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Resumo:

As Leishmanioses constituem um grupo de doengas infecciosas, nao
contagiosas, causadas por diferentes espécies de protozoarios do género
Leishmania, sendo transmitidas pela picada de fémeas de insetos conhecidos
como flebotomineos, apresentando-se sob duas formas clinicas: Leishmaniose
tegumentar americana e Leishmaniose visceral. O diagndstico de certeza é
realizado por demonstracdo do parasito podendo ser feita através de
inoculacdo de fragmentos de lesdo ou outro material clinico em meios de
cultura especificos. Um dos inconvenientes desse método € a possibilidade de
contaminagdo da cultura, o que inviabiliza o exame Para evitar essa
contaminacgao alguns cuidados sdo tomados como a utilizagdo de antibidticos
(benzilpenicilina e estreptomicina) e antifungico (flucitosina) que s&o
adicionados a solucdo de coleta e a utilizacdo de antibidticos no meio de
cultura. O conhecimento da estabilidade e as concentragdes ideais dos
compostos utilizados sdo fatores importantes a serem considerados, pois
podem determinar o sucesso do diagnostico. Neste estudo avaliamos a
estabilidade e o efeito dessas substancias no crescimento do parasito in vitro.
Para analise da estabilidade foi primeiramente desenvolvido um método para
separagao das substancias de interesse por Cromatografia liquida de alta
eficiéncia que se mostrou muito eficaz para a separagao, os resultados desta
analise mostraram que o antibiético benzilpenicilina sofreu cerca de 10% de
degradagao no prazo de 4 dias a 4 °C e cerca de 20% de degradagao durante
24 horas a temperatura ambiente enquanto a concentracdo de estreptomicina
permaneceu praticamente inalterada sob as mesmas condi¢des. Esses
resultados mostram a importancia da utilizagcado correta dessas solugdes a fim
de evitar perda da sua atividade. Com relagao a inibicdo do crescimento do
parasito in vitro, as concentracdes de 1000, 500 U/mL de benzilpenicilina e
1000, 500 ug/mL de estreptomicina e flucitosina assim como 200 U/mL
benzilpenicilina + 200 ug/mL estreptomicina mostraram inibigao significativa do
crescimento, mostrando que as concentragdes de benzilpenicilina e
estreptomicina na composigéo de culturas de Leishmania sp. devem ser abaixo

de 200 U/mL e 200 ug/mL, respectivamente.
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Abstract:

The Leishmaniasis is a group of infectious diseases, not contagious, caused by
different species of protozoa of the genus Leishmania and is transmitted by the
bite of insects known as the female sandfly, presenting clinics in two forms:
Leishmaniasis and Visceral Leishmaniasis. The diagnosis of certainty is
achieved by demonstration of the parasite can be done by inoculation of
fragments of injury or other clinical material in culture specific. One of the
drawbacks of this method is the possibility of contamination of culture, which
makes the examination to avoid contamination that some care is taken as the
use of antibiotics (benzylpenicillin and streptomycin) and antifungal (flucytosine)
that are added to the collection and use of solution of antibiotics in the culture
medium. Knowledge of the stability and the optimal concentrations of the
compounds used are important factors to be considered, as they may
determine the success of the diagnosis. This study evaluated the stability and
the effect of these substances in the growth of the parasite in vitro. For analysis
of stability was first developed a method for separation of substances of interest
by HPLC which was highly effective for the separation, the results of this
analysis showed that the antibiotic benzylpenicillin suffered about 10% of
degradation within 4 days to 4 °C and about 20% of degradation for 24 hours at
room temperature while the concentration of streptomycin remained virtually
unchanged under the same conditions. These results show the importance of
correct use of these solutions to avoid loss of its activity. Regarding the
inhibition of growth of the parasite in vitro, the concentrations of 1000, 500 U/
mL benzylpenicillin and 1000, 500 pg/mL streptomycin and flucytosine and 200
U/mL benzylpenicillin + 200 ug/mL streptomycin showed inhibition significant
growth, showing that concentrations of benzylpenicillin and streptomycin in the
composition of cultures of Leishmania sp. must be below 200 U/mL and 200
ug/mL, respectively.
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1. INTRODUCAO:

As Leishmanioses constituem um grupo de doengas infecciosas, nao
contagiosas, causadas por diferentes espécies de protozoarios do género
Leishmania (MINISTERIO DA SAUDE, 2007).

Sao parasitas intracelulares obrigatérios das células do sistema fagocitico
mononuclear, com duas formas principais: uma flagelada ou promastigota,
encontrada no tubo digestivo do inseto vetor, e outra com flagelo internalizado
ou amastigota, observada nos tecidos dos hospedeiros vertebrados.
(MINISTERIO DA SAUDE, 2007)

Nos hospedeiros mamiferos, representados na natureza por varias
ordens e espécies, os parasitos assumem a forma amastigota, arredondada e
imovel, que se multiplica obrigatoriamente dentro de células do sistema
monocitico fagocitario. A medida que as formas amastigotas vdo se
multiplicando, os macréfagos se rompem liberando parasitas que sao
fagocitados por outros macrofagos. Todas as espécies do género sao
transmitidas pela picada de fémeas infectadas de dipteros da sub-familia
Phlebotominae, pertencentes aos géneros Lutzomyia — no Novo Mundo, e
Phlebotomus — no Velho Mundo. Nos flebotomineos as leishmanias vivem no
meio extracelular, na luz do trato digestivo. Ali, as formas amastigotas,
ingeridas durante o repasto sanguineo, se diferenciam em formas flageladas,
morfoléogica e bioquimicamente distintas das amastigotas, sendo
posteriormente inoculadas na pele dos mamiferos durante um segundo repasto
sanguineo. (GONTIJO e CARVALHO, 2003)

No Novo Mundo, as leishmanioses podem ser agrupadas em
Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) (que acomete a pele e as
mucosas das vias aero-digestivas superiores) e Leishmaniose Visceral
Americana (LVA) (doenga sistémica que acomete particularmente figado, baco,
medula Ossea e linfonodos) de acordo com os distintos tropismos das
diferentes espécies envolvidas na infecgao.

Estima-se que em todo o mundo 350 milhdes de pessoas estejam
expostas a doencga e que 12 milhdes adoecem. A incidéncia anual € de 1,5 - 2
milhdes de novos casos da forma tegumentar e de 500 mil da forma visceral
(WHO, 1990).



1.1.Leishmaniose tegumentar Americana — LTA:

A Leishmaniose tegumentar se caracteriza por apresentar lesbes de
pele, que podem ser localizadas (unica ou multiplas), disseminada (les6es
numerosas em varias areas do tegumento) e difusa. Na maioria das vezes, a
doenca apresenta-se como uma lesao ulcerada unica. A forma mucosa é
habitualmente secundaria a lesao cutanea, podendo ocorrer
concomitantemente ou apds a resolugdo da doenga cutanea. Em areas de
transmissao de Leishmania (Viannia) braziliensis cerca de 3% dos pacientes
com leishmaniose cutanea irdo desenvolver a forma mucosa da doenca
denominada de espundia.(LESSA et al., 2007).

Nas formas cutaneas localizadas e multiplas, a lesédo ulcerada € a mais
comum e se caracteriza por apresentar bordas elevadas, em moldura, sendo o
fundo granuloso, com ou sem exsudagao. Em geral, as uUlceras sao indolores.

A forma cutdnea disseminada caracteriza-se por lesdes ulceradas
pequenas, distribuidas por todo o corpo através de disseminacao
hematogénica. Seu prognédstico é ruim, por ndo responder adequadamente a
terapéutica.

A apresentacdo mucosa da LTA €&, na maioria das vezes, secundaria as
lesdes cutaneas, surgindo geralmente meses ou anos apds a resolugcao das
lesdes de pele. As vezes, porém, ndo se identifica a porta de entrada, supondo-
se que as lesbes sejam originadas de infeccdo subclinica. (MINISTERIO DA
SAUDE, 2005)

No Brasil, a LTA é uma das afecgdes dermatologicas que merece mais
atengado, devido a sua magnitude, assim como pelo risco de ocorréncia de
deformidades que pode produzir no ser humano, e também pelo envolvimento
psicolégico, com reflexos no campo social e econdmico. Apresenta ampla
distribuicdo com registro de casos em todas as regides brasileiras
(MINISTERIO DA SAUDE, 2007)

E uma doenca com diversidade de agentes, de reservatérios e de
vetores que apresenta diferentes padrbes de transmissdo e um conhecimento
ainda limitado sobre alguns aspectos, o que a torna de dificil controle.
(GONTIJO e CARVALHO, 2003).



1.2.Leishmaniose visceral americana - LVA

A leishmaniose visceral, ou calazar € uma doenga crbénica grave,
potencialmente fatal para o homem (GONTIJO e MELLO, 2004). Foi
primariamente uma zoonose, caracterizada como doenga de carater
eminentemente rural, entretanto vem se expandindo para areas urbanas de
meédio e grande porte tornando-se um problema de saude publica no pais e em
outras areas do continente americano, sendo uma endemia em franca
expansdo geografica. E uma doenga cronica, sistémica, caracterizada por
febre de longa duragao, perda de peso, astenia, adinamia e anemia, dentre
outras manifestagdes. Quando nédo tratada, pode evoluir para 6bito em mais de
90% dos casos (MINISTERIO DA SAUDE, 2005)

O parasito tem tropismo por células do sistema reticulo endotelial (bacgo,
figado e medula 6ssea) e é causada por L donovani no velho mundo e L.

infantum (sin.: L. chagasi) no novo e velho mundo. (WHO, 1990)
1.3.Epidemiologia:

As Leishmanioses ocorrem em diferentes ambientes, sendo endémicas
em 88 paises dos continentes Americano, Africano, Asiatico e Europeu (WHO,
1990)

A notificagao da doenga é compulsodria, no entanto, somente é realizado
em cerca de 30 dos 88 paises afetados, denotando que as taxas de incidéncia
possam ser maiores que as declaradas. (GONTIJO e CARVALHO, 2003).

A distribuicdo geografica esta associada as regides tropicais e
subtropicais, onde existe uma maior densidade de espécies vetoras, dos
géneros Phlebotomus, responsaveis pela transmissdo no Velho Mundo e
Lutzomyia, no Novo Mundo. Nos ultimos anos, as leishmanioses tém sido
incriminadas, junto com outras doengas também transmitidas por artrépodes,
como uma doenga emergente e reemergente, principalmente nos paises da
Europa e América do Sul, onde esta associada a co-infecgdo pelo virus da
imunodeficiéncia humana (HIV) (ALVAR et al., 1997).

