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INTRODUCAO: As Leishmanioses englobam um conjunto de comorbidades infecto-
parasitarias e ndo contagiosas causadas por parasitas do género Leishmania. A transmissao
acontece pela picada do inseto hematéfago denominado flebotomineo. Ha duas divisdes da
doenca: a leishmaniose tegumentar (LT) e a leishmaniose visceral, ou conhecida
popularmente como calazar. Neste projeto, sdo abordadas alternativas terapéuticas voltadas
para a Leishmaniose Tegumentar, responsavel por causar lesdes de pele, em média de 2-8
semanas apos a picada do inseto e, em casos mais graves, como acontece no subtipo de LT
(leishmaniose mucosa), a lesdao progride para as mucosas do nariz e da boca, por
disseminacdo hematogénica e linfatica, o que pode resultar em deformidades com
desfiguracao facial causando prejuizos na esfera psicolégica e social na vida dos pacientes.
O tratamento de primeira escolha para LT s&o os antimoniais pentavalentes por via
endovenosa, em vigéncia ha mais de 60 anos e, ndo obstante, é responsavel por efeitos
adversos importantes, resultando em urgéncia de novas medidas terapéuticas. Quanto ao
ciclo biolégico, ao se alimentar do hospedeiro infectado pelo parasita Leishmania, a fémea do
flebotomineo ingere sangue com macréfagos, e mondcitos infectados, essa categoria
parasitaria € denominada amastigota, caracterizada pela forma arredondada, imével,
intracelular e usa o sistema imune (macrofagos) para se replicar. Uma vez dentro do trato
digestério do inseto, o modelo amastigota se transformara em promastigota, espécie
flagelada, extracelular e infectante para o homem. Ao fazer o repasto sanguineo novamente,
a forma promastigota caira na circulagdo do novo hospedeiro € ira desencadear a resposta
imune, retomando a formacgao do parasita intracelular novamente. OBJETIVO: Avaliar os
efeitos da reposicéo do fluconazol frente a L.amazonensis in vitro e compara-los com os
efeitos dos farmacos convencionais (pentamidina e anfotericina B).
MATERIAL E METODOS: De modo geral, foi analisado a atividade do fluconazol sobre as
formas promastigotas (extracelular) e amastigotas (intracelular) da Leishmaniose Tegumentar
(L. amazonensis). Sendo assim, as formas parasitarias mencionadas foram obtidas
(congeladas) da CLIOC (Colegado de Leishmania do Instituto Oswaldo Cruz). Logo apds o
descongelamento, as formas promastigotas foram cultivadas em meio 41
RPMI 1640 suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino, principalmente, a cultura foi
mantida a 24 °C, dentro da estufa. Foi adicionado eritrosina B 0,04% em uma fracao de
parasitos em fase de crescimento e contada em camera de Neubauer espelhada em

microscépio (aumento de 400><). Os parasitos (promastigotas) de cor vermelha s&o
considerados mortos, 0s vivos costumam se apresentar em dupla refragdo e moveis,
conforme o calculo desenvolvido por Stauber e colaboradores (1958). Mediante os calculos,
5x10° promastigotas/mL sdo colocadas em meio RPMI/10% SFB. Assim, sdo mantidos a 24
°C. Para avaliar a atividade leishmanicida sobre a promastigotas de L.amazonensis é utilizado
o método da resazurina (ROLON et al., 2006). De inicio, foram utilizadas placas para cultura
celular de 96 pocos Jet biofil®, onde foi adicionado 180uL de meio RPMI suple mentado com
as formas promastigotas de L. (L.) amazonenses (1x10%mL) em cada pogo e foram
adicionadas 20 uL do farmaco testado. O fluconazol foi testado em diluigdo seriada entre as
concentragdes de 0,065 até 0,022 uM. Para o controle negativo foi utilizado promastigotas em
meio RPMI 1640, quanto ao controle positivo foi utilizado promastigotas tr atadas com
Pentamidina e branco foi utilizado meio RPMI 1640. As placas foram incubadas a 24 °C, por



um periodo de 72 h em estufa BOD. Foram adicionados 20 uL de resazurina depois da
incubagao, a uma concentragao inicial de 2 mM diluido em PBS. Apds 5 h de incubagéo a 24
°C, a fluorescéncia foi determinada com auxilio do espectrofotémetro Synergy HT (BioTek)
com excitacao de 530/25 e emissao de 590/35. Os valores foram processados pelo programa
Gen5®. Dois experimentos foram feitos, de forma independente e em ftriplicata. Posterior a
lise controlada no momento da incubacgao, as amastigotas de L. (L.) amazonensis deverao
entrar em contato com o meio e com a temperatura reduzida, assim diferenciaram em
promastigotas que foram quantificadas. Para tanto, 20 yL de uma solug¢ao de resazurina a 2
mM (Sigma, USA) sera adicionado a microplaca e incubada a 24 °C por 5 h. Os resultados
seréo expressos nos valores de indice de Inibigdo de Crescimento de amastigotas (ICA%)
conforme o calculo que engloba a fluorescéncia obtida em espectrofotémetro. RESULTADOS
E DISCUSSAO: A toxicidade dos farmacos foi avaliada in vitro em culturas de promastigotas
e células THP-1. Conforme os dados de IC%° e CC® & possivel obter o indice de Seletividade
(IS). Na tabela 1, demonstra os farmacos ja utilizados no tratamento com atividade
leishmanicida comprovada (pentamidina e anfotericina B), bem como o farmaco de escolha
(fluconazol). E valido ressaltar que nessa pesquisa, as duas formas parasitarias foram
cultivadas e tratadas com fluconazol, e depois comparadas com os estudos anteriores em que
ja foram estabelecidos o desvio-padrdao meédio de atividade dos farmacos convencionais
(pentamidina e anfotericina B), e que nessas literaturas onde foram estabelecidas o desvio-
padrdo, néo foram utilizados métodos diferentes para determinar IC%°, CC*® e IS.

