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JENSEN, Bruno Bezerra. Avaliacdo da fracéo diclorometano de Libidibia ferrea (Fabales:
Fabaceae) em estudos Pré-clinicos da Leishmaniose cutanea. 2020. 148 f. Tese
(Doutorado em Inovacao Farmacéutica) — Universidade Federal do Amazonas, Manaus, 2020.

RESUMO

Dentre as doengas tropicais negligenciadas, a Leishmaniose tegumentar € uma das
gue merecem mais atencao, por ocorrer em mais de 88 paises, com cerca de 20 mil novos
casos por ano no mundo. A aplicacdo e indicacao terapéutica descrita pelo Ministério da
Saude muitas vezes pode ndo refletir uma realidade regional, dificuldades séo observadas
desde a via de administracao invasiva e as inUmeras rea¢des adversas, contribuindo assim,
para a baixa adesdo ao tratamento. Logo, a busca por alternativas terapéuticas é necesséria,
sendo que uma delas € a fonte natural das plantas medicinais, que sao utilizadas desde o
primérdio da humanidade com finalidade de combater diferentes enfermidades. Dentre as
diversas espécies vegetais com potencial farmacolégico, uma delas é a Libidibia ferrea,
popularmente conhecida como juca, com comprovadas atividades biologicas, inclusive
antileishmania. Suas fracdes ativas podem ser incorporadas ao sistema microemulsionado
para aumentar eficacia no tratamento da leishmaniose cuténea (LC). Este é considerado um
otimo veiculo de transporte de diferentes classes medicamentosas, por sua estabilidade,
controle na distribuicdo de farmacos e ser bastante permeavel, inclusive possibilitando a sua
administracdo pela via tépica. Desse modo, o0 objetivo desse trabalho é desenvolver
microemulsdes contendo a fragcao Diclorometano (DCM) de L. ferrea e avaliar o seu efeito em
hamsters infectados com L. amazonensis, além de estudar a sua composi¢cdo quimica e testar
a atividade antileishmania in vitro e citotoxicidade das substancias isoladas, contribuindo para
um tratamento mais eficiente da LC, com efeitos indesejados reduzidos e administracédo
indolor. A fracdo DCM foi obtida a partir do fracionamento do extrato metandlico de L. ferrea.
Cerca de 300 mg (Concentracéo final da Fracdo DCM na microemulsdo) foram incorporados
a microemulsédo, que foi submetida a caracterizacao fisico-quimica pelo diametro médio das
goticulas, indice de polidispersividade, potencial zeta, indice de refracdo e pH, antes da
aplicacdo nos animais. Ap6s os 30 dias de tratamento, os animais foram eutanasiados e
fragmentos das lesdes foram coletadas para determinar a carga parasitaria e aspecto
histopatologico. Outra parte da fracdo obtida foi submetida a Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia para o isolamento e a identificacdo das substancias foi feita por andlises de
Ressonancia Magnética Nuclear. As amostras de fragbes e substancias isoladas foram
avaliadas para atividade antileishmania contra as formas promastigotas e amastigotas de
Leishmania amazonensis e o perfil citotoxico em macréfagos de linhagem J774 e peritoneais.
Os resultados obtidos indicaram que a microemulsdo manteve-se estavel e promissora no
tratamento da LC em modelo animal, ndo havendo diferenca estatistica entre os grupos
tratados com a microemulsdo e o medicamento padrdo (Glucantime®). Da fracéo
Diclorometano foram isoladas trés substancias, sendo identificados o metil-galato e um
derivado do acido fenilpropanoico. As substancias mostraram atividade antileishmania contra
as formas promastigotas (entre 71,5 a 17,4 pg.mL™* no periodo de 72h) e sem perfil citotéxico.
Portanto, esses resultados permitiram identificar as substancias majoritarias, que inclusive
mostram-se ativas e ao utilizar a fragdo DCM de L. ferrea incorporada na microemulséo,
devido a possivel acdo sinérgica, mostrou efetividade no tratamento tépico, indicando uma
nova proposta para o protocolo terapéutico, de forma complementar a farmacoterapia padrao
da LC.

Palavras-chave: Ensaio in vitro; Ensaio in vivo; Tratamento alternativo; Tecnologia
farmacéutica; Produtos naturais.
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ABSTRACT

Among neglected tropical diseases, cutaneous Leishmaniasis is one that deserves
more attention, as it occurs in more than 88 countries, with about 20 thousand new cases per
year in the world. The application and therapeutic indication described by the Ministry of Health
can often not reflect a regional reality, difficulties are observed from the invasive route of
administration and the numerous adverse reactions, thus contributing to low adherence to
treatment. Therefore, the search for therapeutic alternatives is necessary, one of which is the
natural source of medicinal plants, which have been used since the dawn of humanity in order
to combat different diseases. Among the several plant species with pharmacological potential,
one of them is Libidibia ferrea, popularly known as juca, with proven biological activities,
including antileishmania. Its active fractions can be incorporated into the microemulsified
system to increase efficacy in the treatment of cutaneous leishmaniasis (LC). This is
considered an excellent vehicle for transporting different drug classes, due to its stability,
control in the distribution of drugs and being very permeable, even allowing its administration
by topical route. Thus, the objective of this work is to develop microemulsions containing the
Dichloromethane (DCM) fraction of L. ferrea and evaluate its effect on hamsters infected with
L. amazonensis, in addition to studying its chemical composition and testing the intileishmania
activity in vitro and cytotoxicity of isolated substances, contributing to a more efficient treatment
of LC, with reduced unwanted effects and painless administration. The DCM fraction was
obtained from the fractionation of the methanolic extract of L. ferrea. Approximately 300 mg
(Final concentration of the DCM fraction in the microemulsion) was incorporated into the
microemulsion, which was subjected to physico-chemical characterization by the average
droplet diameter, polydispersity index, zeta potential, refractive index and pH, before
application to animals. After 30 days of treatment, the animals were euthanized and fragments
of the lesions were collected to determine the parasitic burden and histopathological aspect.
Another part of the obtained fraction was subjected to High Efficiency Liquid Chromatography
for the isolation and the identification of the substances was done by Nuclear Magnetic
Resonance analyzes. The samples of fractions and isolated substances were evaluated for
antileishmania activity against the promastigote and amastigote forms of Leishmania
amazonensis and the cytotoxic profile in macrophages of lineage J774 and peritoneal. The
results obtained indicated that the microemulsion remained stable and promising in the
treatment of LC in an animal model, with no statistical difference between the groups treated
with the microemulsion and the standard medication (Glucantime®). From the
Dichloromethane fraction, three substances were isolated, with methyl gallate and a derivative
of phenylpropanoic acid being identified. The substances showed antileishmania activity
against promastigote forms (between 71.5 to 17.4 pg.mL? in the 72h period) and without a
cytotoxic profile. Therefore, these results allowed the identification of the major substances,
which even show themselves to be active and when using the DCM fraction of L. ferrea
incorporated in the microemulsion, due to possible synergistic action, showed effectiveness in
the topical treatment, indicating a new proposal for the therapeutic protocol, complementary to
standard LC pharmacotherapy.

Keywords: In vitro assay; In vivo testing; Alternative treatment; Pharmaceutical technology;
Natural products.
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1. INTRODUCAO

A Leishmaniose tegumentar (LT) é classificada como uma doenca tropical
negligenciada, ocasionada por protozodrios do género Leishmania, de transmissao
vetorial por meio do repasto sanguineo do inseto fleb6tomo fémea (BRASIL, 2017;
DOSTALOVA; VOLF, 2012). O quadro clinico pode ser determinado pela espécie
infectante, conforme a relacdo do parasito com seu hospedeiro, que pode resultar em
formas mais brandas da doenca, como a forma cutanea localizada, a mais graves,
como mucocutanea ou difusa (MOTA; MIRANDA, 2011; SCOTT; NOVAIS, 2016;
SILVEIRA; LAINSON; CORBETT, 2004).

Essa doenca apresenta registro em mais de 88 paises, presente nos cinco
continentes (Africa, América, Asia, Europa e Oceania), com uma incidéncia estimada
em até 1,2 milhdes de casos por ano, tornando-se assim um problema de saude
publica (ALVAR et al., 2012). Em 2018, cerca de 192 mil casos de leishmaniose
cutanea foram reportados pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS), numero este
distribuido em sete paises: Afeganistdo, Argélia, Brasil, Ird, Iraque, Paquistdo e
Republica Arabe da Siria (WHO, 2020). S6 o Brasil, no periodo de 2008 a 2018,
ocorreram mais de 230 mil casos de LT, predominantemente nas regides Norte,
Nordeste e Centro-Oeste (COSTA, 2005; SINAN/SVS/MS, 2019).

Os antimoniais pentavalentes (Sb°*) compdem o protocolo terapéutico ha mais
de meio século como primeira escolha para o tratamento das leishmanioses, logo
apos substituir a forma mais toxica, o tartaro emético (CARVALHO et al., 2019).
Segundo o Ministério da Saude, deve-se considerar a espécie
da Leishmania infectante e a situacao epidemioldgica, recomendando assim, para 0s
pacientes infectados por L. braziliensis e outras espécies, exceto L. guyanensis, o
antimoniato de meglumina pelas vias parenterais (Endovenoso/EV ou
intramuscular/IM), com o ciclo de 20 dias consecutivos de aplicagdo. Nos casos de
pacientes oriundos de areas onde h& predominio de L. guyanensis a primeira escolha
para o tratamento é o isetionato de pentamidina EV ou IM, de trés a dez doses
(BRASIL, 2017).

Contudo, estas farmacoterapias apresentam uma série de problemas, como a
via de administragéo invasiva, longo tempo de aplicagdo e manifestacao de efeitos
adversos, que contribuem para o abandono do tratamento e induzindo a resisténcia

do parasito e reduzindo a eficacia do tratamento. As reacbes mais comuns variam de
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graus leves a grave, como, mialgia, vbémitos, hipotensdo, cardiotoxicidade,
insuficiéncia renal aguda e nefrotoxicidade (BRASIL, 2017; FERREIRA; MAROCHIO;
CARVALHO, 2012).

A escassez de um tratamento mais acessivel tem exigido o desenvolvimento
de novos medicamentos mais eficazes, seguros e disponiveis aos doentes em
qualquer regido, e uma dessas alternativas € o uso das plantas medicinais, recurso
este, acompanhando a humanidade desde os primérdios, devido a presenca de
metabdlitos secundarios em abundancia, que podem ser utilizados para fins
terapéuticos (HARDY et al., 2012; MISHRA; TIWARI, 2011).

A OMS vem considerando como prioridade a busca de novos farmacos através
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, sendo plantas na
grande maioria (CALIXTO et al., 2001; WHO, 2011). Nas ultimas décadas, cerca de
69% dos novos farmacos para o tratamento de doencas infecciosas sao derivados ou
baseados em produtos naturais (NAGLE et al., 2014).

Neste contexto, uma espécie vegetal de grande interesse terapéutico é a
Libidibia ferrea (Mart. ex Tul.) var. ferrea, arvore nativa no Brasil, conhecida
popularmente como Jucd ou Pau-ferro, que apresenta ampla distribuicdo e
propriedades econdmicas e também farmacoldgicas (FERREIRA; SOARES, 2015;
SOUZA, 2007). Estudos de atividades bioldgicas e farmacolégicos de extratos obtidos
de L. ferrea tem demonstrado potencial anti-inflamatério (FALCAO et al., 2019),
antimicrobiano, antifungico, antiviral (LOPES et al., 2013; SAMPAIO et al., 2009),
hipoglicemiante (VASCONCELOS et al., 2011), antitumoral (FREITAS et al., 2012),
cicatrizante e antioxidante (CARVALHO et al., 2016; NAWWAR et al., 2015). J&4 os
estudos quimicos com esta espécie tém demonstrado a presenca de compostos
fendlicos com possiveis aplica¢des farmacolégicas, como as chalconas e os polifendis
(ARAUJO et al., 2014; NAKAMURA et al., 2002; NOZAKI et al., 2007).

Outro efeito terapéutico ja comprovado dessa planta é a atividade
antileishmania, detectada pelos estudos preliminares de Comandolli-Wyrepkowski
(2015), por meio de testes bioldgicos in vitro com extrato metandlico e, posteriormente,
com fracdes hexénica, diclorometénica, n-butanolica e com acetato de etila da L.
ferrea, onde a fragdo DCM mostrou melhor resultado contra as espécies L.

amazonensis e L. guyanensis. Sendo avaliado em seguida, o efeito de uma
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formulacé@o tdpica com essa fracdo mais promissora, resultando no controle das
lesbes de animais infectados com L. amazonensis.

Esses resultados corroboram para a escolha da via de administracdo
transdérmica para o tratamento da leishmaniose cutanea (LC), por oferecerem
vantagens em relagdo as vias parenteral e enteral, devido a via cutanea melhorar a
adesdo do paciente a farmacoterapia, por ndo ser invasiva, ndo apresentar
metabolismo de primeira passagem e pode possibilitar a liberacédo do farmaco por um
periodo mais prolongado (GALLO, 1989; SUBEDI et al., 2010; TRAN, 2013).

A aplicacdo da nanotecnologia, com a finalidade de liberagdo modificada de
principios ativos, esta sendo cada vez mais adotada nas Uultimas décadas,
principalmente pela possibilidade de desenvolvimento de novas formulagbes
farmacéuticas com tecnologia em escala nanométrica, facilitando assim a penetracéo
e potencializando o efeito (RAGELLE et al., 2017). Uma das possiveis formulacfes &
a microemulsdo, um sistema nanoestruturado inovador para o &mbito farmacologico,
e que é considerada uma alternativa para diferentes classes terapéuticas, como, anti-
inflamatorios ndo estereoidais, anestésicos, antimicrobianos, antivirais e até para
derivados de plantas medicinais (FIGUEIREDO et al.,, 2013; LAWRENCE; REES,
2012; SAHU et al., 2015; TIRNAKSIZ et al., 2012).

Desse modo, o presente projeto tem por objetivo desenvolver um tratamento
alternativo experimental para a LC, caracterizando microemulsdes contendo a fracéao
DCM de L. ferrea, avaliando-as por meio da aplicacao via transdérmica em hamster
(Mesocricetus auratus) infectados com L. amazonensis e de aprofundar o
conhecimento das estruturas quimicas dessa fracdo, testando-as isoladamente em
ensaios in vitro com a espécie L. amazonensis e averiguar a sua citotoxicidade. Com
a finalidade de elaborar uma formulacéao fitoterapica com a proposta de sua inclusao

no protocolo terapéutico da leishmaniose cutanea.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 LEISHMANIOSES: UMA DOENCA TROPICAL NEGLIGENCIADA

As Doencas Tropicais Negligenciadas (DTNs) sdo um grupo de doencas que
afetam principalmente a populacdo de paises tropicais e de baixa a média renda
(WHO, 2010). As areas predominantes dessas doencas estdo entre paises da Africa,
Asia, América Latina e Oceania (HERRICKS et al., 2017). Cerca de um bilhdo de
pessoas sdo atingidas por pelo menos uma das DTNs distribuidas pelo mundo, e os
desastres naturais e situagdes conflituosas podem contribuir para que elas perpetuem
(OMS, 2006).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS), considera as DTNs um problema de
saude publica a nivel mundial. No mundo pelo menos 18 enfermidades s&o
consideradas negligenciadas, classificadas em: infec¢cbes por protozodrios
(Leishmanioses - Tegumentar e Visceral - , Doenca de Chagas e Doenga do Sono -
Tripanossomiase humana africana), infeccbes bacterianas (Hanseniase, Tracoma,
Ulcera de Buruli, Treponematoses endémicas e Coélera), infeccbes por helmintos
(Helmintiase transmitida pelo solo, Esquistossomose, Oncocercose, Filariose
Linfatica, Trematodeos de origem alimentar, Equinococose, Dracunculose e
Cisticercose) e infec¢des virais, como Dengue e Raiva (OMS, 2007).

A Leishmaniose Tegumentar (LT) € uma das DTNs de grande relevancia devido
ao grande numero de pessoas infectadas e complexidade dos niveis da evolucdo
clinica dos pacientes (BRASIL, 2017; PIGOTT et al., 2014). Sua transmissao ocorre
de forma vetorial através da fémea de flebotomineos do género Lutzomyia infectada
com o protozoario do género Leishmania (BRASIL, 2017; DOSTALOVA; VOLF, 2012).

Essa doenca ganha destaque no ranking das enfermidades que se
caracterizam como problema de saude publica, principalmente por acometer em torno
de 12 milhdes de pessoas distribuidos nos cinco continentes, muitas vezes
encontram-se no estado de extrema pobreza, caracterizando-as no grupo de alta
vulnerabilidade. Outro fator primordial é o recebimento de reduzidos investimentos
para o desenvolvimento de pesquisas afins, o que acaba por ndo despertar o interesse
da Industria farmacéutica para fins lucrativos (ALVAR et al., 2012; BRASIL, 2017,
CASTRO, 2012; REDDY et al., 2007).
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Os numeros referentes a pesquisa e desenvolvimento (P&D) de drogas
destinadas ao tratamento das DTNs, no periodo de 1975 e 1999, mostram que
somente 13 novas drogas foram aprovadas, o que representa cerca de 0,9% dos
medicamentos aprovados naquela época, reflexo do descaso da Industria
Farmacéutica (PECOUL; TROUILLER; PINEL, 1999).

De acordo com estudos realizados pelo Instituto George para a Saude
Internacional, cerca de 9% dos recursos destinados para P&D na area de doencas
negligenciadas sdo procedentes de instituicbes privadas, como as Industrias
Farmacéuticas. A maior parte do investimento para essa area advém de instituicoes
publicas (70%) e filantrépicas (21%) [POKHREL et al., 2011].

Esse cenario comecou a mudar a partir de 2003, com a criacdo da iniciativa
Medicamentosa para Doencas Negligenciadas (DNDi), com enfoque nas
necessidades especificas de P&D. Em 2014, foi desenvolvido o plano de negécios
para o periodo de 2015 a 2023, apontando o objetivo principal no desenvolvimento de
medicamentos para doencas negligenciadas, e as Leishmanioses ganham destaque

no portfolio estratégico [Figura 1] (DNDi, 2015).

Portfélio Evolugdo
Doencas 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021 2022-2023
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Figura 1. llustracdo da progresséo do portfélio de doencas com abordagem dinamica de P&D.

(Fonte: DNDi 2015).
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2.1.1 O género Leishmania

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).

Segundo Lainson (2010), este protozoario apresenta a seguinte posicao sistematica:

Reino: Protozoa, 1818

Filo: Euglenozoa Cavalier-Smith, 1998
Classe: Cinetoplastia Honigberg, 1963
Ordem: Trypanosomatida Kent, 1880
Familia: Trypanosomatidae Doflein, 1901
Género: Leishmania Ross, 1903
Subgénero: Leishmania Ross, 1903

Subgénero: Viannia Lainson & Shaw, 1987

Sao parasitas digenéticos (heteroxenos), apresentando duas principais
caracteristicas morfolégicas: a forma promastigota (presenca de flagelo livre)
encontrada no trato digestivo do inseto hematéfago, conhecido como flebotomineo
(Diptera: Psychodidae), e a forma amastigota de caracteristica ovalada (ausente de
flagelo livre) intereorizada nas células fagociticas mononucleares dos hospedeiros
vertebrados [Figura 2] (DOSTALOVA; VOLF, 2012; LAINSON, 1985).

