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RESUMO

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) é uma zoonose infecto-parasitaria, nao
contagiosa ocasionada por protozoarios do género Leishmania, que acomete pele e mucosas.
O esquema terapéutico da LTA no Brasil diferencia-se de acordo com a manifestagdo clinica,
espécie e localidade em que ocorreu a infeccdo. Apesar da eficacia dos farmacos atuais, eles
possuem alta toxicidade, efeitos colaterais e resisténcia parasitaria. Neste sentido, diversas
pesquisas estdo sendo desenvolvidas para a obtencdo de novas formulacdes farmacéuticas,
partindo da quimica inorganica medicinal devido aos estudos com ions metalicos
apresentarem atividades terapéuticas promissoras, assim como, também farmacos de origem
sintética que representam uma significativa parcela do mercado farmacéutico. O presente
estudo tem como objetivo sintetizar, caracterizar e avaliar a atividade antileishmania de
nanoparticulas do antiménio pentavalente (NPs Sb°*) e a atividade da hesperidina comercial
(glicosidio flavanona) frente as espécies L. (L.) amazonensis, L. (Viannia) guyanensis, L. (V.)
braziliensis e L. (V.) naiffi, in vitro e in vivo. Neste sentido as NPSb®* (4 a 0,25 mg/ Sb>*/mL)
e a hesperidina (9 a 0,56 mg/mL) foram testadas in vitro frente as formas promastigotas e
amastigotas de Leishmania spp. Para averiguar a viabilidade parasitaria e taxa de infeccéo,
respectivamente; assim como a atividade citotoxica frente a macréfagos peritoneais murinos.
Os ensaios in vivo foram realizados com as espécies L. (L.) amazonensis, L. (V.) guyanensis e
L. (V.) braziliensis em hamsters (Mesocricetus auratus) frente a dois protocolos terapéuticos.
Os resultados demonstram que as NPSh>* apresentam resultados promissores in vitro frente as
espécies de Leishmania testadas e ndo apresentou citotoxicidade a macrofagos peritoneais
murinos, no estudo pré-clinico induziram a cura clinica dos animais infectados com L. (V.)
guyanensis (protocolo 1 e 2) e L. (V.) braziliensis (protocolo 1) e ndo apresentou sinais
clinicos indicativos de toxicidade. A hesperidina apresentou resultados promissores in vitro
frente as espécies de Leishmania testadas, entretanto, apresentou citotoxicidade moderada em
macrdéfagos peritoneais murinos nas maiores concentracdes, no estudo pré-clinico a
hesperidina induziu a cura clinica de 50% dos animais infectados com L. (V.) braziliensis
tratados com GTH2 (Grupo infectado e tratado com 4 mg/mL da hesperidina). A continuidade
desse estudo é necessaria de modo a avaliar outros parametros, considerando as NPSb®>* como
fortes candidatos ao tratamento da leishmaniose tegumentar com eficacia superior ao
observado no tratamento com a hesperidina.

Palavras-chave: Nanoparticulas, Antimonio pentavalente, Hesperidina, LTA, Intralesional.



ABSTRACT

American Tegumentary Leishmaniasis (ATL) is an infectious-parasitic, non-contagious
zoonosis caused by protozoa of the genus Leishmania, which affects the skin and mucous
membranes. The therapeutic scheme for ATL in Brazil differs according to the clinical
manifestation, species and locality where the infection occurred. Despite the effectiveness of
current drugs, they have high toxicity, side effects and parasite resistance. In this sense,
several researches are being developed to obtain new pharmaceutical formulations, starting
from medicinal inorganic chemistry due to studies with metallic ions presenting promising
therapeutic activities, as well as drugs of synthetic origin that represent a significant portion of
the pharmaceutical market. The present study aims to synthesize, characterize and evaluate
the antileishmania activity of pentavalent antimony nanoparticles (NPSb®*) and the activity of
commercial hesperidin (flavanone glycoside) against the species L. (L.) amazonensis, L.
(Viannia) guyanensis, L. (V.) braziliensis and L. (V.) naiffi, in vitro and in vivo. In this sense,
the NPSb®* (4 to 0.25 mg/Sb5+/mL) and hesperidin (9 to 0.56 mg/mL) were tested in vitro
against promastigotes and amastigotes of Leishmania spp. To ascertain parasite viability and
infection rate, respectively; as well as the cytotoxic activity against murine peritoneal
macrophages. The in vivo assays were carried out with the species L. (L.) amazonensis, L. (V.)
guyanensis and L. (V.) braziliensis in hamsters (Mesocricetus auratus) against two therapeutic
protocols. The results demonstrate that the NPSb®* present promising results in vitro against
the Leishmania species tested and did not present cytotoxicity to murine peritoneal
macrophages, in the preclinical study they induced the clinical cure of the animals infected
with L. (V.) guyanensis (protocol 1 and 2) and L. (V.) braziliensis (protocol 1) and did not
show clinical signs indicative of toxicity. Hesperidin showed promising in vitro results
against the Leishmania species tested, however, it showed moderate cytotoxicity in murine
peritoneal macrophages at the highest concentrations, in the preclinical study hesperidin
induced clinical cure in 50% of animals infected with L. (V.) braziliensis treated with GTH2
(Group infected and treated with 4 mg/mL of hesperidin). The continuity of this study is
necessary in order to evaluate other parameters, considering the NPSb®* as strong candidates
for the treatment of tegumentary leishmaniasis with greater efficacy than that observed in the
treatment with hesperidin.

Keywords: Nanoparticles, Pentavalent antimony, Hesperidin, LT, Intralesional.
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1 INTRODUCAO

As leishmanioses sdo doencas infecciosas e ndo contagiosas causadas por
diferentes espécies de protozodrios do género Leishmania, ocasionando desde infeccéo
visceral progressiva (Leishmaniose Visceral — LV) a lesdo cutdnea e mucosa
(Leishmaniose Tegumentar Americana — LT), esta Ultima por sua vez apresenta
manifestacdo polimorfica de pele e mucosa, estando associada a alta morbidade
(STEVERDING, 2017; GLANS et al., 2018).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) é um dos maiores problemas
de salde publica em paises em desenvolvimento. Aproximadamente, 98 paises ja
notificaram a doenca, acometendo 12 milhdes de pessoas e 350 milhdes estdo expostas
a doenca em todo o mundo (WHO, 2013). No Brasil a LT é considerada umas das
afeccBes dermatoldgicas que merecem atencdo, pois apresenta ampla distribuicdo com
registros de casos em todas as regides. Em 2018, foram notificados no Brasil 16.432
novos casos, com destaque para a regido norte (7.519 casos) e nordeste (3.717 casos).
No mesmo periodo, foram reportados 1.684 novos casos no Amazonas, sendo
classificado como o segundo estado da regido norte com maior nimero de notificacdes
para LT (SINAN/SVS/MS, 2019; BRASIL, 2017).

O tratamento das diferentes formas clinicas da leishmaniose durante décadas
utilizou os antimoniais pentavalentes (Sb>*) como drogas de primeira escolha (MAIA;
MONTE, 2019). Atualmente no Brasil, 0 Ministério da Saude (MS) preconiza o uso de
quatro farmacos, o Antimoniato de N-metil Glucamina (Glucantime®), Anfotericina B
(Albcet®), Anfotericina B lipossomal e o Isetionato de Pentamidina (Pentacarinat®).
Para determinacdo da terapéutica, deve considerar principalmente as caracteristicas
clinicas das lesdes, a susceptibilidade aos medicamentos, a localizacdo geogréfica em
que a infeccdo foi adquirida e a espécie de Leishmania infectante (BRASIL, 2017).

Os farmacos utilizados atualmente apresentam eficacia limitada, visto que
exibem alta toxicidade, estdo relacionados a uma série de efeitos adversos, além de uso
parenteral, resisténcia parasitaria e o custo elevado no tratamento. Diante dessas
limitagbes a OMS recomenda o incentivo a busca por novos medicamentos e
tratamentos como drogas alternativas (BRASIL, 2017; HOLANDA et al., 2018; FILHO
et al., 2020).
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Diversas pesquisas estdo estudando a possibilidade de reposicionamento de
farmacos, que é uma estratégia utilizada geralmente para doengas que ndo recebem
tantos investimentos como é o caso da leishmaniose, este se trata de uma forma de
pesquisa que investiga se um medicamento ja conhecido e utilizado clinicamente
apresenta alguma atividade contra outra doenca ainda sem tratamento ou ainda para a
mesma doenca, no entanto, com alguma modificacdo na sua formulacéo (SILVA, 2015;
SILVA, 2015).

