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RESUMO

7

A Leishmaniose Tegumentar € uma doenca negligenciada de ocorréncia em 98
paises, considerada um problema de saude publica. O tratamento utilizado para
essa enfermidade no Brasil, vem demonstrando ineficacia, devido a ocorréncia de
reacOes adversas, resisténcia e devido a via de administracao ser inacessivel aos
pacientes que residem em regides mais longinquas, além do longo periodo de
aplicacdo. Nos ultimos anos, estudos tém demonstrado que vérias partes das
plantas possuem atividade contra o protozoéario causador da doenca, servindo de
base para a formulacao de fitoterapicos ou como alvo para a obtencao de principios
ativos contra a leishmaniose. Libidibia ferrea € uma espécie vegetal popularmente
conhecida como juca, que vem demonstrando grande interesse pela pesquisa
terapéutica, com véarias atividades biolégicas comprovadas, como por exemplo, o
uso do extrato metanodlico e suas fracBes avaliadas em trabalhos preliminares
apresentaram proeminente atividade antileishmania. Outro ponto de grande
relevancia € na escolha do veiculo mais eficaz para alcancar o efeito terapéutico. A
microemulsdo € um bom recurso por ser um sistema estavel, considerado um 6timo
veiculo de diferentes classes medicamentosas, onde através da via transdérmica
tem demonstrado uma boa permeabilidade cutanea, tornando-se uma alternativa
para o tratamento local dessa doenca. Desse modo o0 objetivo desse trabalho € de
avaliar o potencial antileishmania das subfragbes de diclorometano (DCM) de L.
ferrea, avaliando a sua atividade biolégica in vitro, assim como, desenvolver e
caracterizar uma microemulsdo tépica incorporada com essa fracdo, realizando
ensaio experimental in vivo. Foi obtida a fracdo DCM a partir do fracionamento do
extrato MeOH do fruto de L. ferrea, permitindo novos fracionamentos pelo método de
cromatografia em coluna. Essas subfracées foram submetidas aos ensaios in vitro
contra formas promastigotas e amastigotas de Leishmania amazonensis, pelo
método colorimétrico Alamar Blue®, quanto & atividade citotéxica em macréfagos
peritoneais, com a finalidade de destacar a mais efetiva para a atividade
antileishmania. A fracdo DCM também foi utilizada para o desenvolvimento de uma
microemulsdo tépica. Esta formulacdo foi caracterizada por Potencial Zeta com
avaliacdo do tamanho de goticulas por espalhamento de luz dinamico (DLS), indice
de polidispersao (IPD) e andlise fisico-quimica. Nos ensaios in vivo, 0os hamsters
(Mesocricetus auratus) experimentalmente inoculados com L. amazonensis foram
agrupados para receber tratamento local com a microemulsdo incorporada com a
fracdo DCM e posteriormente eutanasiados para retirada de fragmentos de tecidos
para andalise por impressado por aposicdo e cultivo de bidpsia de lesbBes. Os
resultados dos bioensaios demonstraram que a subfracdo 8 (Sf8) apresentou
atividade contra L. amazonensis, com ICs, 52,33 pg.mL™. N&o foi observada
atividade citotdéxica em macréfagos expostos a essa subfracdo. A Sf8 reduziu em
21,5% o numero de formas amastigotas in vitro. Quanto ao ensaio in vivo a
microemulsdo controlou o desenvolvimento da lesédo e reducado da carga parasitaria,
ndo houve diferenca estatistica comparando com o tratamento padrdo, Glucantime®.
Esse estudo permitiu identificar a subfracdo com maior atividade antileishmania e o
desenvolvimento de uma formulacdo promissora para o tratamento da leishmaniose
tegumentar, contribuindo para elaboracdo de um proposto fitoterapico, sugerindo
inclusive, a continuidade de estudos futuros com a sua associagdo com O
Glucantime® para fins de potencializar essa terapia.

Palavras-chave: Leishmaniose tegumentar; Libidibia ferrea; Ensaio in vitro;
Microemulséo; Ensaio in vivo.



ABSTRACT

Cutaneous Leishmaniasis is a neglected disease occurring in 98 countries,
considered a public health problem. The treatment used for this disease in Brazil has
been shown to be ineffective, due to the occurrence of adverse reactions, resistance
and because the route of administration is inaccessible to patients residing in furthest
regions, besides the long period of application. In recent years, studies have shown
that several parts of plants have activity against the protozoan that causes the
disease, serving as the basis for the formulation of herbal medicines or as a target for
obtaining active principles against leishmaniasis. Libidibia ferrea is a plant species
popularly known as jucd, which has been showing great interest in therapeutic
research, with several proven biological activities, such as the use of methanolic
extract and its fractions evaluated in preliminary studies showed prominent
antileishmania activity. Another point of great relevance is in choosing the most
effective vehicle to achieve the therapeutic effect. One area that is being well studied
is nanostructured, such as the microemulsion, a stable system, considered a great
vehicle of different drug classes, where through the transdermal route has shown a
good skin permeability, becoming an alternative for local treatment of this disease.
Thus, the objective of this work is to evaluate the antileishmanic potential of L. ferrea
dichloromethane (DCM) subfractions, evaluating its biological activity in vitro, as well
as to develop and characterize a topical microemulsion incorporated with this
fraction, performing an in vivo experimental study. The fraction DCM was obtained
from the fractionation of the MeOH extract of the fruit of L. ferrea, allowing new
fractions by the method of column chromatography. These subfractions were
submitted to in vitro assays against promastigotes and amastigotes of Leishmania
amazonensis by the Alamar Blue® colorimetric method for cytotoxic activity in
peritoneal macrophages, in order to highlight the most effective for antileishmania
activity. The DCM fraction was also used for the development of a topical
microemulsion. This formulation was characterized by Zeta Potential with droplet size
evaluation by dynamic light scattering (DLS), polydispersity index (IPD) and
physicochemical analysis. In the in vivo assays, the hamsters (Mesocricetus auratus)
experimentally inoculated with L. amazonensis were pooled to receive local
treatment with the microemulsion incorporated with the DCM fraction and
subsequently euthanized for removal of tissue fragments for apposition print and
biopsy culture analysis of injuries. The results of the bioassays showed that
subfraction 8 (Sf8) showed activity against L. amazonensis, with IC50 52.33 pug.mL™.
No cytotoxic activity was observed in macrophages exposed to this subfraction. Sf8
reduced the number of amastigotes in vitro by 21.5%. Regarding the in vivo assay
the microemulsion controlled the development of the lesion and reduction of the
parasitic load, there was no statistical difference comparing with the standard
treatment, Glucantime®. This study allowed to identify the subfraction with greater
antileishmania activity and the development of a promising formulation for the
treatment of tequmentary leishmaniasis, contributing to the elaboration of a proposed
phytotherapy, suggesting the continuity of future studies with its association with
Glucantime® for purposes to potentiate this therapy.

Keys-word: Cutaneous leishmaniasis; Libidibia ferrea; In vitro assay; microemulsion;

In vivo assay.
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1. INTRODUCAO

A Leishmaniose tegumentar (LT) é uma doenca infecciosa ocasionada por
protozoarios do género Leishmania, de transmissdo vetorial através do repasto
sanguineo do inseto fleb6tomo fémea (DOSTALOVA; VOLF, 2012; BRASIL, 2017).
Essa patologia pode manifestar diferentes formas clinicas, dentre elas, a
leishmaniose cutédnea e a cutaneo-mucosa, relacionadas com uma determinada
espécie de Leishmania e da relacdo do parasito com seu hospedeiro (SILVEIRA,;
LAINSON; CORBETT, 2004; MOTA; MIRANDA, 2011).

Essa doenca apresenta registro em 98 paises, distribuidos nos cinco
continentes (Africa, América, Asia, Europa e Oceania), com notificacdes de 220.000
casos anualmente, caracterizando-se como um problema de saude publica (ALVAR
et al., 2012). Somente nas Américas, a Leishmaniose tegumentar € endémica em 18
paises, com casos registrados do México a Argentina (OPAS, 2015). O Brasil
apresenta uma meédia anual de 26.008 casos relatados de LT, no entanto, em 2015
apresentou apenas 19.395 casos, a reducdo desse numero esta diretamente
relacionada com a quantidade de notificacbes (ALVAR et al.,, 2012; OPAS, 2015;
SINAN/SVS/MS, 2017). Essa endemia, considerada um grave problema de saude
destaca-se em trés regibes no Brasil, regido Norte, Centro-Oeste e Nordeste
(GRIMALDI et al., 1989; COSTA, 2005). Dentre os estados na regido norte, o
Amazonas registrou 10.533 casos apenas no periodo de 2010 a 2015
(SINAN/SVS/MS, 2017).

Os antimoniais pentavalentes (Sb>*) permaneceram ha mais de meio século
como primeira escolha terapéutica para o tratamento das leishmanioses (LIMA et al.,
2007). Segundo o Ministério da Saude, atualmente a indicacdo da droga deve
considerar a espécie da Leishmania infectante, recomenda-se como tratamento de
pacientes infectados por L. braziliensis e outras espécies, exceto L. guyanensis, 0
Antimoniato de Meglumina (Glucantime®) endovenoso ou intramuscular, por um
periodo de 20 dias consecutivos. Nos casos de pacientes oriundos de areas onde ha
predominio de L. guyanensis a primeira escolha para o tratamento € o Isetionato de
pentamidina (Pentacarinat®) endovenoso ou intramuscular, de trés a dez doses
(BRASIL, 2017).

Contudo, apresentam inumeras problematicas, como a via de administracao

(via parenteral), longo tempo de aplicacdo e manifestacao de efeitos colaterais, que



15

contribuem no abandono do tratamento, consecutivamente induzindo a resisténcia
do parasito, reduzindo a eficacia do tratamento. As reacées mais comuns sao de
graus leves a moderadas, como, mialgia, vomitos, hipotenséo, insuficiéncia renal
aguda e nefrotoxicidade (BRASIL, 2017; FERREIRA; MAROCHIO; CARVALHO,
2012).

A auséncia de terapia mais acessivel tem exigido o desenvolvimento de
novos medicamentos mais eficazes, seguros e acessiveis aos doentes em qualquer
regido, e uma dessas alternativas, é o uso das plantas medicinais, que apresentam
metabdlitos secundarios em abundancia, que podem ser utilizados para fins
terapéuticos (MISHRA; TIWARI, 2011). A OMS vem considerando como prioridade a
investigacao farmacoldgica de plantas medicinais para tratamento de doencas, pois
estima-se que aproximadamente 40% dos medicamentos atualmente disponiveis no
mercado foram desenvolvidos direta ou indiretamente a partir de fontes naturais, a
maioria destas de plantas (CALIXTO et al., 2001; WHO, 2011). Nas ultimas décadas,
69% de todos os novos farmacos para o tratamento de doencas infecciosas foram
derivados ou baseados por produtos naturais (NAGLE et al., 2014).

Uma das espécies vegetais que vem demonstrando grande interesse para
uma proposta terapéutica é a Libidibia ferrea (Mart. ex Tul.) var. ferrea, arvore nativa
no Brasil, conhecida popularmente como Juca ou Pau-ferro, apresenta ampla
distribuicdo e propriedades econdémicas e também farmacolédgicas (SOUZA, 2007).
Estudos quimicos e farmacoldgicos de extratos obtidos de L. ferrea tem
demonstrado seu potencial biolégico anti-inflamatério (CARVALHO et al., 1996),
antimicrobiano e antifingico (SAMPAIO et al.,, 2009), agente hipoglicemiante
(VASCONCELOS et al, 2011), cicatrizante, e antioxidante (BATUBARA;
MITSUNAGA; OHASHI, 2009; SILVA et al.,, 2011). Estudos quimicos com esta
espécie tém demonstrado a presenca de compostos fendlicos com possiveis
aplicacbes farmacologicas, como as chalconas e os polifendis (NAKAMURA et al.,
2002; NOZAKI et al., 2007).

Os trabalhos de Cortez (2004) e Falcédo (2010) foram pioneiros na avaliacao
da inibicdo do crescimento de Leishmania (Leishmania) amazonensis e Leishmania
(Viannia) guyanensis sob extratos obtidos de L. ferrea. Assim como o trabalho de
Comandolli-Wyrepkowski (2015), que realizou testes biolégicos in vitro com as
fracbes Hexanica, Diclorometéanica, Acetato de etila e n-butandlica, onde a fracéo

DCM apresentou um melhor resultado antileishmania contra as formas



16

promastigotas e amastigotas de L. amazonensis e L. guyanensis, e baixo indice de
citotoxicidade.