-
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Figura 2. Formas promastigota (a) e amastigota (b) de Leishmania sp.

Fonte: www.medicina.ufmg.br; alfa.socialappscloud.com.


http://www.medicina.ufmg.br/
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2.1.2 Ciclo Biologico da Leishmania sp

O ciclo biolégico tem inicio quando as fémeas de flebotomineos infectadas com
0 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 neutréfilos, mas infectando
preferencialmente os macrofagos (RITTIG; BOGDAN, 2000; SCHLEIN, 1993).

No interior dessas células, as promastigotas transformam-se rapidamente em
amastigotas, que se multiplicam por divisdo binaria, até o rompimento das células
fagociticas e invasao dos parasitas em novas células ndo infectadas. Na realizacdo
de um novo repasto sanguineo, os fleb6tomos fémeas ingerem o parasita na forma
amastigota, que passardo por um processo de desenvolvimento, denominado
metaciclogénese no interior do intestino do vetor, apds passarem por alguns estagios
intermediarios através de processos enzimaticos, até migrarem para a por¢ao anterior
do aparelho digestivo do inseto, aptas a causar a infecgdo no hospedeiro mamifero
(promastigotas metaciclicas), reiniciando um novo ciclo [Figura 3] (LAINSON; SHAW,
1978; LIPOLDOVA; DEMANT, 2006).

Flebotomineos injetam promastigotas Promastigotas sdo fagocitadas por

na pele durante o repasto sanguineo. neutréfilos que sdo rapidamente recrutados
*Estagio de infecgdo para o local da picada

@ @ Neutrdfilos infectados liberam os

Promastigotas se dividem e
migram para o intestino médio ¢

-
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- | pelos macréfagos
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Ingestdo de células parasitadas Flebotomineo Fémea se alimentam Amastigotas se multiplicam nas células
de sangue e macrofagos infectados (incluindo macréfagos) de varios tecidos.
com amastigotas *Estagio diagnostico

Figura 3. Ciclo de vida do parasita Leishmania sp. Fonte: Modificado Pinterest.
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2.1.3 Aspecto Clinico da Leishmaniose Tegumentar

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 manifestacdes clinicas,
vetores, resposta imune em resposta a infeccéo e a resposta terapéutica [Tabela 1]
(SILVEIRA; LAINSON; CORBETT, 2004; VALE; FURTADO, 2005).

Tabela 1 — Espécies do género Leishmania responsaveis pela Leishmaniose Tegumentar Americana

no Brasil.
Espécies Manifestagdes 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 Cutanea; LMC — Leishmaniose Mucocutanea; LCD — Leishmaniose Cutanea Difusa.
(L.) = Leishmania; (V.) = Viannia. Fonte: Silveira; Furtado (2004).

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 formacéo de Ulceras Unicas; Leishmaniose mucocutanea (LMC)
com caracteristicas de lesdes mucosas agressivas que afetam as regides
nasofaringes. Além das formas citadas, existem outras formas clinicas, como a
Leishmaniose difusa (LCD), uma variante da LC [Figura 4] (MOTA; MIRANDA, 2011,
SILVEIRA; LAINSON; CORBETT, 2004).

A LC é aforma mais comum em pacientes acometidos e também a mais branda
entre os tipos de Leishmaniose tegumentar. Ela € caracterizada por lesées com
bordas elevadas, definidas, arredondadas e tecido interno granuloso, geralmente
indolor. Normalmente, essas lesdes aparecem em regidées mais expostas do corpo,

como membros inferiores, membros superiores e face, levando em consideracdo que
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sdo locais mais faceis para a picada do flebotomineo. Essa forma clinica pode
desencadear uma cura espontanea, deixando cicatrizes atrdficas (BRASIL, 2017,
GUIMARAES et al., 2016).

Figura 4. Formas Clinicas das lesdes de Leishmaniose. (a) Leséo cutanea. (b) Lesdo mucosa. (c) Lesao
cutanea difusa. Fonte: CARVALHO, 2002; PINHEIRO, 2006.

A espécie Leishmania braziliensis é a principal responsavel por manifestar a
forma clinica LMC. As lesdes sdo caracterizadas pela destruicdo do tecido,
envolvendo mucosas e cartilagens, podendo atingir laringe e faringe (AMATO et al.,
2009). Logo, é considerada a forma mais grave da doenca, podendo figurar entre 5 a
20% das manifestacdes tegumentares, principalmente no Novo Mundo (EKIZ et al.,
2017).

Ja a manifestacdo clinica LCD é rara, mas classifica-se como grave. Os
pacientes apresentam nodulos ndo ulcerados espalhados pelo corpo. A proliferagédo
das lesBes ocorre lentamente, cobrindo quase todo o corpo do paciente, com excegao
das axilas, couro cabeludo, prega inguinal, palmas das méos e solas dos pés. A
evolugdo clinica da LCD estd relacionada ao comprometimento do sistema
imunoldgico do individuo (COSTA et al., 2009; FERNANDEZ-FIGUEROA et al., 2016).

2.2 EPIDEMIOLOGIA

2.2.2 Epidemiologia Mundial

A Leishmaniose Tegumentar apresenta distribuicio 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
disseminagédo esta associada com as mudangas socioecondémicas, com populagéo de
baixa renda e poucos recursos médicos (ALVAR et al., 2012; JESUS, 2006; LAINSON;
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SHAW, 1987). Em 2018, cerca de 192.173 dos 244.005 casos de Leishmaniose
cutanea foram reportados pela OMS, onde a maioria deles ocorreram em sete paises:
Afeganistdo, Argélia, Brasil, Ird, Iraque, Paquistdo e Republica Arabe da Siria (WHO,
2020).

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 (OPAS, 2015). Quanto aos
dados de Leishmaniose cutanea de forma isolada, em 2018 a OMS registrou mais de
20 mil casos incidentes no Brasil, Etiopia, India, Quénia, Somalia, Suddo do Sul e
Sudéao [Figura 5] (WHO, 2020).

Numero de novos casos reportados de LC, 2018

Il > 5.000

I 1.000 - 4.999

I 100 - 999 | Sem Casos autoctones reportados
1 <100 [ |Sem Dados

o Nao se aplica

Figura 5. Incidéncia mundial da Leishmaniose cutadnea no ano de 2018.

Fonte: OMS, 2020. https://www.who.int/leishmaniasis/burden/GHO_CL_2018.pdf?ua=1. Acesso em
30/03/2020.

2.2.3 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 2008 a 2018 ocorreram 230.794 casos no pais,
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
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1985, quando foram implantadas a¢fes de vigilancia e controle de LTA no pais, com
o nimero de 5.000 casos naquela época (BRASIL, 2017; NEGRAO; FERREIRA,
2014; SINAN/SVS/MS, 2019). Essa endemia representa grave problema da saude
publica e destaca-se em trés regides no Brasil, regido Norte, Centro-Oeste e Nordeste
(COSTA, 2005).

No periodo de 2013 a 2018 a LTA apresentou uma média anual de 18.937
casos novos no pais, com o coeficiente de deteccdo de 8,6 casos por 100.000
habitantes em 2018 (SINAN/SVS/MS, 2019). As regides com maior numero de casos
novos sao a regido Norte e Nordeste, apresentando 8.515 e 4.415 respectivamente,
em 2018. Além dessas regides, o Centro-Oeste e Sudeste também merecem
destaque, conforme apresentado na Tabela 2. A interacdo do homem com o meio
ambiente € muitas vezes determinante na rede de causalidades multipla dessa
doenca (GRIMALDI et al., 1989).

Tabela 2 — Notificagdes de casos de Leishmaniose Tegumentar Americana entre os anos de 2013 a

2018, nas regifes do Brasil.

Regidao/Ano 2013 2014 2015 2016 2017 2018 Total

TOTAL 19.753 22.031 20.975 13.948 18.963 17.950 113.620

Regi&o Norte 9.101 11.194 9.653 5.870 8.835 8.515 53.168

Regiao

5.775 5.429 5.591 3.771 4.926 4.415 29.907
Nordeste
Regido

1.377 1705 1995 1676 2.114 2.255 11.122
Sudeste
Regido Sul 344 420 543 318 293 257 2.175
Regiao

3.156 3.283 3.193 2.313 2.795 2.508 17.248
Centro-Oeste

Fonte: SINAN/SVS/MS, 2019.
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2.2.4 Epidemiologia no Amazonas

No Estado do Amazonas, o numero de notificacbes de Leishmaniose
tegumentar € bastante significativo. No periodo de 2008 a 2018, foram notificados
19.274 casos junto ao Sistema de Informacéo de Agravos de Notificacdo - Amazonas,
valores esses que possivelmente estejam relacionados a abertura de novas estradas,
aos treinamentos militares na selva e a instalacdo de novos nucleos residenciais em
areas onde, previamente, existia densa floresta tropical (PINHEIRO et al., 2008;
SINAN/SVS/MS, 2019; TALHARI et al., 1988). 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 6).
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Figura 6. NiUmero de casos de Leishmaniose Tegumentar Americana por ano confirmado, entre 0os anos
de 2013 a 2018, nos estados da Regido Norte. Fonte: SINAN/SVS/MS, 2019.

Das sete espécies de Leishmania encontradas no Brasil relacionadas a LTA,
apenas quatro delas sao encontradas no Estado do Amazonas: L. amazonensis, L.
braziliensis, L. naiffi e L. guyanensis, sendo a ultima com maiores indices de
prevaléncia (BENICIO et al., 2015). Algumas informacdes quanto a casos humanos
isolados de L. lainsoni (BRASIL, 2017) e L. shawi (comunicacdo pessoal, Guerra,
2016) ja foram descritos no Estado, sem confirmagdo quanto a serem casos
autoctones.

No Amazonas, 0 municipio de Manaus registra 0 maior numero de casos,
seguido do municipio de Rio Preto da Eva. Em 2018, foram notificados 706 casos de
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Leishmaniose tegumentar em Manaus e 370 casos em Rio Preto da Eva
(SINAN/SVS/MS, 2019).

2.3 DIAGNOSTICO

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

O diagnostico clinico baseia-se, na maioria das vezes, nas caracteristicas das
lesbes juntamente com o processo de anamnese, onde os dados epidemiolégicos sédo
também de grande relevancia, para que se possa realizar o diagnostico diferencial
das outras dermatoses granulomatosas que apresentam lesdes 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 n&o
convencionais antes da procura da assisténcia médica, dificultando o diagndstico,
sendo entdo necessario 0 auxilio de outros métodos de diagndstico para a
confirmacédo (NAIFF-JUNIOR et al., 2009).

O diagndstico parasitolégico € o método que vai detectar com maior certeza o
processo infeccioso a partir do achado de parasita, que pode ser realizado através de
diferentes técnicas parasitoldgicas de pesquisa direta e indireta (BRASIL, 2017,
GONTIJO; CARVALHO, 2003; NEVES, 2016). O exame direto de esfregacos corados
é realizado com o material obtido da lesé@o por escarificacédo, aspiracao ou biépsia da
borda da ulcera, com o qual é feito o esfregaco em lamina por oposicao, e corado com
Giemsa ou Leishman (BRASIL, 2017).

No método de cultivo para isolamento de Leishmania, os parasitas crescem
relativamente bem em diversos meios de cultivo a temperatura entre 24 e 26 °C e 0
meio mais empregado para esse isolamento € o meio bifasico NNN (MCNEAL, 1904;
NICOLLE, 1908; NOVY), propicio ao crescimento dos parasitas. Geralmente apés o
quinto dia ja pode ser encontrado as formas promastigotas do parasita, caso nao haja
ainda crescimento, a cultura deve ser mantida pelo periodo de um més, antes da
liberacdo do resultado negativo (BRASIL, 2017).

O isolamento in vivo € realizado a partir da inoculagdo do material obtido por

biopsia ou raspado de lesdo, triturado em solucdo salina, aplicados por via
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intradérmica em animais de laboratério, de preferéncia hamster (Mesocricetus
auratus), nas patas posteriores ou focinho, as lesées desenvolvem-se a partir de um
més, sendo assim, necessario o acompanhamento do animal por trés a seis meses
(BRASIL, 2017; GONTIJO; CRAVALHO, 2003; NEVES, 2016).

O diagnostico histopatoldgico € uma ferramenta classica. E dado a partir da
obtencdo do fragmento de pele (bidpsia) nas bordas das lesGes, onde a carga
parasitaria € mais expressiva. Em seguida, é submetido as técnicas histoldgicas de
rotina, onde normalmente € possivel identificar cinco padrbes histopatolégicos: 1-
Reacdo exsudativa celular; 2- Reagdo exsudativa e necrotica; 3- Reacao exsudativa
e necrotica-granulomatosa; 4- Reacdo exsudativa e granulomatosas e 5- Reacédo
exsudativa e tuberculoide; mas é no encontro de amastigotas que se pode definir ou
sugerir o diagnostico (BRASIL, 2017; MAGALHAES, 1986).

Uma alternativa para o aumento da sensibilidade do diagnostico de lesdes
recentes e cronicas, € a aplicacdo das técnicas de imunocitoquimica e imuno-
histoquimica, com niveis comparaveis aos testes moleculares (DUARTE; ROCHEL,
2006). Este recurso contribui com o desfecho do resultado, j& que as andlises
histopatoldgicas podem representar desafios no diagnostico por suas semelhancas
com outras enfermidades (AOUN et al., 2014).

O diagndstico 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 repeticdo genbmica de sequéncias de minicirculos de kDNA
(GONTIJO; CARVALHO, 2003; ISAZA et al., 2002).

Apesar de ndo haver nenhum procedimento laboratorial considerado padréo-
ouro para o diagnéstico da LT, essa técnica molecular apresenta alta sensibilidade,
cerca de 92 e 98%, sendo capaz de detectar quantidades relativamente baixas de
DNA do parasita (POURMOHAMMADI et al., 2010). Uma das técnicas que vem
demonstrando grandes vantagens € a PCR em tempo real (qPCR), com a
possibilidade de se utilizar dados computadorizados, ndo sendo necessario um
técnico especializado em parasitologia, facilitando a identificacdo da espécie do

parasito. Entretanto, é uma técnica de laboratério de dificil uso na rotina, devido ao
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custo, necessitando de um termociclador especial, reagentes diferenciados e
profissionais capacitados (BRASIL, 2017; MURRAY et al., 2005).

No diagnéstico imunoldgico podem-se destacar duas técnicas bastante
utilizadas para diagnosticar a LTA. A Intradermorreacédo de Montenegro (IDRM), teste
de primeira fase dos exames imunolégicos, é capaz de avaliar a reacdo de
hipersensibilidade tardia no paciente, a partir do inéculo de 100 pyL de antigeno
intradermicamente na face interna do braco. Havendo reacé&o positiva, verifica-se uma
reacao inflamatdria local formando um nédulo ou péapula, e € utilizado para o
diagndstico ou monitoramento de protocolos de vacinacao contra a LTA. Na segunda
fase, prossegue-se com os testes soroldgicos para detectar anticorpos antileishmania
no soro dos pacientes (BRITO et al., 2009; NOGUEIRA et al., 2008).

Outro teste imunolégico comumente utilizado é o sorolégico como a reacao de
imunofluorescéncia indireta (RIFI), técnica sensivel, porém pode apresentar resultado
falso positivo, por reacéo cruzada com outras doengas como a leishmaniose visceral,
doenca de Chagas, paracoccidiodomicose, entre outras. Sendo assim, a
imunofluorescéncia ndo deve ser utilizada como critério isolado para diagndéstico de
LTA (BRASIL, 2017).

2.4 TRATAMENTO CONVENCIONAL

A farmacoterapia da Leishmaniose tegumentar apresenta inimeros desafios
que sdo inerentes a complexidade das formas clinicas, via de administracdo invasiva
e inumeras reacfes adversas. Além disso, essa doenca ndo possui vacinas ou
farmacos como medidas profildticas (CHARLTON et al, 2017; FERREIRA;
MAROCHIO; PARTATA, 2012; ZULFIQAR; SHELPER; AVERY, 2017). Os
antimoniais pentavalentes foram os primeiros farmacos adotados como terapia das
leishmanioses, e em seguida o uso da anfotericina B, pentamidina, pentoxifilina e
miltefosina (Figura 7), que ainda estao dentro do protocolo terapéutico indicado pelo
Ministério da Saude (BRASIL, 2017).

O tratamento para Leishmaniose foi introduzido pelo médico Gaspar Vianna,
em 1912, com a administragcdo do tartaro emético (antimbnio 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 antiménio pentavalentes (Sb*°),
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com efeitos menos toxicos, foram introduzidos na farmacoterapia das leishmanioses
(CARVALHO et al., 2019; REZENDE, 2009; VIANNA, 1912).
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Figura 7. Estrutura quimica dos farmacos empregados no tratamento da Leishmaniose cutanea.
Fonte: ChemDraw®, 2020.

O antimoniato de meglumina, conformacdo do antimoniato pentavalente, é
utilizado até os dias atuais para a leishmaniose como uma das drogas de primeira
escolha padronizada no Brasil. Contudo, o protocolo terapéutico passou por
alteracdes, considerando hoje em dia a regido, as espécies de Leishmania circulante
e a resposta ao tratamento. Logo, a escolha do antimoniato ou anfotericina B
lipossomal se aplica para quase todas espécies circulantes no pais, exceto pacientes
acometidos com Leishmania guyanensis, onde sera indicada a pentamidina (BRASIL,
2017).

O antimoniato pentavalente é obtido sinteticamente a partir do acido antiménio
e da N-metil-glucamina (obtida previamente a partir da aminagao redutora da glicose
em presenca de metilamina), sendo assim, hidrossolivel e pouco solivel em

compostos organicos (RATH et al., 2003). O mecanismo de acdo dessa droga ainda
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€ pouco elucidado, no entanto, o0 mais aceito envolve interferéncia na bioenergética
da forma amastigota de Leishmania. Tanto a glicélise quanto a oxidacao dos acidos
graxos sao inibidos, sendo que esta inibicdo é acompanhada de reducao na producao
de ATP (adenosina trifosfato) e GTP [guanina trifosfato] (BERMAN, 1998).

Sugere-se que o antiménio pentavalentes (SbY) comporte-se como proé-
farmaco, sendo convertido ao antimoénio trivalente (Sb''), sendo possivel explicar a
partir da reacao de 6xido-reducéo, onde a Glutationa reduzida induz a reducao de SbY,
sendo assim, apresentando atividade antileishmania (FREZARD et al., 2001). Embora
0 antimoniato pentavalente ja seja utilizado h4 mais de meio século e apresente menor
toxicidade que os antimoniais trivalentes, pode desencadear ainda inumeros efeitos
colaterais, como toxicidades cardiaca, pancreética, renal, artralgias, mialgias e dores
abdominais (SILVA, 2012). Esse medicamento € contraindicado, por exemplo, para
gestantes e no uso concomitante de beta-bloqueadores ou antiarritmicos. A
hepatotoxicidade também é frequente e pode ocorrer em até 50% dos pacientes
tratados (FRANKE et al., 1990; MARZOCHI, 2010).

