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RESUMO

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) é uma protozoonose causada por parasitas
do género Leishmania, que sdo transmitidos ao homem pela picada do inseto flebotomineo.
Na LTA, os pacientes podem apresentar a forma cutanea, com lesdes localizadas na pele que
podem evoluir para lesdes cronicas. O tratamento de primeira escolha sdo antimoniais
pentavalentes e os farmacos de segunda escolha sdo pentamidina e anfotericina B, porém
todos apresentam efeitos colaterais e requerem administracdo parenteral. Os produtos
naturais apresentam-se como uma alternativa para o tratamento de inimeras enfermidades, e
ha trabalhos que demonstram potencial contra Leishmania. Na regido Amazonica, a espécie
Libidibia ferrea (Mart. ex Tul) LP Queiroz destaca-se pela sua importancia econémica e
farmacologica, devido a atividade anti-inflamatdria e antimicrobiana relatada. O presente
trabalho teve por objetivo avaliar a atividade de extratos e fracbes de L. ferrea contra
promastigotas e amastigotas de L. (L.) amazonensis e L. (V.) guyanensis, realizando também
a sua caracterizacdo quimica, e estudar o efeito in vivo de formulagdes tdpicas contendo
pentamidina, os extratos e fracbes mais promissoras. Foram preparados extratos hexanicos e
metanolicos do epicarpo, folhas e galhos de L. ferrea, os quais foram submetidos a
bioensaios in vitro contra promastigotas e amastigotas de L. (L.) amazonensis e L. (V.)
guyanensis, pelo método da contagem direta. Os extratos mais ativos foram avaliados in
vitro quanto a atividade citotdxica em macrdfagos de linhagem J774. Os extratos e fragGes
ativos foram analisados por CCDC, quantificados o teor de fendlicos e flavonoides, e
analisados por RMN e CLAE. Os ensaios in vivo empregaram hamsters como modelo
animal, infectados com L. (L.) amazonensis. Foram preparadas e avaliadas por aplicacao
topica nas lesGes, inicialmente, emulsdes hidratantes e anidras contendo isetionato de
pentamidina (10%). Os resultados dos bioensaios demostraram que o extrato metanolico de
epicarpo (EpMeOH) apresentou maior atividade frente as espécies de Leishmania, com ECsg
de 15,01 pg/mL contra L (L.) amazonensis. Este extrato apresentou a maior concentracéo de
fendlicos (5,14%). A fracdo 2-DCM demonstrou também atividade, com ECsy 12,77 pug/mL
contra L. (L.) amazonensis. Ndo foi observada atividade citotoxica em macrofagos para
ambas as amostras. As emulsdes hidratantes contendo pentamidina foram mais eficientes,
embora fossem detectados parasitas viaveis em todos 0s grupos apés oito dias de tratamento.
Estas emulsdes hidratantes foram utilizadas como base para cremes com adicéo de 2,5% do
extrato EpMeOH e avaliados em duas areas com lesfes cuténeas - focinho e pata. Os grupos
tratados com creme com extrato EpMeOH (2,5%) e o placebo mostraram diferengas quanto
ao volume da lesdo quando comparados ao grupo controle apos 20 dias de tratamento, mas
mostraram a presenca de parasitas, sem diferenca estatistica entre o grupo controle. Estes
resultados sugerem que o tempo de tratamento e a concentracdo do extrato devem ser
aumentadas, além da propor¢do do uso do extrato EpMeOH em uma formulacdo mais
hidrofilica. O hidrogel EpMeOH foi avaliado em lesdes no focinho de hamsters, assim como
emulsdo Fr2. Apos 40 dias de tratamento, os grupos tratados com estas formulagdes topicas
mostraram diferencas estatisticas entre o grupo controle e também entre seus respectivos
placebos, quanto ao volume, aspecto clinico da leséo, e quanto a quantificacdo parasitéaria.
Menor infiltrado inflamatorio foi observado no grupo hidrogel EpMeOH. Este estudo
permitiu identificar o extratos promissores no tratamento da leishmaniose tegumentar
experimental e corrobora apontando novas oportunidades e inovacdo servindo como base
para formulacGes de fitoterapicos para o tratamento desta doenca negligenciada.

Palavras-Chave: Leishmaniose Tegumentar Americana; produtos naturais; extratos
vegetais, tratamento tdpico, bioensaios.
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ABSTRACT

The American Cutaneous Leishmaniasis (ACL) is a protozoonosis caused by parasites of the
genus Leishmania, which is transmitted by the bite of the sand fly insect. The LTA, patients
can present cutaneous form, with localized skin lesions that may progress to chronic lesions.
The treatment of choice is pentavalent antimony and drugs of second choice are pentamidine
and amphotericin B, but all have side effects and require parenteral administration. Natural
products are presented as an alternative for the treatment of many diseases, and there are
studies that demonstrate potential against Leishmania. In the Amazon region, Libidibia
ferrea (Mart. Ex Tul) LP Queiroz stands out for its economic and pharmacological
importance, due to anti-inflammatory and antimicrobial reported. This study aimed to
evaluate the activity of extracts and fractions of L. ferrea against promastigotes and
amastigotes of L. (L.) amazonensis and L. (V.) guyanensis also conducting its chemical
characterization, and study the effect in topical formulations containing pentamidine,
extracts and most promising fractions. And hexane extracts were prepared methanolic the
epicarp, leaves and branches of L. ferrea, who underwent in vitro bioassays against
promastigotes and amastigotes of L. (L.) amazonensis and L. (V) guyanensis, the counting
method direct. The most active extracts were evaluated in vitro for cytotoxic activity in J774
macrophage lineage. The extracts and active fractions were analyzed by TLC assay, the
quantized flavonoid and phenolic content, and analyzed by NMR and HPLC. The in vivo
assays employed as an animal model hamsters infected with L. (L.) amazonensis. They were
prepared and evaluated by topical application on lesions initially hydrating and anhydrous
emulsions containing pentamidine isethionate (10%). The results of the bioassays showed
that the methanolic extract from epicarp (EpMeOH) showed a higher activity against species
of Leishmania, with ECsy 15.01 pg/ml against L (L.) amazonensis. This extract had the
highest concentration of phenolic (5.14%). A 2-DCM fraction also demonstrated activity
with ECsp 12.77 pg/mL against L. (L.) amazonensis. No cytotoxic activity was observed in
macrophages for both samples. The moisturizing emulsions containing pentamidine were
most effective, although viable parasites were detected and all groups after eight days of
treatment. These moisturizing emulsions were used as a base for creams with addition of
2.5% of EpMeOH extract and evaluated in two areas with skin lesions - snout and paw. The
groups treated with cream EpMeOH extract (2.5%) and placebo showed differences in
lesion volume compared to the control group after 20 days of treatment, but showed the
presence of parasites, with no statistical difference between the control group. These results
suggest that the treatment time and extract concentration to be increased beyond the
proportion of use of EpMeOH extract in a more hydrophilic formulation. The hydrogel
EpMeOH was then evaluated for lesions on the snout of hamsters as well as cream Fr2.
After 40 days of treatment, the groups treated with these topical formulations showed
significant differences between the control group and between their respective placebos, as
volume, clinical aspect of the lesion, and as the parasitic quantification. Minor inflammatory
infiltrate was observed in the hydrogel EpMeOH. This study identified extracts promising
in the treatment of experimental cutaneous leishmaniasis and supports pointing new
opportunities and innovation serving as a basis for herbal formulations to treat this neglected
disease.

Keywords: American cutaneous leishmaniasis; natural products; extratos vegetais; topical
treatment, bioassays.
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1. INTRODUCAO

Leishmanioses sdo doencas infecto-parasitarias, ndo contagiosas, sendo causadas por
protozoarios de diferentes espécies do género Leishmania, e que possuem a capacidade de
invadir e reproduzir-se dentro das células que fazem parte do sistema imunoldgico do
hospedeiro infectado (Gontijo e Carvalho, 2003; Brasil, 2010; Pace, 2014). Os parasitos
possuem ciclo de vida heteroxénico, alternando estdgios de vida entre hospedeiros
mamiferos e invertebrados, sendo transmitidos ao homem durante o repasto sanguineo do
vetor invertebrado (Murray et al, 2005; Bates, 2007). As enfermidades causadas por
parasitas do género Leishmania compreendem duas principais formas: a Leishmaniose
Visceral (LV) e a Leishmaniose Tegumentar (LT) (OMS, 2010).

A Leishmaniose Tegumentar (LT) constitui um problema de sadde publica em 98
paises (Alvar et al., 2012), distribuidos em quatro continentes (Américas, Europa, Africa e
Asia), com registro anual de dois milhdes de novos casos registrados por ano e mais de 15
milhdes de pessoas infectadas no Mundo, em uma area de risco que engloba mais de 350
milhGes de pessoas (OMS, 2012). Em 2011 foram notificados mais de 57.000 casos da
leishmaniose cutdnea e mucosa nas Américas, sendo no Brasil a maior concentracdo de
casos, cerca de 40% (PAHO, 2013). E considerada pela Organizacdo Mundial da Sadde
(OMS), como uma das seis mais importantes doengas infecciosas, pelo seu alto coeficiente
de deteccdo e capacidade de produzir deformidades (OMS, 2012).

No continente americano as formas clinicas da LT sdo conhecidas como
Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) [Gontijo e Carvalho, 2003; Rey, 2010]. A
LTA apresenta-se sob trés formas clinicas dependendo da espécie do parasito e,
consequentemente, da resposta imunoldgica do hospedeiro: a leishmaniose cutanea - LC, a

leishmaniose cutaneomucosa - LCM e a leishmaniose cutanea difusa — LCD (PAHO, 2013).



No Brasil, foram identificadas as espécies Leishmania (Viannia) braziliensis, L. (V.)
guyanensis, L. (V.) lainsoni, L. (V.) naiffi, L. (V.) shawi, L. (V.) lindenbergi e Leishmania
(Leishmania) amazonensis como as causadoras de LTA (Lainson e Shaw, 1987; Gontijo e
Carvalho, 2003; Genaro e Reis, 2005; Guizani et al., 2011).

Apesar de haver registro de casos de LTA em todas as regifes do pais, as regides
Norte e Nordeste sdo as que apresentam maior percentual de casos nos ultimos anos. A
média de casos notificados entre 1991 e 2010 foi de 27.374 ao ano, concentrando 0 maior
numero na regido Norte (36,4%) (Brasil, 2013). Relatos de surtos epidémicos tém ocorrido
nas regides Sudeste, Centro-Oeste, Nordeste e, na regido Amazobnica, relacionados ao
processo predatorio de colonizagéo.

Os tratamentos de primeira escolha para muitas formas de LTA sdo injecdes diarias
de antimoniais pentavalentes (Berman, 2005; Brasil, 2007), como o antimoniato de N-
metilgucamina (Glucantime) e o estibogluconoato de Sodio (Pentostan) [Tiuman et al,
2011]. Drogas como isetionato de pentamidina, miltefosina, anfotericina B e anfotericina B
lipossomal, constituem opcdes terapéuticas aos casos de baixa eficiéncia dos tratamentos
(Berman, 1988; OMS, 2012).

Os farmacos conhecidos e utilizados para o tratamento de leishmanioses
tegumentares apresentam uma série de problemas, que incluem resisténcia do parasito e
inducdo de efeitos colaterais, que limitam a utilizacdo e, principalmente, a eficicia. Além
disso, todos os farmacos que estdo disponiveis atualmente sdo de administragdo parenteral, 0
que exige colaboragédo do paciente e muitos abandonam o tratamento, fator que favorece o
aparecimento de cepas resistentes (Silva-Lopez, 2010).

As dificuldades quanto & administracdo e a duragdo do tratamento com os farmacos

mais utilizados para as leishmanioses, como 0s antimoniais pentavalentes, paralelamente aos



seus efeitos colaterais, tém estimulado pesquisadores a buscar novas substancias com acao
contra Leishmania, assim como também formas farmacéuticas que possuam maior facilidade
de administracdo e menores efeitos colaterais.

Por muitos anos o uso tradicional dos produtos naturais foi focado nos medicamentos
tradicionais e em venenos naturais. Estudos clinicos, farmacologicos e quimicos destes
medicamentos tradicionais foram derivados predominantemente de plantas, que constituiram
a base da maioria dos primeiros medicamentos, como aspirina, digitoxina, morfina, quinina,
e pilocarpina (Grabley e Thiericke, 2000; Newman, et al 2000; Busset al. 2003).

Grande parcela da populacdo, sem acesso a medicamentos, busca alternativas na
medicina popular, com a utilizacdo terapéutica das plantas. As plantas fornecem uma
incomparavel diversidade quimica e de bioatividade (Barreiro e Bolzani, 2009) as quais tem
permitido o desenvolvimento de centenas de produtos farmacéuticos (Oliveira, Gilbert,
Villas-Boas, 2013). As plantas possuem a capacidade de produgdo de uma diversidade de
metabolitos secundarios com atividades bioldgicas de grande interesse na sociedade
humana. Até o final do século XX, estudos estimaram que cerca de 80% da populagéo
mundial, principalmente em paises em desenvolvimento, utilizou o0s produtos naturais como
fonte primaria nos tratamentos de doencas (Nunez-Sellés et al., 2007).

Ao contrario dos medicamentos convencionais, os fitoterdpicos sdo misturas de
constituintes, ao menos em parte delas, sem caracteriza¢do quimica, e por serem constituidos
por uma mistura fornecem vantagem terapéutica, pois 0s componentes desconhecidos
podem combinar entre si e com aqueles ja determinados de maneira sinérgica resultando em
maior eficacia do que aquela apresentada pelo constituinte conhecido puro (OMS, 2008).

Entre os biomas brasileiros, a Floresta Amazonica destaca-se no fator biodiversidade.
A grande diversidade de plantas constitui uma fonte muito rica para o estudo de produtos

naturais ativos, principalmente na busca de alternativas no tratamento e doencas



negligenciadas, tal como é a Leishmaniose. A espécie Libidibia ferrea (Mart. ex Tul.) LP
Queiroz var. ferrea, nativa da regiado Amazonica, apresenta ampla distribuicéo, propriedades
econémicas e também farmacologicas, sendo empregada desde a producdo de madeira,
quanto na arborizacdo de ruas, avenidas e aproveitada para plantios em areas degradadas
(Lorenzi, 2002).

Estudos quimicos e farmacologicos de extratos obtidos de L. ferrea tem demonstrado
seu potencial biologico anti-inflamatorio (Carvalho et al, 1996), bactericida (Sampaio et al,
2009), hipoglicemiante e antioxidante (Batubara et al, 2009), e também mostrou inibic¢éo do
crescimento in vitro de L.(V.) guyanensis e L.(L.) amazonensis (Cortez, 2004; Falcéo, 2010).

Assim, faz-se necessario 0 prosseguimento dos estudos com extratos obtidos deste
vegetal, visando, além da obtencdo de fracbes ativas contra o parasita, a caracterizacao
quimica deste material e sua atividade biologica in vivo. Estes estudos permitem um maior
embasamento experimental para desenvolver e estabelecer um possivel novo tratamento para
a populagédo acometida pela doenca.

Pretende-se com este estudo contribuir para a obtencdo de formulacbes com base
fitoterapica, utilizando extratos ou fracOes de L. ferrea, ou mesmo de um farmaco que possa
ser indicado por apresentar potencial atividade no combate a esta importante doenca

negligenciada, principalmente no Brasil.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A Doenca Leishmaniose

As leishmanioses, protozoonoses heteroxénicas, apresentam alta prevaléncia em
regides de climas tropical e subtropical do Velho e Novo Mundo (Paiva et al, 2007). As
Leishmanioses sdo importantes em termos de morbidade e algumas sdo severas em termos
de mortalidade (Pinheiro, 2004). No homem, a doenca ocorre em quatro formas clinicas
principais: cutdnea, mucocutanea, difusa e visceral (Berman, 1997; Murray et al, 2005).
Estas formas apresentam uma grande dicotomia em relacdo a gravidade: desde uma Ulcera
cutanea, em que o paciente pode curar-se espontaneamente, até a forma mais grave das
leishmanioses, a forma visceral, que pode levar o paciente a morte quando nédo tratado
(OMS, 2012).

Na LTA, os pacientes podem apresentar a forma cutanea, que é caracterizada por
lesdes localizadas na pele, que pode curar-se espontaneamente ou evoluir para lesdes
cronicas, com cicatrizes desfigurantes. A forma mucocutanea manifesta-se com les6es
ulcerativas e destrutivas das mucosas e a cuténea difusa caracteriza-se por lesdes nodulares
n&o ulcerativas e disseminadas (Maekelt, 1972; Brasil, 2007, Hartley et al, 2014).

As formas da leishmaniose sdo registradas nos continentes asiaticos, europeu,
africano, e nas Américas, exceto na Oceania (Follador, 1999; Vieira et al, 2007; Alvar et al,
2012), conforme apresentado na figura 01. A Leishmaniose Tegumentar apesar de
amplamente distribuida, concentra 1/3 de sua ocorréncia em trés regides epidemioldgicas: as
Américas, 0 Mediterraneo e a regido oeste até o leste proximo da Asia Central (Alvar, et. al,

2012).



As maiores ocorréncias da doenca sdo observadas nos paises subdesenvolvidos ou
em desenvolvimento, onde a disseminacdo estd associada com as mudancas socio-
econémicas comportamentais como, por exemplo, éxodo rural, desemprego, guerra, etc.,
tornando cada vez mais dificil a implantacdo dos programas de controle (Lainson e Shaw,
1987; lesus, 1999; OMS, 2012). Os dez paises com maior nimero de casos registrados sdo o
Afeganistdo, Algéria, Colémbia, Brasil, Iran, Siria, Etidpia, Suddo, Costa Rica e Peru (figura

01), que juntos totalizam 70 a 75% da incidéncia global de LT (Alvar et al, 2012).
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Figura 1 - Distribuicdo mundial da Leishmaniose em 2013. Fonte: OMS,

(http://apps.who.int/neglected_diseases/ntddata/leishmaniasis/leishmaniasis.html)

O Brasil encontra-se entre 0s cincos paises com o0 maior nimero de casos desta
endemia que representa um grave problema de saide publica, com destaque para a regiao
Norte, Centro-Oeste e Nordeste (Costa, 2005) e, apresenta um importante incremento de
casos com duplo perfil epidemiologico observado, expresso pela manutencdo de casos
oriundos dos focos antigos ou de areas proximas a eles e, ainda, pelo aparecimento de surtos
epidemioldgicos associados especialmente a acelerado processo de expansao das fronteiras
agricolas, a implantacdo de areas de garimpos, a construcdo de rodovias e invasdes na
periferia das cidades (FVS, 2007). A interagdo do homem com o meio ambiente é muitas

vezes determinante na rede de causalidades multipla dessa doenca (Grimaldi, et al., 1989).



No periodo de 2007 a 2012 a LTA apresentou uma média anual de 21.672 casos
novos no pais, com o coeficiente de deteccdo de 11,7 casos por 100.000 habitantes em 2012
(SINAN, 2012). As regides com maior numero de casos novos sdo a regido Norte e
Nordeste, apresentando 9.983 e 8.124 respectivamente, em 2012. Os coeficientes médios
mais elevados foram registrados na regido Norte (61,02/100.000 habitantes), seguidos das
regides Centro-Oeste (21,65/100.000 habitantes) e Nordeste (15,07/100.000 habitantes),

conforme apresentado na tabela 01.

Tabela 1 Taxa de incidéncia de LTA entre os anos de 2006 a 2012, nas regides do Brasil.

Fonte: Ministério da Salde/ Secretaria de Vigilancia em Saude.

Regido 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 Total
TOTAL 11,58 11,46 10,64 11,38 11,59 11,08 11,86 11,37
Regido Norte 57,71 64,94 57,23 53,63 4518 53,51 61,0/ 56,15
Regido Nordeste 11,63 11,59 11,65 1294 17,03 14,83 15,07 13,55
Regido Sudeste 342 247 206 202 315 265 165 249
Regido Sul 205 194 239 160 091 121 154 1,66

Regido Centro-Oeste 27,62 23,32 22,04 32,60 22,18 16,01 21,65 23,57

No Estado do Amazonas, a incidéncia da leishmaniose vem aumentando
significativamente (tabela 02), acompanhando a abertura de novas estradas e a instalacéo de
novos nucleos residenciais em areas onde, previamente, existia densa floresta tropical, os
treinamentos militares, na selva, também, sdo fatores importantes a serem considerados na
epidemiologia da leishmaniose (Talhari et al., 1988; Pinheiro, 2008).

Entre os estados da Regido Norte, 0 Amazonas possui a segunda colocacdo em

namero de casos notificados de LTA, ficando atras apenas do estado do Para (tabela 02).



Tabela 2 — NUmero de casos novos de LTA por ano confirmados entre os anos de 2006 a

2012, nos estados da Regido Norte.

UF 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 Total

TOTAL 8.669 9.964 8.666 8.237 7.168 8.612 9.983 61.299
Rondbnia 1.171 984 952 1.028 937 687 1129 6.888
Acre 1.089 904 959 907 1.038 872 1.095 6.864
Amazonas 1534 2216 1.793 1434 1131 2278 2250 12.636
Roraima 278 340 343 451 631 222 447 2712
Para 3.508 4.370 3.597 3.273 2412 3.618 3.921 24.699
Amapa 594 662 630 516 457 533 699 4.091

Tocantins 495 488 392 628 562 402 442 3.40
Fonte: Ministério da Saude/ Secretaria de Vigilancia em Saude (2013).

No estado do Amazonas, 0 municipio de Manaus registra 0 maior nimero de casos,
seguido do municipio de Presidente Figueiredo e Rio Preto da Eva. Em 2010, foram
notificados 390 casos de LTA em Manaus, 130 em Presidente Figueiredo e 77 em Rio Preto
da Eva (FVS, 2012).

Apesar da ampla distribuicdo e numero de pessoas infectadas anualmente, a
Leishmaniose Tegumentar vem sendo atualmente considerada uma doenca negligenciada,
uma vez que ocorre principalmente em regides consideradas subdesenvolvidas e acomete
populacdes com baixo nivel socioecondémico, sendo entdo uma doenga pouco atraente para a

industria farmacéutica (Guizani, 2011).



2.2 Aspectos bioldgicos

Os parasitos do género Leishmania (Kinetoplastida: Trypanosomatidae), séo
protozoarios digenéticos (heteroxenos), que tem o seu ciclo bioldgico desenvolvido em dois
hospedeiros, um vertebrado e um invertebrado. Possuem a seguinte posi¢do sistematica

(Levine et al, 1980):

Reino: Protista Haeckel, 1866

Sub-reino: Protozoa Goldfuss,1817

Filo: Sarcomastigophora Honigberg &Balamuth, 1963

Sub-filo: Mastigophora Desing,1866

Classe: Zoomastigophora Calkins, 1909

Ordem: Kinetoplastida Honigberg, 1963, emend. Vickerman,1976
Sub-ordem: Trypanosomatida Kent, 1880

Familia: Trypanosomatidae Doflein,1901, emend. Grobben, 1905

Género: Leishmania Ross,1903

Esses parasitas apresentam duas formas evolutivas distintas (Lainson e Shaw, 1979;
Murray et al, 2005): i) Forma amastigota: de forma arredondada ou oval com 2 a 7 um de
diametro, com um nucleo esférico e compacto, sem flagelo livre (figura 2 B). Esta forma é
intracelular, multiplicando-se nos macrofagos da pele em visceras dos hospedeiros
vertebrados; ii) Forma promastigota: ¢ fusiforme, com 16 a 18 um de longitude e ¢é
flagelada (figura 2 A). Esta forma encontra-se no tubo digestivo do flebotomineo

transmissor e também pode ser observada em meio de cultura.
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Figura 2 — Formas celulares distintas de Leishmania. A — forma promastigotas; B —

forma amastigota. Fonte: Brasil, 2007.

S&o conhecidas em torno de vinte espécies de Leishmania capazes de infectar o
homem e causar quadros distintos da doenca (Grimaldi, et al., 1989), dependendo das
caracteristicas de viruléncia da espécie, da resposta imune do hospedeiro, de fatores
geneéticos e da associagcdo com outras doencas (Schriefer, et al., 2004; Carvalho et al., 2005).

No Brasil sete espécies que causam a leishmaniose circulam: L. (L.) amazonensis,
nas regides norte e nordeste, L. (V.) guyanensis, na regido norte, L. (V.) braziliensis da
regido norte até o sul, L. (V.) shawi, L. (V.) naiffi e L. (V.) lainsoni na regido norte, e,
finalmente L. (L.) infantum no norte, nordeste e parte do sudeste do pais (Castro et al. 2002;
Gontijo e Carvalho, 2003).

No ciclo natural da doenca zoondtica, os parasitas circulam naturalmente entre
animais silvestres. O homem se infecta quando penetra neste ambiente e provoca um
desequilibrio na relacdo entre o parasita e seus hospedeiros naturais. A doenga é transmitida
através dos vetores infectados entre reservatorios silvestres e domésticos, sendo 0 homem
um hospedeiro acidental (Reithinger et al, 2007; Lima, 2010).

A maioria das leishmanioses sdo zoonoses e varias espécies de mamiferos sao

consideradas reservatérios que podem manter, por longos periodos, a Leishmania circulando
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na natureza (Asford, 1996). Os reservatorios podem ser mamiferos domesticos ou silvestres,
ou mesmo humanos. Infeccdes por leishmanias que causam a LTA foram descritas em varias
especies de animais silvestres, sinantropicos e domésticos (canideos, felideos e equideos). Ja
foram registrados como hospedeiros e possiveis reservatorios naturais algumas espécies de
roedores, marsupiais, edentados e canideos silvestres (Marzochi e Marzochi, 1994). S&o
numerosos 0s registros de infeccdo em animais domésticos, porém sdo considerados
hospedeiros acidentais da doenca (Brasil, 2010).

O agente etioldgico Leishmania é transmitido para o vertebrado através da picada de
fémeas hematofagas de dipteros da familia Psychodidae, sub-familia Phlebotominae,
conhecidos como flebotomineos, sendo os géneros Lutzomyia e Phlebotomus distribuidos no
Novo e no Velho Mundo, respectivamente (Lima et al, 2010).

No Brasil, as principais espécies envolvidas na transmissdo da LTA sdo: Lutzomyia
flaviscutellata, Lu. whitmani, Lu. umbratilis, Lu. intermedia, Lu. wellcome e, Lu. migonei.
Estas espécies de flebotomineos foram definidas como vetores por atenderem aos critérios
que atribuem a competéncia vetorial a uma espécie (Pinheiro et al, 2010).

O ciclo de vida envolve estagios no hospedeiro vertebrado e no inseto (figura 3). No
intestino dos insetos vetores, as formas promastigotas passam por um processo denominado
metaciclogénese, pelo qual estas formas deixam de se reproduzir e tornam-se infectantes
(promastigotas metaciclicas) (Poinar, 2007). As formas reprodutivas, ndo infectantes
(prociclicas), prendem-se a parede do tubo digestivo do inseto vetor. Durante a
metaciclogénese, as promastigotas sofrem modificacdes bioquimicas em sua superficie,
perdendo assim sua capacidade de adesdo ao epitélio do intestino médio do flebétomo
(Ramalho-Ortigdo, Saraiva, Traub-Cseko, 2010). Como resultado, as promastigotas

metaciclicas destacam-se, migrando para a faringe e cavidade bucal, de onde elas sdo
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transmitidas ao hospedeiro vertebrado, durante o préximo repasto sanguineo (Lainson e
Shaw, 1987; Gontijo et al, 2010).

As mudancas bioquimicas ocorridas durante a metaciclogénese conferem as
promastigotas uma resisténcia aumentada a lise pelo complemento. Substancias presentes na
saliva dos flebotomineos também favorecem a infeccdo (Ramalho-Ortigdo, Saraiva, Traub-
Cseko, 2010)

Algumas das formas promastigotas infectantes, que conseguiram escapar da acao
litica do complemento e dos eosindfilos e neutrofilos, sdo fagocitadas por macréfagos, nos
quais, transformam-se em formas amastigotas dentro dos vacuolos parasitoéforos dessas
células (Silveira et al, 2008). Dentro dos macrofagos passam a multiplicar-se por divisao
binaria.

A evolucdo da infeccdo dependera do perfil imunoldgico e genético do hospedeiro,
associado a resposta imune celular, e caracteristicas da espécie de Leishmania infectante.
(Sacks e Kamhawi, 2001). Nos macrofagos, os parasitos internalizados ficam dentro de um
vacuolo parasitéforo (fagolisossoma), que os separa do citoplasma celular. O parasita
consegue sobreviver neste ambiente potencialmente tdxico e multiplica-se até a ruptura da
célula, quando sdo liberadas para infectar outros macrdfagos, propagando a infeccao

(Charret et al 2013).
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Figura 3 — Ciclo bioldgico de Leishmania sp., mostrando as fases de vida no hospedeiro
vertebrado (humano) e invertebrado (o vetor flebotomineo). Adaptado de: Reithinger et al,

2007.

2.3 Aspectos patoldgicos e imunologicos da Leishmaniose Tegumentar

Quando os promastigotas de Leishmania séo pela primeira vez introduzidos na pele
humana, o parasitismo induz a proliferagdo das células histiocitarias e a fagocitose dos
flagelados por esses macrdfagos teciduais que, além de ndo conseguirem destruir 0s
parasitas, ainda permitem sua multiplicacdo no interior dos vactolos digestivos (Sacks e
Kamhawi, 2001).

Além da conhecida acdo dos macrofagos, neutrofilos podem atuar como “Cavalos
de Troia” para ajudar promastigotas para alcancar sua multiplicacdo. Estudos com L. major,

mostraram que promastigotas foram prontamente fagocitados pelos neutrofilos in vitro,
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sobrevivendo dentro dos fagossomos dos neutréfilos (Kaye e Scott, 2011). Os neutrofilos
infectados foram induzidos a sofrer apoptose, tornando-se uma refeicdo fagocitica para
macrofagos que foram adicionados a cultura. Como neutrofilos apoptéticos séo fagocitados
por vias mediadas por receptores, suas cargas de promastigotas foram, com eficiéncia e
seguranca, transportadas para o fagossoma de macréfagos (Ravichandran e Lorenz, 2007).

Microscopicamente, é possivel observar que as lesdes, independentemente da espécie
de Leishmania, ocorrem seguindo sempre uma mesma ordem, passando pelas mesmas
etapas, sendo que a maior variacdo é o tempo e a intensidade do processo. Ha, inicialmente,
0 aparecimento de um infiltrado denso de células mononucleadas que ocupa a parte
profunda da derme e toda a espessura da hipoderme (Carvalho et al, 1994). Nesse infiltrado,
surgem grupos de macrofagos contendo parasitas (amastigotas). Em seguida, esse grupo de
macrofagos tornam-se confluentes e apos a invasao por neutrofilos, sofrem necrose (Silveira
et al, 1990).

Esse esquema geral de evolugdo da lesdo da leishmaniose cutdnea, no homem,
apresenta variantes. Frequentemente a hiperplasia histocitaria e a inflamacéo local causam a
necrose (morte celular) da epiderme e das camadas subjacentes, na area parasitada, em vista
das perturbacGes mecanicas e tréficas decorrentes desse crescimento patologico (Moraes e
Silveira, 1994; Saldanha et al, 2012). A persisténcia de macréfagos com amastigotas pode
ocorrer por varios meses, além de um denso infiltrado inflamatério com grupos de
histiocitos nas infec¢bes causadas por L. (L.) amazonensis (Moraes e Silveira, 1994).