Nesse sentido, estudos tem sido realizados com substancias advindas de
produtos naturais como a hesperidina, que segundo Gomes et al. (2017) trata-se de um
flavonoide pertencente ao grupo das chalconas comumente utilizadas em estudos de
atividade antileishmania; também outras pesquisas estdo sendo desenvolvidas na area
inorganica como as nanoparticulas produzidas a partir de antiménio Sb®* conforme
descreve Franco et al. (2016) sobre a eficacia dessa formulacdo frente a espécie L. (L.)
amazonensis causadora de LT.

Com isso esse estudo tem como objetivo testar dois principios ativos ja
aprovados na terapéutica clinica, os antimoniais pentavalentes ja utilizados para o
tratamento de leishmaniose, no entanto com a aplicacdo de uma nova tecnologia, assim
como também a hesperidina, um principio ativo aprovado em sinergismo com a
diosmina, conhecido comercialmente como Daflon®, preconizado para tratar varizes e
outros sintomas relacionados a insuficiéncia venosa cronica, ambos reposicionados

nesse trabalho para avaliar a atividade antileishamania em espécies causadoras de LT.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Doencas Tropicais Negligenciadas

Doenca é uma condigdo particular que prejudica a fun¢do normal de 6rgéos, sistemas e
do organismo como um todo, associado a sinais e sintomas especificos. Alguns fatores levam
ao comprometimento dessas fungdes, os fatores intrinsecos surgem de dentro do hospedeiro
geralmente associado as caracteristicas genéticas de um organismo, enquanto os fatores
extrinsecos sdo originados de fora do hospedeiro, geralmente associado ao contato com um
agente infeccioso, essas sdo denominadas Doencas Infecciosas (DIs) (NII-TREBI, 2017).

As Dls ocupam uma posic¢ao de destaque no mundo, estima-se que pelo menos 25%
das cerca de 60 milhdes de mortes que ocorrem no mundo a cada ano, sdo devidas as doencas
infecciosas, dentro dessa parcela estdo inclusas as Doencas Tropicais Negligenciadas (DTNSs)
(NII-TREBI, 2017; HERNANDEZ et al., 2019), representadas por um grupo diversificado de
doengas transmissiveis (protozodrios, bactérias, helmintos e virus) que afetam principalmente
pessoas que vivem em situacao de pobreza, com dificuldades de acesso a agua tratada, falta de
saneamento basico, condicdes precarias de habitacdo e em contato com vetores e agentes
infecciosos (YAMEY et al., 2018; HERNANDEZ et al., 2019; OMS/OPAS, 2019).

A OMS priorizou 23 DTNs por serem endémicas em 149 paises, afetarem mais de 1,4
bilhdo de pessoas anualmente e contribuirem para a morbidade, incapacidade e pobreza
substancial, dessa forma gerando um impacto consideravel nessas regides (YAMEY et al.,
2018; HERNANDEZ et al., 2019).

Contudo, as DTNs carecem de incentivos de mercado para estimular o
desenvolvimento de novos medicamentos, recebendo poucos investimentos em pesquisa de
governos ou empresas. Mesmo que os financiamentos de parcerias publico-privadas entre
2000 e 2011 tenham ajudado a comercializar 37 novos tratamentos para DTNSs, essa
proporcado representa apenas 4% entre 0s novos produtos terapéuticos registrados no mesmo
periodo, o que torna claro a insuficiéncia em pesquisa e desenvolvimento (YAMEY et al.,
2018; HERNANDEZ et al., 2019).

No Brasil, da lista da OMS estdo presentes 18 DTNs, sendo as mais comuns: dengue,
doencas de chagas, hanseniase, malaria e leishmaniose (HERNANDEZ et al., 2019;
OMS/OPAS, 2019), esta ultima é uma doenca emergente de notificacdo compulséria capaz de
causar diferentes manifestacdes clinicas dependendo da espécie infectante e do sistema imune

do hospedeiro, no entanto os tratamentos disponiveis para leishmaniose ndo sdo totalmente
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eficazes, apresentam um série de efeitos colaterais e adversos, resisténcia parasitaria, vias de
administracdo invasiva aléem de receber poucos incentivos a pesquisa para novos terapias.
(HERNANDEZ et al., 2019; OMS/OPAS, 2019).

2.2 Histdrico da Leishmaniose

Evidéncias da existéncia de espécies de Leishmania sdo descritos desde a pré-historia;
0 primeiro fossil € de 100 milhGes de anos encontrados na mosca-da-areia Palaeomyia
burmitis, a espécie descrita foi denominada Paleoleishmania proterus, o segundo fdssil
descrito € de 20 a 30 milhdes de anos, denominado Paleoleishmania neotropicum, encontrado
em mosca-de-areia Lutzomyia adiketis. Ambos o0s registros demonstram que além de
promastigotas, foram encontradas formas amastigotas, sugestivo de um ciclo de vida
digenético (STERVENDING, 2017).

Em mumias egipcias de Tebas Ocidental (2050-1650 a.C.) de uma tumba do reino
médio foi encontrado DNA mitocondrial de Leishmania donovani, causadora de LV. A
doenca também é descrita em uma colecdo de documentos médicos dos egipcios que datam de
1500 a.C. no qual eles descrevem uma condicédo de pele conhecida como espinha do Nilo, que
supostamente se refere a leishmaniose cutanea (LC) (STERVENDING, 2017).

Embora haja documentos médicos datados desde a.C que descrevem a doencga, foi o
britdnico David Douglas Cunninghan em 1885 na india, o primeiro a observar o parasita do
género Leishmania, onde descreveu formas amastigotas em casos de LV (FURUSAWA,
BORGES, 2014). Em 1898 na Russia, Borovsky encontrou esses parasitas em lesdes do botéo
do oriente (calazar) e descreve-os como parasitas diminutos (ALTAMIRANO-ENCISO,
2003; NEVES, 20009).

No entanto, apenas em 1903, na india, William Leishman e Charles Donovan
descreveram o agente causador do calazar, que recebeu o nome de Piroplasma donovani
nomeado por Laveran e Mesnil, 0 que ndo durou muito tempo, pois Ronald Ross criou o
género Leishmania e a espécie passou a ser chamada de Leishmania donovani, em 1906 esses
parasitas foram denominados Leishmania tropica (NEVES, 2009).

A primeira referéncia de leishmaniose no Brasil é citada em relatorios feitos por
cronistas viajantes entre 1774 e 1787, no qual descreveram a experiéncia de um medico

residente no Amazonas, a respeito de uma praga de mosquito, cuja picada provocava o
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surgimento de ulceras, sem descrever de fato a doenca (COSTA, 1992; FURUSAWA;
BORGES, 2014).

No entanto, a obra Pastoral Religiosa-Politico Geographico editada em 1827 é
considerada a referéncia mais segura, ela documenta a viagem do missionario Frey dom
Hipdlito Sanchez Rangel de Fayas y Quiros, no qual descreve a existéncia de individuos com
feridas na boca, nariz e Ulceras nos bragos e pernas, relacionadas a picada de insetos na regiao
Amazodnica (VALE; FURTADO, 2005).

Cerqueira, em 1885 identificou a doenca clinicamente como botdo de Briska, no
entanto, em 1908 passou a ser chamada Ulcera de Bauru devido ao grande nimero de casos
oriundos principalmente da cidade de Bauru que chegaram a Santa Casa de Sdo Paulo.
Somente em 1909 a natureza leishmaniotica das lesbes foi confirmada por Lindenberg e
Carini - Paranhos ao identificar formas amastigotas em lesdes cutaneas de individuos com
Ulcera de Bauru da cidade de S&o Paulo, idénticas a Leishmania tropica descrita no velho
mundo (BASANO; CAMARGO; ARANHA, 2004; LAINSON, 2010).