Héa mais de 20 anos vem sendo discutido a possibilidade de tratar os pacientes
com Leishmaniose tegumentar por meio de baixas doses de antimoniato de
meglumina, para favorecer a reducéo dos efeitos colaterais, dor no local da injecéao e
maior adesdo dos pacientes ao tratamento (OLIVEIRA-NETO et al., 1996). Esses
beneficios podem ser observados no trabalho de Oliveira-Neto e Mattos (2006),
administrando nos enfermos uma Unica ampola desse medicamento pela via IM, em
intervalos de um dia até a epitelizacdo completa das Ulceras e a auséncia de qualquer
cicatriz eritematosa, periodos estes, com durabilidade de 3 a 10 semanas de aplicacédo
e apos seis semanas do tratamento, foram retratados com a dose de 15 mg SbV/Kg/dia
por 21 dias, mostrando a cura clinica dos pacientes.

Contudo, para os pacientes com contraindicacdo da administracdo desse
farmaco por via sistémica, a alternativa terapéutica usual é a administracdo pela via
intralesional (IL), inclusive como descrito nas diretrizes da OPAS desde 2013,
recomendando assim, 0 uso do antimoniato pentavalente a cada 3-7 dias para lesdes
menores que 3 cm e nao localizadas em superficies articulares ou faciais (OPAS,
2013). O estudo de Arboleda et al. (2019) mostrou uma série de casos bem sucedidos
ao administrar o antimoniato de meglumina pela via IL. Em cada sesséo foi infundido

de 1 a 5 mL do medicamento, dependendo do tamanho da lesdo, com uma média de
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4,36 doses nos intervalos de 4 aos 9 dias, onde onze dos doze pacientes com LC
tratados apresentaram cura completa.

A anfotericina B € um antibidtico polieno que interage com ergosterol da
membrana celular, promovendo alteracdo da permeabilidade celular e do balanco
ibnico, causando a morte celular (ROBETS, 2003; TIUMAN et al., 2011). Considerada
droga de primeira escolha para gestantes, sua atuacdo se da nas formas amastigotas
e promastigotas de Leishmania (MARZOCHI, 2010). No entanto, esta droga € contra
indicada para pacientes cardiopatas, hepatopatas e, especialmente, nefropatas. As
reacOes adversas mais frequentes sao febre, nauseas, vomitos, hipopotassemia e
flebite no local da infusdo (BRASIL, 2017).

A anfotericina B pode ser encontrada também na forma lipossomal, composta
de fosfatidilcolina, colesterol e disterolfosfatidilglicerol. Nessa formulacéo, o farmaco
atinge niveis plasmaticos mais elevados que o desoxicolato de anfotericina B. Esta
droga é registrada para uso no tratamento da leishmaniose visceral, mas também
pode ser empregada no tratamento da Leishmaniose tegumentar quando as outras
indicacdes terapéuticas ndo obtiverem sucesso ou forem contraindicadas (BRASIL,
2017).

O isetionato de pentamidina faz parte do grupo das amidinas, composto
organico da guanidina, usado pela via intramuscular, de eliminacgéo lenta, deposita-se
principalmente no figado e nos rins, também é considerada uma droga de segunda
escolha no Brasil (BRASIL, 2017; SILVA, 2012). Segundo o trabalho de Neves (2011),
a pentamidina apresentou eficacia similar ao antimoniato pentavalente para o
tratamento de Leishmaniose tegumentar, para espécie L. guyanensis, e tem vantagem
de ser utilizada por tempo mais curto e apresentar menos efeitos adversos.

Existem diferentes hipéteses para o mecanismo de acdo da pentamidina,
dentre elas, a interferéncia no transporte de aminoacidos, interferéncia na captacéo
ou funcdo das poliaminas, inibicAo da sintese de DNA e RNA, proteinas e
fosfolipideos, interferindo assim na respiracdo aerObica e anaerbdbica dos
tripanossomas (ALCHALABI; GUTTERRID, 1977; GALE; FOLKES, 1967;
MESHNICK; CERAMI, 1984; WARING, 1965). Os eventos adversos mais comuns Sao
dor no local da aplicagcdo, vomitos, mialgia, hipotensédo, sincope e hipoglicemia
(BRASIL, 2017).

A pentoxifilina vem a ser um farmaco da classe de vasodilatadores periféricos

com propriedades hemorreoldgicas. Embora seja o unico medicamento de via oral
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recomendado pelo Ministério da Saude para o tratamento da Leishmaniose
tegumentar, o seu uso se da em combinagdo com o antimoniato de meglumina, uma
vez que nao possui indicagdo como monofarmacoterapia. Esse farmaco é
apresentado como comprimido revestido, de liberacéo prolongada, contendo 400 mg
de pentoxifilina. Algumas pesquisas tém demonstrado sucesso no emprego da
pentoxifilina como coadjuvante (imunomodulador) no tratamento da Leishmaniose
tegumentar, reduzindo a toxicidade do antimdnio pentavalente, contribuindo com o
desfecho de cura em menor tempo quando comparado ao tratamento convencional e
evitando o segundo ciclo da terapia com o medicamento de primeira escolha (BRASIL,
2017; MACHADO et al., 2007).

A administracdo de altas dosagens podem desencadear disturbios
gastrintestinais, nausea, vomito, arritmia cardiaca, entre outros. A sua contraindicacéo
€ para pacientes menores de 12 anos, gravidas, lactentes, distirbios hemorragicos,
entre outros. Apesar de apresentar estudos escassos sobre a sua aplicacéo, ja possui
uma PORTARIA (N° 67, DE 19 DE NOVEMBRO DE 2015), referente a decisdo quanto
a ampliacdo do uso da pentoxifilina 400 mg em associacdo ao antimonial para o
tratamento da Leishmaniose tegumentar mucosa no ambito do Sistema Unico de
Saude — SUS (BRASIL, 2015; BRASIL, 2017).

Outro medicamento que vem apresentando relevancia para o tratamento da
Leishmaniose tegumentar é a miltefosina, desenvolvida inicialmente como agente
antineoplasico (ALMEIDA; SANTOS, 2011). Este farmaco também é administrado
pela via oral e é usado na india para o tratamento da Leishmaniose visceral (SOTO et
al.,, 2004). O estudo de Chrusciak-Talhari et al. (2011) mostrou a eficacia da
miltefosina contra L. guyanensis, resultando eficacia na cura superior ao antimonio.

E estimulado o uso da miltefosina combinada com outros medicamentos, para
otimizar o efeito terapéutico. O uso desse farmaco associado com a pentamidina
intralesional ja apresentou uma taxa de cura de 92% para L. braziliensis na Bolivia
(SOTO et al., 2018). Contudo, o0 mecanismo de acdo ndo é bem esclarecido, mas
pode estar relacionado com a interferéncia no metabolismo de fosfolipideos, na
transducéo de sinal, na homeostase de calcio e na sintese de RNA, induzindo a morte
celular (ALONSO et al., 2019; COSTA-FILHO; LUCAS; SAMPAIO, 2008).

Embora os medicamentos preconizados pelo Ministério da sadde mostrem
eficacia relativa para o tratamento da Leishmaniose tegumentar, o seu custo € bem

expressivo e, as vezes, dificulta o acesso para os enfermos. Muitos precisam buscar
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o recurso do Sistema Unico de Salde, onde esses medicamentos convencionais
estdo na Relacdo Nacional de Medicamentos Essenciais - RENAME [Tabela 3]
(ANVISA, 2020; NAGLE et al., 2014). Esses fatores estimulam a busca de alternativas
terapéuticas para um tratamento da leishmaniose com melhor eficacia e custo mais

acessivel.

Tabela 3 — Relacao da eficacia e custo dos medicamentos padrdes para a Leishmaniose Tegumentar.

Droga Padréao Eficacia Custo
Anfotericina B >95% R$ 20,21 F
Anfotericina B lipossomal ~100% R$ 504,79 F
Isetionato de pentamidina 70 — 80% o
Antimoniato de meglumina 35-95% R$ 290,38 ©
Pentoxifilina * R$ 35,59°¢

* Estudo avalia associagdo com drogas padrdes; ** Medicamento ndo presente na lista de compra de
medicamentos. © Valor por Frasco; ¢ Valor por Caixa. Fonte: Modificado NAGLE et al., 2014; Brasil,
2017; ANVISA, 2020.

2.5 TRATAMENTO ALTERNATIVO: COMBINACAO FARMACOTERAPEUTICA

O recurso da associacao de farmacos vem ganhando espaco no tratamento de
doencas, principalmente por aumentar a taxa de sucesso quanto ao aspecto clinico
(SUN; SANDERSON; ZHENG, 2016). Esse fator ja havia sido observado por exemplo,
para o caso de pacientes com infec¢des graves, utilizando a associacéo de diferentes
antibioticos ou agentes antifiungicos (ZILBERBERG et al.,, 2014). Existem véarias
vantagens para a escolha da terapia combinada, como acédo sinérgica dos farmacos
gue provoca a reducdo das doses das substancias. Em seguida, a diminuicdo ou
atraso do surgimento de resisténcia a um dos medicamentos. E por meio da
associacdo desses principios ativos € possivel alcancar mais de um alvo de acéo
(CSERMELY et al., 2005).

Essa alternativa da combinacdo medicamentosa tem sido indicada para o
tratamento de varias outras doencas infecciosas, como a malaria, tuberculose,
Acquired immunodeficiency syndrome (AIDS) e recentemente para as Leishmanioses,
devido a diferenca de classes quimicas que poderdo atuar sobre alvos distintos no

parasita (TRICONI et al., 2014). Um grande exemplo é o trabalho de Musa et al.
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(2012), que mostrou resultados positivos ao administrar stiboglucanato de sédio
associado a paromomicina em pacientes com Leishmaniose visceral, mostrando mais
eficacia com periodo mais curto de tratamento (17 dias), comparado com 0s pacientes
que foram tratados somente com o stiboglucanato de sodio, fazendo-se necessario
um periodo mais longo de aplicacdo, de cerca de 30 dias.

Outro trabalho que corrobora com estes resultados € o de Omollo et al. (2011),
que testaram, em pacientes com Leishmaniose visceral, a combinacdo de
stiboglucanato de sodio mais anfotericina B lipossomal, miltefosina mais anfotericina
B lipossomal e monoterapia com miltefosina. Os tratamentos associados foram mais
eficazes do que o farmaco isolado.

Também existem estudos de tratamentos associados em pacientes com
Leishmaniose cutéanea, como o de Bashir et al. (2019), onde aplicaram a combinacao
de itraconazol por via oral e administracao pela via intralesional de antimoniato de
meglumina. Contudo, o0s resultados n&o foram tdo promissores, por nao
demonstrarem beneficio ao comparar com 0s pacientes que receberam somente a
aplicacao de antimoniato de meglumina pela mesma via de administracao.

Dentre os estudos preliminares com animais de experimentacdo, o uso da
anfotericina B pela via intraperitoneal associado com tamoxifeno em camundongos
BALB/c infectados com L. amazonensis resultaram na reducédo das lesdes em 55% e
diminuicdo da carga parasitaria em 75% (TRICONI et al., 2014). Vale destacar os
experimentos de administracdo via topica, como, o teste da formulacdo lipossomal
com anfotericina B mais miltefosina, mostrando-se eficiente em BALB/c infectados
com L. mexicana. ApOs as aplicacdes, a carga parasitaria foi reduzida e houve a
recuperacao das lesdes, resultado este promissor por ser um tratamento nao invasivo
e indolor (DAR et al., 2020).

Recentemente vem sendo estimulada a avaliagdo do potencial antileishmania
por meio da combinacao de farmacos com produtos naturais, como a associacdo da
anfotericina B com 0leo essencial de prépolis, mostrando-se bastante eficiente pela
sua acdo sinérgica, quando comparado com o tratamento convencional da
anfotericina B em monoterapia (JIHENE et al., 2020). Outro estudo que mostrou
potencial antiparasitario € o da avaliagdo da anfotericina B associada ao extrato de
folhas de Moringa oleifera otimizando a sua atividade terapéutica (HAMMI et al.,
2019).
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2.6 TRATAMENTO ALTERNATIVO: PRODUTOS NATURAIS

O uso de plantas medicinais para fins terapéuticos é tdo antigo quanto a
existéncia da espécie humana, e até nos dias atuais € um recurso alternativo para
muitas comunidades e grupos étnicos (HARDY et al., 2012). Nas regifes 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 “Farmacopeia”
natural, vivenciadas pelas mesmas e constituida por informagc6es empiricas
diversificadas. 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 isolados os metabdlitos
secundarios que apresentam atividade farmacoldgica, pode-se progredir para um
medicamento, pois estima-se que aproximadamente 40% dos medicamentos
disponiveis foram desenvolvidos direta ou indiretamente a partir de produtos naturais,
a maioria destas de plantas (CALIXTO, 2001; WHO, 2011).

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 identificacdo 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 em produtos naturais (NAGLE et al., 2014).

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

Um estudo bastante promissor para terapia da Leishmaniose tegumentar é o

gue envolve a apigenina (Figura 8), uma flavona (flavonoide) encontrada em frutas e
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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 administragéo oral
(FONSECA-SILVA et al., 2016). Sugestivamente por se tratar de um flavonoide, grupo
de grande importancia dentre os produtos naturais presentes em varias familias
vegetais, de interesse fitoterapéutico, devido apresentar inimeras atividades
farmacoldgicas (SANTOS; RODRIGUES, 2017).

Figura 8. Estrutura quimica da apigenina. Fonte: JENSEN, 2020. Chemdraw®.

A familia Fabaceae compreende uma diversidade de substancias ativas, nao
s6 da classe dos flavonoides, como também de alcaloides, terpenoides e esteroides,
gue sao exemplos de outras classes fitoquimicas na qual estdo presentes em muitos
exemplares dessa familia (ROCHA-SILVA et al., 2007). Desse modo, € conhecida
como uma das familias vegetais de interesse na area de produtos naturais, por
disponibilizar diferentes principios ativos para aplicacdo na medicina.

A busca por novas substancias para fins terapéuticos deve ser incentivada
constantemente, pois deve ser levada em consideragéo 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
gue 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. férrea, basionimo de

(Caesalpinia ferrea Mart. ex. Tul.), é conhecida popularmente como juca, pau ferro,
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ibird-obi, imira-itd (DI STASI, 1996; SOUZA, 2007). Essa espécie vegetal apresenta a
seguinte classificacdo taxondmica [Tabela 4] (CHASE et al., 2003; LIMA et al., 2010):

Tabela 4 — Classificacdo taxonémica da Libidibia ferrea.

Nome cientifico Libidibia ferrea (Mart. ex Tul.) L.P. Queiroz var. ferrea

Sinonimia Caesalpinia ferrea (Mart. ex Tul.) L.P. Queiroz
Reino Plantae

Filo Magnoliophyta (Angiospermae)

Classe Magnoliopsida (Dicotilidonae)

Subclasse Rosidae

Ordem Fabales

Familia Fabaceae

Subfamilia Caesalpiniaceae (Caesalpininoidea, leguminose)
Espécie Libidibia ferrea (Mart ex. Tul. L.P. Queiroz)

Fonte: Modificado QUEIROZ, 2009.

Essa espécie vegetal pertence a familia botanica Fabaceae, de grande
importancia pelo seu nimero de espécies, cerca de 19.325 espécies em mais de 720
géneros (SOUSA; BASTOS; ROCHA, 2009; SOUZA; LORENZI, 2012). Sendo a Unica
familia vegetal com os géneros classificados tradicionalmente em trés subfamilias:
Caesalpinioideae, Faboideae e Mimosoideae (IGNOATO, 2012). Somente no Brasil,
existe o registro de pelo menos 200 géneros e 2700 espécies, correspondendo a maior
familia em ndmero de espécies no pais (SOUZA; LORENZI, 2012).

A L. ferrea é uma espécie nativa do Brasil, largamente distribuida nas regiées
Norte e Nordeste. Quanto a sua estrutura botanica, possui flores amarelas, pequenas,
em cachos, folhas compostas, folioladas e frutos indeiscentes de cor marrom escuro,
tipo legume, com sementes escuras (Figura 9). Possui classificacdo arbérea, com
altura de 10 a 15 metros, e tronco curto de 40 a 60 cm de diametro (SOUZA; LORENZI,
2002). As folhas da arvore podem medir de 7 a 20 cm, cobertas com pelos amarelados
e curtos. Quanto aos frutos possuem dimensdes em torno de 8,3 x 1,8 x 0,8 cm, de
coloracdo esverdeada, quando imaturos, e as sementes possuem o tamanho médio
de 0,9 x 0,5 x 0,5 cm, com coloracéo variando de verde claro a amarelo (FERREIRA,
SOARES, 2015).
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Figura 9. Libidibia ferrea (Mart. ex. Tul.) L.P. Queiroz. (A) Frutificacdo da Espécie vegetal; (B) Fruto
maduro; (C) Fruto triturado e sementes removidas. Fonte: JENSEN (2018).

Essa planta apresenta inimeros fins terapéuticos. Por exemplo, as suas partes
vegetativas, como, folhas, cascas, semente, raizes e pedacos de madeira podem ser
utilizadas no tratamento de diversas infec¢des (DI STASI, 1996). Além disso, é uma
das plantas medicinais de interesse para o Sistema de Saude Brasileiro, presente no
Programa de pesquisas de plantas medicinais com propriedades terapéutica
alternativa e complementar, com indicacdo para acdo analgésica, antipirética, anti-
inflamatéria e/ou antiespasmédica (BRASIL, 2006).

Cavalheiro et al. (2009) demonstraram que 0 extrato aquoso das sementes
apresentou atividades celulasica, anticoagulante e larvicida contra Aedes aegypti. O
trabalho de Fernandes et al. (2016) corroborou com esse resultado, mostrando
também atividade repelente, porém, em moscas da familia Calliphoridae ao utilizar
extrato alcodlico do fruto dessa planta. 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).

Os frutos séo antidiarreicos, anticatarrais, cicatrizantes e tém sido usados para
o tratamento de diabetes e prevencédo do cancer (CARVALHO et al., 2016; FREITAS
et al., 2012; MAIA; 2004; NAKAMURA 2002). O extrato metanolico (80%) dos frutos
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obtido através da maceracdo durante 72 h foi testado frente as cepas de Candida
albicans, Streptococcus mutans, S. salivarius, S. oralise, Lactobacillus casei,
apresentando uma concentracdo inibitoria minima que variou de 25 a 100 pg/mL
(SAMPAIO et al., 2009).

