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RESUMO

A leishmaniose € uma parasitose causada por protozoarios do género Leishmania, sua
incidéncia anual em humanos esta estimada em 1 a 1,5 milhdo de casos de leishmaniose
cutanea em todo o mundo. A zidovudina (AZT) vem sendo utilizada no tratamento de
portadores do virus da imunodeficiéncia humana (HIV) e inibe a transcriptase reversa
competindo com o trifosfato de timidina, com grande seletividade antiviral. Para avaliar a
dose toxica em células humanas foi realizado o ensaio de citotoxicidade em macréfagos
variando-se a concentragdo do AZT de 1 a 100 uM e identificando a dose letal em células
humanas. A avaliagdo da sobrevivéncia de formas promastigotas foi realizada por
microscopia Optica ap6s exposicdo a diferentes doses de AZT. A avaliacio das
caracteristicas morfologicas das estruturas parasitarias foi realizada utilizando-se o
programa Image J (NIH) para os seguintes parametros: comprimento e largura do corpo e
comprimento do flagelo. A avaliacdo do metabolismo respiratorio e energético foi realizada
pela técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), determinando-se a
concentracdo dos 4cidos organicos como: citrato, piruvato, oxalacetato, a-Cetoglutarato,
malato, succinato, lactato e fumarato. Além de corpos cetdnicos: acetoacetato e B-
hidroxibutirato e dos &cidos relacionados a via de oxidacdo de &cidos graxos: propionato e
acetato. Realizou-se a analise estatistica para correlagdo das alteragBes com as dosagens de
zidovudina utilizadas. Observou-se por meio do teste de citotoxicidade que a DL50 foi de
30 uM. Observou-se a reducdo quantitativa de parasitos quando comparados ao grupo
controle em 62%, 64%, 88% no 3° dia de crescimento das promastigotas sob agéo de AZT
em 30, 40 e 50 uM respectivamente. Com relagio as caracteristicas morfométricas das
promastigotas expostas as concentra¢des de 1- 50 uM de AZT, quando comparadas as do
grupo controle, foi possivel observar: reducdo do comprimento do corpo em 17,2-38,5%
no 3° dia e 17, 5-30,2% no 6° dia, aumento da largura em 48,7-54,9% no 3° dia e redugdo
em 8-41,3% no 6° dia e redugdo do comprimento do flagelo em 12,3-18,2% no 3° dia e
6,4-38,8% no 6° dia. Com relagdo a alteragdes bioquimicas, observou-se maior
secregdo/excrecdo de fumarato e succinato nos parasitos de 6° dia, confirmando a agéo do
AZT que tem um mecanismo relacionado ao bloqueio da cadeia transportadora de
elétrons. Estes dados demonstram a atividade in vitro do AZT em diferentes concentragBes

no crescimento, morfologia e metabolismo das formas promastigotas de L. (L.) amazonensis.
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ABSTRACT

Leishmaniasis is a disease caused by a protozoan from the genus Leishmania and it’s annual
incidence in humans is estimated around 1 to 1,5 million cases of cutaneous leishmaniasis
around the world. Zidovudine (AZT) have been used in the treatment of patients with
human immunodeficiency virus (HIV) and inhibits the reverse transcriptase by competition
for timidine triphosphate, with great viral selectivity. To determine the AZT'’s citotoxicity
against human cells an essay with macrophages was performed, in which the drug’s
concentration varied from 1 to 100 uM of AZT and allowed the identification of the lethal
dose to human cells. The evaluation of the survival was performed by optic microscopy
after the exposition to different doses of AZT. The evaluation of the morphologic
chacarteristics of the parasites was performed through use of Image J (NIH) and the
following parameters: length and width of the body and length of the flagellum. The
evaluation of the respiratory and energetic metabolism was performed through HPLC
techniques from which the quantification of organic acids such as citrate, piruvate,
oxaloacetate, «-cetoglutarate, malate, succiante, lactate, fumarate, acetoacetate, -
hydroxibutirate, propionate and acetate was possible. The statistical analysis was performed
to correlate the AZT’s dosage with the injuries observed in the parasites. The citotoxicity
essay showed that the 1C50 was of 30 uM. A quantitative reduction of the parasites was
observed when compared the control groups to the exposed ones, showing a reduction of
62%, 64%, 88% on the 3" day of promastigotes growth when exposed to 30, 40 and 50 uM
dosages, respectively. In regard to the morphometric characteristics of promastigotes
exposed to concentrations varying from 1- 50 uM of AZT, when compared to the control
group, it was possible to observe: reduction of the length of the body 17,2-38,5% on the 3"
day and 17,5-30,2% on the 6" day, increase of the width in 48,7-54,9% on the 3" day and

reduction of 8-41,3% on the 6™ day, and reduction of the length of the flagellum of 12,3-
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18,2% on the 3 day and of 6,4-38,8% on the 6™ day. Regarding the biochemical
alterations, it was possible to observe an increase in the secretion/excretion of fumarate
and succinate in parasites from the 6" day due to the fact that the mode of action of AZT
is related to the blockage of the electrons transporting chain. These data demonstrate the in
vitro activity of different concentrations of AZT on the growth, morphology and

metabolism of promastigotes forms of L. (L.) amazonensis.

Key words: AZT, Leishmania (L.) amazonensis, leishmanicid, carbohydrate and energetic

metabolism, morphometry.
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I-Introducéo

1.1-O agente infeccioso

Leishmania foi descrita em 1903 por Leishman e Donovan na india e
simultaneamente por Wright, como um protozoéario flagelado pertencente a classe
Zoomastigophora, filo Sarcomastigophora, ordem Kinetoplastida e familia Trypanosomatidae.
Como todos os pertencentes a ordem Kinetoplastida apresenta cinetoplasto, uma estrutura
Unica especializada que contém grande quantidade de material genético, essencial para a
sobrevivéncia do parasito (Blum et al 2004, Garcia-Almagro 2005, Souza et al 2009).

A familia Tripanossomatidae € composta de protozoarios que representam um dos
primeiros ramos da linhagem eucaridtica. Todos os pertencentes a esta familia séo
parasitos, alguns deles causando sérias doengas ao ser humano (Leishmania sp, Trypanosoma
cruzi e T. brucei), animais domésticos (Trypanosoma equinum) e plantas (Phytomonas) (Besteiro
2002).

Os parasitos do género Leishmania apresentam em seu ciclo de vida heteroxeno
duas formas evolutivas: a forma amastigota, que é intracelular e sem movimentos e a
promastigota, que é flagelada e extracelular (figura 1). A amastigota tém corpo ovoide,
medindo entre 2 a 6 um de comprimento por 1,5 a 3 um de largura, flagelo interno em uma
invaginacdo da membrana chamada bolso flagelar e cinetoplasto préximo ao nucleo. A
promastigota apresentam corpo alongado, medindo entre 14 e 20 pm de comptimento por
1,5 a 4 um de largura, flagelo livre, nicleo no terco médio da célula e cinetoplasto em
forma de bastonete curvo situado anteriormente ao nucleo (Rey 2008).

Do ponto de vista de sua biologia molecular e genética, deve salientar-se que as
leishmanias tém dois genomas, nuclear e cinetoplastico, este ultimo equivalente ao genoma
mitocondrial de mamiferos. O cari6tipo de Leishmania é de 34-36 cromossomos (Garcia-

Almagro 2005).
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As leishmanias sdo flagelados heteroxénicos, ou seja, parasitos com alternancia de
evolugdo entre hospedeiros vertebrados e invertebrados. Formas amastigotas se
multiplicam dentro dos fagolisossomos de macrofagos de vertebrados. Enquanto que as
formas promastigotas, flageladas e moveis, se multiplicam extracelularmente no trato
alimentar (intestinal) do vetor invertebrado e em culturas axénicas (Shaw 1982; Sacks 1985;
Alexander 1999).

Um padrdo diferente de desenvolvimento das formas promastigotas é observado
nos dois subgéneros, Leishmania (Leishmania) e Leishmania (Viannia). Membros do subgénero
L.(Leishmania) se desenvolvem exclusivamente no intestino médio e anterior de seus
vetores (desenvolvimento suprapilario), enquanto os membros do subgénero L.(Viannia) se
desenvolvem no intestino posterior (desenvolvimento peripilario) (Gossage 2003).

Existem evidéncias da presenca de distintas formas promastigotas infectantes aos
mamiferos, na qual a promastigota metaciclica é a fase final de desenvolvimento no vetor
com diferencas morfoldgicas e bioquimicas que determinam a capacidade infectante

(Gossage 2003).

Figura 1 : A-Formas amastigotas de Leishmania sp (Retirado de Gettyimages 2009).

B- Formas promastigotas de Leishmania sp.
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1.2-Ciclo Bioldgico

A forma promastigota da Leishmania é transmitida pela picada de vetores infectados
do género Lutzomya e/ou Phlebotomus. Apesar de existirem 500 espécies conhecidas,
somente cerca de 30 delas foram positivamente identificadas como vetores da doenca.
Apenas a fémea do inseto transmite os protozoérios, infectando-se com as formas
amastigotas do parasito, contidos no sangue que ingere a partir do seu hospedeiro humano
ou mamifero, a fim de obter as proteinas necessarias para o desenvolvimento de seus ovos
(CDC 2008; WHO 2010).

O vetor infectado apresenta uma obstrucdo de seu proventriculo e estdmago,
levando a regurgitacdo das formas infectantes (ou seja, promastigotas metaciclicas) durante
0 repasto sanglineo. As promastigotas inoculadas no local da picada séo fagocitadas pelos
macrdfagos e outros tipos de células mononucleares fagocitarias. Apos a internalizagdo, a
promastigota metaciclica é encontrada em um vactolo parasitoforo. Ocorre, entdo, o
fendmeno de toque entre o vactolo que contém o parasito e 0s lisossomos, que permitem
a passagem de enzimas para o fagossomo, sem ocorrer uma fusdo. Os vacUolos
parasitoforos de Leishmania sdo acidificados, ricos em enzimas lisossomais e suas
membranas mostram os marcadores fagolisossomais. A promastigota transforma-se em
amastigota, capaz de se desenvolver e multiplicar no meio acido encontrado no vactolo
digestivo (Neves 2005). As amastigotas sdo uma fase tissular do parasito que se multiplicam
por divisdo simples até romperem a célula hospedeira, quando apresentam a capacidade de
continuar a infectar outras células mononucleares fagocitarias (CDC 2008; Real 2008;
WHO 2010).

Os flebétomos podem ser infectados pela ingestdo de células repletas de

amastigotas durante o repasto sangiiineo. No vetor, as amastigotas transformam-se em
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promastigotas, desenvolvem-se no trato intestinal, e migram para a proboscide (figura 4)

(CDC 2008; WHO 2010).