Contudo, uma questdo que deve ser avaliada ao descobrir uma fracdo ou
substancia ativa € quanto ao estudo da via de administragdo, pois é imprescindivel
para determinacdo da melhor forma de aplicagdo dos medicamentos com atividade
biolégica em ensaios in vitro, para que possam tentar reproduzir a sua eficacia em
animais de experimentacdo. A via de administracdo transdérmica tem sido
reconhecida como uma via de elevada potencialidade para administracdo de
farmacos (ELSHAFEEY et al.,, 2012). Essa via oferece vantagens em relacdo a
outras vias de administragcdo, como a via oral, com auséncia de metabolismo de
primeira passagem, por ndo ser invasivo, mais cobmodo ao paciente e possibilitar a
liberacao controlada do farmaco (GALLO, 1989; SUBEDI et al., 2010).

A é&rea de liberacdo de farmacos estd surgindo a um ritmo muito rapido em
relacdo as ultimas décadas. A microemulsdo é um sistema nanoestruturado inovador
para o ambito farmacoldgico, e € considerada uma alternativa para diferentes
classes terapéuticas, como, antiinflamatorios n&o estereoidais, anestésicos,
derivados de plantas medicinais, antimicrobianos, entre outros (FIGUEIREDO et al.,
2013; SVIRSKIS et al.,, 2013; TIRNAKSIZ et al., 2012; TIWARY; SAPRA; JAIN,
2007).

Sendo assim, o presente estudo tem por objetivo de avaliar o potencial
antileishmania da fracdo DCM de L. ferrea, subfracionando-a e verificando a sua
atividade biolégica in vitro, assim como, desenvolver e caracterizar uma
microemulsdo topica incorporada com essa fracdo, realizando ensaio experimental
in vivo, com hamsters (Mesocricetus auratus) infectados com L. amazonensis, na
tentativa de desenvolver uma formulagdo com eficicia terapéutica e mais acessivel

para o tratamento da leishmaniose tegumentar.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 O PROTOZOARIO

O protozoario do género Leishmania foi descrito pela primeira vez em 1903,
por Leishman e Donovan, no entanto, em periodos distintos e isolados (ROSS,
1903). Este protozoario apresenta a seguinte posicao sistematica (apos LEVINE et
al., 1980):

Reino: Protista Haeckel, 1866

Sub-reino: Protozoa Goldfuss, 1817

Filo: Sarcomastigophora Desing, 1866

Classe: Zoomastigophorea Calkins, 1909

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

Familia: Trypanosomatidae Doflein, 1901, emend. Grobben, 1905
Género: Leishmania Ross, 1903

Sdo parasitas digenéticos (heteroxenos), apresentando duas principais
caracteristicas morfolégicas, a forma promastigota (presenca de flagelo livre)
encontrada no trato digestivo do inseto hemat6fago, conhecido como flebotomineo
(Diptera: Psychodidae), e a forma amastigota de caracteristica oval (ausente de
flagelo livre) intereorizada nas células fagociticas mononucleares dos hospedeiros
vertebrados (Figura 01) [LAINSON, 1985; DOSTALOVA; VOLF, 2012].
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Figura 01. Formas promastigota (a) e amastigota (b) de Leishmania sp.

(Fonte: www.medicina.ufmg.br; alfa.socialappscloud.com).
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2.1.1 Ciclo Biologico da Leishmaniose

O ciclo biologico tem inicio quando as fémeas de flebotomineos infectadas
com o parasita do género Leishmania realizam o repasto sanguineo, inoculando
junto com sua saliva, as formas promastigotas metaciclicas na pele do hospedeiro
vertebrado, estimando-se de 10 a 100 parasitos, que irdo ser fagocitados pelas
células fagociticas mononucleares, bem como células dendriticas (DCs) ou
neutrofilos, mas infectando preferencialmente os macrofagos (SCHLEIN, 1993;
RITTIG; BOGDAN et al., 2000). No interior dessas células, as promastigotas
transformam-se rapidamente em amastigotas, que se multiplicam por divisédo binaria,
até o rompimento das células fagociticas e invasdo dos parasitas em novas células
ndo infectadas. Na realizacdo de um novo repasto sanguineo, as fémeas do
flebétomo ingerem o parasita na forma amastigota, que passarao por um processo
de desenvolvimento, denominado metaciclogénese no interior do intestino do vetor,
apos passarem por alguns estagios intermediarios através de processos
enzimaticos, até migrarem para a porcao anterior do aparelho digestivo do inseto,
aptas a causar a infeccdo no hospedeiro mamifero (promastigotas metaciclicas),
reiniciando um novo ciclo (Figura 02) [LAINSON; SHAW, 1978; LIPOLDOVA;
DEMANT, 2006].

Estagio no Flébotomo Estagio no hospedeiro mamifero

Macréfago

Promastigotas

Figura 02. Ciclo bioldgico da Leishmaniose (Fonte: Modificado LIPOLDOVA, 2006).
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2.2 A LEISHMANIOSE

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) € uma doenca tropical
negligenciada de grande significancia pelos niveis de evolucao clinica dos pacientes
(BRASIL, 2017; PIGOTT et al.,, 2014). Sua transmissdo ocorre de forma vetorial
através da fémea de flebotomineos do género Lutzomyia infectada com o
protozoario do género Leishmania (DOSTALOVA; VOLF, 2012; BRASIL, 2017).

Essa doenca € considerada como um grande problema de saude publica,
principalmente por ser enquadrada como uma doenca negligenciada, devido
acometer em torno de 12 milhdes de pessoas mundialmente, muitas vezes vivendo
em estado de extrema pobreza e por apresentar reduzidos indices de investimento
no desenvolvimento de pesquisas afins, até mesmo por ndo despertarem interesse
da industria farmacéutica no ambito lucrativo (REDDY et al., 2007; CASTRO, 2012;
BRASIL, 2017).

A leishmaniose tegumentar pode apresentar diferentes formas clinicas
dependendo da espécie de Leishmania envolvida e da relacdo do parasita com seu
hospedeiro. Classificam-se principalmente como: Leishmaniose cutanea (LC),
caracterizada pela formacdo de Ulceras uUnicas, Leishmaniose mucocutanea (LM)
com caracteristicas de lesbes mucosas agressivas que afetam as regibes
nasofaringes. Além das formas citadas, existem outras formas clinicas, como a
Leishmaniose difusa (LCD), uma variante da LC (Figura 03) (SILVEIRA; LAINSON;
CORBETT, 2004; MOTA; MIRANDA, 2011).

Figura 03. Formas Clinicas das lesfes de Leishmaniose. (a) Lesao cutanea. (b) Lesdo mucocutanea.

(c) Leséao cutanea difusa. (Fonte: Carvalho, 2002; Pinheiro, 2006).

No Brasil, a forma tegumentar é causada por sete espécies distintas, sendo
seis delas do subgénero Viannia e uma do subgénero Leishmania. De acordo com

cada espécie existem particularidades concernentes as manifestacbes clinicas,
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vetores, resposta imune em resposta a infec¢céo e a resposta terapéutica [Tabela 01]
(SILVEIRA; LAINSON 2004; VALE; FURTADO, 2005).

Tabela 01 - Espécies do género Leishmania responsaveis pela Leishmaniose Tegumentar

Americana no Brasil.

Espécies Manifestacdes Clinicas

L. (L.) amazonensis LC; LCD raramente

L. (V.) braziliensis LC; LMC

L. (V.) guyanensis LC; LMC

L. (V.) lainsoni LC

L. (V.) naiffi LC

L. (V.) shawi LC

L. (V.) lindenbergi LC

LC — Leishmaniose Cutdnea; LMC — Leishmaniose Mucocutanea; LCD — Leishmaniose Cutanea
Difusa. (L.) = Leishmania; (V.) = Viannia. Fonte: Silveira; Furtado (2004).

2.3 EPIDEMIOLOGIA

2.3.1 Epidemiologia Mundial

A Leishmaniose Tegumentar apresenta distribuicdo mundial nos cinco
continentes (Africa, América, Asia, Europa e Oceania), com registro anual de
220.000 casos, em sua maioria, paises subdesenvolvidos ou em desenvolvimento,
onde a disseminacdo est4 associada com as mudangas socioecondmicas, com
populacdo de baixa renda e poucos recursos meédicos (SHAW, 1987; LAINSON;
JESUS, 2006; ALVAR et al.,, 2012). Os dez paises com maior numero de casos
notificados séo o Afeganistdo, Algéria, Coldombia, Brasil, Iran, Siria, Etidpia, Sudéo,
Costa Rica e Peru (Figura 04), que juntos totalizam 70 a 75% da incidéncia global de
LT (ALVAR et al., 2012).

Nas Ameéricas, a Leishmaniose Tegumentar (Cutanea e mucosa) é endémica
em 18 paises, com casos distribuidos do México a Argentina. No periodo de 2001 a
2013 foram registrados uma média anual de 57.228 casos. Em uma analise do
periodo de 2010 a 2013, foi observada uma reducdo de casos registrados (19,2%)

diretamente relacionado a reducéo de notificacdes (OMS, 2015).
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Figura 04. Incidéncia mundial da Leishmaniose Tegumentar no ano de 2012.
Fonte: OMS, 2013. http://[gamapserver.who.int/mapLibrary/Files/Maps/Leishmaniasis_CL_2013.png.
Acesso em 03/01/2017.

2.3.2 Epidemiologia no Brasil

O Brasil apresenta um total de 26.008 casos relatados de Leishmaniose
Tegumentar por ano, demonstrando-se majoritario dentre os paises das Américas
(ALVAR et al., 2012). No periodo de 1995 a 2015 ocorreram 534.662 casos no
Brasil, com relevantes coeficientes de incidéncia e prevaléncia, apresentando
tendéncia de aumento do numero de casos. Isso, quando comparando os dados a
partir do ano de 1985, quando foram implantadas a¢cdes de vigilancia e controle de
LTA no pais, com o numero de 5.000 casos naquela época (BRASIL, 2013;
NEGRAO; FERREIRA, 2014; SINAN/SVS/MS, 2017). Essa endemia de grave
problema da saude publica destaca-se em trés regides no Brasil, regido Norte,
Centro-Oeste e Nordeste (COSTA, 2005).

No periodo de 2010 a 2015 a LTA apresentou uma média anual de 21.672
casos novos no pais, com o coeficiente de detec¢do de 11,7 casos por 100.000
habitantes em 2012 (SINAN/SVS/MS, 2017). As regides com maior numero de casos
novos sao a regido Norte e Nordeste, apresentando 9.983 e 8.124 respectivamente,
em 2012. Os numeros de registros mais elevados foram na regido Norte, seguidos

das regides Centro-Oeste e Nordeste, conforme apresentado na tabela 02. A
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interagdo do homem com o0 meio ambiente é muitas vezes determinante na rede de
causalidades multipla dessa doenca (GRIMALDI et al., 1989).

Tabela 02 — NotificacBes de casos de Leishmaniose Tegumentar Americana entre os anos de 2010 a

2015, nas regides do Brasil.

Regido/Ano 2010 2011 2012 2013 2014 2015 Total
TOTAL 21.863 21.337 23.420 18.130 20.227 19.283 124.260
Regido Norte 7.108 8.615 10.196 8.407 10.387 8.939 53.652
Regiéo

8911 7952 8279 5355 4969 5152 40.618
Nordeste

Regi&o Sudeste 2428 2179 1388 1.150 1460 1.762 10.367
Regido Sul 253 317 439 296 373 493 2.171

Regido Centro-
Oest 3.163 2274 3118 2922 3.038 2937 17.452
este

Fonte: SINAN/SVS/MS, 2017.

2.3.3 Epidemiologia no Amazonas

No Estado do Amazonas, o numero de notificacbes de leishmaniose é
bastante significativo (Figura 05), possivelmente relacionado com a abertura de
novas estradas e a instalagdo de novos nudcleos residenciais em areas onde,
previamente, existia densa floresta tropical, os treinamentos militares, na selva
(TALHARI et al., 1988; PINHEIRO et al., 2008).Entre os estados da Regido Norte, o
Amazonas esta na segunda colocacdo em numero de casos notificados de LTA,
ficando atras apenas do estado do Para (Figura 05).

Das sete espécies de Leishmania encontradas no Brasil relacionadas a LTA,
apenas quatro delas sdo encontradas no Estado do Amazonas, L. amazonensis, L.
braziliensis, L. naiffi e L. guyanensis, sendo a Ultima com maiores indices de
prevaléncia (CAMARA et al., 2010). Algumas informag¢des quanto a casos humanos
isolados de L. lainsoni (BRASIL, 2017) e L. shawi (comunicagdo pessoal, Guerra,
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2016) no Estado ja foram descritos no Estado, sem confirmagdo quanto a serem

casos autéctones.
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Figura 05. Niumero de casos de Leishmaniose Tegumentar Americana por ano confirmado, entre os
anos de 2010 a 2015, nos estados da Regido Norte. Fonte: SINAN/SVS/MS, 2017.

No Amazonas, 0 municipio de Manaus registra 0 maior numero de casos,
seguido do municipio de Presidente Figueiredo e Rio Preto da Eva. Em 2013, foram
notificados 725 casos de LTA em Manaus, 108 em Presidente Figueiredo e 100 em
Rio Preto da Eva (SINANNET, 2013).