Em muitos paises tropicais e subtropicais ao redor do mundo, as
infeccbes parasitarias como as Leishmanioses, afetam o desenvolvimento
social e econdbmico. A urbanizacdo, o aumento da populagdo humana, da

migragao paralela ao desenvolvimento da agricultura, e a propagagéo do HIV /



AIDS, tém contribuido para o aumento da leishmaniose e disseminacio desta
em diversos paises, sendo que a disseminagcdo da doengca em determinada
regidao se da devido a combinagdo entre espécies apropriadas de vetores
(insetos flebotomineos) e reservatérios. (LIMONCU et al., 2004).

Admite-se que nas Américas, a LTA seja autéctone, como sugerem 0s
inumeros registros da doenga mucosa feitos em vasos de ceramica pré-
colombiana confeccionados por indios no Peru e no Equador. A prevaléncia da
infeccdo humana varia de acordo com a regido geografica e a espécie de
Leishmania envolvida (MARZOCHI e MARZOCHI, 1994).

No Brasil apresenta-se em expansao geografica, sendo que nas ultimas
décadas, estudos tém sugerido mudangas nos padrdes epidemiologicos.
Inicialmente considerada zoonose de animais silvestres que acometia
ocasionalmente pessoas em contato com florestas, a LTA comeca a ocorrer em
zonas rurais ja praticamente desmatadas e em regides periurbanas. Observa-
se a coexisténcia de um duplo perfil epidemioldgico, expresso pela manutengéo
de casos oriundos dos focos antigos ou de areas préximas a eles, e pelo
aparecimento de surtos epidémicos associados a fatores decorrentes do
surgimento de atividades econémicas como garimpos, expansao de fronteiras
agricolas e extrativismo, em condicbes ambientais altamente favoraveis a
transmissao da doenca.

Ao analisar a evolugéo da LTA, observa-se uma expansao geografica,
sendo que no inicio da década de 1980 foram registrados casos autoctones em
19 unidades federadas. Nos Uultimos anos, todos os estados registraram
autoctonia da doenga. A regido Nordeste vem contribuindo com o maior
numero de casos (cerca de 40% do total registrado no periodo) e a regido
Norte com os coeficientes mais elevados (93,84 por 100 mil habitantes),
seguidas pelas regides Centro-Oeste (42,70 por 100 mil habitantes) e Sudeste
(26,50 por 100 mil habitantes).

A Leishmaniose é uma doenca sazonal apresentando picos de
incidéncia a cada cinco anos.

No Estado do Rio de Janeiro ocorrem cerca de 300 novos casos de
leishmaniose tegumentar por ano (MINISTERIO DA SAUDE, 2007) e casos de
LTA sao notificados em 90,2% dos 92 municipios. A maior concentragao de
casos ocorre no Municipio do Rio de Janeiro na regidao do Litoral Sul

Fluminense.



A leishmaniose visceral € uma doenga endémica com registro de surtos
freqUentes no Brasil. Inicialmente, sua ocorréncia estava limitada a areas rurais
e a pequenas localidades urbanas, mas atualmente encontra-se em franca
expansao para grandes centros. A leishmaniose visceral esta distribuida em 19
estados da Federacgao, atingindo quatro das cinco regides brasileiras. Nos
ultimos dez anos, a média anual de casos de leishmaniose visceral foi de 3,38
casos; e a incidéncia, de 2,00 casos por 100 mil habitantes. (MINISTERIO DA
SAUDE, 2005)

A doenca é mais frequente em menores de 10 anos. A razdo da maior
susceptibilidade em criangas é explicada pelo estado de relativa imaturidade
imunoldgica celular agravada pela desnutrigdo, t&o comum nas areas
endémicas, além de maior exposi¢ao ao vetor no peridomicilio. Por outro lado,
o envolvimento do adulto tem repercussao significativa na epidemiologia da
leishmaniose visceral, pelas formas oligossintomaticas ou assintomaticas, além
das formas com expresséo clinica.

No Estado do Rio de Janeiro ocorrem cerca 5 novos casos de
Leishmaniose visceral por ano (MINISTERIO DA SAUDE, 2003)

1.4.Diagnostico das leishmanioses:

Deve ser baseado na clinica, histopatologia e aspectos imunologicos da
doencga. O diagnéstico laboratorial da leishmaniose consiste fundamentalmente
em 3 grupos de exames: exames parasitolégicos (demonstragcdo direta do
parasito e isolamentos in vivo e in vitro, histopatolégicos), testes imunolégicos
(testes intradérmico e soroldgicos), testes moleculares (PCR) e exames
complementares (hematoldgicos, bioquimicos) (AVILA,1996; MARZOCHI &
MARZOCHI, 1994). A confirmacéo do diagndstico e a identificagdo da espécie
de Leishmania tém extrema importancia tanto pelas razdes clinicas dos
pacientes acometidos, como por razdes epidemioldgicas da regido endémica
envolvida (BELLI, 1998), entretanto em diversas regides do Brasil, o
diagndstico é muitas vezes baseado somente na apresentagdo clinica das
lesbes e quando possivel associado ao teste intradérmico (Reacdo de

Montenegro), que quando positivo, n&o exclui outras infecgdes.

Na LTA deve-se considerar o diagnostico diferencial com outras doengas
como a sifilis, hanseniase, paracoccidioidomicose, sarcoidose,

cromoblastomicose, ulceras decorrentes da anemia falciforme, piodermites,
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tumores, vasculites, tuberculose, esporotricose entre outros, sendo para isso a
comprovacgao parasitologica necessaria (SCHUBACH et al., 2001).

A demonstragdo do parasito pode ser feita em material de bidpsia de
lesdo no caso de suspeita de LTA ou pungdo aspirativa do bago, figado,
medula éssea ou linfonodos no caso de suspeita de LVA. O material obtido é
utilizado para a confeccao de esfregago ou impressdao em laminas, histologia,
isolamento em meios de cultura ou inoculagcdo em animais de laboratorio
(GONTIJO e MELO, 2004), estas tem sido as técnicas convencionais
geralmente utilizadas para o diagnéstico das leishmanioses (VEGA-LOPEZ,
2003)

A especificidade destes métodos é de 100%, mas a sensibilidade é
muito variavel, pois a distribuicdo dos parasitos ndo € homogénea no mesmo
tecido além da quantidade de parasitos ser muito pequena. Nesse contexto
podemos citar também, a variacdo de métodos entre laboratérios, que
interferem nesse processo (GONTIJO e MELO, 2004),

1.4.1. Isolamento em cultura de fragmentos de bidpsia de leséo:

O isolamento em meio de cultura é considerado padrdo ouro no
diagndstico, pois além de confirmar o diagnostico clinico, preserva o parasito
isolado para utilizagdo em outros estudos, como identificagdo de espécies de
Leishmania por métodos moleculares ou bioquimicos (IHALAMULLA,
RAJAPAKSA E KARUNAWEERA, 2005; VEGA-LOPEZ, 2003).

O parasito cresce relativamente bem em diversos meios de cultura a
temperatura ambiente (24-26 °C) (GONTIJO e CARVALHO, 2003). Os meios
comumente empregados para o isolamento de amostras clinicas s&o bifasicos
com uma fase solida de Agar sangue e uma liquida dispostos em tubo de vidro
(IHALAMULLA, RAJAPAKSA E KARUNAWEERA, 2005). O meio mais
empregado para isolamento é o agar-sangue de Novy e McNeal modificado por
Nicolle — NNN, acrescido de meio liquido Schneider e suas modificagoes,
suplementado com soro fetal bovino (GONTIJO e CARVALHO, 2003).

A demonstracio direta e cultivo dos parasitos das lesdes de pacientes
sao muito dificeis por muitas razdées, como o tamanho limitado da amostra
(bidpsia ou aspirados) que podem ser obtidos, o reduzido numero de parasitos
presentes e especialmente a contaminagdo secundaria por bactérias e fungos.
(PALOMINO, GUERRA e LUMBRERAS, 1983).



A positividade aumenta quando sdo tomados cuidados técnicos na
coleta, tais como desinfeccéo prévia da lesao, acondicionamento do fragmento
em solugdo salina com antibidtico, transporte sob refrigeragcdo e
processamento do material em condicdes assépticas. Essas medidas
diminuem a possibilidade de contaminacdo, que dificultam o crescimento da
Leishmania e consequentemente diminuem a possibilidade de isolamento (DA-
CRUZ e PIRMEZ, 2005).

A persisténcia de contaminacao de culturas primarias ndo somente por
bactérias, mas também por fungos dificulta o isolamento de protozoarios
hemoflagelados patogénicos (OKOT-KOTBER, 1985), sendo a contaminagao
por fungos comum especialmente em material obtido de lesbes de pacientes
(KIMBER et al.,, 1981). No caso de material obtido de lesées mucosas o
isolamento do parasito € muito dificil devido a presenca de contaminantes
provenientes da microbiota natural do paciente (PALOMINO, GUERRA e
LUMBRERAS, 1983).

E desejavel obter um meio de cultura que permita o crescimento do
protozoario, mas iniba ou retarde o crescimento de contaminantes (bactérias e
fungos), permitindo dessa forma o isolamento dos parasitos. (PALOMINO,
GUERRA e LUMBRERAS, 1983)

Para diminuir o indice de contaminagao secundaria das culturas, o que
inviabiliza o exame, sao utilizados antibidticos como benzilpenicilina e
estreptomicina no meio de cultura (PALOMINO, GUERRA e LUMBRERAS,
1983), porém a escolha da concentragao destes antibidticos para o cultivo de
protozoarios tem sido empirico e necessita de padronizagédo para o uso correto
(MASER et al., 2002). De acordo com Palomino, Guerra e Lumbreras, 1983, o
uso de antifungicos deve ser evitado porque se supdem que eles causem dano
a Leishmania sp., que s&o organismos eucariéticos, porém o indice de
contaminagao secundaria por fungos em meio de cultura é alto, sendo este um
fator que pode impossibilitar o diagnéstico da doenca.

Muitas solu¢des de antibidticos e antifungicos ndo sao estaveis e nao
podem ser mantidas por longos periodos (VERMES, VAN DER SIS e
GUCHELAAR, 1999; OKERMAN, VAN HENDE, e ZUTTER, 2007) dessa
forma, o conhecimento da estabilidade e viabilidade dessas substancias que
sao adicionadas aos meios de cultura para esse fim € de extrema importancia,

por outro lado, devem se buscar concentracdes que sejam ideais, de modo que



tais substancias nao provoquem interferéncias no isolamento e crescimento do
protozoario (PALOMINO, GUERRA e LUMBRERAS, 1983).