Na leishmaniose cutdnea difusa, instala-se uma hipertrofia e uma hiperplasia do
sistema fagocitario mononuclear, que passa a ocupar extensas areas cutaneas, insinuando-se
entre os demais elementos histoldgicos e ganhando progressivamente novos espacgos. Alguns
autores consideram estas lesbes como verdadeiros tumores (histiocitomas). Nelas o

citoplasma dos macrofagos fica abarrotado de leishmanias. Este quadro clinico pode ser
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observado em infec¢Oes causadas por L. amazonensis na forma anergica (Rey, 2010; Charret
et al, 2013)

As lesbes causadas por L. guyanensis geralmente sdo semelhantes a espuindia, porém
as Ulceras sdo menores e curam-se espontaneamente. Pode haver uma sé ulcera crateriforme
ou varias, aparecendo preferencialmente nos membros superiores e inferiores. Observou-se
que pode ocorrer metastases ao longo dos trajetos linfaticos, sob a forma de nddulos
subcutaneos (Rey, 2010).

Os amastigotas multiplicam-se livremente no compartimento &cido dos
fagolisossomas e escapam dos sistemas de defesa do hospedeiro (Frezard et al. 2005). A
interacdo macrofago-promastigota € um fendmeno mediado primariamente pela protease
gp63, lipofosfoglicano, alem receptores como manose-fucose, receptor de complemento
(CR1 e CR3) e receptor Fc (Tanaka et al, 2007).

Investigacdes in vivo e in vitro sugerem que os sistemas de defesa para a infeccéo por
Leishmania envolvem a destruicdo dos parasitas em sua localizacdo intracelular, resultando
na ativacdo de macrofagos por citocinas derivadas de células T (Esterre et al, 1992). O
aumento na atividade do macrdfago envolve diferentes processos como producéo de citocina
(interferon alfa e beta) e atividade oxidativa, com producédo de intermediarios reativos de
oxigénio e nitrogénio (Giorgio, 1998). Na leishmaniose ocorre diminuicdo da resposta
imune celular especifica devido, em parte, a queda do namero de linfocitos T do tipo CD4+,
responsavel pela patogénese e progressdo da doenca (Figueiredo, 2009).

Os macrdfagos sao ativados para um estado leishmanicida guiados pela resposta Thil,
envolvendo apresentacdo de antigenos pelas células dendriticas, com resposta pelas células
T CD4+ e a secrecdo de citocinas pro-infamatorias, como interleucina 12, interferon y e fator
de necrose tumoral (Murray et al, 2005). As infec¢des ndo controladas pela resposta imune

celular podem evoluir para um dos p6los imunoldgicos: i) para o pélo de hiperreatividade,
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caracterizado por forte hipersensibilidade e representado pelas formas LCM (leishmaniose
cuteneo-mucosa) ou LM (leishmaniose mucosa), nas quais, a necrose do tecido mucoso é a
principal manifestacdo do estado de hipersensibilidade dessas formas; ou ii) para o polo de
hiporreatividade, caracterizado por inibicdo parcial ou total da hipersensibilidade e
representado pela forma LCAD (leishmaniose cutéanea anérgica difusa), na qual, a grande
disseminacéo das lesdes nodulares na pele demonstra a fragilidade da resposta imune celular
em controlar a infeccédo (Silveira et al, 2008).

Embora muitos fatores contribuissem para a sobrevivéncia dos parasitas
Leishmania no fagossomo, o acesso ao ferro tem um papel central, uma vez que 0s
amastigotas podem usar a forma ferrosa ferro (Fe**), bem como a hemina (o produto da
oxidagdo de Fe** de heme) e hemoglobina (Carvalho et al, 2009). Receptores NRAMP1
codificam bombas de efluxo fagossomal, translocando Fe?* e Mn?* no citosol, e, portando,
limitam a disponibilidade de ferro ao parasita (Blackwell et al, 2001). Como medida
preventiva, L. amazonensis regula positivamente a expressao do seu préprio transportador de
ferro, Litl, apds a sua entrada em macrdfagos, e estudos recentes com L. donovani sugerem
que a competicdo de ferro no interior do fagossomo pode ativas 0s sensores de ferro
citosélicos (IRP1 e IRP2) levando ao aumento da producdo de transferrina no macrofago

(Kaye e Scott, 2011).

2.4 Diagnostico da LTA

O diagnéstico clinico da LTA baseia-se na maioria dos casos nas caracteristicas das
lesBes juntamente com o processo da anamnese, onde os dados epidemioldgicos sdo de
grande importancia. As formas tegumentares do Novo Mundo apresentam-se como

sindromes as quais as manifesta¢@es clinicas dependem de vérios fatores, como a espécie de
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Leishmania envolvida e a relacdo do parasita com seu hospedeiro (Gontijo e Carvalho,
2003).

A leishmaniose cuténea (LC) é definida pela presenca de lesGes exclusivamente na
pele, que se iniciam no ponto de inoculagdo das promastigotas infectantes, através da picada
do vetor, para qualquer das espécies de Leishmania causadoras da doenca (Bailey e
Lockwood, 2007). A lesdo primaria € geralmente Unica, embora eventualmente maultiplas
picadas do flebotomineo ou a disseminacdo local possam gerar um numero elevado de
lesGes. Surge apds um periodo de incubacdo variavel de 10 dias a trés meses, como uma
papula eritematosa que progride lentamente para nédulo.

O diagnostico de certeza somente se obtém pela demonstracdo do parasita, que pode
ser conseguida através de diferentes técnicas parasitologicas de pesquisa direta e indireta. O
exame mais simples, e por essa razdo geralmente o primeiro a ser realizado, € a pesquisa
direta das formas amastigotas em material obtido da lesdo por escarificacdo, aspiracdo ou
biopsia da borda, corado pelo Giemsa ou Leishman (Gontijo e Carvalho, 2003). Os
parasitas crescem relativamente bem em diversos meios de cultura a temperatura ambiente
(24-26 °C) e 0 meio mais empregado para isolamento é o agar-sangue de Novy e McNeal
modificado por Nicolle — NNN, e suas modifica¢cdes (Ramirez, Adugelo, Muskus, 2000).

A inoculacdo em animais de laboratorio, de preferéncia hamster (Mesocricetus
auratus), nas patas posteriores ou focinho, é uma outra forma de diagnosticar a leishmaniose
tegumentar. Além do longo tempo necessario para a evolucéo da lesdo no modelo animal e a
eficadcia do isolamento apresenta grande variacdo conforme a espécie de Leishmania
(Gontijo e Cravalho, 2003).

A reacdo em cadeia da polimerase (polymerase chain reaction) - PCR é um exame
que permite amplificar em escala exponencial sequéncias de DNA. Dotada de alta

sensibilidade, é capaz de detectar quantidades relativamente baixas de DNA do parasita.
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Entretanto, as exigéncias técnicas e o custo relativamente elevado ainda limitam seu
emprego rotineiro (Murray et al, 2005).

A intradermo reacdo de Montenegro (IDRM) detecta a presenca de
hipersensibilidade tardia uma vez que, imunologicamente, a LTA se caracteriza pelo
aparecimento de uma resposta celular durante a doenca e apos a cura da infeccdo, seja de
forma espontanea ou apoés tratamento (Goto et al, 2010). A técnica consiste na injecdo na
face flexora do antebrago de 0,1 ml de antigeno padronizado com a concentracdo de 40 mg
de nitrogénio protéico por ml. A reagdo é considerada positiva quando, na leitura de 48 ou
72 horas, detecta-se enduracdo igual ou superior a 5 mm. O teste se torna positivo em torno
de quatro meses ap0s o inicio da lesdo cutanea (Gontijo e Carvalho, 2003;Nogueira et al,
2008).

Dentre os métodos soroldgicos, a reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) é o
mais utilizado. E uma técnica sensivel, porém com possibilidade de reacbes cruzadas
especialmente com a doenca de Chagas e calazar. A RIFI apresenta resultados variaveis na
LTA, quer pela reduzida antigenicidade do parasita ou pelos baixos niveis de anticorpos

circulantes (Gontijo e Carvalho, 2003).

2.5 Tratamento da Leishmaniose Tegumentar

O tratamento da LT com antimoniais foi introduzido pelo médico brasileiro Gaspar
Vianna, em 1912, na sua forma trivalente (antimonio trivalente — Sb3), o chamado tartaro
emético (tartarato de potassio e antimonio), obtendo algum sucesso, visto que naquela época
90% dos casos evoluiam para o Obito por ndo haver tratamento (Lainson e Shaw, 1978;
Soares-Bezerra, Leon, Genestra, 2004). No entanto, esta formulacao apresentava toxicidade,

ocasionando tosse, dor no peito e depressdo. Além disso, era de dificil administracao.
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Em 1937, Smith introduziu o estibogluconato de sodio (Pentostan®), um
medicamento derivado do acido estibdnico, em que o antiménio estd na forma pentavalente,
Sb5+. Desta forma, houve reducéo de alguns efeitos colaterais e da toxicidade em relacdo ao
tartaro emético. O acido estibonico complexado a carboidratos (duas moléculas de acido
gliconico) é utilizado para o tratamento das leishmanioses em paises de lingua inglesa (Rath,
2003). Em paises de lingua francesa, espanhola e no Brasil, o farmaco utilizado € o
antimoniato de meglumina, também um antimonial pentavalente (Glucantime®) [Berman,
2005]. No Brasil, a unica formulacao disponivel € o 14 antimoniato N-metil glucamina, que
vem sendo distribuida pelo Ministério da Saude (Brasil, 2007). A Organizacdo Mundial de
Saude (2012), recomenda o tratamento de LTA com antimonial pentavalente por via
endovenosa ou intramuscular, com a dose recomendada de 20 mg/kg por dia, com
tratamento durante 28 dias.

O mecanismo de acdo dos antimoniais pentavalentes continua pouco compreendido,
mas parece que esses compostos atuam sobre diversas vias do metabolismo do parasita
(Soares-Bezerra, Leon, Genestra, 2004). Tem sido sugerido que algumas particularidades
quimicas na composicao destes farmacos podem contribuir para seus efeitos farmacolégicos.

Os compostos antimoniais, por serem pouco absorvidos no epitélio gastrointestinal e
irritantes para esse sistema, s@o administrados parenteralmente. Estudos indicam que os
antimoniais trivalentes inibem a fosfofrutoquinase, inibindo dessa forma a conversdo de
frutose-6-fosfato a frutose 1,6-difosfato nas vias glicoliticas. Sua acdo ocorre tanto nas
células do parasita, quanto nas células dos mamiferos, porém a enzima fosfofrutoquinase dos
mamiferos é cerca de 80 vezes menos sensivel que a do parasita, permitindo que o
antimonial exerca seus efeitos de modo seletivo (Balana-Fouce et al, 1998; Juliano, 2004).

Em geral, os antimoniais pentavalentes sdo bem tolerados, mas alguns efeitos

colaterais podem ocorrer como dor no local da injecdo, disfuncdo gastrintestinal, dores
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musculares difusas, enrijecimento das articulacdes, arritmias e pancreatite (Gasser et al.,
1994;0Oliveira et al 2011). A elevacdo das transaminases hepaticas também foi observada,
mas de maneira reversivel, cessando com o fim do tratamento (Tracy e Webster-Junior,
1996; Oliveira et al 2011).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (2012), outros efeitos observados no
tratamento com antimoniais pentavalentes sdo mialgias, anorexia, nauseas, vomitos,
tremores, diarreia, febre, urticaria, exantema, inflamacéo das veias, rigidez nas articulacdes,
prurido, tosse, leucopenia, trombocitopenia, ictericia, albumindria, e pneumonia.

A Anfotericina B, antibidtico macrolideo poliénico de reconhecida acao
leishmanicida, é a droga de segunda escolha, empregada quando ndo se obtém resposta ao
tratamento com antimonial ou na impossibilidade de seu uso (Berman, 1986; Brasil, 2007).
Foram desenvolvidas formulacGes lipossomais de Anfotericina B que tém diminuido seus
efeitos colaterais. Sua acdo baseia-se na interacdo com o ergosterol da membrana celular,
formando poros que alteram a permeabilidade celular e o balango i6nico, causando a morte
da célula (Tiuman et al, 2011).

E contra-indicada a administracdo da anfotericina B em cardiopatas, hepatopatas e,
especialmente, nefropatas (Reithinger et al 2007; Neves et al, 2011). Os efeitos adversos
mais frequentes séo febre, nauseas, vomitos, hipopotassemia e flebite no local da infus&o.

Uma formulacdo da anfotericina B a base de lipossomas (AmBisome®), depois de
testes clinicos bem sucedidos, chegou a ser aprovada pela FDA (“Food and Drug
Administration”) para o tratamento do calazar (Tiumann et al, 2011).

As pentamidinas sdo diamidinas aromaticas que vém sendo utilizadas como drogas
de segunda escolha no tratamento da LT em areas endémicas dos continentes americano,
asiatico e africano (Basselin et al., 1997). Sdo comercializadas para uso em humanos nas

seguintes formulagGes: Isotionato (Di-B-Hidroxietano Sulfonato) e Mesilato (Di-B-
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Hidroximetil-Sulfonato). A descoberta da atividade antiprotozoaria das diamidinas foi
consequente a procura por compostos hipoglicemiantes que pudessem comprometer o
metabolismo energético de parasitas. Atualmente, e comercializada para uso humano
apenas sob a forma liofilizada de isotionato de pentamidina, em frascos contendo 300 mg do
sal. O mecanismo de acdo da pentamidina ocorre por inibicdo de diferentes processos
celulares, ainda ndo totalmente elucidados. O isotionato de pentamidina & completamente
absorvido apos a administracao parenteral (Moskowitz & Kurban, 1999).

A Azitromicina é o primeiro antibidtico da subclasse dos macrolideos, conhecida
como azalideos, um conhecido antibidtico, foi avaliada clinicamente em 20 pacientes com
LTA, mostrando um taxa de cura de 85% e testes em hamster também indicaram que a
azitromicina foi ativa contra L. (V.) braziliensis (Sinagra, 2007). Entretanto, um estudo
clinico realizado em Manaus, demonstrou baixa eficiéncia no tratamento de pacientes
infectados por L. (V.) guyanensis, a espécie de maior predominancia na regido (Teixeira et
al, 2007).

A paromomicina € um antibidtico que age inibindo a atividade mitocondrial da célula
de diferentes espécies de Leishmania. Por via parenteral tem mostrado eficacia tanto isolado
quanto combinado ao Sb® para leishmaniose visceral. Na india e no Quénia teve resultado
promissor com cura de 90% para leishmaniose visceral na dose de 15 mg/kg/dia durante 20
dias, incluindo casos refratarios ao Sb°. Porém, apresenta oto e nefrotoxicidade (Lima et al,
2007).

Outras drogas vém sendo recomendadas no tratamento da LTA, como o alopurinol.
Utilizado para prevenir altos indices de acido Urico, apresenta menos efeitos colaterais que

as drogas comumente utilizadas (Berman, 2005).
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A miltefosina, uma droga utilizada inicialmente para o tratamento de cancer, também
tém demonstrado eficiéncia no tratamento das Leishmanioses, dependendo muitas vezes das
espeécies causadoras (Soto et al, 2001).

Os farmacos conhecidos e utilizados para o tratamento de leishmanioses
tegumentares apresentam uma serie de problemas, que incluem resisténcia do parasita e
inducdo de efeitos colaterais, que limitam a utilizacéo e, principalmente, a eficacia. Além
disso, todos os farmacos que estdo disponiveis atualmente sdo de administragédo parenteral, 0
que exige colaboracdo do paciente e, que infelizmente, muitos abandonam o tratamento,

fator que favorece o aparecimento de cepas resistentes (Silva-Lopez, 2010).

2.6 Produtos naturais com atividade anti-leishmania

Com o objetivo de desenvolver drogas mais eficazes, de baixo custo e com reacdes
adversas menos agressivas para o0 hospedeiro, novos alvos quimioterapicos para Leishmania
tém sido investigados e novas abordagens para o desenvolvimento de farmacos devem ser
consideradas.

Por muitos anos, o uso tradicional dos produtos naturais foi focado nos
medicamentos tradicionais € em venenos naturais. Estudos clinicos, farmacoldgicos e
quimicos destes medicamentos tradicionais foram derivados predominantemente de plantas,
que constituiram a base da maioria dos primeiros medicamentos, como aspirina, digitoxina,
morfina, quinina, e pilocarpina (Sneader, 1996; Grabley e Thiericke, 2000; Newman, et al
2000; Busset al. 2003).

Produtos fitoquimicos ou produtos naturais podem fornecer uma diversidade de
substancias com aplicacbes em diversos setores econdmicos. Muitos destes produtos
naturais possuem alto valor agregado e seus componentes quimicos sdo frequentemente
utilizados em alimentos, cosméticos, farmacéuticos e outros produtos (Harjo e Kibowo,
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2004). De maneira geral, os componentes fitoquimicos consistem em misturas de pequenas
moléculas em uma matriz solida, e os consumidores em geral tém preferido produtos que
contenham ingredientes naturais ao invés de produtos sintéticos, os quais sdo percebidos
como mais seguros e saudaveis pela populacéo (Rauter et al, 2002).

Um dos importantes métodos de pesquisa para o desenvolvimento de novos
medicamentos se baseia na busca de novos protdtipos farmacéuticos encontrados
principalmente em produtos de origem natural (Ganesan, 2002). O estudo biomonitorado
permite um isolamento mais rapido e eficaz do composto ativo, podendo-se ainda, introduzir
modificagdes quimicas nestes prototipos naturais com o objetivo de amplificar sua atividade
especifica ou mesmo reduzir seu efeito toxico (Peck et al., 1992).

No Brasil, pesquisas voltadas para a descoberta de prototipos de farmacos e/ou
fitoterapicos, além de propiciarem o avango da pesquisa basica multidisciplinar, podem
contribuir também para o desenvolvimento tecnoldgico nacional, se levarmos em conta que
a diversidade de metabdlitos produzidos nos biomas brasileiros € ainda muito pouco
explorada do ponto de vista farmacologico (Barreiro e Bolzani, 2009).

Segundo Lima (2001), a tendéncia nas pesquisas de produtos naturais, oriundos de
plantas ou microrganismos, consiste na busca da obtencdo de principios ativos contidos
nestas espécies, pelo fato de possuirem alto percentual de diversidade molecular, um fato
essencial para a descoberta e producéo de novos farmacos.

A floresta Amazonica se destaca por possuir a maior diversidade floristica do mundo,
porém ainda pouco estudada quanto ao seu potencial quimico-farmacolédgico. Sendo assim,
apresenta varias espécies vegetais e microbianas que podem ser portadoras de metabdlitos
secundarios ainda ndo descritos, ou com potencial terapéutico ndo estudado contra varias
doencas, principalmente no que diz respeito a doengas causadas por agentes microbianos

(Tanaka et al., 2005).
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Grande parcela da populacdo, sem acesso a medicamentos, busca alternativas na
medicina popular, com a utilizacdo terapéutica das plantas. As plantas fornecem uma
incomparavel diversidade quimica e de bioatividade, no qual tém permitido o
desenvolvimento de centenas de drogas farmacéuticas. Na verdade, a maioria das drogas
utilizadas clinicamente para o tratamento de agentes infecciosos é derivada de produtos
naturais (Barreiro e Bolzani, 2009).

A busca por produtos naturais oriundos de plantas contra a leishmaniose motivou a
criagdo de um programa, em 1984 na Guiana Francesa, para avaliar in vitro e in vivo extratos
de plantas com utilizacdo etnofarmacoldgica (Rocha et al., 2005).

Extratos de diferentes plantas ja mostraram atividade contra espécies de Leishmania
causadoras da leishmaniose tegumentar, como o extrato de Piper aduncum que apresentou
valor de ECso de 24 pg/mL contra L. amazonensis e 0 extrato de Croton cajucara apresentou
para esta espécie o valor de ECsy de 8,7 pug/mL (Sen et al, 2011). J& extratos de Pera
benensis apresentou naftoquinonas dimericas (figura 4) com atividade contra L. braziliensis,

L. amazonensis e L. donovani (Fournet et al., 2002).

Figura 4 — Naftoquinonas diméricas isoladas de Pera benensis

(Fournet et al., 2002)
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No Brasil, estudos com produtos naturais ttm mostrado também o potencial de
substancias e 6leos obtidos de espécies encontradas no pais. Atividade leishmanicida foi
detectada em benzofenonas preniladas isoladas de Garcinia brasiliensis (Pereira et al.,
2010) e também em oOleo de copaiba extraido de diferentes espécies do género Copaifera
(Santos et al., 2008).

Entre as plantas que estdo despertando o interesse da continuidade de estudos,
Kalanchoe pinnata tem se destacado por apresentar flavonoides com atividade anti-
leishmania (Da Silva et al, 1995) e a espécie Phyllantus amarus apresentou taninos e
flavonoides (Herbert et al, 2005).

Uma mistura de alcaloides extraidos de Ervatamia coronaria (Apocynaceae)
mostrou atividade inibitéria em amastigotas de L. (V.) braziliensis em sistemas in vitro
(Rodriguez et al., 2008). Alcalbides oxoaporfinicos isolados de Annona mucosa, assim
como, extratos de folhas e sementes desta espécie também apresentaram resultados de
inibicdo in vitro em promastigotas e amastigotas de L. amazonensis e L. braziliensis (Lima,
et al, 2012).

Neolignanas naturais isoladas de Virola surinamenis mostraram atividade inibitoria
contra L. (L.) donovani (Barata et al, 2000), assim como, flavonoides isolados das folhas de
Baccharis retusa foram ativos contra espécies de Leishmania sp nas formas amastigotas e
promastigotas (Grecco et al, 2012).

Os compostos fendlicos, naturais ou modificados por sintese, também tém
demonstrado atividade leishmanicida, como chalconas polisubstituidas que mostraram
atividade contra L. (L.) amazonensis, L.(V.) peruviana e L. (V.) braziliensis (Aponte et al.
2010). Extratos ricos em fenodlicos de Lygodium venustum SW. mostraram atividades

inibitorias contra L. braziliensis nas concentra¢@es de 500 pg/mL.
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Apesar de encontrar na literatura uma diversidade de produtos naturais ou sintéticos
que mostraram atividade inibitoria contra Leishmania em sistemas in vitro, hd pouca
continuidade dos estudos para ensaios in vivo e clinicos para efetivamente transformar o

conhecimento cientifico em tratamento alternativo.

2.7 Libidibia ferrea (Fabaceae-*“Caesalpinoideae”)

A espécie Libidibia ferrea (Mart. ex Tul.) LP Queiroz var. ferrea basiénimo de
Caesalpinia ferrea (Mart. ex Tul.) é conhecida popularmente como pau-ferro, juca, pau-
ferro-verdadeiro, jucaina e pau de juca (Di Stasi, 1996). Pertence a familia Fabaceae,
considerada uma das mais importantes das familias botanicas, distribuida em todo o mundo,
especialmente nas regibes tropicais e subtropicais (APGIII, 2009). Nesta familia sao
classificadas aproximadamente 19.000 espécies em mais de 650 géneros (Polhill et al, 1981,
Judd et al, 1999; Souza e Lorenzi, 2012). No Brasil, ocorrem cerca de 200 géneros e 2700
especies, correspondendo a maior familia em nimero de espécies no pais (Souza e Lorenzi,
2012).

A familia Fabaceae é também conhecida como Leguminosae (leguminosas) com
fruto do tipo vagem. A classificacdo mais moderna da familia Leguminosae (ou Fabaceae) a
divide em trés subfamilias: Papilionoideae (ou Faboideae), Caesalpinoideae e Mimosoideae
(Souza e Lorenzi, 2012). Ha ampla ocorréncia de substancias da classe dos flavondides e
isoflavonodides na familia Fabaceae, 0 que pode estar associada com atividades
antimicrobianas.

A distribuicdo de L. ferrea é registrada em todo o territorio brasileiro (Lorenzi,
2002), sendo amplamente encontrada nas regides Norte e Nordeste. Possui flores amarelas,

pequenas, em cachos, folhas compostas, folioladas e frutos legumes indeiscentes de cor
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marrom escuro, tipo legume, com sementes escuras (figura 5). E uma espécie de porte
arboreo, com altura de 10 — 15 metros, e tronco curto de 40-60 cm de diametro.

L. ferrea tem sido relatada como uma fonte para uso medicinal por populacfes que
habitam a Amazonia. As partes utilizadas no tratamento de diversas infec¢des sdo as folhas,
cascas, semente, raizes, pedacos de madeira e favas (Di Staci, 1996), tornando-se

promissores 0s ensaios de atividade bioldgica contra as leishmanias.

Figura 5 — Imagens de Libidibia ferrea. A — Ramos contendo inflorescéncia

(Souza e Lorenzi, 2012). B- Fruto integro (Wyrepkowski, 2011).

Estudos quimicos com esta espécie tém demonstrado que a presenga de compostos
fendlicos com possiveis aplicacGes farmacoldgicas, como chalconas e polifenodis (Nakamura
et al, 2002; Nozaki et al, 2007).

Em um estudo com atividades bioldgicas de Jucd, o extrato bruto das sementes L.
ferrea ndo apresentou toxicidade aguda em camundongos mesmo quando administrada a
dose maxima, assim como ndo foram observados perda de peso, mudangas de

comportamento, diarreia ou quaisquer outras alteracdes (Cavalheiro et al, 2009).
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No extrato do caule de L. ferrea, uma baixa quantidade de taninos foi detectada por
cromatografia em camada delgada comparativa (CCDC), porém 0s extratos apresentaram a
presenca de flavonoides na fracdo acetato de etila e terpenos nas fragdes diclorometano e
éter de petroleo (Frasson et al, 2003). Do extrato do caule, foi isolada a chalcona Pauferrol
A (Nozaki et al, 2007).

Substancias isoladas dos frutos de Juca (L. ferrea) foram estudadas quanto ao seu
potencial anti-tumoral em modelo in vitro, apresentando atividade inibitoria (Nakamura et
al, 2002). O extrato de L. ferrea também apresentou capacidade de inibir a degradacdo do
DNA e atividade antioxidante elevada (da Silva et al, 2011).

Sua atividade no combate a complicacdes bioquimicas geradas em consequéncia da
diabetes foi avaliada por Ueda et al. (2001), determinando a capacidade in vitro de extratos,
fraghes e compostos isolados de frutos de L. ferrea de inibir a enzima aldose redutase. Foi
verificado que os compostos isolados (C1 e C2) possuiam alto indice de inibigcdo, sendo
caracterizados estruturalmente como derivado do &cido elagico.

A atividade antimicrobiana dos frutos contra patogenos orais foi avaliada por
Sampaio et al (2009), indicando que o extrato inibiu o crescimento in vitro de espécies como
Streptococcus mutans, Streptococcus sp. e Candida albicans. Estudos quimicos deste extrato
por técnica de RMN (Ressonancia Magnética Nuclear) revelaram a presenca de hidroxilas
fendlicas e compostos metoxilados (Sampaio et al, 2009).

Uma atividade de extrema relevancia para o tratamento das leishmanioses, a
atividade cicatrizante dos frutos de juca, foi verificada em estudos in vivo utilizando
caprinos como modelo experimental (Oliveira et al, 2010), apresentando aspectos clinicos
de cicatrizacdo mais rapida que o grupo controle.

Testes in vitro demonstraram a atividade leishmanicida de extratos de frutos,

sementes e partes dos frutos de L. ferrea para as espécies L.(L.) amazonensise L.(V.)
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guyanensis (Cortez, 2004; Falcdo, 2010). O epicarpo (estrutura mais externa da vagem) foi
a parte que apresentou os melhores resultados de inibicdo das formas promastigotas de
Leishmania.

A soma das atividades bioldgicas relatadas com os extratos de L. ferrea, com suas
caracteristicas de grande producdo de frutos e ampla ocorréncia na regido, favoreceram a
continuidade dos estudos com esta espécie de leguminosa, visando caracterizar seus
constituintes quimicos e aprofundar os estudos farmacologicos para sua utilizagdo como

fitoterapico auxiliar no tratamento das formas cutaneas da leishmaniose Tegumentar.

2.8 Tratamento topico da leishmaniose

O desenvolvimento de formulacBes tdpicas seria um método alternativo para o
tratamento da leishmaniose cutdnea. Embora o transporte transdérmico de farmacos tenha
muitas vantagens sobre outras vias de administracao, este ainda apresenta problemas a serem
investigados, como a baixa penetracdo da maioria dos compostos através da pele humana
(Rossi-Bergmann, 2011; Bavasard et al, 2012).

As vantagens da utilizagdo do tratamento topico incluem evitar o metabolismo
hepético de primeira passagem, impedir a exposicao as condi¢des quimicas e bioldgicas do
trato gastrointestinal, menores niveis de farmacos no plasma e o conforto do paciente na
aplicacdo (Zanchetta, 2009; Moreno et al, 2015).

A estrutura da pele humana pode ser resumida como uma serie de camadas
penetradas por pelos e ductos de glandulas, e suas principais camadas compreendem a
camada subcutanea (hipoderme), a derme com tecido conectivo e avascular estratificado e a

epiderme celular. A epiderme é caracterizada por tecido epitelial de revestimento
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pavimentoso estratificado queratinizado. A espessura da camada de queratina € variavel
conforme o atrito mecanico nas diversas regifes anatdmicas (Junqueira e Carneiro, 2008).

A derme se divide em derme papilar e derme reticular. A por¢do papilar é
representada por uma camada superficial de tecido conjuntivo frouxo, apoiando diretamente
a epiderme. Possui intensa vascularizacéo e fibras colagenas dispersas em abundante meio
extracelular protéico. A derme reticular, mais profunda, é formada por tecido conjuntivo
denso ndo modelado, menos vascularizado, porém mais resistente & absorcdo de impactos
(Jungueira e Carneiro, 2008). Em profundidade, segue-se a hipoderme, rica em tecido
adiposo unilocular e fibras musculares lisas, com a mesma origem da derme (Young et al.,
2001)

O desafio principal para desenvolver uma terapia para a LT com formulacGes topicas
¢ a penetracdo do principio ativo até as camadas mais internas da derme (Rossi-Bergmann,
2011, uma vez que o processo inflamatorio cronico da leishmaniose é caracterizado por
infiltrado inflamat6rio mononuclear, difuso nas camadas superficiais da derme e focal em
torno dos vasos, foliculos pilosos e glandulas submucosas (Figueiredo, 2009).

Além de atuar na inibicdo ou lise do parasita na sua forma intracelular de modo
seletivo, sem danificar as células do hospedeiro, é importante também que a formulacao
estimule o processo de cicatrizacdo da lesdo. A cicatrizacdo de lesdes cutaneas € um
processo bioldgico dindmico bem ordenado, no qual a lesdo tecidual acarreta a ruptura e o
consequente extravasamento do conteGdo de vasos sanguineos. Este processo é
didaticamente dividido nas seguintes fases: hemostasia, fase inflamatoria, fase proliferativa
ou de granulacgéo e de remodelagdo da matriz extracelular (Oliveira, 2008).

Sistemas inovadores para o transporte intradérmico de medicamentos, principalmente
no tratamento da leishmaniose tegumentar, vém sendo estudados ha mais de trés décadas

(EI-On et al., 1986; EI-On, 1993; Krause e Kroeger, 1994; Ruiz et al, 2014). Entre as
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formulacGes disponiveis para incorporacdo do principio ativos ja conhecidas atualmente
estdo pomadas, emulsdes oleo/agua, hidrogéis e emulsdes coloidais com nanoparticulas,
como lipossomas (Frezard et al, 2005). Os hidrogéis usados em tratamentos topicos
possuem flexibilidade similar a tecidos naturais devido ao alto conteddo de agua, o que
minimiza a irritacdo das membranas ou dos tecidos vizinhos ao sitio de aplicacdo. Estes
hidrogéis também podem ser aplicados como sistemas de liberagdo controlada de farmacos
(Koop, 2012).

