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RESUMO

As leishmanioses sdo doengas infecciosas, transmitidas por vetores e causadas por parasitos do
género Leishmania, e contam com a participagdo de diversos hospedeiros suscetiveis a
infec¢dao, como o homem, além de algumas espécies de animais silvestres e domésticos, como
o cdo. No ambito das doengas negligenciaveis, a leishmaniose tegumentar (LT) apresenta
carater emergente e re-emergente no territorio nacional e no mundo. As caracteristicas clinicas
dessa doencga incluem uma ampla gama de manifestagdes com diferentes graus de gravidade
que dependem da espécie e viruléncia do parasito, além do estado imunologico do individuo
infectado. Atualmente os farmacos empregados no tratamento apresentam limitagdes como a
toxicidade elevada, via de administracdo endovenosa e clevado custo do tratamento. Além
disso, devido a resisténcia dos parasitos ao principal fairmaco disponivel (Glucantime),
associada a problemas de diagndstico € monitoramento em areas endémicas, colocam em risco
os programas de controle da doenca no Brasil. Assim, diversos estudos buscam novas
estratégiasterapéuticas, a fim de melhorar a eficdcia do tratamento das leishmanioses. Dessa
forma, o presente estudo utilizou uma formulagao topica, contendo 8-hidroquinolina (8-HQN),
para o tratamento de camundongos Balb/c infectados com L. amazonensis para o tratamento da
LT. Para avaliar a eficacia in vivo do tratamento, avaliou-se a média do diametro da lesdo, bem
como a carga parasitaria da lesdo, bago, figado, medula éssea e linfonodos, além de parametros
imunologicos associados ao tratamento. Foram utilizados como controle os grupos tratados
com salina (controle), pomada veiculo (CV), e os grupos tratados com os farmacos de
referéncia Glucantime e Anfotericina-B. Os resultados mostraram que os animais tratados com
8-HQN 5%, quando comparados aos controles, apresentaram redugdona média do didmetro
da lesdo e também da carga parasitaria na pele, bago figado, linfonodosdrenantes e medula
ossea. Os animais tratados com a pomada apresentaram um perfil de resposta imunologica
celular do tipo 1 associada a producdo de citocinas como INF-y e TNF- a nas andlises realizadas
por citometria de fluxo, além do tratamento nao apresentar toxicidade aos camundongos. Sendo
assim, a formulagdo topica contendo 8-HQN 5% ¢ um candidato promissor no tratamento

topico da LT e poderia ser considerada futuramente uma alternativa para o tratamento da LT.

Palavras-chave: Leishmaniose tegumentar; 8-hidroxiquinolina; tratamento topico



ABSTRACT

Leishmaniasis are infectious diseases transmitted by vectors and caused by parasites of the genus
Leishmania, and have the participation of several hosts susceptible to infection, such as man, in
addition to some species of wild and domestic animals, such as the dog. In the context of neglected
diseases, cutaneous leishmaniasis (TL) presents an emerging and re-emerging character in the
national territory and in the world. The clinical features of this disease include a wide range of
manifestations with different degrees of severity that depend on the species and virulence of the
parasite, in addition to the immunological status of the infected individual. Currently, the drugs
used in the treatment have limitations such as high toxicity, intravenous administration route and
high treatment cost. In addition, due to the resistance of the parasites to the main drug available
(Glucantime), associated with problems of diagnosis and monitoring in endemic areas, puts the
disease control programs in Brazil at risk. Thus, several studies seek new therapeutic strategies in
order to improve the effectiveness of the treatment of leishmaniasis. Thus, the present study used
a topical formulation, containing 8-hydroquinoline (8-HQN), for the treatment of Balb/c mice
infected with L. amazonensis for the treatment of TL. To assess the in vivo efficacy of the treatment,
the mean diameter of the lesion was evaluated, as well as the parasitic load of the lesion, spleen,
liver, bone marrow and lymph nodes, in addition to immunological parameters associated with the
reatment. The groups treated with saline (control), vehicle ointment (CV) and the groups treated
with the reference drugs Glucantime and Amphotericin-B were used as controls. The results
showed that the animals treated with 8-HQN 5%, when compared to the controls, showed a
reduction in the mean diameter of the lesion and also in the parasite load in the skin, spleen, liver,
draining lymph nodes and bone marrow. The animals treated with the ointment showed a type 1
cellular immune response profile associated with the production of cytokines such as INF-y and
TNF-a in the analyzes performed by flow cytometry, in addition to the treatment not showing
toxicity to mice. Therefore, the topical formulation containing 8-HQN 5% is a promising candidate
in the topical treatment of TL and could be considered in the future as an alternative for the

treatment of TL.

Keywords: Leishmaniasis; 8-hydroxyquinoline; topical treatment
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Quadro 1:

LISTA DE QUADRO

Creme nao i6nico, adaptado (ANVISA/BRASIL, 2012)
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1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

As leishmanioses sdo doengas infecciosas transmitidas por vetores causados por
parasitos protozoarios obrigatorios da ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae e do
género Leishmania (ROSS, R., 1903) e contam com a participagdo de diversos hospedeiros
suscetiveis a infeccdo, como o homem, além de algumas espécies de animais silvestres e
domésticos, como o cao (AKHOUNDI, M. et al 2016; ALEMAYEHU& ALEMAYEHU,
2017).

Estas doencas tém distribui¢ao mundial, podendo ser encontradas em cerca de 98 paises,
sendo endémica em grandes areas dos tropicos, subtropicos e bacia do Mediterraneo, onde mais
de 1 bilhdo de pessoas vivem em areas endémicas sob o risco de infecgdo. Estima- se que
ocorram anualmente 30.000 novos casos de Leishmaniose Visceral (LV) e 1 milhdo de
Leishmaniose Tegumentar (LT) (TORRES-GUERRERO, E. et al., 2017, WHO a, 2021). A
leishmaniose ¢ considerada uma das principais doencas tropicais negligenciadas (DTN) em
termos de mortalidade e morbidade, constituindo um problema de satide publica (ALVAR, J.
et al. 2012; PIGOTT, D. M. et al , 2014; BRASIL, 2017).

Os parasitos possuem um ciclo de vida heteroxeno, onde as formas promastigotas se
desenvolvem no tubo digestivo do hospedeiro invertebrado; e formas amastigotas, que sao
encontradas em células do sistema fagocitario mononuclear (SFM) dos hospedeiros
vertebrados (SACKS & SHER, 2002; ZAMBRANO-VILLA, S., et al. 2002; TORRES-
GUERRERO, E. ef al. 2017). Ja as caracteristicas clinicas dessa doenca incluem uma ampla
gama de manifestagdes com diferentes graus de gravidade que dependem da espécie e
viruléncia do parasito, além do estado imunoldgico do individuo infectado (GOTO &
LINDOSO, 2010; TORRES-GUERRERO, E. et al., 2017).

A leishmaniose divide-se em LV e LT, onde na apresentacao clinica da LT, a doenga
pode se manifestar sobre duas formas clinicas: Leishmaniose Cutianea (LC) e Leishmaniose
Mucosa (LM) (BRASIL, 2017; WHO b, 2021). A LC pode ser subdividida da seguinte forma:
cutanea localizada (LCL), mais prevalente, cutanea disseminada (LD), recidiva cttis (LR) e
cutanea difusa (LCD). A LCD no Brasil ¢ causada pela espécie Leishmania (Leishmania)
amazonensis e constitui uma forma com manifestagdo rara, porém, grave da doencga; além de
apresentar forte resisténcia ao tratamento (REITHINGER, R., et al., 2007; GOTO &
LINDOSO, 2010).

O tratamento dessa doenca ¢ realizado com antimoniais pentavalente, que foram os

primeiros medicamentos clinicamente eficazes empregado contra as leishmanioses e ainda sdo



15

considerados os medicamentos de primeira escolha no Brasil (TUON, F. F. et al., 2008).
Estudos tém demonstrado que os parasitos causadores das leishmanioses tém apresentado
resisténcia aos antimonais pentavalentes, além disso, a cardio, nefro e hepatotoxicidade dos
antimoniais representam uma das limitagdes do seu uso ¢ a via de administragao endovenosa
ou intramuscular, também, diminui a continuidade do tratamento pelos pacientes (PAVLI &
MALTEZOU, 2010; OLIVEIRA, L.F. et al., 2011).

Farmacos de segunda escolha incluem a Anfotericina B (Anf-B), que apresenta
toxicidade, e a Anfotericina B lipossomal (Anf-L), uma formulagdo menos toxica, entretanto
de clevado custo (BALASEGARAM, M. et al., 2012; CUNHA, M. A. et al., 2015). Outro
farmaco considerado de segunda escolha para o tratamento de leishmanioses ¢ a Pentamidina,
porém esta apresenta alta toxicidade e efeitos adversos que incluem diabetes mellitus,
hipoglicemia e nefrotoxicidade (SINGH, N. et al., 2012). Paromomicina ¢ considerado um
farmaco alternativo, todavia sua formulacdo parenteral causa graves efeitos adversos
(JHINGRAN, A. et al., 2009; MATOS, A.P.S. et al , 2020). E por fim, a miltefosina, que no
Brasil ainda ndo foi liberada para tratamento da LT pelo Sistema Unico de Satde (SUS), mas
que pode causar sintomas gastrointestinais, nefrotoxicidade e potencial efeito teratogénico
(DORLO, T. P. C. et al., 2012; MONGE-MAILLO & LOPEZ-VELEZ, 2015).

Assim, diversos estudos tém sido realizados com a finalidade de identificar novas
moléculas com potencial agdo leishmanicida, como estratégia para melhorar a eficicia do
tratamento das leishmanioses (SIQUEIRA-NETO, J. L. et al, 2010; DUARTE, M. C. et al.
2016 a; DUARTE, M. C. et al. 2016 b; LAGE, L. M. et al., 2016).

A substancia 8-hidroxiquinolina (8-HQN) e seus derivados t€ém chamado a atencdo
tanto na quimica medicinal, quanto nas ciéncias da satide por suas caracteristicas fisica e pelas
propriedades quimicas apresentadas. O interesse por esse composto e seus derivadostém
aumentando consideravelmente nas duas ultimas décadas (OLIVERI & VECCHIO,2016). 8-
HQN e muitos dos seus derivados, possuem uma ampla gama de aplicagdes farmacoldgicas
avaliados em diferentes estudos como agentes quimioterapéuticos (COLLERY, P. et al., 2000),
atividade antimicrobiana (LENTZ, D. L. ef al. 1999; SHEN, A. Y. et al. 1999a) e associado
ao tratamento de doengas neurodegenerativas como doenca de Alzheimer e doenca de
Parkinson (PRACHAYASITTIKUL, V. et al., 2013). A 8-HQN também foi avaliada como
agente anti-HIV, antifingico (SAADEH, H. A. et al., 2020). Lage et al. (2016), avaliou essa
substancia in vivo em uma composi¢do micelar na tentativa de reduzir a toxicidade, e os
resultados demonstraram que o sistema micelar 8-HQN foi eficaz na reducao da infecgdo e

controle da doenga nos animais, além de nao apresentar toxicidade.
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Logo, na tentativa também de eliminar os efeitos adversos pela formulagdo parenteral,
o tratamento tépico da LT tem sido recomendado devido a sua potencializagdo da acdo local
do farmaco, baixo custo, facilidade de administracao ¢ a nao necessidade de infraestrutura
complexa do sistema de saude para a realizacao do tratamento (MODABBER, F. et al. 2007,
TRINCONI, C. T. et al. 2017; MEHEUS, F. et al. 2010). Um protocolo de tratamento da LT
que utilizasse a via topica como alternativa, poderia aumentar a adesdo ao tratamento. Dessa
forma, o objetivo desse trabalho foi avaliar a eficacia do farmaco 8-HQN, em uma nova
formulacao tépica, para o tratamento da LT empregando modelos murino de infecg¢do pelo

parasito L. amazonensis, visando aumentar a eficcia e seguranca do tratamento da doenga.
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2. REVISAO DA LITERATURA

A LT ¢ uma doenga ndo contagiosa, de evolucao cronica, que acomete as estruturas da
pele e/ou cartilaginosas da nasofaringe, de forma localizada ou difusa, causada por véarias
espécies de protozoarios digenéticos, que se multiplica obrigatoriamente dentro de células do
SFM (MOKNI, M., 2019). A OMS considera as leishmanioses como uma das seis mais
importantes doencas infecciosas pelo seu alto coeficiente de detecgdo, pelo risco de ocorréncia
de deformidades que pode produzir no ser humano, e também pelo envolvimento psicolédgico,

com reflexos no campo social e econdomico (ALVAR, J. et al. 2012; BRASIL, 2017).

2.1 Aspectos Historicos da Leishmaniose Tegumentar

A LT parece ser uma doencga antiga, que afligia humanos, como sugerido em antigas
pecas de ceramica originarias do Peru e Equador (huacos), datadas de 400 a 900 anos d.C.
(BASANO & CAMARGQO, 2004; LAINSON, R. 2010). Essas pecas geralmente retratavam
rostos humanos com deformagdes graves bastante similares as causadas pela LM, conhecida
como espundia. Ja as lesdes cutaneas eram chamadas de uta pelos indios peruanos (LAINSON,
R. 2010).

A primeira referéncia de LT no Brasil encontra-se no documento da Pastoral Religiosa
Politico-Geografica de 1827, citado no livro de Tello intitulado “Antiguidad de la Syfilis en
el Pertl", onde ele relata a viagem de Frei Dom Hipoélito Sanches de Fayas y Quiros de
Tabatinga (AM) até o Peru, percorrendo as regides do vale amazdénico (BASANO &
CAMARGO, 2004).