Existem variagdes com relagdo a técnica de isolamento de Leishmania
sp. a partir de fragmentos de lesdo. No laboratério de vigilancia em
leishmanioses (VIGILeish) — IPEC/FIOCRUZ que faz parte da rede de
laboratérios de referéncia para o Ministério da Saude, onde parte desse
trabalho foi realizado essa técnica segue o descrito a seguir. Anteriormente ao
procedimento de biopsia da lesdo é importante que se tomem alguns cuidados
para evitar a contaminacdo do meio de cultura o que inviabilizaria o exame.
Alguns desses cuidados sao administrados por via oral de antibidticos ao
paciente, a lavagem da lesdo com agua e sabdo antes da biopsia, a utilizagao
de antibidticos como benzilpenicilina e estreptomicina e antifungico como
flucitosina no recipiente de coleta e a utilizacdo de antibiéticos como
benzilpenicilina e estreptomicina no meio de cultura. Apesar de possuir
utilizagao bastante controversa no VIGILeish o antifungico flucitosina é utilizado
na solugdo salina de coleta da amostra (biopsia de tecido), porque entende-se
que como o parasito € intracelular ele estaria protegido da agado do antifungico
nestas condigdes.

A bidpsia é realizada retirando-se um fragmento do bordo da lesdo. E
importante que esse fragmento possua camadas de epiderme, derme e
endoderme na sua profundidade e borda externa e interna na sua espessura,
isso se faz necessario devido a distribuicdo nao uniforme do parasito na lesao,
dessa forma entdo se aumentam as chances de isolamento do parasito.

Esse fragmento € inoculado em recipiente contendo solugdo salina
estéril, suplementada com antibiéticos como benzilpenicilina (1200 U/mL) de
estreptomicina (1000 ug/mL) e o antifungico flucitosina (100 ug/mL), e enviado
ao laboratério. No laboratério em capela de fluxo laminar o fragmento de
bidpsia é colocado em um novo recipiente contendo solugao salina estéril com
a mesma composi¢gdo acima citada, permanecendo nesta solugdo por 24
horas. Esse procedimento é realizado a fim de diminuir a carga microbiana
proveniente da les&o.

Apos 24 horas esse fragmento de bidpsia € inoculado em meio de
cultura bifasico contendo uma fase sélida de Agar sangue, preparado com
sangue de coelho desfibrinado e meio de cultura liquido Schneider®. O Agar

sangue fornece ao parasito o nutriente chamado hemina, e o meio liquido
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Schneider® possui muitos aminoacidos sendo um dos mais ricos existentes no
mercado, sua composi¢cao se encontra em anexo (anexo 1). Essa composi¢cao
completa de aminoacidos facilita o crescimento do parasito, além disso, esse
meio € suplementado com soro fetal bovino inativado (Inativagdo do sistema
complemento) e estéril que possui o horménio fator de crescimento
estimulando ainda mais o crescimento do parasito. Esse meio pode ainda ser
suplementado com urina humana estéril que devido a alta concentragao de
nitrogénio fornece nutrientes a mais para o parasito. Para inibir a contaminagao
sao adicionados também ao meio de cultura antibiéticos como benzilpenicilina
e estreptomicina na concentracdo de 200 U/mL e 200 pg/mL,
respectivamente.

O fragmento de lesdo permanece por até um més no meio de cultura
para que seja dado um resultado negativo para o exame, em caso de resultado
positivo, ou seja, isolamento do parasito este é armazenado no laboratério em
botijées de nitrogénio liquido para estudos futuros.

O isolamento em cultura tem a vantagem de amplificar o parasito
presente na lesdo, geralmente em pequenas quantidades, aumentando a

chance de visualizagao deste.

1.4.1.1. Antimicrobianos utilizados:

Os antibioticos utilizados a longo tempo na rotina laboratorial para
inibicdo da contaminacdo em meios de cultura sao benzilpenicilina e
estreptomicina (COHEN, LOOIJ e WITTNER, 1977; PALOMINO, GUERRA e
LUMBRERAS, 1983), apesar do crescimento dos protozoarios ser variavel,
geralmente toleram estas substéncias em concentragbes muito mais elevadas
do que a concentragao inibitoria minima (MIC) para a maioria das bactérias. O
uso de antifungicos tem sido evitado porque se supde que seja danoso aos
parasitos (PALOMINO, GUERRA e LUMBRERAS, 1983). Essa afirmativa é
uma verdade para antifungicos do grupo dos poliénicos (anfotericina B,
cetoconazol, itraconazol, fluconazol) que tem seu mecanismo de agéo baseado
no bloqueio da biosintese de ergosterol, por interferir na demetilagdo do
lanosterol, causando acumulagao de 14 o - metilesterol na membrana gerando
alteracbes na permeabilidade da célula, levando-a a morte. A via de
biossintese de esterol de fungos e Leishmania sdo bastante similares o que

leva a uma resposta similar a acdo desses antifungicos (BEACH, GOAD e



HOLZ, 1988; BERMAN, HOLZ e BEACH, 1984). Para antifungicos de outros
grupos como, por exemplo, os antimetabdlicos que inibem a sintese de DNA e
RNA, no qual esta incluida o antifungico flucitosina, ndo ha confirmagéao de
uma acgao leishmanicida, porém alguns autores n&o aconselham sua utilizagao

devido a possibilidade da inibicdo do crescimento do parasito.
1.4.1.2. Benzilpenicilina

A Penicilina € um antibidtico p-lactdmico, natural ou sintético derivado de
fungos, que possui a estrutura basica composta por um anel tiazolidinico (a)
fixado a um anel B-lactamico (b), que contém um grupo amino secundario (c)
podendo haver ligagdo de substituintes ao grupo amino. A integridade
estrutural do nucleo de acido 6-aminopenicilanico (Figura 1) é essencial para a
atividade bioldgica dessas substancias (MILLER, 2002).
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Figura 1: Acido 6-aminopenicilanico

A benzilpenicilina (Figura 2) como todos os antibidticos p-lactamicos
inibem o crescimento bacteriano ao interferir em uma etapa da sintese da
parede celular bacteriana, ao se ligar a enzimas que produzem ligagdes
cruzadas para formacao da parede celular bacteriana, gerando morte celular.

(MILLER, 2002). As penicilinas s&o ativas contra bactérias Gram - positivas.
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Figura 2: Estrutura da benzilpenicilina.

1.4.1.3. Estreptomicina

A estreptomicina (Figura 3) €é um antibiético do grupo dos
aminoglicosideos, com acgao bactericida originalmente obtido de varias
espéecies de Streptomyces. Sio utilizados amplamente contra bactérias Gram —
negativas. Os aminoglicosideos possuem um nucleo de hexose, a estreptidina
(na estreptomicina) ao qual estdo fixados varios aminoagucares por ligagdes
glicosidicas. Os aminoglicosideos sao estaveis em solugdo e mais ativos em
pH alcalino do que em acido. Com freqliéncia apresentam sinergismo com os
B-lactdmicos ou com a vancomicina in vitro. Todavia os aminoglicosideos em
altas concentragbes podem formar complexos com agentes p-lactamicos,
resultando em perda de atividade, de modo que estes farmacos ndo devem ser
misturados para a administracdo. Esse antibiotico inibe o crescimento
bacteriano por inibicao irreversivel da sintese de proteinas, induzindo assim a
morte celular (KATZUNG, 2005).

Figura 3: Estrutura tridimensional da estreptomicina
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1.4.1.4. Flucitosina

O antifungico flucitosina (5-FC) (Figura 4) foi descoberto durante
pesquisa de novos farmacos antineoplasicos, embora desprovida de
propriedades antineoplasicas, tornou-se evidente que se tratava de um potente
antifungico. A flucitosina é um analogo hidrossoluvel da pirimidina relacionado
com o agente quimioterapico fluorouracil.

Seu mecanismo de agao se da pela sua captagéo pelas células fungicas
através da enzima citosina permease. No interior da célula é convertida
inicialmente em fluorouracil e, a seguir, em 5 — fluorodesoxiuridina monofosfato
(F-dUMP) e fluorouridina trifosfato (FUTP), que inibem a sintese de DNA e
RNA, respectivamente. As células humanas sdo incapazes de converter o
farmaco em seus metabdlitos ativos (KATZUNG, 2005).

A flucitosina ndo se encontra mais disponivel para uso no Brasil
(Moreira, 2005). Na América do Norte a flucitosina & disponivel apenas em
formulagdo oral, seu uso clinico atualmente se limita a associagdo com
anfotericina B para tratamento da meningite criptocdcica ou com Itraconazol
para cromoblastomicose, pelo seu sinergismo e boa penetragdo no sistema
nervoso central (KATZUNG, 2005).

H
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Figura 4: Estrutura da flucitosina.

Tendo em vista a dificuldade de diagnéstico da doenga e o crescente
aumento desta endemia, considera-se, ser de grande importancia procurar,
hoje, dentro da realidade do pais, aperfeigoar os métodos disponiveis em
todos os niveis de saude que permitam direcionar a terapéutica e melhorar o

prognéstico da doenga (Sampaio et al. 2002).
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2. OBJETIVO:
2.1.Objetivo geral

Avaliar a estabilidade de antimicrobianos (benzilpenicilina e
estreptomicina) incorporados no meio de cultura Schneider® e verificar os
efeitos de benzilpenicilina, estreptomicina e flucitosina no crescimento de

Leishmania (Viannia) braziliensis in vitro.
2.2. Objetivos especificos

e Desenvolver 0 método de separagdo dos antibidticos
benzilpenicilina e estreptomicina e do antifungico flucitosina pela
técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

e Avaliar a estabilidade de benzilpenicilina e estreptomicina em meio
de cultura Schneider®, utilizando a técnica de cromatografia liquida
de alta eficiéncia.

o Verificar efeitos de benzilpenicilina, estreptomicina e flucitosina em
meio de cultura Schneider®, em diferentes concentragdes, no

crescimento in vitro de Leishmania (Viannia) braziliensis.
3. METODOLOGIA:
3.1. Materiais:

Para os diferentes ensaios deste estudo foram utilizados os seguintes
reagentes:

a) Meio de cultura Schneider® (Sigma S9895). Este meio foi preparado
segundo recomendacgdes do fabricante e conservado a temperatura de
4 °C.

b) Benzilpenicilina (Padrdo USP, n° cat: 1502508) — Este reagente foi
utilizado na fase de desenvolvimento da técnica de separagcao por
CLAE, sendo solubilizado em agua obtida por processo de osmose
reversa.

c) Sulfato de estreptomicina (Padrdo USP, n°® cat: 1623003) — Este
reagente foi utilizado na fase de desenvolvimento da técnica de
separagao por CLAE, sendo solubilizado em agua obtida por processo

de osmose reversa.
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d) Flucitosina (Padrao USP, n° cat: 1272000) — Este reagente foi utilizado
na fase de desenvolvimento da técnica de separagao por CLAE, sendo
solubilizado em agua obtida por processo de osmose reversa.