Estagio no Estagio em

vetor o O vetor redizarepasic NUMano
sanguineo e injela as famas As promastigalas sa0
promashgatas na pele 0 e g

o O vetor fedizx repasio
sanguineo e ingere os macrGfagas
infectados com amasfligotas

A = Infective Stage
Aﬂ Diagnostic Stage

SAFEE . MEALYMIER-PEOFLE™

hitp:/Mmwww.dpd cdc govidpdx
Figura 2: Ciclo Bioldgico da Leishmania sp (Adaptado de CDC 2008).

1.2.1-Metaciclogénese

Dentro do tubo digestivo do vetor, as caracteristicas da promastigota vao
modificando desde a fase de nectomona, nas microvilosidades do tubo digestivo, até a
promastigota metaciclica infectante, livre na hipofaringe, passando por uma fase
intermediaria de haptomona. Este processo € conhecido por metaciclogénese e dura

aproximadamente de 6 a 10 dias (Garcia-Almagro 2005).
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A transformacdo da forma promastigota prociclica que € pouco infectante em
promastigota metaciclica altamente infectante é demonstrada na figura 3. Na natureza, a
metaciclogénese, ocorre no inseto vetor. Esta transformagdo € acompanhada por um
aumento na capacidade de infectar e sobreviver no hospedeiro vertebrado, onde o parasito
é atacado pelo sistema imune do hospedeiro (Zakai 1998).

As promastigotas crescem em meio de cultura em duas fases, logaritmica
(crescimento exponencial) e estacionaria. Em culturas, as promastigotas de fase estacionaria
apresentam maior concentracdo de metaciclicas e maior viruléncia do que as que crescem
progressivamente (Gossage 2003).

Mudancgas morfoldgicas no tamanho e forma do parasito e comprimento do flagelo
estdo associados & diferenciacdo no intestino médio do hospedeiro invertebrado e em
diferentes fases de crescimento em culturas axénicas. A expresséo de moléculas de
superficie como a lipofosfoglicano (LPG) e a protease gp63 foram associadas a este

processo de diferenciacdo de promastigotas de formas prociclicas para metaciclicas (Dorea

et al 2003).
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Figura 3: Desenvolvimento do parasito nos hospedeiros, destacando a metaciclogénese

que ocorre no interior do hospedeiro invertebrado (Adaptado de Gossage, 2003).

1.3-Fatores epidemiol6gicos

As leishmanioses sdo zoonoses consideradas como um grande problema de salde
publica, representando um complexo de doencas com importante espectro clinico e
diversidade epidemioldgica. A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estima que 350
milhGes de pessoas estejam expostas ao risco de infecgdo com registro aproximado de dois
milhdes de novos casos da doenca em suas diferentes formas clinicas ao ano (Ministério da
Satde 2007).

A leishmaniose ¢ uma doenca de distribuicdo mundial, atingindo 88 paises, dos
quais 72 sdo paises em desenvolvimento e 13 sdo paises desenvolvidos. A incidéncia anual
esta estimada em 1 a 1,5 milhdo de casos de leishmaniose cutdnea (LC) e 500.000 de

leishmaniose visceral (LV). Nem sempre é uma doenca de notificagdo compulsoria e
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apenas em 33 dos 88 paises é considerada uma doenca endémica (Desjeux 2004; Ministério
da Saude 2007).

Grande parte dos casos ndo é diagnosticada ou ndo notificada, em especial nos
casos em que 0s pacientes Ndo possuem acesso aos servigos de saude (Desjeux 2004).

Em muitas &reas do mundo, ocorre um aumento no nimero de casos de
leishmaniose. No Brasil, em 1998 havia 21.800 casos de LC e em 2002, este nimero
aumentou para 40.000. No caso da LV, no nordeste do Brasil em 1998 ocorreram 1.840

casos novos e em 2002, 6.000 casos novos (figura 5) (Desjeux 2004).

B L (v) brazitiensis

B L (v)ainsoni

L (V) naiff

W L (v)shew

B L (v)guyanensis

[ L (L)amazonensis
B L (v)lindenberg

Figura 4. Distribuicdo de espécies de Leishmania responsaveis pela transmissdo da
leishmaniose tegumentar americana, Brasil — 2005 (Ministério da Satde 2007).

Outro fator epidemiol6gico importante € que as leishmanioses visceral e
tegumentar vém surgindo como coinfecgbes com o virus da imunodeficiéncia humana/
sindrome da imunodeficiéncia adquirida (HIV/AIDS), adquirindo um carater de doenca
oportunista (Desjeux 2004). Na Africa, principalmente Etidpia e Sudéo, estima-se que 70%

dos adultos com leishmaniose visceral também tém a infeccéo pelo HIV (Ngure et al, 2009)
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As leishmanioses caracterizam-se como um grave problema de saude publica. As
perspectivas de controle séo altamente dependentes do progresso cientifico para obtencdo
de melhorias das ferramentas que as controlem e uma melhor estratégia de custo efetivo

para manejo e controle de vetores (Desjeux 2004).

1.4-Leishmaniose

A leishmaniose é uma doenca grave que envolve trés participantes centrais do
ponto de vista biolGgico: o parasito, o inseto (hospedeiro invertebrado) e o ser humano
(hospedeiro vertebrado). Tal doenga é causada pelas espécies pertencentes ao género
Leishmania, um grupo de protozoérios flagelados da familia Trypanosomatidae e ordem
Kinetoplastida (Almeida 2003).

Os dipteros da subfamilia Phlebotominae s&o os Unicos vetores das varias espécies
de Leishmania, sendo os géneros Phlebotomus vetor das espécies no Velho mundo e Lutzomyia
vetor das espécies de Leishmania nas Américas (figura 5). Eles sdo conhecidos por
preferirem viver em florestas, florestas secundarias e areas de rochas calcarias. Suas
adaptacbes em proximidades de habitagbes tém facilitado a transmissdo da doenga e
provocado a sua urbanizagdo (Almeida 2003; Amora 2009).

No Brasil, ¢ uma doenga endémica e mostra um padrdo de transmissdo
peridomiciliar principalmente porque algumas espécies de vetores se adaptaram as
alteracdes ambientais. Além disso, a ocupacdo humana desordenada de éareas florestais
possibilita a disseminagdo da doenga em um ciclo extra-florestal. Essa redugdo do espago
ecoldgico dos vetores facilita a ocorréncia das epidemias (Amdra 2009).

Os flebotomineos tém habitos crepusculares e noturnos permanecendo abrigados
em seus nichos durante o dia. A sua ocorréncia em algumas areas também pode estar

relacionadas a fatores climaticos como temperatura, precipitagdo e umidade relativa. Estes
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dipteros se beneficiam de moderada precipitacdo durante a estagdo chuvosa, mas
inundac@es sdo prejudiciais, porque destroem suas areas reprodutoras e matam a pupa no
solo. Além disso, as temperaturas mais baixas e maior disponibilidade alimentar para as

larvas com as folhas caidas no outono podem estimular pupagdo em massa (Amara 2009).

Figura 5: Lutzomyia sp: vilosidades e pélos eretos, cabeca estreita na base, torax mais
elevado que a cabeca, asas lanceoladas, levantadas e cobertas de pélos (UNMSN 2009).

A infeccdo humana pode ser totalmente inaparente ou subclinica ou pode
apresentar um espectro de manifestacbes de envolvimento cutdneo, das mucosas até
destruicéo generalizada sistémica na forma visceral da doenga com evolugdo fatal (Balafia-
Fouce 1998).

A LV pode ser fatal se ndo tratada, visto que existem aproximadamente 500.000
casos de LV por ano em todo o mundo. A falta de sistemas de vigilancia e o frequente
subdiagndstico tornam dificil estimar a real incidéncia e a taxa de letalidade da LV (Desjeux
2004).

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) distribui-se amplamente no continente
americano, estendendo-se desde o sul dos Estados Unidos até o norte da Argentina. No
Brasil tem sido assinalada em todos os estados, constituindo, portanto, uma das afeccbes
dermatoldgicas que merece maior atencdo, devido ao risco de ocorréncia de deformidades

que pode produzir no homem, como também pelo envolvimento psicoldgico do doente,
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com reflexos no campo social e econdmico, uma vez que, na maioria dos casos, pode ser
considerada uma doenca ocupacional (Ministério da Satde 2000).

As leishmanioses sdo divididas em dois grupos de doengas: leishmaniose
tegumentar americana (LTA) que ocorre somente nas Américas e leishmaniose visceral
(LV). A LTA inclui vérias formas clinico-epidemioldgicas relacionadas a diferentes
subgéneros e espécies de Leishmania :

o Leishmaniose cuténea (LC): As espécies relacionadas no Novo Mundo séo
principalmente do complexo L. (Leishmania) mexicana (L. amazonensis, L. mexicana e L.
venezuelensis) e do subgénero Viannia (L. (V.) braziliensis, L. (\.) panamensis, L. (\/.) peruviana
e L. (V.) guyanensis). As manifestacdes clinicas sdo caracterizada por Ulceras cronicas na
pele, desenvolvidas no local da picada do inseto vetor e que podem levar meses para
cicatrizar E geralmente auto-resolutiva, mas que se apresenta como uma forma grave
quando ha lesdes multiplas (Desjeux 2004, Rey 2008).

o Leishmaniose cuténeo-difusa (LCD): relacionada com o complexo L.
mexicana, no Novo Mundo. E caracterizada como uma doenga cronica e poliparasitaria, por
lesbes ndo ulcerativas, resisténcia a quimioterapia e anergia das células T Leishmania
especificas. Ndo possui cura esponténea e é uma doenca que surge devido a deficiéncia na
resposta imune mediada por células. As lesdes disseminadas se assemelham & hanseniase
(Desjeux 2004, Azeredo-Coutinho 2007, Rey 2008).

o Leishmaniose muco-cutanea (LMC): causada pelo subgénero Viannia, sendo
as principais espécies representadas por L. (V.) braziliensis e L. (V.) guyanensis. Causa, no
inicio, Ulceras na pele que, entretanto, cicatrizam para depois reaparecerem, principalmente,
nas mucosas do nariz e da boca, geralmente esta forma é acompanhada por infec¢des
secundérias. Provoca a destruicdo das cartilagens e mucosas oro-nasal e faringea se

apresentando de forma mutilante (Desjeux 2004, Rey 2008;).
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A leishmaniose visceral (LV) possui a L. donovani como a principal espécie
causadora desta doenca na India e Leste da Africa. A L. (L.) infantum chagasi é responsavel
pelos casos de LV na regido mediterrénica e L. chagasi nas Américas. Esta é forma mais
grave da leishmaniose, sendo frequentemente fatal na auséncia de tratamento. Os sintomas
comecam ap6s um periodo longo de incubacdo (1-3 meses). O conjunto da doenca é
geralmente insidioso, febre irregular, acompanhada de sudorese, fraqueza e perda de peso
gradual se torna perceptivel. Em casos avancados podem desenvolver esplenomegalia,
hepatomegalia, linfoadenopatia e anemia. Edema e ascite podem desenvolver-se e, em
casos ndo tratados, as mortes sdo comuns devido a doengas causadas por infeccdes
bacterianas secundarias, como pneumonia, tuberculose ou disenteria (Balafia-Fouce 1998;
Desjeux 2004).