Em 1909, os parasitos dessa doenca foram descritos no Novo Mundo pela primeira vez
de forma independente em lesdes de pele de pacientes com "ilceras de Baurt' do Estado de Sao
Paulo, Brasil. Dois anos depois, encontraram o parasito, que € idéntico a L. tropica, em lesoes
mucocutanea de pacientes com espundia. Em 1911, Gaspar Vianna investigou formas
amastigotas em lesdes cutaneas de um paciente e concluiu que sua morfologia diferia das
formas amastigotas de L. tropica e nomeou as novas espécies por lapsus calami Leishmania
brazilienses, que foi corrigida para Leishmania braziliensis pelo colega de Vianna, Alfredo
Augusto da Matta, em 1916 (LAINSON, R. 2010; STEVERDING, D. 2017).

No Brasil, até a década de setenta, todos os casos de LT eram atribuidos a L.
braziliensis. Com o aprimoramento das técnicas de andlise e a intensificacdo dos estudos

ecoldgicos e epidemioldgicos, outras espécies foram descritas, sendo registradas no Brasil
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sete espécies dermotropicas. Seis do subgénero Viannia (V.) e uma do subgénero Leishmania

(BASANO & CAMARGO, 2004; BRASIL, 2017).

2.2 Epidemiologia

A leishmaniose pode ser separada em dois grupos de doengas: a leishmaniose do Velho
Mundo, onde a maioria dos casos sdo causados por L. aethiopica, L. infantum, L. major ¢ L.
tropica; ¢ do Novo Mundo, causadas principalmente por L. amazonensis, L. braziliensis, L.
infantum, L. mexicana, L. naiffi e L. panamensis (ASHFORD, R.W., 2000; FERNANDEZ-
FIGUEROA, A. et al., 2020). Essa divisao refere-se a regido geografica em que a infec¢do ¢
adquirida. A leishmaniose do “Velho Mundo” refere-se a doenga causada por espécies
encontradas na bacia do Mediterrineo, no Oriente Médio e na Africa. J4 a leishmaniose “Novo
Mundo” diz respeito a infeccdo pelas espécies encontradas no México, América Central e do
Sul (DAVID & CRAFT, 2009).

A LT constitui um problema de satide publica em 85 paises, distribuidos em quatro
continentes (Américas, Europa, Africa e Asia), assim, devido a sua magnitude essa doenca
merece mais atengdo pelo risco de ocorréncia de deformidades que podem vir a causar no ser
humano. (BRASIL, 2017). Nas Américas, no ano de 2019, 17 paises endémicos reportaram um
total de 41.617 casos de LT, sendo que desse total 77% foram reportados pelo Brasil (15.484),
Colombia (5.907), Peru (5.349), Nicaragua (3.321) e Bolivia (2.052). Dentre esses,o Brasil ¢
responsavel por 48,2% do numero de casos, assim temos para o Brasil, 14.659 casos de forma
clinica cutanea (94,7%) e 825 mucosa (5,3%), conforme Figura 1 (SisLeish- OPAS/OMS,
2020). Jaa LV, ¢ endémica em 13 paises das Américas e em 2019, do total de casos (2.603),
97% foram notificados no Brasil, e os demais casos na Argentina, Bolivia, Colombia,

Guatemala, Honduras, México, Paraguai, Venezuela e Uruguai.
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Figura 1:Proporcéo de casos de leishmaniose cutdnea e mucosa de acordo com a forma clinica e pais. Regido das Américas, 2019.
Fonte: SisLeish-OPAS/OMS, nov., 2020.

A LT é uma doencga com distribui¢do mundial (Figura 2), com cerca de 95% dos casos
cutdneos ocorrendo nas Américas, na Bacia do Mediterraneo, no Oriente Médio e na Asia
Central. Estima-se que ocorra, aproximadamente, 1 milhdo de novos casos em todo o mundo.
Ja em 2019, os paises com maiores niumeros de casos reportados de LT foram: Afeganistao,
Argélia, Brasil, Colombia, Ird (Republica Islamica), Iraque, Libia, Paquistdo, RepublicaArabe

Siria e Tunisia (TORRES-GUERRERO, E. et al., 2017; WHO b, 2021).

Status of endemicity of cutaneous leishmaniasis worldwide, 2019
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Figura 2: Status de endemicidade da leishmaniose tegumentar no mundo, 2019. Fonte: WHO/NTD, 2021.
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Desde 2015, onde se registou o maior numero de casos (67.949), verifica-se uma
tendéncia decrescente, atingindo em 2019 o menor ntimero de casos (41.617), porém o Brasil
continua um pais muito intenso no nivel de transmissao da doeng¢a com 14,4 incidéncia/100.000
habitantes, de acordo com Indice do triénio (2017-2019), conforme pode-se observar na figura
2 acima, onde o Brasil ¢ classificagdo como vermelho (muito intenso) atingiu mais de 5.000

casos (SisLeish-OPAS/OMS, 2020).

No Brasil, a LT tem a sua distribui¢do em todo o territdrio nacional, onde pode se
apresentar com trés perfis epidemiologicos da doenga como ambientes silvestres, ocupacional
em que se associa a exploracdo de florestas ou rural. (BASANO & CAMARGO, 2004;
BRASIL, 2017).

A epidemiologia da LC na regido das Américas ¢ complexa, com varia¢ao nos ciclos de
transmissao, hospedeiros de reservatorio, vetores de flebotomineos, manifestagcdes clinicase
resposta a terapia, além de multiplas espécies de Leishmania em circulagdo na mesma area

geografica (PIGOTT, D. M. et al, 2014).

2.3 Ciclo Biologico do Parasito Leishmania spp.

Os vetores das leishmanioses sdo comumente conhecidos como flebotomineos, sendo que
no Brasil, as principais espécies envolvidas na transmissao da LT sdo: Lutzomyia flaviscutellata,
L. whitmani, L. umbratilis, L. intermedia, L. wellcomei e L. migonei (MAROLI, M. et al, 2013).
Estes apresentam varios nomes populares, dependendo da localizagdo geografica, a saber:
mosquito palha, asa branca, tatuquira, birigui, cangalha,ligeirinho, arrupiado (BASANO &
CAMARGO, 2004).

Normalmente, os flebotomineos fémeas se alimentam a noite e apresentam o ciclo de
vida heteroxeno (Figura 3), assim, o vetor infectado, durante o repasto sanguineo inserem seus
aparelhos bucais na pele e os agitam para produzir uma pequena ferida na qual o sangue flui dos
capilares superficiais (BATES, P. A, 2007; MENEZES, J. P. et al., 2016). Os hospedeiros
vertebrados sdo infectados quando formas promastigotas metaciclicas sdo depositadas na derme
em uma mistura de secrecdes salivares (KILLICK-KENDRICK, R., 1999; SOARES & TURCO,
2003; MICHALICK, M. S. M., 2005; KAYE & SCOTT, 2011; STRAZZULLA, A. et al, 2013).


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Maroli%2BM&cauthor_id=22924419
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Figura 3: Ciclo biologico da Leishmania spp. Fonte: Adaptado de Centers for Disease Control and Prevention (CDC, a), 2017.

Em seguida, formas promastigota metaciclicas sdo fagocitadas por macréfagos (Mg) e
inicia o processo de sucessivas multiplicagdes. Posteriormente, os Mgs se rompem e as
amastigotas liberadas infectam outros Mgs, por mecanismo semelhante, € o ciclo comeca
novamente. (MICHALICK, M. S. M., 2005; ANVERSA, L. et al , 2017). Amastigota (Figura

4A) ¢ uma das principais formas morfologica do parasito encontrado no interior das células
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fagocitarias do hospedeiro vertebrado e as promastigotas (Figura 4B), sdo encontradas no

trato digestivo do hospedeiro invertebrado (SUNTER & GULL, 2017; PACE, D., 2018).

Figura 4: Formas morfologicas de Leishmania spp. A - Formas amastigotas de Leishmania spp. B - Formas promastigota de
Leishmania spp. de cultura. Fonte: Centers for Disease Control and Prevention (CDC, b), 2017.

2.4 Aspectos Imunolégicos das Leishmanioses

A maioria dos estudos de mecanismos de resposta imune foi realizada em modelos
murinos, sendo caracterizados dois padrdes de resposta gerados por subpopulacdes de LT com
perfil Tul (resisténcia) e subpopulacdo de LT com Tu2 (susceptibilidade), os quais sao
similares em humanos (GENARO & REIS, 2005; REIS, L. de C. et al., 2006).

Existem muitas complexidades na imunidade contra as leishmanioses, pois, varios
paradoxos permanecem sobre o papel das respostas imunes na imunoprotecdo e
imunopatologia da LC (MASPI, N. ef al., 2016). A subpopulacdo de LT Tul e a produgao de
citocinas pro-inflamatérias (TNF-a, IFN-y, IL-2, IL-12) tem papel essencial para a
imunoprotecdo, porém sua producdo excessiva pode levar concomitantemente a
imunopatologia grave na doenca. Ao contrario, o desenvolvimento da subpopulagdo de LT Tn2
estd associado a persisténcia do parasito no local da infec¢ao, mas a produgao de citocinas anti-
inflamatérias (IL-4, IL-10, IL-13 e TGF-B) em niveis mais baixos também poderia mitigar as
reacOes inflamatorias e acelerar o processo de cicatrizagao de feridas (SACKS & NOBEN-
TRAUTH, 2002; GAUSE et al. 2013; MASPI, N. et al., 2016).

Assim, conforme a Figura 5, suscetibilidade ou controle da doenga vai depender dos
tipos de citocinas que serdo secretados no local da infec¢@o. Considerando que a subpopulacao

de LT Tyl leva a



23

Destruicao do parasito e um perfil de subpopulagdo LT Tu2 leva a sobrevivéncia doparasito

e progressao da doenga.
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Figura 5: Resposta das células CD4+ TH1 x TH2 a infecg@o por Leishmania spp. (fonte: RUIZ & BECKER. CD8 cytotoxic T cells
in cutaneous leishmaniasis. Parasite Immunology, 2007.

O IFN-y ¢ secretado principalmente por linfocitos T citotoxicos TH1 CD4+ e CD8+.
Ele estimula a produgdo de o6xido nitrico (NO) em Mgs ativados e inibe o crescimento
intracelular do parasito (SCHOENBORN & WILSON, 2007). J4 a IL-12 atua como uma
citocina essencial para a diferenciacdo de células Tyl na leishmaniose e inibe a apoptose de
células T (MA & TRINCHIERI, 2001). Outra citocina ¢ a TNF-q, produzido principalmente
por Mgs, que desempenham um papel importante na eliminag¢do de Leishmania por meio do
aumento da atividade dos Mgs e da sintese de NO (MASPI, N. et al., 2016).

Por outro lado, a IL-10, conhecida por ser uma citocina imunorreguladora potente, ¢
produzida por diferentes células de imunidade inata (células dendriticas (DCs), Maes,
mastocitos, células NK, eosinofilos e neutrofilos) e células de imunidade adaptativa (células
CD4" Tul, Tu2 e Tul7 subconjuntos, células Treg, células T CD8" e células B), suprime a
ativacdo de Mgs e a maturagao das DCs (O’GARRA & VIEIRA, 2007; TRINCHIERI, G.,
2007). A produgao de IL-4 tem sido associada a inibigdo da atividade leishmanicida de Mos e
contribui com a sobrevivéncia prolongada dos parasitos e também limita a geracao de citocinas
Tul por meio da regulagdo negativa da produgao de IL-12 (SZABO, S. J. et al, 1997). Além
disso, a IL-4 regula negativamente a producao de quimiocinas que recrutam células do tipo Tu1

para o local da infec¢do (LAZARSKI, C. A. et al, 2013).
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J4 a resposta imune humoral segundo Pinheiro (2004), a estimulagdo policlonal de
células B in vitro e a indugao de respostas de anticorpos especificas a um antigeno, in vitro ou
in vivo, demonstram que as células Tyl induzem respostas de anticorpos dominadas pelo
isotipo IgG2a (Imunoglobulina G), enquanto as células Ty2 favorecem a sintese de isotipos
IgG1, que induz a IL-10, por sua vez, pode suprimir a ativacdo de Mos (ALEXANDER &
BROMBACHER, 2012).

2.5 Manifestacgoes clinicas da Leishmaniose Tegumentar

As manifestagdes clinicas da LT sdo determinadas pela espécie infectante (viruléncia
e tropismo), fatores imunoldgicos e suscetibilidade genética do hospedeiro (MCGWIRE &
SATOSKAR, 2014; STEBUT, E. V., 2015). Na apresentacao clinica da LT, a doenga pode-se
manifestar sobre duas formas clinicas: LC ¢ LM (BRASIL, 2017; WHO b, 2021).

A LC ¢ a manifestagdo clinica mais prevalente, ocorrendo em 90% dos pacientes
(STEBUT, E. V., 2015). A lesao ulcerada ¢ precedida por uma macula, que evolui para uma
papula e aumenta progressivamente produzindo, geralmente, uma ulcera, que sdo encontrados
em areas descobertas do corpo, como rosto, antebragos e pernas, sendo, no local ou préximo
ao local da picada do flebotomineo e o periodo de incubacdo da doenga varia entre duas
semanas e dois meses (MCGWIRE & SATOSKAR, 2014; STEBUT, E. V., 2015; SCORZA,
B. M. et al., 2017). Essa forma inicial da LC pode regredir espontaneamente, pode permanecer
estaciondria por varios anos e/ou coexistir com lesdes mucosas. Quando essas lesdes evoluem
para a cura costumam deixar cicatrizes atroficas (GENARO & REIS, 2005; GOTO &
LINDOSO, 2012; MCGWIRE & SATOSKAR, 2014).