2.4 DIAGNOSTICO

O diagnéstico da LTA abrange aspectos epidemiolégicos, clinicos e
laboratoriais (como pesquisa parasitoléogica ou imunoldgica), normalmente é
necessaria a associacao de alguns desses meétodos para garantir um diagnostico
final (GONTIJO; CARVALHO, 2003).

O diagndéstico clinico baseia-se na maioria das vezes nas caracteristicas das
lesBes juntamente com o0 processo de anamnese, onde os dados epidemiologicos
sdo também de grande relevancia, para que se possa realizar o diagnéstico
diferencial das outras dermatoses granulomatosas que apresentam lesbes
semelhantes a LTA (GONTIJO; CARVALHO, 2003; NEVES, 2016). No entanto, ndo
€ possivel determinar com exatiddo, pois a maioria dos pacientes relata o uso de

tratamentos ndo convencionais antes da procura da assisténcia médica, dificultando
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o diagnostico, sendo assim, necessitando do auxilio de outros métodos de
diagnéstico como confirmatério (NAIFF-JUNIOR et al., 2009).

O diagnostico parasitolégico € o método que vai garantir com mais certeza o
processo infeccioso a partir do achado de parasita, que pode ser realizado através
de diferentes técnicas parasitoldégicas de pesquisa direta e indireta (BRASIL, 2013;
GONTIJO; CARVALHO, 2003; NEVES, 2016; BRASIL, 2017). O exame direto de
esfregacos corados é realizado com o material obtido da lesédo por escarificacéo,
aspiracdo ou bidépsia da borda da ulcera, com o qual é feito o esfregaco em lamina
por oposicdo, e corado com Giemsa ou Leishman (BRASIL, 2013). Os parasitas
crescem relativamente bem em diversos meios de cultivo a temperatura entre 24 e
26 °C e 0 meio mais empregado para isolamento € o meio bifasico NNN (MCNEAL,
1904; NICOLLE, 1908; NOVY), propicio ao crescimento dos parasitas. Geralmente
apos o quinto dia ja pode ser encontrado as formas promastigotas do parasita
(BRASIL, 2013).

O isolamento in vivo € realizado a partir da inoculacdo do material obtido por
biopsia ou raspado de lesdo, triturado em solugcdo salina, aplicados por via
intradérmica em animais de laboratorio, de preferéncia hamster (Mesocricetus
auratus), nas patas posteriores ou focinho, as lesbes desenvolvem-se a partir de um
més, sendo assim, necessario 0 acompanhamento do animal por trés a seis meses
(GONTIJO; CRAVALHO, 2003; BRASIL, 2013; NEVES, 2016).

O diagnostico histopatolégico é dado a partir da obtencdo do fragmento de
pele, que & submetido as técnicas histologicas de rotina, onde normalmente é
possivel identificar cinco padrdes histopatoldgicos: 1- Reacao exsudativa celular; 2-
Reacao exsudativa e necrotica; 3- Reacdo exsudativa e necrotica-granulomatosa; 4-
Reacdo exsudativa e granulomatosas e 5- Reacado exsudativa e tuberculoide, mas é
no encontro de amastigotas que se pode definir ou sugerir o diagnostico
(MAGALHAES, 1986).

O diagnéstico molecular é realizado a partir da reacdo em cadeia da
polimerase (Polymerase Chain Reaction) — PCR, que €& um teste que permite
amplificar em escala exponencial sequéncias especificas de DNA, no qual varios
pares de iniciadores diferentes também vém sendo utilizados, obtidos a partir de
sequéncias de genes do acido ribonucleico ribossémico (RNA), sequéncias de gene,
mini-exon derivados de genes de RNA e repeticAo gendmica de sequéncias de
minicirculos de kDNA (ISAZA et al., 2002; GONTIJO; CARVALHO, 2003). Essa
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técnica apresenta alta sensibilidade, sendo capaz de detectar quantidades
relativamente baixas de DNA do parasita. Uma das técnicas que vem demonstrando
grandes vantagens é a PCR em tempo real (QPCR), com a possibilidade de se
utilizar dados computadorizados, ndo sendo necessario um técnico especializado
em parasitologia, facil de identificar a espécie do parasito. Entretanto, € uma técnica
de laboratorio de dificil uso na rotina, devido o custo, necessitando de um
termociclador especial e reagentes diferenciados e profissionais capacitados
(MURRAY et al., 2005; BRASIL, 2017).

No diagnéstico imunologico podem-se destacar duas técnicas bastante
utilizadas para diagnosticar a LTA: Intradermorreacdo de Montenegro (IDRM), teste
imunolégico utilizado no Brasil, capaz de avaliar a reacdo de hipersensibilidade
tardia no paciente, a partir do in6culo de 100 uL de antigeno intradermicamente na
face interna do brago, havendo reacdo positiva, verifica-se uma reacao inflamatéria
local formando um ndédulo ou papula, e é utilizado para o diagnostico ou
monitoramento de protocolos de vacinacdo contra a LTA (NOGUEIRA et al., 2008).
Outro teste imunolégico comumente utilizado € o sorolégico como a reacdo de
imunofluorescéncia indireta (RIFI), técnica sensivel, porém pode apresentar
resultado falso positivo, por reacdo cruzada com outras doengcas como a
leishmaniose visceral, doenca de Chagas, paracoccidiodomicose, entre outras.
Sendo assim, a imunofluorescéncia ndo deve ser utilizada como critério isolado para
diagnéstico de LTA (BRASIL, 2017).

2.5 TRATAMENTO CONVENCIONAL

O tratamento para Leishmaniose foi implantado pelo médico Gaspar Vianna,
em 1912, com a administracdo do tartaro emético (antimdnio trivalente). Por
apresentar uma alta toxicidade, o seu uso clinicamente foi suspenso, até que o
medicamento passasse por varias modificacbes, apresentando menores efeitos
toxicos ao paciente. No ano de 1947, os complexos de antimbnio pentavalentes
(Sb*™), com efeitos menos téxicos, foram introduzidos na farmacoterapia das
leishmanioses (VIANNA, 1912; REZENDE, 2009).

O Antimoniato de meglumina (Glucantime®) [Figura 06], conformacao do
antimoniato pentavalente, até hoje ainda é utilizado para a leishmaniose como droga

de primeira escolha preconizada pelo Ministério da Saude (BRASIL, 2017). Este
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composto é obtido sinteticamente a partir do acido antiménio e da N-metil-glucamina
(obtida previamente a partir da aminacdo redutora da glicose em presenca de
metilamina), sendo assim, hidrossoluvel e pouco solivel em compostos organicos, e

ndo bem definida a sua formula estrutural (RATH et al., 2003).
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Figura 06. Estrutura quimica do Antimoniato de meglumina. Fonte: JENSEN, 2016. Chemdraw®.

O mecanismo de agéo dessa droga, ainda € pouco elucidado, no entanto, o
mais indicado é na interferéncia na bioenergética da forma amastigota de
Leishmania. Tanto a glicdlise, quanto a oxidacdo dos &cidos graxos, processos
localizados em organelas peculiares, sdo inibidos, sendo que esta inibicdo é
acompanhada de reducdo na producdo de ATP (Adenosina trifosfato) e GTP
(Guanina trifosfato) [BERMAN, 1998]. Acredita-se que a inibicdo da glicélise e do
ciclo do acido citrico possa explicar parcialmente a incapacidade de fosforilar a ADP
(Adenosina difosfato) [BERMAN, 1985].

Sugere-se que apdés a administracdo do antimbnio pentavalente possa
desempenhar um mecanismo de pré-droga, sendo convertido a antiménio trivalente
(Sb™), sendo possivel explicar a partir da reacdo de oxido-reducdo, onde a
Glutationa reduzida induz a reducdo de Sb*°, sendo assim, apresentando atividade
antileishmania (FREZARD et al., 2001).

Embora o antimoniato pentavalente ja seja utilizado h&4 mais de meio século e
apresente menor toxicidade que o0s antimoniais trivalentes, pode apresentar

inUmeros efeitos colaterais, como toxicidades cardiaca, pancreatica, renal, artralgias,
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mialgias e dores abdominais (SILVA, 2012). Os antimdnios sdo contraindicados no
uso concomitante de beta-bloqueadores e antiarritmicos. A hepatotoxicidade
também é frequente e pode ocorrer em até 50% dos pacientes tratados (FRANKE et
al., 1990; MARZOCHI, 2010).

A Anfotericina B (Abelcet®) [Figura 07] é um antibiético polieno que interage
com ergosterol da membrana celular, formando poros que alteram a sua
permeabilidade e o balanco i6nico, causando a morte celular (ROBETS, 2003).
Considerada droga de primeira escolha para gestantes, sua atuacdo se da nas
formas amastigotas e promastigotas de Leishmania (MARZOCHI, 2010). No entanto,
esta droga é contra indicada para pacientes cardiopatas, hepatopatas e,
especialmente, nefropatas. As reacOes adversas mais frequentes séo febre,
nauseas, voémitos, hipopotassemia e flebite no local da infusdo (BRASIL, 2017).

A Anfotericina pode ser encontrada também na forma lipossomal
(AmBisome®), onde é composta de fosfatidilcolina, colesterol e
disterolfosfatidilglicerol. Nessa formulacéo, o farmaco atinge niveis plasmaticos mais
elevados que o desoxicolato de Anfotericina B. Esta droga € registrada para uso no
tratamento da leishmaniose visceral, mas também pode se fazer uso para
leishmaniose tegumentar quando as outras indicacGes terapéuticas ndo obtiverem

sucesso ou forem contraindicadas (BRASIL, 2017).

Figura 07. Estrutura quimica da Anfotericina B. Fonte: JENSEN, 2016. Chemdraw®.
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O Isetionato de pentamidina (Pentacarinat®) [Figura 08] faz parte do grupo
das amidinas, composto organico da guanidina, usado pela via intramuscular, de
eliminacdo lenta, deposita-se principalmente no figado e nos rins, também é
considerada uma droga de segunda escolha no Brasil (SILVA, 2012; BRASIL, 2013).
Segundo o trabalho de Neves (2011), a Pentamidina apresentou eficacia similar ao
Antimoniato pentavalente para o tratamento de Leishmaniose Tegumentar, para
espécie L. guyanensis, tem vantagem de ser utilizada por tempo mais curto e
apresentar menos efeitos adversos.

Existem diferentes indicativos para o mecanismo de acdo da Pentamidina,
dentre eles, a interferéncia no transporte de aminoécidos, interferéncia na captacao
ou funcdo das poliaminas, inibicdo da sintese de DNA e RNA, proteinas e
fosfolipideos, interferindo assim na respiracdo aerObica e anaerdébica dos
tripanossomas (WARING, 1965; GALE; FOLKES, 1967; ALCHALABI; GUTTERRID,
1977; MESHNICK; CERAMI, 1984). Os eventos adversos mais comuns sao dor no
local da aplicacdo, vémitos, mialgia, hipotenséo, sincope e hipoglicemia (BRASIL,
2017).

O\/\/\/O
HoN NH,

|

NH NH

Figura 08. Estrutura quimica da Isetionato de pentamidina. Fonte: JENSEN, 2016. Chemdraw®.

Embora os medicamentos preconizados pelo Ministério da saude apresentem
eficacia moderada para leishmaniose tegumentar, eles apresentam um custo alto
para tratamento e de dificil acesso para os enfermos (Tabela 03) [NAGLE et al.,
2014].
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Tabela 03 — Relacdo da eficdcia e custo dos medicamentos padrdes para a Leishmaniose

Tegumentar.
Droga Padréo Eficacia Custo
Anfotericina B >95% ~US$ 100
Anfotericina Lipossomal ~100% US$ 280
Pentamidina 70 — 80% ~US$ 100
Antimoniato de Meglumina 35 -95% US$50-70
Pentoxifilina * US$ 15 - 63

* Estudo sendo avaliado em associacdo com drogas padrdes. Fonte: Modificado NAGLE et al., 2014;
Brasil, 2017.

A pentoxifilina (Figura 09) vem a ser um farmaco da classe de vasodilatadores
periféricos com propriedades hemorreolégicas. E apresentado como comprimido
revestido, de liberagcdo prolongada, contendo 400 mg de pentoxifilina. Algumas
pesquisas tém demonstrado sucesso no emprego da pentoxifilina como coadjuvante
(imunomodulador) no tratamento da leishmaniose tegumentar, com desfecho de
cura em menor tempo quando comparado ao tratamento convencional. O seu papel
€ atuar como um adjuvante, ndo tem indicacdo como medicamento isolado, mas sim
em associacdo ao antimoniato de meglumina. E contraindicado para menores de 12
anos, gravidas, lactentes, disturbios hemorragicos, entre outros. Apesar de ainda
terem sido feitos poucos tratamentos associados, ja possui uma PORTARIA (N° 67,
DE 19 DE NOVEMBRO DE 2015), referente a decisdo quanto a ampliagcdo do uso
da pentoxifilina 400 mg em associacdo ao antimonial para o tratamento da
leishmaniose tegumentar mucosa no a&mbito do Sistema Unico de Salde — SUS
(BRASIL, 2015; BRASIL, 2017).