O extrato etanodlico desses frutos apresentou forte atividade antioxidante no
teste in vitro e demonstrou uma correlacdo significativa e linear entre o contetudo
fendlico e a atividade antioxidante pelo ensaio de fosfomolidénio, bem como a
atividade de eliminacéo do radical superoxido (SILVA et al., 2011). O estudo de Falcdo
et al. (2019) mostrou atividade anti-inflamatoria, ao utilizar o extrato aquoso de L.
ferrea (marcado com acido elagico e acido galico), administrado por via oral em ratos
com inflamacéo articular, resultando na inibicdo da inflamac&o sinovial apés o
tratamento.

Outro resultado preliminar bastante promissor é de Comandolli-Wyrepkowski et
al. (2017), ao testar extratos hexanicos (Hex) e metandlicos (MeOH) de vérias partes
da espécie vegetal para avaliar a a¢do antileishmania por meio do ensaio in vitro com
L. amazonensis e L. guyanensis. O extrato metandlico do fruto de L. ferrea mostrou
maior atividade contra a L. amazonenses. Um hidrogel formulado com esse extrato foi
aplicado em Hamsters infectados com L. amazonensis, possibilitando assim, o
controle da evolugéo das lesBes dos animais e redugéo da carga parasitaria.

A partir dos estudos que avaliaram as atividades medicinais, pode-se afirmar
que a L. ferrea € uma planta rica em metabdlitos secundarios, majoritariamente os
compostos fendlicos (CUNHA et al., 2017). Logo, diante do levantamento, mostra-se
que varias substancias sao responsaveis por essas atividades bioldgicas ao utilizar
diferentes partes dessa espécie vegetal, como, a casca, o epicarpo (fruto), folhas,
galhos e sementes, tornando-se assim, uma linha de pesquisa atrativa para
bioprospec¢do de substancias quimicas, isolando-as e avaliando sua atividade
farmacoldgica para contribuir para o desenvolvimento de futuros fitoterapicos de
aplicacdo em diferentes doencas. Alguns trabalhos ja vém contribuindo para
determinacdo desse arsenal fitoquimico oriundo de distintas partes da L. ferrea
(Tabela 5).
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Tabela 5 — Relagdo das substancias isoladas das partes vegetais da L. ferrea (Ca — Casca; Fr — Fruto;

Fo — Folha; Ga — Galhos; Se — Sementes).

Substancia Estrutura

Parte vegetal

Referéncia
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ARAUJO et al.,
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2014
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r
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SAWADA et al.,
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2014
SAWADA et al.,
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2014
SAWADA et al.,
Fr, Se
2014
SAWADA et al.,
Se
2014
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al., 2016
PEDROSA et
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al., 2016
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et al.,, 2011
LOPES et al.,
Se
2013
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DIAS et al., 2013

SILVA et al.,
2013

PEDROSA et
al., 2016

NOZAKI et al.,
2007

OHIRA et al.,
2013

OHIRA et al.,
2013
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OH
OH

Quercetina HO 2O ot Fo PORT’S et al.
| | 2013
2 OH
OH O
OH
OH
ifoli PEDROSA et
Taxifolin Ca, Fr
al., 2016

Fonte: Modificado FERREIRA; SOARES, 2015; JENSEN, 2020, Chemdraw®.

Outra vantagem dessa planta € a auséncia de efeitos toxicos observados no
estudo toxicolégico, por meio da administracéo aguda e subaguda do extrato aquoso
do fruto e da casca do jucd, em ratos e suinos, onde seus exames laboratoriais nao
mostraram indicios de efeitos toxicos (QUEIROZ-NETO et al., 1991). Dessa forma,
este fator é bastante promissor quanto ao aspecto terapéutico, porque durante o
estudo das substancias candidatas aos prototipos de novos farmacos, é de suma
importancia que além da comprovacao de sua eficicia, se comprove a seguranga ao
administra-las em pacientes (BORGES, 2013).

2.8 NANOMEDICINA: SISTEMA MICROEMULSIONADO

A Nanomedicina é uma ciéncia interdisciplinar com a finalidade de aplicar a
nanotecnologia na medicina, utilizando compostos nanoestruturados de 1 a 1.000
nandémetros (nm), voltados para o diagnéstico e o tratamento de doencas (GU et al.,
2013; HAFNER et al.,, 2014). O estudo desses sistemas tem sido realizado
principalmente para direcionar e controlar a liberacdo de farmacos (SAKATA et al.,
2007). Dentre os nanossistemas com essa finalidade, destaca-se os lipossomas,
nanoparticulas, nanoemulsdes e microemulsées (SILVA, 2004).

O marco inicial da produgao de uma microemulséao descrito na literatura foi na
década de 40 por Hoar e Schukman (1943) ao descreverem a producdo de uma

solucéo translicida a partir da titulacdo de uma emulsdo com hexanol. No entanto,
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somente no fim da década de 50, foi estabelecido o termo microemulsao, que ao longo
dos anos, tem recebido redefinicbes proporcionais aos avanc¢os tecnoldgicos
(SCHULMAN; STOECKENIUS; PRINCE, 1959).

Atualmente as microemulsdes séo definidas como um sistema nanoestruturado
termodinamicamente estavel, isotropicas e transparentes ou translicidas, nas quais a
fase oleosa esta dispersa num meio aquoso ou fase aquosa no meio oleoso, composta
por um tensoativo, associado ou ndo a um co-tensoativo apropriado, gerando uma
interface Oleo/agua e apresentando goticulas com tamanho menor que 100 nm.
Comparada com a nanoemulséo, a microemulséo possui uma escala de goticula bem
menor (Figura 10), e as substancias ativas podem ser veiculadas quando séo
solubilizadas na fase oleosa ou aquosa (CARVALHO et al., 2016; LAWRENCE, 1994;
OLIVEIRA; SCARPA, 2001; OLIVEIRA; SCARPA; CERA, 2002; ZHU et al., 2008).

Principio ativo

T

Gota de Microemulsao Gota de Nanoemulsao
(<100 nm) (100 - 300 nm)

Figura 10. Goticulas de microemulsédo e nanoemulsdo. Fonte: Modificado HAFNER et al. 2014.

Os tensoativos permitem um aumento na permeabilidade de membrana celular,
0 que colabora para a absorcao do farmaco e a biodisponibilidade (FORMARIZ et al.,
2007; SINTOV; SHAPIRO, 2004). Assim, a formacédo da microemulsdo geralmente
envolve a combinagédo de trés a cinco componentes, tais como tensoativo, agua, 6leo
e 0 co-tensoativo (LAWRENCE, 1994; OLIVEIRA, 1997).

As microemulsdes sao nanoestruturas que podem apresentar aspectos
visualmente diferentes dos outros sistemas emulsionados, uma vez que as emulsdes

classicas sao brancas, de aspecto leitoso e opaco, representadas por sistemas de
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elevada viscosidade, cujos processos de instabilidade tendem a levar a separacéo de
fases. O sistema microemulsionado € um liquido com boa fluidez, baixa viscosidade,
e é opticamente transparente ou translicido em virtude do reduzido diametro das
goticulas [Tabela 6] (FORMARIZ, 2004). Estudos com esses nanoestruturados tém
sido relevantes na area das Ciéncias Farmacéuticas, possibilitando alternativas
terapéuticas modernas, farmacologicamente mais eficientes e com redugédo de
reacoes adversas (OLIVEIRA et al., 2004).

Tabela 6 — Escala de Granulometria das Emulsdes.

Denominacao Tamanho Aparéncia Aspecto
2-20 pm i
2.000-20.000 nm o Branca leitosa

[ 4]

Macroemulsao

Nanoemulséo 0,1-0,3 um °_ Branca azulada
100-300 nm

Microemulséo <0,1 pm 26 Translicida
100 nm

Solucoes 0,01 pm Transparentes

micelares 10 nm

Solucbes 0,001 pm Transparentes

moleculares 1nm

Fonte: Modificado ANSEL; POPOVICH; ALLEN, 1999; HAFNER et al. 2014.

Os sistemas microemulsionados vém sendo objeto de varias patentes em todo
o mundo, sendo que a China e os Estados Unidos da América sdo 0s maiores
detentores de patentes envolvendo microemulsfes para uso transdérmico, com
finalidade de incorporacdo de diferentes classes terapéuticas de farmacos, como,

antiiflamatério  ndo  estereoidal  (AINE), anestésicos, imunosupressor,
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antiparkisoniano, anti-hormonal, antimicrobiano e até mesmo derivados de plantas
(FIGUEIREDO et al., 2013).

Logo, essas microemulsfes possuem potencial terapéutico para o tratamento
de diferentes doencas, como por exemplo, na terapia do cancer. Chen et al. (2019)
testaram o acido cafeico carreado em uma microemulséo contra células cancerigenas
de colon e de mama, reduzindo assim, a atividade proliferativa celular apds o ensaio
in vitro, mas antes da intervengdo no cancer, deve-se avaliar o efeito em ensaio
clinico. Outra finalidade, é para o prolongamento do efeito da lidocaina incorporada
em microemulséo, possibilitando maior tempo de anestesia ao local de aplicagéo pela
via transdérmica, atividade identificada apos os testes em coelhos (MAULVI et al.,
2020).

O melhoramento da solubilidade de farmacos também pode ser atribuido ao
sistema microemulsionado, como o trabalho de Fonseca, Bhide e Joshi (2019), ao
avaliar um gel a base de microemulsdo com etoricoxibe, um anti-inflamatorio ndo
esteroidal, sendo possivel o seu emprego para melhorar a solubilidade e a
permeabilidade da pele. Outro estudo que corrobora com esses dados € o de Hu et
al. (2019), que testa um hidrogel microemulsionado no carreamento de 3,5,4'-
trimetoxi-trans-estilbeno pela via tépica em coelhos, modelo para a osteoartrite. Apos
o tratamento, houve reducéo significativa dos niveis de citocinas pré-inflamatérias e
melhor regeneracdo macroscoépica de cartilagem.

A atividade antifungica também ja foi relatada, ao utilizar uma microemulséo
contendo clotrimazol e itraconazol para liberacdo transdérmica no tratamento da
esporotricose, mostrando atividades inibitérias potentes e melhora da permeacéo,
sugerindo entdo, a sua aplicacdo como veiculo promissor para o tratamento
transdérmico da esporotricose (FERREIRA et al., 2020).

O recurso das microemuls6es também pode ser adotado para melhorar a
estabilidade de formula¢cdes contendo extrato vegetais, como o trabalho de Parveen
et al. (2019), que desenvolveram uma microemulsdo contendo extrato de
Lycopersicon esculentum, resultando em um sistema estavel diante de varias
condi¢cdes simuladas em laboratorio. O trabalho de Ghorbanzadeh et al. (2019),
também mostrou melhor estabilidade do hidrogel a base de microemulsdo com 0leo
de gergelim, indicada para prevencéo dos efeitos nocivos da radiagéo ultravioleta na

pele ao testarem em porquinhos da india.
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Outro estudo desse sistema com produtos naturais, € o da piperina, substancia
derivada de Piper nigrum (pimenta-preta) que foi empregada em uma microemulséo,
que desempenhou resultado bastante promissor no tratamento de camundongos
BALB/c infectados com L. donovani. Os animais mostraram uma reducdo 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 cutanea, 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 a composig&o quimica e o potencial terapéutico da fracédo diclorometano
de Libidibia ferrea (Martius exTul.) LP Queiroz (Fabales: Fabaceae) em estudos Pré-

clinicos da Leishmaniose cutanea.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Capitulo 1: Clinical and histopathological evaluation of an experimental topical

treatment for cutaneous leishmaniasis:

- Desenvolver e caracterizar a microemulsao com a fragcéo diclorometano (FDCM) do
extrato metandlico do fruto de Libidibia ferrea;

- Estudar o efeito do tratamento topico com as formula¢des contendo fragdo DCM em
animais de experimentacdo (Mesocricetus auratus) infectados com Leishmania (L.)

amazonensis;

- Avaliar a carga parasitaria e os achados histopatolégicos nos animais de
experimentacdo apés o tratamento com a microemulsdo tépica e aplicacdo do

Antimoniato de meglumina por vias parenterais.

Capitulo 2: Estudo da atividade in vitro das substancias isoladas de Libidibia

ferrea em Leishmania amazonensis e Citotoxicidade:
- Isolar os metabdlitos presentes na fragdo DCM obtida do extrato metandlico dos
frutos de Libidibia ferrea;

- ldentificar as estruturas das substancias isoladas, através de andlises de

Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear e Espectrometria de Massas;
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- Avaliar a eficacia das substancias isoladas da fracdo DCM da Libidibia ferrea quanto
a atividade contra as formas promastigotas e amastigotas de Leishmania (Leishmania)

amazonensis;

- Avaliar a citotoxicidade das substancias mais ativas de Libidibia ferrea frente aos
macrofagos de linhagem J774 e cultivo primario para a determinacao do indice de

seletividade.
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4. METODOLOGIA GERAL

4.1 INSTITUICOES ENVOLVIDAS NO PROJETO

Este projeto trata-se de uma pesquisa experimental na area de tratamento para
Leishmaniose cutanea, uma das Doencas Tropicais Negligenciadas e foi desenvolvido

nos seguintes laboratorios:

- Laboratorio de Leishmaniose e Doenca de Chagas, Instituto Nacional de Pesquisas
da Amazonia — INPA, coordenado pela Dr2. Antbnia Maria Ramos Franco;

- Laboratério de Quimica de Produtos Naturais, Instituto Nacional de Pesquisas da
Amazobnia — INPA, coordenado pela Dr2. Maria da Paz Lima;

- Biotério Central do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazénia, coordenado pelo
Me. Leonardo Branddo Matos;

- Laboratério de Inovacdo e Desenvolvimento em Tecnologia Farmacéutica,
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade Federal do Amazonas — UFAM,
coordenado pela Dr2, Tatiane Pereira de Souza;

- Laboratério de Controle de Qualidade de Medicamentos e Quimica Farmacéutica,
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade Federal do Amazonas — UFAM,
coordenado pela Dra. Katia Solange Cardoso Rodrigues dos Santos Geraldi;

- Laboratério de Histologia Funcional, Instituto de Ciéncias Bioldgicas, Universidade
Federal do Amazonas — UFAM, coordenado pelo Dr. José Fernando Marques
Barcellos;

- Laboratério de Cromatografia e Espectrometria de Massas, Central Analitica da
Universidade Federal do Amazonas — UFAM, sob a colaboracédo do Dr. Felipe Moura

Araujo da Silva.

4.2 DIVISAO DAS ETAPAS DA TESE

Os resultados apresentados na tese foram divididos em dois capitulos, de
acordo com o0s objetivos especificos e o0 progresso dos resultados das etapas
experimentais, trajetéria metodoldgica esta, descrita no fluxograma (Figura 11). Apos

a elaboracéo dos capitulos, na etapa final do projeto esta apresentado uma discussao
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geral do estudo. Em anexo, estéo presentes os termos legais para o desenvolvimento

deste projeto.

Desenvolvimento das
Microemulsdes da via
Topica

Caracterizagdo Quimica

das Formulagdes
é Capitulo I
¢ 3 Aplicacdo em Hamsters

— Dourado infectado com L.
amazonensis (Ensaio in vivo)

-Evolugéo Clinica

Extrato MeOH . —Anlalllse Hlstoh-)glc’a .
-Diagnéstico Parasitolégico

Fracao DCM
Isolamento das

Substancias

Elucidagdo Quimica por:
RMN e Espectrometria
Massa

4" Capitulo II

Atividade Biolégica
(Ensaio in vitro):
Leishmania amazonensis

Atividade Citotodxica:
Macréfago J774 e Macréfago
de cultivo primario

Figura 11. Fluxograma da trajetoria metodoldgica do estudo.

4.3 COLETA DO MATERIAL VEGETAL DE Libidibia ferrea

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. As coletas foram realizadas
no més de junho e julho de 2018, periodo este de frutificacdo de um exemplar adulto.

Exsicatas foram preparadas previamente e enviadas ao Departamento de
Botanica do Instituto de Pesquisas da Amazonia. Do material foi identificada a espécie
Libidibia ferrea (Mart. ExTul.) LP Queiroz — Fabaceae: Caesalpinoideae — de acordo
com Lewis (2005) e APG lll. A exsicata foi depositada no herbario do Instituto Nacional
de Pesquisas da Amazonia - INPA sob o registro 246150.
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4.4 PREPARACAO DOS EXTRATOS DE Libidibia ferrea

Todo o material vegetal coletado, separado, foi seco em estufa de circulacao
forcada, com temperatura inferior a 45°C. ApoOs a secagem, as partes foram moidas e
pulverizadas em moinho de faca tipo willey. Apds a pulverizagdo, os materiais foram
extraidos com Hexano (VETEC) e metanol (VETEC).

A extracdo do material foi efetuada por maceracao em frasco tipo mariote, com
extracOes sucessivas em solventes de polaridade crescente, por um periodo de 7 dias
em cada solvente. O esquema geral para a preparacdo de todos os extratos esta
llustrado na figura 12. O volume de cada solvente utilizado variou conforme a
guantidade de material vegetal, mantendo a proporcédo de 200 mL de solvente para
cada 100 g de material pulverizado, em cada extracdo. Os extratos foram

concentrados em rotaevaporador (YAMATO).

Material vegetal
(Epicarpo)

Material seco e
Moido

1) Extracdo em Hexano (7 dias)
2) Filtracao

3) Concentracao

Extrato Material
Hexéanico Vegetal

1) Extracdao em MeOH (7 dias)
2) Filtracao
3) Concentracao

Extrato Material
MeOH Vegetal

Figura 12. Fluxograma geral da preparacao dos extratos obtidos de epicarpo de Libidibia ferrea.
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4.5 PARTICAO DO EXTRATO

O extrato foi fracionado por particdo liquido-liquido para realizar as particdes,
20 g do extrato metandlico foi solubilizado em 200 mL de H20: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 13). Este
procedimento permitiu uma separacao preliminar dos constituintes quimicos para a
avaliacdo da atividade antileishmania. As fracbes foram concentradas em
rotaevaporador (YAMATO).

Extrato
MeOH
de
L. ferrea

20g

H,0: MeOH -‘[ 200 mL
(9:1)

v

Extracao com Hexano (3x)

Fracao Fase
Hexanica Hidroalcodlica

[ Extracao com Diclorometano (3x) ]
Fracdao DCM Fase
de L. ferrea Hidroalcoolica

Figura 13. Fluxograma da parti¢do liquido-liquido do extrato metandlico de epicarpo da Libidibia ferrea.

4.6 CURVA DE CRESCIMENTO DE FORMAS DE PROMASTIGOTAS DE

Leishmania

Para a determinacdo das fases de crescimento dos parasitas nas condi¢des
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.
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Os parasitas, Leishmania (Leishmania) amazonensis (MHO/BR/2009/IM5584) foram
cultivados (forma Promastigota das espécies estudadas) a partir de uma concentracao
de 108 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 célculo foi feito utilizando a
férmula: 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 qual ocorrem as formas consideradas infectantes. A

curva foi construida graficamente utilizando o software GraphPadPrism® 8.0.