A LC pode apresentar-se sob as formas clinicas: LCL, LD, LR e LCD (Figura 6 a, b, ¢
e d, respectivamente) (GOTO & LINDOSO, 2012; BRASIL, 2017).
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Figura 6: Formas clinicas de Leishmaniose tegumentar. a) LCL; b) LD; ¢) LR e d) LCD. Fonte: Brasil, 2017.

Leishmaniose cutdnea difusa

A LCD ¢ uma forma rara e grave, que ocorre em pacientes com anergia e deficiéncia
especifica na resposta imune celular a antigenos de Leishmania. Caracteriza-se por
desenvolvimento de multiplas lesdes, predominantemente, nodulares ou papulares nao
ulceradas recobrindo grandes areas cutineas, que contém abundincia de amastigotas
parasitados, mas poucos linfécitos (GOTO & LINDOSO, 2010; BRASIL, 2017; SCORZA,
B. M. et al., 2017). A LCD ¢ altamente resistente ao tratamento e apresentam recidivas
frequentes e ndo apresenta cura espontdnea com o tempo, como em LCL (ZERPA, O. et al,,

2007; SCORZA, B. M. et al., 2017).

Leishmaniose Mucosa

A LM, também conhecida como espundia, caracteriza-se pela capacidade do parasito
de causar metastase para os tecidos mucosos, via células linfaticas ou disseminacao
hematogénica (REITHINGER, R., et al., 2007). Essa forma clinica pode ocorrer
simultaneamente ou meses/anos apds cura sem tratamento ou com tratamento inadequado,
sendo LM secundéria as lesdes cutaneas primarias, assim, ¢ comum que pacientes com LM
apresente cicatriz indicativa de LC anterior (REITHINGER, R., et al., 2007; BRASIL, 2017).
A principal espécie causadora de LM no Brasil ¢ a L. (V.) braziliensis, porém L (V.) guyanensis
pode também causar lesdo mucosa (STRAZZULLA, A. et al, 2013). A LM pode ser muito
desfigurante (Fig. 7 a ¢ 7 b) e acompanhada por extensa destrui¢do do tecido. As principais
areas afetadas podem incluir a mucosa nasal, palato mole, faringe, laringe, labiosou

bochechas e, raramente, a traqueia ou genitalia (GOTO & LINDOSO, 2010; SCORZA, B.
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M. et al., 2017). Essa forma clinica ndo cura espontaneamente e ¢ de dificil tratamento,
normalmente, além de apresentar risco para ocorréncia de infecgdes bacterianas secundarias

comuns que podem ser potencialmente fatais (REITHINGER, R., et al., 2007).

Figura 7: Forma clinica de Leishmaniose Mucosa. 7a - Lesdo ulcerada do palato mole; 7 b - Lesdo de mucosa nasal. (Fonte: BRASIL,
2017).

A confirmacdo parasitologica da LM ¢ dificil devido a escassez parasitaria, porém
predominam linfocitos e Mgs. Ja o tratamento exige doses maiores de drogas e apresenta dificil
resposta terapéutica, normalmente, os pacientes requerem mais de um curso de tratamento,
além do padrdo. (BACELLAR O. et al., 2002; FARIA, D. R. et al., 2005; GAZE,

S.T. et al., 2006).

2.6 Tratamentos da Leishmaniose Tegumentar

Antimoniais

Antimoniais pentavalentes sdo farmacos de primeira escolha para o tratamento de
Leishmaniose. Esses foram usados pela primeira vez pelo médico brasileiro Gaspar Vianna,
em 1912, em sua forma trivalente (antimonio trivalente Sb**), também conhecido como tartaro
emético (tartarato de potassio e antimonio). Essa formulacdo apresentavaefeitos adversos,
como dor no peito, carditoxicidade e nefrotoxicidade (SOARES- BEZERRA,R.J. et al.,2004),
assim a administracdo desses compostos foi interrompida aposo desenvolvimento de drogas
menos toxicas a base de Sb (SILVA & MACHADO, 2019).

Existem duas formulagdes de antimoniais pentavalentes disponiveis no mercado, sendo
o estibogluconato de sédio (SGS) (Pentostam®), disponivel nosEstados Unidos, Europa e
China, e o antimoniato de N-metil-glucamina (NMG) (Glucantime®), disponivel na Africa e
na América Latina (LIMA, E. B. de et al., 2007; SILVA & MACHADO, 2019). O Glucantime
(GLU) esta disponivel no Brasil desde 1940 e
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continua sendo autorizado pelo Ministério da Saude do Brasil para uso no tratamento de
primeira ou segunda linha contra todas as formas de LT (SILVA & MACHADO, 2019).

Os antimoniais pentavalentes sdo farmacos leishmanicidas, pois interferem no
metabolismo celular das formas amastigotas de Leishmania. Assim, tanto a glicélise quanto a
oxidagdo dos acidos graxos sdo inibidos (LIMA, E. B. de et al., 2007).

Aplicacdes repetidas do antimonial pentavalente aumentam os niveis de retengao e parte
desse antimonio sera reduzido a antimonio trivalente, assim, grande parte do que foi retido fica
concentrado no figado e bago. A reten¢do do antimonio nos tecidos € responsavel pelos efeitos
toxicos (PEREIRA, V. et al., 2020). Os compostos trivalentes ligam-se mais aos tecidos, em
geral células vermelhas, e sua toxicidade ¢ bem maior quando comparada aos antimoniais
pentavalentes, porém, para exercer a atividade leishmanicida, é necessaria a redugdo de Sb*
para Sb** (LIMA, E. B. de et al., 2007; FREZARD, F. et al., 2009).

O esquema terapéutico recomendado pela OMS (BRASIL, 2017) éde 10 mg a 20
mgSb>*/kg/dia, sendo administrado por via endovenosa ou intramuscular, de maneira lenta e
no maximo trés ampolas por dia. Para via intralesional utiliza-se de uma a trés aplicagdes, por
via subcutanea (SC), aproximadamente, 5 ml por sessdo, com intervalo del5 em 15 dias.

J& os efeitos adversos durante o tratamento sist€émico incluem, artralgia, mialgia,
anorexia, nauseas, vOmitos, hipersensibilidade local, edema, hepatite com aumento de
transaminases e fosfatase alcalina, insuficiéncia renal, pancreatite e alteracdes dose-
dependentes ao eletrocardiograma, como alteragdo da repolariza¢do ventricular com inversao
de ST, prolongamento do intervalo QT e no tratamento intralesional pode ocorrer os mesmos
efeitos do tratamento sistémico, porém de grau leve ou moderado, além, de dor no local da
lesdo (GALVAO, E. L. et al., 2017; GONCALVES & COSTA, 2018; BRITO, N. C. et al.,
2019). A infiltracdo local das lesdes ndo atinge infec¢des metastaticas (PALUMBO, E., 2010;
GHORBANI & FARHOUDI, 2018).

Anfotericina B

A Anf-B ¢ um antibidtico de polieno, que foi isolado pela primeira vez em 1959, a partir
de culturas fermentadoras de Streptomyces nodosus (DUTCHER, J. D. et al., 1959). Esse
farmaco apresenta atividade antimicotica e antiparasitaria, sendo considerado um medicamento
de segunda linha para o tratamento da leishmaniose e de primeira para gestantes (LEMKE et

al., 2005). No Brasil estdo disponiveis o desoxicolato de
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anfotericina B (Anf-D) e as formulagdes lipidicas de Anf-B. Porém, a OMS dispensa para o
tratamento da LT por Anf-D e a Anf-L (BRASIL, 2017).

Anf-B apresenta baixa solubilidade em agua, além de efeitos adversos como anafilaxia,
trombocitopenia, dor generalizada, convulsdes, calafrio, febre, flebite, anemia, anorexia,
disturbio de comportamento, insuficiéncia renal e hipopotassemia (LIMA, E. B. de et al., 2007;
LINDOSO et al, 2012). Além disso, esse medicamento tem baixissima biodisponibilidade para
tratamento por via oral, por isso € utilizado por via intravenosa (GHORBANI & FARHOUDI,
2018).

Anf-B atua no ergosterol, que ¢ o principal constituinte da membrana plasmaticas de
parasito de Leishmania, diferentemente, da membrana de células animais, assim, ocorre
ligacdo de Anf-B ao ergosterol alterando a permeabilidade da membrana e o equilibrio
osmotico do parasito, o que contribui para a morte celular (SOARES-BEZERRA, R. J. et al.,
2004).

A Anf-D ¢ uma formulacdo convencional com suspensdo de micelas de desoxicolato
(Fungizone) misturado com Anf-B, porém, as micelas sdo instaveis na corrente sanguinea e o
Anf-B tem uma rapida liberagdo. Dessa forma, essa formulacdao estd associada aos efeitos
adversos, pois 0 Anf-B livre sem incorparacdo em um sistema de entrega ¢ um agente que
contribui para a toxicidade (GHORBANI & FARHOUDI, 2018; AMMAR, A. A. et al., 2019).

Como tentativa de reduzir as desvantagens de Anf-D, como toxicidade, uma nova
formulagdo foi introduzida, Anf-L (AmBisome®), apresentando um perfil de toxicidade
significativamente menor em comparacao com o Anf-D convencional e ¢ melhor tolerada (AL-
NATOUR, S. H., 2009; AMMAR, A. A. et al., 2019). Esse medicamento atinge niveis
plasmaticos mais elevados, exibe meia-vida de circulagdo curta e atinge concentragdes mais
elevadas no figado e bago, assim, com muito menos toxicidade (LINDOSO et al., 2012). A
formulagao lipossomal de Anf-L poderia ser o medicamento de primeira escolha para pacientes
de paises desenvolvidos, pois o uso desse em paises em desenvolvimento, como Brasil, nem
sempre ¢ acessivel para todos os pacientes pelo valor financeiro elevado do tratamento
(GHORBANI &FARHOUDI, 2018).

O Anf-CL, conhecido como Abelcet®, ¢ licenciada no Reino Unido e foi aprovada pelo
Food and Drug Administration (FDA) em 1995 (JANKNEGT, R. ef al., 1992; HIEMENZ &
WALSH, 1996; FILIPPIN & SOUZA, 2006;
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STEIMBACH, L. M. et al., 2017). Essa formulagdo ¢ menos toxica que Anf-D (ADLER-
MOORE & PROFFITT, 2008; BOTERO, M. C. et al., 2014) ¢ o tratamento com Anf-CL ¢
frequentemente estudado para LV e € mais eficaz do queo tratamento convencional com Anf-D

(GANGNEUX, J.-P. et al.,1996; SUNDAR, S. et al., 1997; GOLDSMITH & PERRY, 2004).

Pentamidina

As pentamidinas sdao diamidinas aromaticas utilizadas como drogas de segunda escolha
no tratamento da leishmaniose tegumentar. Sdo comercializadas as seguintes formulagdes:
Isotionato e Mesilato, sendo que no Brasil apenas a formulacao Isotionato ¢ utilizada (BRASIL,
2013). A recomendacdo da OMS para o tratamento com pentamidina ¢ 4 mg/kg/dia, por via
intramuscular ou endovenosa, de dois em dois dias, recomendando-se ndo ultrapassar a dose
total de 2 g e o uso, também, deve ser feito no ambiente hospitalar (SOARES-BEZERRA, R.
J.etal., 2004; LIMA, E. B. de et al., 2007; BRASIL, 2017).

Esse farmaco interfere na sintese do Acido Desoxirribonucleico (DNA) da Leishmania,
agindo no cinetoplasto ¢ na fragmentacdo da membrana mitocondrial,impedindo, assim, a
sintese de moléculas importantes para a manutencdo da vida do parasito (SOARES-
BEZERRA, R. J. et al., 2004; LINDOSO et al., 2012; GOTO & LINDOSO,
2010). Contudo, estudos demonstram a resisténcia desse farmaco frente ao uso contra parasito
de Lesihmania, mas o mecanismo de resisténcia ndo ¢ totalmente compreendido
(MUKHERIJEE et al., 2004; COELHO, A. C. et al., 2008; KAUR & RAJPUT, 2014).

Pentamidina ¢ contraindicado para gestantes e, também, apresenta efeitos adversos
como, hipoglicemia e diabetes mellitus, além de hipotensdo, dor, induragdo e abscessos
estéreis, se aplicacdo intramuscular, nduseas, vOomitos, tontura, adinamia, mialgias, cefaleia,
lipotimias e sincope (GOTO & LINDOSO, 2010; BRASIL, 2017; HAFIZ &
KYRIAKOPOULOS, 2020).

Comandolli-Wyrepkowski et al. (2017), propds o desenvolvimento de um tratamento
alternativo em seu estudo investigando os efeitos do tratamento topico com formulacdes
contendo isetionato de pentamidina e seu tratamento possibilitou a reducdo do niimero de

parasito e sugeriu a associa¢ao do topico com outros farmacos pois as
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formulagdes topicas poderiam ser um método alternativo para o tratamento da LC.

Miltefosina

Miltefosina (hexadecil 2-etil fosfato) ¢ um farmaco que foi desenvolvido, inicialmente,
em meados de 1980 para o tratamento de cancer. Este farmaco, também, apresenta perfil de
atividade contra parasitos tripanossomatideos, assim, ap0ds resultados encorajadores in vitro e
in vivo contra Leishmania, em 2002 miltefosina foi o primeiro farmaco oral aprovado para
tratamento da Leishmaniose Visceral na india (DORLO, T. P. C.et al.,2012; PONTE-SUCRE,
A.etal.,2017).