Em 1911, Gaspar Vianna ao investigar o parasita de lesfes cutaneas de um paciente do
interior de Minas Gerais, concluiu que a morfologia das amastigotas diferia da Leishmania
tropica, denominando o parasita de Leishmania braziliensis. Em abril de 1912, Vianna
apresenta o primeiro caso de cura da leishmaniose tegumentar com a utilizacdo do tartaro
emético (BASANO; CAMARGO; ARANHA, 2004; LAINSON, 2010). Em 1915, com
excecao dos estados ao sul de S&o Paulo, os demais estados brasileiros foram observados com
casos de leishmaniose tegumentar (FURUSAWA; BORGES, 2014).

Por muitos anos acreditou-se que todos os casos de LT eram provenientes unicamente
da L. braziliensis, mas com os avancos dos estudos bioldgicos e epidemiol6gicos outras
espécies foram descritas e em 1961, Pess6a, um parasitologista brasileiro, listou outras
espécies causadoras de leishmaniose tegumentar propondo uma subdivisdo L. braziliensis,
guyanensis, peruviana, pifanoi e mexicana. Em 1987, foi feito uma classificacéo revisada por
Laison e Shaw, que criaram os subgéneros Viannia e Leishmania avaliando critérios de
desenvolvimento do parasita no intestino do flebotomineo (BASANO; CAMARGO, 2004;
VALE; FURTADO, 2005; LAINSON, 2010).

Atualmente, no Brasil sdo conhecidas pelo menos sete espécies que causam a doenca
em humanos, cada uma apresentando particularidades em relacdo a vetores, reservatorios,
manifestacbes clinicas, distribuicdo geografica, padrdes epidemiolégicos e resposta
terapéutica (VALE; FURTADO, 2005; BRASIL, 2017).
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2.3 Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA)
2.3.1 O género Leishmania

Os protozoérios do género Leishmania, descrito em 1903 por Ross, sdo classificados
sistematicamente em Reino Protista, Ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae e
caracterizados como parasitas flagelados, unicelulares, com ciclo de vida heteroxénico e
transmissdo vetorial, capazes de causar um conjunto de doencas infecciosas conhecidas como
leishmaniose (AKHOUND et al., 2016; VASCONCELOS et al., 2018). Os parasitas desse
género apresentam morfologia variada, com dois estagios evolutivos principais, sendo eles:

a) Promastigota: encontrada no inseto vetor, possui forma alongada e eliptica, com
nucleo arredondado, flagelo livre e longo emergindo da parte anterior do parasita. O corpo
celular possui dimensdes de 3 a 8§ um de comprimento (CASTELLANO, 2005; TEIXEIRA et
al., 2013) (Figura 1A).

b) Amastigota: € intracelular obrigatéria de células do sistema fagocitico mononuclear,
possui morfologia arredondada a ovoide, flagelo curto e interiorizado, cinetoplasto em forma
de bastdo e nucleo grande e arredondado. Possui dimensdes entre 1,5 a 3,0 um de
comprimento € 3,0 a 6,5 um de didmetro (CASTELLANO, 2005; NEVES, 2009; TEIXEIRA
etal., 2013) (Figura 1B).

Figura 1 - Formas promastigotas (A) e amastigotas (B) de Leishmania spp.

ki "% -

Fonte: CHAGAS (2020).

O género Leishmania é classificado em dois subgéneros, que estd relacionado
principalmente ao local em que as formas promastigotas se desenvolvem no vetor:

- Subgénero Viannia (LAINSON; SHAW, 1987): os parasitas se desenvolvem na parte
anterior e média do intestino do vetor, além disso, as amastigotas sdo menores (2 a 4 um) e as

lesGes apresentam poucos parasitas (TEIXEIRA et al., 2013).
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- Subgénero Leishmania (SAF’JANOVA, 1982): os parasitas se desenvolvem nas
partes anterior, média e posterior do intestino do vetor, além disso, as amastigotas sdo maiores
(3 a6 um) e as lesdes densamente parasitadas (TEIXEIRA et al., 2013; BRASIL, 2017).

Atualmente, no Brasil, sete espécies de Leishmania sdo capazes de causar a forma
tegumentar da doenga, sendo elas: L. (V.) braziliensis, L. (V.) guyanensis, L. (V.) lainsoni, L.
(V.) naiffi, L. (V.) shawi, L. (V.) lindenbergi e L. (L.) amazonensis (VANCONCELOS et al.,
2018). Dentre essas, quatro sdo as de maior importancia no estado do Amazonas sendo elas L.
(L.) amazonensis, L. (V.) naiffi, L. (V.) guyanensis e L. (V.) braziliensis (FIGUEIRA, 2013).

A L. (L.) amazonensis € a Unica espécie do subgénero Leishmania, encontrada de
Norte ao Sul do rio Amazonas, é responsavel pelos casos de leishmaniose cutanea, mucosa, e
por uma forma sem tratamento conhecida por leishmaniose cutanea difusa anérgica
(SILVEIRA et al., 2008; BRASIL, 2017).

Sao poucos os relatos de infeccdo por L. (V.) naiffi, essa apresenta um curso clinico
benigno com boa resposta ao tratamento e estd associada a baixa taxa de viruléncia em
humanos e é responsavel por casos com lesdes ulceradas e pequenas (LAINSON et al., 1990;
NAIFF et al., 1991; FAGUNDES-SILVA et al., 2015).

A L. (V.) guyanensis € uma das espécies mais comuns na regido Amazbnica e
considerada a segunda espécie mais prevalente no Brasil geralmente causando multiplas
lesGes cutaneas e raramente causando lesdes mucosas (FIGUEIRA et al., 2008; OURIVES-
NEVES et al., 2011; BRASIL, 2017).

A L. (V.) braziliensis é encontrada em todas as regifes endémicas do pais, descrita
como a espécie mais prevalente, causando lesdes cutaneas e mucosas (MARZOCHI;
MARZOCHI, 1994; MONTEIRO, 2009; MIRANDA, 2011).

2.3.2 Insetos vetores e hospedeiros vertebrados

Paises do Novo Mundo possuem as condicOes ideais para o desenvolvimento de
diferentes espécies de flebotomineos, através do seu clima tropical e das extensas areas
silvestres. Existem aproximadamente 900 espécies catalogadas, das quais 260 sdo encontradas
no Brasil e dentre essas 120 sdo descritas na Amazonia, contudo, apenas 32 espécies sdo
responsaveis pela transmissdo da leishmaniose em humanos (RANGEL; LAINSON, 2003;
BASTOS, 2012).

Sdo as fémeas adultas dos flebotomineos as responsaveis pela transmisséo da doenca,

estes vetores sd@o conhecidos popularmente como mosquito asa dura, birigui, tatuquira,
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mosquito palha, dentre muitos outros, os flebotomineos estdo divididos em seis géneros,
dentre esses o0 Lutzomyia predomina em paises do Novo Mundo. Esses insetos (Figura 2) sdo
de pequeno porte, com corpo piloso e delgado, mede até 0,5 cm de comprimento, possui dois
pares de asas permitindo que se desloque por pequenos saltos e apresentam atividade noturna
(BASTOS, 2012; BRASIL, 2017; VANCONCELOS et al., 2018).

Figura 2 - Inseto vetor da Leishmaniose, género Lutzomia spp.

Fonte: CARVALHO (2011).

O ciclo de transmissdo da Leishmania é mantido através dos hospedeiros vertebrados
que funcionam como reservatério primario e secundario da doenga, 0s representantes
silvestres sdo principalmente marsupiais (gambad), roedores (paca e rato) e edentados (tatu e
tamandua) e com o advento da urbanizacdo animais domésticos passaram a ser envolvidos na
cadeia epidemioldgica como canideos, ungulados e felinos. E caracterizada primariamente
como zoonose de animais silvestres, no entanto pode vir a acometer o homem de forma
acidental (LIMA, 2010; VANCONCELOS et al., 2018).

2.3.3 Ciclo bioldgico da Leishmania

O ciclo tem inicio quando a fémea do flebotomineo realiza repasto sanguineo em um
hospedeiro vertebrado infectado e ingere amastigotas interiorizadas em células do sistema
fagocitico mononuclear (SFM) ou livre no tecido e dessa forma inicia-se a infec¢do no inseto
vetor (TEIXEIRA et al., 2013).