H3C O /CH3
/)vv\ N
0 N
ﬁ />
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Figura 09. Estrutura quimica da pentoxifilina. Fonte: JENSEN, 2017. Chemdraw®.
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2.6 PRODUTOS NATURAIS COM ACAO ANTILEISHMANIA

O uso de plantas medicinais para fins terapéuticos € tdo antigo quanto a
existéncia da espécie humana, e até nos dias atuais € um recurso alternativo para
muitas comunidades e grupos étnicos. Nas regides mais pobres do pais e até em
grandes cidades brasileiras, plantas medicinais sdo comercializadas em mercados e
cultivadas em quintais residenciais para consumo (MACIEL; PINTO; VEIGA, 2002).

Muitas sociedades tradicionais apresentam uma diversificada farmacopéia
natural, que é considerada dindmica de informac¢des empiricas, vivenciadas pelas
mesmas. Esses ambientes estdo sendo alvo de estudos por pesquisadores, que
possuem a finalidade de registro de novas espécies e comprovacdes de suas
atividades medicinais (AMOROZO, 2002). Uma vez isolando seus metabolicos
secundarios que apresentam atividade farmacoldgica, pode-se progredir para um
medicamento, pois se estima que aproximadamente 40% dos medicamentos
disponiveis foram desenvolvidos direta ou indiretamente a partir de produtos
naturais, a maioria destas de plantas (CALIXTO, 2001; WHO, 2001).

Os produtos naturais de derivados de plantas medicinais tém sido de grande
interesse na busca de novos medicamentos com atividade antileishmania. Este
interesse pode ser atribuido a identificagdo potencial das estruturas quimicas, e as
propriedades muitas vezes inerentes as moléculas ja isoladas. Nas ultimas décadas,
69% de todos os novos farmacos para o tratamento de doencas infecciosas foram
derivados ou baseados por produtos naturais (NAGLE et al., 2014).

Indmeros compostos quimicos, isolados de extratos vegetais, tem
demonstrado atividade antileishmania sobre as formas promastigotas e amastigotas
de Leishmania em ensaios biolégicos in vitro. Ja foram descritos atividade
antileishmania dos grupos quimicos, como, terpendides (OKETCH-RABAH et al.,
1997; CAMACHO et al.,, 2001; KENNEDY et al., 2011), aminoglicosterdides e
aminosteroides (KAM et al., 1998), naftoquinonas (KAYSER et al., 2000), chalconas
(CHRISTENSEN et al., 1994; BOECK et al., 2006), glicosidios iridoides (MITTAL et
al., 1998), flavonoides (ARAUJO; ALEGRIO; LEON, 1998), neolignanas (BARATA et
al., 2000) e de alcal6ides (KAM et al., 1999; DOLORENZI et al., 2002; FERREIRA et
al., 2002).

Um estudo bastante promissor para terapia da leishmaniose tegumentar é o

com Apigenina (5,7,4 -trihidroxiflavona) [Figura 10], um flavondide encontrado em
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frutas e vegetais, o qual desempenhou excelente resultado com efeito leishmanicida
contra as formas intracelulares de L. amazonensis em macréfagos e eficaz no
tratamento de camundongos BALB/c infectados com L. amazonensis através da
administracao oral (FONSECA-SILVA et al., 2016) .

Figura 10. Estrutura quimica da Apigenina. Fonte: JENSEN, 2017. Chemdraw®.

A busca por novas substancias para fins terapéuticos deve ser incentivada
constantemente, pois deve ser levada em consideracéo a biodiversidade da flora na
floresta Amazonica, considerada a maior do mundo, com grandes oportunidades
para explorar seus recursos para fins terapéuticos, principalmente para muitas
doencas que carecem de medicamentos mais eficazes, tais como as doencas

negligenciadas, exemplo da leishmaniose tegumentar (OLIVEIRA et al., 2008).

2.7 Libidibia ferrea COMO POTENCIAL TERAPEUTICO

A Libidibia ferrea (Mart. ex. Tul.) L.P. Queiroz var. ferrea basionimo de
(Caesalpinia ferrea Mart. ex. Tul.) é conhecida popularmente como juca, pau ferro,
ibird-obi, imira-ita (DI STASI, 1996; SOUZA, 2007). Essa espécie vegetal apresenta
a seguinte classificacao taxondmica (CHASE et al, 2003; LIMA et al, 2010):

Divisdo: Magnoliophyta (Angiospermae)

Classe: Magnoliopsida (Dicotilidonae)

Subclasse: Rosidae

Ordem: Fabales

Familia: Fabaceae

Sub-familia: Caesalpiniaceae (Caesalpininoidea, leguminose)
Espécie: Libidibia ferrea (Mart ex. Tul. L.P. Queiroz)
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Essa espécie vegetal pertence a familia botanica Fabaceae, de grande
importancia pelo seu numero de espécies, aproximadamente 19.000 espécies em
mais de 650 géneros (PALMIL et al., 1981; SOUZA; JUDD et al, 1999; LORENZI,
2012). Somente no Brasil, existe o registro de pelo menos 200 géneros e 2700
espécies, correspondendo a maior familia em nimero de espécies no pais (SOUZA;
LORENZI, 2012).

A L. ferrea é uma espécie nativa do Brasil, largamente distribuida nas regites
Norte e Nordeste. Quanto a sua estrutura boténica, possui flores amarelas,
pequenas, em cachos, folhas compostas, folioladas e frutos legumes indeiscentes
de cor marrom escuro, tipo legume, com sementes escuras. Possui classificacao
arborea, com altura de 10 — 15 metros, e tronco curto de 40 — 60 cm diametro

(Figura 11) [LORENZI, 2002].

Figura 11. Espécie vegetal Libidibia ferrea. Fonte: COMANDOLLI-WYREPKOWSKI (2011).

Essa planta apresenta inimeros fins terapéuticos, por exemplo, as suas
partes, como, folhas, cascas, semente, raizes e pedacos de madeira podem ser
utilizadas no tratamento de diversas infec¢des (DI STASI, 1996). Cavalheiro et al.
(2009) demonstraram que o0 extrato aquoso das sementes apresentou atividades
celulasica, anticoagulante e larvicida contra Aedes aegypti. Um estudo fitoquimico
preliminar do extrato hidroalcoolico da casca e das folhas demonstraram a presenca
de flavondides, saponinas, taninos, cumarinas, esteroides e compostos fendlicos
(GONZALES; BARROS; BACCHI, 2004).
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Os frutos sdo antidiarreicos, anticatarrais, cicatrizantes e tém sido usados para o
tratamento de diabetes e prevencdo do cancer (NAKAMURA 2002; MAIA; 2004). O
extrato metanolico (80%) dos frutos obtido através da maceracdo durante 72 h foi
testado frente as cepas Candida albicans, Streptococcus mutans, S. salivarius, S.
oralise, Lactobacillus casei, apresentando uma concentracéo inibitéria minima 25 a
100 pg/mL (SAMPAIO et al., 2009). O extrato etandlico de frutos apresentou forte
atividade antioxidante no teste in vitro e demonstrou uma correlacdo significativa e
linear entre o contetdo fendlico e a atividade antioxidante pelo ensaio de
fosfomolidénio, bem como a atividade de eliminac&o do radical superoxido (SILVA et
al. 2011). Devido a abundancia de atividades biolégicas com o epicarpo (fruto) dessa
espécie, tornou-se um enfoque de estudo e consecutivamente foi possivel o

isolamento de varias substancias (Quadro 01).
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Quadro 01 — Substancias isoladas do fruto de Libidibia ferrea.
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Fonte: FERREIRA; SOARES (2015).
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2.8 SISTEMA DE LIBERAGCAO DE FARMACO: MICROEMULSAO

O marco inicial da producdo de microemulsdo descrito na literatura foi na
década de 40 por Hoar e Schukman (1943) ao descreverem a producdo de uma
solucao translicida a partir da titulagdo de uma emulsdo com hexanol. No entanto,
somente no fim da década de 50, foi estabelecido o termo microemulsdo, que ao
longo dos anos, tem recebido redefinicdes proporcionais aos avangos tecnologicos
(SCHULMAN et al., 1959).

Atualmente as microemulsbes s&o definidas como um sistema
nanoestruturado termodinamicamente estavel, isotropicas e transparentes ou
translicidas, nas quais a fase oleosa esta dispersa hum meio aquoso ou fase
aguosa no meio oleoso, composta por um tensoativo, associado ou ndo a um co-
tensoativo apropriado, gerando uma interface 6leo/dgua e apresentando goticulas da
fase interna na ordem de nandmetros (nm). Comparando-se com nanoemulsao,
possui uma escala de goticula bem menor (Figura 12), e as substancias ativas
podem ser veiculadas quando sao solubilizadas na fase oleosa ou aquosa
(LAWRENCE, 1994; OLIVEIRA; SCARPA, 2001; OLIVEIRA et al., 2002; ZHU et al.
2008).

Gota de
Microemulsao

Gota de
Nanoemulsao

Figura 12. Goticulas de microemulséo e nanoemulsdo. Fonte: Modificado MCCLEMENTS (2012).
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Os tensoativos permitem um aumento na permeabilidade de membrana
celular, o que colabora para a absorcéo do farmaco e a biodisponibilidade (SINTOV;
SHAPIRO, 2004; FORMARIZ et al., 2007). Assim, a formacdo da microemulsdo
geralmente envolve a combinacdo de trés a cinco componentes, tais como
tensoativo, agua, 6leo e o co-tensoativo (LAWRENCE, 1996; OLIVEIRA, 1997).

Os nanoestruturados de classificacdo microemulsionados podem apresentar
aspectos visualmente diferentes dos outros, uma vez que os demais apresentam
emulsdes liquidas opacas, representadas por sistemas de elevada viscosidade, ou
com separacdo de fases. O sistema microemulsionado liquido apresenta
caracteristicas translicidas ou opticamente transparentes e tamanho de goticulas
minoritarias (Quadro 2) [FORMARIZ, 2004].

Quadro 2 — Escala de Granulometria das Emulsdes.

Denominacéo Tamanho Aparéncia Aspecto

2-20 ym

2.000-20.000 nm Branca leitosa

Macroemulsao

Nanoemulséo 0,1-0,3 um Branca azulada
100-300 nm
Microemulséo <0,1 um *‘»‘)‘—‘( Transltcida
«‘;." -\}V»'; “

100 nm Go0"
Solugdes 0,01 pm Transparentes
micelares 10 nm
Solugdes 0,001 pm ’ Transparentes
moleculares 1 nm o

Fonte: Modificado ANSEL; POPOVICH, ALLEN (1999).
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Estudos com esses nanoestruturados tém sido relevantes na area
farmacéutica, possibilitando oportunidades alternativas terapéuticas modernas,
farmacologicamente mais eficientes e com reducao de reacdes adversas (OLIVEIRA
et al., 2004).

Os sistemas microemulsionados vém sendo objeto de vérias patentes em
todo o mundo, a China e os Estados Unidos da América sdo os maiores detentores
de patentes envolvendo microemulsdes para uso transdérmico, onde possuem a
finalidade de incorporacdo de diferentes classes terapéuticas, como, antiiflamatorio
nao estereoidal (AINE), anestésicos, imunosupressor, antiparkisoniano, derivados de
plantas medicinais, anti-hormonal, antimicrobiano e dentre outros (FIGUEIREDO et
al., 2013).