e) Benzilpenicilina (Calbiochem) — A solugéo foi preparada dissolvendo-se
determinada quantidade de benzilpenicilina em pdé em agua obtida pro
processo de osmose reversa. Quando necessario a solugdo foi
esterilizada por filtracdo utilizando membrana de 0,22 micrémetros, em
capela de fluxo laminar. Essa substancia € destinada somente para uso
in vitro.

f) Sulfato de Estreptomicina (FURP - Fundagao para o remédio popular)-
Essa amostra foi fornecida pelo servico de farmacia do IPEC. Foi
preparada dissolvendo todo o conteudo (1 g) em 20 mL de agua obtida
por processo de osmose reversa (quando necessario utilizava-se agua
esterilizada) e posteriormente eram realizadas as diluicdes para as
concentragdes desejadas. Essa substancia € destinada somente para
uso in vivo.

g) Flucitosina (Sigma, n° cat: F7129) — Todo o conteudo do frasco (1g) foi
dissolvido em 100 mL de agua obtida por processo de osmose reversa,
Quando necessario essa solugao foi esterilizada por filtragdo utilizando
membrana de 0,22 micrébmetros, em capela de fluxo laminar e se
necessario diluida para a concentragdo desejada. Essa substancia é
destinada somente para uso in vitro.

h) Acido heptano-sulfénico — (Sigma, n° cat: H-8901).

i) Acido orto-fosférico — (Merck)

j) Acetonitrila (VETEC)

k) Leishmania (Viannia) braziliensis (MHOM/BR/75/M2903). Cepa
referéncia obtida de infeccdo em mamifero, humano, do sexo feminino,
em 1975, no Brasil, sendo caracterizada por diferentes métodos de
identificacao.

Todas as solugdes foram preparadas no momento do uso.
3.2.Instrumental:

Para as diferentes analises realizadas foram utilizados os seguintes
equipamentos:

Espectrofotdbmetro modelo Cary 50 - Marca Cary.
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Cromatografo liquido de alta eficiéncia da marca Waters composto de
bomba quaternaria modelo 600, auto-injetor 747 e detector UV modelo
2487. A coluna utilizada foi octadecilsilano marca SYMMETRY ™ 5 um,
(250 x 4,6) mm e 100 A de diametro de poro.

3.3.Determinacao do comprimento de onda para analise através da

técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE):

Para determinacdo do comprimento de onda para realizagdo das
analises foram preparadas solugdes de benzilpenicilina, estreptomicina e
flucitosina na concentragdo de 10 ug/mL (ppm), solubilizadas em agua e uma
amostra de meio de cultura puro. Posteriormente foi obtido um espectro de

varredura no UV das solugdes.
3.4.Desenvolvimento do método de separacao por CLAE:

Para o desenvolvimento de um método eficaz de separagao por CLAE,
primeiramente foi analisado o meio de cultura Schneider® sem adicdo de
nenhum antimicrobiano.

A fase movel utilizada na eluigdo por gradiente foi composta por duas
fases. Fase A: solucdo 1 g/L de heptano-sulfonato de sédio (HEPSO; Na*) e

quantidade suficiente de acido orto-fosférico 85% para ajustar o pH em 2,2 e
fase B: acetonitrila grau CLAE (ACN), seguindo o gradiente descrito na tabela 1

apresentada a seguir:

Tabela 1: Constituicdo das duas fases moveis A e B em relagao ao

tempo

Tempo Fase A Fase B

(M) H,0:HEPSO, Na*  ACN

0 95 5
5,0 95 5
5,3 80 20
20 67,5 32,5
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30 55 45
30,3 95 5
50 95 5

O fluxo da fase modvel foi 1 mL/min. A coluna foi mantida a 27 °C e o

volume de injecao foi 20 L.
3.5. Analise da estabilidade dos antimicrobianos

Para anadlise da estabilidade dos antimicrobianos o meio de cultura
Schneider® foi suplementado com benzilpenicilina na concentracdo de 200
U/mL e estreptomicina na concentragdo de 200 pg/mL e as analises foram
realizadas de acordo com o método descrito anteriormente.

A solugdo a ser analisada foi injetada 3 vezes sucessivas no

equipamento para obtengdo de uma maior precisao analitica.

3.6. Avaliacao do efeito de benzilpenicilina, estreptomicina e flucitosina

no crescimento do parasito in vitro:

Para avaliar efeito de benzilpenicilina, estreptomicina e flucitosina no
crescimento do parasito in vitro foram realizadas curvas de crescimento
utiizando uma cepa referéncia de Leishmania (Viannia) braziliensis
(MHOM/BR/75/M2903). Essa cultura se encontrava em crescimento
exponencial, em meio de cultura liquido Schneider® suplementado de 10% de
soro fetal bovino, contendo diferentes concentracbes dos insumos a serem
testados. A quantificagao parasitaria foi realizada em camara de Neubauer, em
triplicata, diariamente até a fase de declinio da cultura. Utilizou-se como
controle dos experimentos 0 mesmo meio de cultura, porém sem adi¢cao de
quaisquer antibidticos e antifungico. As concentragdes testadas sdo mostradas

na Tabela 2 a seguir:
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Tabela 2: Concentragcdes das substancias avaliadas com relacao a inibicado do

crescimento de Leishmania braziliensis in vitro

Substancias

Concentragdes de antimicrobianos inoculados em cultura

avaliadas axénica de L. braziliensis.
Benzilpenicilina 1000 U/mL 500 U/mL 200 U/mL 100 U/mL
(B1000) (B500) (B200) (B100)
Estreptomicina 1000 pg/mL 500 pug/mL 200 pug/mL 100 pg/mL
(E1000) (E500) (E200) (E100)
Flucitosina 1000 pg/mL 500 pg/mL 200 pg/mL 100 pg/mL
(F1000) (F500) (F200) (F100)
Benzilpenicilina e - - 200 U/mL -
Estreptomicina benzilpenicilina
+ 200pg/mL
estreptomicina
(P+E)

A concentragédo de 200 U/mL benzilpenicilina + 200 pg/mL estreptomicina
(P+E), foi analisada por ser a concentragao utilizada nos exames de rotina
para o diagndstico parasitologico indireto do Laboratorio de vigilancia em
leishmanioses - VIGILeish, onde parte deste trabalho foi desenvolvido.

A andlise estatistica dos dados foi realizada através do teste t de Student,
paramétrico unicaudal em nivel de significancia de 2,5% (0,025), para
verificagdo da inibicdo do crescimento do parasito in vitro considerando o dia

de pico da fase log da curva.
4. RESULTADOS:
4.1.Determinacdo do melhor comprimento de onda para as analises:

Para analise da estabilidade das substancias por CLAE, primeiramente
determinou-se qual seria o melhor comprimento de onda para se trabalhar. As
analises por espectrofotometria no UV revelaram o comprimento de onda de
200 nm preferencial para detec¢ao, pois nesse comprimento de onda ha uma
absorcao razoavel de todas as substancias inclusive do meio de cultura, como

mostram os espectros de varredura de 190 a 300 nm das substancias:
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benzilpenicilina (Figura 5), estreptomicina (Figura 6), flucitosina (Figura 7) e do

meio de cultura (Figura 8).
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Figura 5: Espectro de absorgcao de benzilpenicilina
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Figura 6: Espectro de absorgao de estreptomicina
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Figura 7: Espectro de absorgao de flucitosina.
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Figura 8: Espectro de absor¢ao do meio cultura Schneider®.

4.2.Desenvolvimento de método de separacdo das substancias

presentes no meio de cultura Schneider®:

Para analise da estabilidade das substancias foi necessario otimizar o
cromatograma para separacdo, ja que as substancias de interesse se
encontravam adicionadas a um meio de cultura. As condigdes cromatograficas
empregadas, possibilitaram a separagao das substancias presentes no meio de
cultura, ja que este constituia o maior desafio do método desenvolvido, pois
esse meio onde estavam as substdncias de interesse possuia muitos

aminoacidos em sua composi¢cao que absorviam também no comprimento de
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onda utilizado gerando muitos sinais no cromatograma, sendo assim o método
desenvolvido deveria permitir a separagao sem coeluicao.
O cromatograma mostrado na Figura 8 abaixo é referente ao meio de

cultura sem adigao de flucitosina, estreptomicina e benzilpenicilina.

T T T -
5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30,00 35.00 40.00 45.00
Minutes.

Figura 9: Cromatograma do meio de cultura Schneider sem adi¢ao de

flucitosina, estreptomicina e benzilpenicilina (Branco).

O cromatograma mostrado na Figura 9 apresenta a separagéo dos picos
correspondentes a flucitosina, estreptomicina e benzilpenicilina em meio de
cultura Schneider® nas concentracdes de 100 ug/mL, 200 ug/mL e 200 U/mL,
com tempos de retencao de 10,98; 21,92 e 23,62 minutos, respectivamente.
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Figura 10: Cromatograma do meio de cultura Schneider contendo flucitosina,
estreptomicina e benzilbenzilpenicilina, nas concentragdes de 100 pg/mL, 200

pMg/mL e 200 U/mL, respectivamente.

Observando-se as estruturas da benzilpenicilina (Figura 2), da
estreptomicina (Figura 3) e da flucitosina (Figura 4) e os seus respectivos
valores de pKa optou-se por trabalhar fazendo pareamento ibnico dos
grupamentos amina com alquilsulfonato em meio acido em pH de 2,2. Este
valor de pH esta dentro da faixa operacional da coluna, recomendada pelo
fabricante, de 2,0 a 8,0. A estreptomicina possui trés grupos amina titulaveis,
sendo que dois deles sdo grupos guanidina fortemente alcalinos (pKaz = 11,5 e
pKas = 12,1). O outro grupo trata-se do metilamino que pode ser considerado
como fracamente basico (pKas = 8) em comparagao aos demais. (NYS, 1971)

Nestas condicbes de pH a estreptomicina estara na forma totalmente
ionizada facilitando assim o pareamento idbnico com o acido 1-heptanosulfonico.
A flucitosina possui dois valores de pKa, um referente a lactama que é uma
amina aromatica de anel heterociclico, considerada uma base forte, cujo valor

€ 10,7 (pKa4) e o outro refere-se a amina primaria, de carater acido devido a
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deslocamento do par de elétrons pelo anel aromatico, cujo valor é 2,9 (pKay)
(WAYSEK e JOHNSON, 1977). Nestas condi¢des de pH o grupamento basico
estara na forma totalmente ionizada facilitando assim o pareamento ibnico com
o acido 1-heptanosulfénico.

Em pH 2,2 a benzilpenicilina estara parcialmente ionizada visto seu pKa
ser 2,8. Para se obter a total supressdo da ionizacdo da benzilpenicilina
teriamos que trabalhar em valores inferiores a 2,0 porém, isso nao é
recomendado pois a faixa de pH operacional da coluna, segundo o fabricante &
de 2 a 8. No entanto como o sinal cromatografico referente a benzilpenicilina foi
considerado satisfatério nenhuma alteragdo nas condi¢gdes cromatograficas foi
requerido.