4.7 MEDICAMENTOS UTILIZADOS COMO CONTROLES IN VITRO E IN VIVO

4.7.1 Padrdes de ensaios in vitro

Isetionato de pentamidina (Pentacarinat®) foi utilizado nas concentracdes de
diluicdo de 10 a 0,0625 pg.mL?! e Antimoniato de meglumina (Glucantime®) foi

utilizado nas concentracdes de 60 a 3,8 ug.mL.

4.7.2 Padrdes de ensaios in vivo

Antimoniato de meglumina (Glucantime®) foi utilizado como padréo de controle
positivo nos ensaios bioldgicos in vivo. Foi utilizado a concentracdo 20 mg/SbY/Kg/dia
pelas vias de administracao intramuscular (IM) e intralesional (IL), conforme indicado
pelo Manual do Ministério da Saude (BRASIL 2017).

4.8 PROCEDENCIA DOS ANIMAIS

O modelo biolégico experimental para o estudo foram hamster dourado
(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 Amazonia, e o tratamento dos animais infectados ocorreu
nas dependéncias do proprio Biotério/INPA. Os animais foram mantidos em gaiolas
de polipropileno em condi¢cbes adequadas a sua manutencao, com dieta e agua ad

libitum e livres de patdgenos. O projeto aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
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com Uso de Animais — CEUA/ INPA, possui o namero de protocolo 009/2015
correspondendo aos resultados do primeiro capitulo e o ndmero de protocolo

003/2020 para o segundo capitulo.



59

5. CAPITULO 1

Clinical and histopathological evaluation of an experimental topical

treatment for cutaneous leishmaniasis

Bruno Bezerra Jensen'?, Claudia Dantas Comandolli-Wyrepkowski?, Caio Coutinho de
Souza?, Maria da Paz Lima®, José Fernando Marques Barcellos*, Tatiane Pereira de Souza?,
Fabricio Nonato Aradjo Rolim?!, Francimeire Gomes Pinheiro?, Katia Solange Cardoso

Rodrigues dos Santos?, Antonia Maria Ramos Franco?

! Programa de Pds-graduacdo em Inovacdo Farmacéutica, Faculdade de Ciéncias

Farmacéuticas, Universidade Federal do Amazonas.

2 Laboratério de Leishmaniose e Doencas de Chagas, Instituto Nacional de Pesquisas da

Amazonia.

% Laboratdrio de Quimica de Produtos Naturais, Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia.

4 Laboratorio de Histologia Funcional, Instituto de Ciéncias Bioldgicas, Universidade Federal

do Amazonas.

Capitulo 1 — Manuscrito submetido para publicacdo na Revista Memadrias do Instituto Oswaldo Cruz.
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ABSTRACT

BACKGROUND: The pharmacotherapy of cutaneous leishmaniasis is invasive and presents
several adverse reactions, and is thus an incentive for the development of a more effective
therapeutic alternative.

OBJECTIVES: Develop and evaluate the effect of a microemulsion with a DCM fraction of
Libidibia ferrea extract in an experimental model of golden hamsters infected with Leishmania
amazonensis as a possible alternative treatment for cutaneous leishmaniasis.

METHODS: Two microemulsions were developed, one with the active plant fraction
(MFDCM) and a placebo (MPLA). The microemulsions was characterized by mean droplet
diameter, polydispersiveness index, zeta potential, refractive index and pH. The topical action
of the MFDCM was evaluated in an experimental animal model (Mesocricetus auratus), which
was infected with Leishmania amazonensis and compared with the placebo microemulsion
(MPLA) and using Glucantime® (intramuscular and intralesional). The treatment lasted for 30
days and clinical, histopathological and parasitological parameters were evaluated.
FINDINGS: The MFDCM formulation was effective in controlling the evolution of lesions
(with an increase in volume of only 25%, compared to a 383% increase for the group without
treatment) and presented a moderate inflammatory profile.

MAIN CONCLUSIONS: The topical formulation proved to be as effective as treatment with

Glucantime® and showed a significant reduction in parasite load.

Keywords: neglected diseases; pharmaceutical technology; treatment; in vivo assay;

Leishmania amazonensis

INTRODUCTION

Cutaneous leishmaniasis is a neglected tropical disease caused by protozoa of the genus
Leishmania, whose vectorial transmission is through the blood meal of the female phlebotomine
sand flies 2, Cases are regularly registered in 88 countries at a rate of 1.2 million cases per
year, thus classifying it as a public health problem ©. Of the 244.005 cases of cutaneous
leishmaniasis recorded in 2018, 192.173 were reported by WHO (World Health Organization),
and the majority of them occurred in seven countries; Afghanistan, Algeria, Brazil, Iran, Iraq,
Pakistan and the Syrian Arab Republic .
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The first therapeutic resource for the treatment of this disease dates from 1912, and was
made with tartar emetic, however, it presented severe toxic effects to patients. It was only in
1920 that pentavalent antimony (Sb*®) was introduced; a drug used as the first choice for most
infected patients, thus becoming the first drug for leishmaniasis © ©. In the cases of patients
from areas where Leishmania guyanensis predominates, the first choice for treatment is
pentamidine isothionate. Amphotericin B is recommended when there is no indication for the
first two therapeutic substances .

Nevertheless, these drugs present numerous problems, such as the route of
administration (parenteral route), the long period of application and the manifestation of side
effects, which, either individually or as a whole, can contribute to the abandonment of treatment
and, consequently, resistance of the parasite to the treatment and a reduction in the effectiveness
of treatment. The most common reactions are mild to severe, such as myalgia, vomiting,
hypotension, acute renal failure and nephrotoxicity (&9,

The scarcity of more accessible therapeutic options requires the development of new
drugs that are safer, more effective and more accessible to patients in any region. One of these
alternatives is the use of medicinal plants, which produce a wide variety of secondary
metabolites that can be exploited for medicinal purposes @9. The WHO considers the
pharmacological investigation of medicinal plants for the treatment of diseases a priority, since
it is estimated that approximately 40% of the drugs currently available on the market were
developed directly or indirectly from natural sources, mainly of plant origin **12),

Libidibia ferrea (Mart. ex Tul.) var. ferrea, which is a native tree in Brazil and is
popularly known as “jucd” or “pau-ferro”, has pharmacological properties and is widely-
distributed . Chemical and pharmacological studies of extracts obtained from L. ferrea have
demonstrated its anti-inflammatory and antioxidant activity ¥, antitumor ®® antimicrobial and
antifungal ®, hypoglycemic " and wound healing properties 8.

In the study by Comandolli-Wyrepkowski et al. 9, biological tests were performed in vitro
and in vivo with extracts from different parts of the plant, and the methanolic extract of the fruit
of L. ferrea showed better antileishmanial activity against promastigote and amastigote forms
of Le. amazonensis and presented a low cytotoxicity index. The in vivo result demonstrated a
capacity to control the evolution of lesions by topical application of the tested formulation.
However, vehicle optimization is necessary to improve skin permeation by the pharmaceutical
formulation and improve this herbal medicine.

The application of nanotechnology in the development of pharmaceutical vehicles has

been growing at a rapid pace in recent decades. Microemulsions are promising drug release
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systems, since they are spontaneously formed and thermodynamically stable, and widely used
for the solubilization and delivery of different therapeutic classes, such as non-steroidal anti-
inflammatory drugs, anesthetics, derivatives of medicinal plants, antimicrobials and antivirals
(20, 21, 22, 23, 24).

Thus, the present study aims to develop and characterize a topical microemulsion
containing a fraction of the methanolic extract of the fruit of L. ferrea and evaluate its in vivo
antileishmanial potential using hamsters (Mesocricetus auratus) infected with Le. amazonensis,
in an attempt to develop a therapeutically effective formulation which is also more accessible

for use in the treatment of American cutaneous leishmaniasis (ACL).

MATERIALS AND METHODS

Plant Material and Fractionation

Samples of the fruit of Libidibia ferrea were obtained in Manaus, Amazonas state,
Brazil (3° 4°34 “S 60° 0°11”> W). An exsiccate of the plant species was made, which was
deposited in the Herbarium of the National Institute of Amazonian Research (INPA) and
identified under the number 246150. The fruits were sorted and, after removal of the seeds,
dried in a forced circulation oven, at a temperature of 40 °C. After drying, they were sprayed
and extracted with the solvents hexane and methanol 9.

The dichloromethane fraction (DCM) of the L. ferrea extract was obtained using liquid-
liquid partition. We used 20 g of the methanolic extract solubilized in 200 mL of H,O:MeOH
(9:1) and did three extractions with each of the solvents used in the partition (hexane and
dichloromethane). This procedure allowed a preliminary separation of the chemical constituents
for the evaluation of antileishmanial activity using the DCM fraction. The fraction was

concentrated using a rotary evaporator (Yamamoto®).

Preparation of the Microemulsified Formulations

The microemulsions (ME) were developed based on isopropyl alcohol, Tween® 20,
distilled water, oleic acid and the DCM fraction of L. ferrea at 2%, and were stirred by magnetic
stirring for about 2 minutes, until the complete mixture of the components in a homogeneous,
transparent and single phase system. Two microemulsions were prepared: a microemulsion
with the DCM fraction of L. ferrea (MFDCM) and a placebo microemulsion without the extract

(MPLA). The MFDCM formulation is in the process of being patented and is registered with
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the National Institute of Industrial Property - INPI, under the process number BR 10 2019
000809 1.

Characterization of the Microemulsion

The mean size of the droplets, the polydispersion index (PDI) and the zeta potential
(CmV) of the droplets of the microemulsion were determined by means of light scattering (DLS)
at 25 °C with a 659 nm wavelength light beam, using Zetasizer Malvern® equipment. The
samples were prepared by diluting 20 pL of microemulsion in 980 pL of distilled water ?°),
To measure the refractive index of the microemulsified formulations, an Abbe type
refractometer, previously calibrated with distilled water, was used.
The determination of the pH of the microemulsion was performed in the formulations

themselves, with the use of a calibrated pHmeter and presented a pH 4.0 — 7.0 at 25 °C.

In vivo Assay

The animal model established for cutaneous leishmaniasis were 36 adult (over 90 days),
male golden hamsters (Mesocricetus auratus), which weighed 150 g each. The animals were
obtained from the INPA central vivarium, and were kept in polypropylene cages in conditions
suitable for their maintenance, with diet and water ad libitum and free of pathogens. The project
was approved by the Research Ethics Committee for Animal Use (CEUA/INPA), under the
approval number 009/2015.

On day 0, hamsters were infected in the snout via subcutaneous inoculation of 100 uL
of Leishmania (Leishmania) amazonensis (MHO/BR/2009/IM5584) [10° cel/mL parasite].
After inoculation, the animals were separated and grouped in labelled cages and kept in the
vivarium at a controlled temperature (22—24 °C). Treatment began 20 days after infection and
lasted for 30 consecutive days, during which the hamsters received applications of the test
formulations. The animals were separated into six experimental groups of six animals as
follows: Group I (MFDCM) was infected and topically treated with the microemulsion of the
DCM fraction at a dose of 50 mg.day*; Group Il (MPLA) was infected and topically treated
with the placebo microemulsion; Group 111 (LGIM) was infected and treated with Glucantime®
via intramuscular injections (IM) at a dose of 20 mg (Sb*®).Kg.day; Group IV (LGIL) was
infected and intralesionally treated (IL) with Glucantime® at a dose of 20 mg (Sb*°).Kg.day*;
Group V (LST) was infected and left untreated (negative Control); and Group VI (SLST) was

not infected and received no treatment.
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Analyses and Clinical Parameters

Clinical evaluation was performed daily to measure the total volume of the lesions with
the aid of a digital caliper (Zaas® Precision) in order to record the progression of lesions. The
morphological aspects of the lesions were documented in photos to compare their evolution.

The animals were euthanized with Vetnil® (ketamine hydrochloride 10%) and Syntec®
(Xylazine 2%), as recommended by the INPA Animal Research Ethics Committee.

After euthanasia, tissue sampling of the lesions was performed for the histological study.
The samples were fixed in a buffered 10% formaldehyde solution. The fragments were
processed for paraffin and stained with hematoxylin and eosin (HE) #®. The slides obtained
were read according to the histopathological description of Magalhdes et al. @”. The
inflammatory dermal pattern and cell population were estimated histologically. The
inflammatory infiltrate was measured in crosses as follows: (—) without inflammatory infiltrate;
(+) isolated focus of inflammatory cells; (+ +) isolated or coalescent inflammatory infiltrate
areas; (+ + +) diffuse inflammatory infiltrate areas ¢®.

For viability of the parasites in culture medium, other lesion fragments were grown in
biphasic culture medium NNN @239 for seven days at 25 °C. The parasitic concentration was
obtained by semi-quantitative count, considering the values: 0 —absence of parasites; 1 — from
1 to 10 parasites; 2 — between 10 to 100 parasites, and 3 — greater than 100 parasites per field.

To evaluate the parasite load, tissue samples from the area of the lesions were sectioned
and used for smears by fixing on a slide (imprints). The slides were stained with Giemsa
(Sigma). The density of parasitic macrophages and parasitic load (amastigotes) were estimated
by recording images of 25 fields observed in optical microscopy under immersion oil (1000 X),
according to the methodology in Wyrepkowski et al. !9, and quantitatively analyzed by Image
J® software (NIH, Maryland, USA). The percentage ratio of parasites was obtained by the index

. - . 100
% parasites = X amastigotes S

Statistical Analysis
The GraphPad Prism software version 6.0 (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA)
was used for statistical analysis. The analysis of variance (ANOVA) and Tukey tests were used

and 95% confidence intervals were considered significant.
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RESULTS

Microemulsions were formed spontaneously by magnetic stirring of the components,
without the need for heating. In relation to the macroscopic aspect, MPLA and MFDCM were
monophasic, and translucent (i.e., with light yellow and dark brown coloration, respectively).
The pH value found in the MPLA microemulsion was equal to 5.2 and, when the DCM fraction
of L. ferrea was incorporated, the pH decreased to 4.7. The refractive index values of the
microemulsions MPLA and MFDCM were 1.421 and 1.419, respectively (Table 1).

The MPLA formulation presented a mean droplet size of 2.7 nm, and 99.8% of the
measured droplets were in the range of 1 to 5 nm, which generated a polydispersity index (PDI)
of 0.4. Despite the incorporation of the DCM fraction, the MFDCM presented a mean droplet
size of 2.3 nm, with 97.3% of the droplets in the range of 1 to 5 nm (Table 1). However, there
was an increase to 0.9 in the PDI, which can be explained by the presence of droplets with 1100

to 1300 nm, but these correspond to less than 3% of the formulation.

Table 1 — Analysis of dispersed droplets of the placebo microemulsion (MPLA) and those incorporated with the
dichloromethane fraction of Libidibia ferrea (MFDCM).

Parameter MPLA MFDCM

Macroscopic aspect

CLY CDB
pH 5.2 4.7
Refraction index 1.421 1.419
Droplet size (nm) 27 23
Polydispersity index (PDI) 0.4 0.9

CLY = Clear, light yellow; CDB = Clear, dark brown.

To evaluate the therapeutic effect of topical microemulsions on the lesions of hamsters
(M. auratus) infected with Le. amazonensis, clinical evolution was analysed during the
experiment, evaluated the parasite load and performed histopathology of the tissue at the end
of 30 days of treatment. Twenty days after the inoculation period, the animals presented a
characteristic clinical aspect with histiocytic lesions (leishmaniotic histiocytoma), which is

common in ACL (Figure 1).
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Comparing the volume of the MFDCM formulation with the LGIM and LGIL groups,
it was observed that there were no statistically significant differences. On the 10" day of
treatment, the MFDCM group showed statistical significance in relation to the LMPLA group
(placebo microemulsion), with p<0.05 and, from the 11" day, the MFDCM showed statistical
difference against the LST (negative control group) with p<0.001. As for the comparison
between groups LMPLA and LST, there were no statistical significances, which demonstrates

that the placebo formulation does not interfere with therapy (Figure 2).

MFDCM

MPLA

LGIM

LGIL

LST

SLST

Figure 14. Macroscopic clinical aspect of skin lesions in Mesocricetus auratus infected with Leishmania
amazonensis from the initial period to the end of treatment. MFDCM - Topical treatment with microemulsion
incorporated with the DCM fraction from Libidibia ferrea. MPLA - Topical treatment with placebo
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microemulsion. LGIM — Intramuscular treatment with Glucantime®. LGIL — Intralesional treatment with

Glucantime®. LST — Negative control, absence of treatment. SLST — animals without infection.

The negative control group (LST) presented an exacerbated clinical aspect with a mean
increase of 383% in the total volume of lesions compared to the first day until the end of
treatment (Figure 2). The MFDCM group had their development of the lesion controlled during
the experimental period (only a 25% increase after 30 days of treatment) and presented uniform
and discrete nodular lesions (Figure 1). The MPLA group evolved clinically with ulcerated
lesions of a volume from 1170 to 2100 mm?3, similar to the LST group with the presence of

ulcers, which ranged from 350 to 800 mm?.
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Figure 15. Clinical evolution of the volume of the lesions in Mesocricetus auratus infected on the snout with
Leishmania amazonensis, during localized treatment. MFDCM - Topical treatment with microemulsion
incorporated with the DCM fraction from Libidibia ferrea. MPLA — Topical treatment with placebo microemulsion.
LGIM — Intramuscular treatment with Glucantime®. LGIL — Intralesional treatment with Glucantime®. LST —

Negative control, absence of treatment. SLST — animals without infection.

The dermal inflammatory profile and cell populations were estimated by histological
analysis of skin tissue sections of stained with hematoxylin and eosin (H&E). The animals from
the MFDCM group showed moderate inflammatory infiltrate (+ +) deep in the dermis and
histiocyte in the hypodermis (Figure 3A). The MPLA group also showed moderate
inflammatory infiltrate (+ +), but a large number of histiocytes in the hypodermis (Figure 3B).
The group treated intralesionally with Glucantime® (LGIL), despite presenting the best result
in clinical evolution, in the histological aspect it presented an intense inflammatory infiltrate (+
+ +), a presence of polymorphonuclear cells and histiocyte (Figure 3C).
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The intramuscular injection of Glucantime® (IGIM) showed mild inflammatory
infiltrate (+) in the superficial layer of the dermis and a presence of histiocytes, and moderate
inflammatory infiltrate (+ +) in the hypodermis (Figure 3D). The negative control group (LST)
showed intense inflammatory infiltrate (+ + +), with 75% infiltration of the area, a presence of
polymorphonuclear cells and histiocytes (Figure 3E). On the other hand, the control group
without infection (SLST) showed no signs of inflammatory infiltrate and maintained a

preserved histoarchitecture of the skin (Figure 3F).