No Brasil, a L. chagasi é a espécie mais comumente implicada em casos de
leishmaniose visceral. A L. amazonensis € amplamente reconhecida como agente causador da
leishmaniose cutdnea na América Latina, mas também pode promover a leishmaniose

visceral atipica com hepatite e linfadenopatia (Aleixo et al,2006).

1.5-Coinfeccdo Leishmania/HIV

Com o advento da AIDS, a ocorréncia de leishmaniose visceral em individuos
infectados com o virus da imunodeficiéncia humana (HIV) aumentou em alguns paises
africanos, da regido do Mediterraneo e no Brasil (Matos et al 1998; Rabello et al 2003, Ngure
et al 2009). Nessa correlagdo é possivel observar alto risco de desenvolvimento de
leishmaniose visceral, de forma réapida e grave (Garcia-Almagro 2005).

A coinfeccdo AIDS/leishmaniose se inclui num ciclo vicioso de reforco mdtuo no
qual as enfermidades produzem uma diminuicdo sinérgica da resposta imunitaria ao

destruirem as mesmas células (Garcia-Almagro 2005). A associacdo entre leishmaniose
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tegumentar e infeccdo pelo HIV parece ser muito rara. Mdltiplas lesdes cutdneas com
maior envolvimento das mucosas caracterizam o quadro clinico da leishmaniose
tegumentar americana em associagdo com a infeccdo pelo HIV na maioria dos casos
(Matos et al 1998). Manifestacdes atipicas variando de casos anérgicos paradoxais,
profundidade das lesbes ulcerativas, padrdo esporotricdide e envolvimento cutaneo-
mucoso, assim como uma resposta pobre a terapia padréo é observado como consequéncia
da imunodeficiéncia em varios casos (Rosatelli et al, 1998; Padovese et al, 2009).

O uso de agulhas intravenosas em usuarios de drogas de abuso permitem a
transmissdo direta pessoa a pessoa, constituindo um novo padrdo de transmissdao da
leishmaniose em um novo ciclo convencional em pacientes coinfectados (Garcia-Almagro
2005).

O diagnostico da coinfeccdo apresenta dificuldades especificas, devido
fundamentalmente a destruicdo das mesmas células e consequentemente da resposta
imunitaria por ambos agentes infecciosos: falsa negatividade soroldgica em pacientes
coinfectados com outras doengas como toxoplasmose e tuberculose e dificuldade em
diagndstico parasitologico (Garcia-Almagro 2005).

O tratamento apresenta as mesmas dificuldades, por reducdo na eficacia dos
medicamentos, recidivas por resisténcia ao tratamento e acumulo de efeitos secundarios
(Garcia-Almagro 2005). Dai a grande importancia na busca de farmacos com alvos

especificos contra o parasito e com baixa toxicidade para o hospedeiro.

1.6-Metabolismo de Leishmania spp
Os Trypanosomatidae séo caracterizados por alta flexibilidade de seu metabolismo
energético. Eles possuem uma mitocdndria Unica em todas as fases de desenvolvimento

que contribuem para a geracéo global de ATP variando significantemente de um membro
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da familia Trypanosomatidae para outro e de uma fase de ciclo de vida para outra. Em
consequéncia, a contribuicdo do catabolismo de carboidratos para a geracdo de energia é
também altamente varidvel (Opperdoes 1995).

Durante seu ciclo de vida, os parasitos adaptam seu metabolismo energético de
acordo com o hospedeiro visando a disponibilizagdo de substratos. Sendo carboidratos e
aminoacidos os principais substratos para o género Leishmania (Cazzulo et al 1985).

A glicose é a principal fonte de energia para a maioria dos estigios dentro do
hospedeiro vertebrado. Em L. mexicana a utilizacdo de glicose é baixa e a oxidacdo de
acidos graxos é maior em amastigotas que promastigotas, o que significa um favorecimento
da glicdlise nestas ultimas. O consumo de glicose por Leishmania sp € relativamente baixo se
comparado a outros tripanossomatideos, sendo maior em aerobiose que anaerobiose
(Cazzulo et al 1992).

A glicose é metabolizada por parasitos do género Leishmania e outros
tripanossomatideos por meio da via glicolitica e a via da pentose fosfato (Maugeri 2003).
Apesar de ter a glicolise ativa, algumas espécies de Leishmania preferem aminoacidos como
a prolina e ndo a glicose como fonte de energia, entretanto o catabolismo de aminoécidos €
mais utilizado pelas formas intracelulares deste protozoario (Tielens e Van Hellemond
1998).

Foi demonstrado que L. mexicana possui todas as enzimas da via glicolitica e do
ciclo do 4cido tricarboxilico. Uma menor parte dos carboidratos que participam do
metabolismo energético é completamente oxidada a didxido de carbono. A maioria dos
produtos é parcialmente oxidada, como o acetato, piruvato e succinato. Estes também séo
produtos finais do metabolismo da glicose. O piruvato é degradado na mitoc6ndria, a este
processo deu-se 0 nome de “fermentacdo aerébia” (Martin et al 1976; Cazzulo 1992;

Tielens e van Hellemond 1998).
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Durante a fermentacio aerdbia ocorre a excre¢do de acidos organicos no meio de
cultura, levando a uma diminui¢do no seu pH , principalmente nos casos em que ha alto

consumo de glicose (Louassini et al 1999).

a) Glicolise e glicossomo

Nos estudos com Trypanosomatidae, a glicdlise ocorre por meio da via Embden-
Meyerhoff dos quais as primeiras enzimas ficam no interior de uma organela: o glicossomo.
A ordem Kinetoplastida, a que a familia Trypanosomatidae pertence, possui organismos
em que se encontraram esse tipo de compartimentalizagdo. O glicossomo é um membro da
familia de microcorpos a que também pertencem 0s peroxissomos, presentes em quase
todas as outras células eucariéticas (Opperdoes 1995).

Os organismos pertencentes ordem Kinetoplastida desenvolveram vias alternativas
do catabolismo de carboidratos. Considerando que a maior parte das outras células
eucarioticas, incluindo a de mamiferos possui todas as enzimas da via glicolitica em
compartimentos citosolicos, os parasitos da ordem Kinetoplastida possuem de uma a sete
enzimas da gliclise, duas enzimas do metabolismo do glicerol e varias enzimas da via da
pentose fosfato encontrados em uma organela distinta, o glicossomo (figura 6) (Verlinde
2001; Opperdoes 2001).

As enzimas presentes no glicossomo séo a hexoquinase que é a primeira enzima da
via  glicolitica, fosfofrutoquinase,  frutose-1,6-bifosfatase,  gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase que possui dois tipos de isoenzimas, uma no citosol e uma no glicossomo.
Enquanto a enzima glicossomal esta diretamente envolvida na glicélise. A funcdo destas
isoenzimas citosélicas ainda ndo estd clara. Encontra-se ainda a glicerol-3-fosfato

desidrogenase que ¢ uma enzima NAD-dependente, gliceroquinase, fosfoglicerato que tém
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descritas duas isoenzimas para as espécies de Leishmania (Galbraith 1991, Urbina 1994,
Verlinde 2001; Opperdoes 2001).

No citosol podem ser encontradas enzimas como a piruvato quinase que é a ultima
enzima da via glicolitica, envolvida na transferéncia do grupo fosfato do fosfoenolpiruvato
para 0 ADP e a glicose-6-fosfato desidrogenase responsavel pela oxidacdo da glicose-6-
fosfato. Enquanto na mitocOndria encontra-se a citrato sintase, o-cetoglutarato
desidrogenase, 13-succinato desidrogenase e a piruvato carboxilase. Os niveis de algumas
enzimas glicoliticas sdo maiores em promastigotas, entretanto a fosfoenol piruvato
carboxiquinase (PEPCK) e a malato desidrogenase sdo mais elevados em amastigotas
(Galbraith 1991; Cazzulo 1992; Lehninger 2006).

A enzima glicossomal gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (JGAPDH) exerce
grande controle sobre fluxo glicolitico e tem mostrado ser um bom alvo para o
planejamento de farmacos contra tripanossomatideos. O consumo de glicose por
Leishmania sp € relativamente baixo se comparado a outros tripanossomatideos, sendo
maior em aerobiose do que em anaerobiose (Cazzulo 1992; Verlinde 2001).

O piruvato é o produto final da glicélise e é freqientemente degradado por uma

mitocondria Unica (Cazzulo 1992).
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Figura 6: Esquema da glicdlise no metabolismo aerébio de Leishmania spp. (modificado

de: Tielens e Van Hellemond 1998)

A glicose também pode ser metabolizada por uma via alternativa a glicdlise, a via da

pentose fosfato (figura 7). Embora o papel da glicélise seja a geracdo de ATP e piruvato, a
via da pentose fosfato é essencialmente envolvida na manutencdo de NADPH celular, que
podem servir como doadores de hidrogénio na biossintese redutora, ou seja, na defesa

contra o estresse oxidativo (Verlinde 2001; Opperdoes 2001).

As promastigotas de Leishmania possuem um metabolismo energético no qual

pequena parte do carboidrato é oxidado completamente em CO2, via ciclo de Krebs, mas
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grande parte é oxidado em produtos como acetato e succinato. Uma parte do piruvato é
transaminado em alanina que é excretada (Blum 1993; Cazzulo 1992).

No parasito a NADH fumarato-redutase age sobre o fumarato gerando succinato,
revertendo dessa forma um ponto no ciclo do &cido tricarboxilico (Urbina, 1994; Turrens,
2004). Nas formas promastigotas de Leishmania spp, 0 succinato € um dos principais

produtos gerado pelo ciclo do acido tricarboxilico (Tielens e Van Hellemond 1998).

/4:])1»
NAD)

Succinato PC ADP
Succinil-Co. ATP

NADH
< NAD +

MITOCONDRIA

Figura 7: Esquema do ciclo de Krebs no metabolismo aer6bio de Leishmania spp, com
destaque a inversdo parcial do ciclo de fumarato a succinato. Produtos finais: acetato,

alanina e succinato (modificado de: Tielens e Van Hellemond 1998).
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c) Cadeia respiratoria

Nas promastigotas, parte dos produtos finais oxidados sdo resultados do
metabolismo aerdbio envolvendo uma cadeia transportadora de elétrons com um aceptor
final, o oxigénio (figura 8). O succinato produzido durante incubagdes de promastigotas em
condigBes aerdbias é principalmente produzido via oxidativa envolvendo parte do ciclo de
Krebs (de oxalacetato via citrato até succinato) e oxidacdo de NADH via cadeia respiratéria
que é uma via ja bem estudada em vertebrados (Van Hellemond et al 1997).