Estudos pioneiros com formulacdes topicas aplicadas ao tratamento da leishmaniose
foram realizados por EI-On et al. (1986), utilizando preparacfes topicas do antibidtico da
classe dos aminoglicosideos, a paromomicina, usando 15% de sulfato de paromomicina e
12% de cloreto de metilbenzetonio em uma base hidrofobica no tratamento de LC causada
por L. (L.) major. Os resultados positivos encontrados neste estudo, o qual apresentou
inibicdo parasitaria apds 20 dias de tratamento topico, estimulou estudos com esta
preparacdo em outras espécies de Leishmania, obtendo resultados positivos também no
tratamento da LC causada por L. braziliensis (EI-On, et al., 1993).

Uma preparacdo de gel hidrofilica contendo 10% de sulfato de paromomicina foi
avaliada em camundongos Balb/c infectados com L. (L.) amazonensis e hamster infectados
com L. (V.) braziliensis, e quando comparadas com o tratamento com antimoniais, o gel
utilizado contra L. (L.) amazonensis mostrou-se mais eficaz (Tiuman et al, 2011).

O tratamento tépico utilizando Miltex® reduziu a viabilidade parasitaria em lesdes
em camundongos Balb/c, além de ser observada a cura das lesbes em um tempo muito mais
curto que as lesdes do grupo néo tratado (Schmidt-Ott et al., 1999).

Larbi et al. (1995) verificaram a eficiéncia do tratamento tdpico na LC na Arabia
Saudita utilizando preparados contendo 1% de clotrimazol e 2 % de miconazol em um

estudo clinico randomizado e duplo-cego. Neste estudo, foi observado que o clotrimazol foi
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mais eficiente na reducéo das lesbes, porém ainda muito limitado para o uso no tratamento
da leishmaniose.

Outro estudo com formulacdo topica foi utilizando a imidazoquinolina, uma droga
aprovada para tratamento de verrugas genitais que em sistemas in vitro, apresentou atividade
antileishmania por estimular a producdo de oOxido nitrico pelo macréfago infectado,
diminuindo o nimero de parasitas. No estudo de Miranda-Verastegui et al (2005) realizado
nas regides endémicas dos Andes peruanos e da selva peruana, foram incluidos 40 pacientes
infectados pela L. (V.) peruviana ou L. (V.) braziliensis. O estudo avaliou a eficacia da
combinacdo de imiquinod 5% tdpico e antimonial pentavalente comparada ao uso de
antimonial isolado durante 20 dias no tratamento da LC. A proporcdo de pacientes que
alcancou a cura clinica nos primeiros meses apés o fim do tratamento foi maior no grupo
tratado com imiquimod e antimonial. Porem, foram relatados efeitos colaterais no grupo
tratado com imiquimod, tais como, eritema, edema, prurido, queimadura e dor (Almeida e
Santos, 2010).

Assim, esforcos multidisciplinares continuam sendo importante para o0
desenvolvimento de um tratamento tépico eficaz no tratamento da LC, utilizando novos
principios ativos que podem atuar concomitantemente com farmacos ja conhecidos com

acao anti-leishmania.

32



3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a atividade anti-leishmania de extratos metanolicos e hexanicos e fragdes
obtidos de Libidibia ferrea (Martius ex Tul.)) LP Queiroz (Fabales: Fabaceae -
“Caesalpinoideae™) espécie nativa do Brasil e encontrada na Amazonia brasileira utilizando
modelos in vitro e in vivo, e estudar formulacdes de aplicacdo tdpica para o tratamento de

formas cutaneas da Leishmaniose.

3.2 Objetivos Especificos

- Avaliar o efeito de extratos hexanicos e metandlicos de L. ferrea quanto a atividade contra
as formas promastigotas de Leishmania (Viannia) guyanensis e L. (Leishmania)

amazonensis;

- Determinar a atividade dos extratos de L. ferrea em macréfagos infectados com as formas

amastigotas de L. (V.) guyanensis e L. (L.) amazonensis;

- Fracionar os extratos mais promissores e avaliar a atividade das fragcOes obtidas contra as

formas promastigotas e amastigotas de L. (V.) guyanensis e L. (L.) amazonensis

- Avaliar a citotoxicidade dos extratos e fracGes ativas de L. ferrea frente a linhagem de

macrdofagos para a determinacdo do indice de seletividade;
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- Estudar a composicdo quimica dos extratos e das fracBes promissoras de L. ferrea por
analises cromatograficas e espectrométricas a fim de identificar as classes das substancias

presentes;

- Investigar o efeito do tratamento topico com fragdes ativas de L. ferrea e formulacbes

contendo os farmacos padrdes para o tratamento de leishmaniose tegumentar.

- Estudar o efeito do tratamento topico em hamsters de formulagGes contendo extrato e
fragdo com atividade em sistemas in vitro (Mesocricetus auratus) infectados

experimentalmente com Leishmania.
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4. METODOLOGIA GERAL

4.1 Método e local de pesquisa

Este trabalho constitui-se de pesquisa experimental, sendo desenvolvido em sua

porcao majoritaria nos seguintes laboratorios:

Laboratério de Leishmaniose e Doenga de Chagas, CSAS, Instituto Nacional e
Pesquisas da Amazonia - INPA, coordenado pela Dra. Anténia Maria Ramos Franco.
Laboratério de Produtos Naturais, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas —
Universidade Federal do Amazonas — UFAM, coordenado pelo professor Dr. Pierre
Alexandre dos Santos (atualmente na Faculdade de Farméacia —UFG).

Departamento de Quimica Inorgénica, Universidade de Helsinki, com a colaboracéo

dos professores Dr. Andriy Grafov e Dra. Iryna Grafova

Utilizou, durante a execucdo do projeto, os seguintes laboratérios colaboradores:

Laboratorio de Vigilancia em Leishmaniose. Fundagdo Oswaldo Cruz — FIOCRUZ,
em colaboracdo com Aline Fagundes Silva.

Laboratdrio de Histopatologia. Departamento de Morfologia. Universidade Federal
do Amazonas — UFAM, em colaboracdo com Jose Fernando Barcellos Marques.
Instituto de Quimica e Tecnologia de Polimeros (ICTP) — CNR, em colaboracdo com

Maurizio Avella e Gennaro Gentile.

4.2 Divisao da apresentacao tese

Os resultados apresentados na tese foram separados em cinco capitulos, de acordo

com 0s objetivos mais especificos e a evolugdo dos resultados das etapas experimentais,

visando discutir os resultados aos pares. Ap0s a construcdo dos capitulos, o trabalho
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apresenta uma discussdo geral de todo o estudo aqui apresentado. Em anexo, estdo
apresentados os termos legais para o desenvolvimento deste estudo, assim como os valores

integrais obtidos nas experimentacdes.

4.3 Coleta do material vegetal de Libidibia ferrea

Foram realizadas coletas para a obtencdo do material vegetal (folhas, galhos e
epicarpo) de Libidibia ferrea de uma propriedade particular no bairro Parque Dez de
Novembro, Manaus, Amazonas. Coordenadas: 3°4'34"S 60°0'11"W. Para a coleta, foi obtida
uma permissdao do proprietario do local de obtencdo deste material. Foram coletadas
amostras de folhas, galhos e frutos. A coleta foi realizada no més de julho de 2011, e o
individuo consistia em um exemplar adulto em fase de frutificacéo.

Exsicatas foram preparadas e enviadas ao Departamento de Boténica do Instituto
Nacional de Pesquisas da Amazonia, os individuos foram identificados quanto a espécie
Libidibia ferrea (Mart. ex Tul.) LP Queiroz — Fabaceae “Caesalpinoideae” — de acordo com
Lewis (2005) e APG Ill. A exsicata foi depositada no herbario do Instituto Nacional de

Pesquisas da Amazodnia sob o registro 246150.

4.4 Preparacao dos extratos de L. ferrea

O material vegetal coletado foi imediatamente encaminhado ao laboratorio de
Produtos Naturais, da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas — Universidade Federal do
Amazonas, para a preparacdo dos extratos.

As folhas foram separadas dos galhos e o fruto foi separado em epicarpo e semente.

Todo o material, separado, foi seco em estufa de circulacédo forgada, com temperatura
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inferior a 45 °C. Apos a secagem, as partes foram moidas e pulverizadas em moinho de
facas.

Apo0s a pulverizacdo, os materiais foram extraidos com hexano (VETEC) e metanol
(VETEC). O esquema geral para a preparacdo de todos os extratos esta ilustrado na figura 6.
Foram realizadas trés extracfes ou mais, de acordo com a necessidade, com cada solvente
utilizando banho em ultrassom por 20 minutos em cada extracdo. O volume de cada solvente
utilizado variou conforme a quantidade de material vegetal, mantendo a propor¢do de 250
mL de solvente para cada 100 g de material pulverizado, em cada extragdo. Apos o banho
em ultrassom, o material foi filtrado, e o residuo vegetal apés as trés extracbes com o
solvente foi seco a temperatura ambiente (TA). Esse mesmo material vegetal foi extraido
com o0s proximos solventes, em ordem crescente de polaridade. Os extratos foram

concentrados em rotaevaporador (Buchi) e liofilizador

Material Seco e
Moido

1) Extragdo com

ultrassom (20 min.)
2) Filtracao

3) Concentracao Material
Vegetal

1) Extracdo com
ultrassom (20 min.)

METANOL
Material
Vegetal % Descartado

Figura 6 — Fluxograma geral da preparacdo dos extratos obtidos de galho, folhas e

HEXANO

2) Filtracao

3) Concentracao

epicarpo de Libidibia ferrea.
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4.5 Particdo dos extratos

Os extratos foram fracionados por parti¢do liquido-liquido Para realizar as partigdes,
50 g do extrato metandlico foi solubilizada em 400 mL de H,O:MeOH (9:1) e extraido trés
vezes (400 mL de solvente, cada vez) com cada um dos solventes utilizados na particdo. As
particbes foram realizadas com Hexano, DCM, AcOEt e n - BuOH. Este procedimento
permitiu uma separagdo preliminar dos constituintes quimicos para a avaliacdo da atividade

leishmanicida.

4.6 Curvas de padronizacdo para determinacao da abundancia relativa de substancias

fendlicas e flavonoides

Para a dosagem dos extratos e fracdes quanto ao teor de fenolicos totais, utilizou-se o
Pirogalol como substancia padréo para obtencdo da curva padrdo e comprimento de onda de
510 nm. A dosagem de flavonoides totais utilizou-se a comparagdo com quercetina e com
naringenina e comprimento de onda de 415 nm . A metodologia para a dosagem de fendlicos
e de flavonoides baseou-se na Farmacopeia Brasileira (Brasil, 2010). A curva-padréo é um
ponto de referéncia também para a linearidade da relacédo entre concentracéo e absorbancia

no espectrofotdmetro. A curva foi considerada apropriada para analise quando R > 0,98.

4.7 Curva de crescimento de Leishmania

Para a determinacdo das fases de crescimento dos parasitas nas condigdes

estabelecidas de cultivo, foi realizada a curva de crescimento em meio liquido Schneider
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Insect Medium (Sigma®) suplementado com 10% de Soro fetal bovino inativado (SFBi). Os
parasitas foram cultivados (forma promastigota das espécies estudadas) a partir de uma
concentracdo de 10° células/mL. A contagem dos parasitas foi realizada em intervalos de 12

horas até a observacdo de menos de 10% de sobrevivéncia.

4.8 Padrdes de drogas utilizadas como controles in vitro e in vivo

4.8.1 Padrdes de bioensaios in vitro:
Pentamidina foi utilizada nas concentracfes de diluicdo do composto isetionato de
pentamidina (Pentcarinat®) sendo estas concentracées a maxima de 10 pg/mL e minima de

0,0625 pg/mL.

4.8.2 Padrdes de bioensaios in vivo;
Antimoniato de meglumine (Glucantime®) foi utilizado como padrdo de controle
positivo nos experimentos in vivo. Foi utilizado tendo como base a dose indicada pela OMS

(2012) de 20 mg/Sh"/Kg/dia.
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CAPITULO I
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RESUMO

A leishmaniose é uma doenca endémica causada por espécies do género
Leishmania, originando as formas tegumentares (cuténea, muco-cutanea, cutanea-difusa) e
visceral em humanos, afetando mais de 12 milhdes de pessoas em todo mundo. O tratamento
da leishmaniose tegumentar é dificil, devido ao escasso numero de drogas capazes de
eliminar completamente a forma intracelular do parasita. No presente estudo, o objetivo foi
avaliar: i) atividade anti-Leishmania de diferentes extratos de Libidibia ferrea contra
promastigotas de Leishmania (Leishmania) amazonensis e Leishmania (Viannia)
guyanensis, ii) citotoxicidade e anti-amastigotas atividade dos extratos mais ativos e iii)
propriedades fitoquimicas para guiar a identificacdo dos compostos ativos. A analise
quimica mostrou que o extrato metanolico de epicarpo (EpMeOH) contém altos niveis de
compostos fendlicos, como flavonoides. Extratos hexanicos das folhas (FOHEX) apresentou
atividade contra L. (L.) amazonensis, com valor ECsy de 53,09 pg/mL e extrato EpMeOH
resultou em reduc&o significativa de promastigotas viaveis de L. amazonensis com ECs de
15,4 pug/mL. FoMeOH foi extrato o mais ativo para L. guyanensis, com ECsy de 129,42 ug/
mL seguido de EpMeOH com um ECsy de 173,11 pg/mL. Concentragdes elevadas de
flavonoides e fenolicos nos extratos ativos EpMeOH e FOMeOH guiaram para a avaliacao
de quercetina e naringenina comerciais, sendo que naringenina apresentou atividade contra
L. amazonensis (ECsp 0,26 pg/mL). EpMeOH demonstrou inibicdo potencial de formas
amastigotas de L. guyanensis (ECso 303,36 pg/mL), e baixa citotoxicidade nas células de

macrofagos J774.

Palavras-chave: Leishmania, produtos naturais, anti-Leishmania, Fabaceae, bioensaios,

fendlicos
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ABSTRACT

Leishmaniasis is an endemic disease caused by species of genus Leishmania,
originating cutaneous, muco-cutaneous and visceral leishmaniasis in humans and affecting
more than 12 million people. Treatment of cutaneous leishmaniasis (LC) is difficult due to
scarce number of drugs capable to eliminate completely the intracellular form of parasite. In
the present study, the aim was evaluate: i) anti-leishmanial activity of different extracts of
Libidibia ferrea against promastigotes of Leishmania (Leishmania) amazonensis and
Leishmania (Viannia) guyanensis, ii) cytotoxicity and anti-amastigotes activity of more
active extracts and iii) phytochemical properties to lead the identification of the active
compounds. Chemical analysis showed that the methanolic extract from epicarp (EpMeOH)
contain high levels of phenolic compounds, like flavonoids. Leaves hexane extracts
(LeaHEX) showed activity against L. amazonensis, with ECsg value of 53.09 pg/mL after 48
hours and EpMeOH extract resulted in significant reduction of viable promastigotes of L.
amazonensis with ECso of 15.4 pg/mL in 48 hours. LeaMeOH extract was the most active
for L. guyanensis, with ECsy 129.42 pug/mL in 24 hours, follow by EpMeOH with a ECs; of
173.11 pg/mL in 24 hours. Due high levels of flavonoids content determinate in active
extract EpMeOH and LeaMeOH, quercetin and naringinin were evaluated and naringinin
showed activity against L. amazonensis (ECsp 0.26 pg /mL). EpMeOH demonstrated
inhibition potencial of amastigotes forms of L. guyanensis (ECso 303.36 pug/mL), and low

cytotoxicity in cells of macrophages J774.

Key words: Leishmania, natural products, anti-leishmanial, Fabaceae, bioassays, phenolics

42



INTRODUCAO

A Leishmaniose Tegumentar (LT) constitui um problema de sadde publica em 98
paises, distribuidos em quatro continentes (Américas, Europa, Africa e Asia), com registro
anual de dois milhdes de novos casos registrados por ano e mais de 15 milhdes de pessoas
infectadas no Mundo, em uma area de risco que engloba mais de 350 milhdes de pessoas
(Alvar et al, 2012). Em 2011 foram notificados mais de 57.000 casos da leishmaniose
cutanea e mucosa nas Américas, sendo no Brasil a maior concentracdo de casos, cerca de
40% (PAHO, 2013).

Os parasitos do género Leishmania (Kinetoplastida: Trypanosomatidae), sao
protozoarios digenéticos (heteroxenos), que tem o seu ciclo biologico desenvolvido em dois
hospedeiros, um vertebrado e um invertebrado. Esses parasitas apresentam duas formas
evolutivas distintas: 1) amastigota: forma arredondada ou oval com 2 a 7 um de didmetro,
com um nucleo esférico e compacto, sem flagelo livre. Esta forma € intracelular,
multiplicando-se nos macrdéfagos da pele e em visceras dos hospedeiros vertebrados; ii)
promastigota: é fusiforme, com 16 a 18 um de longitude e ¢ flagelada. Esta forma encontra-
se no tubo digestivo do flebotomineo transmissor e também pode ser observada em meio de
cultura (Lainson e Shaw, 1979).

Quando os promastigotas de Leishmania séo pela primeira vez introduzidos na pele
humana, o parasitismo induz a proliferagdo das células histiocitarias e a fagocitose dos
flagelados por macréfagos teciduais que, além de ndo conseguirem destruir os parasitas,
ainda permitem sua multiplicacdo no interior dos vactolos digestivos. Os amastigotas
multiplicam-se livremente no compartimento acido dos fagolisossomas e escapam dos
sistemas de defesa do hospedeiro (Frezard et al. 2005). A interacdo macréfago-promastigota

¢ um fendmeno mediado primariamente pela protease gp63, lipofosfoglicano, além
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receptores como manose-fucose, receptor de complemento (CR1 e CR3) e receptor Fc
(Tanaka et al, 2007).

Os farmacos conhecidos e utilizados para o tratamento da leishmaniose tegumentar
apresentam uma série de dificuldades que incluem resisténcia do parasita e indugdo de
efeitos colaterais, que limitam sua utilizacdo e, principalmente, a eficacia. Além disso, todos
os farmacos que estdo disponiveis atualmente sdo de administracdo parenteral, o que exige
colaboracdo do paciente e, que infelizmente, muitos abandonam o tratamento, fator que
favorece o aparecimento de cepas resistentes (Silva-Lopez, 2010).

Estudos com produtos naturais tém mostrado potencial de extratos, fracdes,
substancias e 0leos obtidos de especies encontradas em diferentes espécies vegetais (Rocha
et al., 2005). Atividade leishmanicida foi detectada em benzofenonas preniladas isoladas de
Garcinia brasiliensis (Pereia et al., 2010) e também em oOleo de copaiba extraido de
diferentes espécies do género Copaifera (Santos et al., 2008).

Uma mistura de alcaloides extraidos de Ervatamia coronaria (Apocynaceae)
mostrou atividade inibitéria em amastigotas de Leishmania. (Viannia) braziliensis em
sistemas in vitro (Rodriguez et al., 2008). Alcaloides oxoaporfinicos isolados de Annona
mucosa, assim como, extratos de folhas e sementes desta espécie também apresentaram
resultados de inibicdo in vitro em promastigotas e amastigotas de trés espécies de
leishmanias (Lima, et al, 2012).

Os compostos fendlicos, naturais ou modificados por sintese, também tém
demonstrado atividade leishmanicida, como chalconas polisubstituidas que mostraram
atividade contra L. (L.) amazonensis, L.(V.) peruviana e L. (V.) braziliensis (Aponte et al.
2010). Neolignanas naturais isoladas de Virola surinamenis mostraram atividade inibitéria

contra L. (L.) donovani (Barata et al, 2000), assim como, flavonoides isolados das folhas de

44



Baccharis retusa foram ativos contra espécies de Leishmania sp nas formas amastigotas e
promastigotas (Greco et al, 2012).

A espécie Libidibia ferrea var ferrea (Mart. ex Tul.) LP Queiroz, (Caesalpinia ferrea
basiébnimo), € conhecida popularmente como pau-ferro, juca, pau-ferro-verdadeiro, jucaina e
pau de jucd (Souza e Lorenzi, 2012). Pertence a familia Fabaceae — subfamilia
Caesalpinoideae, considerada uma das mais importantes familias botanicas, distribuida em
todo o mundo, especialmente nas regibes tropicais e subtropicais. Estudos quimicos com
esta espécie tém demonstrado a presenca de compostos fendlicos com possiveis aplicacdes
farmacologicas, como chalconas e polifenodis (Nakamura et al, 2002; Nozaki et al, 2007).

A atividade antimicrobiana dos frutos de L. ferrea contra patdgenos orais foi avaliada
por Sampaio et al. (2009), indicando que o extrato inibiu 0 crescimento in vitro de espécies
como Streptococcus mutans, Streptococcus sp. e Candida albicans. Estudos quimicos deste
extrato por técnica de Ressonancia Magnética Nuclear revelaram a presenca de hidroxilas
fenolicas e compostos metoxilados (Sampaio et al, 2009). Atividade cicatrizante dos frutos
de Juca foi verificada em estudos in vivo utilizando caprinos como modelo experimental
(Oliveira et al, 2010), apresentando aspectos clinicos de cicatrizagdo mais rapida que o
grupo controle. Testes in vitro demonstraram a atividade leishmanicida de extratos de
frutos, sementes e partes dos frutos de L. ferrea para as espécies L.(L.) amazonensis e L.(V.)
guyanensis (Cortez, 2004; Falcéo, 2010).

O presente estudo tem por objetivo a avaliacdo da atividade anti-leishmania de
extratos obtidos de folhas, galhos e frutos de L. ferrea contra as formas promastigotas e
amastigotas de L. (V.) guyanensis e L. (L.) amazonensis em sistemas in vitro, avaliar a
atividade citotoxica, e determinar propriedades quimicas dos extratos mais ativos, guiando o

fracionamento para a obtengéo das substancias e frag0es mais ativas.
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METODOLOGIA

Coleta do material vegetal: As partes vegetais (folhas, galhos e epicarpo) foram coletadas

de um individuo de Libidibia ferrea (Mart. Ex Tul.) LP Queiroz presente em uma
propriedade particular do bairro Parque Dez de Novembro, Manaus, Amazonas, no periodo
de frutificacdo da espécie (junho). Exsicata preparada foi identificada pelo pesquisador Dr.
Mike Hopkins, do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazodnia, e depositada no Herbario

do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia sob o0 nimero de identificacdo 246150.

Preparacdo dos extratos: O material vegetal foi seco em estufa de circulacdo forcada, com

temperatura inferior a 45 °C. Apds a secagem, as partes foram moidas e pulverizadas em
moinho de facas. Apos a pulverizagdo, os materiais foram extraidos com hexano e metanol
(VETEC®). Foram realizadas trés extracdes com cada solvente utilizando banho de
ultrassom por 20 minutos, em cada extracdo. O volume de cada solvente utilizado manteve a
proporcdo de 250 mL de solvente para cada 100 g de material pulverizado, em cada
extracdo. Apds o banho em ultrassom, o material foi filtrado, e o residuo vegetal apds as trés
extracBes com o solvente foi seco a temperatura ambiente. Os extratos foram concentrados

em rotaevaporador (Buchi).

Abordagem fitoquimica: Os extratos obtidos foram analisados por Cromatografia em

Camada Delgada Comparativa, empregando-se diferentes sistemas de eluigéo, e reveladores
fisicos (luz ultravioleta) e quimicos (anisaldeido sulfurico, iodo ressublimado, reagente de

Dragendorff e cloreto férrico). Esta andlise teve por objetivo uma avaliacdo preliminar da
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presenca das classes de substancias presentes nos extratos e fracbes, como terpenos e
esteroides, alcaloides e compostos fenolicos, tais como os flavonoides.

Dosagem de fenolicos totais e flavonoides totais: Para a dosagem de fenolicos totais, 0s
extratos foram dissolvidos em metanol ou isopropanol (Prolabo®) e o volume de 1000 pL
das amostras (1,0 mg. mL™) foi diluido em 2000 pL de trietanolamina 5% e 1000 pL de
cloreto férrico 0,165%. A leitura da absorbancia foi realizada em espectrofotémetro (510
nm), e as reacdes foram realizadas em triplicata e comparadas com curva padrdo com
concentracdes conhecidas de pirogalol (Merk®). Para a dosagem de flavonoides totais, os
extratos foram dissolvidos em metanol ou isopropanol, e o volume de 500 puL das amostras
(1,0 mg. mL™Y) foi diluido em 100 pL de acetato de sédio 1,0 mol. L™ e 100 uL cloreto de
aluminio 10%. A leitura da absorbancia foi realizada em espectrofotometro (415 nm) e as
reacOes foram realizadas em triplicata e comparadas com curva padrdo de concentracdes
conhecidas de naringenina e quercetina (Merk®). A metodologia para a dosagem de
fenolicos e de flavonoides baseou-se na Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2010). Os

resultados sdo expressos em abundancia relativa porcentual e calculados pela equacéo:
[Pyrogalol/ Quercetina/ Naringeninaleq = (|AABS| - a) / b x 100
a = coeficiente linear da curva de pyrogalol/Quercetina/naringenina

b = coeficiente angular da curva de pirogalol/Quercetina/naringenina

Bioensaios in vitro

Cultivo celular e preparo de massa parasitaria: foram utilizadas as espécies Leishmania
(Leishmania) amazonensis (IFLA/BR/67/PH8), Leishmania (Leishmania) amazonensis

(MHO/BR/2009/IM5584) e Leishmania (Viannia) guyanensis (MHO/BR/95/M4147),
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mantidas no Laboratério de Leishmaniose e Doenca de Chagas, CSAS, INPA. As forma
promastigotas de L. (V.) guyanensis e L. (L.) amazonensis para utilizacdo nos bioensaios in
vitro foram mantidas e cultivadas em meio Drosophila Medium Schneider completo
(Sigma), suplementado com 10% de SFBi e gentamicina (40 pg/mL), e mantidos em estufa
a 25 °C, de acordo com JAFFE et al. (1984). Foi realizada curva de crescimento
previamente a realizacdo dos bioensaios. Os macrdfagos da linhagem J774 foram mantidos

em meio RPMI-1640 (Himedia®) em garrafas de cultura em estufa a 37 °C.

Avaliacdo da atividade anti-leishmania em promastigotas: Os experimentos foram
realizados em placas de 96 pocos, empregando formas promastigotas em fase logaritmica
tardia (10° células/mL), com a metodologia de acordo com Fumarola et al. (2004). Os
extratos de L. ferrea foram diluidos em dimetilsulféxido (DMSO — Vetec®), (3% v/v) e em
meio Schneider sem adicdo de SFBi e filtrados em membrana Millipore® 0,22 pm em
ambiente estéril. Extratos de L. ferrea foram avaliados nas concentragdes de 500 a 32
pug/mL, os flavonoides quercetina e naringenina foram avaliados nas concentracdes de
inferiores a 30 ug/mL. Pentamidina (Pentacarinat®) foi utilizada como controle positivo na
concentragdo maxima de 10 pg/mL e minima de 0,0625 pg/mL e DMSO (3%v/v) foi
utilizado como controle negativo. A atividade das amostras foi avaliada pela inibicdo do
crescimento e mortalidade de promastigotas de L. (L.) amazonensis e L. (V.) guyanensis nos
periodos de 24, 48 e 72 horas, na temperatura de 25 °C em estufa. Os bioensaios foram
realizados em triplicatas e repetidos duas vezes. A contagem dos parasitas foi realizada em
hemocitémetro. A média do nimero de células vivas foi utilizada para calcular por regressdo
linear e calcular os valores de CEsp (concentragdo efetiva para 50% dos parasitas). O valor
da CEsgp é utilizado para expressar os resultados das atividades das amostras avaliadas e

selecionar as que se apresentam mais ativas para estudos posteriores.
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Avaliacdo da atividade citotéxica em Macréfagos: macréfagos da linhagem J774 (10°
células/mL) foram cultivados previamente em placa de polietileno de 24 pogos contendo
meio RPMI 1640 com a suplementagdo de 10% de SFBi (Biosul), durante 24 horas a 37 °C.
Ap0ds este periodo, houve a troca do meio com a adi¢do de concentragdes dos extratos de L.
ferrea. A incubagdo dos macrdfagos foi em estufa a 37 °C, por 48 horas na presenca das
amostras. Apos este periodo foi adicionado 20 pL do reagente MTT (brometo de 3-[4,5-
dimetil-2-tiazolil]-2,5-difenil-2H-tetrazolium) (Roche®) e apés 4 horas de incubacdo foram
adicionados 100 pL de solucdo de solubilizacdo. Os macrofagos foram incubados por mais
12 horas e, em seguida, foram realizadas as leituras colorimétricas em espectrofotémetro
(Bio-Tek®), utilizando os comprimentos de onda de 590 nm. O célculo para a obtencéo do
valor de CEso foi por regressdo linear. A avaliacdo ocorreu também pela contagem de
macrofagos viaveis utilizando o reagente Azul de Tripan, e visualizagdo em microscopio

optico.

Avaliacdo da atividade anti-leishmania em amastigotas intracelulares: macréfagos da
linhagem J774 foram incubados em placa de 24 pocos (10° células/mL), em meio RPMI-
1640 completo a 37°C, por 48 horas. Apés este periodo, os macréfagos (1,0 x 10°
células/mL) foram infectados com 10° promastigotas/mL (1:10 célula/parasita) por, no
maximo, quatro horas. As espécies de Leishmania avaliadas foram L. (V). guyanensis e L.
(L.) amazonensis. Em seguida, os pogos foram lavados com RPMI para a remogédo dos
promastigotas ndo interiorizados. Os macrdfagos infectados com promastigotas foram
incubados na presenca dos extratos de L. ferrea que apresentaram maior potencial anti-
leishmania contra promastigotas de L. (V.) guyanensis e L. (L.) amazonensis e auséncia de

atividade citotoxica. Apos 48 horas de incubacgdo em estufa a 37 °C, os pogos foram lavados
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com solucdo salina, as laminulas de vidro foram removidas, e as células infectadas fixadas e
coradas utilizando método panotico adaptado para testes utilizando macréfagos. Foram
avaliados o nimero de macrofagos infectados (200 macrofagos por replicata) e o nimero de
amastigotas por macrofagos. A avaliacdo destes parametros foi realizada por observagdo em
microscépio éptico. Pentamidina (Pentacarinat®) foi utilizada como controle positivo do
experimento, enquanto o controle negativo correspondeu as células infectadas com os
parasitos na presenca de DMSO (3% v/v). O valor de CEsy para a forma amastigota foi

calculado utilizando regressao linear.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Este trabalho buscou verificar a atividade antiparasitaria contra espécies de
Leishmania de diferentes extratos obtidos da espécie vegetal Libidibia ferrea. O extrato que
apresentou maior rendimento foi o extrato metandlico do epicarpo (EpMeOH) (tabela 3),
possuindo até 40% de rendimento. Os extratos hexanicos, porém, apresentaram rendimento
muito baixo, onde todas as partes extraidas com hexano mostraram rendimento abaixo de
2% (tabela 3). Este fato pode ser atribuido a presenca de compostos com maior polaridade
em maior quantidade, como ja anteriormente verificado po Falcao (2010).

Com o objetivo de obter o perfil dos principais grupos de produtos naturais presente
nos extratos de L. ferrea e comparar o perfil com a literatura, direcionando os estudos
quimicos, os extratos e fragdes foram submetidos a analise por cromatografia em camada
delgada comparativa (CCDC). A fase mével DCM:AcOEt (9:1 v/v) apresentou a melhor
resolucdo para o0s extratos hexanicos. Os extratos metandlicos apresentaram melhor
resolucdo na cromatoplaca quando eluidos com a fase AcCOEt:MeOH (2:8 v/v). Os extratos

metandlicos, quando revelados com cloreto férrico, apresentaram forte reacdo e bandas bem
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acentuadas, principalmente o extrato EpMeOH. O reagente de Dragendorff foi o Unico que
ndo revelou nenhuma mancha para nenhum extrato, 0 que mostra a baixa concentracdo ou
auséncia de alcaloides. Estudos em relacdo a composicdo quimica de espécies do género
Caesalpinia ou Libidibia mostram que as substancias fendlicas, especialmente taninos e
flavonoides, sdo as mais representativas nos extratos obtidos destes exemplares (UEDA et
al. 2001). Dentre os constituintes quimicos descritos na literatura para o género Libidibia
destaca-se a presenca de polifendis. Outra classe de substancias que tem sido caracterizada
sdo os terpenoides, que em geral sdo extraidos com solventes de baixa polaridade (COTA et

al., 2011).