No intestino dos flebotomineos, as células do trato digestério secretam uma matriz
peritrofica responsavel por englobar todo o bolo alimentar ingerido no repasto sanguineo,
neste ambiente as amastigotas formam aglomerados denominados ninhos ou ilhas e inicia um
processo de transformacdo de amastigotas para promastigotas prociclicas (fase em que se
multiplicam rapidamente por divisdo binaria simples) também conhecida como fase néo
infectante (PEREIRA, 2012; SUNTER; GULL, 2017).
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A matriz peritréfica se fragmenta permitindo com que os parasitas consigam migrar
para o0 epitélio do intestino médio, no qual passara por um processo de diferenciacao
morfoldgica e funcional denominado metaciclogénese, nesse momento o parasita passa da
forma prociclica inicial para a forma metaciclica infectante, estas migram para a probdscide
do inseto onde permanecem até serem transmitidas a outro hospedeiro dando continuidade ao
ciclo (TEIXEIRA et al., 2013; SUNTER; GULL, 2017).

O hospedeiro vertebrado adquire a doenca durante o repasto sanguineo, no qual 0s
parasitas sdo inoculados juntamente com a saliva que contém propriedades anestésicas,
vasodilatadoras e imunossupressoras, além de contribuir para o papel modulador na resposta
imunoldgica do hospedeiro (AEDO, 2007; SILVEIRA et al., 2008).

As formas promastigotas sdo fagocitadas por células do SFM (primeiras células
recrutadas para o local dérmico da infeccdo por Leishmania), ocorrendo a formacdo do
fagossomo, este se funde aos lisossomos formando o vacuolo digestivo, local onde o parasita
sobrevive e estabelece condicbes favoraveis para sua diferenciacdo em amastigota. O parasita
nessa forma em meio &cido, tem a capacidade de se desenvolver e multiplicar, levando a
célula a sofrer lise celular e consequentemente liberar as amastigotas, essas podem infectar
outros macréfagos ou serem ingeridas no momento do repasto sanguineo por outros insetos
vetores reiniciando o ciclo (Figura 3) e propagando a infec¢do (RIBEIRO-GOMES; SACKS,
2012, TEIXEIRA et al., 2013; SUNTER; GULL, 2017).
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Figura 3 - Ciclo bioldgico de Leishmania spp.

Hospedeiro e

X Fintbntminmo i vertebrado O\
promastizota =\
’ meataciclica macrofazo =
~E \M\ )
) -&\d?.__. |
erenctzs;zo
paredado |
fntesting /' crascimento
’\—& = divisio

/ diferenciagio
i‘
ingastio de sangue
pelo flebotominzo [

Hospedeiro reservatorio

Fonte: GONCALVES (2014).

2.3.4 Manifestaces clinicasda LT

A LT compreende um grupo de doencas infecciosas de evolugdo cronica, cujas
manifestacdes clinicas dependem de fatores como a relacdo parasita — hospedeiro, a espécie
de Leishmania envolvida e o estado genético do individuo. Essa doenca é caracterizada pelo
comprometimento de tecidos cutaneos e secundariamente por lesdes de tecido mucoso,
manifestando desde infec¢Ges assintomaticas a formas clinicas descritas a seguir: a
Leishmaniose Cutanea (LC) e a Leishmaniose Mucosa (LM) (CORREA, 2007; COELHO,
2010; GLANS et al., 2018).

A LC é definida pela presenca de lesdes exclusivamente na pele, sendo a manifestacéo
clinica mais frequente surgindo como uma papula eritematosa que progride lentamente para
nodulo. O periodo de incubagdo é de duas semanas a dois meses até o surgimento da lesao
ulcerada em areas expostas da pele, geralmente indolor, atribuindo um formato arredondado
ou ovalado, com bordas elevadas, bem delimitadas, fundo com tecido de granulacdes
grosseiras caracterizando a lesdo classica com bordas em moldura (SCORZA; EDGAR,;
WILCON, 2017; GLANS et al., 2018; CARIDHA et al., 2019). Pode ser classificada segundo

0 Ministério da Saude (2017) de acordo com as seguintes apresentacdes clinicas:
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- Forma cutanea localizada: é expressa por lesdes ulceradas, Unica ou multipla, com o

aparecimento de lesGes diretamente relacionadas a multiplas picadas, possui boa resposta ao
tratamento e tendéncia a cura (Figura 4A) (SCORZA; EDGAR; WILCON, 2017);

- Forma cuténea disseminada: é caracterizada por multiplas lesdes papulares de

aparéncia acneiforme. Inicia com uma ou varias lesdes localizadas de caracteristica classica,
posteriormente 0s parasitas sdo disseminados por via hematogénica ou linfatica causando
lesBes distintas do local da picada. Apresenta resultados variaveis com o uso de antimoniais,
tornando-se necessarios tratamentos adicionais para alcancar a cura clinica (Figura 4B)
(CARIDHA et al., 2019);

- Forma cuténea difusa: ¢ a forma mais rara e grave da doenca, ocorrendo em

pacientes com deficiéncia especifica na resposta imune celular e em pacientes com anergia.
Inicia de forma insidiosa com multiplas les@es, evoluindo lentamente com formacéo de placas
e nodulagbes ndo ulceradas em grandes extensfes cutaneas, apresentando ma resposta ao
tratamento (Figura 4C) (GUIMARAES et al., 2016).

A LM é caracterizada por lesdes destrutivas nas mucosas das vias aéreas superiores,
indolor, podendo acometer o septo nasal, orofaringe, lingua, palato, labios, dentre outros
(Figura 4D). Esses pacientes estdo relacionados & LC de evolugdo cronica, curada com
tratamento inadequado ou sem tratamento, em alguns casos ocorre por extensao da lesdo
cutanea ou com inicio da lesdo na semimucosa exposta. E uma doenca de dificil tratamento
apresentando um prognoéstico reservado quanto a possibilidade de cura (BRASIL, 2017,
GLANS et al., 2018; CARIDHA et al., 2019).

Figura 4 - Manifestaces clinicas da Leishmaniose Tegumentar Americana. A) Leishmaniose cutanea localizada;
B) Leishmaniose cutanea disseminada; C) Leishmaniose cutanea difusa; D) Leishmaniose mucosa.

N

Fonte: BRASIL (2017); FORUMSAUDE (2018).
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2.3.5 Epidemiologiada LT

A LT segundo a OMS esta entre as seis doengas infecciosas de maior importancia,
considerada endémica em 98 paises e acomete cerca de 1,3 milhdo de pessoas por ano,
distribuidos em quatro dos sete continentes (OMS, 2019).

No continente americano a doenca estd presente em 18 paises, dentre esses 17 paises
reportaram um total de 1.111.144,8 casos de LT no periodo de 2001 a 2021, apresentando
uma média anual de 54.950 casos. No ano de 2021 (Figura 5) foi reportado um total de 37.786
casos 0 que demonstra uma tendéncia decrescente nos ultimos anos (OMS/OPAS, 2022).

Figura 5 - Numero de casos de LTA nas Américas no periodo de 2001-2021, com destaque para Brasil, Area
Andina, América Central, Cone sul, Caribe n&o - latino e México.
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Fonte: OMS/OPAS (2022).

No Brasil, a LTA é considerada uma das afeccdes dermatoldgicas que merece atencdo,
apresentando registro de casos em todas as regifes. No periodo de 2014 a 2021 foram
registrados uma média de 18.319 casos, sendo que em 2021 foram registrados 16.560 casos.
Dados detalhados por regido foram descritos (Tabela 1), nos quais as regides Norte (7.486) e

nordeste (4.110) permanecem com o0s maiores indices (SINAN/SVS/MS, 2022; OMS/OPAS,
2022).



23

Tabela 1 - Casos novos de LT entre os anos de 2014 a 2021, nas regides do Brasil.

Regiao 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021
Brasil 20.296  19.395 12.690 17526  16.432 15.484 17.772 16.560
Regido Norte 10.387  8.939 5.075 7.832 7.519 7.123 8.305 7.486
Regido Nordeste 4.969 5.152 3.166 4.264 3.717 3.100 3.463 4110
Regido Sudeste 1.460 1.762 1.221 1.545 1.646 2.200 2.781 2.616

Regiéo Sul 373 493 212 180 158 175 272 247
Regido Centro- 2.600 2.951 2.119

3.038 2.937 1.974 2421 2.086
Oeste

Fonte: Adaptado de Ministério da Salde/Secretaria de Vigilancia em Salde, 2021 e OPAS/2022.