Em estudo com a piperina, substancia derivada de Piper nigrum (pimenta-
preta) foi obtida uma formulagcdo em microemulsdo que desempenhou resultado
bastante satisfatorio no tratamento de camundongos BALB/c infectados com L.
donovani (uma das espécies causadoras de leishmaniose visceral no Velho Mundo).
Os animais apresentaram uma reducéo da carga parasitaria no figado e baco em 78
e 75%, respectivamente (VEERAREDDY; VOBALABOINA; NAHID, 2004). Esse
sistema nanoestruturado vem despertando grande interesse como tratamento
alternativo para varias patologias, podendo ser testado para a leishmaniose
tegumentar, ja que possui a capacidade de carrear a droga ou a substancia ativa de

forma eficaz.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial antileishmania da fracdo e subfracbes de diclorometano obtidas
do fruto de Libidibia ferrea (Martius exTul.) LP Queiroz (Fabales: Fabaceae-
“Caesalpinoideae”).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Etapa 1: Subfracionamento da fracdo DCM de L. ferrea e Ensaios Biolégicos in

vitro

- Subfracionar a fracdo diclorometano obtida do extrato metandlico dos frutos de

Libidibia ferrea;

- Avaliar o efeito das subfracdes obtidas da fracdo diclorometano de Libidibia ferrea
guanto a atividade in vitro contra as formas promastigotas de Leishmania
(Leishmania) amazonensis;

- Avaliar a citotoxicidade das subfracdes mais ativas da fracdo diclorometano de
Libidibia ferrea frente as células de cultivo primario (macréfagos peritoneais
murinos) para a determinacao do indice de seletividade;

- Determinar a atividade das subfracdes mais ativas da fragcdo diclorometano de
Libidibia ferrea em macréfagos murinos infectados com L. (L.) amazonensis;

Etapa 2: Desenvolvimento da microemulséo e Teste bioldgico in vivo

- Desenvolver e caracterizar a microemulsdo com a fragdo DCM de Libidibia ferrea;
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- Estudar o efeito do tratamento topico com as formulagbes contendo fragdo DCM
em animais de experimentacdo (Mesocricetus auratus) infectados com L. (L.)

amazonensis.
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4. MATERIAL E METODOS
Este estudo foi desenvolvido nos seguintes laboratorios:

a) Laboratorio de Leishmaniose e Doenca de Chagas, CSAS, Instituto Nacional de
Pesquisas da Amazonia - INPA, coordenado pela Dra. Antonia Maria Ramos Franco;
b) Area de Experimentacdo Animal, Biotério Central, Instituto Nacional de Pesquisas
da Amazonia — INPA, coordenado pelo MSc. Leonardo Brandao Matos;

c) Laboratério de Quimica de Produtos Naturais, Instituto Nacional de Pesquisas da
Amazobnia — INPA, com a colaboracdo da Dra. Maria da Paz Lima;

d) Laboratério de Inovacdo e Desenvolvimento em Tecnologia Farmacéutica,
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade Federal do Amazonas — UFAM,
com a colaboracdo da Profa. Dra. Katia Solange Cardoso Rodrigues dos Santos
Geraldi;

A sequir, € descrita a trajetoria metodoldgica conforme o fluxograma na figura

T T

Coleta do material vegetal

|

Preparagao do Extrato MeOH de L.
ferrea

|

Preparacgao da fragao DCM de L.

ferrea

13.

ETAPA 02
ETAPA 01
Subfracionamento da fracao Desenvolvimento e

Caracterizagao da Microemulsao

DCM por CC (Sephadex) topica
v v
Ensaio in vitro: Ensaio in vivo:
- Promastigota Tratamento tépico de Hamsters
- Citotoxico (M. auratus) infectados com L.
- Amastigota amazonensis

Figura 13. Fluxograma da trajetdria metodoldgica do estudo.
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Etapa 1. Subfracionamento da fracdo DCM de L. ferrea e Ensaios Bioldgicos in

vitro

4.1 COLETA DO MATERIAL VEGETAL

Foram realizadas coletas para a obtencdo do material vegetal (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 permissado do proprietario do local para a obtencdo deste material. Foram
coletadas amostras de frutos. A coleta foi realizada no més de julho de 2011, e o
individuo consistia em um exemplar adulto em fase de frutificacao.

Exsicatas foram preparadas e enviadas ao Departamento de Botanica do
Instituto de Pesquisas da Amazoénia. Do material foi identificada & espécie Libidibia
ferrea (Mart. ExTul.) LP Queiroz — Fabaceae-Caesalpinoideae — de acordo com
Lewis (2005) e APG lll. A exsicata foi depositada no herbario do INPA sob o registro
246150.

4.2 PREPARACAO DO EXTRATO MeOH DE Libidibia ferrea

Todo o material vegetal coletado, separado, foi seco em estufa de circulacao
forcada, com temperatura inferior a 45°C. Apds a secagem, as partes foram moidas
e pulverizadas em moinho de facas.

Apoés 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 14. Foram realizadas trés extragdes ou mais, de acordo com a
necessidade, com cada solvente utilizando banho em ultrassom por 20 minutos em
cada extracao. 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 o banho em ultrassom, o material
foi filtrado, e o residuo vegetal apds as trés extragbes com o solvente foi seco a
temperatura ambiente (TA). Esse mesmo material vegetal foi extraido com os outros
solventes, em ordem crescente de polaridade. Os extratos foram concentrados em
rotaevaporador (YAMATO).
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Material Seco e Moido

1) Extragdo com
Ultrassom (20 min.)

2) Filtracao

3) Concentragao

HEXANO Material Vegetal

1) Extragao com
Ultrassom (20 min.)
2) Filtragao

l METANOL

3) Concentragéo

Material Vegetal me==p Armazenado

Figura 14. Fluxograma geral da preparacao dos extratos obtidos de epicarpo de Libidibia ferrea.

4.3 PARTICOES DO EXTRATO

O extrato foi fracionado por particao liquido-liquido para realizar as particoes,
20 g do extrato metandlico foi solubilizado em 200 mL de H,O:MeOH (9:1) e extraido
trés vezes (200 mL de solvente, cada vez) com cada um dos solventes utilizados na
particdo. As particoes foram realizadas com Hexano e DCM (Figura 15). Este
procedimento permitiu uma separacdo preliminar dos constituintes quimicos para a
avaliacdo da atividade leishmanicida. As fragcbes foram concentradas em
rotaevaporador (YAMATO).
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Extrato Metanolico de

Diluigdo hidrometanélica

Y

H20:MeOH
(9:1)

Extragcdao com Hexano (3x)

v v

Fase
hidroalcodlica

Fracdao Hexano

Extragdo com Diclorometano (3x)

Fragdo DCM de Fase

. . ———3 Armazenado
L. ferrea hidroalcodlica

Figura 15. Fluxograma da preparacéo das particBes do extrato obtido de epicarpo de Libidibia ferrea.

4.4 SUBFRACIONAMENTO DA FRACAO DCM DE L. ferrea

4.4.1 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

Para andlise em CCD, foram preparadas aliquotas das amostras, diluindo-as
em solventes organicos, aplicando-as em seguida com o auxilio de tubo capilar de
vidro a 0,5 cm da base da cromatoplaca de aluminio com silica gel 60 (MERCK),
com a distancia de 1 cm entre um spot e outro. Apés eluicdo, realizada com 1,5 mL
de solvente (gradiente) em cuba de vidro (dimenséo: 8x5x3 cm), realizou-se
comparacdes como demonstrada na figura 16. Os reveladores empregados foram

radiacéo ultravioleta (254 e 365 nm) e vanilina sulfurica e anisaldeido sulfurico.
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Figura 16. Mecanismo da cromatografia em camada delgada. Fonte: modificado SILVA (2014).

4.4.2 Cromatografia em Coluna (CC)

O fracionamento da fracdo DCM de L. ferrea foi realizada em coluna de vidro
com dimensbes @ = 2,5 cm e alt = 47 cm, utilizando o suporte cromatografico
Sephadex LH-20 (Sigma-Aldrich) por mecanismo de excluséo.

4.5 ATIVIDADES IN VITRO COM FORMAS PROMASTIGOTAS DE Leishmania

amazonensis

45.1 Teste de Esterilidade do meio de cultivo

Apoés a filtragem do meio Roswell Park Memorial Institute (RPMI 1640 —
Sigma Chemical Co, USA), foi adicionado 950uL em um microtubo estéril, em
seguida incubado na estufa a 37°C durante 48h. ApoOs esse tempo de incubacao foi
acrescentado 50 puL de Alamar Blue® (Resazurina a 0,4%) e reincubado por mais
72h. Apos esse periodo, observou se houve mudanca de coloracéo, a permanéncia
da cor azul é considerada negativa e caso houvesse a alteracdo da coloracdo para

résea, € indicio positivo para contaminacdo (adaptado FRANZBLAU et al., 1998).

4.5.2 Manutencdao dos parasitas e preparo de massa parasitaria

Foram utilizadas formas promastigotas de Leishmania (Leishmania)
amazonensis (MHO/BR/2009/IM5584), criopreservadas no criobanco do Laboratorio
de Leishmaniose e Doengas de Chagas/COSAS/INPA. Para o cultivo das formas
promastigotas foi utilizado o meio RPMI 1640, suplementado com soro fetal bovino
inativado (SFBi) e 50 pg/mL de antibidtico (Gentamicina), incubados a 24°C de
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acordo com JAFFE et al. (1984), e posteriormente utilizada para os bioensaios e
criopreservacdo. As amostras foram criopreservadas em solucdo de
Criopreservacao (10% de glicerina / Merck em meio Schneider Drosophila Medium
(Sigma) contendo 30% SFBi) e armazenadas no Freezer -80 °C (Sanyo), apoés
amplificagdo em garrafas de cultivo de células (em poliestireno, area de crescimento
de 25 cm?, 50 mL, estéril) e centrifugacéo a 4.400 rpm (Rotacdo por minuto) durante
15 minutos, com posterior lavagem do sedimento e ressuspensédo deste em solucéo

de criopreservacéo.

4.5.3 Curva de crescimento de formas promastigotas de Leishmania

amazonensis

Para a determinacdo das fases de crescimento dos parasitas nas condicdes
estabelecidas de cultivo, foi realizada a curva de crescimento em meio liquido RPMI
1640 completo, suplementado com 10% SFBi e incubados em estufa a 25 °C +/-
1°C. Os parasitas foram cultivados (forma promastigota das espécies estudadas) a
partir de uma concentracdo de 10° células/mL. A contagem foi realizada em
intervalos de 24 horas, quantificadas em camara de Neubauer, com o auxilio de
microscopio 6ptico em aumento de 400x, até a observacdo de menos de 10% de
sobrevivéncia. O calculo foi feito utilizando a formula: n® de parasitas = média dos
quatro quadrantes maiores x inverso da diluicdo da amostra x 10%. Para o estudo
foram utilizadas as formas promastigotas de cultivo axénico na fase logaritmica, na
gual ocorrem as formas consideradas infectantes. A curva foi construida

graficamente utilizando o software GraphPadPrism® 6.0.

4.5.4 Determinacdo da atividade antileishmania e concentragéo inibitoria 50%
(ICs0) das subfragdes obtidas da fragdo DCM de Libidida ferrea

A atividade antileishmania das substancias isoladas da fracdo DCM de L.
ferrea foram avaliadas pela inibicdo do crescimento e mortalidade de L.
amazonensis. Antes de cada experimento foi observada a motilidade flagelar e
morfologia geral dos parasitas para posterior comparacgao.

As subfracOes obtidas de L. ferrea foram filtradas e diluidas em meio de

cultura, para o ensaio foram usadas as concentragbes de 125 a 7,8 pg/mL. O
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controle negativo foi o DMSO 1% (Dimetilsulfoxido/Merck) e controle positivo foi
Isotionato de pentamidina (Pentacarinat®) nas concentracdes de 6 a 0,375 pg.mL™.

Para a realizacdo dos bioensaios, as formas promastigotas na fase
logaritmica (log) tardia foram centrifugadas a 4.400 rpm/15 minutos, lavadas em
salina estéril, diluidas e contadas em camara de Neubauer e ajustadas para obter a
concentracdo parasitaria de 2 x 10° células/mL, também em volume final de 100
uL/poco de acordo com Fumarola et al. (2004). Posteriormente esta concentracéo de
promastigotas foi adicionada aos pogos contendo as substancias diluidas,
totalizando um volume final de 200 pL/pogo. A placa do Bioensaio (na presenca de
promastigotas, controles e substancias isoladas) foi incubada em estufa a 25 °C
durante 48 horas.

Os bioensaios foram realizados em triplicata e a média do nimero de células
vivas foi utilizada para calcular por regresséo linear, a ICso (Concentragdo inibitéria
para 50% das células). O valor de ICs foi utilizado para expressar os resultados das
atividades das subfracdes obtidas de L. ferrea avaliadas e selecionado as que se
apresentaram mais promissoras para estudos posteriores. Os resultados foram

expressos em gréficos utilizando o software GraphPadPrism® 6.0.

4.6 ENSAIOS DE CITOTOXICIDADE E ATIVIDADE IN VITRO CONTRA FORMAS
AMASTIGOTAS DE Leishmania amazonensis

- Obtencdo de Macro6fagos peritoneais murinos: Para a obtencdo dos
macrofagos, foram utilizados camundongos BALB/C jovens provenientes do Biotério
Central do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia — INPA, o projeto foi
aprovado sob o niumero 014/2015 da CEUA. Os animais foram eutanasiados, sendo
injetados 5 mL de meio RPMI na cavidade peritoneal. Os macrofagos foram
coletados com auxilio de uma seringa, centrifugados, ressuspensos e diluidos em
meio de cultivo completo para obter 10° células/mL conforme Gordon et al. (1974).
As células foram adicionadas em placas estéreis contendo laminulas de vidro em

cada poco.

- Infeccdo dos macréfagos murinos com Leishmania: Os macréfagos (10°
células/mL) foram infectados com 10° promastigotas/mL por duas horas. Foi utilizada

a espécie L. amazonensis. Em seguida, os pocos foram lavados com RPMI
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completo por trés vezes, aquecido a 37°C, para a remocdo das promastigotas nao
interiorizadas e células ndo aderidas (ESLAMI; TANNER, 1994; TEMPONE et al.,
2004).