Tabela 3 — Rendimento dos extratos de Libidibia ferrea (Mart. Ex Tul) LP Queiroz

Parte Material Extrato Rendimento  Extrato Rendimento
seco (9) Hex (g) Hex (%) MeOH (g) MeOH (%)
Epicarpo 2,100 3,8 0,18 850 40,4
Folhas 160 2,42 151 24,73 15,45
Galhos 200 3,0 1,5 25,0 12,5

Devido a verificacdo da presenca de compostos fenolicos nos extratos e os relatos de
atividades bioldgicas que estas substancias apresentam, os extratos foram submetidos a
analise do teor de substancias fendlicas e de flavonoides. Durante as diluigdes dos extratos
hex&nicos dos galhos e do epicarpo com os reagentes utilizados para as reagOes da
quantificacdo de flavonoides, ocorreu a turbidez da solugdo, que se manteve persistente
mesmo apos agitagdo, inviabilizando os resultados com estes extratos.

Os extratos metanolicos apresentaram uma concentracdo elevada de compostos

fenodlicos, possuindo 5,14% deste grupo de substancias presentes nos extratos do epicarpo e

51



4,94% presente nos extratos das folhas (tabela 4). Entre os compostos fendlicos, o grupo dos
flavonoides também apresentou uma abundéancia relativa elevada. Quando comparadas entre
a equivaléncia com quercetina (flavonol) e a naringenina (diidroflavona), a primeira mostrou

teores mais elevados em ambos 0s extratos.

Tabela 4 — Determinacdo da abundancia relativa de fendlicos e flavonoides presentes nos

extratos de Libidibia ferrea

% Fenolicos % Flavonoides % Flavonoides
Extratos totais* (Quercetina) (Naringenina)
FoHex 1,28 £ 0,19 0,66 + 0,07 0,52 +0,09
FoMeOH 4,94 + 0,17 2,21+0,14 1,91 + 0,06
FoHCI** 4,318 + 0,27 0,427 £ 0,08 2,465 + 0,10
FONH,OH*** 3,220+ 0,42 0,326 + 0,09 1,876 + 0,17
EpMeOH 5,14 + 0,23 1,90 £ 0,13 1,64 +£0,19
EpHCI** 2,677 +£0,16 1,507 £ 0,12 1,584 + 0,11
EpNH,OH*** 0,438 + 0,08 0,5676 + 0,09 0,3846 + 0,02

* A abundancia relativa dos fenolicos totais utilizou como padrdo a reacdo com
pirogalol.

** Extratos preparados com solucéo acidificada por HCI (pH = 4,0)

*** Extratos preparados com solugéo alcalina de NH,OH (pH = 9,5)

Port’s (2011) observou em um estudo com nove espécies vegetais, preparados na
forma de chés, que os teores mais elevados de compostos fendlicos estavam presentes na
espécie L. ferrea. Acido galico e acido elagico foram quantificados por HPLC em extratos
dos frutos de L. ferrea por Cunha et al. (2012), indicando valores acima de 2,49% de acido
gélico e 5,89% de acido eléagico. Estes valores obtidos foram muito proximos a concentracéo
observada no extrato metanolico dos frutos, indicando uma constancia do elevado teor de

compostos fenolicos produzidos por L. ferrea, mesmo em individuos presentes em regides
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de condi¢des ambientais diferenciadas. No trabalho realizado por Cunha et al. (2012), a
melhor metodologia extratora dos compostos de L. ferrea empregou solventes com pH 4,6
sob aquecimento a 75 °C. Por este motivo, uma aliquota de 200 g de material vegetal
pulverizado foi extraido também com solug6es acidificadas com acido cloridrico (pH 4,0) e
alcalinizadas com hidroxido de amoénio (pH 9,5). A concentracdo de compostos fenolicos
presentes no extrato acido (2,66%) foi menor que no extrato metandlico (5,14%) do
epicarpo.

Considerando o levantamento de trabalhos realizados anteriormente com os extratos de
L. ferrea, o juca, frente ao tratamento da leishmaniose, verificou-se que os extratos dos
frutos, sementes e do epicarpo foram avaliados quanto a sua acdo em promastigotas de L.
(V.) guyanensis (Cortez, 2004; Falcdo, 2010). Partes diferentes de um mesmo individuo
podem apresentar uma grande variacdo quanto aos metabolitos secundarios presentes, assim
como o teor destes metabdlitos, e, consequentemente podem apresentar uma acao biologica
diferente. Por este motivo, as folhas e os galhos de juca, disponiveis para a coleta em
qualquer periodo do ano, diferente dos frutos, também foram avaliados quanto a agédo de
seus extratos (hexanico e metandlico) frente a L.(L.) amazonensis.

A tabela 5 apresenta os valores calculados de CEsp da avaliagdo dos extratos contra as
formas promastigotas de Leishmania. Observa-se que o extrato mais promissor foi o extrato
metanolico do epicarpo (EpMeOH) com o CEsg de 15,04 pg/mL (tabela 5) contra L.(L.)
amazonensis (PH8). Porém, este extrato apresentou menor atividade contra a cepa L.
amazonensis (IM 5584) e atividade baixa contra L. (V.) guyanensis. Quando avaliado a
atividade em relagdo ao tempo de incubagdo na presenca deste extrato, observa-se que ha
uma estabilidade na concentracdo de parasitas vidveis entre 48 e 72 horas (figuras 7, 8 e 2),
0 que pode indicar uma atividade acumulativa deste extrato, impedindo a multiplicacdo de

células viaveis, seja por alguma acdo toxica moderada a leve ou por restricdo metabolica.
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Este extrato apresentou concentracdes elevadas de fendlicos, os quais ja mostraram atividade
inibitdria na sintese de DNA, por interaces com a topoisomerase Il de Leishmania (Sen &

Chatterje, 2011).

Tabela 5 — Atividade anti-leishmania em promastigotas em seus valores calculados de CEsg
por regressdo linear (modelo Deming) para os extratos de epicarpo, folhas e galhos de

Libidibia ferrea.

CEso [ng/mL]

L. amazonensis L. amazonensis L. guyanensis
Amostras (IM 5584) (PH8) (M4147)
EpHex > 500 > 500 > 500
FoHex 53,09 + 4,48 106,38 + 2,99 > 500
GaHex > 500 455 + 6,62 > 500
EpMeOH 161,38 + 3,71 15,04 +2,54 173,11+ 1,86
FoMeOH 307,46 +2,49 210,21 £2,26 129,42 + 2,79
GaMeOH > 500 322 +6,9 178,38 + 2,99
Quercetina 16,94 £ 0,22 Nt* 14,91 £ 0,19
Naringenina 0,26 £0,21 Nt* 0,74 +£0,15
Pentamidina 1,62 £ 0,10 2,93 +0,82 1,25+ 0,07

*Nt = ndo realizado o teste

O segundo extrato com maior atividade foi o extrato hexanico das folhas (FoHex), o
qual mostrou maior atividade contra L.(L.) amazonensis (IM 5584), com valor de CEsy de
53,09 pg/mL. Os demais extratos hexanicos ndo apresentaram atividade na maior
concentracdo testada para L. (L.) amazonensis. Porém o extrato FoHex apresentou baixa
atividade anti-leishmania quando avaliado seu potencial contra L.(V.) guyanensis (figura 29)

apresentando ECsg de 430,50 pug/mL (tabela 5).
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Figura 2 - Atividade anti-leishmania dos extratos de Libidibia ferrea (Mart. Ex Tul.) LP
Queiroz  frente a  promastigotas Leishmania  (Leishmania)  amazonensis
(MHO/BR/2009/IM5584). A- Extrato hexano das folhas B — Extrato metandlico das
folhas C — Extrato hexano do epicarpo D — extrato metandlico do epicarpo E — extrato
hexano dos galhos F — extrato metanélico dos galhos. Os parasitas (10° cell/mL) foram
cultivados em diferentes concentracbes 25 °C e avaliados em 24, 48 e 72 horas.
Pentamidina (Pentacarinat® 10 pg/mL) foi usado como controle positivo e o controle

negativo é considerado a concentracdo de parasitas em meio Schneider.
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Figura 3 Atividade anti-leishmania dos extratos de Libidibia ferrea (Mart. Ex Tul.) LP
Queiroz  frente a promastigotas Leishmania  (Leishmania) amazonensis
(IFLA/BR/67/PH8). A- Extrato hexano das folhas B — Extrato metandlico das folhas C
— Extrato hexano do epicarpo D — extrato metandlico do epicarpo E — extrato hexano
dos galhos F — extrato metanélico dos galhos. Os parasitas (10° células/mL) foram
cultivados em diferentes concentragfes 25 °C e avaliados em 24, 48 e 72 horas.
Pentamidina (Pentacarinat® 10 pg/mL) foi usado como controle positivo e o controle

negativo é considerado a concentracdo de parasitas em meio Schneider.

56



Para a espécie L. (V.) guyanensis, 0 extrato que mostrou maior atividade foi extrato
metanolico das folhas (FoMeOH), com valor de ECs de 129,42 pug/mL (figura 9). Quando
verificada a atividade frente a L. (L.) amazonensis (PH8), esta cepa mostrou-se mais
susceptivel a presenca dos extratos, sendo o extrato EpMeOH o mais ativo, com ECs, de
15,4 ug/mL. Os resultados da atividade contra L. (V.) guyanensis dos extratos metandlicos
mostram que a maior atividade foi observada no periodo de 24 horas de incubacéo, sendo o
extrato mais promissor o FoMeOH, com ECs, de 83,35 pg/mL, seguido do extrato EpMeOH
com ECsg de 89,39 pg/mL.

Padrées comerciais de quercetina e naringenina (Merk®) e o farmaco isotianato de
pentamidina (Pentacarinat®) foram avaliados quanto a atividade contra as formas
promastigotas de L. (L.) amazonensis e L. (V.) guyanensis. O flavonodide naringenina foi
mais ativo, principalmente com resultados contra L. amazonensis, com ECs, de 0,26 pg/mL.
Os valores de ECsy de quercetina e naringenina foram utilizados para comparagdo com 0s
dos extratos, tomando como relagdo o porcentual de flavonoides determinados pela reacao
com cloreto de aluminio.

O extrato EpMeOH apresenta 1,9% de equivaléncia com a quercetina, 0 que
representaria 3,05 pg/mL do valor de ECso observado contra L. (L.) amazonensis e 5,18
pg/mL para L. (V.) guyanensis. Comparando com os valores observados para a quercetina
isolada, 16,94 e 14,91 pg/mL respectivamente para cada espécie, pode-se verificar que os
valores mais baixos encontrados nos extratos indicam que a atividade deve ser atribuida ao
conjunto com outros metabdlitos secundarios, podendo indicar sinergismo. Entretanto,
quando se compara os valores de ECsy do flavonoide naringenina, em relacdo ao seu
equivalente com este extrato, ha um valor menor para a naringenina isolada (0,26 pg/mL

para L. (L.) amazonensis) enquanto o extrato corresponde a 2,64 pg/mL para esta espécie.
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Figura 4 - Atividade anti-leishmania dos extratos de Libidibia ferrea (Mart. Ex Tul.) LP

Queiroz frente a promastigotas Leishmania (Viannia) guyanensis (MHO/BR/95/M4147)

A- Extrato hexano das folhas B — Extrato metandlico das folhas C — Extrato hexano do

epicarpo D — extrato metandlico do epicarpo E — extrato hexano dos galhos F — extrato

metanélico dos galhos. Os parasitas (10° células/mL) foram cultivados em diferentes

concentragdes 25 °C e avaliados em 24, 48 e 72 horas. Pentamidina (Pentacarinat® 10

pug/mL) foi usado como controle positivo e o controle negativo € considerado a

concentracéo de parasitas em meio Schneider.



Quando avaliado o potencial citotoxico dos extratos mais promissores - EpMeOH,
FoMeOH e FoHex - o extrato EpMeOH mostrou-se menos citotoxico (figura 10), com ECsy
acima de 500 pg/mL. O indice de seletividade (IS) calculado para L. (L.) amazonensis para 0
extrato EpMeOH foi 5,68 (tabela 6). Por este motivo este extrato foi selecionado para
avaliacdo do potencial anti-leishmania nas formas intracelulares em macrofagos infectados
(figura 11 e 12). Os resultados mostraram que o extrato metanolico mostrou baixa atividade
contra L. (L.) amazonensis (IM5584) e maior atividade contra Leishmania (V.) guyanensis.
O valor de ECs para amastigotas de L. (V.) guyanensis foi de 303,36 pg/mL.

Avaliando em conjunto os resultados quimicos com os bioldgicos, 0 extrato Epicarpo
MeOH é o mais promissor para futuros estudos, apresentando alto rendimento de extragéo,
alto teor de fendlicos e flavonoides, atividade contra as formas promastigotas de L. (V.)
guyanensis e L. (L.) amazonensis e amastigota de L. (V.) guyanensis, além de apresentar

baixa citotoxicidade em macrofagos J774.

Tabela 6 — Atividade citotdxica em macrofagos J774 e o IS calculado para para 0s extratos
mais promissores Libidibia ferrea quando avaliados contra as formas promastigotas de

Leishmania. (Leishmania) amazonensis e Leishmania. (Viannia) guyanensis.

CEso (ug/mL) IS
Extratos Macréfagos J774 L. amazonensis L. guyanensis
EXEpMeOH > 500 > 5,68 >1,83
ExFoMeOH 281,89 + 3,83 0,92 0,46
ExFoHex 285,28 +4,9 3,58 0,66
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Figura 5 - Atividade citotoxica dos extratos mais ativos em macrofagos de linhagem
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Figura 6 - — Atividade do extrato metanolico do epicarpo de Libidibia ferrea frente a
formas amastigotas interiorizadas em macrofagos da linhagem J774. Espécies:
Leishmania (Leishmania) amazonensis (MHO/BR/2009/IM5584) e Leishmania

(Viannia) guyanensis (MHO/BR/95/M4147). Incubagcéo 48 horas a 25 °C.
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Os resultados em amastigotas mostraram que o extrato EpMeOH apresentou um
potencial de atividade com valor mais elevado, embora relatos na literatura mostrem que
esse perfil € comum quando as substéncias sdo avaliadas frente as formas amastigotas, pois
envolvem mecanismos bioquimicos, como a entrada nas células hospedeiras (Singh et al.,
2014). Observou-se por microscopia que a morfologia celular do macréfago permaneceu

integra mesmo na presenca do EpMeOH (figura 12).

Figura 7 — Efeito da atividade do extrato de Libidibia ferrea (250 pg/mL) contra
amastigotas de Leishmania (Leishmania) amazonensis (MHO/BR/2009/IM5584) e
Leishmania (Viannia) guyanensis (MHO/BR/95/M4147) em macro6fagos de linhagem J744.
A. Macréfagos infectados com L. guyanensis — grupo controle; B. Macréfagos infectados

expostos a pentamidina; C. Macrdfagos infectados expostos ao extrato EpMeOH. 1000X.

CONCLUSOES

O extrato metandlico do epicarpo de L. ferrea mostrou-se 0 mais promissor
para a utilizacdo no tratamento da leishmaniose, apresentando atividade inibitoria frente as
duas espécies avaliadas, um elevado teor de compostos fenolicos e o melhor rendimento

extrativo.
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RESUMO

Leishmaniose Tegumentar € uma doenca parasitaria endémica nos cinco
continentes, transmitido pela picada do inseto flebotomineo, e causada por protozoarios do
género Leishmania. Os farmacos de primeira escolha da terapia da leishmaniose sao
antimoniais pentavalentes tais como Glucantime® e segundos pentamidina e anfotericina B.
No entanto, estes farmacos apresentam efeitos adversos. Produtos naturais derivados de
plantas constituem uma fonte promissora para a busca de alternativas para o tratamento de
diferentes doencas, incluindo a leishmaniose. Os extratos metanolicos dos frutos de
Libidibia ferrea apresentou potencial anti-leishmaniose em trabalhos anteriores realizados
por este grupo de pesquisa. Assim, 0 presente estudo tem como objetivo avaliar as fracdes
do extrato de metanolico quanto ao potencial anti-leishmania, citotoxica e propriedades
quimicas. Extrato EpMeOH de L. ferrea foi particionado com solventes hexano,
diclorometano, acetato de etila e n-butanol. A atividade das fraccOes obtidas a partir de
extracto de L. ferrea foram avaliadas para a inibicdo do crescimento ou mortalidade
promastigotas e amastigotas de Leishmania (V.) guyanensis e L. (L.) amazonensis e
actividade citotoxica em macréfagos ndo infectados J774. As analises cromatograficas
mostraram cinco composto na fragdo de 2-DCM, com presenca de compostos fenolicos e
terpendides. Os resultados mostraram que a fraccdo 2-DCM tem actividade contra L.
gyuanensis (ECsy de 38.05 pg/ml) e L. amazonensis (ECso de 12,77 pg/mL). A segunda
fraccdo mais ativa foi Fr3-AcOEt (EC50 83.20 pg/ml) Fr2-DCM também mostrou atividade
contra amastigotas em macréfagos infectados com L. amazonensis (EC50 64,26 ug/ml) e
baixa citotoxicidade. Estes resultados podem permitir investigar a fragdo com maior
potencial para futuros estudos de mecanismos celulares de acdo dos compostos ativos.

Palavras-chave: Libidibia ferrea, produtos naturais, leishmaniose, bioensaios
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ABSTRACT

Cutaneous Leishmaniasis is a parasitic disease endemic on five continents,
transmitted vector shape, the female sandfly, through the blood meal, caused by protozoa of
the genus Leishmania. The first choice of medicines used in disease therapy are pentavalent
antimonials such as Glucantime® and seconds pentamidine and amphotericin B, however,
these lines have moderate therapeutic efficacy due to the presence of various adverse
reactions. Natural products derived from plants constitute a promising source for the search
for alternatives in the treatment of different diseases, including leishmaniasis. The
methanolic extracts of the fruits of Libidibia ferrea presented potential anti-leishmanial on
previous work conducted by this research group. So, the present study aims evaluated the
fractions of the methanol extract for anti-leishmanial, cytotoxic and chemical properties.
Extract EpMeOH from Libidibia ferrea was partitioned with solvents hexane, methylene
chloride, ethyl acetate and n- butanol. The activity of the fractions obtained from L. ferrea
extract were evaluated for growth inhibition or mortality promastigotes and amastigotes of
Leishmania (V.) guyanensis and L. (L.) amazonensis and cytotoxic activity in uninfected
macrophages J774. Chromatographic analyses showed five compound in fraction 2-DCM,
with presence of phenolic and terpenoids. Results showed that the fraction 2-DCM has
activity against L. gyuanensis (ECsy of 38.05 pg/mL) and L. amazonensis (ECso of 12.77
png/mL). The second most active fraction for this species was the AcOEt fraction (ECs, 83.20
ug/ml) Fraction 2-DCM also showed activity against amastigotes in macrophages infected
with L. amazonensis (ECsy 64,26 pg/ mL) and low cytotoxicity. This results can allow
investigate the most promising fraction to future studies of cellular mechanisms of action of
active compounds.

Key-words: Libidibia ferrea, natural products, leishmaniasis, bioassays
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INTRODUCAO

Leishmanioses sdo doencas infecto-parasitarias, ndo contagiosas, sendo causadas por
protozoarios de diferentes espécies do género Leishmania, e que possuem a capacidade de
invadir e reproduzir-se dentro das células que fazem parte do sistema imunoldgico do
hospedeiro infectado (Gontijo e Carvalho, 2003; Brasil, 2010). Os parasitos possuem ciclo
de vida heteroxénico, alternando estaddios de vida entre hospedeiros mamiferos e
invertebrados, sendo transmitidos ao homem durante o repasto sanguineo do vetor
invertebrado (Bates, 2007).

A Leishmaniose Tegumentar (LT) constitui um problema de sadde publica em 98
paises, distribuidos em quatro continentes (Américas, Europa, Africa e Asia), com registro
anual de dois milhdes de novos casos registrados por ano e mais de 15 milhdes de pessoas
infectadas no Mundo, em uma area de risco que engloba mais de 350 milhdes de pessoas
(OMS, 2012). Em 2011 foram notificados mais de 57.000 casos da leishmaniose cuténea e
mucosa nas Ameéricas, sendo no Brasil a maior concentracdo de casos, cerca de 40%
(PAHO, 2013). E considerada pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS), como uma das
seis mais importantes doencas infecciosas, pelo seu alto coeficiente de deteccdo e
capacidade de produzir deformidades (OMS, 2012).

No Brasil, foram identificadas as espécies Leishmania (Viannia) braziliensis, L. (V.)
guyanensis, L. (V.) lainsoni, L. (V.) naiffi, L. (V.) shawi, L. (V.) lindenbergi e Leishmania
(Leishmania) amazonensis como as causadoras de LTA (Gontijo e Carvalho, 2003; Genaro e
Reis, 2005; Guizani et al., 2011).

Os tratamentos de primeira escolha para muitas formas de LTA s&o injecGes diarias
de antimoniais pentavalentes (Brasil, 2007), como o antimoniato de N-metilgucamina

(Glucantime) e o estibogluconoato de Sodio (Pentostan) [Tiuman et al, 2011]. Drogas como
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isetionato de pentamidina, miltefosina, anfotericina B e anfotericina B lipossomal,
constituem opc¢oes terapéuticas aos casos de baixa eficiéncia dos tratamentos (OMS, 2012).

Os farmacos conhecidos e utilizados para o tratamento de leishmanioses
tegumentares apresentam uma série de problemas, que incluem resisténcia do parasito
(Torres et al, 2013) e inducdo de efeitos colaterais (Oliveira et al, 2011), que limitam a
utilizacdo e, principalmente, a eficacia. Além disso, todos os farmacos que estdo disponiveis
atualmente sdo de administracdo parenteral, 0 que exige colaboracdo do paciente e muitos
abandonam o tratamento, fator que favorece o aparecimento de cepas resistentes (Silva-
Lopez, 2010).

As plantas, por sua vez, possuem a capacidade de producdo de uma diversidade de
metabolitos secundarios (produtos naturais) com atividades bioldgicas de grande interesse na
sociedade humana. Até o final do século XX, estudos estimaram que cerca de 80% da
populacdo mundial, principalmente em paises em desenvolvimento, utilizou os produtos
naturais como fonte primaria nos tratamentos de doencas (Nunez-Sellés et al., 2007). Ao
contrario dos medicamentos convencionais, os fitoterapicos sdo misturas de constituintes, ao
menos em parte delas, sem caracterizagdo quimica, e por serem constituidos por uma
mistura fornecem vantagem terapéutica, pois 0s componentes desconhecidos podem
combinar entre si e com aqueles ja determinados de maneira sinérgica resultando em maior
eficacia do que aquela apresentada pelo constituinte conhecido puro (OMS, 2008).

A espécie Libidibia ferrea (Mart. ex Tul.) var. ferrea, nativa da regido Amazénica,
apresenta ampla distribuicdo, propriedades econémicas e também farmacoldgicas, sendo
empregada desde a producdo de madeira, quanto na arborizagdo de ruas, avenidas e
aproveitada para plantios em areas degradadas (Lorenzi, 2002).

Estudos quimicos e farmacologicos de extratos obtidos de L. ferrea tem demonstrado

seu potencial bioldgico anti-inflamatério (Carvalho et al. 1996), bactericida, agente
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hipoglicemiante e antioxidante (Batubara et. al, 2009), e também mostrou inibicdo do
crescimento in vitro de L.(V.) guyanensis e L.(L.) amazonensis (Cortez, 2004; Falcédo, 2010).

Com o objetivo de desenvolver drogas mais eficazes para o tratamento da
Leishmaniose, de baixo custo e com reacfes adversas menos agressivas para o hospedeiro,
novos alvos quimioterapicos da Leishmania tém sido investigados e novas abordagens para
0 desenvolvimento de farmacos devem ser consideradas. Além disso, novas formas de
aplicacdo devem ser consideradas para o desenvolvimento de métodos de veiculagdo de
farmacos. Pretende-se com este estudo contribuir para a obtengdo de formulagdes com base
fitoterapica, utilizando extratos ou fracOes de L. ferrea, ou mesmo de um farmaco que possa
ser indicado por apresentar potencial atividade no combate a esta importante doenca

negligenciada, principalmente no Brasil.

METODOLOGIA

Coleta do material vegetal: As partes vegetais (folhas, galhos e epicarpo) foram coletadas

de um individuo de Libidibia ferrea (Mart. Ex Tul.) LP Queiroz presente em uma
propriedade particular do bairro Parque Dez de Novembro, Manaus, Amazonas, no periodo
de frutificacdo da espécie (junho). Exsicata preparada foi identificada pelo pesquisador Dr.
Mike Hopkins, do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazdnia, e depositada no Herbéario

do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazénia sob o nimero de identificacdo 246150.

Preparacéo dos extratos: O material vegetal foi seco em estufa de circulagéo forgada, com

temperatura inferior a 45 °C. Ap6s a secagem, as partes foram moidas e pulverizadas em
moinho de facas. Apos a pulverizagdo, os materiais foram extraidos com hexano e metanol

(VETEC®). Foram realizadas trés extracBes com cada solvente utilizando banho de
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ultrassom por 20 minutos, em cada extracdo. O volume de cada solvente utilizado variou
conforme a quantidade de material vegetal, mantendo a proporcdo de 250 mL de solvente
para cada 100 g de material pulverizado, em cada extracdo. Apos 0 banho em ultrassom, o
material foi filtrado, e o residuo vegetal apds as trés extracdes com o solvente foi seco a

temperatura ambiente. Os extratos foram concentrados em rotaevaporador (Buchi).

Fracionamento do Extrato Metandlico de Libidibia ferrea

Para realizar as parti¢cbes, 50 g do extrato metandlico foi solubilizada em 400 mL de
H.O:MeOH (9:1) e extraido trés vezes (400 mL de solvente, cada vez) com cada um dos
solventes utilizados na particdo. As particdes foram realizadas com Hexano, DCM, AcOEt e
n - BuOH. Este procedimento permitiu uma separacao preliminar dos constituintes quimicos
para a avaliacdo da atividade leishmanicida. Durante o procedimento de parti¢do, ocorreu a
formacdo de uma emulsdo com uma fase intermediaria na extracdo com hexano,

diclorometano e acetato de etila, e mesmo apos repouso, persistiu.

Abordagem fitoguimica

As fragdes obtidas foram analisados por CCDC, empregando-se diferentes sistemas
de eluicdo, e reveladores fisicos (luz UV) e quimicos (anisaldeido sulfarico, iodo
ressublimado, Dragendorff e cloreto férrico). Esta anélise teve por objetivo uma avaliagdo
preliminar da presenca das classes de substancias presentes nos extratos e fragcdes, como

terpenos e esteroides, alcaloides e compostos fendlicos, tais como os flavonoides.
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Dosagem de fendlicos totais e flavonoides totais

Para a dosagem de fendlicos totais, as fracdes foram diluidas em Metanol (Prolabo)
ou Isopropanol (Prolabo) e o volume de 1000 pL das amostras (1,0 mg. mL™) foram diluidas
em 2000 pL of trietanolamina 5% e 1000 pL cloreto férrico 0,165%. A leitura da
absorbancia foi mensurada em espectrofotémetro (510 nm), e as reacfes foram realizadas
em triplicata. Curva padréo prévia foi realizada com concentracdes conhecidas de pirogalol
(Merk). Para a dosagem de flavonoides totais, as fracbes foram diluidos em Metanol ou
Isopropanol, e o volume de 500 pL das amostras (1,0 mg. mL™) foram diluidas em 100 pL
de acetato de sédio 1M e 100 pL cloreto de aluminio 10%. A leitura da absorbancia foi
mensurada em espectrofotometro (415 nm) e as reacbes foram realizadas em triplicata.
Curva padrao prévia foi realizada com concentracdes conhecidas de naringinina e quercetina
(Merk). Os resultados sdo expressos em abundancia relativa porcentual e calculados pela

equacao:

[Pyrogalol/ Quercetina/ Naringininaleq = (|AABS| - a) / b x 100
a = coeficiente linear da curva de pyrogalol/Quercetina/naringinina

b = coeficiente angular da curva de pirogalol/Quercetina/naringinina

Analises por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a Espectrometria de
Massas: espectros de massas foram obtidos em espectrometro de massas UltrOTOF (Bruker
Daltonics®) com ionizacdo por electrospray (ESI+) e analisador do tipo QQTOF
(quadrupolo e tempo de voo em sequéncia). Separagéo ocorreu por eluicdo em coluna Shim-

pack XR-ODS 2.0mm i.d x 50mm. Condigdes de eluicdo: Bomba A(H20 0,1% acido

69



formico) e B (acetonitrila 0,1% acido férmico): 0-25 minutos B vai de 5 a 22%; 25-30
minutos B vai de 22 a 100%; 30-35 min B vai de 100 a 5%. Fluxo de elui¢do de 0,4 mL/min

e injecdo de 2 uL.

Analises por espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear: espectros de
Ressonancia Magnética Nuclear foram registrados em espectrometros: Brucker 300 MHz
para 0 nicleo de 'H. Os deslocamento quimicos foram dados em ppm, tendo como
referéncia interna o tetrametilsilano (TMS) ou o proprio solvente. Os solventes utilizados

foram CDCl; e CD;0D.

Ensaios anti-leishmania in vitro

Cultivo celular e preparo de massa parasitaria: foram utilizadas as espécies Leishmania
(Leishmania) amazonensis (IFLA/BR/67/PH8), Leishmania (Leishmania) amazonensis
(MHO/BR/2009/IM5584) e Leishmania (Viannia) guyanensis (MHO/BR/95/M4147),
mantidas no Laboratério de Leishmaniose e Doenca de Chagas, CSAS, INPA. As forma
promastigotas de L. (V.) guyanensis e L. (L.) amazonensis para utilizacdo nos bioensaios in
vitro foram mantidas e cultivadas em meio Drosophila Medium Schneider completo
(Sigma), suplementado com 10% de SFBi e gentamicina (40 mg/mL), e mantidos em estufa
a 25 °C, de acordo com JAFFE et al. (1984). Foi realizada curva de crescimento
previamente a realizacdo dos bioensaios. Os macrdfagos da linhagem J774 foram mantidos
em meio RPMI-1640 (Himedia®) em garrafas de cultura em estufa a 37 °C.

Os macrofagos utilizados da linhagem MJ77 foram mantidos em meio RPMI-1640

(Himedia) em garrafas de cultura em estufa a 37° C. A cada dois dias verifica-se o estado
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das células e feito o repique retirando-se 0 meio RPMI antigo, lavando as células com RPMI
com suplementacdo de 10% de SFBi (Biosul). Apds a lavagem complementa-se 0 po¢o com

RPMI com 10% de SFBi.

