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RESUMO 
 
As leishmanioses são antropozoonoses causadas por protozoários do gênero 
Leishmania spp., transmitidos pela picada de flebotomíneos fêmeas 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 β-lapachona (β-lap) tem mostrado potencial anti-
Leishmania, sobretudo por induzir estresse oxidativo. Assim, este projeto utilizou a 
citometria de fluxo para avaliar a geração de espécies reativas de oxigênio (EROs) 
em culturas de L. amazonensis tratadas com β-lap, além de testar diferentes 
concentrações da associação entre β-lap e AmB, visando explorar uma possível 
terapia combinada. Os resultados apontaram a β-lap como um composto capaz de 
induzir alterações REDOX em L. amazonensis. Ademais, quando associada a AmB, 
observa-se efeito sinérgico e níveis expressivos de EROs, possivelmente 
relacionado à capacidade da AmB em comprometer a membrana do parasito, o que 
pode ampliar a atividade antiparasitária da combinação, refletindo um bom 
desempenho por meio da indução de estresse oxidativo.  
 
INTRODUÇÃO 
 
As leishmanioses são doenças infecciosas, não contagiosas, causadas por parasitos 
do gênero Leishmania. As formas clínicas são a tegumentar (LT) e a visceral (LV). A 
forma tegumentar caracteriza-se principalmente por lesões ulcerativas que deixam 
cicatrizes permanentes. Já a visceral caracteriza-se por ser uma doença sistêmica 
que acomete vários órgãos internos (BRASIL, 2017). 
O protocolo primário para o tratamento da leishmaniose baseia-se na administração 
de antimoniais pentavalentes (Sb⁺⁵), cujo nome comercial é Glucantime®. Em casos 



 
 

 
 
 

de manifestações clínicas graves ou contraindicações específicas, utiliza-se a 
anfotericina B (AmB). No entanto, a abordagem farmacológica atual está associada 
a limitações como taxas significativas de falha terapêutica e alta toxicidade sistêmica 
(BRASIL, 2017).  
Nesse contexto, a busca por terapias alternativas com menores efeitos adversos 
vêm sendo amplamente estudada. As quinonas, como a β-lapachona (β-lap) são 
compostos de origem natural que geram espécies reativas de oxigênio (EROs). Esse 
processo ocorre quando o núcleo quinônico sofre biorredução por enzimas celulares, 
formando intermediários instáveis chamados semiquinonas. As semiquinonas 
transferem elétrons para o oxigênio molecular, resultando na formação de peróxido 
de hidrogênio (H2O2), contribuindo para o estado de estresse oxidativo (COSTA, 
2011). Considerando o potencial da β-lap como agente anti-Leishmania (RAMOS-
MILARÉ, 2023), o objetivo deste projeto é a avaliação da produção de EROs em 
culturas de L. amazonensis tratadas com β-lap, AmB em diferentes concentrações 
de ambos os fármacos, avaliando-se o estresse oxidativo.  

 
MATERIAIS E MÉTODOS  
 

A β-lap e a AmB utilizadas neste estudo foram adquiridas comercialmente, sendo β-
lap (≥98% de pureza, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) e AmB (Inlab, BR, 
871455), (Cristália, BR, 17119384). Promastigotas de L. amazonensis (cepa PH8) 
foram mantidas até a fase log de crescimento em de cultura 199. Para estimar os 
níveis de EROs, foi utilizado um citômetro de fluxo (BD FacsCalibur) e a sonda 
permeante de células 2′,7′-dichlorodi-hidrofluoresceína diacetato (H₂DCFDA, 
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) como marcador. A H2DCFDA é um corante não 
fluorescente que é convertido em DCF (2′,7′-diclorofluoresceína) fluorescente na 
presença de oxidantes adequados no interior das células, e sua intensidade pode 
ser detectada utilizando-se laser de 488 nm para excitação e 535 nm para detecção 
(CHANG, 2013).  
Para essa avaliação, foi testado a IC50 dos fármacos isolados (1,4 µg/mL para a β-
lap e 1 ug/mL para a AmB). A interação farmacológica entre ambos compostos foi 
avaliada pelo método de checkerboard bidimensional, no qual a matriz gerada 
permitiu identificar efeito sinérgico na proporção 4:5 (AmB:β-lap, µg/mL). Nessa 
proporção, foram testadas as concentrações correspondentes à IC50 (0,259 µg/mL), 
IC75 (0,399 µg/mL) e 2xIC50 (0,519 µg/mL). Os controles positivos foram células 
incubadas com H2O2 a 500 μM e os controles negativos não foram tratados. A 
fluorescência da sonda foi detectada no filtro FL1-H (530 nm) com excitação a 488 
nm e analisados por meio do software CellQuest Pro. 
 
RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
Os níveis de fluorescência de cada grupo experimental foram medidos em 
comparação ao controle negativo, que representa os níveis basais de EROs 



 
 

 
 
 

produzidos pelas formas promastigotas. O controle positivo apresentou um 
expressivo deslocamento à direita em FL1-H, indicando aumento dos níveis de 
fluorescência e evidenciando a produção de EROs (Figura 1). 

 
Figura 1. Análise de estresse oxidativo em Leishmania amazonensis por citometria de fluxo 

(excitação a 488 nm; emissão detectada no canal FL1-H, 530/30 nm) utilizando a sonda fluorescente 
2′,7′-diclorodiidrofluoresceína diacetato (H₂DCFDA). a) Histogramas de fluorescência (FL1-H) de 
células não tratadas (controle negativo), células tratadas com H2O2 (controle positivo), fármacos 

isolados (IC50 da β-lapachona e IC50 de Anfotericina) e para a combinação na proporção 4:5 (AmB:β-
lap) na IC50, IC75 e 2xIC50. b) Intensidade de fluorescência mediana (IFM) para as mesmas condições, 

mostrando aumento de EROs intracelular em resposta aos tratamentos. 
 

Nos grupos tratados, o IC50 da AmB apresentou um leve deslocamento para a 
esquerda em relação ao controle negativo, indicando que o fármaco não induz 
produção de EROs e mantém os níveis de fluorescência próximos ou ligeiramente 
abaixo do basal. Esse achado está condizente com estudos prévios, uma vez que o 
mecanismo de ação da AmB está relacionado principalmente à sua ligação ao 
ergosterol na membrana do parasita, e não à indução direta de estresse oxidativo 
(ALONSO, 2021). Já o tratamento com o IC50 da β-lap mostrou um deslocamento 
mais acentuado à direita refletindo uma maior produção de EROs. Esse perfil aponta 
a β-lap como um composto capaz de induzir alterações REDOX em Leishmania, 
como já descrito (RAMOS-MILARÉ, 2023).  
Os grupos tratados com a combinação de ambos os fármacos na proporção 4:5, 
pode-se notar que o nível de produção de EROs se assemelha ao IC50 da β-lap 
isoladamente, embora o IC75 e 2xIC50 da combinação apresentem um deslocamento 
a direita ligeiramente maior (Figura 1). Logo, sugere-se que a β-lap no IC50 (1,4 
µg/mL) induziu níveis de EROs semelhantes aos da combinação AmB:β-lap, mesmo 
quando a sua concentração estava quase dez vezes mais baixa (0,144 µg/mL). Isso 
indica que a AmB apesar de não induzir EROs diretamente, pode potencializar o 
efeito da β-lap, seja alterando a permeabilidade de membrana do parasito ao ligar-se 
ao ergosterol ou facilitando sua atividade antiparasitárias. 
 
CONCLUSÕES 
 
Este estudo identificou que o composto β-lapachona induz maiores níveis de EROs 
e que, embora o IC50 da anfotericina B tenha induzido pouca produção desses 



 
 

 
 
 

radicais, sua combinação com a β-lapachona resulta num efeito sinérgico para a 
ativação do estresse oxidativo. 
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