4.6.1 Determinacdo da atividade citotoxica

Macrofagos foram incubados na presenca das subfracdes obtidas de L. ferrea
em diferentes concentracdes em estufa a 37°C por 48 horas. Apos o periodo de
incubagdo, os pogos foram lavados com solugao salina e em seguida adicionado
100 pL de meio Schneider® + 20 pL do reagente Alamar Blue® e apds quatro horas
de incubacao, foram realizadas as leituras colorimétricas em espectrofotémetro (Bio-
Tek®), utilizando o comprimento de onda de 590 nm (AHMED et al., 1994), com

modificagdes. O célculo de ICs foi realizado por regressao linear.

4.6.2 Determinacdo da atividade antileishmania e da concentracao inibitéria

50% (ICsp) em amastigotas interiorizados em macrofagos

Os macrofagos infectados foram incubados na presenca das subfracdes
obtidas de L. ferrea. As mesmas foram adicionadas aos pocos em diferentes
concentracdes. ApoOs seis horas de incubacdo em estufa a 37°C com atmosfera de
5% de CO,, os pogos foram lavados com solugao salina e adicionados a este novo
meio de cultura completo e incubados novamente por mais 24 horas nas mesmas
condicBes. ApOs esse periodo, as laminulas de vidro foram removidas, e as células
infectadas foram fixadas e coradas por Giemsa para contagem do numero de
macroéfagos infectados e a quantidade de amastigotas por macréfagos (num total de
200 macrofagos). A avaliacdo destes parédmetros foi realizada através de
observacdo em microscopio 6ptico em 1000x de aumento. Os resultados foram
expressos em graficos utilizando o software GraphPadPrism® 6.0. O valor de ICs foi

obtido por meio de regresséo linear.
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Etapa 2: Desenvolvimento da microemulséo e Teste bioldgico in vivo
4.7 PREPARACAO DA MICROEMULSAO

A microemulséo (ME) foi desenvolvida a base de &lcool isopropilico, Tween®
20, dgua destilada, acido oleico e fracdo DCM da L. ferrea a 2%, pelo método de

agitacdo magnética por formacéo espontanea, conforme trabalho de Rolim (2016).

4.7.1 Determinacao do pH
A determinacdo do pH da microemulsdo foi realizado diretamente nas
formulacdes através da utilizacdo de um potencidémetro calibrado com pH 4,0 — 7,0.

Os resultados foram obtidos em triplicata.

4.7.2 Reologia

A determinacdo do comportamento reolégico da microemulsao foi realizada
em Viscosimetro Brookfield Digital DV-II + pré. As analises reoldgicas foram obtidas
com variagdo de velocidade de 0 a 120 rpm (curva ascedente) e de 120 a O rpm
(curva descedente), com um tempo de 10 segundos de leitura e 20 pontos. O
spindle utilizado foi do tipo SC4-18. O equipamento forneceu os dados de tensao de
cisalhamento e taxa de cisalhamento através do software Brookfield Rheocalc
versdo 3.2. Os gréaficos de tensdo de cisalhamento versus taxa de cisalhamento

foram construidos no Software GraphPad Prisma 6.0.

4.7.3 indice de refracéo
Para a determinacdo do indice de refracéo foi utilizado um refratdmetro tipo

Abbé previamente calibrado com 4gua destilada.

4.7.4 Tamanho de goticulas por espalhamento de luz dindmico (DLS) e indice

de polidisperséo (IPD)

O tamanho de goticula e indice de polidispersdo da microemulsdo foi
determinado em equipamento ZetaSizer Malvern®, localizado no Laboratério de
Inovacao e Desenvolvimento em Tecnologia Farmacéutica/UFAM sob orientagdo da

Dra. Katia Solange Geraldi. As medidas foram realizadas em triplicata sob
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temperatura constante de 25°C com feixe de luz de comprimento de onda 659 nm,

com angulo de incidéncia de 90°C.
4.7.5 Potencial Zeta

As medidas do potencial Zeta ({mV) foram realizadas utilizando o
equipamento ZetaSizer Malvern®. Este potencial foi alcancado submetendo-se a
formulacdo a uma voltagem fixa e utilizando os valores fornecidos pelo aparelho

para calcular o {mV.
4.8 ENSAIO BIOLOGICO IN VIVO
4.8.1 Procedénciados animais

O modelo biologico experimental para o estudo foi de 36 hamsters
(Mesocricetus auratus), adultos (acima de 90 dias), machos e pesando equivalente a
150 g cada animal. Os animais foram provenientes do Biotério Central do Instituto
Nacional de Pesquisas da Amazoénia, e o tratamento dos animais infectados ocorreu
nas dependéncias do préprio Biotério/INPA. Os animais foram mantidos em gaiolas
de polipropileno em condi¢cdes adequadas a sua manutencdo, com dieta e agua ad
libitum e livres de patégenos. O projeto aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa

com Uso de Animais — CEUA/ INPA, possui o0 nimero de protocolo 009/2015.
4.8.2 Inoculacao

Foram inoculados 0,1 mL de solucdo com 10°cel/mL do parasito na forma
promastigota de L. amazonensis recém-isoladas em cultivo de procedéncia do
Criobanco do Laboratério de Leishmaniose, aplicados na base de orelha para
experimentacdo. Apos a inoculacdo, os animais foram separados e agrupados em

gaiolas identificadas e mantidos no biotério em temperatura adequada.
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4.8.3 Delineamento experimental

- Experimento:
Foram utilizados 36 camundongos 20 dias apds inoculacdo com L.
amazonensis no focinho, tratados durante 30 dias consecutivos e separados nos

seguintes grupos (Figura 17):

Tratados

Infectados Nao Tratados

Via Topica Via Parenteral | | Infectados | Nao
Infectados

Microemulséo Glucantime® LST SLST

tvocw | [ tmpLa | (M | [ ]

| em || e |

Figura 17. Fluxograma do Delineamento experimental utilizado no estudo experimental in vivo.
LMFDCM - Tratamento topico com a microemulsdo incorporada com a fracdo DCM de Libidibia
ferrea. LMPLA — Tratamento tépico com a microemulsdo placebo. LGIM — Tratamento intramuscular
com o Glucantime®. LGIL — Tratamento intralesional com o Glucantime®. LST — Controle negativo,

auséncia de tratamento. SLST — animais sem infeccéo.

A amostra experimental utilizada foi de seis animais, para cada um dos
grupos utilizados para esse estudo. Foram utilizados animais infectados e sadios. O
tratamento topico foram com microemulsdes incorporada com a fracdo DCM e
placebo. O controle positivo foi 0 Glucantime® administrado em duas vias parenterais
(Intramuscular e Intralesional) e o controle negativo nao recebeu tratamento (Tabela
04).
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Tabela 04 — Tipos de tratamento utilizados nesse ensaio bioldgico in vivo.

Procedimento

Grupo Tipo Dose Via

Tratamento Fracao
DCM de L. ferrea em

LMDCM Microemulséo. 7 mg/kg/dia Topica
Tratamento
Microemulsao
LMPLA placebo. - Topica

Tratamento com
LGIM Glucantime® 20 mg Sb*™/kg/dia | Intramuscular

Tratamento com
LGIL Glucantime® 20 mg Sb*°/kg/dia | Intralesional

LST

*%

SLST

* Animais infectados e sem tratamento (Grupo controle). ** Animais ndo infectados e sem
tratamento.

4.8.4 Aspecto clinico

O volume total das lesdes foi aferido diariamente com um paquimetro digital
(Zaas® Precision) e registrados para andlise de progressdo da lesdo. O aspecto
morfolégico das lesdes foram analisados e feito o acompanhamento da evolucéo
diaria, sendo registrado e fotodocumentado para andlise da evolugdo morfolégica
macroscopica. Os animais foram pesados em balanca semi-analitica (Toledo®) para

acompanhamento da massa corporal ao longo dos 30 dias de experimentacao.
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4.8.5 Eutanéasia

Os animais foram eutanasiados com Vetnil® (Cloridato de Cetamina 10%) e
Syntec® (Cloridrato xilazina 2%), de acordo com o indicado pelo Comité de Etica de
Pesquisas com Uso de Animal do INPA.

4.8.6 Diagndstico parasitolégico

Método direto: os esfregacos por aposicdo em lamina (imprints) foram
realizados logo apés a coleta de pequenos fragmentos da lesdo. Utilizando pinca
estéril, esses fragmentos de tecidos foram pressionados em laminas previamente
limpas e desengorduradas, fixado com solugdo &lcool metilico e coradas
empregando o Kit Panoético. A densidade de macréfagos parasitados e a carga
parasitaria (amastigotas) foram estimadas por registro de imagens de 25 campos
observados em microscopia Optica sob 6leo de imersdo (1000 X) e analisadas
quantitativamente pelo software ImageJ® (NIH, Maryland, EUA). Foram
considerados campos para contagem 0s que possuiam ao menos cinco macrofagos.
As analises foram realizadas por profissionais ndo envolvidos na experimentacao,
seguindo modelo de estudo duplo-cego. Os dados foram tabelados e foi calculada a
média de amastigotas por macrofago e a média de macrofagos infectados para cada
animal da experimentacao. A relacdo percentual de parasitas foi obtida pelo indice

7

: - : 100
%parasitas = X amastigotas <

Cultivo: apdés a eutanasia dos animais, as lesbes foram seccionadas e
desinfectadas com solucdo salina e Gentamicina®. Em seguida, os fragmentos do
focinho foram semeados em meio de cultivo bifasico NNN (NOVY; MCNEAL, 1904,
NICOLLE, 1908). Os tubos de cultura com meio NNN foram incubados em estufa a
25 °C durante oito dias. As culturas foram determinadas como negativas quando n&o
havia a presenca de parasitas apds o periodo de incubacdo. Em caso positivo, a
concentracdo 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.
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4.9 ANALISE ESTATISTICA

A multiplicacdo das células parasitarias foi determinada pelas curvas
sigmoidais, utilizando-se o software GraphPadPrism 6.0, analisando-se o0s
respectivos intervalos de confianca 95% e coeficientes lineares. Para a analise
estatistica foi utilizado Andlise de Variancia (ANOVA) e teste Tukey. Para os ensaios

in vivo foi empregado two-way ANOVA e teste de Tukey.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Etapa 1: Subfracionamento da fracdo DCM de Libidibia ferrea e Testes
Bioldgicos in vitro

As opcgles terapéuticas disponiveis atualmente para as doencas
negligenciadas sao muito limitadas e insuficientes. O potencial dos produtos naturais
frente a essas enfermidades ainda é um recurso de grande auxilio a medicina. A
avaliacdo dessas substancias de origem natural € direcionada por ensaios
biolégicos, possibilitando o aparecimento de candidatos a fitoterdpicos ou
fitofarmacos (DIAS et al., 2013; IOSET, 2008). Desse modo, estudos prévios com a
espécie vegetal Libidibia ferrea frente as espécies do género Leishmania vem
estimulando a continuidade da investigacdo da sua atividade antileishmania, visando
o desenvolvimento de fitoterapico seguro (CORTEZ, 2004; FALCAO, 2010;
COMANDOLLI-WYREPKOWSKI, 2015).

Nesse estudo foi avaliada a atividade antileishmania da fracdo diclorometano
(DCM), e seu potencial de uso como alvo terapéutico para a leishmaniose
tegumentar. Apds a particdo liquido-liquido, foi possivel obter um rendimento de
0,43% (510mg) da fracdo DCM, a partir de 120 g do extrato MeOH do epicarpo de L.
ferrea. Em seguida, analisada por Cromatografia em camada delgada, empregando-
se diferentes sistemas de eluicdo. Esta analise teve por objetivo preliminar averiguar
a ocorréncia das classes de substancias presentes.

A fragdo DCM foi submetida a um fracionamento em Coluna Sephadex LH-20,
eluida com sistema isocratico com MeOH, sendo obtido 12 subfracdes com
rendimento de 0,3 a 34,2 %. A subfracdo 3 (Sf3) foi a que apresentou maior
rendimento (34,2%) [Tabela 1].

Tabela 05 — Rendimento das subfracdes de Libidibia ferrea (Mart. Ex Tul) LP Queiroz.