Figure 3. Photomicrography of the skin of the snout of hamsters (Mesocricetus auratus) infected with Leishmania
amazonensis showing inflammatory infiltrate in the tissue by acute and chronic nonspecific inflammatory cells
(H&E 100x). A) animal treated with microemulsion with an active fraction of Libidibia ferrea (MFDCM) 50
mg.day ! with topical application; B) animal treated with microemulsion placebo (MPLA) with topical application;
C) animal treated with Glucantime® 20 mg (Sb*°).Kg.day? intralesional application (LGIL); D) animal treated
with Glucantime® 20 mg (Sh*5).Kg.day* intramuscular application (LGIM); E) treatment-free negative control
(LST); F) infection-free control (SLST).
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Parasitic viability was verified semi-quantitatively by isolation in NNN culture medium.
The highest scores of viable flagellated parasites were observed for the LMPLA and LST
groups (score = 3), after the 7-day incubation period. The MFDCM, LGIM and LGIL groups

showed a score <2, proving the reduction of viable parasites (Figure 4).

Score of viable flagellated parasites
N
1
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A
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Figure 4. Score of viable parasites visualized in NNN culture medium (Novy-McNeal-Nicolle) seven days after
sowing fragments of the lesions of hamsters (Mesocricetus auratus) infected with Leishmania amazonensis from
the experimental groups. Score as follows: 0 = absence; 1 = 1 to 10 parasites/field; 2 = 10 to 100 parasites/field
and 3 = >100 parasites/field.

The evaluation of the parasite load was confirmed by the analysis of the fields containing
biological material from the imprint smears on slides, which are parameters determined by the
presence of the intracellular parasite and its relative abundance in regards to the different
samples. The MFDCM group did not present statistical significance when compared with the
LGIM and LGIL groups (Figure 5). When compared with the LST group, the MFDCM group
has a high level of statistical significance, with p<0.001. From these results, it is possible to
observe the reduction of parasitic load.
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Figure 5. Indices of the relative abundance of amastigotes and the percentage of infected macrophages (parasitic
load) visualized and quantified by optical microscopy (1000x) in the imprint smears of tissues on slides from the

lesions of hamsters (Mesocricetus auratus) infected with Leishmania amazonensis.
DISCUSSION

The therapeutic arsenal for treating tegumentary leishmaniasis is limited due to its
invasive route of administration, in addition to numerous undesirable effects, and thus suggests
a need for therapeutic alternatives, such as the use of natural products aligned with new
pharmaceutical formulations 719, Microemulsified systems are an interesting possibility for
increasing the stability of formulations and controlling cutaneous release, which would
therefore make the treatment of this disease more efficient and less painful ?¥. According to
the results of the present study, a topical microemulsion with a DCM fraction obtained from L.
ferrea showed a promising therapeutic effect.

The MFDCM and MPLA microemulsions were stable throughout the characterization
study, according to the characteristics of the microemulsified formulations ?). The evaluation
of the hydrogen potential (pH) is an important parameter that indicates the chemical stability of
the formulation. Normally, a low pH value is proportional to the large amount of fatty acids in
the systems @Y. The pH value found in the microemulsion with the DCM fraction of L. ferrea
was less than 5.0. This factor is possibly due to the presence of certain phenolic groups already
identified in this plant “%. The pH values are very close to the skin compatibility range, which
is 5.0 to 5.5 42, This compatibility was confirmed during the entire period of application of the

formulations in the experimental animals, since no signs of skin irritability were observed.
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The refractive index values of the two microemulsions indicated that the system can be
classified as isotropic, i.e., it does not present birefringence. The inability to divert the incident
light plane proves the transparency of the microemulsions %),

The polydispersity index (PDI) is used as a basis for the average size of the sample
heterogeneity. The PDI value of this MPLA was 0.4, which is a common value in monodisperse
samples; PDI values of < 0.5 and > 0.7 are common in a distribution of particles of different
sizes @4, As for the size of the droplets measured, it can be observed that the droplet sizes are
compatible with microemulsified systems, since mean values are less than 100 nm ©9),

As for the zeta potential values, the larger the module, the greater the repulsion between
the droplets, which, when they collide less, decrease the coalescence and increase the stability
of the system ©8). Although the MPLA and MFDCM formulations presented low zeta potential
values, 7.9 mV and -8.8 mV, respectively, this finding is not relevant, since a microemulsion,
by definition, is a thermodynamically stable system ©7),

The clinical evolution of the morphological progression of lesions is an important
parameter and lesions were monitored daily in this study, since, in cutaneous leishmaniasis, the
evolution of histiocyte lesions can be observed in hamsters infected with Leishmania sp. in
order to ascertain whether they remain nodular or become ulcerated lesions ©®. Furthermore,
some animals can present lesions with abscesses, which indicates activation of the
inflammatory process 2.

The MFCDM formulation showed a very positive result, since there was no statistical
difference when compared with the groups treated with Glucantime®. In addition, this
microemulsion was administered topically and the treatments with the standard drug were
systemic, which can trigger systemic adverse reactions “9.

The LGIM and LGIL groups showed discrete nodular lesions with a significant
reduction, where the former showed a reduction of approximately 20%. In contrast, the group
with intralesional administration of Glucantime®, despite being the most invasive route of
administration, showed a 77% reduction in lesions.

According to the study by Comandolli-Wyrepkowski et al. 9, which was performed
with hamsters infected with Le. amazonensis and submitted to topical treatment with a hydrogel
containing the methanolic extract of Libidibia ferrea, the animals demonstrated control of the
development of lesions, similar to our results with the MFDCM group.

The presence of polymorphonuclear cells, as observed in the LGIL group, may be
related to an inflammatory response in order to try to eliminate Leishmania parasites “V). On

the other hand, the intense inflammatory infiltrate plus the presence of polymorphonuclear cells
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and histiocytes shown in the negative control group (LST) is a result similar to those found in
the literature, since, in the histological perspective of skin biopsies of cutaneous leishmaniasis,
patients tend to present dense chronic inflammatory infiltrate with or without parasite
amastigotes “2),

Although the MFDCM, LGIM and LGIL groups showed a reduction in parasite load,
none of the groups presented parasitological cure. Although, it should be taken into account
that this is the best model of experimentation, nevertheless it is also more susceptible to a
variety of intracellular pathogens “®.

The study with the MFDCM microemulsion proved to be very promising, suggesting
even a future topical association to reduce the systemic dose of medications, such as
Glucantime®, which is recommended by the Brazilian Ministry of Health. Synergistic
treatments are an alternative in the therapy of diseases such as Leishmaniasis, for example, Soto
et al. “¥ studied a combination therapy using pentamidine isethionate and miltefosine
administered to patients with cutaneous leishmaniasis, and obtained positive results. Therefore,
the use of the MFDCM formulation could potentiate antimony therapy and permit a reduction
in the dose of the first-choice drug, thus minimizing the period of treatment and adverse

reactions in patients affected by cutaneous leishmaniasis.

CONCLUSION

After 30 days of topical treatment, the animals treated with MFDCM microemulsion
showed control in the evolution of lesions, a moderate inflammatory profile and a reduced
parasite load when compared to animals in the negative control group (LST) or those that
received only a placebo (MPLA). When compared to animals treated with Glucantime®, either
by intramuscular route (LGIM) or intralesional route (LGIL), there was no difference in
therapeutic efficiency between them. Therefore, considering the combination therapies for
diseases affected by pathogens, it is suggested that, in future studies, the synergistic action of
the MFDCM formulation and meglumine antimoniate be evaluated, in order to optimize the
therapeutic scheme and reduce doses, thus minimizing the number of adverse reactions during

systemic treatment applied to patients with cutaneous leishmaniasis.
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RESUMO

A busca pelo uso das plantas medicinais esta inerente a grande diversidade de
metabdlicos secundarios com finalidade terapéutica para varias doencas. Uma
espécie vegetal com inUmeras substancias candidatas ao desenvolvimento de um
fitoterapico, € Libidibia ferrea, popularmente conhecida como juca, nativa no Brasil,
com distribuicdo majoritaria nas regides Norte e Nordeste. Os extratos de diferentes
partes dessa planta jA mostraram varias atividades biolégicas, como, antitumoral,
antimicrobiana, anti-inflamatéria, cicatrizante e até mesmo antileishmania. Em
trabalhos anteriores foi possivel observar que aplicacdo da fracdo diclorometano
(FDCM) da L. ferrea possui efeito promissor no tratamento da leishmaniose cutanea.
Contudo, € de suma importancia a exploracado das substancias bioativas e avaliar o
efeito das mesmas de forma isoladas, para uma aplicacdo farmacoldgica. Sendo
assim, o objetivo do estudo € isolar as substancias majoritarias da FDCM e avaliar a
sua atividade antileishmania e citotéxica com macréfagos de linhagem e peritoneais,
possibilitando eleger um futuro fitofarmaco. A fracdo DCM foi obtida a partir do extrato
metandlico da L. ferrea e submetida ao isolamento por meio da Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia. A elucidacao estrutural foi a partir dos espectros unidimensionais e
bidimensionais de RMN. Em seguida, submetidas aos ensaios biolégicos contra as
formas promastigotas e amastigotas de Leishmania amazonensis e perfil citotoxico
com macroéfagos de linhagem J774 e peritoneais, pelo método colorimétrico Alamar
Blue®. Foram possiveis isolar trés compostos, LFD-1, LFD-2 e LFD-3, sendo o
composto LFD-1 e LFD-2 caracterizados como metil-galato e de um derivado do &cido
fenilpropanoico. ApGs testadas em ensaio in vitro com L. amazonensis, foi constatado
gue a amostra LFD-3 mostrou-se mais ativa que as demais, com ICso igual a 17,4
pug.mLt no periodo de 72 horas. E quanto a atividade citotéxica, nenhuma das
amostras mostram perfil citotoxico. Diante desses resultados, foi possivel identificar
as substancias majoritarias da fracdo DCM de L. ferrea e ambas as amostras
mostraram atividade antileishmania, e vale ressaltar que uma das substancias é
inétida, sem relatos na literatura. Contudo, se faz necessario a continuagéo do estudo

com a elucidagcao quimica do composto LFD-3.

Palavras-chave: bioprospeccdo; produtos naturais; leishmaniose cutanea;

tratamento alternativo.
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INTRODUCAO

As leishmanioses sdo um complexo de doencas infecciosas que apresentam
diferentes manifestacdes clinico-epidemiologicas e ampla distribuicdo mundial
(MOTA; MIRANDA, 2011). E uma doenca causada por protozoarios flagelados do
género Leishmania sp, transmitida aos humanos através da picada da fémea do
flebotominio, também conhecido como mosquito palha (CAMARGOS, 2013). Tal
enfermidade é considerada pela Organizacdo Mundial de Saude uma doenca
negligenciada e questao de saude publica (ROCHA, 2012).

Com relacéo a farmacoterapia preconizada pelo Ministério da Saude para essa
enfermidade, problemas graves relacionados ao efeito téxico do tratamento
convencional podem comprometer seriamente Orgaos vitais. Portadores de
cardiopatias sao contraindicados a fazer o uso do antimonial pentavalente
(Glucantime®), pacientes com insuficiéncia renal correm risco ao se tratar com
anfotericina B, e ainda o Isetionato de pentamidina (Pentacarinat®) é contraindicada
no caso de gestacao e insuficiéncia hepatica (BRASIL, 2017).

Além desse esquema de tratamento por definicdo de ordem de terapia, existe
também a relacdo por espécies de Leishmania circulantes. Em casos de pacientes
infectados por Leishmania braziliensis e outras espécies, exceto L. guyanensis,
recomenda-se o Glucantime® como terapia de primeira escolha, ja aqueles pacientes
oriundos de areas onde ha predominio de Leishmania guyanensis, a pentamidina é
indicada como primeira escolha, enquanto que a anfotericina B torna-se segunda
escolha no tratamento (BRASIL, 2017).

Em virtude das mais variadas reacdes adversas e devido ao longo tempo de
tratamento, surge a necessidade da busca por novas alternativas terapéuticas mais
baratas e que propiciem um melhor cenario da situacao clinica e epidemioldgica. Uma
dessas alternativas € o uso de plantas medicinais que apresentam propriedades
terapéuticas e que sao utilizadas pelo homem desde os primérdios da humanidade
para os mais diversos fins alimenticios e medicinais (HARDY et al., 2012).

Uma espécie vegetal que apresenta uma gama de atividades farmacologicas é
a Libidibia ferrea, popularmente conhecida como “Juca” ou “pau-ferro”, em estudos
anteriores demonstram um grande interesse terapéutico pelo fato desta espécie
apresentar consideravel potencial biolégico (FERREIRA; SOARES, 2015). J4 séo

conhecidas as atividades antioxidante e gastroprotetora (ROCHA et al.,, 2016),
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potencial neuroprotetor (CHAGAS-NETO, 2018), uso no tratamento de feridas,
contusdes, antidiarréicos, anticatarrais e agente cicatrizante (COSTA et al., 2016),
agente hipoglicemiante (VASCONCELOS et al., 2011) e anti-inflamatério (FALCAO et
al., 2019).

Os trabalhos de Cortez (2004) e Falcéo (2010) foram pioneiros na avaliagao da
inibicdo do crescimento de Leishmania (Leishmania) amazonensis e Leishmania
(Viannia) guyanensis frente aos extratos obtidos de Libidibia ferrea. Assim como, o
trabalho de Comandolli-Wyrepkowski (2015), que realizou testes bioldgicos in vitro
com as fracbes Hexanica, Diclorometanica (DCM), Acetato de etila e n-butandlica,
onde a fragdo DCM apresentou um melhor resultado antileishmania contra as formas
das espécies supracitadas de Leishmania e em seguida o desenvolvimento de uma
formulacédo para a aplicacdo em animais de experimentacao.

Os resultados do capitulo anterior corroboraram com a atividade antileishmania
ao testar a fracdo diclorometano de L. ferrea através de ensaio bioldgico in vivo. Onde
0s animais tratados com a formulacao topica com essa fracdo, mostraram controle na
evolucdo das lesdes e reducdo da carga parasitaria, inclusive sem diferenca
estatistica ao comparar com os animais tratados com o medicamento padrao.

Sendo assim, faz-se necessario a continuidade dessa pesquisa com o
isolamento elucidacdo das substancias majoritarias da fracdo DCM obtida do extrato
metandlico de Libidibia ferrea e avaliacao da atividade antileishmania e citotoxicidade,
para indicar a possibilidade de um possivel candidato terapéutico alternativo para a
leishmaniose cutédnea, menos agressivo, com maior acessibilidade para todos os

niveis socioecondmicos e otimizando a adesao do tratamento.
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MATERIAL E METODOS

Material vegetal e Fracionamento

Os frutos de Libidibia ferrea foram coletados em Manaus, Amazonas, Brasil (3°
4’34 “S 60° 0'11” W). Em seguida, triados, removido as sementes e seco em um forno
de circulacdo forcada, com a temperatura de 40 °C. Apés a secagem foram
pulverizados e extraidas com os solventes hexano e metanol (COMANDOLLI-
WYREPKOWSKI et al., 2017).

A fracéo Diclorometano (DCM) do extrato metandlico de L. ferrea foi obtida por
meio de particdo liquido-liquido. Foram utilizados 20 g do extrato metandlico
solubilizado em 200 mL de H20:MeOH (9:1) e extraido trés vezes com cada um dos
solventes utilizados na particdo (hexano e diclorometano). A fracdo DCM foi

concentrada em rotaevaporador.

Isolamento e Elucidacao Estrutural

O isolamento das substancias foi realizado por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC) da Central Analitica da Universidade Federal do Amazonas. As
analises em HPLC semi-preparativo foram realizadas em cromatdografo modelo
UFLC® (Shimadzu) equipado com duas bombas LC-6AD, degaseificador DGU-20As,
detector de ultravioleta (UV) SPD-20AV (280 e 240 nm), modulo de combinacdo CBM-
20A e valvula de injecdo Rheodyne. Cerca de 40 mg da fracdo DCM diluida em 100
puL foram analisados em sistema HPLC. Foi utilizada durante a analise uma coluna
C18 (5 um, 250 x 10 mm) da Phenomenex. Como fases moveis foram utilizadas uma
solucdo aquosa acida (0,01% TFA) (A) e metanol (B), com gradiente de elui¢do de 20-
80% (B) em 25 minutos, seguido de 100% por mais 10 minutos, totalizando em 35
minutos (3,5 mL.min%).

Para a elucidagdo estrutural, as substancias quimicas foram analisadas por
espectros de RMN (Ressonancia Magnética Nuclear) unidimensionais (RMN de 'H e
13C) e bidimensionais (HSQC e HMBC), obtidos por meio do espectrometro da Bruker,
Fourier-300 (300 MHz — 'H e 75 MHz — 13C) da Central Analitica do Instituto Nacional

de Pesquisas da Amazoénia.
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Manutencé&o de Leishmania

Foi utilizada a espécie Leishmania (Leishmania) amazonensis
(MHO/BR/2009/IM5584), mantidas no Laboratério de Leishmaniose e Doenca de
Chagas, Coordenacdo de Sociedade, Ambiente e Saulde, INPA. As formas
promastigotas de L. amazonensis para utilizacdo no bioensaio in vitro foram mantidas
e cultivadas em meio RPMI 1640 (Himedia) completo, suplementado com 10% de soro

fetal bovino inativado (SFBi) em estufa a 25 C, de acordo com Jaffe et al. (1984).

Ensaio de promastigotas in vitro

A atividade antileishmania das substéancias obtidas da fragdo DCM de L. ferrea
foram avaliadas pela inibicdo do crescimento e mortalidade de L. amazonensis. Para
a realizacdo do bioensaio, as formas promastigotas na fase logaritmica tardia foram
centrifugadas, lavadas em salina estéril, diluidas e quantificadas em camara de
Neubauer, sendo ajustadas para obter a concentracdo parasitaria de 2x10°
células/mL, de acordo com Fumarola et al. (2004).

As amostras foram diluidas em dimetilsulféxido (DMSO, Vetec®; 3% v/v) e em
meio RPMI sem adicdo de SFBi e filtrados em membrane Millipore® 0,22 ym em
ambiente estéril. As substancias foram avaliadas nas concentracdes de 7,8 a 125
ug.mL?1. O controle negativo foi o DMSO (1% v/v) e os controles positivos foram
Glucantime® (Antimoniato de meglumina), nas concentracdes de 60 a 3,8 yg.mL'e
Pentacarinat® (Isotionato de pentamidina), nas concentracdes de 10 ug.mL* a 0,063
pg.mL2,

As atividades das amostras foram avaliadas por contagem de células viaveis
ap6s serem adicionadas em diferentes concentraces na presenca de 2x108
promastigotas/mL e apds incubacao nos periodos de 24, 48 e 72 h, em estufa a 25
°C. O bhioensaio foi realizado em triplicatas e a contagem dos parasitas foi realizada
em hemocitbmetro. A média do nimero de células vivas foi utilizada para analise da
regressao linear e determinacdo dos valores da ICso (concentragdo inibitoria para
50% dos parasitas). Este valor € um importante parametro de referéncia para

determinar as amostras mais promissoras, isto €, as que possuirem o menor ICso.
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Citotoxicidade em macréfagos de linhagem J774

As células J774 foram cedidas pelo Dr. Paulo Nogueira da FIOCRUZ - Instituto
Lednidas e Maria Deane. As células foram ajustadas para a concentracdo de 5x10°
células/mL em Camara de Neubauer. Posteriormente, as células nessa concentracdo
foram adicionadas na placa de 96 pogcos com RPMI +10% SFB a 37 °C com 5% CO2
sendo incubadas por 24 horas. ApOs a incubacao, as células foram tratadas em
triplicata com as substancias FDCM, LFD-1, LFD-2 e LFD-3 de 125 a 7,8 ug.mL* e,
como controle positivo Pentacarinat® (10 pg.mL?), Glucantime® (60 pug.mL?) e
controle negativo (DMSO 1%) e células mais meio suplementado, posteriormente
incubadas por 24, 48 e 72 horas. Decorrido esse tempo, foi adicionado 10 uL de
Resazurina (reacéo de oxido/reducédo) sendo levadas novamente para incubacgéo por
3h. Por fim, realizou-se a leitura em espectrofotdmetro. A citotoxicidade seguiu o
protocolo adaptada de Nakayama et al. (1997).

