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RESUMO

As leishmanioses sao antropozoonoses causadas por protozoarios do género
Leishmania spp., transmitidos pela picada de flebotomineos fémeas infectadas que
inoculam as formas promastigotas no hospedeiro. O tratamento atual, baseado em
antimoniais pentavalentes e anfotericina B (AmB), é eficaz, mas associado a
diversos efeitos colaterais. A B-lapachona (B-lap) tem mostrado potencial anti-
Leishmania, sobretudo por induzir estresse oxidativo. Assim, este projeto utilizou a
citometria de fluxo para avaliar a geracao de espécies reativas de oxigénio (EROs)
em culturas de L. amazonensis tratadas com [-lap, além de testar diferentes
concentracdes da associacao entre B-lap e AmB, visando explorar uma possivel
terapia combinada. Os resultados apontaram a B-lap como um composto capaz de
induzir alteragdes REDOX em L. amazonensis. Ademais, quando associada a AmB,
observa-se efeito sinérgico e niveis expressivos de EROs, possivelmente
relacionado a capacidade da AmB em comprometer a membrana do parasito, 0 que
pode ampliar a atividade antiparasitaria da combinacao, refletindo um bom
desempenho por meio da inducéo de estresse oxidativo.

INTRODUCAO

As leishmanioses sdo doencgas infecciosas, nao contagiosas, causadas por parasitos
do género Leishmania. As formas clinicas sdo a tegumentar (LT) e a visceral (LV). A
forma tegumentar caracteriza-se principalmente por lesdes ulcerativas que deixam
cicatrizes permanentes. Ja a visceral caracteriza-se por ser uma doenca sistémica
gue acomete varios 6rgaos internos (BRASIL, 2017).

O protocolo primario para o tratamento da leishmaniose baseia-se na administragao
de antimoniais pentavalentes (Sb*$), cujo nome comercial € Glucantime®. Em casos
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de manifestacées clinicas graves ou contraindicacées especificas, utiliza-se a
anfotericina B (AmB). No entanto, a abordagem farmacolégica atual esta associada
a limitacbes como taxas significativas de falha terapéutica e alta toxicidade sistémica
(BRASIL, 2017).

Nesse contexto, a busca por terapias alternativas com menores efeitos adversos
vém sendo amplamente estudada. As quinonas, como a B-lapachona (B-lap) séao
compostos de origem natural que geram espécies reativas de oxigénio (EROs). Esse
processo ocorre quando o nucleo quinénico sofre biorredugéo por enzimas celulares,
formando intermediarios instaveis chamados semiquinonas. As semiquinonas
transferem elétrons para o oxigénio molecular, resultando na formacgéao de perdxido
de hidrogénio (H20.), contribuindo para o estado de estresse oxidativo (COSTA,
2011). Considerando o potencial da B-lap como agente anti-Leishmania (RAMOS-
MILARE, 2023), o objetivo deste projeto € a avaliagdo da producdo de EROs em
culturas de L. amazonensis tratadas com B-lap, AmB em diferentes concentracdes
de ambos os farmacos, avaliando-se o estresse oxidativo.

MATERIAIS E METODOS

A B-lap e a AmB utilizadas neste estudo foram adquiridas comercialmente, sendo -
lap (298% de pureza, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) e AmB (Inlab, BR,

871455), (Cristalia, BR, 17119384). Promastigotas de L. amazonensis (cepa PH8)

foram mantidas até a fase log de crescimento em de cultura 199. Para estimar os
niveis de EROs, foi utilizado um citbmetro de fluxo (BD FacsCalibur) e a sonda
permeante de células 2',7'-dichlorodi-hidrofluoresceina diacetato (HIIDCFDA,
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) como marcador. A H,.DCFDA € um corante nao
fluorescente que é convertido em DCF (2',7'-diclorofluoresceina) fluorescente na
presenca de oxidantes adequados no interior das células, e sua intensidade pode
ser detectada utilizando-se laser de 488 nm para excitacdo e 535 nm para deteccao
(CHANG, 2013).