Na regido norte os estados que apresentaram maior nimero de casos foram Para
(2.585) e Amazonas (1.227) apresentando alta incidéncia de LT devido a abertura de nacleos
residenciais em locais de floresta tropical, treinamento militar, dentre outros fatores que
levam o homem a adentrarem regides de mata e entrarem em contato com o parasita
(BRASIL, 2017; SINAN/SVS/MS, 2022).

2.3.6 Tratamentoda LT

O arsenal terapéutico medicamentoso disponivel para o tratamento da LT é bastante
precario, no Brasil o tratamento durante décadas é realizado conforme estabelecido pela
OMS, no qual se limita ao uso de drogas de primeira escolha que sdo representadas pelos
antimoniais pentavalentes e as drogas de segunda escolha que séo representados pelos néo
antimoniais (CDC, 2016; BRASIL, 2017).

2.3.6.1 Antimoniais pentavalentes

Os antimoniais pentavalentes (Sb°*) sdo preconizados sob duas formulagGes
disponiveis no mercado, o Estibogluconato de Sodio (Pentostan®, Glaxo - Smith Kline)
comercializado nos paises de lingua inglesa e o Antimoniato de Meglumina (Glucantime®,
Sanofi Aventis) formulacdo comercializada no Brasil e paises de lingua francesa e espanhola
(HOLANDA et al., 2018; MAIA; MONTE, 2019).
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Durante décadas os antimoniais permaneceram como a terapia de primeira escolha
para o tratamento da LT, embora no Brasil para indica¢do na terapéutica clinica o Ministério
da Salde (MS) preconiza o uso do Glucantime® considerando a espécie de Leishmania
infectante (BRASIL, 2017; MAIA; MONTE, 2019).

O Glucantime® ¢é comercializado em frascos de 5 (cinco) mL na concentracdo de 81
mg/mL, segundo o esquema terapéutico preconizado pela OMS a dose do antimdnio deve ser
calculada em mg/Sh>*/Kg/dia durante um periodo de 20 a 30 dias com as aplicagdes por via
endovenosa (EV), intramuscular (IM) e dependendo do nimero e extensdo das lesdes
aplicacdo intralesional (IL), essa Gltima forma de administracdo tem se mostrado menos
toxica por ndo desencadear reacGes sistémicas (BRASIL, 2017; HOLANDA et al., 2018;
FILHO et al., 2020).

O mecanismo de acéo dos antimoniais pentavalentes ainda néo e totalmente elucidado
apesar de ser empregado h& muitos anos no tratamento contra leishmaniose, no entanto a
literatura descreve algumas hipOtese de como esses compostos podem agir; 0s primeiros
trabalhos sugeriram que eles atuam inibindo a glicose e a oxidacdo de acidos graxos de
organelas localizadas nas formas amastigotas, consequentemente reduzindo a producgdo de
ATP e GTP e dessa forma interferindo na bioenergética desses parasitas, que quando expostos
a0 Sb®/mL facilita a destruicio do parasita (BERMAN; WADDELL; HANSON, 1985;
ASHUTOSH; SUNDAR; GOYAL, 2007); outra hipdtese é que o Sb>" exerce pouco efeito
sobre formas promastigotas, supondo que € necessario que ocorra reducdo do antimonial
pentavalente (Sh°*) para antimonial trivalente (Sb*") em meio bioldgico através dos tidis para
que ocorra a atividade leishmanicida (FREZARD; SCHETTINI, 2005) e ainda sugerem que o
Sb3* leva a morte parasitaria por um processo de apoptose de amastigotas envolvendo
fragmentacdo de DNA e externalizacdo de fosfatidilserina na superficie externa da membrana
(SERENO et al., 2001).

Embora os antimoniais pentavalentes tenham bons resultados clinicos no tratamento
da LT os efeitos colaterais s&o diversos e tem sido extensivamente descrito pela literatura tais
como artralgia, mialgia, cefaleia, febre, vomitos, nauseas, tonturas, pancreatite, toxicidade
cardiaca e renal, dentre outros, podendo chegar a morte subita, além disso, possuem,
desvantagens quanto ao tratamento longo, com administracdo parenteral diaria,
acompanhamento constante, toxicidade e serem contraindicados para gestantes por serem
abortivos (HOLANDA et al., 2018; FILHO, 2020).
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2.3.6.2 Isetionato de Pentamidina (Pentacarinat®)

O Pentacarinat® é utilizado como medicamento de segunda escolha nos casos nio
responsivos aos medicamentos a base de antimonio, trata-se de uma diamina aromatica
recomendada para diferentes manifestacdes clinicas da LT na concentracdo de 4 mg/Kg/dia
com intervalos de 48 horas e aplicagédo IM e EV (BRASIL, 2017, HOLANDA et al., 2018;
BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018).

O mecanismo de acdo também ndo é totalmente elucidado, estudos sugerem que o
farmaco demonstra uma relagdo com a inibicdo da RNA polimerase, na sintese de proteinas,
de fosfolipidios e da funcdo ribossomal (FERREIRA; MAROCHIO; PARTATA, 2012;
HOLANDA et al, 2018). Esse medicamento apresenta efeitos colaterais graves
principalmente em pacientes com disfuncdo hepatica, renal, hipotensdo, hipertenséo,
hiperglicemia, hipoglicemia, dentre outros, sendo os efeitos mais frequentes vomitos, tontura,
mialgia e cefaleia (BRASIL, 2017; HOLANDA et al., 2018).

2.3.6.3 Anfotericina B (Abelcet®)

A anfotericina B é um antibidtico poliénico utilizado no tratamento de infec¢des
fangicas generalizadas, isolada pela primeira vez em cultura de Streptomyces nodosus e
constitui um dos farmacos de segunda escolha para o tratamento da LT. Esse medicamento é
comercializado em frascos de 50 mg e sua administracdo ocorre via EV de forma gradativa
conforme a toleréncia do paciente, iniciando com uma dose de 0,5 mg/Kg/dia até uma dose
méaxima de 1 mg/Kg/dia. As aplicacGes devem ser feitas em dias alternados até completar a
dose total de 1 a 1,5 g em casos de LC e de 2,5 a 3 g em casos de LM (ANFOTERICINA B,
2015; SINGH et al., 2016, BRASIL, 2017).

O seu mecanismo de acdo consiste em formar poros na membrana plasmatica que
altera a permeabilidade e o fluxo idnico atraveés da interacdo com os lipidios resultando em
morte parasitaria, agindo em formas promastigotas e amastigotas. Também ha evidéncias de
que leva ao aumento de radicais livres por inducdo do estresse oxidativo (FERREIRA,
MAROCHIO; PARTATA, 2012; HOLANDA et al., 2018).

Assim como os demais medicamentos, também apresenta efeitos colaterais severos, 0s
mais comuns incluem vomitos, febre, insuficiéncia renal, anemia e alteragdes cardiacas, alem
de cardio e nefrotoxicidade e 0 uso EV impossibilita seu uso fora do ambiente hospitalar
(SINGH et al., 2016; BRASIL, 2017; HOLANDA et al., 2018).
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2.3.6.4 Pentoxifilina

A pentoxifilina € um medicamento que atua nas propriedades do fluxo sanguineo;
trata-se de um vasodilatador periférico com propriedades hemorreolégicas e age como
adjuvante associado ao Glucantime® no tratamento da LT sendo assim preconizado pela OMS
e Organizacdo Pan-Americana de Saude (OPAS), ndo tendo indicagdo como um medicamento
isolado (BULA PENTOXIFILINA, 2019; BRASIL, 2017).

Esse medicamento é comercializado na concentracdo de 400 mg para ser administrado
de forma oral como comprimido revestido de liberacdo prolongada, com a dose usual de um
comprimido duas ou trés vezes ao dia. Os efeitos colaterais mais comuns séo flush (rubor
facial com sensacdo de calor) e distirbios gastrointestinais, como sensacdo de pressdo
gastrica, plenitude, néusea, vomito ou diarreia. E contraindicado para criancas menores de 12
anos e gestantes (BULA PENTOXIFILINA, 2019; BRASIL, 2017).