Citotoxicidade em macrofagos peritoneais murinos

Para a obtencdo dos macrofagos, foram utilizados camundongos BALB/C
jovens provenientes do Biotério Central do Instituto Nacional de Pesquisas da
Amazbnia — INPA, o projeto foi aprovado sob o numero 003/2020 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).

Macréfagos foram incubados na presenca da fracdo DCM de L. ferrea e
substéancias isoladas (LFD-1, LFD-2 e LFD-3) em diferentes concentracdes na placa
de 96 pocos em estufa a 37°C por 72 horas. Apés o periodo de incubacao, 0s po¢os
foram lavados com solucdo salina e em seguida adicionado 100 pL de meio
Schneider® + 20 pL do reagente Alamar Blue® (Resazurina) e apds quatro horas de
incubacédo, foram realizadas as leituras colorimétricas em espectrofotdmetro (Bio-
Tek®), utilizando o comprimento de onda de 590 nm (AHMED et al., 1994), com

modificagdes. O célculo de ICsofoi realizado por regresséo linear.
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Determinacdo da atividade antileishmania e da concentracdo inibitoria 50% (ICso)

em amastigotas interiorizados em macrofagos

Apés a obtencdo de macréfagos peritoneais murinos, essas células foram
adicionadas em placas estéreis de 24 pocos contendo laminulas de vidro em cada
poco. Em seguida, 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 completo por trés vezes, aquecido a 37°C,
para a remoc¢ao das promastigotas nao interiorizadas e células nao aderidas (ESLAMI;
TANNER, 1994; TEMPONE et al., 2004).

Os macréfagos infectados foram incubados na presenca das amostras FDCM,
LFD-1, LFD-2 e LFD-3 obtidas de L. ferrea. As mesmas foram adicionadas aos po¢os
em diferentes concentracdes. Apos 48 horas de incubacdo em estufa a 37°C com
atmosfera de 5% de COg, os pocos foram lavados com solucéo salina e adicionados
a este novo meio de cultura completo e incubados novamente por mais 24 horas nas
mesmas condi¢des. Apds esse periodo, as laminulas de vidro foram removidas, e as
células infectadas foram fixadas e coradas por Giemsa para contagem do numero de
macréfagos infectados e a quantidade de amastigotas por macréfagos (num total de
100 macréfagos). A avaliacdo destes parametros foi realizada através de observacéo

em microscopio 6ptico em 1000x de aumento.

Anélise Estatistica

A multiplicacdo das células parasitarias foi determinada pelas curvas
sigmoidais, utilizando-se o software GraphPadPrism 8.0, analisando-se os
respectivos intervalos de confianca 95% e coeficientes lineares. Para a andlise
estatistica foi utilizado o teste de variancia (ANOVA). O valor da ICso foi obtido por

analise da regressao linear.
RESULTADOS E DISCUSSAO
O tratamento disponivel para a lesihmaniose tegumentar nem sempre

apresenta um resultado satisfatério e tém se mostrado um desafio expressivo, ja que

esta aliado ao alto custo, via de administracdo parenteral e efeitos toxicos. Sendo
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assim, contribui para a baixa adesdo do paciente ao protocolo terapéutico. Sem
davida, a busca por novos compostos quimicos com acgdo antileishmania é um dos
desafios criticos na area de descoberta de medicamentos e € de interesse mundial
(BRASIL, 2017; WINK, 2012).

Uma das alternativas é a utilizacao das plantas medicinais em exercicio de uma
atividade terapéutica, pois no ambito histérico, inUmeras substancias foram isoladas
dessa fonte ou concedendo base para muitos produtos utilizados na rotina médica
(ALMASSY et al, 2005; CRAGG; GROTHAUS; NEWMAN, 2009; SEN;
CHATTERJEE, 2011). A Libidibia ferrea € uma planta com varias atividades biolégicas
comprovadas, inclusive indicagdo a atividade antileishmania, mostrada em estudos
preliminares com os extratos e fracdes da Libidibia ferrea frente aos protozoarios do
género Leishmania por meio dos ensaios in vitro e in vivo (COMANDOLLI-
WYREPKOWSKI et al., 2017).

Os resultados do capitulo anterior, corroboraram com os dados supracitados,
mostrando que a fragdo DCM de L. ferrea possui potencial terapéutico para o
tratamento da leishmaniose cutdnea. No presente estudo, apds a coleta, triagem e
moagem do material vegetal, foi obtido cerca de 4.723 g do epicarpo do juca sem
sementes pulverizado. Em seguida, submetido ao processo de maceracao, resultando
em 990 g do extrato metandlico (rendimento de 21 %). Cerca de 120 g desse extrato
foi utilizado para a parti¢cao liquido-liquido, para obtencédo de 510 mg (rendimento de
0,43 %) da fracao diclorometano (FDCM).

Foram utilizados 120 mg da FDCM para o isolamento dos compostos, por meio
da técnica Cromatogréfica liquida de alta eficiéncia no modo semi-preparativa,
obtendo as amostras LFD-1, LFD-2 e LFD-3. A partir da andlise do Cromatograma
obtido por HPLC/Semi-preparativa da amostra FDCM, observou-se 4 picos
cromatograficos majoritarios (Figura 1).

A LFD-1 foi identificada como um composto fendlico, Metil-galato (Figura 2) por
meio dos espectros unidimensionais (RMN de 'H e 3C) e bidimensionais (HSQC e
HMBC). O espectro de RMN 'H mostrou um Unico sinal integrado para dois
hidrogénios aromaticos em & 7,05 (2H, sl) e de metoxila em & 3,82 (s) (Figura 3). No
espectro de RMN 3C verificou-se os deslocamentos de carbonos aromaticos,

carbonilico além de metoxila (Tabela 1 e Figura 4).
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Figura 1. Cromatograma obtido por HPLC/Semi-preparativa para amostra Fracdo diclorometano
(FDCM) do extrato metanolico de Libidibia ferrea.

O mapa de contorno HSQC (Figura 5) mostra as correlacdes entre o hidrogénio
em O 7,05 com os carbonos em 6 108,68 (C-2 e C-6) e entre o hidrogénio 6 3,82 com
o carbono em & 51,0 (OMe). Conforme a tabela 1 e Figura 6, os dados de HMBC
mostraram as correlac¢des entre o sinal do hidrogénio & 7.05 com o deslocamento dos
carbonos em & 167,75 (C-7); 145,09 (C-5); 138,41 (C-4) e 108,68 (C-6) e entre o sinal
de hidrogénio & 3,82 com o deslocamento de carbono em & 167,75 (C-7).

Os dados de RMN de *H e 3C obtidos dessa amostra foram semelhantes ao
trabalho de Kamatham, Kumar e Gudipalli (2015), confirmando a presenca do Metil-
galato (3,4,5-trihidroxibenzoato de metila). Essa substancia é um éster do &cido galico,
um tanino comumente encontrado nos frutos da espécie vegetal Libidibia ferrea e
possui atividade antitumoral comprovada (NAKAMURA et al., 2002; SILVA et al.,
2013).

|
M0 3~ 14 OCHs

HO 2

OH

Figura 2. Estrutura quimica do Metil-galato (LFD-1).
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Tabela 1 — Dados de RMN de H, C e HMBC da Metil-galato (LFD-1).

Posicéo RMN 1H RMN 13C HMBC
1 119,99
167,75 (J-3); 145,09 (J-2);
2 7,05 sl 108,68
138,41 (J-3) e 108,68 (J-3)
145,09
4 138,41
145,09
167,75 (J-3); 145,09 (J-2);
6 7,05 sl 108,68
138,41 (J-3) e 108,68 (J-3)
7 167,75
OMe 3,82s 51,00 167,75 (J-3)

s - singleto; sl - singleto largo

A L. ferrea pertence a familia Fabaceae, uma das maiores familias vegetais que
€ responsavel pela producéo de metabdlitos secundarios em ambundancia, entre eles,
os compostos fendélicos ganham destaque (CUNHA et al., 2017). Esses compostos
fendlicos caracterizam-se por possuirem pelo menos um anel aromatico com
substituicbes de um ou mais grupos hidroxilo e a sua estrutura pode variar de
moléculas simples as moléculas de alto peso molecular (BALANGE; BENJAKUL,
2009; VAQUERO; ALBERTO; NADRA, 2007).

Essa classe fitoquimica apresenta diferentes atividades biolGgicas
confirmadas, como, antioxidante, antiproliferativa, antitumoral, antidiabética,
antibacteriana, antifingica e anti-inflamatéria, portanto, mostrando-se uma planta de
interesse para as Industiras de Medicamentos e Cosméticos (ALVAREZ-PEREZ ei al.,
2020; CHEN et al., 2020; RADUNZ et al., 2020; SARIKURKCU et al., 2020;
SELSELEH et al., 2020; TAGHOUTI et al., 2020). Entre os compostos fendlicos, a
producéo de taninos é muito comum, devido apresentarem propriedades primaria em
protegerem as plantas contra fungos e bactérias, além de herbivoros (SWAIN, 1979).
Esses tipos de compostos também podem apresentar atividade antileishmania (DIAS
et al., 2020).
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Quanto a amostra LFD-2 foi elucidada como um derivado do Acido
fenilpropanoico (Acido fenilpropanoico, B-hidroxi-2-metoxi, 4,5,6-trihidroxi-a (2’-
metoxi-4’,5’-dihidroxifenil), metiléster) também por meio dos espectros
unidimensionais e bidimensionais (Figura 7). O espectro de RMN 'H mostrou sinais
de hidrogénios aromaticos em & 6,84 (2H, d) e & 7,06 (1H, s), metoxilas em & 3,70;
3,65 e 3,64 além dos hidrogénios metinicos em & 5,31 (d) e 5,34 (dl) (Figura 8). No
espectro de RMN 3C verificou-se os deslocamentos de carbonos aromaticos,
carbonilico, metoxilas e oximetinico além de um metinico mais protegido (& 34,25)
(Tabela 2 e Figura 9).

No mapa de contorno HSQC (Figura 10) pode ser observado as correlacdes
entre o hidrogénio & 7,06 com o carbono em & 107,42 (C-3), & 6,84 com os carbonos
em 6 128,99 (C-3’ e C-6), 6 5,34 com o carbono em & 34,25 (C-8), & 5,31 com o
carbono em 6 78,62 (C-7), entre o hidrogénio & 3,70 com & 52,20; & 3,65 e 3,64 com
os carbonos & 51,76 e 51,37 respectivamente. O experimento HMBC mostrou as
correlagdes entre o sinal do hidrogénio & 5,31 com o carbono carbonilico do éster &
169,84 (C-9), carbonos aromaticos & 165,72 (C-2) e 114,78 (C-1) e metinico & 34,25
(C-8). O hidrogénio metinico em & 5,34 correlacionou com 0s carbonos aromaticos em
0 166,43 (C-2°); 142,80 (C-6); 141,45 (C-5); 128,99 (C-3' e C-6’); 116,22 (C-1') e
114,78 (C-1) além das correlacdes com o carbono carbindlico em & 78,62 (C-7) e
carbonilico em 169,84 (C-9). As demais correlacdes estdo presentes na tabela 2 e

Figura 11.

Figura 7. Estrutura quimica do Acido fenilpropanoico, B-hidroxi-2-metoxi, 4,5,6-trihidroxi-a (2’-metoxi-
4’ 5'-dihidroxifenil), metiléster (LFD-2).



Tabela 2 — Dados de RMN de H, C e HMBC do Acido fenilpropanoico, B-hidroxi-2-metoxi, 4,5,6-

trihidroxi-a (2'-metoxi-4’,5’-dihidroxifenil), metiléster (LFD-2).

PosiGao RMN H RMN 13C HMBC
1 114,78
2 165,72
165,72 (J-2); 145,51 (3-3); 139,20
3 7,06 s 107,42
(J-2) e 114,78 (3-2)
4 139,20
145,51
6 142,80
169,84 (J-3); 165,72 (J-3); 114,78
7 531d (1,56 Hz) 78,62
(J-2) e 34,25 (J-2)
169,84 (J-2); 166,43 (J-3); 142,80
(J-4); 141,45 (3-4); 128,90 (J-3);
8 5,34 d 34,25
116,22 (J-2); 114,78 (J-3) e 78,62
(J-2)
9 169,84
7 116,22
2 166,43
3 6,84d (0,72 Hz) 128,99 166,43 (J-2) e 141,45 (3-3)
& 165,53
5 141,45
166,43 (J-3); 141,45 (J3-2) e 34,25
6 6,84d (0,72 Hz) 128,99
(J-3)
OMe-C2 3,64 s 51,37 165,72 (3-3)
OMe-C9 3,70 s 52,20 169,84 (J-3)
OMe-C2’ 3,655 51,76 166,43 (J-3)

s — singleto; d — dubleto; dl — dubleto largo
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Figura 8. Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de *H (300 MHz, CDs0D) do Acido fenilpropanoico, B-hidroxi-2-metoxi, 4,5,6-trihidroxi-a
(2’-metoxi-4’,5’-dihidroxifenil), metiléster (LFD-2).
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Figura 9. Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de 3C (75 MHz, CDsOD) do Acido fenilpropanoico, B-hidroxi-2-metoxi, 4,5,6-
trihidroxi-a (2’-metoxi-4’,5’-dihidroxifenil), metiléster (LFD-2).
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Figura 10. Mapa de correlagdes de HSQC editado do Acido fenilpropanoico, B-hidroxi-2-metoxi, 4,5,6-trihidroxi-a (2’-metoxi-4’,5-dihidroxifenil),
metiléster (LFD-2).
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Figura 11. Mapa de correlacdes de HMBC do Acido fenilpropanoico, B-hidroxi-2-metoxi, 4,5,6-trihidroxi-a (2’-metoxi-4’,5-dihidroxifenil), metiléster
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Até o momento ndo foi possivel identificar a terceira amostra majoritaria, LFD-
3. ApoOs o estudo quimico, as amostras FDCM, LFD-1, LFD-2 e LFD-3 foram
submetidas ao ensaio in vitro para avaliar a atividade contra as formas de
promastigotas de Leishmania (Leishmania) amazonensis. A amostra LFD-3 mostrou
melhor atividade antileishmania nas concentragbées 125 e 62,5 yg.mL™, reduzindo o
namero de L. amazonensis no periodo de 24 as 72 horas, resultado este, melhor que
um dos resultados positivos, Glucantime® (7,5 pg.mL?'). A FDCM (fracédo
Diclorometano de Libidibia ferrea) também mostrou atividade antileishmania nas
concentragbes 125 e 62,5 ug.mL%, resultado similar ao Glucantime® no periodo de 72
horas. As amostras LFD-1 e LFD-2 promoveram atividade moderada no periodo de
24 as 72 horas ao comparar com o controle negativo. No entanto, o outro controle
positivo, Pentacarinat® mostrou-se mais ativo que todas as amostras testadas em todo
periodo de teste (Figura 12).

Os valores de ICso encontrados para as amostras obtidas do extrato metandlico
de L. ferrea variaram de 17,4 a 71,5 uyg.mL* no periodo de 72 horas (Tabela 3).
Segundo Osorio et al. (2007), as concentracfes ativas em ensaios bioldgicos in vitro,
podem ser classificadas como: concentragdes altamente ativas (ICso <10 pg.mL1),
ativas (ICso entre 10-50 yg.mL™1), moderadamente ativas (ICso entre 50-100 yg.mL1) e
ndo ativas (ICso>100 yg.mL™?). Esses dados corroboram com a andlise dos resultados
das amostras testadas no presente estudo, onde a FDCM e LFD-3 avaliadas contra
L. amazonensis, foram consideradas ativas, com ICso igual a 30,4 e 17,4 uyg.mL no
periodo de 72 horas, respectivamente. Ja as LFD-1 e LFD-2 mostraram-se
moderadamente ativas, com ICso igual a 71,5 e 60,7 pg.mL* no mesmo periodo que
as outras.

Comandolli-Wyrepkowski (2015), avaliou a atividade antileishmania de vérias
fracbes obtidas do extrato de Libidibia ferrea, a fragdo DCM apresentou melhor
atividade, com ICso igual a 12,8 ug.mL™! contra L. amazonensis. Esse resultado pode
ser comparado com a FDCM testada no ensaio com a ICso maior que esse valor, mas
mesmo assim, considerada ativa. Contudo, a LFD-3 mostrou-se mais ativa. Logo, se
faz necessario confirmar se a amostra estéa isolada, pois pode estar ocorrendo agéo
sinérgica, comumente observada ao aplicar extratos ou fracdes vegetais em ensaios
bioldgicos. O trabalho de Dias et al. (2020), mostraram que o Metil-galato apresenta
atividade frente ao parasita L. amazonensis, contribuindo assim com o resultado

desempenhado pela amostra LFD-1 (Metil-galato).
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Figura 12. Atividade antileishmania das amostras de Libidibia ferrea frente a promastigotas Leishmania (Leishmania) amazonensis (MHO/BR/2009/IM5584). A — FDCM
(Fragédo Diclorometano); B — LFD-1; C — LFD-2; D — LFD-3. Os parasitas (108 células/mL) foram cultivados em diferentes concentragfes a 25°C e avaliados de 24 as 72
horas. Antimoniato de meglumina (Glucantime® 7,5 ug.mL) e Isetionato de pentamidina (Pentacarinat® 0,6 ug.mL-1) foram usados como controle positivo. O controle
negativo foram os parasitas expostos ao DMSO (dimetilsulféxido) a 1%.
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Tabela 3 — Atividade antileishmania para as formas promastigotas de Leishmania amazonensis e

valores calculados de ICso por regressao linear das amostras obtidas de Libidibia ferrea.