Determinacdo da atividade anti-leishmania em promastigotas: As atividades anti-
leishmania das fracGes do extrato do epicarpo foram avaliadas pela inibicdo do crescimento
e mortalidade das formas promastigotas de L. (L.) amazonensis e L. (V.) guyanensis. Antes
de cada experimento, foram observadas a motilidade flagelar e a morfologia geral dos
parasitos. Para a realizacdo do bioensaios, as formas promastigotas em fase logaritmica t
tardia foram centrifugadas a 4.400 rpm por 15 minutos, lavadas em solugéo salina estéril,
diluidas e contadas em camara de Neubauer e ajustadas para obter a concentracdo parasitaria
de 1,0 x 10° células/mL. As fracdes foram diluidas em meio Schneider sem adic&o de SFBi e
filtrados em membrana Millipore 0,22 um em ambiente estéril. As amostras foram diluidas
primeiramente em dimetil-sulfoxido (DMSO - Vetec), (3% v/v) e sequentemente no meio
de cultura. As fracbes foram avaliadas nas concentragdes de 250 a 15,62 pg/mL, 0s
flavonoides quercetina e naringinina foram avaliados nas concentracdes inferiores a 30
pug/mL. Pentamidina (Pentacarinat®) foi utilizada como controle positivo na concentragédo
méaxima de 10 pg/mL e minima de 0,0625 pg/mL e DMSO (4%v/v) foi utilizado como
controle negativo. A atividade das amostras foi avaliada pela inibicdo do crescimento e
mortalidade de promastigotas de L. (L.) amazonensis e L. (V.) guyanensis apds incubagdo na
presenca das mesmas nos periodos de 24, 48 e 72 horas, na temperatura de 25 °C em estufa.
Os bioensaios foram realizados em triplicatas e repetidos duas vezes. A média do nimero de
células vivas foi utilizada para calcular por regressdo linear e calcular os valores de a ECsg

(concentracéo efetiva para 50% dos parasitas). O valor da CEs € utilizado para expressar 0s
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resultados das atividades das amostras avaliadas e selecionar as que se apresentam mais

ativas para estudos posteriores.

Avaliacdo da atividade citotéxica em Macréfagos: macréfagos da linhagem J774 (10°
células/mL) foram cultivados previamente em placa de polietileno de 24 pocos contendo
meio RPMI 1640 com a suplementagdo de 10% de SFBi (Biosul), durante 24 horas a 37 °C.
Ap0s este periodo, houve a troca do meio com a adicdo de concentracdes das fracbes do
Extrato EpMeOH de L. ferrea. A incubagdo dos macrofagos foi em estufa a 37 °C, por 48
horas na presenca das amostras. Apos este periodo foi adicionado 20 pL do reagente MTT
(brometo de 3-[4,5-dimetil-2-tiazolil]-2,5-difenil-2H-tetrazolium) (Roche®) e ap6s 4 horas
de incubacdo foram adicionados 100 uL de solucéo de solubilizacdo. Os macrofagos foram
incubados por mais 12 horas e, em seguida, foram realizadas as leituras colorimétricas em
espectrofotémetro (Bio-Tek®), utilizando os comprimentos de onda de 590 nm. O célculo
para a obtencéo do valor de CEsg foi por regressédo linear. A avaliagdo ocorreu também pela
contagem de macrdfagos viaveis utilizando o reagente Azul de Tripan, e visualizacdo em

microscopio optico.

Avaliacdo da atividade anti-leishmania em amastigotas intracelulares: macréfagos da
linhagem J774 foram incubados em placa de 24 pocos (10° células/mL), em meio RPMI-
1640 completo a 37°C, por 48 horas. Apds este perfodo, os macréfagos (1,0 x 10°
células/mL) foram infectados com 10° promastigotas/mL (1:10 célula/parasita) por, no
maximo, quatro horas. As espécies de Leishmania avaliadas foram L. (V). guyanensis e L.
(L.) amazonensis. Em seguida, os pogos foram lavados com RPMI para a remogdo dos
promastigotas ndo interiorizados. Os macrdfagos infectados com promastigotas foram

incubados na presenca das fragdes de L. ferrea que apresentaram maior potencial anti-
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leishmania contra promastigotas de L. (V.) guyanensis e L. (L.) amazonensis e auséncia de
atividade citotoxica. Apos 48 horas de incubacdo em estufa a 37 °C, os pocos foram lavados
com solucdo salina, as laminulas de vidro foram removidas, e as células infectadas fixadas e
coradas utilizando método panotico adaptado para testes utilizando macréfagos. Foram
avaliados o numero de macrofagos infectados (200 macrofagos por replicata) e o nimero de
amastigotas por macrofagos. A avaliacdo destes parametros foi realizada por observagdo em
microscépio éptico. Pentamidina (Pentacarinat®) foi utilizada como controle positivo do
experimento, enquanto o controle negativo correspondeu as células infectadas com os
parasitos na presenca de DMSO (3% v/v). O valor de CEsy para a forma amastigota foi

calculado utilizando regressao linear.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Preparacao e analise quimica das fracgoes

O potencial farmacoldgico dos produtos naturais € frequentemente guiado por
ensaios bioldgicos, sendo de extrema importancia a busca por alternativas no tratamento de
doencas negligenciadas (loset, 2008). Assim, estudos prévios realizados com extratos
obtidos da espécie Libidibia ferrea (Fabaceae: “Caesalpinoideae”) quanto ao seu potencial
contra espécies de L. (V.) guyanensis e L. (L.) amazonensis (Cortez, 2004; Falcdo, 2010)
instigaram a continuidade dos estudos dos produtos naturais de L. ferrea, aprofundando
aspectos quimicos de extratos e fragdes da espécie e investigando sua agdo antileishmania
em bioensaios in vitro e também in vivo.

As fracOes obtidas (tabela 7) foram analisadas por CCDC, empregando-se diferentes

sistemas de eluicdo, e reveladores fisicos (luz UV) e quimicos (anisaldeido sulfurico, iodo
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ressublimado, Dragendorff e cloreto férrico). Esta analise teve por objetivo uma avaliagédo
preliminar da presenca das classes de substancias presentes nos extratos e fracdes, como
terpenos e esteroides, alcaloides e compostos fenolicos, tais como os flavonoides. As fases
Hex e DCM da particdo do extrato metanolico do epicarpo foram melhor eluidas no sistema
DCM: AcOEt (1:1 v/v). Apenas a Frl-Hex e a Fr2- DCM apresentaram manchas azuladas
fluorescentes, as demais possuiam manchas vermelhas fluorescentes e rosas opacas. A Frl-
Hex da particdo do extrato metanolico do epicarpo revelou um perfil mais similar a dos
extratos de baixa polaridade, com manchas possuindo um Rf superior a 0,7 e coloracao
predominante roxa. As fracdes DCM, AcOET e BUOH obtidas da particdo ja mostraram um
perfil com manchas mais amareladas e muito rastro na eluicdo . Estes resultados sugerem
que os terpenos e esteroides presentes nos extratos metanolicos ficaram retidos na fracao

hexano majoritariamente, e em menor quantidade nas fragdes DCM, AcOEt e BUuOH.

Tabela 7 — Massa das fracGes obtidas da particdo do extrato metanolico do epicarpo de

Libidibia ferrea

Material
. Fr Fr Fr Fr
Extrato submetido a
L Hexano DCM AcOEt BuOH
particdo
Extrato
Epicarpo 50g 1,12 ¢ 444 26,8 g 5749
MeOH

Entre as fases da particdo, a fracdo BuOH apresentou maior abundancia de
compostos fendlicos — 6,36% (tabela 8) — o que pode ser decorrente da maior interacao

destas substancias, que muitas vezes aparecem na forma glicosilada, com solvente de maior

74



polaridade. Porém, a fase AcOEt foi a que apresentou a maior abundancia relativa de

flavonoides no extrato.

Tabela 8 — Determinacdo da abundancia relativa de fenolicos e flavonoides presentes nas

fracdes de Libidibia ferrea

% Flavonoides

Amostras % Fenolicos totais (Quercetina) (Naringenina)
Fr Hex 1,283 + 0,29 0,645 + 0,09 0,2880 = 0,25
Fr DCM 3,481 £ 0,78 1,826 + 0,40 1,6159 + 0,61
Fr AcCOET 5,310 £ 0,91 3,103 +0,38 2,5895 + 0,92
Fr BUOH 6,336 + 0,57 1,606 + 0,11 1,4489 + 0,83

As analises por RMN de *H a 300 MHz foram realizadas para a fragdo DCM obtida da
particdo do extrato metanolico do epicarpo de L. ferrea.

No processo de obtencio do espectro de RMN de *H da fracdo DCM, utilizou-se TMS
como padrdo de referéncia interna e CDCI; como solvente. Observa-se no espectro a

presenca dos sinais referentes ¢ 7,25 ppm do CDCI;3 e 0,0 ppm do TMS.
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Figura 8 — Espectro *H (300 MHz) da Fragdo DCM da particdo do Extrato Metandlico do

Epicarpo de Libidibia ferrea

A fracdo DCM, que mostrou-se nas andalises por CCDC e CLAE (figura 14) como uma
mistura de substancias, apresentou sinais discretos na regido de ¢ 7,0 — 8,0 ppm (figura 13),
regido caracteristica de sinais de hidrogénios aromaticos. A presenca de compostos fendlicos
nesta fracdo indica que seria esperado a visualizacdo de sinais na regido de aromaticos.
Porém, por tratar-se de uma analise de uma mistura, 0s sinais podem ter ficado menos
intensos devido a maior quantidade de hidrogénios em outros grupos funcionais, que podem
estar em maior abundancia na fracao.

O espectro apresenta sinais na regido de ¢ 3,6 — 4,0 ppm, regido caracteristica de
hidrogénios ligados a carbonos carbindlicos ou hidrogénio oleofinicos. Os carbonos
carbinolicos podem indicar a presenca de carboidratos, possivelmente de fendlicos
glicosilados, e sinal em o 1,25 caracteristico de alcanos alifaticos. O espectro de RMN *H
apresenta simpletos 6H em regido mais protegida (0,7 — 1,2) que pode ser atribuido a seis
grupos metilas de metabolitos terpenoides. A fracdo DCM apresentou sinais caracteristicos
dos grupos que ja haviam sido descrito em ambos os trabalhos com o extrato bruto de L.

ferrea.
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O cromatograma da fracdo DCM (figura 14) mostrou a presenca de cinco substancias,
cujos espectros de massas foram obtidos. Os resultados apontam a presenca do acido
betulinico, um triterpeno pentaciclico com m/z 457,2766, o qual ja foi isolado previamente

de outras espécies de Fabaceae e apresenta propriedades anti-malaricas (Ziegler et al, 2004).

Itens, XR-ODS_ESI+_Lf1Ep2_2uL_1-2_01_493.d: BPC +All MS
®104
1.251 ﬂ
1.003 miz 397.0763
0751 13.%mln
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Figura 9 Cromatograma da Fr-DCM e massa/carga (m/z) das substancias eluidas nas

condicOes de analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia

A anélise do espectro de 'H da fracdo AcOEt apresentou com a maior intensidade os

sinais caracteristicos do solvente AcOEt, que foi utilizado para a extracao.

Atividade in vitro de extratos contra promastigotas

A fracdo DCM apresentou alta atividade anti-leishmania contra Leishmania
(Leishmania) amazonensis (MHO/BR/2009/IM5584) (figura 15 e figura 16), apresentando
valores de ECsode 12,77 pg/mL (tabela 9). A segunda fracdo mais ativa para esta especie foi
a fracdo AcOEt (ECsp 154,17 pg/mL), a qual também apresentou maior atividade apos 48
horas de incubacdo. A fracdo Hexano do extrato metanolico do epicarpo ndo apresentou

atividade inibitoria contra as espécies L. (L.) amazonensis (MHO/BR/2009/IM5584) (figura
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35) assim como a Fracdo BUOH. Este resultado pode estar relacionado com o mesmo efeito
obtido com a avaliacdo do extrato hexano do epicarpo (FALCAO, 2010), uma vez que

ambas as amostras foram extraidas com o solvente apolar hexano.
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Figura 10 Atividade anti-leishmania de fragOes de Libidibia ferrea (Mart. Ex Tul.) LP Queiroz frente
a promastigotas Leishmania (Leishmania) amazonensis (MHO/BR/2009/IM5584). A- Frac¢do 1-Hex;
B — Fracdo 2-DCM; C — Fracdo 3-AcOEt; D — Fracdo 4-BuOH. Os parasitas (10° cell/mL) foram
cultivados em diferentes concentracdes 25 °C e avaliados em 24, 48 e 72 horas. Pentamidina
(Pentacarinat®) [10 pg/mL] foi usado como controle positivo e o controle negativo é considerado a

concentragdo de parasitas em meio Schneider.
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Quando analisados os resultados da atividade das fracGes frente a de Leishmania
(Leishmania) amazonensis (IFLA/BR/67/PH8), a fracdo mais ativa foi a fragdo DCM (figura
16), com ECsy 27,98 pg/mL, mostrando atividade cumulativa, reduzindo a concentracdo de
promastigotas viaveis até 72 horas de incubacdo. A segunda fracdo mais ativa foi a Fr3-
AcOEt (ECsp 93,79 pg/mL). A fragdo BUOH apresentou baixa atividade, com valores de

ECspacima de 100 pg/mL nos intervalos de 24 e 48 horas de incubacéo.
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Figura 11 . Atividade anti-leishmania dos extratos de Libidibia ferrea (Mart. Ex Tul.) LP Queiroz frente a
promastigotas Leishmania (Leishmania) amazonensis (IFLA/BR/67/PH8). A- Fracdo 1-Hex; B — Fracdo 2-
DCM:; C — Fragdo 3-AcOEt; D — Fracio 4-BuOH. Os parasitas (10° cell/mL) foram cultivados em diferentes

concentragdes 25 °C e avaliados em 24, 48 e 72 horas. Pentamidina (Pentacarinat®) [10 pug/mL] foi usado

como controle positivo e o controle negativo é considerada a concentracdo de parasitas em meio Schneider.
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A atividade contra Leishmania (Viannia) guyanensis (MHO/BR/95/M4147) esta
apresentada na figura 17. As fracbes DCM e AcOEt foram as mais promissoras, verificando-
se que a fracdo DCM apresenta valores menores de concentracdo efetiva (ECso 38,05

pug/mL). As fracbes Hex e BUOH ndo apresentaram atividade com L. (V.) guyanensis.
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Figura 12 Atividade anti-leishmania dos extratos de Libidibia ferrea (Mart. Ex Tul.) LP Queiroz
frente a promastigotas Leishmania (Viannia) guyanensis (MHO/BR/95/M4147). A- Fracdo 1-Hex; B
— Fracdo 2-DCM; C - Fragdo 3-AcOEt; D — Fragdo 4-BuOH. Os parasitas (10° cell/mL) foram
cultivados em diferentes concentragcdes 25 °C e avaliados em 24, 48 e 72 horas. Pentamidina
(Pentacarinat®) [10 pg/mL] foi usado como controle positivo e o controle negativo é considerado a

concentragéo de parasitas em meio Schneider.

Os resultados promissores verificados pela acdo da fragdo DCM instigaram avaliar

outros aspectos dos parasitas frente a esta fracdo, tais como a morfologia dos promastigotas
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apos o contato com a fracdo DCM e a viabilidade dos parasitas para crescer em meio de
cultura na auséncia da fragdo, repetindo-se assim trés vezes o bioensaio. O numero de
parasitas nos pocos contendo as dilui¢bes da fragdo DCM apresentou a mesma inibicéo total
nos trés pocos com maior concentracdo e um baixo crescimento nas demais concentracoes.

Observou-se que em amostras da cultura dos pocos do teste de promastigotas de
Leishmania contendo a fracdo DCM apareceram formas celulares arredondadas e de
tamanho mais reduzido, demonstrando uma possivel alteracdo morfoldgica nas células.
Quando uma aliquota de 30 pL dos pogos contendo 250 upg/mL da fragdo DCM foram
inoculadas em garrafas com meio de cultura Schneider e RPMI (contendo 10% de SFB),
apos a incubacio por 48 horas a 25 °C, verificou-se que os meios permaneciam estéreis, nio
apresentando crescimento celular parasitario ou de outros possiveis micro-organismos
contaminantes.

A fracdo DCM apresentou-se como a mais promissora entre as fracdes avaliadas
contra as formas promastigotas, e, assim sendo foi avaliada quanto ao seu potencial
citotoxico e inibitorio contra as formas amastigotas de Leishmania (Viannia) guyanensis
(MHO/BR/95/M4147) e Leishmania (Leishmania) amazonensis (MHO/BR/2009/IM5584).
A fracdo DCM apresentou baixa atividade citotoxica, possuindo uma atividade baixa na
maior concentracdo testada e uma atividade maior numericamente, mas ndo estatisticamente
na segunda concentracdo testada. Este mesmo efeito foi observado na determinagéo
colorimétrica (MTT) e por contagem de células viaveis por microscopia Optica. O valor de
ECso calculado para a atividade citotoxica da fragdo DCM foi de 493,02 pg/mL (tabela 9).
Este valor de concentracdo efetiva é bem superior a concentracao ativa contra promastigotas
de L. guyanensis e L. amazonensis apresentada por esta fracao.

Quando a fracdo DCM foi avaliada frente as formas amastigotas em macrofagos

infectados (figura 18), foi observada uma maior atividade anti-leishmania contra L.
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amazonensis, apresentando ECsp de 64,26 pg/mL. Porém, os macrofagos também mostraram
um indice maior de infeccdo por L. guyanensis quando comparado com o indice de infec¢éo
de L. amazonensis, corroborando com trabalhos que mostram uma maior resisténcia da
especie L. guyanensis a diferentes substancias naturais e sintéticas.

Os resultados aqui discutidos mostram que a fragdo DCM é promissora para futuros
estudos quimicos e farmacologicos, pois mostrou atividade in vitro contra as formas
promastigotas e amastigotas de L. amazonensis e L. guyanensis, mas ndo apresentou
citotoxicidade nas concentracOes efetivas. Além disso, as analises quimicas mostraram que a
fracdo consiste em uma mistura de apenas cinco metabolitos secundarios, podendo ser
futuramente isolados para estudos farmacologicos mais especificos, como atividade

inibitéria em enzimas especificas e conhecidas de espécies de Leishmania.
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Figura 13- Atividade da Fr2-DCM frente a formas amastigotas interiorizadas em
macrofagos da linhagem J774. Espécies: Leishmania (Leishmania) amazonensis
(MHO/BR/2009/1IM5584) e Leishmania (Viannia) guyanensis (MHO/BR/95/M4147).

Incubacdo 48 horas a 25 °C.
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Tabela 9 — Valores de ECs calculados por regressédo linear modelo Deming para as formas
promastigotas das espécies avaliadas na presenca das fracbes do EpMeOH de Libidibia

ferrea e para os padrées de flavonoides e do farmaco Pentamidina.

ECso [Mg/mL]

L. amazonensis L. amazonensis L quvanensis Macrofagos

Amostras (IM 5584) (PHS8) - guy 3774

Fri- Hex > 250 > 250 > 250 --
Fr2 - DCM 12,77 £1,01 27,98 £ 1,51 38,06+1,64 493,02+8,34
Fr3 - AcOEt 154,17 +0,68 93,79 + 1,24 83,22+0,94 237,98+17,15
Fr4 - BUuOH >250 171,23 +1,62 > 250 -
Quercetina 16,94 £ 0,22 --* 14,91 £ 0,19 --
Naringenina 0,26 £0.21 --* 0,74 £0,15 --
Pentamidina 1,62 +0,10 2,93+0,82 1,25+ 0,07 --

Os macrofagos infectados com formas amastigotas, tanto de L. amazonensis quanto
L. guyanensis quando expostos a Fr-DCM mostraram a produgéo de pigmentos referentes a
hemossiderina (figura 19), o que pode estar associado a eventos de inflamacdo ou
metabolismo do ferro alterado nestas condicGes (Kaye e Scott, 2011).

Os valores de ECso encontrados para esta fragdo foram inferiores a muitos produtos
naturais relatados até o0 momento (Tempone et al, 2005, Sen e Chatterje, 2011;Singh et al,
2014). Os resultados mostram que a fracgdo DCM possui atividade promissora contra
Leishmania tanto na forma promastigota quanto amastigota. A auséncia de citotoxicidade na
maior concentracdo avaliada também é um fator importante a ser considerado para estudos
futuros.

As analises quimicas apontam a presenca de fendlicos e terpenos, entre estes o
triterpeno &cido betulinico. Porém, estudos que avaliaram a atividade do acido betulinico
contra L.donovani e L. braziliensis e L. amazonensis mostraram valores de ECs acima de 50

pg/mL (Domimguez-Carmona et al, 2010). Entretanto, esta substancia é conhecida pelo seu
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potencial contra protozoarios do género Plasmodium, causadores da malaria humana

(Ziegler et al, 2004).

Figura 19 — Efeito da atividade da fragdo DCM obtida de L. ferrea (250 pg/mL) contra
formas amastigotas de Leishmania (L.) amazonensis (MHO/BR/2009/IM5584) em
macrofagos de linhagem J744. A. Macrofagos infectados com L. amazonensis — grupo
controle; B. Macrdfagos infectados expostos a pentamidina; C. Macrofagos infectados

expostos ao Fr2. 1000X.

CONCLUSOES

A fracdo DCM obtida do extrato metandlico do epicarpo apresentou inibicao
contra as espécies de L. amazonensis e L. guyanensis em baixas concentra¢@es. Foi a fracdo
mais promissora, mostrando também atividade nas formas intracelulares e baixa
citotoxicidade em macréfagos. Os estudos quimicos indicaram a presenca do &cido

betulinico na sua composigao.
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CAPITULO III

EFEITO DO TRATAMENTO TOPICO DE FORMULAGCOES CONTENDO
PENTAMIDINA EM HAMSTERS (Mesocricetus auratus) INFECTADOS

EXPERIMENTALMENTE COM Leishmania (Leishmania) amazonensis
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RESUMO

O presente estudo teve o objetivo de avaliar a eficiéncia de formulagcbes topicas
contendo Pentamidina no tratamento da leishmaniose cutdnea experimental. Foram
utilizados Hamsters (Mesocricetus auratus) como modelo animal, infectados com de
Leishmania (L.) amazonensis. Apds cerca de trés semanas, com 0 aparecimento das lesdes,
0s animais foram separados em grupos para o0 recebimento das diferentes emulsbes
hidratantes ou anidras. Cada grupo recebeu um tipo de tratamento topico (exceto 0s grupos
controle), na regido do focinho, onde ocorreu as lesGes causada por L. amazonensis. Foram
registradas imagens das lesdes para observacdo do aspecto clinico e aferido o volume total
da regido lesionada. Apos o periodo de tratamento, foram avaliados aspectos histoldgicos
por microscopia Optica e eletronica de transmissdo e cultura dos fragmentos da regido
lesionada em todos os grupos. Os resultados mostraram que a formulacdo hidratante
ACE5AU, contendo 6leos vegetais, e 10% de pentamidina mostrou diferenca estatistica
(p<0,05) no volume da lesdo apo6s 20 dias do fim do tratamento topico, porém ACESA
apresentou a maior reducdo no numero de parasitas nas impressdes das lesdes em laminas
em relacdo ao grupo controle. Os cremes anidros ndo presentaram diferenca estatistica no
numero de amastigotas nas impressdes em laminas, porém o0s grupos tratados mostraram
diferenca estatistica apos 10 dias do fim do tratamento tépico, em relagdo ao grupo controle
quanto ao volume total da lesdo. Os resultados da analise por TEM mostraram a formacao de
vacuolos parasitéforos contendo formas amastigotas em todas as formas de tratamento. Os
resultados obtidos reforgam a necessidade de estudos em tempo de tratamento mais
prolongado para avaliar os efeitos a longo prazo do tratamento tépico.

Palavras-chave: Leishmaniose cuténea, tratamento topico, pentamidina
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ABSTRACT

The aim of the present study was to evaluate the efficacious of topical formulations
containing pentamidine (Lomidine®) in the treatment of experimental cutaneous
leishmaniasis. Golden hamsters were used (Mesocricetus auratus) as an animal experimental
model infected with Leishmania (Leishmania) amazonensis. After three weeks of
inoculation, with primary lesions, the animals were grouped into six number to receive
different formulations (anhydrous creams and hydrating emulsions)containing Pentamidine.
Each group received a type of topical treatment (except the control group) in snout, area of
the lesions caused by L. amazonensis. Images of lesions were recorded for observation of
the clinical aspect and measured the total volume of the lesion region. After the treatment
wereevaluated by histology, transmission electron microscopy (TEM) and biopsy cultivation
of the lesions fragments in all experimental groups. The results showed that the moisturizing
formulation ACE5AU (containing 10% of pentamidine and usnic acid) showed statistically
significant differences (p <0.05) in lesion volume after 20 days of the end of topical
treatment, but ACE5A (containing 10% of pentamidine) showed the greatest reduction in the
number of parasites in the impressions of lesions on slides in the control group. Anhydrous
creamsshowed no statistical difference in the number of amastigotes in imprints of slides,
but the treated groups showed statistically significant differences after 10 days of the end of
topical treatment in the control group, for total lesion volume. The results of analysis by
TEM showed the formation of parasitophorous vacuoles containing amastigotes in all forms
of treatment but with morphological change in the group treated with creams containing
pentamidine. The results show the necessity of more prolonged topical treatments for
optimal effectiveness of treatment.

Key words: Cutaneous Leishmaniasis, topical treatment, pentamidine isethionate,

Leishmania amazonensis
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INTRODUCAO

A leishmaniose é uma doenca infecto-parasitaria inflamatoria cronica causada por
parasitas obrigatoriamente intracelulares do género Leishmania, capaz de acometer
diferentes tipos de tecidos dependendo da espécie envolvida (Murray et al., 1997; Souza,
2004). O controle das leishmanioses esta baseado em medidas profilaticas de combate ao
vetor e no exterminio de cées infectados, que s@o reservatdrios de parasitas em areas peri-
domiciliares, bem como no tratamento dos individuos infectados com diversos farmacos
disponiveis no mercado mundial (Soares-Bezerra et al.,, 2004). O tratamento das
leishmanioses ainda permanece muito restrito e depende da forma clinica com que a doenca
se manifesta (tegumentar ou visceral). Os antimoniais pentavalentes, como Antimoniato de
N-metilglucamina (Glucantime®) e o Estibogluconato de sédio (Pentostam®), permanecem
como as drogas de primeira linha para o tratamento das leishmanioses ha mais de 50 anos
(Almeida e Santos, 2011), porém estdo fortemente associados a diversos efeitos colaterais e
alta toxicidade. O tratamento com antimoniais é demorado e administrado por via parenteral,
havendo elevado numero de desisténcias ao tratamento, favorecendo o aparecimento de
cepas resistentes.

Além dos antimoniais, outras drogas tém sido empregadas no tratamento das diversas
formas da leishmaniose, entre as quais se destacam a Pentamidina, Anfotericina B, a
Paromomicina e o Miltefosine (Rath et al, 2003). A utilizacdo destes medicamentos se da
principalmente em casos de resisténcia, alergia ou ineficAcia ao tratamento com os
antimoniais pentavalentes. No entanto, cada uma destas terapias apresenta limitagOes
importantes, incluindo a administracdo parentérica a longo prazo, efeitos toxicos

secundarios, alto custo em paises endémicos, e um elevado nimero de casos de resisténcia,
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predominantemente associadas a coinfec¢do com o virus da imunodeficiéncia humana (HIV)
(Croft et al., 2006).

As pentamidinas sdo diamidinas aromaticas que vém sendo utilizadas como drogas
de segunda escolha no tratamento da LT em areas endémicas dos continentes americano,
asiatico e africano (Basselin et al., 1997). Sdo comercializadas para uso em humanos nas
seguintes formulacGes: Isotionato (Di-B-Hidroxietano Sulfonato) e Mesilato (Di-B-
Hidroximetil-Sulfonato). A descoberta da atividade antiprotozoaria das diamidinas foi
consequente a procura por compostos hipoglicemiantes que pudessem comprometer o
metabolismo energético de parasitas. Atualmente, e comercializada para uso humano
apenas sob a forma liofilizada de isotionato de pentamidina, em frascos contendo 300 mg do
sal. O mecanismo de acdo da pentamidina ocorre por inibicdo de diferentes processos
celulares, ainda ndo totalmente elucidados. O isotionato de pentamidina & completamente
absorvido apos a administracdo parenteral (Moskowitz e Kurban, 1999).

Estudos pioneiros com formulacdes topicas aplicadas ao tratamento da leishmaniose
foram realizados por EI-On et al. (1986), utilizando preparacfes topicas do antibidtico da
classe dos aminoglicosideos, a paromomicina, usando 15% de sulfato de paromomicina e
12% de cloreto de metilbenzetonio em uma base hidrofobica no tratamento de LC causada
por L. (L.) major. Os resultados positivos encontrados neste estudo, o qual apresentou
inibicdo parasitaria apds 20 dias de tratamento topico, estimulou estudos com esta
preparacdo em outras espécies de Leishmania, obtendo resultados positivos também no
tratamento da LC causada por L. braziliensis (EI-On, et al., 1993).

O desenvolvimento de formulacBes tdpicas seria um método alternativo para o
tratamento da leishmaniose cutdnea. Embora o transporte transdérmico de farmacos tenha

muitas vantagens sobre outras vias de administracao, este ainda apresenta problemas a serem
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investigados, como a baixa penetracdo da maioria dos compostos através da pele humana
(Rossi-Bergmann, 2011).

O objetivo deste estudo foi investigar os efeitos do tratamento de formulagdes
topicas contendo pentamidina em hamsters (Mesocricetus auratus) infectados com

Leishmania (L.) amazonensis.

METODOLOGIA

Origem e Manutencdo dos parasitas

Utilizou-se a espécie Leishmania (Leishmania) amazonensis (MHO/BR/2006/1M5584),
mantida e criopreservada no Laboratério de Leishmaniose e Doenca de Chagas,
Coordenacéo de Pesquisas em Saude Ambiente e Sociedade, Instituto Nacional de Pesquisas
da Amazénia. Os parasitas sdo cultivados em meio NNN e a cultura expandida em meio
RPMI 1640 (Himedia) completo, suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado

(SFBI) e gentamicina (40 mg/mL), para criopreservacao.

Formulacdes tdpicas

Foram avaliadas seis formulagdes topicas distintas, com propriedades hidratantes ou anidras
e contendo a presencga de Oleos vegetais (informagdes confidenciais — Projeto Vaikutus).
Seis formulagdes topicas diferentes foram preparados utilizando Polawax® como emulgente
e 30 % de bleos vegetais de Andiroba (A) e Copaiba (C) para cremes hidratantes e 50% de
Oleos de cremes anidros. Metilparabeno e propilparabeno foram utilizados como

conservantes. Todas as formula¢fes sdo emulsdes de cremes ndo-idnicos produzidos pelo
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método de inversdo de fases. A pentamidina (Lomidine®) utilizado foi produzido pela AK
Scientific. Cremes hidratantes foram ACEOB (contendo 6leos, emulgente e conservantes)
ACES5A (10 % pentamidina) e ACE5AU (10 % de pentamidina) e 10 % de &cido usnico e
emulsdes anidras foram ACP (10 % de isetionato de pentamidina) ACPU (10 % isetionato

de pentamidina e de 10 % de acido Usnico), e ACU (10 % de acido Usnico) .

Origem e infeccdo dos animais

Os animais utilizados foram 60 hamsters (Mesocricetus auratus), machos e adultos
provenientes e mantidos no Biotério Central do Instituto Nacional de Pesquisas da
Amazonia, mantidos em gaiolas em salas condicionadas com fotoperiodo, em condicdes de
alimentacdo ad libitum e livre de patdgenos. Este estudo foi submetido e aprovado pelo
Comité e Etica em Pesquisa Animal do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia
(CEUA-INPA), com a aprovacao do projeto sob o numero de protocolo 009/2012.

Os animais foram separados nos grupos experimentais, sendo infectados no focinho com
as 0,1 mL de promastigotas de L. (L.) amazonensis (1,0 x 10° parasitas/mL) provenientes de
cultura em meio NNN. Os animais permaneceram sob supervisdo até o aparecimento das

lesGes para o inicio dos estudos.