Posteriormente, a miltefosina foi registrada em varios paises para o tratamento de LV
e LC. O espectro de indicag¢des para miltefosina aumentou ao longo do tempo, cobrindo LV
causada por Leishmania donovani e leishmaniose dérmica pos-calazar na Asia, CL causada
por Leishmania V. (braziliensis, guyanensis, panamensis) € leishmaniose mucocutanea (MCL)
causada por L. braziliensis (SUNDAR, S. et al., 2012; SUNYOTO, T. et al., 2018). No Brasil,
em outubro de 2018, o Ministério da Saude por meio da Comissao Nacional de Incorporagdo
de Tecnologias (CONITEC) elaborou um manual sobre recomendagdes e a incorporacdo do
farmaco miltefosina para o tratamento da LT pelo SUS (BRASIL, 2018).

O mecanismo de agdo da miltefosina ndo ¢ totalmente compreendido, mas acredita-se
que este farmaco tenha mais de um sitio de acdo molecular, assim, interferer com os lipidios
da membrana de leishmania, morte celular semelhante a apoptose, efeitos mitocondriais
(citocromo ¢ oxidase) e efeitos imunomoduladores (DORLO, T. P. C. et al., 2012; FDA, 2014;
WARE, J. M.et al., 2020).

A incorporacdo de um medicamento oral como tratamento de primeira linha seria um
avango no tratamento, pois poderia diminuir os gastos financeiros com o tratamento aliviar,
bem como melhorar o acesso e a adesao ao tratamento em areas remotas (BERGER, B. A. ef
al., 2017). No entanto, o farmaco apresenta alguns efeitos adversos, como sintomas
gastrointestinais (nduseas, vomito e diarreia) ocorrendo em 97% (24/26) dos pacientes,
segundo Ware et al. (2020). Além de toxicidade hepatica, nefrotoxicidade e potencial efeito
teratogénico, que ja foram relatados (DORLO, T. P. C. ef al., 2012; MONGE-MAILLO &
LOPEZ-VELEZ, 2015; SUNDAR & CHAKRAVARTY, 2015; BRASIL, 2018).

Assim devido suas limitagoes, como efeitos adversos, custo financeiro, resisténcia, o
uso desse farmaco tem sido recomendado em combinag¢do com outras terapias, pois poderia

reduzir a
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duragcdo do tratamento e melhorar a eficacia do tratamento para casos mais complexos
(TRINCONI, C. T. et al., 2016; GHORBANI & FARHOUDI, 2018; WARE, J. M.et al.,
2020).

Paromomicina

Paromomicina, também conhecido como aminosidina, ¢ um antibidtico
aminoglicosideo extraido de Streptomyces rimosus, pela primeira vez em 1956, licenciado
na Europa para o tratamento contra infec¢des bacterianas (SOARES-BEZERRA, R. J. et al.,
2004; SUNDAR & CHAKRAVARTY, 2008; DAVIDSON, R. N., et al., 2009). A agao
leishmanicida da paromomicina é complexa, acredita-se que esse farmaco supostamente afete
a inibi¢do do metabolismo do parasito e da respiragdo mitocondrial, dados confirmadosem um
estudo sobre promastigotas de L. donovani (MAAROUF, M. et al., 1997; DAVIDSON, R. N.,
et al.,2009).

Inicialmente estudos publicaram resultados promissores com a pomada contendo15%
de paramomicina associada a 12% de cloreto de metilbenzetonio (EI-ON, J. et al., 1986).
Krause & Kroeger (1994), compararam dois esquemas de tratamento, sendo, administragdo
da pomada associada duas vezes por dia por 10 dias ou uma vez por dia por 20 dias, os dois
esquemas de tratamento nao resultaram em qualquer diferenga significativa no tempo de cura
e a taxa de cura foi de 72% apos 50 dias, 90% apo6s 100 dias e 85% apds um ano. Ja Arana et
al. (2001), em um ensaio duplo-cego randomizado realizado na Guatemala, administrou a
pomada associada duas vezes por dia por 20 dias em compara¢do com grupo placebo. A taxa
de resposta clinica final, apds 12 meses, foi de 85,7% (31 de 35) no grupo de tratamento e
39,4% (13 de 33) no grupo de placebo.

Ambos estudos relataram efeitos adversos, como crescimento da lesdao e inflamacao,
inicialmente, prurido local, sensacdo de queimacdo, dor local e edema local. Devido aos
efeitos adversos, estudos foram realizados em uma nova associa¢do de paromomicina com
ureia para substituir o cloreto de metilbenzetonio (NEAL, R. A. et al., 1994; FAGHIHI &
TAVAKOLI-KIA, 2003; ARMIJOS, R. X. et al., 2004).

2.7 8-Hidroxiquinolina

A 8-HQN ¢ um derivado de quinolina originario de plantas e, também, de sintese. A
quimica dos derivados da quinolina tem atraido especial interesse devido as suas propriedades
terapéuticas (REIS, D.C. et al., 2011; WALLACE, D. R., 2014). A 8-HQN ¢ um composto

quimico com uma estrutura acessivel e amplo espectro de aplicagdes medicinais que incluem
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doencas neurodegenerativas, cancer, infec¢cdes microbianas e atividade antiparasitaria (SONG,

Y. etal.,2015; DALECKI, A. G. etal.,2017).

=
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Figura 8: Estrutura quimica da 8-HQN. Fonte: Sigma-Aldrich.

A 8-hidroxiquinolina ¢ composto biciclico, que consiste em um anel de piridina fundido ao
fenol, no qual o grupo hidroxila estd anexado a posi¢ao 8. A 8-HQN apresenta-se como um po
cristalino branco/esbranquicado ou ligeiramente amarelo (SAADEH, H. A. et al., 2020;
PUBCHEM,2021; SIGMA-ALDRICH, 2021).

Os ions metalicos (como ferro, zinco e cobre) desempenham um papel importante nos
processos bioldgicos e na homeostase do metal. O desequilibrio do metal ¢ a principal causa de
muitas doencas neurodegenerativas, como doenga de Alzheimer e doenga de Parkinson
(PRACHAYASITTIKUL, V. et al., 2013). Devido seu potencial, 8-HQN e seus derivados vém
sendo amplamente utilizados como ponto de partida para a sintese de compostos com potencial
atividade de combater a doenca de Alzheimer por meio da complexa¢cdo com osions
metalicos envolvidos na doenga (como o cobre e o zinco) (LEVINE et al., 2009; SILVA,

T.U.daetal., 2018; SILVA & MACHADO, 2019).

J& Zhai et al (2010) observou que, quando associados cobre, 8-HQN e clioquinol
inibiram a atividade proteassomal e a proliferacdo em células cancerosas humanas em cultura.
Prachayasittikul e al., (2013) relatou que o ferro desempenha papéis essenciais no cancer por
meio da geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), além de servir como nutriente para o
crescimento das cé€lulas cancerosas, assim, Fe-8HQ formado ¢ capaz de entrar e se distribuir
dentro das células, causando a quebra maciga das fitas de DNA e, consequentemente, a morte

celular. Outros autores também investigam
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potencial dos derivados 8-HQN contra o cancer (SHEN, A. Y. et al. 1999a; SHAW et al., 2010;
PRATI et al., 2016; CHEN, C. et al., 2019).

Além disso 8-HQN e seus derivados tém desempenhado um papel importante na terapia
antifingica. Demonstrado por Pippi et al., (2017), derivados de 8-HQN foram capazesde inibir
o crescimento in vitro de Candida spp., Microsporum spp. € Trichophyton spp. Ja Darby &
Nathan (2010), verificou a atividade antibacteriana contra a espécie Mycobacterium
tuberculosis e o resultado mostrou que 8-HQN pode matar M. tuberculosis replicante € nao
replicante in vitro. Além disso, a toxicidade para células de mamiferos nao foi observada, o
que sugere sua seguranga em humanos.

Atividades antiparasitaria também foram demonstradas para 8-HQN e seus derivados
contra diferentes espécies de Leishmania (DARDARI, Z. et al., 2004; DUARTE, M. C. et al.,
2016a; TAVARES, G.de S. V. et al., 2018). O mecanismo de a¢do ainda ndo foi totalmente
elucidado em atividades antiparasitarias. Estudos mostram a capacidade da molécula de
complexar com ions, que podem fazer parte de estruturas ou vias metabdlicas importantes para
a vida do parasito (PRACHAYASITTIKUL, V. et al., 2013). Alteragdes do potencial de
membrana de mitocondrias também ¢é estudado como possivel via de agdo do medicamento
(DUARTE, M. C. et al., 2016a).

Estudos realizados por Duarte et al., (2016a), com a 8-HQN apresentou atividade
antileishmanial in vitro, associada a uma baixa toxicidade em Mgs murinos € em hemacias de
individuos do grupo sanguineo O°. A Anf-B foi utilizada com controle e apresentou elevada
toxicidade em Mes murinos e atividade hemolitica significante. Em outro estudo, 8-HQN foi
avaliada in vivo em uma composi¢do micelar na tentativa de reduzir a toxicidade, e os
resultados demonstraram reducdo da carga parasitdria nos Orgdos como bago, figado,
linfonodos emedula 6ssea, quando comparados aos grupos controles avaliados. Tais animais
também apresentaram uma resposta celular do tipo Tul, assim, os autores concluiram que o
sistema micelar 8-HQN foi eficaz na reducdo da infec¢do e controle da doenca nos animais,
nao apresentando toxicidade (LAGE, L. M. et al., 2016; DUARTE, M. C. et al., 2016b).

O tratamento da LC no Brasil ¢ limitado aos antimoniais pentavalentes e Anf-B,
sendo que esses apresentam vdrias limitacdes relacionadas a toxicidade, eficédcia, resisténcia e
administracao parenteral, sendo, portanto, necessario pesquisar medicamentos alternativos para
o tratamento (ULIANA, S. et al., 2018; COSER, E. M. ef al., 2020). Assim, o tratamento
topico para LT tem sido recomendado devido a sua potencializagdo da acdo local do farmaco,

baixo custo, facilidade de administracdo, a nao necessidade de infraestrutura
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complexa do sistema de satide para a realizagdo do tratamento, além de diminuir o risco de
efeitos sistémicos como hepatotoxicidade, j4 que seu metabolismo ¢ de primeira passagem
(MODABBER, F. et al. 2007; PRAUSNIT & LANGER, 2008; TRINCONI, C. T. et al.,
2016). Dessa forma, nesse estudo, propomos uma formulagdo topica contendo 8-HQN para o
tratamento da LC contra infec¢do experimental em camundongos Balb/C em uma tentativa de

eliminar os problemas dos medicamentos atuais.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Utilizar e avaliar uma formulagao topica contendo 8-HQN para o tratamento in vivo de
camundongos BALB/c contra a infec¢do experimental de LC utilizando a espécie

Leishmania (Leishmania) amazonensis.

3.2 Objetivos Especificos

Preparar a formulagdo topica contendo a 8-hidroxiquinolina para utilizar sob forma
topica no tratamento de camundongos BALB/c experimentalmente infectados pela
espécie Leishmania (Leishmania) amazonensis;

Avaliar o grau de prote¢do nos animais apds o tratamento por meio da avaliacdao da
carga parasitdria na lesdo cutanea, bago, figado, linfonodos drenantes e medula 6ssea;
Avaliar o perfil da resposta imune celular gerada nos animais apds o tratamento por
meio da dosagem de citocinas por ELISA de captura e citometria de fluxo;

Avaliar marcadores de toxicidade renal, cardiaco e hepatica nos animais apds o

tratamento.
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4. METODOLOGIA

4.1 Animais de experimentacio

Camundongos BALB/c fémeas, com aproximadamente 8 semanas de idade, foram
utilizados. Os animais foram adquiridos junto ao Biotério do Instituto de Ciéncias Bioldgicas
(ICB) da UFMG e mantidos no Biotério do Departamento de Patologia Clinica do
COLTEC/UFMGQ, Belo Horizonte, MG, Brasil, sob condigdes assépticas, com livre consumo
de alimentos e agua. O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal (CEUA) da UFMG (227/2019). O célculo do amostral para o
experimento piloto foi realizado com o auxilio do Nucleo de Apoio Bioestatistica da Faculdade
de Medicina. Um tamanho amostral de seis animais em cada um dos quatro gruposdo estudo,
por etapa, para obter 80% de poder estatistico na detec¢do de uma diferenca minima entre as
médias dos grupos em relagdo a carga parasitaria. Ja o calculo do amostral para o experimento
final determinou o tamanho amostral de sete animais em cada um dos cinco grupos do estudo,
por etapa, para obter 80% de poder estatistico na deteccdo de uma diferenca minima entre as
médias dos grupos em relagdo a carga parasitaria. Considerou-se nos calculos um desvio padrao
de 6,064 obtido de um estudo previamente realizado (MARTINS, V. T. et al., 2013). O nivel

de significancia foi de 0,05. O software utilizado foio Minitab Release 14.

4.2 Parasito

Cepas de L. (L.) amazonensis (IFLA/BR/1967/PH-8), forma promastigotas em fase
estacionaria, foram cultivadas a 24 °C no Departamento de Patologia Clinica do
COLTEC/UFMG, Belo Horizonte, MG, Brasil, em meio de cultura Schneider’s (Schneider’s
Insect Medium, SigmaAldrich, USA), completo, que foi constituido pelo meio Schneider’s
acrescido com 10% de soro fetal bovino (SFB) inativado (Sigma), 200 U/mL de penicilina e
100 pg/mL de estreptomicina, pH 7,4, conforme COELHO et al. 2003. Os parasitos
permaneceram em cultivo a 24 °C, sendo que repiques das culturas foram efetuados quando

encontravam-se na fase logaritmica de crescimento.