2.3.6.5 Miltefosina

A Miltefosina € um medicamento com comercializagdo aprovado recentemente no
Brasil, sendo incorporada no SUS em 31 de outubro de 2018 pela portaria n°® 60 como
primeira linha para o tratamento da LT, embora ainda ndo esteja disponivel pelo MS. E o
primeiro medicamento oral efetivo para LT com dose recomendada de 2,5 mg/Kg/dia nédo
podendo ultrapassar a dose maxima de 150 mg/dia durante 28 dias (HOLANDA et al., 2018;
RODRIGUES, 2020). Os efeitos colaterais mais comuns sdo ndusea, vomito, cefaleia,
cinetose, nefro e hepatotoxicidade, sendo contraindicado para gestantes e lactantes, no entanto
tem a vantagem de poder ser administrado em cardiopatas e grupo de pacientes que possui
contraindicacfes aos demais tratamentos para LT (HOLANDA et al., 2018; RODRIGUES,
2020).

2.4 Reposicionamento de farmacos para tratamentoda LT

O tratamento para leishmaniose ainda € um desafio e os atuais medicamentos
disponiveis na quimioterapia sdo pouco eficazes, pois apesar de existir varios medicamentos
na terapéutica nenhum deles pode ser identificado como um medicamento ideal devido as
suas desvantagens como alta toxicidade, reacOes adversas graves, longa duracdo do

tratamento que muitas vezes leva ao abandono, alto custo no tratamento, resisténcia
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parasitaria; além disso, ndo eliminam completamente o parasita dos individuos infectados
(MENEZES et al., 2015; ABAMOR; ALLAHVERDIYEV, 2016).

A necessidade de um medicamento ideal para tratar a LT é inevitavel, e este precisa
ser eficaz em doses minimas, a resposta terapéutica deve ser independe da espécie, ndo
induzir a resisténcia aos medicamentos, ser de baixo custo, livres de efeitos colaterais ou
adversos, nao ter contraindicacdo, ndo ser teratogénico e ndo precisar de hospitalizacéo,
infelizmente nenhum dos medicamentos até agora utilizados para todas as formas da doenca
cumprem todos esses critérios (DNDi, 2016; AKBARI; ORYAN; HATAM, 2017). Com isso,
a OMS recomenda o incentivo a busca de novos medicamentos, tratamentos com drogas
alternativas, reposicionamento de farmacos ou tratamentos combinados (SUNDAR;
CHAKRAVATY, 2015).

Inimeras pesquisas estdo sendo desenvolvidas com o objetivo de obter novas
formulagbes farmacéuticas, sejam provenientes de produtos naturais, sintéticos ou
semissintéticos (JAIN et al., 2011). Essencialmente duas estratégias sdo disponiveis para o
desenvolvimento de novos medicamentos, a primeira envolve o planejamento ou sintese de
novas substancias ativas ou de farmacos ja conhecidos, a outra envolve a associacdo de
farmacos ja conhecidos a um sistema transportador, dessa forma evitando o farmaco de
exercer toxicidade ao direciona-lo para a célula alvo (FREZARD; SCHETTINI, 2005).

Estima-se que para levar um Unico farmaco novo para o mercado o custo médio é de
US$ 2,6 milhGes, levando um periodo de 15 anos (DIMASI, 2014). O processo de descoberta
e desenvolvimento de um medicamento € altamente regulamentado, longo e caro, sdo 2 a 3
anos para descoberta e valida¢do, um ano para selecionar o modelo e atividade bioldgica, 1 a
3 anos para otimizar, 2 anos para determinar as propriedades de absorcdo, distribuicéo,
metabolizacédo, excrecdo e toxicidade em modelos animais, 5 anos em ensaios clinicos para
avaliar seguranca e eficacia e mais 2 anos para obter a aprovagdo e chegar no mercado (LI,
IVONY; JONES, 2012; SILVAa, 2015).

Nesse contexto se insere 0 termo reposicionamento de farmacos, que nada mais é do
que uma forma de pesquisa que investiga se um medicamento ja conhecido e utilizado
clinicamente possui alguma atividade contra outra doenca ainda sem tratamento ou ainda para
a mesma doenca, no entanto, com alguma modificacdo na sua formulacdo. Essa € uma
estratégia utilizada geralmente para doengas que ndo recebem tanto investimento como é o
caso da leishmaniose (SILVAa, 2015; SILVAD, 2015).

Alguns exemplos de reposicionamento de farmacos aprovados é o caso da anfotericina

B, que é um antibiotico antifingico para tratar infeccdes generalizadas, mas no Brasil €
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preconizado principalmente para LV assim como também para LT (SINGH et al., 2016;
BRASIL, 2017). A paramomicina é um antibiotico aminoglicosideo que desde a década de 60
foi identificado como tendo atividade leishmanicida e atua como droga alternativa para o
tratamento da LT (EL-ON; SNEIER; ELIAS, 1992; SILVADb, 2015).

Outro exemplo é a miltefosina, produzida originalmente para tratamento de cancer, no
entanto lancada no mercado inicialmente na Coldmbia para tratamento da LT, na Alemanha
para tratamento de LV e atualmente no Brasil para o tratamento da LT (ALMEIDA,
SANTOS, 2011, HOLANDA et al., 2018).

A azitromicina trata-se de um antibidtico preconizado no tratamento de diversas
doencas infecciosas, sendo preconizada para pacientes nos quais os tratamentos disponiveis
para leishmaniose ndo tiveram sucesso ou tenham contraindicagdes como é o caso de criangas
pequenas, pacientes com doencas graves ou ainda mulheres gravidas (BLUM; HATZ, 2009).

Dessa forma, a utilizacdo de medicamentos ja aprovados sendo testados para o
tratamento da LT é uma pratica comum, viavel e mais rapida para o descobrimento de um

novo medicamento, seguindo todos os critérios de validacoes e anélises (SILVAb, 2015).

2.5 Nanotecnologia para o tratamentoda LT

A nanotecnologia é uma ciéncia multidisciplinar que tem encontrado aplicacdes desde
a inddstria alimentar, biotecnoldgica, eletrbnica, energética, até aplicagdes na medicina,
caracterizada pela capacidade de criar produtos com mais eficacia, mais seguranca e
confiabilidade (DURAN; MATTOSO; MORAIS, 2006; ROSSI-BERGMANN, 2008;
AKBARI et al. 2017).

Segundo a Sociedade Real e a Academia Real de Engenharia Britanica, a
nanotecnologia estuda o desenho, caracterizagcdo, producdo e aplicagdo de estruturas,
dispositivos e sistemas em escala nanomeétrica, dessa forma para um material ser considerado
dentro dessa escala, deve ter tamanho no intervalo entre 1 a 100 nanémetros (nm), sendo que
cada nm equivale a um bilionésimo do metro (10° m) (THE ROYAL SOCIETY; THE
ROYAL ACADEMY OF ENGINEERING, 2004; AKBARI et al., 2017).

Para efeito de comparacdo dessa escala a figura 6 mostra a relagcdo de tamanho entre a
bola de futebol, o planeta terra e o fulereno (molécula de 60 atomos de carbono), no qual a
diferenca de tamanho é em 100 milhdes de vezes da terra em relacdo a bola de futebol, e por
sua vez da bola de futebol em relacdo a estrutura de fulereno medida em nm (ROZ et al.,

2015). Também podemos exemplificar materiais distintos em escala nano como um fio de
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cabelo (1000.000 nm), um glébulo vermelho (7.000 nm) ou ainda um virus (entre 45 e 200
nm) (THE ROYAL SOCIETY; THE ROYAL ACADEMY OF ENGINEERING, 2004; ROZ
etal., 2015).

Figura 6 - Escala de grandezas. A) Proporcdo entre didmetros da terra, bola e fulereno C-60. B) Escala
comparativa de tamanho entre milimetro e nanémetro.
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nanotubosde hemicias
A B carbono

Fonte: FERREIRA, MARYSTELA,2011. Nanoestruturas.

Segundo a Iniciativa Nacional de Nanotecnologia (NNI) um dispositivo para ser
considerado nanotecnoldgico, ndo basta ter apenas dimensdes nanométricas, ele precisa
apresentar propriedades diferenciadas, como a capacidade de modular em escala pequena
fendmenos observaveis em escala macroscopica (ROZ et al., 2015).

Dessa forma, a capacidade do homem manipular nanoestruturas, abre um campo de
exploracdo para novas propriedades quimicas, fisicas e biologicas, significativamente
diferentes de materiais numa escala maior, um exemplo seria a relacao entre a diminui¢do do
tamanho da particula e 0 aumento da atividade quimica devido ao aumento da éarea de
superficie especifica (ROZ et al., 2015; FDA, 2014).