A ordem de eluicdo tem a ver com a polaridade das moléculas em
funcao das fases estacionaria e movel.

Em termos dos parametros de adequacdo do sistema cromatografico
(FDA, 1994) os ditames internacionais recomendam valores relacionados ao
fator de capacidade, numero de pratos tedricos, fator de cauda e resolucdo do
sistema. Os relatdrios obtidos para cada substancia demonstram que os
resultados obtidos em relagao a esses parametros foram muito satisfatérios em

relacdo aos ditames internacionais conforme apresentado na tabela 3, a seguir.
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Tabela 3: Valores recomendados pelos ditames internacionais para os
parametros de CLAE (FDA, 1994)

Parametro benzilpenicilina estreptomicina flucitosina Limites
recomendados

K' (Fator de 13,8 12,7 59 K' > 2, em

capacidade) relagao ao

Volume morto

ou a outro pico.

N (Pratos 223045 269459 12861 N > 2000
tedricos)
T (Fator de 0,99 0,99 1,2 Maximo 2
cauda ou
assimetria)
R 8,9 4.3 2,3 R>2, entreo
(resolugao) pico de
interesse e
quaisquer
interferentes.

4.3. Andlise da estabilidade:

A estabilidade das substédncias analisadas foi determinada a
temperatura ambiente pelo periodo de 24 horas, totalizando 24 inje¢des, e sob
refrigeragao a 4 °C durante 4 dias.

A estabilidade da estreptomicina e benzilpenicilina foram
acompanhadas através da area do sinal obtido no cromatograma. A diminuigédo
dessa area é proporcional a uma diminuicdo na concentracdo inicial das
substancias. Os resultados obtidos sdo mostrados nos graficos a seguir.

Analisando a figura 11 podemos observar um decréscimo significante na
concentragao inicial de benzilpenicilina atingindo concentragdo de 78% em
relagdo a concentragao inicial em um periodo de 24 horas a temperatura
ambiente, enquanto a concentracdo de estreptomicina permanece

praticamente inalterada.
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Figura 11: Determinac&o da estabilidade de benzilpenicilina e

estreptomicina durante 24 horas em temperatura ambiente.

As analises realizadas a temperatura de 4 °C apresentadas na figura
12 mostraram também um decréscimo acentuado da concentragao inicial de
benzilpenicilina, mostrando uma perda de 12% da sua concentragao inicial, da
mesma forma que ocorrido anteriormente, a concentracdo de estreptomicina

permaneceu praticamente inalterada.

Estabilidade estreptomicina e benzilpenicilina - 4°C
100 ivk
96

92

88 -

Concentracédo (%)

84 T T 1
1 2 Dias 3 4

—e— Estreptomicina em meio de cultura Schneider

—=— Benzilpenicilina em meio de cultura Schneider

Figura 12: Determinacao da estabilidade de benzilpenicilina e estreptomicina

durante 4 dias em temperatura 4 °C.
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4.4. Avaliacado do efeito de benzilpenicilina, estreptomicina e flucitosina

no crescimento do L. braziliensis in vitro:

As analises do efeito dessas substancias no crescimento do parasito in
vitro mostraram uma inibicdo do crescimento do parasito em altas
concentragdes de antibidticos e antifungico.

Analisando a figura 13, observamos que o padrao da curva controle se
apresentou de acordo com o relatado na literatura, mostrando um pico de
crescimento no quarto dia da curva. Com a adicdo da benzilpenicilina, em
diferentes concentracdes, observou-se o mesmo padrdo da curva do controle,
apresentando somente inibicado do crescimento parasitario, proporcionalmente
a concentragao do antimicrobiano.

Na curva onde se utilizou a concentragdgo de 1000 U/mL de
benzilpenicilina (B1000) observou-se um pico de crescimento no 3° dia e uma
inibicdo do crescimento do parasito bastante pronunciada a partir do 4° dia da
curva permanecendo assim até o final do experimento.

Para a analise estatistica tomou-se como referéncia o valor do numero de
parasitos (obtidos pela média de trés contagens) no quarto dia da curva para
comparagao entre a curva controle e a curva B1000. Aplicando o teste t de
Student obteve-se um valor p de 0,01; que comparado ao nivel de significancia
de 0,025, estdo situados na area de rejeigao da curva t. Nesse caso podemos
afirmar que as médias sdo estatisticamente diferentes em nivel de significancia
de 2,5%, ou seja, pode-se observar que houve uma inibicdo significativa do
crescimento do parasito.

Na curva de crescimento com 500 U/mL (B500), pode-se observar um
padrao bastante parecido com o da curva B1000, com pico de crescimento no
3° dia e inibigao do crescimento bastante pronunciada a partir do 4° dia.

Para a analise estatistica tomou-se como referéncia o valor do niumero de
parasitos (obtidos pela média de trés contagens) no quarto dia da curva para
comparagao entre a curva controle e a curva B500. Aplicando o teste t de
Student obteve-se um valor p de 0,016; que comparado ao nivel de
significancia de 0,025 (2,5%), estéo situados na area de rejeicdo da curva t.
Nesse caso podemos afirmar que as médias sao estatisticamente diferentes

em nivel de significancia de 2,5%.
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As curvas de crescimento utilizando as concentracbées de 200 U/mL
(B200) e 100 U/mL (B100), apresentaram um padrdao bastante semelhante
entre si, mantendo-se proximas durante todo o periodo, fizeram um pico de
crescimento no 3° dia e apresentaram uma diminuicdo do crescimento a partir
do 4° dia menos expressiva aparentemente, o que pdde ser confirmado
através da aplicacao do teste t de Student no ponto de referéncia do quarto dia
da curva onde se obteve um valor p de 0,040 e 0,071 respectivamente; se

situando na zona de aceitacédo da curva T, ao nivel de significancia de 2,5%.

Curva de crescimento de L.braziliensis em diferentes concentragcdes de
Benzilpenicilina
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0,E+00 ‘ ‘ ‘ ‘
0 2 4 6 8
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‘ ——Controle B1000 == B500 ==B200 ——B100

Figura 13: Curva de crescimento do parasito L. braziliensis, em

diferentes concentragdes de benzilpeniclina.

Com relagdo a curva de crescimento realizada sob diferentes
concentragdes de estreptomicina, figura 14 observa-se que a curva controle
desse grafico apresentou um formato esperado para o crescimento do
protozoario tendo um pico de crescimento no quarto dia do experimento com
queda subsequente até o sétimo dia.

O padrao da curva, utilizando a concentracdo de 1000 ug/mL (E1000)
mostrou uma inibicdo do crescimento parasitario bastante significativa ao longo
do periodo, poréem sem quedas bruscas no numero de parasitos. A curva
apresentou um platdé do 3° ao 5° dia de experimento entrando em queda apos

o quinto dia.
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Para a analise estatistica tomou-se como referéncia o valor do numero de
parasitos (obtidos pela média de trés contagens) no quarto dia da curva para
comparagao entre a curva controle e a curva E1000. Aplicando o teste t de
Student obteve-se um valor p de 0,00048; que comparado ao nivel de
significancia de 0,025, estdo situados na area de rejeicdo da curva t. Nesse
caso podemos afirmar que as médias sao estatisticamente diferentes a esse
nivel de significancia.

A curva utilizando a concentragdo de 500 ug/mL (E500), também
apresentou inibicdo significativa do crescimento parasitario, com uma queda
mais expressiva no numero de parasitos somente no sexto dia de experimento.

Analisando o crescimento do parasito tomado como referéncia os valores
obtidos na contagem dos parasitos no quarto dia da curva através do teste t de
Student para a concentracdo E500 em relagao a curva controle, obteve-se um
valor p de 0,008, se situando também abaixo do nivel de significAncia de 2,5%
(0,025), mostrando que as médias sao estatisticamente diferentes em nivel de
significancia de 2,5%, confirmando a inibigdo do crescimento do parasito

As curvas utilizando a concentragdo de 200 ug/mL e 100 pg/mL (E200 e
E100), também apresentaram padrdoes semelhantes de crescimento com uma
inibicdo menos pronunciada do crescimento parasitario e sem apresentar
queda brusca em nenhum dia do experimento.

Através da aplicacido do teste t de Student tomando-se como referéncia o
quarto dia da curva para comparagao entre a curva controle e as curvas E200 e
E100 obteve-se os valores p de 0,033 e 0,034 respectivamente; se situando na
zona de aceitagdo da curva T, acima de 0,025 (2,5%), ndo existindo dessa
forma dados estatisticos que comprovem que as médias (nUmero de parasitos)

sao diferentes.
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Curva de crescimento de L.braziliensis em diferentes concentracfes de
Estreptomicina
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Figura 14: Curva de crescimento do parasito L. braziliensis em diferentes

concentragdes de estreptomicina

Analisando a curva de crescimento de L. braziliensis em diferentes
concentragdes de flucitosina, figura 15, observa-se uma forte inibigdo do
crescimento do protozoario em relagdo curva controle, sofreu também (para
algumas concentragbes — F1000, F500 e F200) uma queda acentuada do
numero de parasitos no quinto dia do experimento.

A curva utilizando a concentragao de 1000 ug/mL (F1000) se mantém
afastada de todas as outras desde o segundo dia com numero muito baixo de
parasitos, € interessante também que nessa concentracéo a partir do sexto dia
0 nimero de parasitos alcangca a magnitude de 10° grandeza inferior a
quantidade de parasitos inoculados, essa forte inibicAo do crescimento
parasitario nao foi conseguida por nenhum antimicrobiano utilizado.

A curva utilizando a concentragdo de 500 pg/mL (F500) se manteve
préxima as outras com menores concentragcdes de flucitosina até o quarto dia,
porém no quinto dia sofreu uma forte queda no numero de parasitos,
permanecendo assim até o final do experimento.

A analise estatistica pelo teste t de Student para as curvas F1000 e F500
forneceu um valor p de 0,014 indicando que o numero de parasitos contados

no quarto dia da curva quando comparados a curva controle sao

28



estatisticamente diferentes em nivel de significancia de 2,5%, ou seja, essa
concentragao produziu uma inibigao significativa no crescimento do parasito.

A curva utilizando a concentragdo de 200 ug/mL (F200) ndo apresentou
diferenca significativa com relagado ao seu formato nos primeiros quatro dias de
experimento, apresentando somente no quinto dia uma queda expressiva no
numero de parasitos, padrdo semelhante ao observado na curva F500.