4.3 Preparacao do extrato proteico solivel de Leishmania
O extrato proteico soltivel dos parasitos (SLA) foi realizado de acordo com Coelho et
al. (2003), partir de promastigotas da fase log tardia de L. amazonensis, cultivadas em meio

Schneider’s completo depois de algumas passagens em cultura liquida, assim, utilizou-se,
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aproximadamente 2x10% promastigotas/ml, que foram lavados trés vezes em 5 ml de solugdo
salina tamponada com fosfato (PBS) estéril fria. Apds cinco ciclos de congelamento e
descongelamento em nitrogénio liquido, a suspensao foi centrifugada a 8.000 rpm, por 20 min
a 4° C, e o sobrenadante contendo SLA foi coletado e armazenado a -70° C. Asconcentragoes

de proteinas foram estimadas pelo método de Bradford (1976).

4.4 Infeccao e tratamento

Camundongos BALB/c fémeas (aproximadamente 8 semanas de idade, n=7 por grupo)
foram infectadas com 5,0 x 10 formas promastigotas em fase estacionaria de L. amazonensis
por via subcutanea na base da cauda, apds tricotomia. Apos a abertura das lesoes, 65 dias depois
da infec¢do, os animais foram agrupados de acordo com o tamanho da lesdo, de modo a garantir
um tamanho médio similar entre os grupos. Posteriormente os camundongos foram tratados

durante 30 dias conforme os grupos descritos a seguir:

e Grupo controle salina: camundongos infectados e tratados apenas com salina (PBS) (pH
7,4). Aplicagdo intraperitoneal (Ip.) de 200,0 pL;

e Grupo controle contendo apenas a pomada veiculo: camundongos tratados somente
com a formulagdo sem a substancia 8- HQN (B-8HQN). Utilizou na lesdo 25,0 mg da
formulacao;

e Grupo Anf-B: camundongos tratados com 1 mg/kg/dia (200,0 uL de Anf-B) via Ip.;

e Grupo GLU: camundongos tratados com 20 mg/Kg/dia (200,0 uL de Glu) via Ip.;

e Grupo formulagdo topica 5% 8-HQN: camundongos tratados com a formulagao topica

contendo 5% de 8-HQN, sobre a lesdo com uma dose diaria de 25,0 mg.

Devido a menor absor¢do da pele, por uma quantidade pequena de administra¢dao na
area da lesdo e remocdo voluntiria do medicamento pelos animais, estabeleceu-se a

administracao de 25,0 mg de pomada diariamente (ALLEN JR., L. V. et al., 2006).

4.5 Formulacao topica

A base farmacotécnica (tabela 1) escolhida foi creme nao i6nico descrita no Formulario
Nacional da Farmacopéia Brasileira (ANVISA/BRASIL, 2012), adaptada para incorporagdo
da substancia 8-HQN:
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Quadro 1: Creme nao idnico, adaptado (ANVISA/BRASIL, 2012)

Componentes: Quantidade:

Fase Aquosa

EDTA dissédico 0,1g
Solugdo conservante de parabenos 33¢g
Agua purificada q.s.p 100,0

Fase Oleosa

Cera autoemulsificante nao idnica 140¢g
Butilhidroxitolueno (BHT) 0,05¢g
8-Hidroxiquinolina 5¢g

Para o preparo, a Fase B (oleosa) e a Fase A (aquosa) foram aquecidas a temperatura
aproximada de 70 — 75 °C. Sob agitacdo lenta, a fase aquosa foi adicionada a fase oleosa.
Manteve-se agitacdo lenta até atingir aproximadamente 40 °C. O pH foi verificado e, se
necessario, corrigido para 5,5 — 6,5 com o auxilio das solucdes acidulante ou alcalinizante.

Solugao conservante de parabenos: Para o preparo da solug@o conservante de parabenos,
utilizou-se 6,0 g de metilparabeno, 3,0 g de propilparabeno e 91,0 g de propilenoglicol.
Aqueceu-se sob agitacdo até a completa solubilizacdo e armazenou-se em recipiente adequado.

Solugdo acidulante: Dissolveu-se 25,0 g de acido citrico em 100,0 ml de agua
purificada, misturando até a dissolucao total e foi transferido para recipiente adequado.

Solugdo alcalinizante: Dissolveu-se 0,4 g de hidroxido de s6dio em 100,0 ml de agua,

misturando até completa dissolucdo e armazenou em recipiente adequado.

4.6 Determinacao da area da lesao
O acompanhamento da medida do tamanho da lesdo, foi feito desde a primeiraabertura
de lesdo no primeiro animal, posteriormente, a determinacdo da area da lesdo foi feita no

inicio do tratamento, para homogeneizar os valores de cada grupo, e durante o
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decorrer do tratamento. Essa medida da area da lesdo foi realizada com auxilio de um
paquimetro (Digimess®) e orientada para a medi¢do em 2 eixos, sendo eles paralelo (a) e
perpendicular (b) a cauda. Os valores mensurados sdo multiplicados (a x b), encontrando-se o

valor da area da lesdo e ajustados, com o valor da média, para cada grupo experimental.

4.7 Carga Parasitaria

Depois de eutanasiados, realizou-se a retirada do bago, figado (esquerdo), linfonodo
drenante (Popliteo), medula dssea e lesdo. Para avaliagdo da carga parasitaria, conforme técnica
de Coelho et al. (2003), os o6rgdos foram pesados e macerados em meio Schneider incompleto
(Sigma-Aldrich®), utilizando um macerador de tecidos vivos. As diluicdes seriadas foram
realizadas em placas estéreis de 96 pogos de fundo chato (Alfa®) variando-se de 107! até a
diluicdo maxima de 102, com meio Schneider completo, suplementado comsoro fetal
bovino e antibidtico (Penicilina + Estreptomicina). As placas foram incubadas a 24,0 °C e
analisadas 10 dias ap0s o inicio da cultura com o auxilio de um microscépio trinocular invertido
(Axiovert 25, Zeiss). Os resultados foram expressos como o logaritmo negativo do titulo, isto
¢, a dilui¢do correspondente ao ultimo poco positivo, ajustado por miligrama de tecido ou

orgao.

4.8 Avaliacao do desenvolvimento das lesdes cutineas e da carga parasitaria
tecidual por PCR quantitativo (¢PCR)

A carga parasitaria da infec¢do também foi analisada pelo ensaio de gPCR. Para isso,
DNA dos fragmentos de lesdo foram extraidos usando o método fenol-cloroférmio. Utilizou-
se 500 uL do tampao de lise (50 mM Tris, 50 mM NaCl, 10 mM EDTA (pH 8.0), 1% Triton
X-100) e 20 pL de solugao de proteinase K (20 mg/mL, Promega) foram adicionados a cada
fragmento (20 mg). A mistura foi incubada por 16h a 37°C, e posteriormente 500 puL de fenol
(Sigma- Aldrich) foram adicionados a mistura, homogeneizados por inversao por 10 minutos
e centrifugados a 10.000 x g por Smin. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo e o
processo foi repetido. Entdo, 500 pL da mistura cloroférmio: alcool isoamilico (24:1; Sigma-
Aldrich) foi adicionado ao sobrenadante, o qual foi homogeneizado por inversao e centrifugado
a 10.000 x g por Smin. A amostra foi coletada em um novo tubo, 500 uL de etanol 95% (v/v)
foi adicionado, e o material foi incubado por 10 min em banho de gelo paraa precipitagdao do
DNA. A amostra foi centrifugada a 14.000 x g por 10min, e 500 pL de etanol 70% (v/v) foi
adicionado ao pellet, o qual foi ressuspendido e centrifugado nasmesmas condigdes. O

sobrenadante foi removido e a amostra foi seca a temperatura
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ambiente. O DNA resultante foi ressuspendido em 100 uLL de H>O mili-Q e foi amplificado
usando oligonucleotideos forward (CCTATTTTACACCAACCCCCAGT) e reverso
(GGGTAGGGGCGTTCT GCGAAA). O gene p-actina de camundongo (forward:
CAGAGCAAGAGAGGTATCC e reverso TCATTGTAGAAGGTGTGGTGC) foi usado

como controle endégeno (para normalizar o nimero de células nucleadas por tnica copia) e
para verificar a integridade das amostras. Curvas padrdes foram obtidas da extragdo de DNA
de 1x10® parasitos por kDNA e de 1x10” macrofagos peritoneais por B-actina, nas mesmas
condi¢des usadas do extragdo das outras amostras. O gPCR foi realizado em placas de 48 pogos
(StepOne™ Instrument, Life Technologies) utilizando 5 pL de 2x SYBR® Green PCR Master
Mix (Applied Biosystems), com 1 pL de cada primer (2 mM) e 4 uL. de DNA (5 ng/uL). As
amostras foram incubadas a 95°C por 10 minutos e submetidas a 40 ciclos de 95°C por 15
segundos e 60°C por um minuto. Durante cada tempo a fluorescéncia foidetectada. Resultados
foram convertidos em numero de parasitos (em log) por células nucleadas (multiplicadas por

mil para facilitar a visualizagao).

4.9 Citometria de Fluxo

Para analise da producdo interna de citocinas contra antigenos dos parasitos utilizou-
se a avaliagdo por citometria de fluxo. Assim, os esplendcitos dos camundongos foram
incubados em meio RPMI 1640 completo (adicionado de 10,0% de SFB, 100,0 U/mL de
penicilina e 50,0 pg/mL de estreptomicina) em placas estéreis de 96 pogos de fundo em U
(Alfa®). As células foram estimuladas (teste) ou ndo (controle) com 25,0 pg/poco de SLA de
L. amazonensis. As culturas foram incubadas por 48 h a 37,0° C em 5,0% de CO», seguindo
de adigao de 10,0 uL/pogco de Brefeldina A 200,0 pg/mL, mantendo-se por mais 4 h.
Posteriormente, 20,0 uL de solucdo EDTA 20,0 mM foram adicionados a cada pogo, numa
concentracao final de 2,0 mM, por 15 minutos.

As culturas foram, entdo, lavadas uma vez com o Tampao PBS 1X. Apoés ressuspender,
50,0 uL de solugdo FVS450 0,125 mg/mL foram adicionados e as célulasforam incubadas no
escuro por 15 minutos. Apos lavagem com solucdo PBS-Wash (BSA 0,5% e Azida 0,1% em
PBS 1X), as células foram marcadas com 30,0 uL/pogo de anticorpos monoclonais anti-CD3",
anti-CD4" e anti-CD8" (BD®) e incubadas, no escuro a temperatura ambiente, por 30 minutos.

Posteriormente, os procedimentos de lise de hemacias e fixagdo foram realizados com
solucdo Billig Dog 1X (10,0g/L de Parafomaldeido, 10,2 g/L de Cacodilato de Sédio e 6,63
g/L de Cloreto de Sédio em PBS-Wash, em pH 7,2). Em seguida, os esplendcitos foram
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permeabilizados com solu¢ao PBS-P (0,5% saponina em PBS-Wash) e incubados, no escuro
a temperatura ambiente, por 30 minutos, na presenca de 30,0 plL/poco de anticorpos
monoclonais marcados anti-IFN-y, anti-TNF-a e anti-IL-10 (BD®). Os esplendcitos foram
lavados com PBS-Wash ¢ fixados usando a solu¢ao de MFF 1X. As células foram armazenadas
a 4,0°C antes da analise por citometria de fluxo.

A leitura das amostras foi feita em citometro Fortessa LSR-2® (BD®) e o software
FlowJo® (BD®) foi utilizado para a aquisico e anélise de dados (100.000 eventos poramostra).
Para avaliar marcagdes inespecificas, foram usados reagentes isotipicos marcados com
fluorescéncia. A frequéncia de células T CD3", T CD4" ¢ T CDS8" € a expressdo de citocinas
intraplasmaticas foram determinadas seguindo a andlise baseada no seu tamanho relativo
(Forward Laser Scatter— FSC) e granulosidade (Side Laser Scatter — SSC). Osresultados foram
expressos como indices, determinados pela razio entre as porcentagens de células T CD3", T

CD4" ¢ T CDS8" nas culturas estimuladas € ndo estimuladas (SLA/CC).

4.10 Resposta Imune Celular

Suspensdes de células foram coletadas do bago dos animais, no dia seguinte ao fim do
tratamento e foram plaqueadas (1 x 10° células por mL) em duplicata, em placas de 24pogos
(Nunc). As células foram incubadas em RPMI-Fenol red+ suplementado com 20% de SFB e 20
mM de L-glutamina, pH 7.4, e estimuladas ou ndo com SLA de L. amazonensis (25 pg/mL), por
48h a 37°C em 5% de CO». Niveis de IFN e IL-10 foram avaliados nossobrenadantes por kits
comerciais de ELISA sanduiche (BD OptEIA TM set mouse IFN-y e IL-10, Pharmingen, San
Diego, CA, USA), seguindo as instrugdes do fabricante. Todos os anticorpos foram adquiridos

pela BD Pharmingen®.