As formas amastigotas sdo intracelulares e possuem uma mitocondria reduzida
denominada pré-mitocondria. Isto sugere um metabolismo aer6bio ou anaerdbio
facultativo, semelhante nas promastigotas, porém ambos os estagios sdo dependentes da
atividade do ciclo de Krebs e da cadeia respiratoria semelhante aos mamiferos, embora os
acidos graxos provavelmente sejam 0s mais importantes substratos para o0s estdgios no

inseto, como na L. mexicana (Hart e Coombs 1982).
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Figura 8: Esquema da cadeia respiratdria no metabolismo aerdbio de Leishmania spp.

(modificado de: Tielens e Van Hellemond 1998).

1.7-Bases bioquimicas para o tratamento das leishmanioses

Os antimoniais pentavalentes estibogluconato de sodio (Pentostam) e antimoniato
de meglumina (Glucantime) sdo os farmacos de primeira linha em casos de diferentes tipos
de leishmanioses (visceral e cutanea). A deplecdo de niveis de ATP intracelular pela
interferéncia do fluxo glicolitico e B-oxidacdo dos &cidos-graxos em amastigotas é o
principal modo de acéo dos antimoniais pentavalentes. Estes medicamentos, embora fagam
parte do tratamento de escolha, apresentam elevada toxicidade e dificuldade de

administracdo (Balafia-Fouce 1998; Berman 2003; Blum et al 2004).
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A miltefosina foi estabelecida como o primeiro fa&rmaco de administracdo oral
contra a leishmaniose visceral. Outros alquil-fosfolipideos, como edelfosina foram testados
contra a Leishmania mostrando uma atividade antiparasitaria in vitro. A atividade in vitro da
perifosina tem sido demonstrada previamente contra diferentes espécies de Leishmania
incluindo L. amazonensis, sendo uma grande possibilidade dentro dos alquil-fosfolipideos
(Cabrera-Serra et al, 2008).

O tratamento da leishmaniose visceral com farmacos convencionais como 0s
antimoniais, anfotericina B, pentamidina, alopurinol, ddo poucos resultados em pacientes
com HIV, visto que mais de 40% deles tém persisténcia das infecgdes cronicas,
demonstrando a importancia da resposta imune durante a quimioterapia (Balafia-Fouce
1998).

O maior avango na quimioterapia da leishmaniose € o uso das formulagdes lipidicas
de anfotericina B. Este antifingico é considerado como segunda linha no tratamento
devido a seus efeitos secundarios negativos. Seu mecanismo de acao é baseado no peculiar
metabolismo de ester6is de Leishmania. Em contraste com o hospedeiro, a 24-ergosterol é o
principal esterol sintetizado presente na membrana deste protozoério. A anfotericina B
liga-se a essas moléculas, criam poros que permitem o vazamento de fons, ou seja, muda a
composicdo do esterol, altera sua permeabilidade e mata o parasito. E o farmaco de escolha
nos casos de resisténcia aos antimoniais (Balafia-Fouce 1998, Gontijo e Carvalho 2003;
Ouellette et al 2004; Murray 2005).

A azitromicina ¢ um macrolideo e foi desenvolvido no final dos anos 80 e é
utilizada no tratamento de infeccdes bacterianas também utilizada no tratamento de
protozoarios como Leishmania sp, Plasmodium sp e Toxoplasma gondii. E uma boa opgéo
terapéutica no tratamento das leishmanioses, pois é bem tolerada pelos pacientes, de baixo

custo e simples administragéo, entretanto sua resposta € mais lenta quando comparada aos

Carolina Aguiar de Aratjo



21

antimoniais pentavalentes. Além de processos patoldgicos presentes, como a inflamagéo,
fatores como a diminuicdo do pH, podem interferir na agéo da azitromicina (Prata et al
2003).

Também ¢é relatado como agente antiparasitario, a aminosidina (paramomicina) no
qual o mecanismo de agdo contra protozoérios ainda é desconhecido. E de uso parenteral,
podendo ser administrado em associagdo com o0s antimoniais (Croft 1997; Armijos et al
2004).

A pentamidina e outras diamidinas aromaticas, ndo sdo de uso comum no Brasil,
foram sintetizadas como farmacos hipoglicemiantes quando seu perfil terapéutico anti-
protozoérios foi descoberto. Possuem alta estabilidade quimica, facil administracdo e baixa
toxicidade. (Balafia-Fouce 1998). Entram nas formas promastigotas e amastigotas de
Leishmania através de um processo transportador mediado, pelo qual as diamidinas com alta
afinidade sdo reconhecidas. A mitocondria é um alvo importante das pentamidinas e este
farmaco estd envolvido na ligacio e desintegracio do DNA do cinetoplasto (kDNA)
(Coelho et al, 2008).

O alopurinol atua inibindo a sintese de purinas do parasito, geralmente é utilizado
em associacdo com outros farmacos (Balafia-Fouce 1998).

A utilizacdo de farmacos simbi6ticos, que sao aqueles capazes de atuar em mais de
um alvo terapéutico tém se mostrado uma alternativa ao tratamento anti-Leishmania, como
por exemplo, antibidticos (azitromicina), vasodilatadores (nimodipina), anéalogos
curcuminoides, antiflngicos (anfotericina B) (Sinagra et al 2007, Tempone ¢t al 2009,

Changtam et al 2010).
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1.8-Zidovudina

A zidovudina (3" azido-2'-3' — dideoxi-timidina; azidotimidina; AZT) é um analogo
da timidina e pertence a classe de fa&rmacos chamada de analogo-nucleosideo inibidores da
transcriptase reversa e tem sido utilizada em tratamento de individuos HIV-positivos nos
dltimos anos (figura 9). Este farmaco apresenta uma atividade seletiva pela enzima
transcriptase reversa do HIV que, por sua vez, é antagdnico a DNA-polimerase humana

(Veal 1995; Lynx 2006).

(X
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Figura 9: Estrutura quimica da zidovudina (3'-azido-2',3’-deoxitimidina) (Retirado de

Wikipedia 2010).

A zidovudina é estruturalmente relacionada com o nucleosideo enddgeno timidina
do qual difere apenas na substitui¢cdo do grupo hidroxila na posi¢do 3’ do anel de ribose por
um grupo azido ndo-reativo (Veal 1995).

Apbs a difusdo do farmaco para o interior da célula do hospedeiro, a zidovudina é
inicialmente fosforilada pela timidina quinase. Em seguida é transformada pela difosfato
timidilato cinase, de modo que niveis elevados de monofosfato, porém niveis muito mais

baixos de difosfato e trifosfato sdo encontrados nas células. O farmaco ndo pode ser
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administrado na forma fosforilada, porque a fosforilagéo evita absorgdo celular. Uma vez
fosforilado, a zidovudina se torna um substrato para a sintese de DNA (Lipsky 1996).

O trifosfato de zidovudina, que tem uma meia-vida intracelular de eliminagéo de 3-
4 horas, inibe a transcriptase reversa em competicdo com o trifosfato de timidina. A
transcriptase reversa transcreve as cadeias infectantes de RNA dos virus em moléculas
complementares de DNA que se integram no genoma da célula hospedeira. Esta usa RNA
ou DNA como moldes genéticos. A enzima € codificada pelo RNA viral e se encontra
alojada no interior de cada capsideo viral, durante a producdo de novas particulas virais
(Graham 2009).

A seletividade antiviral da zidovudina se deve a sua maior afinidade pela
transcriptase reversa do HIV do que pelas DNA polimerases humanas (Graham 2009).

Como a zidovudina carece do grupo hidroxil na posi¢do 3', outro nucleotideo néo
pode ser adicionado a ele, porque a ligacdo fosfodiéster 3'-5" na cadeia de DNA néo pode
ser formada. Assim, sdo conhecidos como analogos nucleosidicos terminadores de cadeia,
uma vez que a cadeia de DNA é encerrada com a incorporacdo do dideoxinucleotideo. O
término da sintese viral impede a replicacdo do virus (Lipsky 1996).

Alguns derivados nucleosidicos tém demonstrado propriedades leishmanicidas. Por
exemplo, a sinefugina, um antibiético nucleosideo natural produzido por Streptomyces
griseolus, é estruturalmente relacionado para S-adenosil-L-metionina, exibe forte atividade
antifingica e antiparasitaria tanto in vitro quanto in vivo (Peyron et al 2005).

Outro derivado é a 5'-substituido-2’-deoxiuridina que apresenta boa atividade
leishmanicida in vitro contra formas promastigotas e amastigotas de L. donovani (Peyron et al
2005).

A quimioterapia da leishmaniose é ainda baseada em antimoniais pentavalentes e,

em casos de resisténcia para antimoniais, a anfotericina B. Existe um progresso das novas
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formulagdes de anfotericina B com capacidade de reduzir a toxicidade e aumentar o efeito
leishmanicida do farmaco assim como o uso de miltefosina oral com a mesma finalidade.
No entanto, ainda had necessidade urgente de novas moléculas com atividade contra
Leishmania sp pois existem algumas limitacdes toxicoldgicas e econdmicas desses farmacos
(Peyron et al 2005).

Devido ao mecanismo de acdo universal da zidovudina, visto que um farmaco
analogo-nucleosideo pode apresentar alvo terapéutico em varios tipos celulares, propde-se
seu emprego como farmaco simbidtico especialmente em terapia de doencas

negligenciadas.
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11-OBJETIVOS

Obijetivo geral

Avaliar a taxa de sobrevivéncia, morfologia e metabolismo in vitro de formas
promastigotas de Leishmania (L.) amazonensis expostas a diferentes concentragcbes de

zidovudina.

Objetivos especificos

1. Avaliar a sobrevivéncia das formas promastigotas in vitro expostas a diferentes

concentragdes de zidovudina.

2. Analisar as alteracdes morfométricas das formas promastigotas de L. (L)

amazonensis sob as diferentes concentragdes de zidovudina sobre as formas promastigotas.