Através da analise estatistica para a curva F200 comparando o numero
de parasitos determinados na contagem, no quarto dia da curva, em relagéo ao
curva controle, obteve-se um valor p de 0,037, valor situado na éarea de
aceitacdo da curva t. Esse valor mostra que nao existem dados estatisticos
que comprovem que as médias (numero de parasitos contados) sédo diferentes,
indicando que nao houve inibigao significativa do crescimento dos parasitos.

A curva utilizando a concentracédo de 100 pg/mL (F100) a partir do
terceiro dia apresentou um padrao de crescimento bastante parecido com o da
curva controle.

Através da analise estatistica o valor p obtido foi de 0,18 comprova essa
observacao permitindo alcangcar a mesma conclusao anterior de que nao ha

diferenca significativa entre o numero de parasitos quantificados .

Curva de crescimento de L. braziliensis em diferentes concentragdes de
flucitosina
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Figura 15: Curva de crescimento do parasito L. braziliensis em diferentes

concentracdes de flucitosina.
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Observando a figura 16 que apresenta a curva de crescimento em
benzilpenicilina associada a estreptomicina o padrédo da curva controle se
apresentou de acordo com o relatado na literatura, mostrando um pico de
crescimento no quarto dia da curva com declinio nos dias subsequentes.

Na curva de crescimento realizada com associacdo de 200 U/mL de
benzilpenicilina e 200 pg/mL de estreptomicina (E+P), observou-se um padrao
levemente diferenciado das curvas contendo somente um antimicrobiano
apresentando uma fase estacionaria do crescimento pronunciada.

A analise estatistica revelou um valor p de 0,0055; através da
comparagao do numero de parasitos contados na curva E+P em relagao a
curva controle no quarto dia do experimento. Esse valor se situa na zona de
rejeicdo da curva t, mostrando que as médias sdo estatisticamente diferentes
em nivel de significancia de 2,5%, indicando que houve uma inibigdo

significativa do crescimento do parasito.

Curva de crescimento de L.braziliensis em associacdo de benzilpenicilina
e estreptomicina
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Figura 16: Curva de crescimento de do parasito L. braziliensis em associagao

de benzilpenicilina e estreptomicina.
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5. DISCUSSAO:
5.1. Anélise da estabilidade:

Geralmente solucdes de antibidticos, para utilizagdo em laboratério, séo
preparadas em solucdes estoques que sao mantidas por dias, semanas e até
meses, entretanto muitas solugdes de antibidticos ndo sdo estaveis e nao
podem ser mantidas por um longo tempo (OKERMAN, HENDE e ZUTTER,
2007).

Um tempo de preservagao mais longo € uma vantagem para o laboratoério
e para 0 ambiente, mas na maioria das vezes nao € sabido se a solugao do
antibiético é estavel (OKERMAN, HENDE e ZUTTER, 2007).

Os dados disponiveis na literatura geralmente fornecem informagdes com
relagcdo a estabilidade de antibiéticos em solucdo salina, porém, na utilizagao
laboratorial, tais substancias sdo adicionadas ao meio de cultura, sendo os
dados de estabilidade, nessa condigdo,desconhecidos.

As andlises de estabilidade da benzilpenicilina em meio de cultura
mostraram uma degradagao de cerca de 12% a temperatura de 4 °C em 4 dias,
esse resultado € muito preocupante pois como o meio de cultura é utilizado por
até 1 més (por orientagao do fabricante devido a degradacdo do aminoacido L-
glutamina), e se essa taxa de degradacao permanecer continua, no final desse
periodo a concentracdo de benzilpenicilina sera muito pequena nao sendo
suficiente para inibigao do crescimento de contaminantes.

Estudos mostram que a benzilpenicilina apresenta essa mesma
instabilidade até mesmo sob congelamento, pois ainda assim permanecem
com uma pequena atividade sofrendo degradagdo sob estas condig¢des,
perdendo cerca de 20% de sua atividade em solugbes congeladas em um
periodo de trés meses, sendo aconselhavel por isso estocar essas solucdes
em temperatura de -70 °C ao invés de -20 °C como convencional (OKERMAN,
HENDE e ZUTTER, 2007).

O antibidtico clortetraciclina é um outro exemplo, pois possui um
tautomerismo ceto-endlico entre o C-11 e C-12 durante o congelamento
gerando degradacdo mesmo armazenada sob estas condicdes. (OKERMAN,
HENDE e ZUTTER, 2007).

Apesar do meio de cultura ser armazenado em geladeira, na temperatura

de 4 °C, foram realizadas analises a temperatura ambiente para verificar se
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situacdes de transporte seriam criticas para a estabilidade dos compostos e os
resultados mostraram degradacédo de cerca de 20% da benzilpenicilina a
temperatura ambiente por 24 horas mostrando que a temperatura é um fator
critico para a estabilidade da benzilpenicilina.

Experimentos realizados analisando benzilpenicilina em preparacoes de
dose unitaria em hospitais mostraram uma alta degradagcdo da substancia a
temperatura ambiente e um marcado controle na diminuicdo da degradagao
quando as solugdes foram acondicionadas a 4 °C, (NICHOLAS, HESS e
COLTEN, 1982) concordando com os resultados obtidos no presente estudo.
Os autores observaram ainda o surgimento de sinais correspondentes a
produtos de degradagdo, nos cromatogramas obtidos através das analises por
CLAE, que aumentavam com o passar do tempo.

Essa acentuada degradagao da benzilpenicilina pode ser explicada pela
sua estrutura molecular (figura 3), que apresenta um anel de 4 lados bastante
instavel sendo assim bastante suscetivel a degradagdo em meio aquoso e
nesse caso tendo a temperatura alta como um agravante. A mais importante
fonte de instabilidade da benzilpenicilina € a hidrélise do anel B - lactamico, que
dependendo do pH da solugdo na qual se encontra pode formar diferentes
produtos de degradagao (CONNORS, AMIDON e STELLA, 1986).

Devido a instabilidade dessa substancia ja descrita na literatura e também
observada em nosso estudo € aconselhavel que sejam preparadas solugdes
frescas para o uso e que estas sejam conservadas em temperatura de 4 °C a
fim de garantir a estabilidade do antibiético.

Seria interessante avaliar a estabilidade da benzilpenicilina por um
periodo de tempo maior, para obtengdo de resultados mais esclarecedores
com relacéo a sua utilizagao no laboratdrio.

Com relagao a estreptomicina € conhecido um mecanismo de degradagao
por hidrolise em um derivado ototdoxico a streptidina (GRANADOS e MEZA,
2007), porém esse mecanismo de degradagcdo € mais lento do que o
observado para a benzilpenicilina, por isso nédo foi observada degradacgéo
expressiva da estreptomicina nas temperaturas e periodos avaliados
Provavelmente a estreptomicina néo representaria problema com relagéo a
degradagdo no meio de cultura em curto prazo, porém seria interessante
realizar analises por um maior periodo de tempo a fim de verificar sua

estabilidade em longo prazo.
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Essas analises ressaltam a importancia da utilizacdo no laboratério de
solucdes de antibidticos recém preparadas e conservadas em geladeira a fim

de evitar degradagédo das mesmas e consequente perda da atividade.

5.2. Avaliacado do efeito de benzilpenicilina, estreptomicina e flucitosina

no crescimento de L. braziliensis “in vitro”:

Observando os graficos da curva de crescimento de L. braziliensis sob
diferentes concentragbes de antimicrobianos in vitro, nota-se que curva
controle manteve o mesmo padrao em todos os experimentos, apresentando
pequenas diferencas com relacdo ao numero de parasitos, o que pode ter
ocorrido pela utilizacdo de meio de cultura preparado em diferentes momentos
para realizacado das curvas.

E interessante notar que a as curvas de crescimento de L braziliensis
nas diferentes concentracdes de benzilpeniclina, estreptomicina e flucitosina;
apresentaram um formato bastante semelhante em todos eles, guardando
diferencas somente em relagdo ao numero de parasitos quantificados.

Para todas as curvas de crescimento nas concentragcbes de
antimicrobianos, a partir de 500 e 1000 pg/mL ou U/mL, foi observado
diferenca estatistica significativa entre as médias (numero de parasitos)
através de analise pelo teste t de Student, mostrando que essas
concentragdes ndo sdo seguras para o uso pois afim de evitar a contaminagao
da cultura por bactérias e fungos promovera a inibicdo do crescimento do
parasito que se deseja isolar.

Esses resultados concordam com artigos que relatam bons resultados
na utilizagdo de um antibiético como a azitromicina no tratamento de pacientes
com LTA. (SILVA-VERGARA, 2004).

Por outro lado esses resultados discordam dos encontrados por
KIMBER et al., 1981, que em concentragdes de 625 ug/mL de flucitosina nao
encontrou diferenca significativa no crescimento de promastigotas de L.
infantum, L. tropica e L. mexicana, porém esse autor ndo cita nenhum
tratamento estatistico dado aos seus resultados para realizar essa afirmacao.

Marzochi et al., 1992, utilizou 500 pg de flucitosina em um kit de pungao
aspirativa para ser utilizado em coletas de campo obtendo um bom rendimento

no isolamento.
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Vale ressaltar a importancia do sinergismo existente entre os
antibidéticos benzilpenicilina e estreptomicina, pois quando utilizados
separadamente em concentragcbes de 200U/mL e 200pg/mL, n&o geram
inibicdo estatisticamente significante no crescimento do parasito porém quando
utilizados em combinacdo promovem essa inibicdo, concordando com a
afirmacdo de Katzung, 2005, que relata um sinergismo entre esses
antibidticos. Essa combinag&o de antimicrobianos tem sido utilizada a muitos
anos de forma empirica no VIGILeish para o isolamento a partir de fragmentos
de biopsias de lesdes cutdneas e manutencdo de Leishmania sp. Os
resultados obtidos neste estudo demonstraram que tais antibidéticos em
associagdao nas concentragdes de 200 U/mL e 200ug/mL, podem inibir o
crescimento de L. braziliensis in vitro, porém uma certa inibigdo do crescimento
deve ser admitida para que n&o haja uma larga contaminagao das amostras,
pois se trata de uma relagdo custo-beneficio. Devem ser realizados maiores
estudos para determinagédo de concentragdes seguras para essa combinagao
de antibidticos.

Em todas as curvas de crescimento as concentracbes de
antimicrobianos nas faixas de 100 e 200 yg/mL ou U/mL, ndo apresentaram
inibicdo do crescimento estatisticamente significante no 4° dia da curva,
mostrando serem concentragdes seguras para o uso no laboratério a fim de
impedir o crescimento de contaminantes e inviabilizagdo do exame.

A cepa escolhida para realizagcdo dos experimentos foi L. braziliensis,
devido a sua ampla distribuicdo no estado do Rio de Janeiro representando a
maioria dos isolados do VIGILeish, porém os resultados aqui obtidos podem
nao se repetir com outras espécies de Leishmania. Seria interessante realizar
estudos posteriores contemplando outras espécies para analise de seu
comportamento frente a esses antimicrobianos.