4.11 Avaliacido Toxicolégica

As amostras de sangue, colhidas apos a eutandsia dos animais, foram centrifugadas para
a obtencdo do soro. Nesse ultimo, realizou-se a dosagem de enzimas hepaticas (Alanina
Aminotranferase — ALT/TGP, aspartato aminotransferase — AST/TGO), marcadores cardiacos
(CK-MB) e de marcadores renais (Creatinina e Ureia). Todos os testes foram realizados

®

utilizando kits comerciais (BiocLin® e LabTest®), seguindo os procedimentosconforme o

fabricante.
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4.12 Analise Estatistica
Os resultados serao avaliados pelo teste one-way ANOVA e o post-teste de Bonferroni
sera utilizado para comparagdes multiplas entre os grupos. Diferencgas estatisticamente

significantes serdo consideradas com o valor de P < 0.05.
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5 RESULTADOS

Determinacio da concentracdo de 8-hidroquinolina para utiliza¢do por via tépica no
tratamento da leishmaniose tegumentar em camundongos Balb/c infectados com L.
amazonensis

Para determinar qual a concentragdo ideal para o tratamento de camundongos Balb/c
infectados com L. amazonensis, realizou-se inicialmente um estudo piloto com 3 grupos de
concentragdes diferentes de 8-HQN (1,0%, 2,5% e 5,0%). Os animais foram infectados com
5,0x10° formas promastigotas em fase estaciondria de L. amazonensis por via subcutinea na
base da cauda e tratados durante 20 dias consecutivos com 25,0 mg das formulagdes com 1,0%,
2,5% e 5,0% de 8-HQN topica e 200 puL. de PBS 1x estéril (controle salina). Apos o periodo do
tratamento, os animais foram eutanasiados e a carga parasitaria da lesdo e do baco foram
avaliadas (Figura 9 A e 9 B). O grupo tratado com 5% de 8-HQN apresentou uma redugdo da
carga parasitaria tanto na lesdo quanto no baco. Na lesdo observou-se que quando os animais
foram tratados com 5% de 8-HQN pela via tépica, houve uma redugdo da carga parasitaria
quando comparado aos dados do grupo salina e com os grupos tratados com 1% e 2,5% de 8-
HQN. J4 no bago houve reducao com diferenca estatistica entre os animaistratados com 5%
de 8-HQN em relagdo ao grupo salina e ao grupo tratado com 1% de 8- HQN. Tendo em vista
que a pomada contendo 5% de 8-HQN apresentou uma maior redugdo da carga parasitaria nos
orgdos avaliados, essa concentracdo foi determinada para a realizacdo dos experimentos

posteriores de valida¢do da formulacdo proposta.
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Figura 9: Determinaco da carga parasitaria em camundongos BALB/c infectados com L. amazonensis e tratados pela via topica
com formulagdes contendo diferentes concentragdes de 8- HQN: Avaliagdo da carga parasitaria determinada por diluicdo limitante
apos a infecgdio na lesdo (A) e no bago, resultados expressos como médiatdesvio padrdo. Os grupos avaliados foram tratados com
formulagdes de 1,0%, 2,5% e 5,0% de 8-HQN. Nas figuras, a representa diferenca significativa em relagdo ao grupo Salina, b
representa diferenca significativa em relagdo ao grupo tratado com formulagéo de 1,0% e c representa diferenga significativa em
relagdo ao grupo tratado com 2,5% (p<0,05).
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Eficacia in vivo da formulacao topica contendo 5% de 8-HQN para o tratamento de
camundongos BALB/C infectados com L. amazonensis

A avaliagdo da eficacia do tratamento pela formulagao topica contendo 5% de 8-HQN
proposta no presente estudo, foi determinada pela andlise do tamanho da lesdo cutanea
desenvolvida pelos animais, pos-desafio com o parasito L. amazonensis, além da quantificacdo
dos parasitos em amostras de lesdo. O desenvolvimento da lesdo nos animais infectados foi
monitorado diariamente, usando um paquimetro eletronico. Os compostosforam administrados
durante 30 dias consecutivos, uma vez ao dia.

Ao avaliar a area da lesdo cutdnea desenvolvida ao longo do percurso da infeccao,
observa-se uma significante redu¢do do diametro da lesdo (area) nos animais tratados com a
pomada contendo 5% de 8-HQN, Anf-B e GLU quando comparado com o grupo salina e
controle contendo apenas o veiculo (CV) (Figura 10). O grupo pomada 5% 8-HQN apresentou
um menor tamanho da lesdo estatisticamente significativo em compara¢ao com 0s grupos
tratados com salina e CV. Os grupos tratados com Anf-B e GLU também apresentaram
diferencga estatisticamente significativa quando comparados aos controles salinae excipiente. O
grupo tratado com pomada contendo 5% de 8-HQN apresentou uma redugdo do tamanho da
lesdo em relacdo aos grupos Anf-B e GLU, entretanto nao foi estatisticamente significativo.

Além disso, outros parametros foram avaliados, mediante observacdes cautelosas em
relagdo aos animais submetidos ao experimento. Nao foram observada aparéncia de nddulos e
metastases em outras regioes do corpo dos camundongos, sinais clinicos, como ataxia, perda
de peso e fraqueza. A perda de pelo foi observado nos camundongos infectados que receberam
somente salina e tratados com pomada contendo apenas o veiculo. Ademais, nenhuma alteragao
clinica foi observada nos camundongos que foram tratados com a pomada contendo 5% 8-

HQN, Anf-B e GLU.
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Figura 10: Figura 10: Analise do desenvolvimento de lesdes cutdneas (mm?) em camundongos BALB/c ap6s infec¢do experimental
com L. amazonensis. Os grupos avaliados foram tratados por 30 dias com uma formulagdo topica de 5,0% de 8-HQN, pomada
somente com controle veiculo, Salina, Anf-B e GLU (A). Média do tamanho da lesdo apds tratamento (B). Valores apresentados
em mm?. Nas figuras, a representa diferenca significativa em relagdo ao grupo Salina; b representa diferenca significativa em relagao

ao grupo tratado com controle veiculo, ¢ representa diferenca significativa em relagdo ao grupo tratado com Anf-B e d representa
diferenca significativa em relagdo ao grupo tratado com GLU,sendo p<0,05.

Um dos parametros para a determinacdo da carga parasitaria foi a diluigdo limitante
Coelho et al. (2003), avaliando-se o logaritmo da presenca do protozodrio na menor dilui¢ao
realizada. Conforme visto na Figura 11, os animais tratados com a pomada contendo 5% de 8-
HQN quando comparados aos grupos controle salina e CV, demonstraram uma diminui¢ao
significativa da carga parasitaria nos 6rgaos baco, figado, linfonodo e lesdo. J4 na medula 6ssea,
houve diminuicdo estatisticamente significante em relagdo aos grupos controles e também aos
grupos tratados com Anf-B e GLU. Em relag@o aos grupos tratados com Anf-B houve redug¢ao
da carga parasitaria em relagdo ao grupo controle salina em todos os 6rgaos avaliados, ja os
animais tratados com GLU houve reducao da carga parasitaria em relagdo aosgrupos controle
salina e CV. Nao houve diferenga estatistica na avaliagdo da carga parasitariado grupo GLU
em relacdo a medula dssea. Na avalia¢do da carga parasitaria da lesao por qPCR Figura (12) os
animais tratados com 5% de 8-HQN apresentaram diferenca estatistica quando comparado com
todos os grupos. Ja os grupos tratados com ANF-B e GLU apresentaram diferenga estatistica

somente contra os grupos controles tratados com salina e com CV.
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Figura 11: Avaliacdo da carga parasitaria em camundongos BALB/ ¢ infectados com L. amazonensis. Avaliagdo da presenca de
parasitos na menor diluigdo foi realizada com macerado de 6rgdos. Nas figuras, a representa diferenga significativa em relagdo ao
grupo Salina; b representa diferenca significativa em relagdo ao grupo tratado com controle veiculo, ¢ representa diferenga
significativa emrelagdo ao grupo tratado com Anf-B e d representa diferenga significativa em relagdo ao grupo tratadocom GLU,
sendo p<0,05. As barras representam a média + desvio-padrao dos grupos.
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Figura 12: Carga parasitaria avaliada por qPCR no tecido infectado dos animais tratados. Os resultados sdo expressos pelo nimero
de parasitas (em log) por 1.000 células nucleadas do hospedeiro. Nas figuras, a representa diferenga significativa em relagdo ao
grupo Salina; b representa diferenga significativa em relagdo ao grupo tratado com controle veiculo, ¢ representa diferenga
significativa em relacdo ao grupo tratado com Anf-B e d representa diferenca significativa em relagdo ao grupo tratado com GLU,
sendo p<0,05. As barras representam a média + desvio-padrdo dosgrupos.

Perfil da resposta imune em animais infectados e tratados:

Analise in vitro da razao de INF-y/IL-10 a partir de esplendcitos estimulados com SLA de L.

amazonensis

Para avaliar se o tratamento induziu uma resposta imune nos animais infectados,

citocinas IFN-y e IL-10 foram dosadas em esplenocitos estimulados com SLA um dia apos o
fim do tratamento. Como mostrado na Figura 13, esplenocitos de camundongos tratados com
a pomada 8-HQN apresentaram uma maior razdo de IFN-y/IL-10 do que os esplendcitos dos
animais tratados com CV, salina e ANF-B, sugerindo o desenvolvimento de uma resposta
imune Tul nesses animais. Como um correlato da progressdo da doenga, os animais que
receberam solugdo salina ou foram tratados com CV apresentaram uma maior razao de IFN-
v/IL-10 do que os animais que receberam a pomada. O grupo tratado com Glu também
apresentou diferenca estatistica quando comparado aos grupos salina, CV e Anf-B, indicando
também um perfil de resposta Tul. O grupo tratado com Anf-B ndo apresentou diferenca

quando sua razao [FN-y/IL-10 foi comparado com os grupos controles.
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Figura 13: Analise in vitro da razdo de INF-y/IL-10 a partir de esplendcitos estimulados com SLA de L. amazonensis. Os resultados
sdo apresentados como razdo de INF-y/IL-10 (SLA/CC) A figura 12, apresentam a razdo do indice de citocinas INF-y/IL-10 Nas
figuras, a representa diferenca significativa em relagdo ao grupo Controle (Salina); b representa diferenca significativa em relagéo
aogrupo tratado com controle veiculo, ¢ representa diferenga significativa em relagdo ao grupo tratado com Anf-B e d representa
diferenca significativa em relagdo ao grupo tratado com GLU, sendo p<0,05. As barras representam a média + desvio-padrao dos
grupos.

Analise in vitro da producio de citocinas intracitoplasmaticas por linfécitos T
CD4+ e CD8+ a partir de esplendcitos estimulados com SLA de L. amazonensis

Para avaliar se o tratamento induziu uma resposta imune nos animais infectados,
citocinas foram dosadas em esplenocitos estimulados com SLA- Antigen um dia apds o fim do
tratamento. Os resultados da analise de citocinas intracitoplasmaticas (IFN-y, TNF-a e IL- 10),
produzidas por linfocitos T CD4" e CD8" estdo demonstrados na Figura (14).

Em relacao a producado de citocinas apds estimulo com SLA-Antigen, observou-se que
o grupo pomada 8-HQN apresentou aumento das citocinas produzidas pelos linfocitos T CD4"
produtores das citocinas do tipo 1, IFN-y" e TNF-a" (Figura 14). Os dados de citocinas para
linfocitos TCD8" também indicaram aumento das citocinas de IFN-y" e TNF-a" em relagdo aos
grupos controles. Em relagdo ao grupo tratado com Anf-B quando se avaliou o perfil de
linfocitos CD4", observou-se o aumento de IFN-y" e TNF-a'. Ja em relagdo aos linfocitos CD8*
houve aumento apenas de INF- y" Os animais tratados com GLU, apresentaram um aumento
das citocinas tipo 1, IFN-y" ¢ TNF-o" produzidas por linfocitos T CD4" e em relagdo perfil T
CDS8 * observa-se aumento apenas TNF-o" com diferenga dos grupos salina, CV e Anf-B. Ao
analisar a citocina regulatéria IL-10, o grupo pomada 8-HQN 5% demonstrou uma redugdo
comparada aos grupos controles salina e CV para linfocitos T CD4" ¢ em relagdo aos linfocitos

T CD8", respectivamente. Também foi possivel observar



49

uma reducdo da citocina IL-10 nos grupos Anf-B e GLU quando comparados aos grupos

controle e CV.