3. ldentificar as alteragdes no metabolismo energético e respiratorio de formas

promastigotas de L.(L.) amazonensis expostas a diferentes concentragdes de zidovudina.
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Resumo: Os protozodrios pertencentes ao género Leishmania, agentes causadores da
leishmaniose, apresentam duas fases de crescimento in vitro de formas promastigotas, a
logaritmica e a estacionaria. A quimioterapia da leishmaniose é ainda baseada em
antimoniais pentavalentes os quais possuem diversas limitacdes econdmicas e toxicoldgicas,
além dos relatos do surgimento de cepas resistentes. Alguns derivados nucleosidicos tém
demonstrado propriedades leishmanicidas e este trabalho visa avaliar a sobrevivéncia e
morfologia de promastigotas de Leishmania (L.) amazonensis expostas a diferentes
concentragdes de zidovudina (AZT). Primeiramente foi realizado ensaio de toxicidade em
macrofagos para avaliar a dose letal (DL50) do farmaco (em puM). Em seguida os testes in
vitro de zidovudina em promastigotas de L. (L.) amazonensis foram realizados avaliando o
crescimento dos parasitos durante sete dias sob as concentragdes de 1; 10; 20; 30; 40 e 50
UM. No terceiro e sexto dias de crescimento parasitario foram confeccionadas laminas, as
promastigotas fotografadas e as imagens analisadas pelo programa Image J para anélise das
caracteristicas morfoldgicas dos parasitos. A analise estatistica foi realizada utilizando-se o
programa Sigma Stat 3.2. Observou-se que ha redugdo quantitativa de parasitos na fase
logaritmica de crescimento nas maiores concentragfes testadas. Foram encontradas
diferencas nos parametros morfométricos analisados tanto na fase logaritmica quanto
estacionéria das promastigotas sob agéo de todas as concentra¢fes de zidovudina como o
aumento na largura dos parasitos a medida que se aumentam as concentracfes. Além do
aparecimento de granulacBes e vacuolizagbes no citoplasma dos parasitos. Estes dados
demonstram a atividade leishmanicida in vitro de baixas doses do AZT, que se apresenta

como uma alternativa terapéutica promissora para o tratamento das leishmanioses.

Palavras-Chave: Leishmania (L.) amazonensis, morfometria, promastigotas.
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1-Introducéo:

A leishmaniose é uma doenga grave, podendo causar lesdes desfigurantes e até o
Obito. E causada pelas espécies pertencentes ao género Leishmania, um grupo de
protozoérios flagelados da familia Trypanosomatidae e ordem Kinetoplastida (Almeida, 2003).
Os parasitos do género Leishmania apresentam em seu ciclo de vida heteroxeno apenas duas
formas evolutivas: a forma promastigota, que é flagelada e extracelular, e a forma
amastigota, que é intracelular e sem movimentos. Existem evidéncias da existéncia de
distintas formas promastigotas: prociclicas e metaciclicas, na qual a promastigota
metaciclica é a fase final de desenvolvimento no vetor e altamente infectante. O processo
de transformacdo da promastigota prociclica em metaciclica é conhecido como
metaciclogénese. (Sacks 1989; Gossage 2003; Saraiva 2005).

A quimioterapia da leishmaniose é baseada em antimoniais pentavalentes e, em
casos de resisténcia para antimoniais, indica-se a utilizacdo da anfotericina B. No entanto,
ainda ha necessidade urgente de novas moléculas com atividade contra Leishmania sp pois
existem algumas limitacGes toxicoldgicas e econdmicas impedindo a ampla utilizagdo desses
farmacos, além do desenvolvimento de resisténcia do parasito aos seus principios ativos
(Peyron et al 2005).

Alguns derivados nucleosidicos tém demonstrado propriedades leishmanicidas
como, por exemplo, contra formas promastigotas e amastigotas de Leishmania donovani.
(Peyron et al 2005).0 objetivo deste trabalho é avaliar a sobrevivéncia e alteracdes
morfoldgicas de formas promastigotas in vitro de Leishmania (L.) amazonensis expostas a

diferentes concentragdes de zidovudina.
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2-Metodologia:

2.1- Toxicidade da zidovudina em fagdcitos mononucleares humanos

Para ensaio da toxicidade em macréfagos foi utilizada a linhagem celular U937, que
sdo mondcitos humanos de linfoma histiocitario descritos por Sundstrom e Nilsson em
1974. Estas células foram mantidas em meio de cultura RPMI-1640 (Sigma Chemical Co)
acrescido de 10% de soro fetal bovino (LGC, Rio de Janeiro, Brasil), 2mM de L-glutamina
(Sigma Chemical Co), 100U/ml. de penincilina e 100 ng/mL de estreptomicina (Sigma
Chemical Co), denominado RPMI completo. A cultura foi feita numa atmosfera de 95% de
ar e 5% de didxido de carbono (CO2) a 37°C. Em placas de cultura de 96 pogos (Costar), a
cada poco contendo 1x10° células/mL foi acrescido solugdo de zidovudina nas
concentragdes a serem testadas. ApOs incubagdo nas condigdes descritas anteriormente, o
experimento foi parado depois de 72 horas e a viabilidade celular dos mondcitos checada
utilizando 30pL de MTT (substrato tetrazdlio) em cada pogo e apds 4h acrescido 100uL de
SDS, finalizando a reacdo depois de mais 24h de incubacdo. Sendo este um método
colorimétrico a leitura de concentragéo realizou-se em absorbancia num comprimento de
onda de 560 nm. A dose letal (DL 50) foi determinada por anélise de regressdo linear
expressa em uM + SD e a concentra¢io maxima tolerada (“MTC”) expressa em uM foi

avaliada para este farmaco (Peyron et al 2005; ATCC 2009 ).

2.2- Cultura de formas promastigotas de L. (I.) amazonensis

As formas promastigotas de Leishmania (L.) amazonensis (IFLA/BR/1967/PH8)
foram cedidas pelo Laboratério de Citocinas do Instituto de Patologia Tropical e Saude
Publica da Universidade Federal de Goiés para o cultivo destes parasitos realizado em meio

liquido Grace (Grace’s Insect Medium — Gibco®) acrescido de 20% de soro fetal bovino
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estéril e inativado, 2 mM de L-glutamina, 100 U/mL de penicilina e 100 pg/ml de
estreptomicina (Sigma Chemical Co.) mantidos em placas de cultura de 24 pogos em estufa
de 26°C. Dessa forma, estas amostras serviram para avaliar as formas promastigotas sob

tensédo normal de O,.

2.3- Atividade leishmanicida

As formas promastigotas de Leishmania (L.) amazonensis foram submetidas as
concentracdes de 1; 10; 20; 30; 40 e 50 uM de AZT que foram previamente diluidos em
dimetilsulféxido (DMSO).

O ensaio foi realizado em placas de 24 pogos no qual em cada pogo continha
leishmanias na concentracdo de 2 X 10° Leishmania/mL e as concentragdo de AZT a serem
testadas bem como um grupo controle contendo somente os parasitos e outro grupo
contendo leishménias e DMSO, nas concentragdes utilizadas para diluicdo do farmaco.

As placas foram mantidas nas condi¢Oes descritas anteriormente e realizada a
contagem de leishmanias presentes em cada pogo diariamente, separando amostras no 3°
dia (fase logaritmica) e 6°dia (fase estacionaria) para confeccdo de laminas e realizacdo de
testes bioquimicos.

Para a contagem, as amostras foram diluidas em formaldeido tamponado a 0,2%
(diluicdo 1:10) e entéo realizada a contagem em camara de Newbauer. A curva foi realizada
em quintuplicata e o crescimento das formas promastigotas foi acompanhado diariamente

durante 7 dias consecutivos.

2.4-Andlise morfométrica
Apos realizacdo das culturas de promastigotas, estes foram coletados no 3° e 6° dias

de crescimento e colocados em lamina, fixados com metanol e corados pelo método
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Panotipo (Instant Prov, Pinhais, PR, Brasil). As formas promastigotas foram fotografadas
com utilizagdo de fotomicroscopio Zeiss acoplado a uma camera digital Sony para registro
e digitalizacdo dos resultados obtidos. As imagens foram analisadas utilizando-se o
programa Image J onde foram avaliadas caracteristicas morfoldgicas dos parasitos como:
granulagfes nucleares, alteragbes no comprimento e/ou largura celulares e comprimento

do flagelo. Estas varidveis foram avaliadas nos grupos teste e nos grupos controle.

2.5-Analise estatistica

Foi realizada por meio do programa Sigma Stat 3.2. Todas as varidveis foram
testadas quanto & distribuicdo normal e varidncia homogénea. Quando a distribui¢do for
considerada normal e com varidncia homogénea foram utilizados testes paramétricos. Em
casos em que a distribuicdo ndo foi normal ou que a variancia n&o foi homogénea foram
utilizados testes ndo paramétricos. As proporcdes e as correlacBes também foram avaliadas.

As diferencas observadas foram consideradas significantes quando p<0,05.

3-Resultados e discussao:
Este trabalho avaliou a atividade anti-Leishmania do AZT por meio de determinacéo
de alteragBes na curva normal de crescimento e se o farmaco alterou a morfologia das

formas promastigotas, observados em dois momentos distintos do crescimento.

3.1-Citotoxicidade

Para se verificar o indice de citotoxicidade neste estudo, foi realizada uma triagem
inicial de citotoxicidade nas concentracées de 0,01; 0,1; 1; 10 e 100 uM, de onde observou-
se que concentragBes superiores a 50 uM apresentavam alta letalidade para os macrofagos.

Portanto, determinou-se um redirecionamento da triagem de citotoxicidade no qual as
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concentragdes testadas em macréfagos foram de 1; 10; 20; 30; 40 e 50 pM. Analisando-Se
as absorbéncias ap0ds o teste com MTT, determinou-se que a DL50 de AZT corresponde a
30 uM. Portanto, determinou-Se que as concentragdes testadas nas formas promastigotas

seriam de 1 a 50 pM.

Estes resultados estdo de acordo com a literatura, que indica que a citotoxicidade da
AZT foi avaliada em outros estudos em diversos tipos celulares humanos e de murinos
além de protozoarios expressando indices de letalidade celular maiores de 50% (IC 50) em
diversas concentragdes, inclusive em concentragcbes compativeis com as detectadas em

nosso trabalho (Peyron et al 2005; Storch 2007; Giampieri 2009)

3.2-Curvas de crescimento

Foram estabelecidos dois grupos controle, o primeiro somente com formas
promastigotas em meio de cultura e o segundo com esses parasitos acrescidos de DMSO
na maior concentragdo de diluicdo dos farmacos em meio de cultura. As médias da
contagem das formas promastigotas referentes a estes grupos podem ser observada na
tabela 1. Ndo se observou diferenca no crescimento das formas promastigotas entre os
grupos controles. Isto indica que o DMSO utilizado para a diluigdo das concentragdes de

AZT néo teve influéncia no crescimento das formas promastigotas.

Entre as concentracbes analisadas observou-se diferenca significativa nas
concentracoes de 30, 40 e 50 uM entre o 1° e 3° dias de crescimento (fase logaritmica),
quando comparados aos grupos controle. Indicando que a fase logaritimica, de intensa

multiplicacdo celular, é sensivel a presenca destas concentragdes do farmaco.