A cepa utilizada também ja havia passado por um periodo de adaptagao
ao meio de cultura e é sabido que cepas ja adaptadas ao meio de cultura
apresentam um crescimento aproximadamente até trés vezes maior que cepas
ndo adaptadas (CELESTE E GUIMARAES, 1988), dessa forma pode-se
esperar que os resultados ndo se repitam com amostras recém isoladas, ou
seja, aquelas provenientes de fragmentos de lesbes, nesse caso a inibicdo do

crescimento do parasito pode ser ainda mais significativa, pois o parasito além
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de ndo estar adaptado ao meio, € inoculado em ambiente com alta
concentracao de antimicrobianos.

Os resultados da curva de crescimento em diferentes concentragdes de
flucitosina se mostraram muito semelhantes aos dos antibidticos
benzilpenicilina e estreptomicina, é sabido que existe uma maior preocupagao
com relacdo ao uso de flucitosina quando comparado ao de qualquer
antibiotico, esses resultados mostram que deve se ter muita precau¢céo no uso

de qualquer substancia microbicida em culturas de Leishmania.
6. CONCLUSOES:

As conclusdes obtidas a partir dos resultados desse estudo foram as
seguintes:

O método de separacdo por CLAE desenvolvido mostrou-se muito
eficaz para separacao de benzilpenicilina, estreptomicina e flucitosina.

A partir da analise da estabilidade em meio Schneider, os resultados
mostraram que o antibidtico benzilpenicilina sofre degradagdo durante o
periodo de 4 dias a temperatura de 4 °C e 24 horas a temperatura ambiente,
enquanto que a estreptomicina apresentou maior estabilidade, sob essas
condigdes, permanecendo praticamente inalterada no prazo de 4 dias a 4 °C.

Observou-se que a adicdo de benzilpenicilina, estreptomicina e
flucitosina em diferentes concentragbes inibiram o crescimento de L.
braziliensis in vitro, sendo mais evidente nas concentracées de 500 e 1000
U/mL de Benzilpenicilina, 500 e 1000 ug/mL de estreptomicina de 500 e 1000

pg/mL de flucitosina.
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Anexo 1

Instrugdes para o preparo do meio
de cultura Schneider®



SCHNEIDER'S INSECT MEDIUM
With L-glutamine
Without Calcium Chloride and Sodium Bicarbonate

Product Code S9895
Storage Temperature 2-8 °C

Product Description

Many insect issue cullure media were formulated to mimic
the main physice-chemical properties of the body fluid of
spacific insects. A cursory survey of the formulas of culture
media designed for insect tissues reveals great gualitative
and quantitative disparities in compaosition.” Different media
designed for the same species may exhibit less similarity
than do two media designed for insects of different orders.
Various media have been devised for the in vitro culture of
Drosophila celis and tissues,”™ The most extensively used
are Schneider's medium and Echalier and Ohanessian's
3-22 medium. Drosophila cells have been employed to
study a variety of biological processes * including genetics,
endocrinology, physiology and cell biclogy as well as
recombinant protein expression #

When supplemented with 5-20% heat-inactivated fetal
bovine serum, Schneider's medium has been found to
support the rapid growth of both primary and established
cultures of cells derived from Drosophila meianogaster.ﬂ
The medium has been used for the growth and maintenance
of the cell lines originally derived by Schneider ® from
Orosophila embryos as well as the culture of cells from other
dipteran s.pecies.9

SCHNEIDER'S INSECT MEDIUM is one of the cell culture
media available from Sigma. The selection of a nutrient
madium is strongly influenced by 1] type of cell, 2] type of
culture monolayer, suspension, clonal] and 3] degree of
chemical definition necessary. Itis important to raview the
literature for recommendations concerning medium,
supplementation and physiological parameters required for a
specific cell ine,

Components all
j-Alanine 05
L-Arginine, free base 06
L-Aspartic Acid, free acid 04

L-Cystine, Dihydrachlaride 0.026732
L-Cysteine, free base 0.06
L-Glutamic Acid 08
L-Glutamine 1.8
Glycine free base 0.25
L-Hiz'd -2 free base 0.4
0.15
0.15
2.0608
0.15

L-Proline 1.7
L-Serine 0.25
L-Threcning 0.35
L-Tryptophan 0.1
|-Tyrosing, Disodium 0720198
L-Valine 0.3
Fumaric Acid. free acid 0.06
a-Ketoglutaric acid, free acid 0.35

L{-) Malic Acid, free acid 0.6
Succinic Acid .06
Magnesium Sulfate, anhydrous 1.807221
Potassium Chioride 1.6
Potassium Phosphate, Monabasic 0.45
Sodium Chloride 2.1
Sodium Phosphale, Dibasic a7

D{+) Glucose 20

Di+) Trehalose 20
Yeast Extract 2.0

Precautions and Disclaimer
For research use only. Nof for drug, household or other
uses,

Preparation Instructions

Powdered media are extremely hygroscopic and should be
protected from atmospheric meisture. The entire contents of
each package should be used immediately after opening.
Preparing a concentrated solution of medium is not
recommended as precipitales may form,

Supplements can be added prior to filtration or intreduced
aseptically to sterile medium. The nature of the supplement
may affect storage conditions and shelf life of the madium.

1 Measure out 80% of final required volume of water.
Water temperature should be 15-20 “C.

2. While gently stirring the water, add the powdered
medium. Stir until dispersed. Material will not go in
solution completely. Do NOT heat water.

3. Rinse original package with a small amount of water to
remove all traces of powder. Add to solution in step 2.

4. To the solution in step 3, add 0.4 g sodium bicarbonate
or 5.3 ml of sodium bicarbonate solution [7.5% wiv) for
each liter of final volume of medium being prepared.
Stir until dissolved.

5. While stirring, adjust the pH to at least 8.2 + 0.2 with
sodium hydroxide. Stir for a minimum of 10 minutes.
Solution may become turbid.



= Vimia stirting, adjust the pH to 8.7 + 0.2 with HCI,

seiution will clear.

Prepare a calcium chioride solulion by dissolving 0.6 g

of anhydrous caicium chloride [C5670] in 50 ml of

tissue culture grade water for EACH liter of final
volume of medium being prepared. Slowly add the
calcium chloride solution dropwise to the medium with
rapid mixing to avoid precipitate formation.

8. While stirring, adjust the pH of the mediumto 0.1-0.3
oH units below the desired pH since it may rise during
filtration. The use of TN HCYor 1N NaOH is
recommended.

9. Add additional waler to bring the solution to final
volume.

10, An osmotic pressure of 360 mOsm + 5% is suitable for
the growth of cells derived from Drosophila
melanogaster. If desired the osmotic pressure can be
increased 10 mOsm by adding potassium chlorids (0.4
g salt OR 2 ml of a 20% (w/v) solution) OR sodium
chloride (0.3 g of salt OR 2 ml of 2 15% (w/v) solution)
for EACH liter of final volume of medium being
prepared. The osmotic pressure can be decreased 10
mOsm by adding 278 mi of water for EACH liter of
final volume of medium being prepared. Stir until
dissalved.

1. Sterilize immediately by fillralion using a membrane
with a porosity of 0.22 microns or less,

12.  Aseptically dispense medium into sterile container.

Storage/Stability

Store the dry powdered medium at 2-8 °C under dry
conditions and liquid medium at 2-8 °C in the dark.
Deterioration of the powdered medium may be recognized
by any or all of the foliowing: [1] coler change, [2]
granulation/clumping, [3] insclubility. Deterioration of the
liquid medium may be recognized by any or ail of the
folfowing: [1] pH change, [2] precipitate or parliculale matter
throughout the salution, {3} cloudy appearance (4] color
change. The nature of supplemants added may affect
starage conditions and shelf life of the medium. Product
label bears expiration date.

Procedure

Materials Reguired but Not Provided

Water for tissue culture use [W3500]
Sodium Bicarbonate [S5761] or

Sodium Bicarbonate Solution, 7.5% [S8/61]
1N Hydrochloric Acid [H9892]

1N Sodium Hydroxide [S2770]

Medium additives as required

Product Profile

Appearance off-white powder

Moisture content =5 0%

Solubility turbid solution at 1x concentration
prior to pH adjustment

pHat RT N

Osmalality 250 mOsmikg Hz0 = 10%

[without sodium bicarbonate and pH
adjustment]

Amino Acid Analysis  Analysis has confirmed that

by HPLC amino acids are present at
concentrations consistent with the
formula

Key Elernent Analysis  Analysis has confirmed that key

by ICAP elements are present at
concentrations consistent with the
formula.

Biological Performance Characteristics
Biological performance is assessed using an appropriate cell
lina(s}.

*Specification not established. Reported as lotspecific data.
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Artigo publicado na Revista Analytica:
“Separacao por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) dos antibidticos benzilpenicilina
e estreptomicina e do antifungico flucitosina em
meio de cultura Schneider®
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ARTIGO

SEPARACAO POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA
DE ALTA EFICIENCIA (CLAE) DOS ANTIBIOTICOS
BENZILPENICILINA E ESTREPTOMICINA E DO
ANTIFUNGICO FLUCITOSINA EM MEIO DE

CULTURA SCHNEIDER®

RESUMO

Os antibidticos benzilpenicilina e estreptomicina e o antifungico flucitosina sdo uti-
lizados no diagnéstico parasitolégico indireto das leishmanioses, que é realizado
por isolamento em cultura, para inibir o crescimento de contaminantes oriundos
das amostras analisadas. Benzilpenicilina e estreptomicina atuam contra bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas respectivamente, e flucitosina & um antifngico.
E importante conhecer a estabilidade das substancias no meio de cultura Sch-
neider® para impedir a contaminago microbiolégica deste, o que acarretaria na
interrupgao do exame, para isso foi necessério a otimizagio de método analitico de
separagdo por cromatografia liguida de alta eficiéncia. Utilizou-se coluna cromato-
gréfica de fase reversa C,, marca SYMMETRY™ com particulas de 5 pm, com di-
mensdes de 250 mm x 4,6 mm. O sistema de eluigao cromatografico se baseou em
um gradiente composto por duas fases: acetonitrila e solugio de acido 1-heptano
sulfénico, com detecgdo por absorgdo no ultravicleta no comprimento de onda de
200 nm, para separagio de benzilpenicilina, estreptomicina e flucitosina do meio
de cultura.