T + +
CD4 CDS8
INF-y INF-y
2.5+ 25
2.0+ a.b e ab 207 ) e
1.5 I 15+ [ T
T
1.0 10 - T
0.5+ 0.5-]
0 0.0
Salina  CV AnfB  GLU  5%8HON Salina  CV AnfB  GLU  5%8-HQN
—
-
S’
(7))
© TNF-a TNF-o.
£ e 25-
8 20 20
ab 4
A ab
i ‘|’ — &b ab.c
o 1.54 15+ T e
O : ’ _
% 104 10+ —
m 0.5 0.5
Q 0.0 00
S Salina OV AnfB  GLU 5% 8-HON Salina oV AnfB  GLU 5% 8HON
c
o —
IL-10 IL-10
25 2.5+
2.0 2.0 | |
1.5 1 e - ab L
T &b ab
1.0 = P 1.0+ ab =
0.5 05
0.0 0.0
Salina GV AnfB  GLU 5% 8.HQN Salina  CV AnfB  GLU  5%8.HON

Figura 14: Citocinas intracitoplasmatica em esplendcitos. Os resultados sdo apresentados como indice de citocinas (SLA/CC) para
células T CD4+ e T CD8+, com marcacdo anti-IFN-y, anti-TNF-a e anti- IL-10. Nas figuras, a representa diferenca significativa
em relagdo ao grupo Controle (Salina); b representa diferenca significativa em relagdo ao grupo tratado com controle veiculo, ¢
representa diferenga significativa em relagéo ao grupo tratado com Anf-B e d representa diferenga significativa em relagdo ao grupo
tratado com GLU, sendo p<0,05. As barras representam a média + desvio-padrdodos grupos.
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Determinaciio dos parametros de toxicidade

Para a analise da seguranca do tratamento em relagdo a sua toxicidade foram realizadas
dosagens de marcadores renais (creatinina e ureia), cardiacos (CK-MB) e hepaticos: a
transaminase piravica (TGP) e transaminase oxalacética (TGO), através de amostras de soro
e conforme orientacdes dos fabricantes dos kits utilizados. Quando avaliou-se os parametros
relacionados aos marcadores renais (creatinina), ndo se observou diferenga estatistica entre os
grupos controles e tratados (Fig 15 A). Por outro lado, o grupo que foi tratado com a pomada
contendo 8-HQN apresentou menores valores de dosagem de ureia estatisticamente
significativos quando comparados aos grupos controles CV e Anf-B (Fig. 15 B). Ao avaliar o
marcador cardiaco CK-MB (fig. 16 A), o grupo tratado com 8-HQN apresentou valores
inferiores desse marcador quando comparados aos grupos CV e Anf-B. Em relacdo aos
marcadores hepaticos TGO e TGP, ndo se observou diferenca estatistica entreos grupos

controles e tratados (Fig 16 B e C).
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Figura 15: Pardmetros toxicologicos da avaliag@o renal: Creatinina e Ureia. As amostras de soro dos animais foram dosadas com
Kits comerciais de creatinina (A), ureia (B), conforme o fabricante. Nas imagens, mg/dL corresponde a miligramas por decilitro.
Nas figuras, a representa diferenca significativa em relagdo ao grupo Controle (Salina); b representa diferenga significativa em
relacdo ao grupo tratado com controle veiculo, ¢ representa diferenca significativa em relagdo ao grupo tratado



51

com Anf-B e d representa diferenca significativa em relagdo ao grupo tratado com GLU, sendo p<0,05. As barras representam a
média + desvio-padrao dos grupos.
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Figura 16: Parametros toxicologicos da avaliagdo cardiaca e hepatica. As amostras de soro dos animais foram dosadas com Kits
comerciais de CKMB (A), TGP (B) e TGO (C) conforme o fabricante. Nas imagens, U/L corresponde a unidades por litro. Nas
figuras, a representa diferenca significativa em relacdo ao grupo Controle (Salina); b representa diferenca significativa em relagdo
aogrupo tratado com controle veiculo, ¢ representa diferenga significativa em relagdo ao grupo tratado com Anf-B e d representa
diferenca significativa em relagdo ao grupo tratado com GLU, sendo p<0,05. As barras representam a média =+ desvio-padréo dos
grupos.
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6 DISCUSSAO

As leishmanioses sao um conjunto de doencas tropicais, consideradas negligenciadas
€ que apresentam alta prevaléncia e constituem um problema de saude publica. S3o doencas
que afetam predominantemente pessoas de baixo nivel socioecondmico e que possuem um
dificil controle epidemiologico (ULIANA, S. et al., 2018; BAILEY, F. et al., 2019;
OLIVEIRA, B. C. de et al., 2019).

A LT possui uma incidéncia global elevada, apos sua infec¢ao a lesao pode permanecer
por um longo periodo (3-18 meses) dependendo da espécie infectante e estado imunologico do
hospedeiro. Embora ndo seja fatal, a LT tem um impacto socioecondmico devido a
estigmatizagdo dos individuos que podem apresentar lesdes desfigurantes e mesmo apos a cura
da doenca (BENNIS, L. et al., 2018; BAILEY, F. et al., 2019). De acordo com a OMS, o
tratamento da LT ird variar entre os paises que devem levar em consideracao a forma clinica
da doenca, a espécie infectante. Os tratamentos atuais, apresentam eficacia variada, efeitos
sistémicos diversos que muitas vezes levam ao abandono do tratamento pelo paciente
(ULIANA, S. et al., 2018; BAILEY, F. et al., 2019; OLIVEIRA,

B.C.deetal., 2019).

O tratamento inicial da LC se baseia no uso de antimoniais pentavalentes, composologia
determinada conforme condigdes clinicas e a sua forma de administragdo (parenteral)
representa uma grande desvantagem, pois € doloroso para a maioria dos pacientes,
principalmente criangas, possui longa dura¢do de tratamento, causa reagdes locaise requer
hospitalizagdo. Esses fatos, aumentam o custo da terapia e outros efeitos adversos, fatores que
provavelmente sdo responsaveis pela ndo adesao ao tratamento e/ou descontinuidade do mesmo
(ULIANA, S. et al., 2018; CARVALHO, S. H. et al., 2019).

Outros farmacos, tais como Anf-B, miltefosina, pentamidinas e paramomicina, sdo
recomendados como segunda opg¢ao no tratamento e para condi¢des especiais como: gestantes,
criangas, cardiopatas, pessoas portadoras do virus HIV e falha terapéutica. Além dos diversos
efeitos adversos (carditoxicidade, nefrotoxicidade, hepatotoxicidade entre outros), o uso destes
medicamentos causou o desenvolvimento de resisténcia e falha nos tratamentos no decorrer do
tempo, impactando diretamente no controle da doenga. A resisténcia surge com mutagdes
genéticas que diminuem a resposta do parasito a um farmaco quando o mesmo esta sob pressao
deste farmaco. Portanto, novas formas terap€uticas precisam ser desenvolvidas em uma
tentativa de reduzir estes problemas. (GOTO & LINDOSO, 2012; MORAIS-TEIXEIRA, E. et
al.,2015; PONTE-SUCRE, A. et al., 2017; TASLIMIT, Y. et al., 2018).
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As terapias locais tém sido recomendadas para infec¢des causadas por espécies de
Leishmania que causam lesdes pequenas e pouco disseminadas (MARTINEZ-SALAZAR et
al., 2020). Dessa forma, ha um interesse no desenvolvimento de novos tratamentos que utilizem
a via topica como alternativa, por apresentar diversas vantagens, tais como, facilidade de
autoadministragdo, reducao de efeitos de primeira passagem, natureza naoinvasiva, assim, o
tratamento poderia aumentar a acessibilidade e adesdo do paciente, resultando em uma maior
taxa de cura da doenga (VARIKUTI, S. et al., 2017, BERENGUER, D. et al., 2019,
HOROIWA, T. A. et al., 2020; AZIM, M. et al., 2021).

Diversos estudos tém sido realizados com a finalidade de identificar novas moléculas
com potencial agdo leishmanicida, como estratégia para melhorar a eficacia do tratamento das
leishmanioses. Um estudo de Neira et al. (2019), avaliou o tratamento da LC com um gel
topico de miltefosina em camundongos BALB/c infectados com espécies do Novo Mundo,
onde o gel foi ativo contra parasitos in vitro e in vivo, reduzindo o tamanho da lesdo em 84%,
além disso, ndo foram observados sinais de irritagdo/inflamagdo ou alteracdes nos niveis
séricos de ureia e transaminases apos o tratamento. Ja em outro estudo Martinez-Salazar et al.
(2020), utilizou em seu tratamento topico um creme MF29 1% e obteve reducdo da carga
parasitaria em comparagdo com 0s outros grupos controle que apresento uma lesdo nao
cicatrizada e necroética, além da resposta imunecom perfil Tu2, que foi reduzida.

O sulfato de paramomicina € um antibiotico aminoglicosideo de amplo espectro, que

na década de 60 demonstrou efeitos anti-Leishmania de forma sistémica para LV e topica
para LC (L. major, L tropica e L. aethiopica) (FERNANDEZ, M. M. et al., 2011). Em um
ensaio clinico duplo-cego randomizado no Ird, pesquisadores relataram resultados clinicos da
terapia topica contendo 15% de paramomicina entre os pacientes que apresentaram lesdes tinica
ndo complicada de LC provocados por L. major, com uma taxa de cura entre 59% e 74% ap0s
2 e 4 semanas de tratamento respectivamente (ASILIAN, A. et al., 2003; AZIM,
M. et al., 2021). Outro estudo demonstrou uma combina¢do de paramomicina 15% e
gentamicina 0,5% para tratar LT em camundongos Balb/c, infectados com L major, L
amazonensis, L panamensis. Durante 10 dias os camundongos foram tratados duas vezes ao
dia, e 100% das lesdes apresentaram cura (GROGL et al., 1999).

Outro estudo demonstrou que a morfina atua como agente imunomodulador € que seu
uso topico € capaz de diminuir o tamanho da lesdo em camundongos Balb/c infectados com
L. major (GHAFFARPASAND. F, et al., 2016; AZIM, M. et al., 2021). Um creme composto
de S-nitroso-N-acetilpenicilamina (SNAP) que induz a produg¢do de reativo de 6xido

nitrico(NO), apds 30 dias de tratamento houve a resolugdo de todas as lesdes presentes


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Varikuti%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28602835
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nosindividuos com LC (LOPEZ-JARAMILLO et al., 1998).

A combinagdo de farmacos com antimonial tem sido recomendada para aumentar a
eficacia, reduzir a falha terapéutica e os efeitos adversos (MODABBER, F. et al., 2007;
MEHEUS, F. et al. 2010). Estudos demonstraram a combinagao de creme fluconazol a 1%,
trés vezes ao dia durante 6 semanas com aplicacao de glucantime intralesional uma vez por
semana, potencializou o tratamento em 74% (NILFOROOSHZADEH et al., 2011).

A hidroxiquinolina e seus derivados sdo uma subclasse de quinolinas com varias
atividades biologicas descritas. A 8-HQN ¢ um composto heterociclico caracterizado por uma
afinidade por metais. Nos ultimos anos, diversas pesquisas tém sido relacionadas as HQ pela
sua capacidade estrutural de desenvolvimento de novos candidatos com atividade biologica em
varios alvos (OLIVERI & VECCHIO, 2016). Historicamente, as HQ sd3o utilizadas como
fungicidas na agricultura, € como conservantes na industria téxtil, madeireira e de papel
(PRACHAYASITTIKUL, V. et al., 2013). Ao longo dos anos, os estudos demonstraram que
a 8-HQN apresenta atividade quimioterapica, antimicrobiana etem sido associada ao
tratamento de doengas neurodegenerativas como doenga de Alzheimere doenga de Parkinson
(LENTZ, D. L. et al. 1999; SHEN, A. Y. et al. 1999b; REIS, D.C. et al., 2011; SONG, Y. et
al., 2015; OLIVERI & VECCHIO, 2016). A 8-HQN e seus derivados ja tiveram relatos de
atividade antitumoral (COLLERY, P., et al. 2000; SAADEH, H. A. et al., 2020), ¢ como um
candidato para o tratamento de individuos infectados com HIV. (LENTZ, D. L. et al. 1999;
PRACHAYASITTIKUL, V. et al., 2013).

Em relacdo a atividade parasitaria, estudos demonstraram que a 8-HQN inibiu o
crescimento de L. panamensis, L. tropica e promastigotas de L. major (LENTZ, D. L. et al.
1999; SHEN, A. Y. et al. 1999b). Recentemente, nosso grupo de pesquisa realizou um estudo
de triagem com a substancia 8-HQN que apresentou potencial antileishmanial no tratamento
da LT e LV. A 8-HQN foi avaliada contra formas promastigotas e amastigotas de L.
amazonensis, L. braziliensis e L. infantum e neste estudo, a 8-HQN, apresentou eficiente
atividade antileishmanial in vitro, associada a uma baixa toxicidade em Mg@s murinos € em
hemdcias de individuos do grupo sanguineo O+. A Anf-B foi utilizada como controle e
apresentou elevada toxicidade em Mgs murinos e atividade hemolitica significante. O estudo
concluiu que a 8-HQN seria um bom candidato para novos testes de tratamento das
leishmanioses.

A 8-HQN foi avaliada, também, in vivo em uma composicao micelar na tentativa de

reduzir a toxicidade, e os resultados demonstraram redu¢do da carga parasitaria nos 6rgaos
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como bacgo, figado, linfonodos ¢ medula 6ssea, quando comparados aos grupos controles
avaliados. Tais animais também apresentavam niveis significativamente elevados de IFN-y e
IL-12 e baixos niveis de IL-4 e IL-10, quando comparados aos controles, denotando uma
resposta celular do tipo Tul que foi gerada nos animais infectados e tratados. Os autores
concluiram que o sistema micelar 8-HQN foi eficaz na reducao da infeccdo e controle da
doenga nos animais, nao apresentando toxicidade nos mesmos (DUARTE, M. C. et al., 2016b;
LAGE, L. M. et al., 2016).

O tratamento topico da LT tem sido recomendado devido a sua potencializaciao da acao
local do farmaco, baixo custo, facilidade de administracao e a ndo necessidade de infraestrutura
complexa do sistema de satde para a realizacdo do tratamento (MODABBER, F. et al., 2007;
TRINCONI, C. T. et al., 2016). Além disso, a terapia combinada também temsido recomendada
para aumentar a eficacia do tratamento, prevenir possiveis casos de resisténcia, reduzir a dose
e o tempo de tratamento e diminuir o efeito de toxicidade nos pacientes (MODABBER, F. et
al.,2007; MEHEUS, F. et al. 2010). Assim, tendo em vista a eficacia apresentada pela 8-HQN
tanto no tratamento in vitro como in vivo contra a LV e LT, esse trabalho propos avaliar o
potencial da 8-HQN em uma formulagdo topica contra a leishmaniose tegumentar em
camundongos Balb/c infectados pela espécie L. amazonensis.