Enquanto que no 7° dia da curva de crescimento, observou-se uma diferenca na

comparagio entre as concentracdes de 20, 30, 40 e 50 pM e grupo controle.
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Tabela 1: Médias (+ desvio padrdo) das curvas de crescimento de formas

promastigotas de Leishmania (L.) amazonensis expostas a diferentes concentragdes de

zidovudina.

Dia0 Dial Dia 2 Dia3 Dia 4 Dia5 Dia 6 Dia7

(x10%)  (x10°%) (x105%) (x10°%) (x10°%) (x 10 %) (x10%) (x105%)

Controle 2 24 1777 210,6 2144 202 235 207,6

(£74)*  (454,6)* (x1062)* (+1142) (x113,1)* (*1143)*  (294,7)*

*

Controle 2 18,25 118,7 209 203,25 188,25 252,75 207,25
com
DMSO (£74)*  (2795)*  (£305)* (£787)*  (436)*  (x1151)*  (+90,9) *
AZT1aM | 2 12,46 71 154,4 1908 194,6 2452 1638

(£26) (2105  (#485)  (#559)  (£324) (£127) (£32,2)

AZT10 2 142 109 171,3 201 1653 159 159
KM (£84)  (x415)  (£67,4)  (#665)  (£184)  (x1128)  (£79,1)

AZT 20 2 11 72 133,2 193 172,2 175 87
. (£45)  (£187)  (#51,1)  (#436)  (£515) (£69,1) (£21,6)

AZT 30 2 8,6 48 81 139 168,2 168 65,4
. (£5,3) (£52) (£444)  (£963)  (£62,4) (£58,7) (£30)

AZT 40 2 5875 3166667 72 106,5 151,75 130,25 745
M

(£24) (2146  (#47,1)  (£1002)  (£642)  (x1255  (¥417)

AZT 50 2 79 10 25,6 61,2 84,4 80,8 56,6
M
(£6,4) (1,7 (£33,1) (£92) (£81,4) (£87,3) (£57,2)

*p<0,05. (ANOVA), quando comparou-se 0s controles com todos 0s grupos teste.
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Figura 1: curvas de crescimento de promastigotas de Leishmania (L.) amazonensis expostas a

diferentes concentracbes de AZT(M).

Né&o se encontrou na literatura trabalhos avaliando a atividade de AZT em formas
promastigotas na fase logaritmica e estacionaria de Leishmania sp. Entretanto, alguns
trabalhos indicam que o AZT induz significantemente possiveis alteracdes na membrana
mitocondrial isoladas, atuando na biogénese do DNA mitocondrial (mtDNA) causando
alteracdes morfoldgicas e deplecdo do mt DNA em tratamentos a longo prazo ou em
testes in vitro e também na translocagdo do ATP mitocondrial (Cazzalini 2001; Dias 2005).

O AZT pode causar insuficiéncia no metabolismo do mtDNA levando a uma
reducdo dele a nivel celular e citotoxidade. Alguns anéalogos nucleosidicos (similares ao
AZT) sdo capazes de reduzir o mtDNA através da inibicdo da sintese DNA polimerase 5
mitocondrial e da replicagio do mtDNA. Embora estes analogos nucleosidicos tenham
propriedades in vitro em células de mamiferos esgotando mtDNA levando a perda,
retardamento do crescimento e viabilidade celular, o exato papel da mitocondria no

mecanismo de agdo dessas farmacos deve ser esclarecido. Além de prejudicar a fungdo da
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mtDNA polimerase 8, o AZT também €é conhecido por inibir a telomerase, o translocador
das atividades ADP / ATP mitocondrial e enzimas da fosforilagdo oxidativa (Dias 2005).
Esta atividade do farmaco no funcionamento mitocondrial pode explicar a baixa
sobrevivéncia de promastigotas em fase logaritmica expostas a0 AZT além de elucidar a
possivel causa das alteragdes morfoldgicas citadas abaixo.

Devido ao processo de intensa multiplicagdo das formas promastigotas no terceiro
dia de cultivo de L.amazonensis e & sua grande atividade celular decorrente desse processo o

farmaco se mostrou mais ativo nesta fase.

3.3-Anélise morfométrica:

A morfometria foi realizada nas formas promastigotas em fase logaritmica (3° dia) e
estacionaria (6° dia) nos grupos controles e testes.
Observou-se diferenca na morfometria das formas promastigotas nos seguintes

pardmetros: comprimento do corpo, largura do corpo e comprimento do flagelo.
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Tabela 2. Média (+ desvio padrdo) da morfometria de formas promastigotas de

Leishmania (L.) amazonensis expostas a diferentes concentrages de zidovudina.

Comprimento do

Largura do corpo

Comprimento

corpo um Flagelo
um um
30 6° 30 6° 30 6°

dia dia dia dia dia dia

Controle 10 8,24 2,44 2,93 13,05 13,87
+256*  +£256* 0,76  +1,09* +2,76* +4,19*

Controle 9,97 10,18 2,53 2,74 13,08 13,73
DMSO +253* +230* +0,88* +0,71* £287* +278*

AZT 1M 6,15 6,15 3,78 2,12 10,73 8,49
+ 1,95 +1,37 +1,71 +0,70 + 3,37 + 273

AZT 10 7,74 6,39 3,75 1,72 10,68 8,88
uM +1381 + 1,49 +1,12 +0,47 + 277 + 2,04

AZT 20 7,86 6,68 3,99 2,90 11,45 10,35
uM + 1,75 +1,95 +1,01 +152 + 2,02 + 3,76

AZT 30 7,86 575+ 3,63 2,70 10,92 12,98
uM + 234 1,16 +0,97 +1,19 + 218 + 3,08

AZT 40 8,29 6,80 3,70 2,93 10,88 12,36
uM + 218 +124 +1,24 +0,79 + 282 + 1,52
AZT 50 8,28 6,27 3,74 2,34 10,95 11,44
uM +1,93 + 1,27 +1,66 +0,71 + 2,00 + 3,64

*p<0,05 (ANOVA), quando comparou-se 0s controles com todos 0s grupos teste.

Né&o houve diferenca entre os controles, indicando que o DMSO néo altera a

morfologia dos parasitos.

Com relacdo ao comprimento do corpo, observou-se que o farmaco levou a

diminuicdo do comprimento em todos o0s grupos testados, sendo que as formas

promastigotas do 3° dia foram maiores do que as do 6° dia (p<<0,05). Santana et al (2005)

relatam que as formas promastigotas de fase estacionaria apresentam dimensdes do corpo
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8,68 pm x 1.2-1.5 um, dados que estdo de acordo com os valores encontrados nos grupos
controles deste trabalho, tanto em relacdo ao comprimento do corpo quanto em relacéo a
largura.

Ao analisar a largura do corpo, o grupo controle foi estatisticamente menor que 0s
grupos teste em todas as concentrag@es tanto no 3° quanto no 6° dia.

Quanto ao comprimento do flagelo, o grupo controle no 6° dia foi estatisticamente
maior que o do 3° dia. Os testes nas concentragdes de AZT de 30uM e 40uM foram
menores no 3° dia do que no 6° dia. O oposto foi observado nos testes nas concentragdes
de 1 uM, 10 uM e 20 uM pois o comprimento do flagelo foi estatisticamente maior no 3°
dia do que no 6° dia.

As alteragOes observadas nas promastigotas sob efeito das concentracbes de AZT
foram: 3° dia: @ medida que se aumenta a concentracdo aumenta-se a largura do corpo
(p<0,05), aparecem granulagcdes (20 uM, 30 pM, 40 uM e 50 uM) e ainda ha uma
aglutinagdo maior entre as leishmanias. No 6° dia: & medida que véo se aumentando as
concentragdes hd um grande aumento na largura (p<0,05) e aparecem vacuolizagdes
principalmente nas concentracdes de 30 uM e 40 uM e redugdo no comprimento do
flagelo.

Os modelos atuais para avaliacdo de atividade de novos farmacos anti-Leishmania
incluem ensaios de formas amastigotas em macrdfagos, modelos in vivo com a utilizagdo de
murinos e o amplamente utilizado ensaio in vitro de formas promastigotas (Sinagra et al
2007, Seifert et al 2010).

Né&o se encontrou na literatura trabalhos avaliando a morfologia de formas

promastigotas de Leishmania sp expostas a a¢do de farmacos.
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Figura 2: Formas promastigotas de Leishmania (L.) amazonensis, na fase logaritmica (3° dia).
A. Controle. B. Controle com DMSO. C. Expostas a 1 uM de AZT. D. Expostas a 10 pM
de AZT. E. Expostas a 20 uM de AZT. F. Expostas a 30 uM de AZT. G. Expostas a 40

uM de AZT. H. Expostas a 40 uM de AZT.
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Figura 3: Formas promastigotas de Leishmania (L.) amazonensis, na fase estacionaria (6° dia).
A. Controle. B. controle com DMSO. C. Expostas a 1 uM de AZT. D. Expostas a 10 pM
de AZT. E. Expostas a 20 uM de AZT. F. Expostas a 30 uM de AZT. G. Expostas a 40

uM de AZT. H. Expostas a 40 uM de AZT.
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4-Conclusoes:

Neste trabalho avaliou-se a sobrevivéncia das formas promastigotas de L.(L.)
amazonensis in vitro expostas a diferentes concentragdes de zidovudina por meio de
mudancas quantitativas no crescimento em meio de cultura quando se comparado aos
grupos controle. Os resultados indicam que o efeito anti-Leishmania das diferentes
concentragdes de zidovudina sobre as formas promastigotas de L (L.). amazonensis esteja

principalmente relacionado a fase proliferativa dos parasitos.

Observou-se alteragdes morfométricas do comprimento do corpo, largura do corpo
e comprimento do flagelo das promastigotas expostas a todas as concentragdes de AZT.
Observou-se também a formagdo de granulagBes e vacuolizagbes nos citoplasmas dos
parasitos. Por esse motivo existe a necessidade da analise de outros parametros
relacionados a atividade leishmanicida da zidovudina bem como de outros dos diversos

derivados nucleosidicos.
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Resumo:

Os carboidratos e aminoécidos sédo os principais substratos para o metabolismo
energético de Leishmania sp sendo a glicose metabolizada por meio da via glicolitica e via da
pentose fosfato. A zidovudina é um andlogo da timidina e pertence & classe de
medicamentos chamada de nucleosideo-anélogo inibidores da transcriptase reversa. Alguns
derivados nucleosidicos tém demonstrado propriedades leishmanicidas. Este trabalho
buscou detectar e analisar os &cidos organicos secretados e/ou excretados do metabolismo
energético de duas fases (estacionéria e logaritmica) das formas promastigotas de Leishmania
(L.) amazonensis expostas a diferentes concentragdes de zidovudina por meio de analise
cromatografica. Observou-se que o0s &cidos fumarato e succinato tiveram
secrecdo/excrecdo em maior quantidade na fase estacionaria (6° dia) quando expostos as
menores concentracdes de AZT o que indica um possivel bloqueio da cadeia respiratoria
como mecanismo de agdo do farmaco. Ndo houve influencia na secrecdo/excrecdo dos
acidos orgénicos relacionados ao metabolismo energético. Conclui-se que o mecanismo de
acdo do AZT esta relacionado a interferéncia de atividades mitocondriais, indicando este

COmMO um promissor mecanismo anti-leishmania a ser explorado.