Subfracéo Massa (mg) Rendimento (%)
Sfl 22,5 4.4
Sf2 9,5 19
Sf3 174,3 34,2
Sf4 44,8 8,8

Sf5 17,7 3,5
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Sf6 13,4 2,6
Sf7 28,9 5,7
sf8 19,4 3,8
Sfo 18,4 3,6
Sf10 2,7 0,5
Sf11 1,6 0,3
Sf12 48 9,4

As subfracdes foram submetidas ao ensaio biologico in vitro. A contagem dos
parasitas foi realizada em intervalos de 12 horas até a observacdo de menos de
10% de sobrevivéncia. A curva de crescimento estabelecida para os parasitas
apresentou perfil tipico conforme amplamente descrito para L. amazonensis, quando
0 padrdo da curva de crescimento mostra claramente as seguintes fases da
proliferacé@o celular: fase exponencial de crescimento (fase logaritmica) entre 1 e 4
dias (24 - 96h), fase estacionaria, compreendida entre 4 e 5 dias (96 — 120h) e de
declinio, a partir do sétimo dia (Figura 18). Esse resultado é condizente com a curva
de crescimento parasitario da espécie supracitada no trabalho de Rodriguez et al.
(2015). Com base nessa informacéo, foi estabelecido em periodo de 48 horas para

ensaios de rastreio de substancias ativas contra esta cepa de L. amazonensis.
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Figura 18. Curva de crescimento das formas promastigotas de Leishmania amazonensis
(MHO/BR/2009/IM5584) acompanhada por 7 dias, com contagem diaria.
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Em meio de cultura as formas promastigotas diferenciam-se em formas
metaciclicas infectantes, reproduzindo o processo de metaciclogénese que acontece
no hospedeiro invertebrado. Portanto, em todos os experimentos com formas
promastigotas, optou-se por utilizar os parasitas no 4° dia do crescimento na 42

passagem em cultivo.

As subfracdes 3 e 8 controlaram o crescimento parasitario em 24 horas e
inibiram em 48 horas, esses resultados foram mais significativos do que as demais
subfracdes, principalmente nas concentragées 125 e 62,5 pyg.mL™. No entanto, o
controle positive, Pentacarinat® demonstrou melhores resultados no periodo de 24 e
48 horas (Figura 19).

Os valores de ICso encontrados para as Subfragcdes obtidas de L. ferrea
variaram de 52,3 a >100 pug.mL™? (Tabela 2). Segundo Osorio et al. (2007), as
concentracdes ativas em ensaios biolégicos in vitro, podem ser classificadas como:
concentragdes altamente ativas (ICsq <10 pug.mL™), ativas (ICso entre 10-50 pug.mL™),
moderadamente ativas (ICs entre 50-100 pg.mL™) e ndo ativas (ICso >100 pg.mL™).
Supracitado, corroborou a analise dos resultados do ensaio biologico com essas
subfracbes, onde as subfracbes 3 e 8 testados contra L. amazonensis,
desempenharam ICso igual a 59 e 52,3 pg.mL™, respectivamente, diante disso
consideradas moderadamente ativas.

Segundo o trabalho de Comandolli-Wyrepkowski (2015), a fragdo DCM
apresentou ICso igual a 12,8 ug.mL™ contra L. amazonensis, valor mais ativo que as
subfracdes, fato este observado, sugerindo uma provavel perda da acdo sinérgica
dos compostos presentes, como identificado com outras espécies vegetais frente a
outro protozodrio, como o Plasmodium spp. (RASOANAIVO et al., 2011). Baseado
nessas informacdes deve-se destacar que a interacdo entre duas ou mais
substancias a partir do extrato pode ter efeito biolégico mais promissor que quando
utilizadas individualmente, dessa forma destaca-se a importancia do
desenvolvimento dos fitoterapicos como alternativa terapéutica para a leishmaniose

tegumentar, como para qualquer outra doenca negligenciada.
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Pentacarinat® 6 Mg mL!
Controle Negativo
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Pentacarinat® 6 Mg mL"’
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Sf7 125 pg mL™
Sf7 62,5 pg mL”’
Sf7 31,25 pg mL™
Sf7 15,62 ug mL™
Sf7 7,81 pg mL”’

Pentacarinat® 6 Mg mL™"
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Sf6 125 pug mL™"
Sf6 62,5 pg mL™’
Sf6 31,25 ug mL™"
Sf6 15,62 pg mL™"
Sf6 7,81 pg mL™!

Pentacarinat® 6 Mg mL"’
Controle Negativo

S8 125 pg mL™
Sf8 62,5 ug mL"
S8 31,25 pg mL™
S8 15,62 pg mL™
Sf8 7,81 pg mL™’

Pentacarinat® 6 Mg mL’
Controle Negativo
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Figura 19. Atividade antileishmania das

parasitas expostos ao DMSO 1%.
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Sf10 125 pg mL™
Sf10 62,5 pg mL’!
Sf10 31,25 pg mL”’
Sf10 15,62 pg mL™
Sf10 7,81 pg mL™’

Pentacarinat® 6 Mg mL"
Controle Negativo

Sf12 125 pg mL™
Sf12 62,5 ug mL”’
Sf12 31,25 ug mL™”
Sf12 15,62 ug mL™”
Sf127,81 pg mL™

Pentacarinat® 6 Mg mL""
Controle Negativo

subfracbes de Libidibia ferrea frente a promastigotas Leishmania (Leishmania) amazonensis
(MHO/BR/2009/IM5584). A — Subfracdo 1. B — Subfracdo 2. C — Subfracdo 3. D — Subfracédo 4. E — Subfracdo 5. F — Subfracdo 6. G — Subfracdo 7. H —
Subfracdo 8. | — Subfracdo 9. J — Subfracdo 10. K — Subfracdo 11. L — Subfracdo 12. Os parasitas (106 células/mL) foram cultivados em diferentes
concentracdes a 25°C e avaliados em 48 horas. Isetionato de Pentamidina (Pentacarinat® 6 pg/mL) foi usado como controle positivo. Como controle negativo
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Tabela 06 — Atividade antileishmania para as formas promastigotas de Leishmania amazonensis e

valores calculados de ICs, por regressao linear para as subfracdes de Libidibia ferrea.

Subfracéo IC 50 (ug.mL™)
Sfl 98,7
Sf2 74,8
Sf3 59
Sf4 >100
Sf5 >100
Sf6 >100
Sf7 81,3
Sf8 52,3
Sf9 >100

Sf10 74,1
Sfll >100
Sf12 >100

A partir do ensaio bioldgico frente ao parasita na forma promastigota foi feito
uma triagem, avaliando as subfragbes mais ativas para 0s ensaios seguintes, o de
citotoxicidade em macrofagos de cultivo primario e contra o parasita na forma
amastigota. De acordo com os resultados obtidos as subfracdes 3 e 8 foram as
sugeridas para a continuidade desse estudo. A subfracdo 3 apresentou 42,4% de
atividade citotdxica na primeira concentracdo (125 upg.mL?') e as outras
concentracdes (62,5; 31,25; 15,62 e 7,81 pg.mL™) apresentaram aproximadamente
99% de viabilidade celular. A Subfracdo 8 ndo apresentou efeito citotoxico em
nenhuma concentracdo (125 a 7,81 pug.mL™), com 100% de células viaveis, aspecto
bastante positivo devido muitos produtos vegetais apresentarem toxicidade, inclusive
espécies da familia Fabaceae (CAMPOS et al., 2016). Nao foi observado diferenca
estatistica entre as subfragbes, com p > 0.05 (p = 0.476). As subfracbes
apresentaram menor toxicidade celular frente ao controle positivo (Pentacarinat®),
gue apresentou apenas 25% das células viaveis, considerado alto teor citotoxico
(Figura 20).
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Figura 20. Atividade citotoxica das subfracdes mais ativas em macréfagos de cultivo primario (murino)
incubados a 37 °C por 48 horas, avaliados pela viabilidade celular colorimétrica Alamar Blue®. A —
Macrofagos frente a Subfragdo 3 (125 a 15,62 pg/mL). B — Macréfagos frente a Subfracdo 8 (125 a
15,62 pug.mL™).

Devido as subfracbes 3 e 8 ndo mostrarem potencial citotéxico, as mesmas
foram selecionadas para avaliacdo da atividade antileishmania nas formas
intracelulares em macréfagos infectados. As subfragbes demonstraram baixa
atividade contra as amastigotas de L. amazonensis. A subfragdo 8 nas duas maiores
concentracdes (125 e 62,5 ug.mL™) apresentaram o maior potencial de inibicéo, com
aproximadamente 21% frente as células infectadas. J& a subfracdo 3 ndo mostrou-
se eficaz, mesmo na maior concentracdo (125 pg.mL™), com 9% de inbicdo
parasitaria. O controle positvo, Pentacarinat® mostrou-se ineficaz contra a L.
amazonensis, apresentando apenas 5,5% de inibicdo na maior concentracdo (6
ng.mL™) [Figura 21]. Embora a subfracéo 8 ter apresentando o melhor resultado que
o Pentacarinat®, ndo houve diferenca estatistica, com p>0.05.
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Figura 21. Atividade das Subfracbes frente a formas amastigotas (Leishmania amazonensis)
interiorizadas em macrofagos de cultivo primario (murino). A — Diferentes concentracdes da
Subfracdo 3 (125 a 15,62 pg/mL). B — Diferentes concentragfes da Subfracédo 8 (125 a 15,62 pg/mL).
Incubacéo 48 horas a 25 °C.

Observou-se por microscopia Otica que a estrutura morfolégica dos
macrofagos infectados ficaram comprometidas em exposicdo a subracdo 3 e ao
Pentacarinat®, com nucleo desintegrado e alteracdo no citoplasma, principalmente
na exposicdo das duas maiores concentracdes, caracteristicas de processo
apoptotico (PAROLIN; REASON, 2001). Os macrofagos infectados expostos a
subfracdo 8 permaneceram integros em todas as concentracfes, resultado
semelhante aos dos macrofagos infectados (Controle, ausente de tratamento) e as

células nédo infectadas, aspectos morfolégicos normais (Figura 22).
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Figura 22. Efeito da atividade das subfracfes de Libidibia ferrea contra amastigotas de Leishmania
amazonensis em macréfagos de cultivo primario (murinos). Macrofago infectado exposto a
Subfracdo 3 nas concentragfes: A — 125 pg/mL; B — 62,5 pg/mL; C — 31,25 pg/mL; D - 15,62
pg/mL; E — 125 pg/mL; Macréfago infectado exposto a Subfracao 8 nas concentragdes: F — 62,5
pg/mL; G — 31,25 pg/mL; H — 15,62 pg/mL; Macréfago infectado exposto a Pentacarinat® nas
concentragdes: | - 6 pg/mL; J — 3 pg/mL; K =1,5 pg/mL; L — 0,75 pg/mL; M e N — Macréfagos

infectados (Controle). O e P — Macrofagos néo infectados.

Etapa 2: Desenvolvimento da microemulsédo e Teste bioldgico in vivo
Desenvolvimento e caracterizagcdo da microemulsao

Quanto o aspecto macroscoépico, as microemulsées Placebo (MPLA) e a

incorporada com a fracdo diclorometano de L. ferrea (MFDCM) apresentaram-se

translucidas (coloracdo amarelo claro e marrom escuro, respectivamente), limpidas e
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homogéneas (monofasicas) [Figura 23] e mostraram-se estaveis (sem turvacdo ou

separacao de fases) durante todo o estudo de caracterizagao.

A) B)

Figura 23. Aspecto das MicroemulsBes: A) Placebo (MPLA) e B) incorporada com a fracdo
diclorometano de Libidibia ferrea (MFDCM).

A avaliacdo do potencial de hidrogénio (pH) é um dos critérios indicativo
guanto a estabilidade quimica da formulacdo. Normalmente, um baixo valor de pH é
proporcional a grande quantidade de acidos graxos nos sistemas (BRUXEL et al.,
2012). Essa informacdo é também usual quanto a avaliacdo de tolerancia bioldgica
para aplicacdo na pele, tendo em vista que a faixa toleravel para produtos cutaneos
varia entre 5,5 a 8,0 (SILVA et al., 2009). O valor de pH encontrado na microemulséo
MPLA foi igual a 5,2 e, ao incorporar a fragdo DCM de Libidibia ferrea, o pH diminuiu
para 4,7, fator este possivelmente decorrente da presenca de grupos fendlicos ja
identificados nessa fracdo (Comandolli-Wyrepkowski, 2015) [Tabela 07]. Frente a
isto, durante todo o periodo de aplicacdo das formulacbes nos animais de
experimentacdo, foi avaliado qualquer sinal de irritabilidade cutanea, fato nao
observado.

Com relacdo a viscosidade, observou-se que as microemulsdes MPLA e
MFDCM apresentaram uma viscosidade similar (Figura 24). A determinacdo desse
parametro € essencial para verificar se a incorporacdo da substancia ndo altera
significativamente a viscosidade do veiculo (DANTAS, 2010). O comportamento
reolégico dos sistemas foi do tipo newtoniano, no qual ndo houve alteracdo da

viscosidade mediante o aumento da taxa de cisalhamento (Figura 25). Esse
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comportamento € adequado a aplicacdo tépica, visto que a baixa influéncia da
temperatura e pressdo sobre a viscosidade sugerem bom espalhamento durante a
aplicacdo (SINTOV; LEY; BOTNER, 2010; MARGULIS-GOSMEN; MAGDASSI,
2012).
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Figura 24. Comportamento da variacdo de viscosidade versus taxa de cisalhamento das

microemulsdes.
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Figura 25. Comportamento reolégico das microemulsdes.
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Os valores do indice de refracdo das microemulsées MPLA e MFDCM foram
de 1,421 e 1,419, respectivamente. Estes valores indicam que o sistema é
classificado como isotropico, ou seja, ndo apresentam birrefringéncia, com a
incapacidade de desviar o plano de luz incidente (ROSSI et al., 2007). Além disso,
possue transparéncia muito semelhante a agua, cujo indice de refracao € de 1,333
(SILVA; LIRA; EGITO, 2009).