Palavras-chave: leishmanioses, separagao, cromatografia liquida, benzilpenicilina,
estreptomicina, flucitosina

SUMMARY

The antibiotics benzilpenicillin and streptomycin, and flucytosine, an antifungal, are
used in the indirect parasitological diagnosis of leishmaniasis. This test is carried
out by isolation in culture. These antimicrobials are used to inhibit the growth of
microbiological contaminants that maybe present in the samples being analyzed.
Benzilpenicillin and streptomycin are effective, respectively, against Gram-positive
and Gram-negative bacterias, and flucytosine is an antifungal. It is important to verify
the stability of antimicrobial substances in the culture medium Schneider® to inhibit
any possible microbiological contamination that maybe present. This contamina-
tion would lead to the interruption of the assay. A method of separation by high
performance liquid chromatography was optimized to separate and quantify these
antimicrobial agents. A column of reversed phase C18 SYMMETRY™ with 5 pm
particles, in the dimensions of 250 mm x 4.6 mm was used. The elution was based
on a gradient of two phases: acetonitrile and a solution of 1-heptane sulphonic acid,
with detection by ultraviolet absorption in the wavelength of 200 nm.

Keywords: leishmaniasis, separation, liquid chromatography, benzilpenicillin and
streptomyecin, flucytosine
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INTRODUGAQ _

MATERIAIS E METODOS

As Leishmanioses constituem um grupo de doengas
infecciosas, ndo contagiosas, causadas por diferentes
espécies de protozodrios do género Leishmania (1).
Testes parasitologicos sdo considerados confirmato-
rios e podem ser obtidos através de exames diretos e
indiretos (2, 3).

O isolamento parasitario em meio de cultura é consi-
derado padréo, principalmente pela elevada sensibilida-
de e especificidade, além de preservar o parasito para
diversos outros estudos. Entretanto, a possibilidade
de contaminagdes de origem bacteriana efou flngica,
pode inviabilizar o diagnostico por esta metodologia.
Para diminuir o indice de contaminagio secundéria das
culturas, séo utilizados antibidticos como benzilpenici-
lina e estreptomicina no meio de cultura (4).

Muitas solugdes de antibidticos e antifingicos ndo
s@o estdveis e ndo devem ser mantidas por longos
periodos (5, 6). O desenvolvimento de métodos de
detecg@o e de determinag@o da estabilidade dessas
substancias adicionadas ao meio de cultura é de ex-
trema importancia.

Diferentes métodos tém sido descritos para determi-
nagéo e quantificagio de antibidticos e antifingicos em
solugéo, como espectrofotometria, eletroforese capilar
e cromatografia liquida de alta eficiéncia (7, 8, 9). Nos
Gltimos anos o aumento da sensibilidade e da reprodu-
tibilidade de métodos analiticos por cromatografia liqui-
da de alta eficiéncia (CLAE) foi obtido. A cromatografia
liquida € um método rapido, sensivel e reprodutivel para
as andlises qualitativas e quantitativas, como também
para separagéo de substancias. Tem como vantagens
a alta especificidade, o alto grau de resolugéo intrinse-
GO ao sistema, automagao do processo, capacidade de
indicar estabilidade e a possibilidade de ser empregada
em um grande ndmero de amostras (10).

A separagfo de benzilpenicilina, estreptomicina e
flucitosina tem sido descrita por diversos autores, ge-
ralmente em solug8o aquosa, solugdo para adminis-
tragdo parenteral e até mesmo em soro humano (9,
5, 11, 12). No entanto, em um meio de cultura que
possui uma matriz extremamente complexa, nédo exis-
te um método de separagdo dessas trés substincias,
descrita na literatura, utilizando cromatografia liquida
de alta eficiéncia.

O objetivo deste estudo foi desenvolver uma meto-
dologia por cromatografia liquida de alta eficiéncia para
determinagio simultinea das substancias: benzilpeni-
cilina, estreptomicina e flucitosina quando incorpora-
dos em meio de cultura.

Reagentes e amostras

Os reagentes utilizados foram:1-heptanosulfonato
de sodio (Sigma); acido orto-fosfdrico 85% (Merck) e
acetonitrila grau CLAE (Vetec)

As amostras estudadas foram: meio de cultura
Schneider's insect médium (Sigma), benzilpenicilina
(Calbiochem), sulfato de estreptomicina (FURP - Fun-
dagéo para o remédio popular) e flucitosina (Sigma).

Equipamentos

Cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia composto
de bomba quaternaria modelo 600, auto-injetor 747 e
detector UV modelo 2487. A coluna utilizada foi octa-
decilsilano marca SYMMETRY™, 5 um, (250 x4,6) mm
e 100 A de didmetro de poro.

O meio de cultura Schneider® foi preparado de acor-

do com as instrugdes do fabricante Sigma - Aldrich.

As amostras de benzilpenicilina, estreptomicina e
flucitosina foram diluidas em agua destilada resultando
em solugdes com concentragdes de 200, 200 e 100 ug/
mL, respectivamente.

A fase movel utilizada na eluigdo por gradiente foi
composta de fase A: solugdo 1g/L de 1-heptanosulfo-
nato de sddio e quantidade suficiente de acido fosfori-
co para ajustar o pH em 2,2 e fase B: acetonitrila.

O gradiente utilizado esta descrito na Tabela 1.

Tabela 1. Gradiente utilizado para separagio da benzilpenicilina,
estreptomicina e flucitosina

Temm;“[mh) Fase A : Fase B
0 sardead] 5 |
e S 5
53 80 e 20
20 e B7.5 325
| 30 55 ; _-_45 |
7 30,3 95 i 2 é_—
; 50 3 | 95 5
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Figura 1. Espectro de absorg&o da benzilpenicilina, na faixa de 200 a 300 nm com absorgio maxima em tomo de 200 nm
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Figura 2. Espectro de absorgdo da estreptomicina, na faixa de 200 a 300 nm com absorglo méxima em torno de 200 nm
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Figura 3. Espectro de absorgo da flucitosina na faixa de 200 a 300 nm com absorgio méxima em tormo de 200 nm
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Figura 5. Cromatograma do meio de cultura Schneider sem adicéio de flucitosina, estraptomicina e benzilpenicilina (Branco)

Ofluxo da fase mével foi 1 mL/min. A coluna foi man-
tida a 27°C e o volume de injegio foi 20 uL. O compri-
mento de onda escolhido foi 200 nm preferencial para
detecgio da estreptomicina, conforme os espectros de
absorgdo no ultravioleta das substancias envolvidas.
Conforme os espectros de varredura de 200 a 300 nm
das substancias: benzilpenicilina (Figura 1), estreptomi-
cina (Figura 2) e flucitosina (Figura 3).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O cromatograma (Figura 4) mostra a separacéo dos
picos correspondentes a flucitosina, estreptomicina e
benzilpenicilina em meio de cultura Schneider nas con-
centragdes de 100 ug / mL, 200 pg / mL e 200 unidades
/ mL, com tempos de retengéo de 10,98; 21,92 e 23,62

minutos, respectivamente. O cromatograma (Figura 5)
é referente ao meio de cultura sem adicéo de flucitosi-
na, estreptomicina e benzilpenicilina.

Observando-se as estruturas da benzilpenicilina
(Figura ), da estreptomicina (Figura 7) e da flucitosina
(Figura 8) e os seus respectivos valores de pKa optou-
se por trabalhar fazendo pareamento iénico dos gru-
pamentos amina com alquilsulfonato em meio 4cido
em pH de 2,2. Este valor de pH esta dentro da faixa
operacional da coluna, recomendada pelo fabricante,
de 2,0 a 8,0. A estreptomicina possui trés grupos amina
titulaveis, sendo que dois deles sfo grupos guanidina
fortemente alcalinos (pKa,= 11,5 e pKa, = 12,1). O outro
grupo trata-se do metilamino que pode ser considera-
do como fracamente bésico (pKa, = 8) em comparagio
aos demais (13).
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Figura 6. Estrutura da benzilpenicilina Figura 7. Estrutura da estreptomicina

Tabela 2. Normas internacionais para os pardmetros de adequacio do sistema cromatografico

Parametro Limites recomendados
K' (Fator de capacidade) K' > 2, em relagéo ao Volume morto ou a outro pico
N (Pratos teéricos) N = 2000
T (Fator de cauda ou assimetria) Méximo 2 R
R (resolugéc) R = 2, entre o pico de interesse e quaisquer mt;r‘f_erentes

Tabela 3. Valores de K', N, T e R obtidos para cada substancia

Parimetro Benzilpenicilina Estreptomicina flucitosina
K' (Fator de capacidadie) 13,8 12,7 59
N (Pratos tedricos) 223045 269459 12861
T (Fator de cauda ou assimetria) 0,99 0,99 112
R (resolugéo) 8.9 43 2,3

Nestas condigdes de pH a estreptomicina estara na
forma totalmente ionizada facilitando assim o parea-
mento idnico com o 4cido 1-heptanosulfénico.

A flucitosina possui dois valores de pKa, um refe- O \ N NHZ
rente a lactama que € uma amina aromatica de anel \ \
heterociclico, considerada uma base forte, cujo valor
é 10,7 (pKa,) e o outro refere-se a amina primdria, de
carater acido devido a deslocamento do par de elétrons HN /
pelo anel aromatico, cujo valor & 2,9 (pKa,) (14). Nestas F

condigdes de pH o grupamento bésico estara na forma
totalmente ionizada facilitando assim o pareamento i6-
nico com o 4cido 1-heptanosulfénico. Figura 8. Estrutura da flucitosina
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Em pH 2,2 a benzilpenicilina estara parcialmente io-
nizada visto seu pKa ser 2,8. Para se obter a total su-
pressdo da ionizagdo da benzilpenicilina teriamos que
trabalhar em valores inferiores a 2,0 porém, isso néo &
recomendado pois a faixa de pH operacional da colu-
na, segundo o fabricante & de 2 a 8. No entanto como o
sinal cromatogréfico referente a benzilpenicilina foi con-
siderado satisfatério nenhuma alterag@o nas condiges
cromatograficas foi requerido.

A ordem de eluigdo tem a ver com a polaridade das
moléculas em fungao das fases estaciondria e mével.

Em termos dos pardmetros de adequacéo do siste-
ma cromatografico (15) os ditames internacionais reco-
mendam valores conforme apresentado na Tabela 2.

Os relatdrios obtidos para cada substincia demons-
tram que os resultados obtidos em termos de K', N, T
e R foram muito satisfatérios em relagio aos ditames
internacionais conforme apresentado na Tabela 3.

CONCLUSAQ

O método proposto para separagdo das substancias
presentes no meio de cultura mostrou-se eficaz, poden-
do ser utilizado posteriormente para andlise de estabili-
dade das mesmas a fim de determinar um prazo de vali-
dade para sua utilizagéo. Visto a complexidade da matriz
(Branco), o método proposto foi seletivo para a separa-
¢Ao das substancias estudadas (sem coeluigio).
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