Tabela 1- Avaliagao de atividade leishmanicida dos farmacos com promastigotas de L.(L.)
amazonensis e citotoxica contra células THP-1.

Farmacos ICs0 (UM) = EP CCso (uM) = EP indice de
L. (L.) amazonensis THP-1 Seletividade

Pentamidina 0,44 £ 0,09 30,17 £ 9,13 68,57

Anfotericina B 0,06 £ 0,02 6,97 + 2,2 154,89

Fluconazol >0,65 >0,65 --

IC50 - inibicao de crescimento de 50% dos parasitos; CC50 — concentragéo citotdxica para 50% da populagéo
celular - resultados corresponde a média de trés experimentos para cada amostra e erro padrédo da média (EP);

Pode-se observar que os farmacos ja usados possuem IC%° bem abaixo, ou seja, &
necessaria uma concentragao baixa do farmaco para se ter o efeito leishmanicida desejado.
Enquanto isso, o fluconazol ndo obteve IC%, pois com 0,65 uM, a concentragdo maxima
testada do farmaco, nao foi encontrado uma inibigao de 50% das promastigotas, o que sugere
uma atividade leishmanicida baixa, ou inexistente perante a forma promastigota. Conforme a
Tabela 1, quando se compara a atividade citotdéxica dos farmacos sobre a viabilidade da
linhagem celular THP-1, observa-se que os valores de CC®°, da pentamidina e da anfotericina
B apresentaram resultados abaixo de 30 uM, no entanto, o fluconazol ndao apresentou
atividade citotdxica (CC®) contra THP-1 na maior concentragdo testada (0,65 uM), dessa
maneira, n&o foi possivel determinar o CC% do fluconazol. Quanto ao indice de Seletividade,
a anfotericina B, apresenta melhor indice ja comprovado, IS: 154,98 para a linhagem THP-1.
Como mencionado antes, para o calculo do indice, sdo necessarios os valores de IC%° e CC*°,
no entanto, ndo houve valor de citotoxicidade na concentragdo maxima do medicamento de
escolha (fluconazol), o que explica a auséncia do IS na Tabela 1, ndo sendo possivel compara-
los entre si quanto ao indice de Seletividade. A auséncia de atividade anti-promastigota do
fluconazol ja norteia uma resposta previsivel para a segunda etapa deste estudo com
amastigota, resultando em uma provavel baixa atividade leishmanicida esperada. A resposta
de dose de cada farmaco para determinar a inibicdo de crescimento de 50% das formas



amastigotas (ICA®) em células THP-1 foi medida indiretamente através do crescimento das
formas promastigotas diferenciadas apés o tratamento (72 horas) e lise controlada dos
macrofagos. As amastigotas sobreviventes ao tratamento se transformaram em promastigotas
diferenciadas apds a morte das células hospedeiras, e os valores de fluorescéncia foram
obtidos pelo método de resazurina. Para o calculo de ICA® foi considerado o controle as
células THP-1 infectadas sem tratamento, na tabela 2 é representado os resultados de ICA%°

Tabela 2- Avaliacdo da acao leishmanicida com amastigota de L.(L.) amazonenses, citotoxica
contra células THP-1 e IS dos farmacos selecionados.

Farmacos ICA(UM) + EP CC*(uM) + EP IS

L. (L.) amazonensis THP-1
Pentamidina 2,09 £ 0,53 30,17 £ 9,14 14,46
Anfotericina B 0,26 + 0,08 6,97 + 2,2 25,25
Fluconazol > 0,65 >0,65 --

ICA50 - inibigao de crescimento de 50% dos parasitos; CC? — concentragéo citotoxica para 50%
da populagao celular - resultados corresponde a média de trés experimentos para cada amostra e erro
padrdo da média (EP); IS — indice de seletividade L. (L.) amazonensis frente a célula THP-1.

Observou-se que a anfotericina B apresentou o melhor resultado leishmanicida quando
comparada aos demais farmacos, isto €, uma menor concentracdo desse antifungico (0,26
MM) representa uma atividade leishmanicida consideravel. Observa-se que o resultado de
ICA® para o fluconazol, ndo apresentou atividade leishmanicida na maior concentragéo
testada do medicamento (0,65 uM), com isso, ndo foi possivel determinar ICA®, pois n&o
gerou efeito inibitérios dobre 50% das amastigotas, o que representa também a auséncia de
indice de Seletividade. CONCLUSAO: Com o estudo realizado sobre o farmaco em questao,
conclui-se que o fluconazol ndo apresentou a atividade biolégica esperada contra nenhuma
de ambas as formas de L. (L)amazonensis, ora promastigota (extracelular), ora amastigota
(intracelular). Isto &, ndo foi identificada a atividade leishmanicida suspeitada. Logo, os
resultados obtidos demonstraram que o antifungico em questao nao possui eficiéncia contra
o parasito in vitro.
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