Delineamento experimental

Os animais foram separados em grupos de tratamento apds o aparecimento das lesdes

causadas por Leishmania (L.) amazonensis, apos trés semanas de infec¢do dos animais. As

lesdes foram previamente aferidas para garantir homocedasticidade dos grupos de
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tratamento quanto ao volume total da lesdo. Os animais foram utilizados em dois
experimentos distintos.

I - O primeiro experimento utilizou 36 hamsters infectados com L. (L.) amazonensis no
focinho, separados nos seguintes grupos: Grupo Tratamento com ACE5A (Creme contendo
pentamidina); grupo Tratamento ACE5AU; grupo ACEOB (creme sem pentamidina) e grupo
Sem Tratamento (controle negativo). Os grupos receberam uma aplicacdo da emulsdo no
local da lesdo, 50 mg/animal por dia, por oito dias consecutivos. Os animais permaneceram
em observacdo e coleta de dados por mais 32 dias sem tratamento. A eutanasia ocorreu ap0s

0s 40 dias de experimentacéo.

Il — O segundo experimento utilizou 24 hamsters infectados com L. (L.) amazonensis no
focinho, separados nos seguintes grupos: Grupo Tratamento com ACP (creme com
pentamidina); Grupo Tratamento ACPU; Grupo Tratamento ECU e grupo sem Tratamento e
Grupo Tratamento (Controle Negativo). Os grupos receberam uma aplicacdo da emulséo no
local da lesdo, 50 mg/animal por dia, por 10 dias consecutivos e 0s animais permaneceram
sob observacdo por mais 20 dias consecutivos. A eutanasia ocorreu apos 30 dias de

experimentacao

Avaliacéo dos efeitos do tratamento

Avaliacdo clinica: todos os animais dos grupos experimentas foram submetidos a aferi¢do
diaria dos valores do volume total da lesdo (comprimento, largura e altura) utilizando
paquimetro (Zaas Precision®) para analise da progressdo da lesdo. Os dados numéricos
foram registrados, tabelados e analisados estatisticamente. As lesdes foram

fotodocumentadas para analise da evolu¢do morfolégica macroscopica.
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Eutanasia: Os animais serdo eutanasiados com Euthanyle® (Pentobarbital sodico —
Difenilhidantoina sddica), de acordo com a legislacdo para uso de animais de

experimentacao e aprovado pela comissao de ética animal do INPA (CEUA).

Estudos Parasitologicos: Uma amostra de tecido seccionado da area da lesdo de cada
animal foi utilizado para impressdo em laminas de vidro. As laminas foram fixadas com
metanol e coradas com Giemsa. A densidade de parasitas (amastigotas) e de macrofagos
infectados foi estimada por analise em microscopia dptica sob 6leo de imerséo (1000 X) e ao
menos 25 campos de cada lamina foram contados e registrados. Foram considerados campos
para contagem 0s que possuiam ao menos cinco macrofagos. Os dados foram tabelados, e
foram obtidas a média de amastigotas e a média de macrofagos infectados para cada animal

da experimentacdo. A relacdo percentual de parasitas foi obtida pelo indice %parasitas =

100
X max’

X animal

Viabilidade de parasitas em meio de cultura: cultura foi preparada a partir de amostras de
lesbes obtidas de cada animal experimental. Uma amostra foi seccionada longitudinalmente
da area da les@o ap0s a tricotomia e assepsia dos animais. A amostra foi imersa em salina
contendo gentamicina (40 mg/mL) e ap0s, transferidas assepticamente para meio NNN e
mantidas por oito dias a 25° C. As culturas foram determinadas como negativas quando néo

havia a presenca de parasitas apds o periodo de incubacéo.

Microscoscopia Eletrénica de Transmissdo: Amostras de tecido seccionado da area da
lesdo de cada animal, com dimensdes de 1,0 x 1,0 x 1,0 mm, foram fixado em glutaraldeido

em tampao cacodilato (2,5% v/v) e submetidos a analise por TEM (Microscopia Eletronica
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de Transmissdo). Blocos foram preparados com kit de submerséo epoxi (Sigma-aldrich®) e
os experimentos foram realizadosem FEI TECNAI G12 Spirit-Twin (120 kV, LaB6) e
microscopio equipado com camera FEI Eagle 4k CCD (Eindhoven, The Netherlands).O
seccionamento das amostras (espessura de 100 nm) foram obtidos em ultramicrometro Leica

UC7 (Wien, Austria) e repassados a grades de cobre de 400 mesh.

Analise estatistica: Os dados registrados da afericdo foram tabelados e analisados pelo
programa GraphPrism 6.0, por two-way ANOVA e teste de Tukey com 95% de confianca

para serem considerados significativos.

RESULTADOS

A figura 20 apresenta os resultados da evolugdo em volume das lesdes em relagéo
aos dias de aplicacdo e observacdo ap6s o termino da aplicagdo. Entre os cremes hidratantes,
o tratamento que apresentou a melhor evolucdo no aspecto clinico e na eficiéncia da reducéo
do volume total das lesdes, quando comparado com as médias do grupo controle, foi o
creme ACESAU (figura 20). O creme ACEOB provocou um intumescimento da lesdo,
associado a vermelhiddo da lesdo. O teste estatistico mostra diferenca significativa entre o
grupo ACESAU e o grupo controle apds o 29° dia, mas o grupo ACE5SAU mostrou diferenca
estatistica (p<0,05) apds o 26° dia. O grupo ACE5AU mostrou diferenca do grupo ACESA
no 40° dia de experimentagdo. As médias das lesGes permaneceram estaveis no grupo
ACES5AU durante o tratamento e com pequeno aumento apds o tratamento, diferente dos
demais grupos que apresentaram um aumento da area da lesdo. Do ponto de vista clinico
morfologico, observou-se que o tratamento com ACEOB, que contém apenas a formulagéo

sem principios ativos, induziu um intumescimento da area da leséo (figura 22) , promovendo
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um edema no focinho dos hamsters tratados, de aspecto lustroso, que iniciava sempre apos a
aplicacdo do creme. Este fato foi também verificado no grupo ACE5A, porém em menor
intensidade. O grupo tratado com ACE5AU ja apresentou menor intumescimento e alguns

animais iniciaram um processo e formacéo de cicatriz na area lesionada (figura 22).
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Figura 20 — Evolucéo clinica do volume das lesdes em Mesocricetus auratus infectados com Leishmania (Leishmania) amazonensis, durante

¢ apOs o tratamento topico com cremes hidratantes. Controle: animais inoculados sem tratamento tépico.



No grupo controle, as lesGes permaneciam aumentando sem a formacdo de crostas ou
cicatrizacdo, nem de edema de aspecto lustroso.

As andlises das impressbes em lamina em microscopia Optica destes animais
submetidos ao tratamento com o0s cremes hidratantes mostrou ainda a presenca de
amastigotas L. (L.) amazonensis em todos os animais tratados apesar de valores
quantitativos variaveis (figura 21). Diferencas estatisticas foram observadas entre 0s
tratamentos ACE5A e ACE5AU quando comparados os valores percentuais de amastigotas
no grupo controle (p<0,001) e também quando comparados estes dois grupos com o grupo
placebo ACEOB. Quanto a media percentual de macrdéfagos infectados, ndo foram
constatadas diferencas estatisticas para nenhum grupo de tratamento.

A verificacdo da viabilidade parasitaria apos o cultivo em NNN dos fragmentos de
lesbes dos grupos experimentais mostrou a presenca de parasitas ativos, forma
promastigotas em todos os tratamentos. A microscopia eletrénica possibilitou também

verificar os amastigotas intracelulares nos tratamentos (figura 23).
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Figura 21 — Valores médios do numero de amastigotas contados por campo, apés
impressdo em lamina de fragmentos das lesdes dos grupos de tratamento com cremes

hidratantes e grupo controle, coradas por Giemsa e contadas em 1000X.
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Figura 22 — Aspecto clinico macroscopico das lesdes em Mesocricetus auratus infectados
por Leishmania (Leishmania) amazonensis no oitavo dia pos- tratamento com cremes de

aplicacdo topica hidratantes. A — controle; B — ACEOB; C- ACE5AU; D — ACE5SA

Figura 23 - Micrografia (MET) de tecido de animais experimentalmente infectados

com Leishmania (L.) amazonensis que receberam tratamento apenas com a base de
férmula ou nenhum tipo de tratamento (grupo placebo ACEOB e grupo controle).

Presenca de formas amastigotas.
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A evolucao das lesdes dos grupos que receberam o tratamento com os cremes anidros
(figura 24) mostraram que ndo houve em nenhum grupo uma diferenca estatistica
significante na média do volume das lesbes durante os 10 dias de tratamento. Porém, o
acompanhamento ap6s os dias de tratamento, mostrou que no vigésimo dia de
experimentacao as lesdes do grupo controle tiveram um aumento significativo, enquanto que
0s demais grupos permaneceram com o tamanho das lesbes constantes. As analises
estatisticas mostraram que os trés grupos de tratamento, ACP, ACPU e ECU apresentaram
diferenca significativa do grupo controle (p<0,05) a partir do vigésimo dia, até o fim da
observacdo. O aspecto clinico das lesbes dos grupos tratados ndo mostrou nenhuma
propriedade especifica para algum grupo (figura 26), possuindo animais que apresentaram a
producdo de casca no ferimento em praticamente todos 0s grupos.

A andlise por microscopia Otica também apresenta a presenca de amastigotas em
todos os grupos (figura 25). Quando as culturas dos fragmentos foram analisadas, todas
mostraram-se positivas para a presen¢a de promastigotas viaveis de L. amazonensis. Porém
a morfologia das células dos parasitas presentes nas lesdes dos animais que receberam o
tratamento ACP apresentaram uma alteracdo quando visualizadas por microscopia TEM
(figura 27), mostrando uma reducdo celular associada a uma aparente deformacdo na
membrana plasmatica. Quando analisados os valores médios do percentual de amastigotas
presentes nas amostras dos grupos, verificou-se diferenca estatistica do grupo controle, os
grupos de tratamento com ACP (p = 0,0322), ACPU (p = 0,0002) e ECU (p = 0,0248).
Porém, os valores percentuais de macrofagos infectados presentes nas impressdes em
laminas mostraram diferenca significativa apenas entre o grupo ACPU e sem tratamento

(controle negativo).
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Figura 24 Evolucdo clinica do volume das lesGes em Mesocricetus auratus infectados com Leishmania (Leishmania) amazonensis, durante e

ap6s o tratamento topico com cremes anidros. Controle: animais inoculados sem tratamento tépico.
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Figura 25 - Valores médios do numero percentual de amastigotas e macréfagos infectados,
apos impressdo em lamina de fragmentos das lesdes dos grupos de tratamento com cremes

anidros e grupo controle, coradas por Giemsa e contadas em 1000X.

Figura 26 - Aspecto clinico macroscopico das lesdes em Mesocricetus auratus
infectados por Leishmania (Leishmania) amazonensis no décimo dia pos- tratamento

com cremes de aplicagdo topica anidros. A — controle; B— ECU C- ACPU; D — ACP



Figura 27 - Microfotografia (MET) de tecido de lesdo de hamster (Mesocricetus auratus)
experimentalmente infectado com Leishmania (Leishmania).amazonensis, apés 30 dias de
tratamento A — grupo controle, sem tratamento. B — grupo que recebeu tratamento com

formulacéo contendo 10% de pentamidina (ACP).

DISCUSSAO

Tratamentos topicos contendo paromomicina (EI-On et al., 1993) e Tamoxifen (Eissa
et al. 2011), que também utilizaram a metodologia de afericdo do volume da ledo, clinico, e
impressdo em lamina para 0 acompanhamento do efeito dos tratamentos, mostraram a
possibilidade de utilizar farmacos conhecidos para desenvolver novas formas de tratamento,
apresentando resultados também promissores.

Larbi et al. (1995) verificaram a eficiéncia do tratamento tépico na LC na Arabia
Saudita utilizando preparados contendo 1% de clotrimazol e 2 % de miconazol em um
estudo clinico randomizado e duplo-cego. Neste estudo, foi observado que o clotrimazol foi
mais eficiente na reducdo das lesdes, porém ainda muito limitado para o uso no tratamento

da leishmaniose, apresentando ainda parasitas no fim do tratamento.



Outro estudo com formulacédo topica foi utilizando a imidazoquinolina, uma droga
aprovada para tratamento de verrugas genitais que em sistemas in vitro, apresentou atividade
antileishmania por estimular a producdo de oOxido nitrico pelo macréfago infectado,
diminuindo o ndmero de parasitas.

No estudo de Miranda-Verastegui et al. realizado nas regides endémicas dos Andes
peruanos e da selva peruana, foram incluidos 40 pacientes infectados pela L. (V.) peruviana
ou L. (V.) braziliensis. O estudo avaliou a eficacia da combinacdo de imiquinod 5% topico e
antimonial pentavalente comparada ao uso de antimonial isolado durante 20 dias no
tratamento da LC. A proporcédo de pacientes que alcangou a cura clinica nos primeiros meses
(um, dois e trés) apo6s o fim do tratamento foi maior no grupo tratado com imiquimod e
antimonial. Porém, foram relatados efeitos colaterais no grupo tratado com imiquimod, tais
como, eritema, edema, prurido, queimadura e dor (Almeida e Santos, 2010).

A paromomicina € um farmaco que tem recebido especial aten¢do quanto ao seu uso
na forma tdpica, ao contrario de trabalhos de utilizam a pentamidina nesta via de
administracdo (EI-On et al. 1993; Gongalves et al., 2005; Bavarsad et al., 2012). Além de
emulsdes hidrofébicas que mostraram resultados promissores com 15% de paromomicina
(EI-On et al 1988), e sua combinacdo com imunomoduladores como Imiquimod EI-On,
Bazarsky, Sneir, 2007) formas coloidais encapsuladas em lipossomos também mostraram
eficacia na reducdo da leséo e carga parasitaria (Bavarsad et al, 2012), mas com tratamento
de 4 semanas de aplicacdo tdpica.

Em um estudo com os cremes contendo Paromomicina em pacientes com LC no
Equador mostraram que o tratamento possui efic&cia terapéutica apos utilizacdo prolongada
(Armijos et al 2004), o que pode explicar o resultado ndo satisfatorio para o controle

parasitoldgicos apds o cronograma de tratamento de 10 dias com cremes com pentamidina.
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Assim, esforcos multidisciplinares continuam sendo importante para o
desenvolvimento de um tratamento tépico eficaz no tratamento da LC, utilizando novos
principios ativos que podem atuar concomitantemente com farmacos ja conhecidos com
acao anti-leishmania. Foram comparados os diferentes emulsdes (anidras ou hidratantes)
quanto a sua acao sobre lesdes com L. amazonensis, possibilitando selecionar a formulacéo
que apresentou resultados mais promissores para futuros estudos contendo pentamidina, uma
vez que ndo ha relatos do estudo deste farmaco em preparacdes de uso topico.

Os tratamentos ACESAU apresentaram maior eficiéncia no controle da leséo
desenvolvida, mas ainda ndo foi capaz de inibir os parasitas ap0s o tratamento. Porém,
quando analisados os resultados da morfologia do parasita ap0s os tratamentos, verificou-se
a possibilidade do evento de penetracdo dos do farmaco através dos tecidos epiteliais, e
assim possivelmente evitando que a resposta inflamatdéria e a multiplicacdo parasitaria
ocorram de formas mais controladas nos animais submetidos aos cremes anidros, em
especial contendo pentamidina. As formulacfes topicas contendo pentamidina podem ser

uma fonte de novos estudos para o tratamento da leishmaniose cutanea.

CONCLUSOES

O tratamento que apresentou a melhor evolugdo no aspecto clinico e na eficiéncia da

reducdo do volume total das lesbes, quando comparado com as médias do grupo controle,

foi o creme ACE5AU.
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RESUMO

Os tratamentos convencionais utilizados para a Leishmaniose — antimoniais
pentavalente, pentamidina e anfotericina — apresentam efeitos colaterais e dificuldades
devido a sua administracdo parenteral. Por outro lado, 0 uso de produtos naturais de origem
vegetal pode ser uma alternativa, uma vez que muitas substancias ja foram relatadas na
literatura como ativas contra parasitas do género Leishmania. O presente trabalho teve por
objetivo avaliar os efeitos de emulsdes topicas contendo o extrato de Libidibia ferrea em
animais infectados experimentalmente com Leishmania. Este estudo utilizou hamsters
(Mesocricetus auratus) os quais foram infectados no focinho ou nas patas com Leishmania
(L.) amazonensis. Os animais foram agrupados para receber tratamento tratamento topico
(excepto o0 grupo controle negativo) na area das lesbes ou Glucantime® intramuscular
(controle positivo). Apos o tratamento, amostras foram avaliadas por histologia, microscopia
eletronica de transmissdo (TEM) e cultivo dos fragmentos de bidpsia de lesdes em todos 0s
grupos experimentais. Os resultados mostraram que nao houve eficacia na reducéo da lesao
ou controle parasitologico. O tratamento com emulséo tépica em focinho mostrou diferencas
estatisticas da lesdo entre o controle positivo e negativo apds 14 dias (p = 0,0087) e
diferenca entre o grupo controle negativo e a emulsédo Placebo e a emulsdo com 2,5%
EpMeOH apos 20 dias de tratamento. Porém, a reducdo de macrofagos infectados apenas foi
observada apenas no controle positivo. Estes resultados indicaram que os efeitos devem ser
considerados para diferencas nas areas de pele, como a espessura da queratinizacdo, e 0
tratamento topico com esta concentracdo de extracto utilizado na formulacdo néo era eficaz
para reduzir e cura clinica.

Palavras-chave: Leishmaniose cutanea, tratamento topico, emulsdes, extratos vegetais

Libidibia ferrea

106



ABSTRACT

Treatment of cutaneous leishmaniasis (LC) is difficult due to scarce number of drugs
capable to eliminate completely the intracellular form of parasite, and presents a number of
problems which include parasite resistance, induction of side effects, and are requires
parenteral administration. The aim of the present study was to evaluate the efficacious of
topical formulations containing extract of Libidibia ferrea in the treatment of cutaneous
leishmaniasis in different areas of animal infected. A topical cream consists in emulsions
and was prepared by inversion phases with vegetable oils and 2.5% of metanolic extract
from epicarp of L. ferrea. Golden hamsters (Mesocricetus auratus) were used as
experimental model infected with Leishmania (Leishmania) amazonensis, and inoculation
were done in foot and snout. Animals were grouped to receive topical treatment (except the
control group) in the area of the lesions, or Glucantime® intramuscular (positive controls).
After the treatment were evaluated by histology, transmission electron microscopy (TEM)
and biopsy cultivation of the lesions fragments in all experimental groups. The results
showed that treatment with emulsion in foot was no efficacy when compared total lesion
size after treatment, and parasitological analyses. Treatment with topical emulsion in snout
shows statistical differences of lesion area between positive and negative controls after 14
days (p = 0,0087), and placebo and emulsion with 2.5% EpMeOH showed statistical
difference after 20 days of treatment. Thus, reduction of infected macrophages just was
observed in positive control. This result indicated that the therapeutics effects must be
considered for differences in skin areas, like thinness keratinization. Here is discussed the
extract concentration, treatment duration and the possibility of associations with others
drugs to reduce or to obtain clinical cure for this disease

Key words: Cutaneous Leishmaniasis, topical treatment, emulsion, metanolic

extract, Libidibia ferrea
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INTRODUCAO

As leishmanioses, protozoonoses heteroxénicas, apresentam alta prevaléncia em
regides de climas tropical e subtropical do Velho e Novo Mundo (Paiva et al, 2007). Apesar
de haver registro de casos de LTA em todas as regides do pais, as regides Norte e Nordeste
sdo as que apresentam maior percentual de casos nos ultimos anos. A média de casos
notificados entre 1991 e 2010 foi de 27.374 ao ano, concentrando o maior nimero na regido
Norte (36,4%) (Brasil, 2013). Relatos de surtos epidémicos tém ocorrido nas regides
Sudeste, Centro-Oeste, Nordeste e, na regido Amazonica, relacionados ao processo
predatorio de colonizacéo.

As dificuldades quanto a administracdo e a duracdo do tratamento com os farmacos
mais utilizados para as leishmanioses, como os antimoniais pentavalente (Soares-Bezerra et
al., 2004), paralelamente aos seus efeitos colaterais, tém estimulado pesquisadores a buscar
novas substancias com acdo contra Leishmania, assim como também formas farmacéuticas
que possuam maior facilidade de administracdo e menores efeitos colaterais. As plantas, por
sua vez, possuem a capacidade de producdo de uma diversidade de metabolitos secundarios
(produtos naturais) com atividades biologicas de grande interesse na sociedade humana.

Até o final do século XX, estudos estimaram que cerca de 80% da populacéo
mundial, principalmente em paises em desenvolvimento, utilizou os produtos naturais como
fonte priméria nos tratamentos de doencas (Nunez-Sellés et al., 2007). Ao contrario dos
medicamentos convencionais, os fitoterapicos sdo misturas de constituintes, ao menos em
parte delas, sem caracterizagdo quimica, e por serem constituidos por uma mistura fornecem
vantagem terapéutica, pois 0s componentes desconhecidos podem combinar entre si e com
aqueles ja determinados de maneira sinérgica resultando em maior eficacia do que aquela

apresentada pelo constituinte conhecido puro (OMS, 2008).

108



Estudos quimicos e farmacoldgicos de extratos obtidos de Libidibia ferrea (Mart. Ex
Tul.) LP Queiroz tem demonstrado seu potencial bioldgico anti-inflamatorio (Carvalho et al.
1996), bactericida, agente hipoglicemiante e antioxidante (Batubara et al, 2009), e também
mostrou inibicdo do crescimento in vitro de L. (V.) guyanensis e L.(L.) amazonensis (Cortez,
2004, Falcdo, 2010, Wyrepkowski et al., 2015).

Com o objetivo de desenvolver drogas mais eficazes para o tratamento da
Leishmaniose, de baixo custo e com reacfes adversas menos agressivas para o hospedeiro,
novos alvos quimioterapicos da Leishmania tém sido investigados e novas abordagens para
0 desenvolvimento de farmacos devem ser consideradas. Além disso, novas formas de
aplicacdo devem ser consideradas para o desenvolvimento de métodos de veiculacdo de
farmacos.

O desenvolvimento de formulagdes tdpicas seria um método alternativo para o
tratamento da leishmaniose cutdnea. Embora o transporte transdérmico de farmacos tenha
muitas vantagens sobre outras vias de administracao, este ainda apresenta problemas a serem
investigados, como a baixa penetracdo da maioria dos compostos através da pele humana
(Rossi-Bergmann, 2009). As vantagens da utilizacdo do tratamento topico incluem evitar o
metabolismo hepatico de primeira passagem, impedir a exposi¢do as condi¢des quimicas e
bioldgicas do trato gastrointestinal, menores niveis de farmacos no plasma e o conforto do
paciente na aplicacdo (Zanchetta, 2009).

Pretende-se com este estudo contribuir para a obtencdo de formulacGes com base
fitoterapica, utilizando extratos de L. ferrea no combate a esta importante doenca

negligenciada, endémica do Brasil.
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METODOLOGIA

Formulacdes tdpicas

Foram preparadas duas emulsdes 6leo-agua contendo 30% de Oleo Vegetal (Copaiba
e Andiroba) e 57,3% de agua deionizada, utilizando como agente emulsificante Polowax®
(6%) e estabilizante Xantana (0,5%). Todas as emulsdes sdo formulacbes nédo-ibnicas
produzidos pelo método de inversdo de fases. Utilizou-se como conservantes propilparabeno
e metilparabeno (Nipagin [1%] e Nipazol [0,3%]). Nas emulsGes, foram adicionados 2,5%
de extrato Metandlico do Epicarpo de Libidibia ferrea. Foram avaliadas as emulsfes
contendo o extrato (Emuls+Extrato) e somente os excipientes, considerados Placebo do

experimento (Emuls Placebo).

Origem e Manutencdo dos parasitas

Utilizou-se a especie Leishmania (Leishmania) amazonensis
(MHO/BR/2006/IM5584), mantida e criopreservada no Laboratorio de Leishmaniose e
Doenca de Chagas, Coordenacdo de Pesquisas em Saude Ambiente e Sociedade, Instituto
Nacional de Pesquisas da Amazonia. Os parasitas sdo cultivados em meio Novy-MacNeal-
Nicolle (NNN) e a cultura expandida em meio RPMI 1640 (Himedia®) completo,
suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado (SFBi) e gentamicina (40 pg/mL),

para criopreservacao.

Origem e infeccdo dos animais
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Os animais utilizados foram 42 hamsters (Mesocricetus auratus), machos e adultos
provenientes e mantidos no Biotério Central do Instituto Nacional de Pesquisas da
Amazonia, mantidos em gaiolas em salas condicionadas com fotoperiodo, em condicdes de
alimentacdo ad libutum e livre de patogenos. Este estudo foi submetido e aprovado pelo
Comité e Etica em Pesquisa Animal do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia
(CEUA-INPA), com a aprovacao do projeto sob o numero de protocolo 009/2012.

Os animais foram separados nos grupos experimentais, sendo infectados na pata direita
traseira ou no focinho com as 0,1 mL de promastigotas de L. (L.) amazonensis (1,0 x 10°
parasitas/mL) provenientes de cultura em meio NNN. Os animais permaneceram sob

supervisdo até o aparecimento das lesdes para o inicio dos estudos.

Delineamento experimental

Os animais foram utilizados em dois experimentos distintos:

I - O primeiro experimento utilizou 18 hamsters infectados com L. (L.) amazonensis na
pata direita traseira, separados nos seguintes grupos: Grupo Tratamento com Emulsao
contendo o extrato EpMeOH (2,5%); grupo Tratamento Emulsdo Placebo; grupo Sem
Tratamento (controle negativo). Os grupos receberam uma aplica¢do da emulsdo no local da
lesdo com curativo oclusivo, 50mg/animal por dia, por 10 dias consecutivos. Apds 10 dias
de tratamento, os animais receberam uma aplicagdo de 50 mg/animal em dias alternados (a
cada dois dias) por mais 20 dias. A eutandsia ocorreu ap6s 0s 30 dias de tratamento.

Il — O segundo experimento utilizou 24 hamsters infectados com L. (L.) amazonensis no
focinho, separados nos seguintes grupos: Grupo Tratamento com Emulsdo contendo o
extrato EpMeOH (2,5%); Grupo Tratamento Emulsdo Placebo; grupo sem Tratamento e

Grupo Tratamento (Controle Negativo) e Grupo Tratamento com Glucantime® (20 mg
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Sb°/Kg/dia IM) (Controle Positivo). Os grupos receberam uma aplicacdo da emulsdo no
local da leséo, 50 mg/animal por dia, por 25 dias consecutivos. A eutanasia ocorreu apos 25

dias de tratamento.

Avaliacao clinica: todos os animais dos grupos experimentas foram submetidos a afericdo
diaria dos valores do volume total da lesdo (comprimento, largura e altura) utilizando
paquimetro (Zaas Precision®) para andlise da progressdo da lesdo. Os dados numeéricos
foram registrados, tabelados e analisados estatisticamente. As lesdes foram

fotodocumentadas para analise da evolu¢do morfolégica macroscopica.

Eutanasia: Os animais serdo eutanasiados com Euthanyle® (Pentobarbital sodico —
Difenilhidantoina sédica), de acordo com a legislacdo para uso de animais de

experimentacao e aprovado pela comissdo de ética animal do INPA (CEUA).

Estudos Parasitologicos: Uma amostra de tecido seccionado da area da lesdo de cada
animal foi utilizado para impressdo em laminas de vidro. As laminas foram fixadas com
metanol e coradas com Giemsa. A concentracdo de parasitas (amastigotas) e de macrofagos
infectados foi estimada por analise em microscopia éptica sob 6leo de imersdo (1000 X) e ao
menos 25 campos de cada lamina foram contados e registrados. Foram considerados campos
para contagem 0s que possuiam ao menos cinco macréfagos. Os dados foram tabelados, e
foram obtidas a média de amastigotas e a média de macréfagos infectados para cada animal

da experimentacdo. A relacdo percentual de parasitas foi obtida pelo indice %parasitas =

100
X max’

X animal
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Viabilidade de parasitas em meio de cultura: cultura foi preparada a partir de amostras de
lesGes obtidas de cada animal experimental. Uma amostra foi seccionada longitudinalmente
da area da les@o ap0s a tricotomia e assepsia dos animais. A amostra foi imersa em salina
contendo gentamicina (40 mg/mL) e apds, transferidas assepticamente para meio NNN e
mantidas por oito dias a 25° C. As culturas foram determinadas como negativas quando néo

havia a presenca de parasitas apds o periodo de incubacéo.

Microscoscopia Eletrénica de Transmissdo: Amostras de tecido seccionado da area da
lesdo de cada animal, com dimensdes de 1,0 x 1,0 x 1,0 mm, foram fixado em glutaraldeido
em 0,1 M de tampdo cacodilato (2,5% v/v) e submetidos a analise por TEM (Microscopia
Eletronica de Transmissdo). Blocos foram preparados com kit de submerséo epoxi (Sigma-
aldrich®) e os experimentos foram realizadosem FEI TECNAI G12 Spirit-Twin (120 kV,
LaB6) e microscopio equipado com camera FEI Eagle 4k CCD (Eindhoven, The
Netherlands).O seccionamento das amostras (espessura de 100 nm) foram obtidos em

ultramicrometro Leica UC7 (Wien, Austria) e repassados a grades de cobre de 400 mesh.

Analise histopatologica: amostras dos tecidos lesionados foram seccionadas e 0s
fragmentos foram transferidos para formol tamponado a 10%, e posteriormente, submetidos
ao processamento histolégico para microscopia de luz. As laminas histologicas obtidas
foram coradas com hematoxilina-eosina. A confeccdo e leitura das laminas histolégicas
foram realizadas no Laboratério de Histopatologia do Departamento de Morfologia da

UFAM.
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Analise estatistica: Os dados registrados da afericdo foram tabelados e analisados pelo
programa GraphPad 6.0 (Prism®), por two-way ANOVA e teste de Tukey com 95% de

confianca para serem considerados significativos.

RESULTADOS

O experimento em patas utilizou curativo oclusivo para evitar que 0s animais
tivessem contato via oral com as emulsdes, uma vez que o0 objetivo do presente estudo foi
avaliar os efeitos somente pela via topica, além de impedir processos oxidativos. As
afericdes do volume total das lesdes ao antes do tratamento (21 dias apés a inoculagdo do
patdgeno) mostrou que havia uma grande discrepancia entre os volumes das lesdes dos
animais, demonstrado estatisticamente pelos valores de desvio padrdo elevados. Os animais
foram separados em grupos visando obter homocedasticidade nos valores do volume da
lesdo no inicio do tratamento, buscando a menor influéncia dos fatores imunologicos e
fisioldgicos diferenciais da resposta de cada animal.

A avaliacdo diaria dos volumes das lesdes durante o periodo de tratamento mostrou
que os as medias dos volumes das leses nas patas dos grupos que receberam o tratamento
com as emulsdes com Extrato EpMeOH (2,5%) de L. ferrea e a emulsdo placebo foram
numericamente menor que o grupo que ndo recebeu tratamento entre 6° e 10° dia de
tratamento (figura 28), mas a andlise estatistica ndo apresentou diferenca significativa entre
0s grupos de tratamento, até o fim do tratamento (p > 0,05).