O tratamento topico da substancia 8-HQN neste trabalho iniciou-se apds abertura das
lesdes nos camundongos BALB/c infectados com L. amazonensis, que sdo altamente
suscetiveis a infec¢ao, com duragdo de 30 dias e a eutanasia um dia apos o final do tratamento.
O protocolo de tratamento foi estendido, para além, dos 20 dias recomendados pela OMS no
tratamento LC para verificar se a substancia causaria possiveis efeitos adversos nos animais
(MARTINEZ-SALAZAR et al. 2020). Os resultados do tratamento topico realizado com a 8-
HQN a 5%, determinada experimentalmente foram comparados com os grupos sem a
formulacdo 8-HQN (somente veiculo da pomada), grupo de tratado com salina (Controle) e os
grupos GLU (20 mg/Kg/dia)e Anf-B (1 mg/kg/dia), por via peritoneal, sendo os dois tltimos
grupos medicamentos de referéncia no tratamento da doenga.

A espécie L. amazonensis foi originalmente descrita na Amazodnia brasileira, mas
apresenta uma vasta distribuicdo em outras regides do Brasil, sendo capaz de induzir no
hospedeiro desde lesdes cutaneas a forma visceral da doenca (BARRAL, A. et al., 1991;
COELHO, E. A. F. et al.,, 2003). Por ser uma espécie com capacidade elevada de
desenvolvimento de lesao, todos os camundongos infectados apresentaram um aumento da area
da lesdo ao longo do periodo do tratamento, sendo o grupo tratado com 8-HQN 5% apresentou

a menor taxa de crescimento quando comparado aos controles salina e CV ao final
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do tratamento, o que também, reflete na avaliagcdo da carga parasitaria. O grupo tratado com a
formulagdo tépica com 8-HQN 5% apresentou melhor desempenho na reducdo da carga
parasitéria, diante dos grupos controle e CV, sendo significativa a diferenga em todos os 6rgaos
avaliados (bago, figado, linfonodo drenante, lesdo e medula 6ssea). Como visto em estudos
anteriores do grupo (DUARTE, M. C. et al. 2016a; LAGE, L. M. et al., 2016), a 8- HQN possui
atividade leishmanial, o que poderia sugerir uma agao local direta nos parasitos presentes na
lesdo dos camundongos infectados, gerando uma reducdo da carga parasitaria local.
Consequentemente, uma menor disseminacdo hematogénica dos parasitos para os demais
orgdos, o que pode ser sugerido pela baixa carga parasitaria da medula 6ssea quando comparado
com os demais grupos. Entretanto o mecanismo de acdo desta substincia ainda ndo estd
elucidado na literatura, mas parece que atua na despolarizacdo da membrana mitocondrial do
parasito, o que ¢ considerado critico para a sobrevivéncia de qualquer célula (FIDALGO &
GILLE, 2011; DUARTE, M. C. et al. 2016a). Resultados semelhantes foram verificados por
Martinez-Salazar ef al. (2020), que desenvolveu um tratamento topico e ao final observou-se
reducdo do tamanho das lesdes em camundongos tratados com o creme MF29 a 1%,
significativamente menor do que o grupo controle seguido de redugdo da carga parasitaria na
lesao e no linfonodo drenante, demonstrando o potencial agdao antileishmanial de ambas as
substancias dos estudos.

Em outro estudo, Sosa et al. (2020), realizou tratamento topico com 15% de EGCG,
que ¢ um polifenol e constituido de galato de epigalocatequina, em camundongos BALB / ¢
infectados com L. (L.) amazonensis. O tamanho da lesdo dos camundongos tratados com 15%
EGCG topico foram diminuindo significativamente no decorrer do tratamento em comparacao
com o grupo controle (sem tratamento). Os autores correlacionaram a evolucdo das lesdes nos
camundongos tratados com EGCG tdpico com a diminuicdo significativa da carga parasitaria
(80% de inibi¢do) em comparagdo com o grupo controle. J& em comparagdo com o grupo Glu
a eficacia foi semelhante.

A patogenia e patologia da LT em modelos experimentais murinos ¢ influenciada
fortemente por fatores ligados a genética do hospedeiro, bem como resposta imunologica. E
também pelo parasito, como viruléncia da espécie de Leishmania, tamanho do inoculo, forma
do parasito e via de inoculagdao (STAUBER, L. A.,1958; OLIVEIRA et al. 2012). O presente
estudo utilizou um elevado indculo de L. amazonensis, uma espécie altamente virulenta que
desenvolveu uma carga parasitaria exponencial nos drgaos avaliados como lesdo, figado, bago,
linfonodo e medula 6ssea sugerindo uma infecg¢ao cronica da doenga, o que dificulta o controle

da replicagcdo dos parasitos (OLIVEIRA et al. 2012; LAGE, L. M. et al., 2016).
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Nesse ambito, dificilmente um regime muito efetivo de tratamento diminuiria totalmente
a carga parasitaria nos 6rgaos ou levaria a cicatrizagao das lesdes. Nesse sentido, o tratamento
com a 8-HQN 5% se mostrou eficaz, visto que os dados obtidos mostram reducio
estatisticamente significativa em relagao aos grupos controles salina e CV utilizados no estudo,
embora a carga parasitaria nao tenha sido totalmente eliminada. Ademais, nosso estudo avaliou
somente um regime terapéutico (1 vez ao dia), sendo necessario estudoadicionais para avaliar
o aumento da frequéncia do uso da pomada e o tempo de tratamento.

Segundo Pereira et al. (2020), os parasitos exercem um papel importante na resposta
imune, contribuindo para o agravamento das ulceras, que podem se disseminar pelo corpo.
Logo, a ndo regressdo e o reaparecimento da lesdo podem ser decorrentes da persisténcia do
processo inflamatdrio induzido, assim, o equilibrio entre os dois subconjuntos de células
T CD4 " (Tul e Tu2) é fundamental para determinar a gravidade da doenga. Dessa forma, a
liberacdo de citocinas provenientes de um perfil de resposta Tl € muito importante,além disso,
¢ usado para avaliar os efeitos de um novo tratamento.

As células Tyl CD4", apos a infecgdo, sdo recrutadas para as lesdes cutineas onde
produzem IFN-y e TNF- o para ativar Mg para produzir NO, que vai contribuir para eliminagdo
do parasito. Ja a falta de resolucdo da doenca pode ser devido a produgdoaumentada da citocina
IL-10, que regula negativamente a expressao das citocinas Tul. Por outro lado, as células T
CDS8 " desempenham, também, um papel vital na prote¢do imunoldgica por meio da producio
de citocinas (IFN-y, TNF-a), bem como sua atividade citotoxica, através da expressdo de
granzima e perforina. No entanto, a produgdo de citocinas pelas células T CD8" é menor em
frequéncia e intensidade em comparagdo com assubpopulagdes de células T CD4", pois pode
levar a grandes danos teciduais e exacerbar a resposta (DA SILVA & BRODSKYN, 2014;
SCOTT & NOVAIS, 2016).

Em nosso estudo, avaliamos se o tratamento com a formulagao com 8-HQN 5% foi
capaz de produzir células T CD4" ¢ T CD8" e os resultados demonstrou que o tratamento
apresentou perfil de resposta CD4 com aumento, sendo diferenga significativa aos grupos
controle e CV, em relacdo a citocina [FN-y, assim, como os tratamentos de referéncia. Ja a
citocina IL-10 para o grupo 8-HQN 5% apresentou reducao do valor quando comparado com
os grupos controle e CV, os resultados foram semelhantes para os grupos de tratamento de
referéncia. Quando se avaliou o perfil CD8" observou aumento estatisticamente significativo
na producdo das citocinas IFN-y e TNF-a, comparado aos grupos controle e CV, sendo que os
grupos GLU e Anf-B nao apresentou diferenga significativa para ambas citocinas apenas o

grupo 8-HQN 5%. Entretanto, a producdo de IL-10 do grupo 8-HQN 5% foi reduzida
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estatisticamente apenas quando comparado aos grupos controle e CV. Embora a via de
administracdo da 8-HQN seja distinta, nossos dados estdo de acordo com os estudos anteriores
em que no tratamento com a 8-HQN observa-se um perfil de resposta celular predominante
Tul (DUARTE, M. C. et al., 2016b; LAGE, L. M. et al., 2016).

J4 nas dosagens realizadas por ELISA apenas o grupo 8-HQN 5% teve uma redugao
significativa comparando com os grupos controle e CV para citocina IL-10 e para [FN-y o
grupo 8-HQN 5% teve o maior indice de todos os grupos com diferenga significativa
comparando com os grupos controle ¢ CV. Kawakami et a/ (2021), realizou um tratamento
topico com Oleos naturais ¢ avaliou o nivel de citocina IL-10, assim, associaram que o nivel
de citocina pode estar envolvido no controle da multiplicagdo do parasito. Em seu resultado o
nivel IL-10 foi reduzido, o que sugere reducdo da resposta inflamatoria, redu¢do da carga
parasitaria no local da infec¢do e reducdo do tamanho das lesdes. Nosso estudo demonstrou
uma menor carga parasitaria da lesdo e demais Orgdos tratados com a pomada 8-HQN 5%, o
que pode sugerir um equilibrio maior da resposta celular com um perfil predominantemente
Tul.

Ao realizar um novo tratamento a toxicidade deve ser verificada em todos as condigdes
clinicas do tratamento, visto que o0 mesmo pode levar a riscos fisioldgicos, assim, adosagem
bioquimica € realizada para verificar a seguranga do tratamento com marcadores renais,
hepaticos e cardiacos (ALMEIDA, A. S. et al., 2008; SPINELLI, M. O. et al., 2012). De acordo
com a OMS (1993), biomarcador ¢ qualquer substancia, estrutura ou processo que pode ser
medido no corpo ou em seus produtos que influenciam o desfecho da doenga (DUARTE, D.
B. et al., 2020).

Ap6s o término do tratamento diversos pardmetros bioquimicos foram avaliados para
determinar se houve toxicidade ao longo da terapia. Os dados demonstram que ndo houve
diferenca estatistica para os testes de creatinina e ureia. J& para fracio CK-MB (cardiaco) o
grupo tratado com 8-HQN 5% mostrou-se menor que o grupo de tratamento de referéncia ANF-
B e este obteve, também, diferenga significativa do grupo CP. Por ultimo, os valores de
ALT/TGP (hepatico) também ndo apresentaram diferenga estatistica entre os grupos. Assim,
como nos resultados bioquimicos deste projeto Pereira et a/ (2020), em seu tratamento com
curativos topico apresentou variagcdoes bioquimica normal para todos os parametros séricos
avaliados (creatinina, uréia, ALT e AST), o que nao implicou nas condig¢des clinicas. Ressalta-
se que niveis de marcadores muito elevados podem estar relacionados ao uso de medicamentos,

corroborando possiveis reagdes adversas dos medicamentos utilizados no
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tratamento, assim, como observamos com o grupo Anf-B, que apresentou elevacao
significativa dos demais grupos para fragio CK-MB.

A LT ainda ¢ endémica em diversos paises em desenvolvimento e do terceiro mundo,
devido a problemas de diagnostico € monitoramento em areas endémicas e ao nimero limitado
de farmacos disponiveis para o tratamento dos casos. E importante ressaltar que, a maior parte
dos tratamentos utilizados no mundo e no Brasil, requerem via de administragdo parenteral, o
que gera um desconforto para os pacientes, que muitas vezes acabam nao aderindo ao protocolo
de tratamento levando muitas vezes a falha terapéutica devido ao desenvolvimento de
resisténcia dos parasitos frente ao principal farmaco disponivel (GLU). Ademais, isso
representa um custo ao sistema de saude, devido aos gastos gerados com internacdo dos
pacientes.

Dessa forma, estudos buscando alternativas terapéuticas contra LT apresentam impacto
direto para a reducao da doenca humana. Diversas terapias topicas vém sendo avaliadas para
contornar esses problemas, visto que podem ter uma alta concentragao do fArmaco no local da
infeccdo. Ademais € necessario promover o uso de terapias combinadas afim de reduzir doses,
efeitos adversos, aumentar adesdo entre os pacientes, evitar o aparecimento de cepas resistentes
do parasito e consequentemente reduzir custos no ambito do sistema de saude. Estas
abordagens podem favorecer os programas de satde publica do Brasil e em diferentes regides
do globo (América do Sul, Europa, Asia e Africa). Neste contexto, o desenvolvimento de novas
estratégias terapéuticas contra LT apresentam potenciais publicos consumidores na regido da

América do Sul, onde a doenca ¢ endémica e consiste em grave problema de saide publica.
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7 CONCLUSAO

Com base nos dados gerados no presente estudo a substancia 8-HQN 5% foi toleravel
pelos animais ndo apresentando irritacdo na pele, apresentou atividade contra os parasitos de
Leishmania, reduzindo a carga parasitaria e possibilitando um perfil de resposta Tul, além,
dos dados toxicoldgicos ndo apresentarem diferenca estatistica. Assim, a formulagao contendo
8-HQN 5% ¢ um candidato promissor no tratamento topico da LC por todos dados gerados no
presente estudo, que sdo favoraveis, e facilitar a adesdo dos pacientes, pois poderia ser usado
em combinacdo ou isolado, além de gerar a reducdo dos custos do tratamento. Por fim,
sugerimos estudos adicionais para verificar sua agdo em combinagdo com os tratamentos de
referéncia, ¢ em diferentes esquemas terapéuticos e sistemas deentrega para uma a¢ao mais

eficaz.



61

8 PERSPECTIVAS

e Avaliar a utilizagdo da pomada contendo 8-HQN 5% em associagdo com os farmacos
de referéncia utilizados no tratamento da LT;

e Avaliar diferentes esquemas terapéuticos, como aumento da periodicidade do uso da
pomada e tempo de tratamento;

e Avaliacdao do uso da pomada contra outras espécies de Leishmania causadoras da LT

como a L. major e L braziliensis.
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