Nos ultimos anos as inovagdes nanotecnoldgicas proporcionaram novas abordagens
em todos 0s campos da ciéncia e dentre elas a nanomedicina, que nada mais é do que a
aplicacdo biomédica de nanomateriais que englobam desde a area de diagnostico a producgéo
de novas drogas, e com isso tem sido intensamente explorada para o tratamento de diversas
doencas (ABAMOR, 2016).

Na ultima década, varios estudos propuseram a aplicacdo da nanotecnologia para o
tratamento da leishmaniose devido a combinagdo de drogas antileishmania com

nanocarreadores, isso € possivel devido a esses nanomateriais conseguirem liberar o
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medicamento em oOrgdos e células especificas, dessa forma a nanotecnologia utiliza dois
mecanismos no tratamento dessa infeccdo (SIEFERT et al., 2016; SOUZA et al., 2018).

O primeiro mecanismo faz uso do sistema de entrega de nanofarmacos para drogas
convencionais, sendo uma das mais promissoras para terapias antileishmania, devido alta
eficécia, baixa toxicidade, alta concentracdo, sistema de controle de liberacdo de drogas, vida
atil prolongada e entrega da droga em 6rgdos ricos em macréfagos como medula 6ssea, baco
e figado e dessa forma aumentando a eficécia terapéutica (ABAMOR, 2016).

A segunda abordagem € a nanonizacdo do medicamento tirando proveito de um
mecanismo de captacdo de material particulado por macrofagos que é a principal célula
fagocitica envolvida na infeccdo por Leishmania. Estas células expressam receptores que
internalizam eficientemente nanoparticulas na faixa de 50 - 500 nm através da fagocitose,
dessa forma aumentando a concentracdo intracelular da droga que é o seu local de acdo
melhorando a eficacia e diminuindo os efeitos toxicos (ABAMOR, 2016, SIEFERT et al.,
2016; SOUZA et al., 2018).

Sendo assim, nanoparticulas (NPs) nada mais sdo do que particulas poliméricas na
forma de reservatdrio (capsulas) ou matricial (matriz polimérica ou inorgénica) nas quais o
farmaco esta encapsulado, adsorvido ou absorvido pelo material da matriz, como por
exemplo, nanoparticulas metalicas, lipidicas, poliméricas, lipossomas, nanocristais dentre
outras (Figura 7) (KALANGI et al., 2016; SOUZA et al., 2018).

Figura 7 - Tipos de nanoparticulas.
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Fonte: Adaptado de CRUZ (2016).

As NPs metalicas tém sido o alvo de muitos estudos na nanomedicina, além de todas
as vantagens ja descritas para essa tecnologia esse tipo de NPs destaca-se pelo método de
sintese verde que é uma abordagem ecoldgica e livre de solventes, essa NP € caracterizada por
possuir um ou mais atomos metélicos em sua composicdo (CANCINO et al., 2014;
AROKIYARAJ et al., 2016; SOUZA et al., 2018).
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Estudos tem mostrado o potencial de substancias inorganicas nanoparticuladas contra
leishmaniose. Avaliando o comportamento de nanoparticulas de selénio (SeNPs) frente a
Leishmania major, Beheshti et al. (2013) descrevem o potencial de inibi¢do da proliferacdo
frente as formas promastigotas e amastigotas, além de limitar o crescimento da LC em modelo
animal.

A atividade antileishmania de nanoparticulas de prata (AgNPs) foi descrita por
Baiocco et al. (2011) demonstrando a alta eficacia frente a espécie Leishmania donovani. Em
estudo realizado por Allahverdiyev et al. (2011) as AgNPs na presenca de luz ultravioleta
(UV) apresentaram atividade em Leishmania tropica e Kalangi et al. (2016) relataram o
sinergismo entre AgNPs e miltefosina com reducdo da concentracao inibitéria (Clso).

Jebali e Kazemi (2013) estudaram a atividade antileishmania de algumas NPs
metélicas, na presenca de luz UV, e descreveram o aumento da atividade contra o parasita,
além da luz UV melhorar as propriedades antileishmania para as nanoparticulas de prata,
ouro, didxido de titanio, 6xido de zinco e 6xido de magnésio, sucessivamente.

Além disso, também sdo descritos NPs metalicas associadas a outros compostos
bioativos, como é o caso de AuNPs associadas a quercetina, com atividade antileishmania
frente a cepas resistentes aos tratamentos convencionais ou ainda NPs de titanio e prata
(TiAgNPs) em combicdo com Oleos esséncias de Nigella sativa mostrando atividade
satisfatoria contra Leishmania tropica (DAS et al., 2013; ABAMOR; ALLAHVERDIYEYV,
2016).

2.5.1 O elemento antimdnio (Sb)

O elemento quimico antiménio (Sb) tem o seu simbolo originado do seu nome em
latim stibium, na tabela periodica é classificado como um metaldide encontrado na familia
5A, possuindo namero atdmico 51, massa atbmica de 127,75 g/mol, ponto de fusdo de 630°C
e ponto de ebulicdo de 1380°C (MATSUBARA, 2011). Segundo a classificacdo de
Goldschmidit, o Sb é considerado um calcofilo, encontrado na natureza principalmente na
forma de Sh»Ss conhecido como estibina, um mineral de cinza escuro, considerado a principal
fonte de Sb na crosta terrestre, encontrado nos minérios de cobre, prata e chumbo além dos
componentes de carvéo e petrdleo (FILELLA; BALZILE; CHEN, 2002).

O Sb possui dois isotopos estaveis, ou seja, possui duas variantes do elemento quimico
gue apresentam o mesmo numero de protons (nimero atbmico), mas se diferem no nimero de

néutrons e massa, sendo eles 2!Sb e o '2°Sh de abundancia praticamente equivalente
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(SIQUEIRA, 2013). S&o conhecidos quatro estados de oxidacdo para o antiménio 3 0 *3 %),
no entanto é principalmente encontrado nos estados trivalente (*3) e pentavalente (*°), ambos
possuem forte afinidade por ligantes oxigenados, com oxigénio carregado negativamente
como OH" (TELLA; POKROVSKI, 2009).

Este elemento possui vérias aplicacfes industriais na producdo de detectores de
infravermelho, semicondutores e diodos, sendo ideal para soldas, chapas, pecas fundidas,
tubos de metal, além da composicdo de ligas metélicas para baterias de chumbo-acido
(REFERENCIAY).

Além da utilizacdo na indastria, 0 uso medicinal do Sb é conhecido desde a
antiguidade para diversos fins terapéuticos, como por exemplo, os antimoniais trivalentes que
foram utilizados para tratamento da doenca do sono na metade do século XX (SIQUEIRA,
2013).

Atualmente, sua forma pentavalente é utilizada como padrdo ouro para o tratamento
de leishmaniose, no entanto, pesquisas com essa finalidade tiveram inicio em 1912, com
médico Brasileiro Gaspar de Oliveira Vianna, ao relatar que o tartaro emético (tartarato de
antimdnio e potassio) uma formulacdo a base de antimdnio trivalente era eficaz na terapéutica
da LT, contudo, embora promissor apresentou-se toxica e com efeitos colaterais severos como
cardiotdxicos e intolerancia gastrointestinal, com isso, precisou a ser substituido por
compostos pentavalentes (RATH et al., 2003; MATSUBARA, 2011; SIQUEIRA, 2013).

O primeiro composto a base de antiménio pentavalente foi criado oito anos apos a
descoberta do tartaro emético em 1920 por Bramachari, denominado de ureia estibamina, um
derivado uréico do acido p-aminofenil estibinico, esse foi utilizado por 16 anos, e entéo
substituido pelo gluconato de antiménio pentavalente sédico conhecido comercialmente por
Pentostam® ou Solustibosan® em 1936 por Schmidt. Durante 10 anos esse foi o Gnico
medicamento a base de antimonial pentavalente disponivel para o tratamento da leishmaniose
(RATH et al., 2003; BORBOREMA, 2010; SIQUEIRA, 2013).