Em relacdo as analises parasitolégicas, a contagem de macrofagos infectados e a
guantidade de amastigotas presentes nos impressdes em laminas também ndo mostrou
nenhuma diferenca estatistica entre nenhum grupo, apresentando todas as comparagdes p

>0,05 (figura 29).
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Figura 28 Evolucéo clinica do volume das lesbes em Mesocricetus auratus infectados na pata traseira direita com Leishmania (Leishmania)

amazonensis, durante e apds o tratamento topico com emulsdes topicas. Controle: animais inoculados que nio receberam tratamento
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Figura 29 - Valores médios do nimero percentual de formas amastigotas e macrofagos infectados
contados por campo, apds impressdo em lamina de fragmentos das lesdes dos grupos de

tratamento com emulsdes e grupo controle, coradas por Giemsa e quantificados em 1000X.

Figura 30 — Aspecto clinico macroscopico das lesbes em Mesocricetus auratus infectados
na pata traseira direita por Leishmania (Leishmania) amazonensis no 10° dia ap6s o
tratamento com emulsdes. A — Grupo tratado com emulsdo com Extrato EpMeOH (2,5%).

B — Grupo tratado com emulséo Placebo. C — Grupo infectado e no tratado.



Figura 31 - Microfotografia (MET) de tecido de lesdo em patas de hamster
(Mesocricetus auratus) experimentalmente infectado com Leishmania (Leishmania)
amazonensis, apos 26 dias de tratamento com emuls&o topica contendo 2,5% de Extrato

EpMeOH. Presenca de formas amastigotas no vacuolo parasitoforo.

No grupo que recebeu tratamento tépico com creme contendo EpMeOH, porém, as
lesbes mostraram um aspecto lustroso (figura 30), de aparéncia similar aos cremes
hidratantes avaliados, mas sem a presenca de intumescimento da regido a lesdo. As lesdes
néo apresentaram ulceragéo (figura 30).

Os resultados observados apds o tratamento dos hamsters com emulsdes tépicas na
regido do focinho, entretanto, diferem consideravelmente dos resultados obtidos em patas.
O aparecimento das lesbes na regido do focinho, (3 semanas ap06s a infecgdo) mostrou-se

mais homogéneo entre 0s animais estudados, com maior homocedasticidade (figura 34).
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Analises estatisticas mostraram diferenca significativa entre os grupos de tratamento
com Glucantime (IM) e o grupo que ndo recebeu nenhum tratamento apds o 14° dia de
tratamento com as emulsdes topicas (p = 0,0087). Os grupos tratados com a emulsao
contendo o extrato EpMeOH (2,5%) e com emulsdo Placebo sé apresentaram diferenca
estatistica apds o 20° dia de tratamento (p<0,05). Esta diferenca no volume entre os grupos

de tratamento no decorrer da experimentacao esta apresentado na figura 32.
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Os valores obtidos da analise de impressdes em laminas mostrou que o valor
percentual de amastigotas foi nitidamente menor no grupo com tratamento com
Glucantime® do que a quantidade percentual verificada no grupo sem tratamento (figura
33). Analise por ANOVA mostrou forte diferenca estatistica (p < 0,0001) entre os dois
grupos, para este parametro. Entretanto, diferenca estatistica também foi verificada entre o
grupo de tratamento com o Placebo e o grupo sem tratamento (p = 0,0473) e entre 0 grupo
Placebo e o grupo tratado com Glucantime (p = 0,0453). Ja o grupo que recebeu tratamento
com emulsdo com extrato EpMeOH (2,5%) mostrou apenas diferenca estatistica do valor
percentual de amastigotas com o grupo tratado com Glucantime (p = 0,0002). Entretanto,
comparando os valores médios de macrofagos infectados presentes nas impressdes, apenas
apresentou diferenca estatistica o grupo tratados com emulsdo com extrato MeOHEp (2,5%)

e 0 grupo tratado com Glucantime® (p = 0,0139).
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Figura 33 - Valores médios do numero percentual de formas amastigotas e macrofagos
infectados contados por campo, apds impressdo em lamina de fragmentos das lesdes dos
grupos de tratamento com emulsdes e grupos controle, coradas por Giemsa e contadas em

1000X.



Figura 34 — Aspecto clinico macroscopico das lesdes cutdneas em Mesocricetus auratus
infectados por Leishmania (Leishmania) amazonensis no 10° dia de tratamento com
emulsées. A — Grupo tratado com emulsdo com Extrato Metanolico do Epicarpo

(EpMeOH) (2,5%). B — Grupo tratado com emulsédo Placebo. C- Grupo tratado com

Ap0s os vinte e cinco dias de tratamento pode-se avaliar o aspecto clinico das lesdes
dos hamsters de todos os grupos, através da forma macroscopicamente, em que se pode
determinar uma comparagéo entre eles. Os animais do grupo tratado com emulsdo com
extrato EpMeOH (2,5%) apresentaram uma les&o inicial do tipo papular. Durante e ap6s o
tratamento alguns animais apresentaram uma crosta na area da leséo e ndo foi observada
uma reducdo em seu volume. Os animais do grupo tratado com emulsdo placebo também
apresentaram lesdes nodulares no inicio do tratamento. Durante e apds o tratamento
apresentaram na lesdo ulceracdo. Os animais do grupo tratado com Glucantime® (IM)

apresentaram no inicio do tratamento, lesbes nodulares, durante e ap6s o tratamento, mas



ndo verificou-se nestes animais neste tempo de tratamento, uma reducédo consideravel como
era esperado por ser uma droga considerada como de primeira escolha no tratamento padrao
utilizado em humanos (Brasil, 2010). Os animais do grupo sem tratamento também
apresentaram leses nodulares no inicio do tratamento. Durante e apds o tratamento as
lesbes se agravaram e apresentaram caracteristicas ulcerosas com infeccdo secundaria
aparente (Figura 34).

Os fragmentos das lesdes provenientes dos animais de todos os grupos foram
semeados em meio NNN para verificagdo de parasitas e todos 0s grupos experimentais

apresentaram formas de parasitas viaveis com formato fusiformes

DISCUSSAO

Estudos farmacologicos de novas terapias para o tratamento das Leishmanioses, em
especial a Leishmaniose Tegumentar vém sendo estudadas. Ensaios biologicos in vivo
habitualmente utilizam como modelo animal camundongos BALB/c ou hamsters sirios, pois
sdo mais suscetiveis a doenca e apresentam maior disseminacéo dos parasitos (Lima 2008).
A inoculacgéo dos flagelados pode ser realizada em diferentes partes como, na base da cauda
por via intradérmica (Rodrigues 2012), no coxim plantar (Eissa et al. 2011), orelha ou
focinho.

Segundo Suman e Nishi (2011), através dos modelos animais é possivel verificar a
atividade de drogas a ser determinado em relacdo a absorcao, distribuicdo, metabolismo e
excrecdo e para dar uma indicacdo inicial da toxicidade, embora nenhum reproduza com
precisdo 0 que acontece nos humanos. Poucos sd@o 0s estudos com primatas como

importantes modelos experimentais que melhor representam a forma clinica da doenga
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humana, apesar de serem pesquisas que possuem como objetivo principal experimentos com
alvos vacinais (Grimaldi, 1995).

Este trabalho permitiu verificar as diferencas que ocorreram quando o tratamento foi
aplicado sobre areas distintas, com aspectos diferenciados quanto a epiderme lesionada.
Dependendo do local de inoculagdo (focinho, para, orelha) os hamsters exibem uma
evolucdo da doenca previsivel apos a infeccdo experimental, sendo a maioria caracterizada
por lesdo ulcerativa crénica local €, como em seres humanos, podem variar dependendo do
estado imunitario do individuo (Robledo et al, 2012). Porem, caracteristicas da pele de cada
um dos locais do corpo do animal, como a camada de queratina presente nas patas pode ter
influenciado na resposta ao tratamento topico.

Observou-se, por outro lado, que nos animais que receberam tratamento topico na
regido do focinho, tanto do creme contendo o extrato EpMeOH (2,5%) quanto do creme
base (placebo), ocorreu uma diferenca significativa entre o volume total da lesdo quando
comparados ao grupo ndo tratado. Este resultado pode indicar que a acdo dos excipientes
utilizados na preparacdo da formulagédo influencia na evolucdo das lesdes, porém ndo ha
interferéncia na viabilidade parasitaria, uma vez que formas flageladas de Leishmania foram
visualizadas em todos os grupos ap6s cultura em NNN.

Segundo Schwartz et al (2014), a eficacia de um tratamento tdépico contra
leishmaniose cutanea depende de dois principais fatores: i) sobre a atividade leishmanicida
intrinseca dos compostos e ii) a quantidade de droga capaz de atingir a derme, a camada
mais profunda da pele, onde os macrofagos infectados encontram-se. Deste modo, a
auséncia de resultados mais promissores pode ser atribuida a concentracdo do extrato
presente na emulsdo, a forma de veiculacdo, que pode também nédo ser adequada para este

material, o tempo de tratamento e o nimero de aplicacdes.
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Além do principio ativo € sabido que as caracteristicas e o tipo das emulsbes, o
tamanho das goticulas, o emoliente, emulsificante sdo de grande importancia para obtermos
uma formulagdo com o efeito desejado. A adicdo de constituintes como o lauril sulfato de
sodio, substancia tensoativa capaz de remover os lipidios intercelulares e tornar a bicamada
lipidica do estrato corneo mais fluida, € um exemplo de componente que pode facilitar a
permeacao do principio ativo.

Porém, deve-se levar em consideracdo o potencial de irritagdo desta substancia, bem
como de outras substancias que vem sendo usadas como promotores de absor¢éo na pele,
deste modo, outras formulag¢bes devem ser testadas no sentido de facilitar a penetracdo dos
ativos, de uma melhor hidratacdo da pele, aumentando assim a permeacdo de substancias
hidrofilicas e lipofilicas. O mecanismo exato ainda ndo € claro, mas sabe-se que o aumento
do conteddo aquoso do estrato corneo pode aumentar a solubilidade do permeante
facilitando sua penetragcdo. Outro efeito importante é a capacidade da agua de intumescer o
estrato cdorneo diminuindo a adesdo entre 0s queratinocitos, facilitando a passagem de
substancias, como os farmacos de interesse.

Este fator justifica o uso de formulagdes oclusivas como as pomadas que, ao impedir
a perda de agua da pele, a deixa mais hidratada, facilitando a permeacéo de farmacos. Varios
estudos indicam que a composi¢do do veiculo altera significantemente a permeacdo da
substancia ativa na pele. Os componentes da formulagdo interagem tanto com o farmaco

quanto com as estruturas da pele séo responsaveis pela maior ou menor liberagéo do ativo.

CONCLUSOES

Os resultados mostram que as emulsdes com o extrato EpMeOH (2,5%) néo

possibilitaram a cura clinica da forma cutanea da leishmaniose em animais de laboratério
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suscetiveis a doenca como os hamsters, assim como, nédo foi possivel observar uma reducao
significativa das lesbes cutaneas e das formas intracelulares, causadas por L.(L.)
amazonensis nas condicdes e formulagdes utilizadas.

A reducdo da area total da leséo nos focinhos deve ser atribuida aos excipientes da
emulsdo, uma vez que o efeito do placebo foi 0 mesmo da emulsdo com o extrato. Para
futuros estudos, devem ser avaliadas maiores concentragdes do extrato EpMeOH em

formulacBes com outros excipientes e com tempo de tratamento mais prolongado.
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RESUMO

A leishmaniose tegumentar (LT) é uma doenca endémica do Brasil, embora sua
ocorréncia seja relatada nos cinco continentes. Seu agente etioldgico sdo protozoarios do
género Leishmania, sendo relatadas sete que podem causar a doenca em humanos. Os
tratamentos de primeira e segunda escolha sdo muitas vezes ineficazes, com muitos efeitos
colaterais severos e requerem administracdo parenteral. Estes fatos motivam a busca de
novos farmacos e/ou principios ativos naturais e novas formas de administracdo também
vem sendo estudadas. Este trabalho objetiva avaliar os efeitos de tratamentos topicos
utilizando hidrogéis e emulsdo que contenham extrato ativo e fracao ativa de Libidia ferrea,
espécie nativa do Brasil. Para o estudo, foram utilizados grupos experimentais de hamsters
(Mesocricetus auratus) inoculados com L. (L.) amazonensis na regido do focinho e tratados
com as formulacdes durante 40 dias. Apds o tratamento, 50% dos animais foram
eutanasiados e submetidos a analises (histoldgicas, parasitoldgicas, moleculares) e os demais
permaneceram sob observacdo por mais 20 dias, e entdo foram tambem eutanasiados e
obtidas as amostras para andlises. Os animais que receberam o tratamento com
hidrogel+extrato (GelEpMeOH) apresentaram pouco aumento de volume de lesdo, menor
numero de ulceragdes, e pouca carga parasitaria apos os 40 dias de tratamento. Aspectos
histologicos revlaram menos infiltrado inflamatério. Os animais que receberam tratamento
com emulsdo+fragdo (EmulFr2) tiveram uma progressdo e depois um declinio da leséo e
mostraram baixa carga parasitaria nas analises. O grupo que recebeu o tratamento com
antimonial (medicamento padrdo para LT) mostraram reducdo na lesdo e controle de
ulceracBes, aléem de baixa carga parasitaria ao fim do tratamento, mas os animais que
permaneceram por mais 20 dias mostraram altos valores de concentracdo parasitaria. Os
resultados apontam para uma possivel terapia alternativa para LT.

Palavras-chave: Produtos naturais, leishmaniose tegumentar, tratamento tépico.
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ABSTRACT

The cutaneous leishmaniasis (CL) is endemic in Brazil, although its occurrence is reported
on five continents. The etiologic agent is Leishmania gender protozoa, and reported seven
that can cause disease in humans. The treatments of first and second choice are often
ineffective with many severe side effects and require parenteral administration. These facts
motivate the search for new drugs or natural active ingredients and new forms of
administration is also being studied. This study aims to evaluate the effects of topical
treatments using hydrogels and emulsion containing active extract and active fraction of
Libidia ferrea, native species from Brazil. For the study, experimental groups were used
hamsters (Mesocricetus auratus) inoculated with L. (L.) amazonensis the snout region with
the formulations and treated for 40 days. After treatment, 50% of the animals were
euthanized and subjected to tests (histological, parasitological, molecular) and the others
remained under observation for 20 days, then were euthanized and also obtained samples for
analysis. The animals that received treatment with hydrogel + extract (GelEpMeOH)
showed little increase in lesion volume, fewer ulcers, and low parasitic load after 40 days of
treatment. Histology revlaram less inflammatory infiltrate. The animals were treated with
emulsion + fraction (EmulFr2) had an increase and then a decrease of the lesion and showed
low parasite load in the analysis. The group that received treatment with antimony (standard
drug for LT) showed a reduction in the lesion and control ulcerations, in addition to low
parasitic load to the end of treatment, but the animals that remained for over 20 days showed
high levels of parasitic concentration. The results point to a possible alternative therapy for
CL.

Keywords: Natural products, cutaneous leishmaniasis, topical treatment
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INTRODUCAO

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) é uma doenca de carater zoonotico
que acomete o homem e diversas espécies de animais silvestres e domésticos, sua
transmissdo ocorre de forma vetorial através da fémea de flebotomineos do género
Lutzomyia (Neves et al. 2005). A doenca pode apresentar diferentes formas clinicas
dependendo da espécie de Leishmania envolvida e da relacdo do parasito com seu
hospedeiro (Gontijo et al. 2003).

Os medicamentos utilizados atualmente contra a Leishmaniose sdo os antimoniatos
pentavalentes (Sb>*) como droga de primeira escolha, pentamidina e anfontericina B como
segunda escolha. No entanto a terapia convencional vem demonstrando duas grandes
problematicas que estdo contribuindo com a resisténcia dos pacientes para o tratamento, por
serem de administracdo parenteral, o que exige a participacdo do enfermo, e como muitos
abandonam o tratamento, uma outra dificuldade vem a ser a eficacia limitada, apresentando
inimeras reagdes adversas, como insuficiéncia renal aguda, hipotensdo e hipopotassemia
(Brasil, 2010; Ferreira et al, 2012; Silva-Lopez, 2010).

A necessidade de tratamentos com maior eficacia e segurangca vem estimulando
pesquisas com produtos naturais de plantas com atividade antileishmania, uma vez que 0s
vegetais possuem uma diversidade quimica de metabdlitos secundarios estruturalmente
unicos. No Brasil, estudos com produtos naturais tém mostrado também o potencial de
substancias e 6leos obtidos de espécies encontradas no pais. Atividade leishmanicida foi
detectada em benzofenonas preniladas isoladas de Garcinia brasiliensis (Pereira et al. 2010)
e também em Gleo de copaiba extraido de diferentes espécies do género Copaifera (Santos et

al. 2008).
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Uma mistura de alcaloides extraidos de Ervatamia coronaria (Apocynaceae)
mostrou atividade inibitéria em amastigotas de L. (V.) braziliensis em sistemas in vitro
(Rodriguez et al. 2008). Alcaldides oxoaporfinicos isolados de Annona mucosa, assim
como, extratos de folhas e sementes desta especie também apresentaram resultados de
inibicdo in vitro em promastigotas e amastigotas de trés espécies de Leishmania (Lima, et al.
2012).

A espécie Libidibia ferrea (Mart. ex Tul.) LP Queiroz var. ferrea, arvore nativa da
regido Amazonica, apresenta ampla distribuicdo e propriedades econémicas e também
farmacologicas. Estudos quimicos e farmacologicos de extratos obtidos de L. ferrea tem
demonstrado seu potencial bioldgico anti-inflamatério (Carvalho et al. 1996), bactericida,
cicatrizante, agente hipoglicemiante e antioxidante (Batubara et. al, 2009), e também
mostrou inibi¢do do crescimento in vitro de L.(V.) guyanensis e L.(L.) amazonensis (Cortez,
2004; Falcéo, 2010, Wyrepkowski et al, 2015).

Além do estudo da acdo dos produtos naturais no tratamento da leishmaniose, o
desenvolvimento de formulacdes topicas seria um método alternativo para o tratamento da
leishmaniose cutanea. As vantagens da utilizagdo do tratamento tdpico incluem evitar o
metabolismo hepatico de primeira passagem, impedir a exposi¢do as condi¢des quimicas e
bioldgicas do trato gastrointestinal, menores niveis de farmacos no plasma e o conforto do
paciente na aplicacdo (Zanchetta, 2009).

Os programas de desenvolvimento de farmacos sdo estimulados pela facilidade em
reproduzir a infec¢do por Leishmania no modelo animal apropriado (Rondon, 2011), sendo
o hamster (Mesocricetus auratus) um modelo experimental susceptivel que pode produzir

lesGes quando infectado por L. (L.) amazonensis.
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METODOLOGIA

Preparacao das Formulagdes topicas

Para o estudo foram preparadas duas formulagdes tdpicas distintas, sendo uma
formulacéo constituida por hidrogel e a segunda, uma emulséo 6leo/agua.

A formulacao constituida por hidrogel foi preparada sob metodologia confidencial e
sera designada por (GelEpMeOH). O placebo (GelPla) consistiu nos excipientes sem
adicdo do pincipio ativo.

A emulsdo Oleo-agua foi preparada pelo método de inversdo de fases, utilizando
propilenoglicol e miristrato de isopropila em agua deionizada, e foram adicionados o
principio Fr-2 (EmulFr2). A emulsdo contendo somente os excipientes foi considerada o
placebo do experimento (EmulPla).

Estas formulacGes estdo em processo de patenteamento.

Origem e Manutencdo dos parasitas

Utilizou-se a espécie Leishmania (Leishmania) amazonensis (MHO/BR/2006/IM5584),
mantida e criopreservada no Laboratério de Leishmaniose e Doenca de Chagas,
Coordenagdo de Pesquisas em Saude Ambiente e Sociedade, Instituto Nacional de Pesquisas
da Amazonia. Os parasitas sdo cultivados em meio Novy-McNeal-Nicolle (NNN) e a cultura
expandida em meio RPMI 1640 (Himedia) completo, suplementado com 10% de soro fetal

bovino inativado (SFBi) e gentamicina (40 mg/mL), para criopreservacao.

Origem e infeccdo dos animais
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Os animais utilizados foram 36 hamsters (Mesocricetus auratus), machos e adultos
provenientes e mantidos no Biotério Central do Instituto Nacional de Pesquisas da
Amazonia, mantidos em gaiolas em salas condicionadas com fotoperiodo, em condicdes de
alimentacdo ad libitum e livre de patdgenos. Este estudo foi submetido e aprovado pelo
Comité e Etica em Pesquisa Animal do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia
(CEUA-INPA), com a aprovacao do projeto sob o numero de protocolo 009/2012.

Os animais foram separados nos grupos experimentais, sendo infectados no focinho com
o volume de 0,1 mL de formas promastigotas de fase final logaritmica de L. (L.)
amazonensis (1,0 x 10° parasitas/mL) provenientes de cultura em meio NNN. Os animais
permaneceram sob observacdo até o aparecimento das lesbes para o inicio dos estudos

experimentais.

Delineamento experimental

Foram utilizados 36 hamsters 24 dias apds inoculagdo com L. (L.) amazonensis na regido
do focinho, separados nos seguintes grupos Tratamento e controle: 1-_Tratamento: (i)
GelEpMeOH; (ii) GelPla; (iii) EmulFr2; (iv) EmulPla, (v) Glucantime® (20

mg/Sh¥/Kg/dia) intramuscular; e 2 - Controle negativo sem tratamento. Os grupos que

receberam tratamento topico, este foi aplicado diariamente (uma vez a dia) a dose de 50 mg
de formulagdo/animal na les&o (focinho). O tratamento foi aplicado a todos os animais dos
grupos durante 38 dias consecutivos. Apés o fim do tratamento, 50% dos animais de cada

grupo foram eutanasiados para coleta de amostras. Os demais 50% permaneceram sob
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observacao por mais 20 dias, sem receber nenhum tratamento. Apds este periodo de 20 dias,

foram eutanasiados para coleta de material biolégico, como esquematizado na figura 54.

Inoculacéao

Inicio Fim
Tratamento l
Etapa 50% 100%
+ t
| I I I
Dias I I I
- 0 39 59

Figura 35 - Cronograma esquematico de tratamento topico em experimentacdo animal

Avaliacao clinica: todos os animais dos grupos experimentas foram submetidos a afericao
diaria dos valores do volume total da lesdo (comprimento, largura e altura) utilizando
paquimetro digital (Zaas® Precision) para analise da progressdo da lesdo. Os dados
numéricos foram registrados, tabelados e analisados estatisticamente. As lesdes foram

fotodocumentadas para analise da evolu¢do morfolégica macroscopica.

Eutanasia: Os animais foram eutanasiados com Euthanyle® (Pentobarbital sddico -

Difenilhidantoina sodica), de acordo com a legislacio para uso de animais de

experimentacao e aprovado pela comissao de ética animal do INPA (CEUA).
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Quantificacdo de parasitos por impressdo em laminas: Uma amostra de tecido
seccionado da area da lesdo de cada animal foi utilizada para impressdao em laminas de
vidro. Para cada animal experimenta, foi realizada a impressdo em duplicata. As laminas
foram fixadas com metanol e coradas com Giemsa. A densidade de parasitas (amastigotas) e
de macrdfagos infectados foi estimada por analise em microscopia Optica sob Gleo de
imersdo (1000 X) e ao menos 25 campos de cada lamina foram contados e registrados.
Foram considerados campos para contagem 0S que possuiam ao menos cinco macrofagos.
As andlises foram realizadas por profissionais ndo envolvidos na experimentagéo, seguindo
modelo de estudo duplo-cego. Os dados foram tabelados, e foram calculadas a media de

amastigotas e a média de macrofagos infectados para cada animal da experimentacdo. A

relagdo percentual de parasitas foi obtida pelo indice %parasitas = X amastigotas Xloo

7

Viabilidade de parasitas em meio de cultura: cultura foi preparada a partir de amostras de
lesGes obtidas de cada animal experimental. Uma amostra foi seccionada longitudinalmente
da area da les@o ap0s a tricotomia e assepsia dos animais. A amostra foi imersa em salina
contendo gentamicina (40 mg/mL) e apds, transferidas assepticamente para meio NNN e
mantidas por oito dias a 25° C. As culturas foram determinadas como negativas quando néo
havia a presenca de parasitas ap0s o periodo de incubagcdo. Em caso positivo, a concentragdo
de parasitas presentes foi semi-quantificada de acordo com o nimero logaritmico de células
presentes, sendo considerados os valores 1- de 1 até 10 parasitas; 2 - entre 10 a 100 parasitas

e 3 —maior que 100 parasitas por campo.

Analise histopatologica: amostras dos tecidos lesionados foram seccionadas e 0s
fragmentos foram transferidos para formol tamponado a 10%, e posteriormente, submetidos

ao processamento histologico para microscopia de luz. As laminas histologicas obtidas
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foram coradas com hematoxilina-eosina. A confeccdo e leitura das laminas histologicas
foram realizadas no Laboratério de Histopatologia do Departamento de Morfologia da

UFAM.

Quantificacdo parasitaria por g-PCR: Fragmentos da lesdo foram seccionados, com
auxilio de lamina de bisturi, pesados, obtendo-se fragmentos de aproximadamente 10 mg.
Essas amostras foram transferidas para microtubos (Eppendorf®) previamente identificados
e em seguida foi realizado o procedimento de extracdo do DNA utilizando o kit Wizard®
Genomic DNA Purification Kit (Promega), seguido as recomendacdes do fabricante. Foram
adicionados 600 pL de solug¢do de lise nuclear, homogenizados (Agitador tipo vortex —
Modelo VTX-2500-220 Biomixer) por 20 segundos. Apos homogeneizacdo, em cada tubo
foi adicionado 17,5 puL de Proteinase K (20 mg/mL) e incubado por uma hora a 65°C. Apos
este periodo, foram adicionados 3 uL. de RNAse e realizado a homogeneizagao e incubacao
por 30 minutos em banho seco (AccuBlock™ Digital Dry Baths) a 37°C. Apds incubacéo,
0s tubos foram mantidos em temperatura ambiente por 5 minutos e foi adicionado 200 pL de
solucéo de precipitacdo de proteinas, e posteriormente centrifugadas por 4 minutos a 13.000
rpm (Microcentrifuga Hettich Mikro 120 - Modelo C1204). O sobrenadante foi transferido
para outro tubo contendo 600 pL de isopropanol. O tubo foi entdo homogeneizado e
centrifugado por 1 minuto a 13.000 rpm. Apo6s centrifugacdo, foi descartado o sobrenadante
e adicionado 600 pL de solugdo de etanol 70%. Posteriormente foi realizada nova
centrifugagdo a 13.000 rpm, e novamente descartado o sobrenadante. Os tubos foram
mantidos abertos para evaporacdo do etanol 70% remanescente e em seguida foram
adicionados 100 pL de solugdo de re-hidratagdo a overnight a 4°C. Por fim, as amostras
foram armazenadas a -20°C, até o momento da analise pelo método molecular. Para a

realizacdo do g-PCR, foram preparadas reacoes com um volume final de 25 pL com
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olignucleotieos a 100 nM e SYBR Green PCR Master Mix (Applied Byosystems). Foram
adicionados 5 pL de DNA por amostra e cada amostra corrida em triplicata. Para o
experimento foi obtida uma curva padrdo, utilizada como parametro para analise das
amostras processadas. O termociclador utilizado foi 0 modelo Rotor-Gene Q (QIAGEM). O
calculo dos numeros absolutos de cdpias para amostras de cada ensaio foi feito levando-se

em consideracao a eficiéncia (E= 1,19248 (* = 10"(-1/m) - 1)) da reacéo.

Analise estatistica: Os dados registrados dos procedimentos da avaliagdo do efeito do
tratamento foram tabelados e analisados pelo programa GraphPad 6.0 (Prism®). As analises

empregaram o método two-way ANOVA e teste de Tukey com 95% de confianca.

RESULTADOS

Os parametros analisados para avaliar os efeitos dos tratamentos aplicados por
administracdo topica nas lesdes causadas por Leishmania (L.) amazonensis em hamsters
permitiram o acompanhamento da evolucgéo clinica durante o tratamento, além da influencia
nos parasitas e tecidos no fim do tratamento e apds um periodo de 20 dias sem a aplicacéo
de formulagdes. A evolucéo clinica dos volumes das lesdes é um aspecto importante a ser
avaliado, uma vez que a leishmaniose cutanea (LC) pode produzir nos hamsters infectados o
desenvolvimento de lesdes histiocitarias, com amplo crescimento do tecido similar a les6es
benignas que evoluem de forma cronica para ulceras ou lesbes nodulares. A espécie L. (L.)
amazonensis tem entre suas caracteristicas, a capacidade de produzir lesdes focais com
numerosos macréfagos contendo no citoplasma grande vacuolo repleto de amastigotas, esse
aspecto histiocitomatoide grande e volumoso acarreta lesdes cutaneas exacerbadas em

hamsters. Este experimento mostrou um aumento de 445,94% no volume total das lesdes
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nos focinhos dos hamsters do grupo controle em relagédo ao dia 0 do tratamento (24 dias pos-
infecccao).

A avaliacdo dos volumes das lesdes cutaneas dos focinhos em funcdo do tempo de
tratamento mostrou que quando comparado a média do grupo que recebeu tratamento com o
antimonial pentavalente Glucantime® (20mg/SbV/kg/dia) intramuscular com a do grupo
controle (sem tratamento), ha diferenca estatistica a partir do 14° dia de tratamento, com p =
0,0138. Esta diferenca entre o tamanho das lesdes aumenta (figura 36), alcangando p < 0,001
a partir do 20° dia de tratamento. Os animais continuaram a receber o tratamento com o
antimonial até o 38° dia de tratamento, mesmo ocorrendo a reducdo apos 20 dias de
tratamento. No final do tratamento, observou-se uma reducdo de 43,42% do volume das
lesbes em relacdo ao inicio do tratamento.

O grupo que recebeu tratamento topico com GelEpMeOH mostrou uma constancia
na media dos volumes das lesbes, ndo permitindo 0 aumento como observado no grupo nédo
tratado (figura 36). Assim como o grupo tratado com Glucantime®, ha diferenca estatistica
entre os volumes das lesbes do grupo GelEpMeOH e grupo sem tratamento a partir do 14°
dia, com p = 0,0218. As diferencas estatisticas entre o grupo tratado com GelEpMeOH e o
grupo sem tratamento aumentam com a continuidade do tratamento, até alcancar valores de
p < 0,001 a partir do 24° dia de tratamento. O grupo de tratamento com GelEpMeOH
apresentou 42,78% de reducao do volume da lesdo ap6s 38 dias de tratamento em relacéo ao
primeiro dia de tratamento (24° dia pds-infeccao).

Porém, o grupo que recebeu o tratamento tépico com o excipientes do gel (GelPla)
também mostrou diferencas entre as médias das lesbes quando comparadas com 0 grupo
controle, apresentando diferenca estatistica a partir do 20° dia de tratamento, com p =
0,0178. Os valores médios das lesdes do grupo GelPla assumem uma posi¢do intermediaria

no gréfico (figura 36), apresentando diferenca entre o grupo controle e os grupos tratados
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com GelEpMeOH e com antimonial (Glucantime®). A diferenca estatistica entre o grupo
GelEpMeOH e o grupo GelPla ocorreu ap6s o 30° dia de tratamento, com p = 0,0411, e esta
diferenca aumentou com o tempo de tratamento, alcancando valor de p = 0,0015 no ultimo
dia de tratamento (38° dia). No ultimo dia do tratamento, a média das lesdes do grupo GelPla
correspondiam a 241% de aumento em relacdo ao dia 0 do tratamento.