As microemulsGes foram caracterizadas com auxilio do equipamento
ZetaSizer, quanto ao tamanho médio das goticulas, indice de polidispersdo e

potencial Zeta (Tabela 07).

Tabela 07 — Andlise das goticulas dispersas das Microemulsdes Placebo (MPLA) e incorporada com a

fracdo diclorometano de Libidibia ferrea (MFDCM).

Parametro MPLA MFDCM
Aspecto macroscopico Lme Lac
pH 5,2 4,7
indice de refracéo 1,421 1,419
Tamanho de goticula (hnm) 2,7 2,3
indice de Polidisperséo (IPD) 0.4 0.9
Potencial Zeta (mV) -7,9 - 8,8

Lac=Limpida e amarelo claro; Lme=Limpida e marrom escuro.

Conforme a Figura 26, a formulacdo MPLA apresentou tamanho médio de
goticulas de 2,7 nm, sendo que 99,8% das goticulas medidas estavam na faixa de 1
a 5 nm, que gerou um IPD de 0,4. Apesar da incorporacdo do extrato, a ME-DCM
apresentou tamanho médio de goticulas de 2,3 nm, com 97,3% das goticulas na
faixa de 1 a 5 nm. Entretanto, houve um aumento do PDI para 0,9, o que pode ser
explicado pelo surgimento de um pequeno sinal na regido de 1100 a 1300 nm
(Figura 9), mas que corresponde a menos de 3% da formulacdo. Desse modo,
observa-se que o0s tamanhos das goticulas sdo compativeis com sistemas
microemulsionados, pois apresenta valores médios menores que 100nm
(FORMARIZ, 2004).
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Figura 26. Distribuicdo dos tamanhos das microemulsées: A) MPLA (Placebo); B) MFDCM
(incorporada com a fracéo diclorometano de Libidibia ferrea).

Quanto aos valores de potencial Zeta, quanto maior 0 médulo (independente
se o valor é positivo ou negativo), maior a repulsdo entre as goticulas que, ao se
chocarem menos, aumentam a estabilidade do sistema (AULTON, 2001). Apesar
das formulacbes MPLA e MFDCM terem apresentado baixos valores de potencial
zeta, -7,9 mV e -8,8 mV, respectivamente (Tabela 3), esse achado néao é relevante,
uma vez que microemulsdo, por definicAo, € um sistema termodinamicamente
estavel (OKUR et al., 2011).

Vinte dias ap6s o periodo de inoculagédo, os animais apresentaram aspecto
clinico caracteristicos com a patologia, com lesdes nodulares (histiocitoma
leishmaniodtico). Segundo o trabalho de Comandolli-Wyrepkowski (2017), que
realizou ensaio in vivo com hamsters (M. auratus) infectados com L. amazonensis,
esses animais de experimentacdo apresentaram 0S mesmos sinais clinicos e

periodo de infec¢ao no presente estudo.
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Andlise estatistica ndo apresentou diferenca significativa entre o tratamento
LMFDCM (microemulsdo incorporada com a fracdo DCM de Libidibia ferrea) e os
grupos LGIM e LGIL (tratados com Glucantime® pela via parenteral) [Figura 27].
Resultado promissor, pois vale salientar que a microemuls&o foi administrada por via
tépica e os tratamentos com Glucantime® foram por via sistémica, vulneraveis a

apresentarem reac0Oes indesejadas (RANG; DALE, 2011).

LMFDCM
LMPLA
LGIM
LGIL

LST
SLST
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Figura 27. Evolucdo Clinica do volume das les6es em Mesocricetus auratus infectados no focinho
com Leishmania amazonensis, durante o tratamento local. LMFDCM — Tratamento tépico com a
microemulséo incorporada com a fracdo DCM de Libidibia ferrea. LMPLA — Tratamento tépico com a
microemulséo placebo. LGIM — Tratamento intramuscular com o Glucantime®. LGIL — Tratamento
intralesional com o Glucantime®. LST — Controle negativo, auséncia de tratamento. SLST — animais

sem infeccao.

No 10° dia apds inicio do tratamento, o grupo LMFDCM apresentou
significancia estatistica com o grupo LMPLA (microemulsédo placebo), com p<0.05 e
a partir do 11° dia mostrou diferenca estatistica frente ao LST (grupo controle
negativo) com p<0,001. Quanto a comparacao entre grupo LMPLA e LST, ndo houve
significancia estatistica, demonstrando que a formulacdo placebo nao interfere na
terapia.

A evolucdo clinica da progressédo da lesdo € um parametro importante e foi

registrado diariamente neste estudo, uma vez que na leishmaniose tegumentar
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pode-se observar a evolucdo de lesdes histiocitarias em hamsters infectados por
Leishmania sp., permanecendo nodulares ou cronificando para lesdes ulceradas
(COSTA-FILHO; LUCAS; SAMPAIO, 2008). O grupo controle (LST) apresentou um
aumento médio de 383% no volume total das les6es em relagdo ao primeiro dia até
o término do tratamento.

O grupo LMFDCM controlou o desenvolvimento da lesdo durante o periodo
experimental (aumento de 25% apds 30° dia de tratamento), apresentando lesdes
nodulares uniformes e discretas (Figura 28). Ja o grupo LMPLA evoluiu clinicamente
com lesdes ulceradas de 1170 a 2100 mm? semelhante ao grupo LST com a
presenca de Ulceras, com variagéo de 350 a 800 mm?, alguns animais apresentaram
lesbes com abscesso, indicando ativacdo do processo inflamatorio (QUINTELLA,
2010).

Os grupos LGIM e LGIL manifestaram lesfes nodulares discretas e reducao
das mesmas significativamente, onde o0 primeiro apresentou reducdo de
aproximadamente 20%. Em contrapartida, o grupo com administracdo intralesional,
mesmo sendo a via de administracdo mais invasiva, mostrou 77% de reducao
lesional.

Conforme o trabalho de Comandolli- Wyrepkowski (2015), realizado com
hamsters infectados com L. amazonensis, submetidos ao tratamento toépico com
uma emulsdo incorporada com a fragdo DCM de Libidibia ferrea, demonstrou ter

controle do desenvolvimento da patologia, assim como o grupo LMFDCM.



70

1° Dia 10° Dia 20° Dia 30° Dia

LMFDCM

LMPLA

LGIM

LGIL

LST

SLST

Figura 28. Aspecto clinico macroscépico das lesGes cutaneas em Mesocricetus auratus infectados por
Leishmania amazonensis no periodo inicial ao término do tratamento. LMFDCM - Tratamento tépico
com a microemulsédo incorporada com a fracdo DCM de Libidibia ferrea. LMPLA — Tratamento topico
com a microemulsdo placebo. LGIM — Tratamento intramuscular com o Glucantime®. LGIL -
Tratamento intralesional com o Glucantime®. LST — Controle negativo, auséncia de tratamento. SLST

— animais sem infeccao.

Nesse estudo também foi realizada a andalise ponderal, pois sdo informacdes
de extrema importancia quanto a avaliacdo das substancias, se o tratamento estaria
influenciando alteracfes no sistema fisiologico dos animais (NERY, et al., 2011). Foi
possivel observar que durante ao periodo de infeccdo e de exposicdo aos
tratamentos, ndo houve interferéncia no ganho de peso (Figura 29).
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Figura 29. Avaliacdo ponderal dos hamsters (Mesocricetus auratus) infectados com Leishmania
amazonensis, presente nesse experimento. A) Analise ponderal no periodo de infecgdo. B) Analise
ponderal durante o tratamento. LMFDCM — Tratamento tdpico com a microemulsdo incorporada com
a fracdo DCM de Libidibia ferrea. LMPLA — Tratamento topico com a microemulséo placebo. LGIM —
Tratamento intramuscular com o Glucantime®. LGIL — Tratamento intralesional com o Glucantime®.

LST - Controle negativo, auséncia de tratamento. SLST — animais sem infeccao.

A viabilidade parasitaria verificada pelo isolamento em meio de cultivo NNN
foi semi-quantitativa, e demonstrou maiores scores de parasitas flagelados viaveis,
0s do grupo LMPLA e LST (score = 3) ap0s o periodo de 7 dias de incubagéo. Os
grupos LMFDCM, LGIM e LGIL mostraram score < 2, caracterizando uma reducéo

parasitaria (Figura 30).
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Figura 30. Score de parasitas viaveis visualizados em meios de cultivo NNN (Novy-McNeal-Nicolle)
sete dias apds semeadura de fragmentos das lesGes dos hamsters (Mesocricetus auratus) infectados
com 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 avaliacdo da carga parasitaria foi confirmada com a analise dos campos
contendo material biologico oriundo das impressbes em laminas, parametros
determinados pela presenca do parasita intracelular e sua abundancia relativa frente
as diferentes amostras (Figura 31). O grupo LMFDCM néo apresentou significancia
estatistica comparando-se com os grupos LGIM e LGIL. Quando comparada com o
grupo LST, apresenta grande significancia estatistica, com p < 0.001.

A partir desses resultados € possivel observar a reducdo da carga parasitaria,
no entanto, nenhum grupo apresentou cura parasitolégica. Essa questdo levanta
muitos questionamentos quanto a possivel cura parasitologica apds o tratamento
com a medicacdo indicada pelo Ministério da Saude. Paula (2010), investigou
pacientes com Leishmaniose Tegumentar Americana clinicamente curados, porém, a
partir de técnicas moleculares foi possivel detectar em algumas cicatrizes de

pacientes o DNA de Leishmania, caracterizando apenas uma cura clinica.
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Figura 31. indices da abundancia relativa de amastigotas e do percentual de macréfagos infectados
(carga parasitéria) visualizados e quantificados por microscopia 6ptica (1000x) nas impressées em
ldaminas dos tecidos proveniente dos locais de lesdo de hamster (Mesocricetus auratus) infectados

com Leishmania amazonensis.

O Estudo com a L. ferrea demonstra ser bastante promissor, indicando o
interesse em ser continuado com o aprimoramento no desenvolvimento de um
fitoterdpico seguro. Sugere-se uma futura associacdo tépica com uma das
medicacdes preconizadas pelo Ministério da Satde, como o Glucantime®. Avaliacdo
de estudo sinérgico estd sendo uma alternativa na terapia de doencas, como a
leishmaniose, onde o estudo de Rodrigues (2012), avaliou o tratamento frente a
hamsters infectados com L. braziliensis, estudo este que mostrou grande eficacia na
combinacdo de antimoniato pentavalente com o gel incorporado com paromomicina,
possibilitando a reducdo da concentracdo da medicagcao padrdo. Assim, este estudo
com a microemulsdo incorporada com a fracdo DCM de L. ferrea poderia
potencializar a terapéutica e a possivel reducdo na concentracdo medicamentosa,
consecutivamente minimizando as reacdes adversas em pacientes acometidos pela

leishmaniose tegumentar e o tempo do tratamento.
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CONCLUSAO

Foram obtidas 12 subfracdes da fracdo DCM a partir do extrato metandlico de

Libidibia ferrea;

A partir dos ensaios in vitro foi possivel demonstrar que a subfracdo 8
apresentou o melhor resultado para atividade antileishmania contra as formas
promastigota e amastigota de Leishmania amazonensis, além de nao
apresentar citotoxicidade em macrofagos peritoneais murinos de cultivo

primario;

A fracdo DCM de Libidibia ferrea incorporada na microemulsdo demonstrou
controle no desenvolvimento da lesdo no periodo de 30 dias de experimentos
com reducdo da carga parasitaria comparando-se ao grupo controle. Vale
salientar, que ndo houve diferenca estatistica frente ao tratamento padréo

recomendado pelo Ministério da Saude;

O fruto de Libidibia ferrea demonstra ser um potencial candidato ao uso topico
no tratamento local das lesGes ocasionadas pela leishmaniose cutanea. A
fracdo DCM poderia ser usada em associagdo a outras drogas parenterais,
avaliando seu efeito sinérgico e aprimorando o esquema terapéutico a ser

aplicado nessa enfermidade;

O Tratamento intralesional com Glucantime® em animais de experimentac&o
suscetiveis a infeccdo por Leishmania amazonensis, demonstrou eficacia de
acordo com a indicacdo feita pelo Ministério de Saude para individuos

humanos.
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