IC 50 (ug mL1)

Amostras 24h 48h 72h
FDCM 55,9+>10,0 76,6 £>10,0 30,4 +8,6
LFD-1 34,7+4.4 82,2+>10,0 71,5+ 3,8
LFD-2 43,2+8,1 93,6 +>10,0 60,7+>10,0
LFD-3 35+>10,0 22,4+6,8 17,4+ 2,8

Glucantime® 249+29 55+2,6 25+0,2
Pentacariant® <0,63 <0,63 <0,63

No teste de citotoxicidade celular com os macréfagos de linhagem J774, ndo
foi observado em nenhuma das concentracdes (125 a 7,8 yg.mL') das amostras
FDCM, LFD-1, LFD-2 e LFD-3 perfil com concentracgéao citotdxica 50% (CCso), ou seja,
mostrou alta viabilidade celular, aspecto bastante positivo devido muitos produtos
vegetais apresentarem toxicidade, inclusive espécies da prépria familia Fabaceae
(CAMPOS et al., 2016). O resultado do Metil-galato assemelhou-se a outro trabalho,
gue também avaliou essa substancia frente as células de linhagem J774 e néo
produziu atividade citotoxica, somente quando aumentada a concentracdo dessa
molécula para mais de 200 yM (DIAS et al., 2020). Ao avaliar o desempenho do
Pentacarinat®, apesar de ter mostrado a maior atividade antileishmania contra as
formas promastigotas de L. amazonensis, este medicamento possui um perfil
citotdxico muito expressivo, apresentando uma CCso com 2,53 ug.mL* em 48h e <1,2
pug.mLt em 72h (Figura 13).

O segundo estudo de citotoxicidade foi realizado com macréfagos de cultivo
primario no periodo de 72h, como confirmacéo, ja que o primeiro foi utilizado
macrofagos de linhagem tumoral. Conforme os resultados obtidos, todas as amostras
também mostraram viabilidade celular maior que 90 %, resultado este, melhor que os
controles positivos, Glucantime® e Pentacarinat®, com 76 e 31% respectivamente. A
maior concentracdo (125 ug.mL?) da LFD-2, mostrou-se uma excessdo, com 69 % da
viabilidade celular. Mas, mesmo assim, mostrou diferenca estatistica ao comparar
com Pentacarinat®, valor de p < 0.0001. Portanto, esse derivado do Acido

fenilpropanoico indicou que precisaria uma concentracdo igual a 353 ug.mL* para
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alcancar a CCsp, as demais precisariam uma concentracdo maior que 500 uyg.mL?
(Tabela 4).

A avaliacdo da concentracéo citotoxica é de suma importancia para a busca de
substancias terapéuticas contra os protozoarios. O indice de seletividade (IS), auxilia
na distin¢cao do efeito entre o ensaio com 0s macrofagos e o parasita, j4 que consiste
na razéo entre a Concentragéo Citotoxica 50% (CCso) para os macrofagos e I1Cso para
Leishmania (NAKAMURA et al., 2006). Os resultados de IS apresentados na Tabela
4 mostram que a LFD-2 é 5,8 vezes menos toxica para as células de cultivo primario
do que para a L. amazonensis. E as amostras FDCM, LFD-1 e LFD-3 sdo mais de 15

vezes menos toxicas as células do que o parasita.

Tabela 4 — Atividade citotoxica em macréfagos murinos e o indice de seletividade (IS) calculado para
as amostras de Libidibia ferrea quando avaliados contra as formas promastigotas de Leishmania

amazonensis.

CCso (ug.mL™Y) IS
Amostras  Macrofagos Murinos Leishmania amazonensis
FDCM > 200 > 15
LFD-1 > 500 >15
LFD-2 353 5,8
LFD-3 > 500 >15

As amostras também foram avaliadas contra as formas intracelulares em
macrofagos infectados paradeterminar a atividade antileishmania. As substancias
testadas mostraram baixa atividade contra as amastigotas de L. amazonensis. A LFD-
1 nas duas maiores concentracées (125 e 62,5 pg.mL?') apresentaram o maior
potencial de inibicdo, com aproximadamente 31% frente as células infectadas,
inclusive na maior concentracdo, melhor que o Pentacarinat® e Glucantime®, que
reduziram 26% e 7% da carga parasitaria. A FDCM mostrou o segundo melhor
resultado, onde as duas maiores concentra¢des contribuiram com a reducéo de 21%
dos parasitas. Ja as LFD-2 e LFD-3 nas duas primeiras concentracdes, apresentaram
um resultado melhor que o Glucantime®, com a reducéo de 8 a 14% dos parasitas,

com diferenca estatistica de p < 0.0001 (Figura 15).
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Figura 13. Atividade citotéxica das amostras testadas em macréfagos de linhagem J774 incubados a 37°C por até 72 horas, avaliados pela viabilidade celular.
A — FDCM (Fracao Diclorometano); B — LFD-1; C — LFD-2; D — LFD-3. Antimoniato de meglumina (Glucantime® 60 ug.mL1) e Isetionato de pentamidina

(Pentacarinat® 10 pg.mL1) foram usados como controle positivo. O controle negativo expostas ao DMSO (dimetilsulféxido) a 1%.
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Figura 14. Atividade citotoxica da fracdo DCM e substancias isoladas em macréfagos de cultivo priméario (murino) incubados a 37 °C por 72 horas, avaliados pela
viabilidade celular colorimétrica Alamar Blue®. A — Macréfagos frente a FDCM (125 a 7,81 pg.mL1); B — Macré6fagos frente a LFD-1 (125 a 7,81 ug.mL?1); C —
Macrofagos frente a LFD-2 (125 a 7,81 pg.mL1) e D — Macréfagos frente a LFD-3 (125 a 7,81 ug.mL1).
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Figura 15. Atividade das amostras frente a formas amastigotas (Leishmania amazonensis) interiorizadas em macrofagos de cultivo primério (murino). A —
Diferentes concentragfes da FDCM (125 a 15,62 pg.mL?); B — Diferentes concentragdes da LFD-1 (125 a 15,62 pg.mL1); C — Diferentes concentracfes da
LFD-2 (125 a 15,62 pug.mL1) e D — Diferentes concentracdes da LFD-3 (125 a 15,62 pug.mL-1). Incubacao por 48 horas a 25 °C.
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Figura 16. Efeito da atividade das amostras obtidas de Libidibia ferrea contra amastigotas de
Leishmania amazonensis em macréfagos de cultivo primario (murinos). Macrofago infectado exposto
a FDCM nas concentragfes: A—-125pug.mL%; B -62,5ug.mL?; C-31,25 ug.mL?; D -15,62 pg.mL-
1 Macrofago infectado exposto a LFD-1 nas concentragfes: E — 125 pg.mL%; F - 62,5 ug.mL?; G
— 31,25 pg.mL%; H — 15,62 ug.mL1; Macréfago infectado exposto a LFD-2 nas concentracdes: | —
125 pg.mL1; J - 62,5 pg.mL; K = 31,25 pg.mL%; L — 15,62 pug.mL1; Macréfago infectado exposto a
LFD-3 nas concentrac8es: : M — 125 pg.mL%; N - 62,5 ug.mL1; O — 31,25 ug.mL%; P — 15,62 pg.mL-
1. Macréfago infectado exposto a Pentacarinat® e Glucantime®: Q — 10 pg.mL'e R - 60 pg.mL?; S

— Macrofagos infectados (Controle) e T — Macréfagos ndo infectados.
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As estruturas morfolégicas dos macrofagos infectados apds a exposigcdo com
as amostras foram avaliadas por microscopia 6ptica. As FDCM e LFD-1 preservaram
a morfologia da maioria das células nas quatro concentracdes testadas. Com as duas
maiores concentracdes da LFD-2, mantiveram a estrutura celular e apresentaram
vacuolos com raras amastigotas. J4 a LFD-3, as células tiveram suas estruturas
parcialmente comprometidas. E quanto ao uso dos controles positivos, Pentacarinat®
e Glucantime®, mostraram ruptura da membrana celular, alteracdo no citoplasma,
desintegracdo do nucleo e debris celular em abundancia (Figura 16). Esses achados,
sdo caracteristicos de processo apoptotico, provavelmente inerente a alta
concentracdo parasitaria e agao citotoxica (PAROLIN; REASON, 2001).

Logo, por meio deste capitulo, foi possivel corroborar com os resultados obtidos
no primeiro capitulo, onde a Fracdo DCM de L. ferrea, apresenta atividade contra o
protozoario e que pode estar agindo por meio de a¢do sinérgica. Sugere-se assim, a
continuacdo do estudo, com a elucidagédo quimica da terceira substancia majoritaria
presente na Fracdo DCM, a LFD-3. Além da avaliacdo dessas amostras contra outras
espécies do parasita Leishmania para contribuir com um futuro tratamento a partir de

produtos naturais para a complementacao da terapia da leishmaniose cutanea.

CONCLUSAO

Diante dos achados desse estudo, pode-se concluir que os resultados foram
promissores. No ensaio contra as formas promastigotas de L. amazonensis, as
amostras LFD-3 e FDCM foram as mais ativas. Quanto ao perfil citotoxico, nédo foi
observado por nenhuma substancia testada, nem pelos macréfagos de linhagem J774
ou de cultivo primario, e mostraram altos valores do indice de seletividade,
caracterizando como substancias mais toxicas aos parasitas do que as células
testadas. E por meio do ensaio contra as formas amastigotas da mesma espécie, 0
metil-galato (LFD-1) desempenhou um resultado melhor do que os controles positivos,
Pentacarinat® e Glucantime®. Em seguida, a FDCM mostrou o segundo melhor
resultado ao reduzir a carga parasitaria. Dessa forma, a continuacao desse estudo
poderia contribuir mais ainda com a area de desenvolvimento dos fitoterapicos como
alternativa ou complementacao terapéutica para a leishmaniose tegumentar, como

para qualquer outra doenga negligenciada.
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7. DISCUSSAO GERAL

Os recursos farmacoterapéuticos disponiveis atualmente para as doencas
tropicais negligenciadas sdo muito limitados e insuficientes. Sabe-se que a
Leishmaniose tegumentar incluida no grupo das DTNs, ainda possui diversos
aspectos que necessitam ser melhor investigados, dentre estes o seu protocolo
terapéutico, até por que muitas das drogas recomendadas pelo pelo Ministério da
Saude h& mais de meio século, apresentam tratamento prolongado, invasivo e com
inumeras reacdes adversas (BRASIL, 2017; FERREIRA; MAROCHI; CARVALHO,
2012). Logo, estes fatores vém estimulando a pesquisa de novos medicamentos para
essa doenca, principalmente partindo de instituicbes publicas de pesquisas
(POKHREL et al., 2011).

Os produtos naturais constituem-se em uma das fontes usuais para a busca de
novas substancias com acdo farmacologica. A avaliacdo dessas substancias de
origem natural € conduzida por ensaios biolégicos, possibilitando o aparecimento de
candidatos a fitoterapicos ou fitofarmacos (DIAS et al., 2013; IOSET, 2008). A prépria
OMS reconhece que essa alternativa pode partir do conhecimento tradicional para o
desenvolvimento de novos medicamentos de origem natural (WHO, 2010). Seguindo
essa proposta, o0s resultados desse trabalho mostraram-se promissores ao
contribuirem com a terapia dos pacientes acometidos com a leishmaniose cutanea,
apresentando uma formulacgéo topica inovadora, eficiente e mais segura.

A formulacao farmacéutica desenvolvida no primeiro capitulo foi caracterizada
como microemulsdo, uma vez que apresentou aspecto translido, com tamanho de
goticulas menor que 100 nm, pH e indice de polidispersao adequados. Também vale
levar em consideracdo que esta manteve-se estavel em todo o periodo do
experimento. A escolha por esse tipo de formulacdo esta relacionada ao fato de
aumentar a permeacao dos farmacos através da pele e aumentar a eficiéncia da via
transdérmica, uma via de administracdo mais segura (NASTITI et al., 2017).

Apesar desse tipo de formulagéo ja estar sendo aplicada para o tratamento da
LC com outros farmacos, como fluconazol ou anfotericina B, ainda ndo existem relatos
descritos na literatura sobre a veiculacdo de extratos de plantas em microemulséo
para a terapia dessa doenca (OLIVEIRA et al., 2015; SOUSA et al., 2017). Isso
demonstra o pioneirismo e ineditismo desse trabalho ao formular uma fracdo do

extrato obtido a partir de uma planta medicinal em um sistema microemulsionado, para
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promover maior estabilidade e liberacdo prolongada das substancias no local de
administragao.

Apbs a aplicacdo dessa microemulsdo com a fragdo DCM de L. ferrea pela via
topica, observou-se o controle da progressdo do volume das lesées dos hamsters
infectados com o protozoario L. amazonensis, além de mostrar infiltrado inflamatério
moderado avaliado pela hitopatologia e reducdo da carga parasitaria. O grupo de
animais tratados com MFDCM, ndo mostraram diferenca estatistica quando
comparados com os tratados com o Glucantime® pela via parenteral (LGIL e LGIM).
Essa constatacdo € vantajosa em relacdo ao tratamento convencional, uma vez que
a microemulsao nao tem administracdo invasiva e dolorosa ao paciente.

No segundo capitulo, os resultados subsidiaram a confirmacao da atividade
antileishmania partindo da FDCM e de suas substancias isoladas por meio de ensaios
in vitro com o parasita L. amazonensis nas formas promastigotas e amastigotas, além
da auséncia de perfil citotoxico em macrofagos de linhagem J774 e de cultivo primario.
Dentre os compostos fendlicos isolados, somente dois deles tiveram suas estruturas
guimicas identificadas: o metil-galato (LFD-1) e um derivado do acido fenilpropanoico
(LFD-2). A LFD-2 caracteriza-se como sendo um resultado inédito, por ndo apresentar
informacdes na literatura. J& o metil-galato é derivado do &cido gélico, que inclusive
ja foi testado e teve sua atividade contra o parasita L. amazonenses comprovada,
corroborando assim, com o resultado encontrado nesse capitulo (DIAS et al. 2020).

Desse modo, a microemulsdo topica contendo a fracdo DCM de L. ferrea,
estudada nesse projeto, poderia contribuir com a otimizacdo do protocolo terapéutico
para os pacientes com LC. Sugerindo-se até mesmo uma terapia associada com o
medicamento recomendado pelo Ministério da Saude, onde a microemulsédo entra
como terapia complementar, como é discutido no ultimo Manual de Vigilancia da
Leishmaniose tegumentar (BRASIL, 2017). Com essa terapia combinada, poderia ser
reduzido as doses do antimoniato de meglumina, com o intuito de diminuir os efeitos
indesejados apresentados durante o tratamento. Logo, a reducdo das doses desse
medicamento ja estd sendo recomendada ha mais de 20 anos, porque existem
achados clinicos que demonstram que, quando a quantidade desse farmaco é
diminuida, os pacientes alcangam a cura clinica e com relatos de menores efeitos
colaterais (OLIVEIRA-NETO et al.,1996; OLIVEIRA-NETO; MATTOS, 2006).

A via parenteral do antimonial pentavalente indicada é de injecdes pela via

endovenosa (EV), intramuscular (IM) ou em alguns casos, a intradérmica (ID), no
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entanto, a IM é a mais comumente utilizada, principalmente em &reas de dificil acesso,
em municipios onde o atendimento e acompanhamento do paciente € mais escasso,
ou locais onde o medicamento € entregue ao proprio paciente devido ao deslocamento
até o posto; a via IM € mais dolorosa e em casos de pacientes desnutridos, com pouca
massa muscular e naqueles com trombocitopenia, deve-se dar preferéncia a via EV
(BRASIL, 2017).

A indicacao de uso de uma formulacgéo tépica de um produto de origem vegetal,
como uso alternativo associado ao antimonial ird possibilitar menor sofrimento e
efeitos adversos ao paciente, uma maior seguranca, e rapidez no tratamento. Ensaios
clinicos devem ser realizados com o intuito de avaliar a possibilidade de seu uso sem
associacao, associado a outras drogas ou quanto a sua aplicacdo em casos de contra-
indicacdo do tratamento pelo Glucantime®, como as gestantes, uma vez que essas
drogas atravessam a barreira transplacentaria e podem impregnar o tecido nervoso
do feto, levando a sindromes severas de retardamento mental; e pacientes com
restricGes de uso como os de idade acima de 50 anos, portadores de cardiopatias,

nefropatias, hapatopatias e doencas de Chagas (BRASIL, 2017).
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8. CONCLUSAO GERAL

Os resultados deste trabalho puderam contribuir com a &rea de
desenvolvimento de medicamentos alternativos ou complementares para a

leishmaniose cutanea, permitindo a conclusdo dos seguintes aspectos:

e A microemulsdo desenvolvida com a fracdo diclorometano obtida do extrato
metandlico de Libidibia ferrea (MFDCM) apresentou as propriedades fisico-quimicas
caracteristicas dos sistemas microemulsionados e manteve-se estavel durante todo o
periodo experimental;

¢ Os animais tratados com a MFDCM pela via tdpica, mostraram eficiéncia de forma
similar aos grupos de animais tratados com o Glucantime® pelas vias parenterais (IL
e IM), com controle da evolucao das lesfes, presenca de perfil inflamatério moderado
e reducdo da carga parasitaria;

e Foram isoladas as trés substancias majoritarias da fracdo DCM, as LFD-1, LFD-2 e
LFD-3. Contudo, so6 foi possivel identificar até 0 momento, as estruturas quimicas da
LFD-1 (metil-galato) e LFD-2 (derivado do acido fenilpropanoico);

¢ As LFD-3 e FDCM mostraram os melhores resultados quanto a inibicdo dos parasitas
Leishmania amazonensis nas formas promastigotas;

e As LFD-1 e FDCM foram as mais ativas para a reducdo de L. amazonensis nas
formas amastigotas, onde a LFD-1 mostrou-se mais eficiente quando comparada com
0S grupos controles positivos, Pentacarinat® e Glucantime®;

¢ Nenhumas das amostras testadas demostraram perfil citotbxico em macrofagos de
linhagem J774 ou de murinos peritoneais. De fato, apresentaram 6timos valores do
indice de seletividade, classificando-as como mais toxicas ao parasita do que as
células avaliadas.

e A MFDCM apresentou-se como sendo um recurso terapéutico promissor ao

tratamento da Leishmaniose cutanea, devendo continuar a ser investigada.
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9. PERSPECTIVAS

Os resultados do projeto mostraram que a aplicagdo da microemulsdo com a
fracdo DCM de Libidibia ferrea possui potencial para ser incluida na terapia da
Leishmaniose cutdnea e que substancias isoladas dessa fracdo também podem
desempenhar atividade antileishmania, sugerindo o prosseguimento do estudo com

as seguintes etapas:

e Identificacdo da estrutura quimica da terceira substancia majoritaria (LFD-3)
presente na fracdo DCM de Lerrea ferrea,;

e Otimizacdo da formulacdo farmacéutica, por meio do desenvolvimento de um
hidrogel a base de microemulsdo com a fracdo DCM de L. ferrea;

¢ Estudo do perfil da permeacéo cutanea das formulacdes farmacéuticas;

¢ Avaliacao dos efeitos toxicologicos das formulacBes farmacéuticas em animais de
experimentacao;

¢ Avaliacdo da terapia combinada da melhor formulacdo farmacéutica contendo a
frachio DCM, associada a administracdo do antimoniato de meglumina, para

estabelecer um melhor protocolo terapéutico para a Leishmaniose cutanea.
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