Para essa avaliacao, foi testado a 1Csp dos farmacos isolados (1,4 ug/mL para a B-
lap e 1 ug/mL para a AmB). A interagdo farmacolégica entre ambos compostos foi
avaliada pelo método de checkerboard bidimensional, no qual a matriz gerada
permitiu identificar efeito sinérgico na propor¢cdo 4:5 (AmB:B-lap, pg/mL). Nessa
proporcao, foram testadas as concentracdes correspondentes a ICsy (0,259 pg/mL),
IC75 (0,399 pg/mL) e 2xICso (0,519 pg/mL). Os controles positivos foram células
incubadas com H>O, a 500 uM e os controles negativos nao foram tratados. A
fluorescéncia da sonda foi detectada no filtro FL1-H (530 nm) com excitacdo a 488
nm e analisados por meio do software CellQuest Pro.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os niveis de fluorescéncia de cada grupo experimental foram medidos em
comparacdo ao controle negativo, que representa os niveis basais de EROs
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produzidos pelas formas promastigotas. O controle positivo apresentou um
expressivo deslocamento a direita em FL1-H, indicando aumento dos niveis de
fluorescéncia e evidenciando a producao de EROs (Figura 1).
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Figura 1. Andlise de estresse oxidativo em Leishmania amazonensis por citometria de fluxo
(excitagdo a 488 nm; emissédo detectada no canal FL1-H, 530/30 nm) utilizando a sonda fluorescente
2',7'-diclorodiidrofluoresceina diacetato (H''DCFDA). a) Histogramas de fluorescéncia (FL1-H) de
células nao tratadas (controle negativo), células tratadas com H,O, (controle positivo), farmacos
isolados (ICsq da B-lapachona e I1C5, de Anfotericina) e para a combinagéo na proporgéo 4:5 (AmB:$-
lap) na ICs, IC+5 e 2xICsq. b) Intensidade de fluorescéncia mediana (IFM) para as mesmas condigées,
mostrando aumento de EROs intracelular em resposta aos tratamentos.

Nos grupos tratados, o ICsp da AmB apresentou um leve deslocamento para a
esquerda em relagdo ao controle negativo, indicando que o farmaco nao induz
producdo de EROs e mantém os niveis de fluorescéncia proximos ou ligeiramente
abaixo do basal. Esse achado esta condizente com estudos prévios, uma vez que o
mecanismo de acdo da AmB esta relacionado principalmente a sua ligacdo ao
ergosterol na membrana do parasita, e ndo a inducao direta de estresse oxidativo
(ALONSO, 2021). Ja o tratamento com o ICso da B-lap mostrou um deslocamento
mais acentuado a direita refletindo uma maior produgéo de EROs. Esse perfil aponta
a B-lap como um composto capaz de induzir alteragbes REDOX em Leishmania,
como ja descrito (RAMOS-MILARE, 2023).

Os grupos tratados com a combinagdo de ambos os farmacos na proporcao 4:5,
pode-se notar que o nivel de producdo de EROs se assemelha ao 1Csy da B-lap
isoladamente, embora o IC75 e 2xICso da combinagédo apresentem um deslocamento
a direita ligeiramente maior (Figura 1). Logo, sugere-se que a B-lap no ICso (1,4
Hg/mL) induziu niveis de EROs semelhantes aos da combinagdo AmB:B-lap, mesmo
guando a sua concentracdo estava quase dez vezes mais baixa (0,144 ug/mL). Isso
indica que a AmB apesar de nao induzir EROs diretamente, pode potencializar o
efeito da B-lap, seja alterando a permeabilidade de membrana do parasito ao ligar-se
ao ergosterol ou facilitando sua atividade antiparasitarias.

CONCLUSOES

Este estudo identificou que o composto B-lapachona induz maiores niveis de EROs
e que, embora o ICsy da anfotericina B tenha induzido pouca produgdo desses
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radicais, sua combinagdo com a B-lapachona resulta num efeito sinérgico para a
ativacao do estresse oxidativo.
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