Palavras-chave: 4cidos organicos, Leishmania (L.)amazonensis, metabolismo energético.
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1-Introdugéo:

Os Trypanosomatidae séo caracterizados por alta flexibilidade de seu metabolismo
energético (Opperdoes, 1995). Sendo carboidratos e aminoécidos 0s principais substratos
para o género Leishmania (Cazzulo et al 1985).

A glicose é metabolizada por parasitos do género Leishmania e outros
tripanossomatideos por meio da via glicolitica e a via da pentose fosfato (Maugeri, 2003).
Nos estudos com Trypanosomatidae, a glicélise ocorre por meio da via Embden-
Meyerhoff sendo que as primeiras enzimas desta via ficam confinadas no interior de uma
organela: o glicossomo (Cazzulo et al 1985).

O piruvato é o produto final da glicélise e é freqientemente degradado por uma
mitocondria Unica (Cazzulo et al 1992). Embora o papel da glicélise seja a geracdo de ATP
e piruvato, a via da pentose fosfato é essencialmente envolvida na manutencdo de NADPH
intracelular (Verlinde 2001; Opperdoes 2001).

Nas promastigotas, parte dos produtos finais oxidados, como o succinato, por
exemplo, séo resultado do metabolismo aerdbio envolvendo uma cadeia transportadora de
elétrons com um aceptor final de oxigénio (Van Hellemond et al 1997).

Os casos de coinfecgdo de Leishmania-HIV em paises da Europa e Africa estfo cada
vez mais frequentes, no Brasil a concomitancia das duas doencas € crescente e nesse pais é
importante ressaltar que a terapia antiretroviral é disponivel para distribui¢do ao publico
por meio do Sistema Unico de Saude (SUS) desde 1991(Desjeux, 2003; Ngure ¢t al, 2009;
Rabello et al 2003). Devido a esse novo perfil epidemioldgico das leishmanioses e da ampla
utilizagdo da zidovudina (AZT) nas terapias antiretrovirais € importante avaliar a acdo anti-
parasitaria desse farmaco.

Alguns derivados nucleosidicos tém demonstrado propriedades leishmanicidas

como, por exemplo, 5’-substituido-2’-deoxiuridina que apresentam boa atividade
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leishmanicida contra formas promastigotas e amastigotas de Leishmania donovani (Peyron et
al 2005). Néo se sabe, entretanto, seu efeito sobre 0 metabolismo energético e respiratdrio
destes parasitos.

A zidovudina (3’ azido-2'-3' — dideoxitimidina; azidotimidina;AZT) é um anélogo
da timidina e pertence a classe de medicamentos chamada de nucleosideo-analogo
inibidores da transcriptase reversa, e tem sido utilizada no tratamento de individuos HIV-
positivos. Este farmaco apresenta uma atividade seletiva pela transcriptase reversa do HIV
que, por sua vez, é antagdnico & DNA-polimerase humana (Veal 1995; Lynx 2006)

Este trabalho tem como objetivo detectar e analisar os acidos organicos secretados
e/ou excretados do metabolismo energético das formas promastigotas de Leishmania (L.)

amazonensis expostas a diferentes concentragdes de zidovudina.

2- Metodologia

2.1- Toxicidade da zidovudina em fagdcitos mononucleares humanos

Para ensaio da toxicidade em macréfagos foi utilizada a linhagem celular U937, que
sdo mondcitos humanos de linfoma histiocitario descritos por Sundstrom e Nilsson em
1974. Estas células foram mantidas em meio de cultura RPMI-1640 (Sigma Chemical Co)
acrescido de 10% de soro fetal bovino (LGC, Rio de Janeiro, Brasil), 2mM de L-glutamina
(Sigma Chemical Co), 100U/ml. de penincilina e 100 ng/mlL de estreptomicina (Sigma
Chemical Co), denominado RPMI completo. A cultura foi feita numa atmosfera de 95% de
ar e 5% de didxido de carbono (CO2) a 37°C. Em placas de cultura de 96 pogos (Costar), a
cada poco contendo 1x10° células/mL foi acrescido solugdo de zidovudina nas
concentragdes a serem testadas. ApOs incubagdo nas condigdes descritas anteriormente, o

experimento foi parado depois de 72 horas e a viabilidade celular dos mondcitos checada
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utilizando 30pLL de MTT (substrato tetrazdlio) em cada pogo e apds 4h acrescido 100uL de
SDS, finalizando a reacdo depois de mais 24h de incubacdo. Sendo este um método
colorimétrico a leitura de concentragéo realizou-se em absorbancia num comprimento de
onda de 560 nm. A concentracéo inibitéria (IC 50) foi determinada por anlise de regressdo
linear expressa em pM * SD e a concentragio maxima tolerada (“MTC”) expressa em uM

foi avaliada para este farmaco (Peyron et al 2005; ATCC 2009 ).

2.2- Cultura de formas promastigotas de L. (L.) amazonensis

As formas promastigotas de Leishmania (L.) amazonensis (IFLA/BR/1967/PH8)
foram cedidas pelo Laboratério de Citocinas do Instituto de Patologia Tropical e Saude
Publica da Universidade Federal de Goiés para o cultivo destes parasitos realizado em meio
liquido Grace (Grace’s Insect Medium — Gibco®) acrescido de 20% de soro fetal bovino
estéril e inativado, 2 mM de L-glutamina, 100 U/mL de penicilina e 100 pg/mlL de
estreptomicina (Sigma Chemical Co.) mantidos em placas de cultura de 24 pogos em estufa
de 26°C. Dessa forma, estas amostras serviram para avaliar as formas promastigotas sob

tenséo normal de O,.

2.3-Analise cromatogréfica da concentracdo de acidos orgénicos

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) foi realizada para avaliar a
concentragdo dos &cidos organicos excretados ou consumidos no cultivo das formas

promastigotas de L. (L.) amazonensis.

As amostras do meio de cultura foram coletadas no 3° e 6° dia da curva de
crescimento, com pipetas automaticas no volume de 1 mL foram congeladas em nitrogénio

liquido e armazenadas a -2°C. Posteriormente, submetidas a cromatografia liquida (HPLC -
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Varian ProStar) com uma coluna de excluséo BIORAD-Aminex ion exclusion HPX — 87H
(300 X 7,8 mm). A coluna de separagao é protegida por uma coluna de protecdo BIORAD-
Aminex HPX — 85. O eluente utilizado na fase mdvel foi o 4cido sulfurico (5 mMol/L) &
temperatura de 30°C, com vazdo de 0,8 mL/min, acoplado a um detector UV/visivel em

comprimento de onda de 210nm. Cada amostra injetada corresponde a um volume de

80uL (Bezerra et al 1999, Vinaud et al 2007).

O tempo de retencdo dos é&cidos orgénicos e as areas dos picos das substancias
detectadas foram calculadas por um programa computadorizado acoplado ao
cromatdgrafo: Star Chromatography Workstation 5.0 Varian, fornecendo sua concentracdo
nas amostras. Os 4cidos orgénicos foram identificados de acordo com o tempo de retengéo
e com calibracdo previamente realizada no CLAE para piruvato e lactato, indicadores da
glicolise, succinato, fumarato e malato, substancias do ciclo de Krebs. (Bezerra et al 1999,

Vinaud et al 2007).

3-Resultados e discussao

Este trabalho visou avaliar as alteragdes induzidas por diferentes concentragdes de

AZT no metabolismo energético e respiratorio de formas promastigotas de L. amazonensis.

Para se verificar o indice de citotoxicidade neste estudo, foi realizada uma triagem
inicial de citotoxicidade nas concentragdes de 0,01; 0,1; 1; 10 e 100 uM, de onde observou-
se que concentragoes superiores a 50 uM apresentavam alta letalidade para os macrofagos.
Portanto, determinou-se um redirecionamento da triagem de citotoxicidade no qual as
concentragdes testadas em macréfagos foram de 1; 10; 20; 30; 40 e 50 uM. Analisando-Se

as absorbéncias ap0ds o teste com MTT, determinou-se que a DL50 de AZT corresponde a
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30 uM. Portanto, determinou-Se que as concentragdes testadas nas formas promastigotas

seriam de 1 a 50 pM.

Com relagdo aos &cidos organicos ao piruvato e ao oxalacetato, que poderiam
indicar alteracBes da via glicolitica, ndo foi observado nenhuma mudanca significativa. O
mesmo foi observado com a via de oxidagdo dos &cidos graxos representados por acetato e
propionato. A excre¢do/secrecdo de corpos cetonicos, indicados por B-hidroxibutirato e

acetoacetato também foi estatisticamente insignificante.

Entretanto, com relacdo a secrecdo/excrecdo de fumarato e succinato, observou-se
uma maior quantidade destes &cidos sendo secretados pelas formas promastigotas em fase

estacionaria (6° dia) quando expostos as menores concentracdes de AZT (1, 10 e 20uM)

(Tabelale?2).

O metabdlito succinato, formado a partir da succinil-CoA, promove ganho
energético por via Ciclo de Krebs, a enzima succinato desidrogenase oxida succinato a
fumarato que é substrato da respiracdo mitocondrial. Um mecanismo peculiar ocorre em
Leishmania spp, no qual o succinato pode ser reduzido a fumarato pela agdo da NADH-
fumarato redutase, uma enzima presente nesses protozoarios, tal mecanismo conhecido
por inversdo metabdlica ocorre em situagdes de inibicdo da respiracdo mitocondrial. Esta
inversdo parcial do ciclo de Krebs ndo € ainda descrita no metabolismo de vertebrados

(Tielens e Van Hellemond 1998).

Devido ao mecanismo de acdo do farmaco estar intensamente relacionado ao
controle da proliferacdo celular (Cazzalini 2001; Dias 2005), visto ser um analogo da
timidina, percebe-se que as formas do parasito que apresentam menor taxa de replicacéo

apresentam uma tendéncia a0 maior aproveitamento energético, 0 que resulta em maior
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excre¢do de fumarato e succinato. Entretanto, observamos essas alteragbes somente nas
menores concentracdes testadas, o que indica que o fArmaco apresenta uma curva de dose
resposta, ja que as maiores concentracfes induzem a morte do parasito nesta fase da curva

de crescimento (Araujo et al, 2010 dados ndo publicados).