Sumarizando estes resultados em relacdo a evolucao clinica durante o tratamento,
verifica-se que as lesdes dos animais do grupo que ndo recebeu nenhum tratamento
aumentaram gradativamente durante o tempo experimental, alcangando indices superiores a
400% de aumento. As lesdes do grupo que recebeu tratamento topico com GelPla também
aumentou, porém em propor¢des menores que no grupo controle, com aumento de 2,4 vezes
seu volume total. Ja as lesbes dos grupos tratados com GelEpMeOH e Glucantime®

reduziram seu volume total em mais de 40%.
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Figura 36 - Evolucao clinica do volume das lesdes de Mesocricetus auratus inoculados no focinho com Leishmania (Leishmania) amazonensis,

durante o tratamento experimental com hidrogeis de uso tépico e Glucantime® intramuscular. Controle: animais inoculados sem tratamento



Quanto ao aspecto clinico das lesdes, ha presenca de ulceracdo com crosta de aspecto
melicérico em todos os animais que compdem o0 grupo do controle negativo (sem
tratamento), mas com diametros variados, como se pode visualizar na figura 37. As lesbes
do grupo que recebeu tratamento com GelEpMeOH continuaram com seu aspecto nodular,
ou regressao do nédulo, apresentando um animal com ulceragcdo (16%, 1/6), com formacao
também de crosta. Os animais tratados com GelPla apresentaram lesdes nodulares no inicio
mas 67% (4/6) das lesbes apresentaram ulceracdo. O grupo tratado com antimonial

intramuscular (Glucantime®) ndo apresentou ulceracdo até o fim do tratamento.

Figura 37 — Aspecto clinico das lesdes de Mesocricetus auratus infectados por
Leishmania (Leishmania) amazonensis no 30° dia de tratamento experimental. A —
Grupo tratado com GelEpMeOH. B — Grupo tratado com GelPla. C- Grupo tratado

com Glucantime® (IM) (20 mg/kg/dia) D — Grupo infectado e néo tratado.

Os resultados do tratamento tépico com emulsdo contendo 1% da Fracdo2-DCM

(EmulFr2) em hamsters infectados mostrou resultados bem diferentes do tratamento com



GelEpMeOH. Quando analisados os volumes das lesdes ao decorrer do tempo de
tratamento, é possivel observar um aumento do volume total de 183% entre o primeiro e 0
16° dia de tratamento (figura 38). Apds este periodo, o volume das lesbes comeca a diminuir
gradativamente com a continuidade do tratamento. No final do tratamento (38° dia) é
possivel constatar a reducédo de 43% do volume das lesbes quando comparado com o 16° dia.

As analises mostraram que ha diferenca estatistica entre o volume das lesdes do
grupo tratado com EmulFr2 e o grupo controle negativo a partir do 22° dia de tratamento,
com valor de p = 0,0384. As diferencas estatisticas aumentam e no 28° dia verifica-se que p
< 0,0001 quando comparados estes dois grupos.

No 28° dia também se pode contatar a diferenca estatistica entre o grupo de recebeu
apenas a EmulPla do grupo EmulFr2 (p = 0,0496). N&o ha diferenca estatistica entre o grupo
ndo tratado e o grupo tratado com EmulPla. As diferencas visualizadas no gréafico (figura 38)
sdo apenas de ordem numérica. Porém, ha diferenca entre o volume das lesdes do grupo
EmulPla e o grupo tratado com antimonial a partir do 22° dia de tratamento (p = 0,0283) e
progrediu até o 38° dia (p = 0,0006). As lesGes de hamsters tratados somente com o placebo
(excipientes da emulsdo) mostraram um aumento de 253,87% do volume total da regido do

focinho durante o tratamento.

141



3000 -

__ 2500~ —©— EmulFr2
ﬂE - - T-u-a .
E, 2000 - ’ EmulPla
P 7 ——  Glucantime® IM
S 1500- U
S .= © \h" --=-- Sem tratamento
2 1000- ] ".‘ o6
3 .‘ﬂ.&'éé" T $~o—2 9—6-?
> 500 - 1 L

0 1 1 | | 1

0 10 20 30 40

Tempo de tratamento (dias)
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A verificacdo dos aspectos clinicos mostrou que até o 20° dia o grupo de tratamento
com EmulFr2 havia a ocorréncia de 66% de lesGes com Ulceras nos animais infectados deste
grupo. Porém, o diametro das lesdes e das Ulceras diminuiram com o passar do tratamento, e
no 38° dia o percentual de lesdes ulceradas decaiu para 50%, devido a cicatrizacdo da ulcera
de um (1) animal. No grupo tratado com a emulsdo contendo somente 0s excipientes
(EmulPla) também ocorreu 66% de lesbes ulceradas e estas persistiram até o final do

experimento. Aspectos clinicos das lesdes dos grupos estdo apresentados na figura 39.

Figura 39 — Aspecto clinico das lesdes de Mesocricetus auratus infectados por
Leishmania (Leishmania) amazonensis no 30° dia de tratamento experimental. A —
Grupo tratado com EmulFr2. B — Grupo tratado com EmulPla. C- Grupo tratado com

Glucantime® (IM) (20 mg/kg/dia) D — Grupo infectado e ndo tratado.

Para a avaliagdo dos pardmetros parasitolégicos, os quais objetivam mensurar

quantitativamente aspectos da concentracdo parasitaria na regido da lesdo, os resultados



foram organizados para comparar todos os tratamentos em dois tempos experimentais
distintos: i) 40 dias foi considerada a avaliacdo do material (lesdo) coletado 24 horas apos a
ultima aplicacdo do tratamento; ii) 60 dias foi considerada a avaliacdo do material (leséo)
coletado ap6s 20 dias da ultima aplicacao do tratamento.

A viabilidade parasitaria verificada pela cultura em NNN foi semi-quantitativa, e
revelou a presenca de maiores scores de parasitas flagelados viaveis de nas culturas oriundas
de fragmentos do grupo sem tratamento (score > 2) para as analises de 40 dias (figura 40).
Neste tempo de 40 dias, o menor score foi do controle positivo (tratamento com antimonial),
0 qual ndo apresentou parasitas viaveis apos 8 dias de incubacdo do meio de cultura. Os
grupos de tratamento GelEpMeOH e GelPla apresentaram valores médios do score abaixo
de 1,0. A viabilidade parasitaria verificada apds 40 dias de tratamento com a EmulFr2 e
EmulPla mostraram a média de 1,16.

Entretanto, quando amostras foram obtidas de animais apds 20 dias sem tratamento,
tempo de 60 dias, os resultados da avaliacdo da viabilidade apresentaram diferentes
proporcdes. O grupo sem tratamento continuou com alta viabilidade (score > 3,0) de
parasitas, porém ocorreu presenca de parasitas viaveis no grupo tratado com Glucantime®,
com score = 2,0. Resultados aproximados de score 2,0 foram observados nos grupos
GelEpMeOH, GelPla e EmulPla (figura 40). Porém, no grupo que recebeu tratamento tépico
com EmulFr2, constatou-se uma menor viabilidade (média do score = 0,33) de parasitas,
guando comparado com 0s demais tratamentos e quando comparado com as amostras

obtidas em 40 dias (score = 1,16).
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Figura 40 — Score de parasitas viadveis visualizados em cultura Novy-McNeal-Nicolle
(NNN) ap0s oito dias de incubacdo a 25° C provenientes de fragmentos de lesbes dos
hamsters (Mesocricetus auratus) infectados com Leishmania (Leishmania)
amazonensis dos grupos experimentais. Considera-se 0 = auséncia; 1 = 1 a 10
parasitas/campo; 2 = 10 a 100 parasitas/campo e 3 = > 100 parasitas/campo. A — 40

dias de experimentacdo. B — 60 dias de experimentacao.
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A avaliacdo da carga parasitaria pela avaliagdo dos campos contendo material
bioldgico originado das impressdes em laminas foi utilizada como parametro para
determinar a presenca do parasita na forma intracelular e sua abundancia relativa nas
diferentes amostras (figura 41).

As amostras obtidas apds 40 dias de tratamento mostraram diferencas estatisticas nas
abundancias relativas do numero de amastigotas por campo (figura 60) entre o grupo
GelEpMeOH e GelPlacebo (p = 0,0002), o grupo GelEpMeOH e o grupo sem tratamento (p
< 0,0001), o grupo EmulFr2 e grupo EmulPla (p = 0,0050) e grupo EmulFr2 versus grupo
sem tratamento (p < 0,0001). O grupo que recebeu tratamento com antimonial
(Glucantime®) também apresentou diferenca estatistica em relagdo a abundancia relativa de
amastigotas do controle negativo (p < 0,001). Sumarizando estes resultados, os valores
médios visualizados para os grupos tratados com GelEpMeOH, EmulFr2 e Glucantime®
mostraram valores bem inferiores aos encontrados em seus respectivos placebos e no
controle negativo.

Quando avaliado o percentual de macrofagos infectados por campo analisado, nas
amostras obtidas apds 40 dias, observa-se que também ha diferenca estatistica entre
GelEpMeOH e GelPla (p < 0,0001), GelEpMeOH e grupo controle negativo (p < 0,0001),
EmulFr2 e EmulPla (p = 0,0002) e EmulFr2 e controle negativo (p < 0,0001). O grupo
tratado com Glucantime® mostrou diferenca estatistica do grupo que ndo recebeu
tratamento (p = 0,0086).

Apos 60 dias de avaliacdo (20 dias pds-tratamento), a abundancia de amastigotas
persistiu com valores baixos (< 3,0%) nas amostras obtidas dos grupos GelEpMeOH e
EmulsFr2, os quais mostraram diferencas estatisticas quando comparados aos seus placebos

e ao grupo que ndo recebeu tratamento. Porém, em relacdo ao percentual de macrofagos
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infectados, apenas o grupo GelEpMeOH mostrou diferenca entre GelPla (p = 0,005) e o

grupo que néo recebeu nenhum tratamento (p = 0,0004).
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Figura 41 — indices da abundancia relativa de amastigotas e do percentual de
macrofagos infectados visualizados e estimados por microscopia 6ptica (1000X) nas
impressfes em laminas dos tecidos oriundos dos locais de lesdo de hamsters
(Mesocricetus auratus) infectados com Leishmania (Leishmania) amazonensis, nos
grupos experimentais. A — 40 dias de experimentacdo. B — 60 dias de

experimentacao.
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A quantificacdo parasitaria pelo método de real-time PCR (g-PCR), a qual baseia-se
na deteccdo do DNA de Leishmania presente nas lesdes, mostrou que todos 0s grupos que
receberam algum tratamento apresentaram diferencas estatisticas na concentracdo de DNA
de parasita quando comparados ao grupo sem tratamento das amostras obtidas no 40° dia de
tratamento (figura 42). Os grupos que receberam tratamento com GelEpMeOH e EmulFr2
apresentaram as menores concentracfes ( < 0,01), apresentando p = 0,0276. Os placebos
mostraram também diferenca em relacdo ao grupo sem tratamento (p = 0,0279). O grupo
tratado com antimonial pentavalente (Glucantime®) apresentou valores inferiores a 1,62 de
carga parasitaria e p = 0,027 em relacdo ao grupo sem tratamento.

Porém, verificou-se uma mudanca nos perfis na concentracdo parasitaria nas
amostras provenientes dos animais que permaneceram por 20 dias ao fim do tratamento (60
dias). Os valores médios aumentaram para o grupo tratado com Glucantime® (> 14.000) e
dimiuiram para 0 grupo nao tratado (287). Os menores valores encontrados foram para o
grupo GelEpMeOH (< 4,0) e grupo GelPla (5,88). Todos os grupos apresentaram diferencas
estatisticas quando comparado com o grupo tratado com Glucantime® (p < 0,05). A curva
de quantificacdo obtida por g-PCR com do grupo tratado com Glucantime® - controle

positivo.
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Figura 42 - Concentracdo de DNA quantificado por g-PCR de biopsias de lesdes de
hamsters (Mesocricetus auratus) infectados experimentalmente com Leishmania
(Leishmania) amazonensis e que receberam diferentes tratamentos. A — 40 dias de

experimentacdo. B — 60 dias de experimentacao.
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O padrdao inflamatério dérmico e populacdo celular foram estimados
histologicamente em cortes corados com HE. O infiltrado inflamatério foi mensurado em
cruzes como a seguir; (-), sem infiltrado inflamatério; (+), foco isolado de células
inflamatorias; (++), areas de infiltrado inflamatério isolados ou coalescentes; (+++), areas de
infiltrado inflamatdrio difuso (Solano-Gallego et al. 2004).

Nos fragmentos oriundos do controle negativo (grupo sem tratamento), o padrédo de
lesdo mais comum foi dermatite perifolicular, principalmente ao redor do istmo capilar
(figura 43). O infiltrado inflamatorio se estende até a regido da glandula sebacea, nédo
observado na figura, obliterando-a em alguns casos. Infiltrado difuso ou perivascular
normalmente acompanhava a inflamacdo perifolicular. A intensidade do infiltrado
inflamatorio (+++) é demonstrado na figura 44 onde observa-se sua invasao na borda do
pericondrio fibroso da cartilagem nasal. Os Macr6fagos foram predominantes, com presenca
discreta de linfocitos e plasmdcitos. Neutrofilos isolados também foram observados em

algumas laminas.

Figura 43 - Fotomicrografia de pele de Golden Hamster. Animal infectado com
Leishmania (Leishmania) amazonensis ndo tratado. Controle (-). Dermatite perifolicular
focada ao redor do istmo capilar. Dermatite perivascular moderada também observada.

HE. Aumento de 112x.
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Figura 44 - Fotomicrografia de pele de Golden Hamster. Animal infectado com
Leishmania (Leishmania) amazonensis néo tratado. Controle (-). Infiltracdo difusa de
células inflamatérias com algumas células epiteliodes de permeio. Numerosos

amastigotas em meio a infiltrado mononuclear. HE. Aumento de 160x.

Nos animais do grupo tratado com Glucantime® (controle positivo), a dermatite encontrada
foi leve, regido derme papilar, com baixo infiltrado mononuclear (+) ndo se estendendo até
os foliculos pilosos. Adenites sebdcea ndo foi observada nas amostras analisadas (Figura
45).

As amostras obtidas dos animais do grupo GelEpMeOH mostraram leve infiltragéo
de células inflamatorias e auséncia de formas amastigotas dos parasasitas (figura 47),
enquanto que observou-se nas amostras do grupo GelPla ha uma intensa e difusa infiltracéo
de células inflamatdrias (figura 48). No grupo placebo, hd também a presenca de infiltracéo
de células epitelioides, linfocitos e neutrofilos além de plasmocitos. Em algumas areas

observa-se adenite da glandula sebacea e area granulomatosa.
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Figura 45 - Fotomicrografia de pele de Golden Hamster. Animal infectado com
Leishmania (Leishmania) amazonensis tratado com Glutantime® (Controle +). Menor
infiltracdo de células inflamatérias (+). Dermatite perifolicular leve e ndo estendendo as

glandulas sebaceas. HE. Aumento de 40x.

Figura 46 - Fotomicrografia de pele de Golden Hamster. Animal infectado com
Leishmania (Leishmania) amazonensis tratado com Glutantime® (Controle +).

Aumento de 112 x.
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Figura 47 - Fotomicrografia de pele de Golden Hamster. Animal infectado com
Leishmania (Leishmania) amazonensis tratado com GelEpMeOH. Leve infiltracdo

de células inflamatorias (+).

Figura 48 - Fotomicrografia de pele de Golden Hamster. Animal infectado com
Leishmania amazonensis tratado com GelPla. Intensa e difusa infiltracdo de
células inflamatorias (+++) na derme papilar e reticular se estendendo até foliculos

pilosos. HE. Aumento de 40x.
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As analises histopatolégicas das lesGes dos animais submetidos ao tratamento com a
emulsdo contendo a Fr2 (EmulFr2) mostraram moderada infiltracdo de células inflamatérias
(++) na derme papilar e reticular (figura 50). Ha também ampla presenca de células
epitelioides, plasmacitos e neutrdéfilos. Em algumas areas é possivel observar formas
amastigotas do parasita observados dentro de macrdéfagos ou espalhados no tecido. Porém,
no grupo tratado com o placebo (EmulPla), ha intensa e difusa infiltracdo de células
inflamatorias (+++). Em algumas areas observa-se regides granulomatosas e ha presenca de

infiltracdo de células epitelioides, linfocitos, neutrofilos e plasmaocitos.

Figura 49 - Fotomicrografia de pele de Golden Hamster. Animal infectado
com Leishmania amazonensis e tratados com EmulFr2. Moderada infiltracao

de células inflamatdrias (++) na derme papilar e reticular. Aumento de 40x.
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Figura 50 - Fotomicrografia de pele de Golden Hamster. Animal infectado
com Leishmania amazonensis tratado com EmulPla. Intensa e difusa
infiltracdo de células inflamatorias (+++). Algumas areas granulomatosas.
Presenca de infiltracdo de células epitelioides, linfécitos, neutrdfilos e

plasmdcitos. HE. Aumento de 160x

DISCUSSAO

Estudos que buscam novas formas terapéuticas contra a leishmaniose tegumentar
avaliam varios parametros para determinar a eficacia do composto e sua veiculacdo
(Schwartz et al 2014), e este trabalho buscou compreender a acdo de duas formulacdes
distintas, contendo uma de carater mais hidrofilico, e outras mais hidrofobica.

A comparacdo entre os resultados clinicos observados entre o grupo tratado com
hidrogel com EpMeOH e o grupo sem tratamento mostraram fortes evidéncias da atividade
da formulagcdo sobre o desenvolvimento e evolugdo das lesdes, tanto pelo controle do
aumento do volume total da lesdo, quanto a outros aspectos clinicos. Nos grupos que

receberam o hidrogel, as lesdes ndo apresentaram o aumento do seu volume, com valores
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estatisticos significativos quando comparados ao grupo controle, e, ainda, esta evolugéo foi
similar ao grupo que recebeu o tratamento com medicamento padrdo (Glucantime®). Além,
o0 hidrogel com EpMeOH parece ter produzido acdo no impedimento da formacao de Ulceras
nas lesdes, de acordo com as avaliacGes clinicas avaliadas.

Porém, o grupo que recebeu o tratamento com a emulsdo contendo Fr-2 apresentou
uma evolucéo clinica da lesdo diferente do grupo do hidrogel. A leséo teve progressdo nas
primeiras semanas do tratamento de ritmo similar ao grupo sem tratamento, e passou a
decair apds cerca de 15 dias de tratamento, embora ndo houve reducdo significativa no
numero de animais que apresentaram ulceragéo.

Vérios parametros foram analisados para permitir um diagnostico mais preciso da
carga parasitaria presente nas lesdes, tanto no fim do tratamento, quanto ap6s um periodo
sem recebe-lo. Os resultados, em resumo, mostraram que h& uma correlacdo entre 0s
diferentes métodos aplicados (aspecto tecidual/histolégico, deteccdo da presenca de DNA
parasitario/molecular e aspectos parasitoldgicos).

O hidrogel EpMeOH apresentou carga parasitaria bem inferior aos demais
tratamentos, quando analisadas as lesbes logo ao fim do tratamento. Porém, teve um
aumento, embora ainda menor que no controle negativo e também no grupo tratado com
Glucantime®, quanto & presenca de parasitas ap6s 20 dias sem receber tratamento.

O efeito observado para o hidrogel EpMeOH pode ser explicado pela questdo da
penetragdo do principio ativo e sua taxa de difuséo, parametros que devem ser analisados em
futuros trabalhos. A questdo da penetracdo é um dos fatores que determina a eficacia no
tratamento da leishmaniose tegumentar, uma vez que o principio ativo deve atuar em tecidos
mais profundos da derme, onde estdo localizados muitos macréfagos infectados (Garnier e

Croft et al, 2002). A outra questdo relevante é a atividade anti-leishmania intrinseca da
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amostra (Schwartz et al 2014), que foi observado para o extrato EpMeOH em sistemas in
vitro (Capitulo I).

Em relacdo a caracteristicas de hidrofobicidade, foi acrescentado em formulagdes de
hidrogel devido a sua caracteristica mais hidrofilica, aumentando a interacdo com o0s
excipientes da amostra, segundo recomendacdes da tecnologia farmacéutica (Nagelreiter,
Kratochvilova, Valenta, 2015). A concentragdo utlizada foi maior que em estudos
anteriores, tendo em vista que o processo de diluicdo do principio ativo influencia
consideravelmente também as propriedades terapéuticas da formulacdo (Nagelreiter,
Kratochvilova, Valenta, 2015).

Um estudo empregando hidrogel de quitosana com o antibiotico paromomicina no
tratamento da LT experimental também verificou resultados promissores em lesdes causadas
por L. (L.) amazonensis (Gongalves et al., 2005). Os hidrogéis usados em tratamentos
topicos possuem flexibilidade similar a tecidos naturais devido ao alto contetdo de agua, o
que minimiza a irritacdo das membranas ou dos tecidos vizinhos ao sitio de aplicacéo
(Koop, 2012).

Os resultados parasitologicos mostraram que a emulsdo Fr2 tambem apresentou
eficacia em reduzir a carga parasitaria das lesdes, tanto quando o hidrogel EpMeOH apds 0s
40 dias de tratamento, e maior eficacia em 60 dias, apresentado baixa carga de DNA do
parasita, assim como pela reducdo nas detecgdes de parasitas por microscopia Optica. Este
resultado é muito promissor, pois 0s estudos atuais demonstram que produtos naturais com
atividade leishmanicida conhecida, como a lapachona (Almeida, 2009) quando avaliados em
sistemas in vivo utilizando formulagGes topicas podem apresentar apenas a¢do na regressao
da leséo, ndo sendo observados efeitos na concentracdo parasitaria da lesdo (Moreno et al.,

2015).
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As terapias locais sdo op¢Oes mais atrativas, oferecendo uma reducao da toxicidade
sistémica e facilidade para o proprio paciente. Mas, quando analisada a eficacia terapéutica
para o tratamento da leishmaniose tegumentar de uma maneira mais abrangente, deve-se
ndo apenas verificar a eliminacdo do parasita, mas olhar de maneira integrada para as
questdes relacionadas aos aspectos que envolvem as reacOes anti-inflamatorias e a
capacidade cicatrizante, promovendo assim o reparo tecidual e re-epitelizacdo, evitando
infeccOes secundaria (Schwartz et al 2014). Assim, este trabalho permitiu verificar qual a
atividade frente aos parasitas de forma abrangente e de modo preliminar suas atividades no
organismo hospedeiro infectado experimentalmente e indicar um tratamento fitoterapico
promissor sob a forma topica de um hidrogel para o tratamento da forma cutanea da

leishmaniose tegumentar.

CONCLUSOES

Os animais tratados com o hidrogel contendo o extrato MeOH de L. ferrea, apds 40
dias de tratamento, apresentaram reducdo do volume das lesdes, diminui¢do da inflamacao
na regido das lesdes e menor carga parasitara quando comparados com 0s animais infectados
que ndo receberam tratamento, ou receberam apenas o gel sem o extrato. Os animais que
receberam o tratamento com a emulsdo Fr-2 apresentaram também redugdo no volume e na
carga parasitaria, porém a diminuicdo da inflamagdo ndo foi detectada apds o tratamento

com esta formulagéo.

158



5. DISCUSSAO GERAL

A busca por novos tratamentos que sejam menos toxicos e facilmente biodisponiveis
para tratar a populacdo mais pobre, geralmente mais afetada pela leishmaniose, é imperativa
e 0s produtos naturais s@o potenciais fontes de grande variedade de substéncias de atividade
bioldgica (Oliveira, Gilbert, Villas-Boas, 2013). Tendo este paradoxo em vista, muitos
estudos j& foram realizados com extratos, fracGes e substancias isoladas de plantas, obtendo
resultados promissores, principalmente em sistemas in vitro (Rocha et al, 2005, Sen e
Chattergee, 2011, Singh et al, 2014) mas ainda nenhuma terapia baseada em produtos
naturais é empregada no tratamento da LT preconizada pelas agéncias de salde dos paises
onde a leishmaniose é endémica.

Este fato pode ser atribuido a uma serie de fatores, que perpassam por questdes
politicas, sociais e econdmicas e que ndo serdo aqui discutidas, mas também ha a questdo
que os trabalhos que continuam os estudos frente a leishmaniose para modelos in vivo sdo
mais escassos, principalmente os trabalhos voltados para a utilizagdo de produtos naturais.
Ha uma tendéncia na busca de principios ativos na sua forma purificada a ser avaliada contra
espécies causadoras da leishmaniose, porém as quantidades obtidas destas substancias
isoladas geralmente é diminuta, sendo este um fator limitante para a continuidade dos
estudos.

Esta tendéncia é muitas vezes estimulada pela maior facilidade de compreender os
mecanismos inibitorios de uma droga na sua forma purificada ao invés de em formas de
misturas, ponto muitas vezes essencial para publicacGes cientificas de maior impacto. Mas a
questdo da complexidade das interagOes entre as substancias presentes em extratos e fraces

ndo-purificadas, sua acdo sinérgica tanto no metabolismo do parasita quanto no do
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hospedeiro é uma caracteristica que deve ser considerada quando busca-se o tratamento de
uma doenca como a leishmaniose (Sen e Chattergee, 2011).

Por outro lado, a biodiversidade que ocorre no Brasil deve ser considerada para a
obtencdo de matéria-prima vegetal com potencial bioldgico. Este trabalho buscou avaliar a
atividade presente em diferentes extratos de uma planta nativa brasileira, Libidibia ferrea,
conhecida popularmente como jucd ou pau-ferro. A primeira etapa foi triar extratos com
diferentes polaridades e diferentes partes da planta a fim de identificar se havia e qual seria o
extrato promissor para futuros estudos. Dos seis extratos obtidos, o extrato metanolico do
epicarpo mostrou-se 0 Unico com atividade prolongada, observada nos ensaios in vitro
contra formas promastigotas de Leishmania (Leishmania) amazonensis e Leishmania
(Viannia) guyanensis, corroborando com estudos anteriores realizados pelo grupo do
Laboratorio de Leishmaniose do INPA (Cortez, 2004; Falcéo, 2010).

Estudos quimicos mostraram que este extrato também apresentou altas concentracdes
de fendlicos e flavonoides, classes de metabolitos ja& amplamente descritos e isolados do
género Libidibia ou Caesalpinia (Nakamura et al, 2002, Srinivas et al, 2003, Nozaki et al,
2007, Shu et al, 2011). Diferentes estruturas de metabdlitos da classe de fendlicos ja
mostraram interacdo na topoisomerase Il de espécies de Leishmania (Sen e Chattergee,
2011), sendo este um possivel mecanismo de acao inibitoria o qual foi observado.

Quando fragBes obtidas do extrato metandlico do epicarpo foram avaliadas em
sistemas in vitro, uma fracdo mais lipofilica, a Fr2-DCM mostrou-se com potencial superior
a todas as demais, e com comportamento inibitorio similar ao extrato, inibindo em tempo
prolongado quando em contato com as formas promastigotas de L. (L.) amazonensis e L.
(V.) guyanensis. As analises quimicas mostram também a presenca de fendlicos e
possivelmente do triterpeno &cido betulinico. Porém, os valores obtidos experimentalmente

da concentracdo efetiva (ECso ) da quercetina isolada e do &cido betulinico relatado na
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literatura (Dominguez-Carmona et al 2010) sdo superiores aos valores determinados para a
fracdo neste trabalho, mostrando que a acdo conjunta pode ter maior potencial que dos
compostos isolados.

Outra questdo de relevancia para o tratamento da leishmaniose cutanea € a via de
administracdo da terapia a ser utilizada, que por sua forma clinica localizada na pele, vem
despertando o interesse em tratamentos por formulagbGes topicas. Muitos estudos
concentram-se em formulacdes contendo a paromomicina como farmaco (EI-On et al, 2007,
Bavarsad et al., 2012), e até 0 momento sdo escassos relatos de pentamidina como uso
topico, apesar de ser um farmaco de segunda escolha para o tratamento da leishmaniose.
Resultados preliminares determinaram neste trabalho uma formulacéo do tipo emulsdo nao-
ibnica que possivelmente pode ser utilizada para incorporar a pentamidina, mas a
continuidade de estudos com estas emulsdes ainda sdo necessarias para determinar sua
eficacia.

Os resultados com a pentamidina serviram de base para a preparacéo e analises com
emulsdes contendo o extrato metandlico de L. ferrea, os quais ndo mostraram eficacia na
eliminacdo ou controle da presenca do parasita em concentracdes relativamente baixas
(2,5%) quando avaliados na leishmaniose experimental em modelo animal. Este resultado
pode ser atribuido a varios fatores, como incompatibilidade com os excipientes e o extrato,
concentracdo inferior a dose efetiva, e até quanto ao tempo de tratamento.

Os conhecimentos resultantes deste trabalho podem servir como base para futuros
estudos que visem a producédo de fitoterapicos a partir de L. ferrea como uma terapéutica
alternativa para a leishmaniose cutanea, uma importante doenca negligenciada no Brasil e no
Mundo. O desenvolvimento de um medicamento fitoterapico poderia ser obtido com custo
muito menor, quando comparado as altissimas quantias envolvidas no desenvolvimento de

farmacos sintéticos (Oliveira, Gilbert, Villas-Boas, 2013).
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6. CONCLUSOES GERAIS

Os resultados e as discussdes abordadas neste trabalho permitem a conclusdo dos

seguintes pontos:

v" O extrato metandlico do epicarpo (EpMeOH) obtido de Libidibia ferrea é o mais
promissor, pois possui atividade in vitro contra formas promastigotas e amastigotas
de Leishmania (Leishmania) amazonensis e Leishmania (Viannia) guyanensis e ndo
apresenta citotoxicidade em macrofagos J774.

v" O extrato EpMeOH ¢ obtido com altos valores de rendimento do material vegetal,
além de possuir os maiores valores de fendlicos entre os extratos e altas
concentracdes de flavonoides.

v A fracdo DCM apresenta potencial in vitro anti-leishmania contra L. (L.)
amazonensis e L. (V.) guyanensis superior ao extrato EpMeOH e também n&o mostra
atividade citotoxica em macrofagos J774.

v" A fracdo DCM ¢ uma mistura de fendlicos e terpenoides e cinco substancias podem
ser visualizadas por métodos cromatogréaficos.

v" Emulsdes de uso topico contendo pentamidina podem mostrar potencial terapéutico,
mas tempo de exposi¢cdo prolongado parece ser necessario.

v" Emulsdes de uso tdpico sao eficientes em controlar a concentracdo de parasitas, mas
parecem ndo atuar na resposta inflamatoria e evolucéo clinica das lesdes em animais
experimentais susceptiveis como hamsters infectados.

v" Formulaces topicas hidrofilicas, como hidrogéis, sdo promissoras no tratamento da
leishmaniose cutanea, controlando a concentracdo de parasita e atividade

inflamatoria
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7. PERSPECTIVAS

Este trabalho permitiu determinar novos alvos farmacoldgicos potenciais para o
tratamento da Leishmaniose Tegumentar, mas ainda sdo necessario estudos para
compreender varios aspectos com este tratamento e 0 prosseguimento destes deve

considerar:

v Estudo da permeacdo cutanea dos tratamentos de uso topico, em modelo in vitro e in
Vivo;

v’ Etapas experimentais pré-clinicas com outros modelos animais susceptiveis ou pouco
susceptiveis, tais como camundongos BALB/c, C57Black, e até mesmo em primatas;

v Concentrar estudos de compatibilidade farmaco-excipiente, como DSC;

v' Compreender aspectos farmacoldgicos do tratamento tépico promissor, assim como
suas caracteristicas toxicologicas;

v' Estudos quimicos dos extratos/fracGes ativas de diferentes matrizes, visando o
controle de qualidade do material vegetal e sua homogeneidade de atividade
bioldgica;

v" Conhecer mecanismos celulares, como a producdo de iNOS e outras espécies
reativas de oxigénio quando na presenca de extratos e fracao ativas.

v Avaliar 0 uso tdpico em animais inoculados com diferentes espécies de Leishmania,
a fim de minimizar a ineficacia devido a caracteristicas que envolvem a espécie do

patogeno.
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