Os farmacos de escolha em tratamentos anti-Leishmania utilizam mecanismos
diversos como na interferéncia do fluxo glicolitico e na B-oxidacdo de &cidos graxos
(antimoniais pentavalentes), inibicdo da replicagdo do DNA do cinetoplasto e competicéo
com as poliaminas (diamidinas aromaticas e as pentamidinas), bloqueio da via de
salvamento de purinas (alopurinol), os antibidticos se utilizam da sintese dos esterdis
provocando mudanga na permeabilidade de membrana (anfotericina B) e inibicdo da
demetilagdo do lanosterol (cetoconazol e itraconazol) (Balafia-Fouce et al 1998). Entretanto
ndo se conhece o efeito destes farmacos nas principais vias metabdlicas de obtencéo de

energia e respiracao utilizadas pelo parasito.

A mitocondria das células é um alvo de agdo do AZT, que quando utilizado em
tratamentos em longo prazo, promove a inibicdo da polimerase responsavel pela replicacéo
do mtDNA e comprometimento da fosforilagdo oxidativa via reducédo da atividade da
citocromo c¢ oxidase (COX) e por alteragdo do complexo | da cadeia transportadora de

elétrons (Barille et al, 1998; Cazzalini et al , 2001; Kiyomoto et al, 2008).

Né&o foi possivel observar diferenca significativa nas concentrages de lactato e dos
acidos resultantes da p-oxidacdo de Acetil-CoA e de &cidos graxos, ao contrério do
observado em individuos com tratamento em longo prazo com AZT quando se avalia 0

metabolismo de células musculares (Barille et al , 1998; Hobbs ¢t al, 1995).
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Barile et al (1998) descreveram que enzimas do ciclo de Krebs como succinato
desidrogenase e malato desidrogenase ndo sdo afetadas pela presenga do AZT. O mesmo
efeito é observado com relagdo a enzima citrato sintase que atua regulando este ciclo, via
conversdo de Acetil-CoA em citrato. Neste trabalho ndo houve diferenca significante das
concentragdes de citrato e «-cetoglutarato dos grupos submetidos a acdo do farmaco em

relacéo aos grupos controle.
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Tahela 1. Média + desvio padréo em M.mL" da concentragio de dcidos organicos secretados/excretados por formas promastigotas em fase

logaritmica (3° dia) de Leishmania (L. amazonensis expostas a diferentes concentragdes de AZT.

C leishmania CDMSO M 10uM 20uM 30uM- 40uM 50uM
CGrace  GracetDMSO 3 dia 3 dia P dia 3 dia P dia 3 dia P dia 3 dia
Oxalato ND 033066 26043 16 1694378 142248 2574 028042 1764324 ND 159+2,88
Citrato 1254185 026059 4,65+1,82 121305 13,0899 6961345 541295 6,03+2,1 540£061 4814253
ecetoglutarato 1694319 079178 128342 5954213 635291 6,5543,09 460308 540353 681299 5314314
Oxalacetato 1204262 014+03 34263 570£3% 7924630 4474254 3301243 217206 280189 188184
Piruvato ND ND ND ND ND ND ND 0024004 ND ND

Malato 43140450630 16887+37760 108489434358  105669+24288 94857 +24180 11958125777 118023+490.85 123781428422 134656+34379 117826423922

Succinato 6,3249,01 076£1,71 52,66:4388 37521620 202341506 36071178 43183310 29131389
Lactato 421971 17343873 737543581 98153408 487342963 4281+1248 591812820  55,28+2646
g-hidroxibutirato  0,09£020 050113 662524147917 L1151 0354050 0570460 117017 107131

Acetato ND ND 83006 +187619  72835+162865 800894179085 84025+187887  080+L79 ND
Acetoacetato ND ND 1754393 ND 027061 054£1,22 ND 044+0,98
Fumarato 3064501 1.2242,14 10514721 8,034,560 704405 8204410 1049+368 10662219
Propionato ND 442019884 5886410031 971313178 6822£11853  2418+2066  10829+19300 718019971

280941557 212497
36,88+11,34 A3

1394209 076+1,28
ND ND
039+087 047£1,05

11814347 9054522
8241209 64522+104,06

ND - ndo detectado
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Taela 2. Media + desvio padréo em uM.mL" da concentragio de dcidos organicos secretados/excretados por formas promastigotas em fase
estacionaria (6° dia) cie Leishmania (L. amazonensis expostas a diferentes concentracGes de AZT.

5

C leishmania CDMSO M 10uM 20uM 30uM- 40uM 50uM
C Grace C Grace+DMSO 6° dia 6° dia 6° dia 6° dia 6° dia 6° dia 6° dia 6° dia
Oxalato ND 03340,66 429505 4224288 209410 ND 1214285 1744390 140£2.49 100£2,24
Citrato 1254185 026059 173337 7664446 150£281 8,81+4,16 176259 668187 7954506 9304434
e-Cetoglutarato 1694319 079178 145£2,27 6,35:43,00 1554358 120205 134240 5881321 445+2,89 607339
Oxalacetato 1,20 4262 0144032 769492 6021481 5.86:+4,34 8001591 110+484 4641423 5,034,08 5,693,715
Piruvato ND ND ND ND ND ND ND ND ND 035036
Malato 43140459630 16887437760 155404452000 156152446107 150845437524 14530437657 15617434615 158357429542 142997453051  1634,00420855
Succinato 6,32 49,1 076171 84,39 +2447 10483832 80M41530¢  THE3LL62*  82T01968* 731242569 422243205 528041818
Lactato 1422 £1971 17323873 51,14 43310 47351834 BR300 N5 BTG 43754055 471642555 36131150
ghidroxibutirato 0094020 0504113 2731280 341270 402413 194209 170821 1,19+1,00 2354231 1894158
Acetato ND ND 111806250005 825,%:+1846.9 ND ND ND ND 058674214365 2144480
Acetoacetato ND ND 375736 026059 ND 0824183 083186 042095 1544346 2,624,065
Fumarato 3,66 45,1 1224274 12034727 14054818 16,58+1,3¢% 15,1621,22% 16,5343 59 1374259 89116,08 137124
Propionato ND 44,20 19884 96,77 +171,05 16,97+3455 8511038 46441798 400242630 28071162 750041040 34,00434,84

ND - ndo detectado, * diferenca estatistica (p>0,05) por ANOVA, comparada a0 controle e & concentragles secretadas/excretadas por formas
promastigotas de fase logaritmica (3° dia).
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Em células musculares de pessoas tratadas com AZT, observou-se que as enzimas
da cadeia respiratdria mostraram alto percentual de inibicdo da succinato-citocromo ¢
redutase e da citocromo c oxidase (COX) (Barile et al, 1998; Hobbs et al, 1995; Kiyomoto et
al, 2008). Neste trabalho, observou-se uma diferenca significativa nas taxas de
secregdo/excrecdo de succinato e fumarato, supde-se, portanto que a inibicdo da
fosforilacdo oxidativa induz ao acimulo de succinato e consequentemente, por sua
oxidacéo, o aumento na concentragdo de fumarato. O mecanismo de acédo do AZT devido
a inibicdo da replicagdo do mtDNA pode explicar porque existe essa interferéncia na
fosforilagdo oxidativa, ja que certas subunidades da cadeia respiratoria, em humanos, sdo
codificadas por mtDNA (Barile et al, 1998). Saunders et al, 2010 demonstrou que no
metabolismo de Leishmania o succinato pode ser encontrado no glicossomo via reducéo do
fumarato, dessa maneira, como o AZT atua em mitocondria o aumento de fumarato e

succinato via glicossomal pode ocorrer.

Visto que a agdo do AZT é amplamente estudada in vivo principalmente em células
musculares de individuos que fazem terapia antiretroviral, sugere-se que a descricdo de sua
atuacdo in vitro, principalmente contra protozoérios, deve ser elucidada para maior

compreensdo da influéncia desta terapia em pessoas acometidas por AIDS/Leishmaniose.

4-Conclusoes:

Conclui-se que baixas concentragdes de AZT induzem maior secre¢do/excrecéo de
fumarato e succinato, acidos relacionados ao metabolismo respiratério intra-mitocondrial,
indicando um estresse bioquimico causado pelo farmaco. Os mecanismos de atuacdo do
AZT em promastigotas de Leishmania (L.) amazonensis (IFLA/BR/1967/PH8) demonstram

atuar no mecanismo de fosforilagédo oxidativa que ocorre na mitocondria do parasito.
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IV- CONCLUSOES GERAIS

Neste trabalho avaliou-se a sobrevivéncia das formas promastigotas de L. (L.)
amazonensis in vitro expostas a diferentes concentragdes de zidovudina por meio de
mudancas quantitativas no crescimento em meio de cultura quando comparado aos grupos

controle.

A sobrevivéncia das formas promastigotas in vitro expostas a diferentes
concentragdes de zidovudina foi significativamente diminuida na fase logaritmica de

crescimento.

Observou-se alteragdes morfométricas do comprimento do corpo, largura do corpo
e comprimento do flagelo das promastigotas expostas a todas as concentragdes de AZT.
Além disso, observou-se também a formacdo de granulagdes e vacuolizacbes nos

citoplasmas dos parasitos.

Em relacdo as alteragBes metabdlicas conclui-se que baixas concentracbes de AZT
induzem maior secrecdo/excre¢do de fumarato e succinato, substancias relacionadas ao
metabolismo respiratorio intra-mitocondrial, indicando um estresse bioquimico causado
pelo farmaco. Os mecanismos de atuacdo do AZT em promastigotas de Leishmania (L.)
amazonensis cepa PH8 demonstram atuar no mecanismo de fosforilagdo oxidativa que

ocorre na mitocondria do parasito.
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V- CONSIDERACOES FINAIS

Devido as limitagdes no tratamento de protozooses, como a leishmaniose, destaca-
se a necessidade da pesquisa a respeito de novos farmacos. Portanto, o surgimento da
detecgdo de atividade leishmanicida de derivados nucleosidicos se mostra como uma nova
perspectiva deste desafio. Estudos com derivados nucleosidicos estdo em ascenséo, mas

trabalhos em protozoarios sdo recentes e ainda muito limitados.

Os nossos resultados indicam que o efeito leishmanicida das diferentes
concentragdes de zidovudina sobre as formas promastigotas de L. (L.) amazonensis esteja
relacionado a fase proliferativa dos parasitos, ou seja, uma fase de intensa multiplicacdo e
consequente sintese de DNA.

Este farmaco demonstra ser uma promissora alternativa, registrando-se a
necessidade da andlise de outros pardmetros como, por exemplo, sintese e gasto de ATP,
vias metabolicas alternativas como a producdo de aménia e uréia, efeito na capacidade
infectante das promastigotas expostas e sua sobrevida em macréfagos.

Em protozooses os estudos ndo se limitardo somente & investigacdo da eficécia da
zidovudina contra protozoérios, novos derivados provenientes do AZT estdo sendo

estudados e sdo potencialmente importantes para esse novo ramo de investigacéo.
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