Ao fim da segunda guerra mundial na Franca, foi desenvolvido um composto
alternativo tambeém a base de antimonio pentavalente, denominado antimoniato de N-metil
glucamina, comercialmente conhecido como Glucantime®. Atualmente ambos o0s
medicamentos ainda sdo utilizados para o tratamento da leishmaniose (RATH et al., 2003;
BORBOREMA, 2010; SIQUEIRA, 2013).

Atualmente, diversos estudos buscam o aprimoramento da utilizagdo dos antimoniais
para o tratamento da LT e em relacdo ao uso de sistemas nanoparticulados a base do

antimonial pentavalente para atividade antileishmania, existe pouca informacdo descrita na
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literatura. Frézard, Demichelli e Ribeiro (2009) relataram a sintese de Nps lipossomais de
antimonio pentavalente para administragéo oral. Villa (2010) estudou uma nanoemulséo de
antimoniato de meglumina em Ulceras de LC em modelo animal, levando a cura clinica.
Franco et al. (2016) estudou NPs metalicas de antimdnio pentavalente in vitro e in vivo frente
a especie L. (L.) amazonensis, no qual descrevem o potencial de inibicdo em formas
promastigotas e amastigotas, além de efeito benéfico no controle da parasitose in vivo levando

a cura clinica.

2.6 A utilizacdo de produtos naturais na industria farmacéutica

Desde os primordios, o homem retira das fontes naturais (plantas, animais e minerais)
recursos para tratar doencas e aliviar dores. O uso de plantas para fins medicinais foi
difundido inicialmente pelos egipcios, indianos e chineses ha mais de 8.000 anos
(NASCIUTTI, 2012).

A civilacdo egicia foi marcada por suas técnicas medicinais por meio de preparados de
plantas que permitiam a conservacdo de mumias, sendo até hoje de um desafio para a
medicina moderna, na China por sua vez a medicina tradicional desenvolveu-se com tanta
eficiéncia que até hoje os preparados vegetais sdo estudados almejando o desenvolvimento do
mecanismo de acdo e isolamento dos principios ativos. Por conseguinte, a utilizacdo de
recursos naturais foi entdo se espalhando para outras regides do mundo como a civilizagédo
greco-romana que descobriu 0s venenos a partir da natureza, dessa forma utilizavam para sua
prépria defesa, para cacar e até mesmo para meios ilicitos como o conhecido caso da morte de
Sécrates com o veneno de Hemlock (Conium maculatum) (BOLZANI; JUNIOR, 2006;
NASCIUTTI, 2012).

Os farmacéuticos a partir de Galeno (129-199 d.C.) comecaram a investigar e utilizar a
forma pura de medicamentos naturais. Friedrich Serturner em 1806 foi o primeiro a isolar o
alcaloide da morfina da papoula (Papaver somnniferum L.) 0 que marcou a busca por outros
medicamentos a partir de plantas, levando a descoberta de outros compostos
farmacologicamente ativos (CALIXTO; SIQUEIRA JUNIOR, 2008).

A descoberta da salicina (analgésico e antitérmico) em 1829 foi o marco histérico no
processo de desenvolvimento da industria farmacéutica a partir da planta Salix alba L. Devido
ao seu carater acido a salicina atacava o estdmago causando desconforto as pessoas que
faziam uso, diante dessa situacdo, variacbes dessa molécula foram obtidas e testadas

realizando a primeira modificacdo estrutural da historia que deu origem em 1839 ao &cido
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salicilico, que apesar de se mostrar eficiente ainda possuia o carater fortemente acido. Felix
Hoffman em 1897 a partir do &cido salicilico sintetizou a aspirina (acido acetil salicilico) e
dessa forma obteve a primeira patente que se tem conhecimento na area de medicamentos
(BOLZANI; JUNIOR, 2006; BARREIRO, 2009).

Com o desenvolvimento da quimica orgénica tedrica e experimental, outras
substancias com propriedades terapéuticas sdo sintetizadas em laboratério. Atualmente os
farmacos de origem sintética representam significativa parcela do mercado farmacéutico
(MENEGATTI et al., 2001; BARREIRO, 2009).

Em uma revisdo de farmacos introduzidos no mercado entre 1981 e 2014 os produtos
naturais (PN) tem desempenhado um grande papel na descoberta de novos farmacos ao longo
de mais de 30 anos, visto que 30% eram PN ou seus derivados, 14% eram sintetizados de
origem natural e 5% antiparasitarios, dentre esses apenas 16 medicamentos foram
introduzidos no mercado, sendo principalmente advindos de produtos naturais e Sseus
derivados (NEWMAN; CRAGG, 2016).

2.6.1 Hesperidina

Os flavonoides sdo metabolitos secundarios pertencentes ao grupo dos polifendis, que
devido aos inumeros efeitos farmacoldgicos aos quais estdo envolvidos tem atraido o interesse
como agentes terapéuticos potenciais. A estrutura basica desses compostos é formada por 15
carbonos (Ce — C3 — Cg), distribuidos em dois anéis aromaticos (A e B) interligados a uma
estrutura heterociclica central, o anel pirano (C) conforme a figura 8 (KAMBOH et al., 2015,
DONATO, 2017). A classificacdo dos flavonoides € feita pelo estado de oxidacdo do anel
pirano, sendo as subclasses: flavonois, flavonas, flavanonas, isoflavonas, antocianidinas,
chalconas (JAGANATAH; CROZIER, 2010).
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Figura 8 - Estrutura quimica basica dos flavonoides

Fonte: BRASIL, 2020.

Pertencente a subclasse das flavanonas a hesperidina (3',5,7-tri-hidroxi-4'-metoxi-
flavanona-7-ramnoglucosideo) é amplamente encontrada em epicarpo, mesocarpo, endocarpo
e sucos de frutas citricas como laranja e limdo, embora principalmente contida nas cascas. Foi
isolada pela primeira vez por Lebetron em 1827, possui peso molecular de 610, 56 g/mol e
ponto de fuséo entre 250 e 255°C (DONATO, 2017; ANTUNES, 2017; BORTOLON, 2018).
A estrutura quimica dessa molécula é constituida pela hesperetina (forma agliconada) ligada
aos acucares glicose e ramnose na posi¢do 7 (Figura 9) (BORTOLON, 2018; PIVA, 2019).

Figura 9 - Estrutura quimica da (A) hesperetina e (B) hesperidina.
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Fonte: BRASIL, 2020

A hesperidina (CAS: 520-26-3) é utilizada como principio ativo combinado a
diosmina, sendo outro flavonoide classificado como flavona, esses dois principios ativos em

sinergismo constituem o medicamento comercialmente denominado Daflon - 500 mg®, sendo
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50 mg de hesperidina e 450 mg de diosmina, preconizado para o tratamento principalmente da
insuficiéncia venosa cronica, funcional, organica, no pré e pos-operatorio para safenectomia,
no pos-operatorio de hemorroidectomia, dentre outros (DONATO, 2017).

A hesperidina por si s6 possui algumas propriedades tais como antioxidante e
antiinflamatéria (AHMAD et al., 2012; HIRATA et al., 2005; PARHIZ et al., 2015),
antineoplasico (LEE et al., 2010), neuroprotetores (HWANG; YEN, 2008) antiviral,
antibacteriana e antifungica (ARANGANATHAN et al., 2008; HOU et al., 2012) e esta
inclusa no grupo das chalconas que tem sido amplamente estudadas quanto a atividade
antileishmania (GOMES et al., 2017).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a atividade antileishmania de nanoparticulas de antimdnio pentavalente
(NPSb®") e da hesperidina por meio de ensaios in vitro e in vivo frente as espécies Leishmania
(Leishmania) amazonensis, L. (Viannia) guyanensis, L. (Viannia) braziliensis e L. (Viannia)

naiff.

3.2 Objetivos especificos

Capitulo 1

- Avaliar o efeito da hesperidina em formas promastigotas e amastigotas de Leishmania spp.;
- Determinar a citotoxicidade in vitro da hesperidina em macrofagos peritoneais murinos;

- Auvaliar o efeito no tratamento da leishmaniose cutanea experimental in vivo da hesperidina

em hamster (Mesocricetus auratus) infectados com Leishmania spp.

Capitulo 2

- Realizar a sintese e a caracterizagio das NPSh°*;

- Avaliar o efeito das NPSb®>* em formas promastigotas e amastigotas de Leishmania spp.;

- Determinar a citotoxicidade in vitro das NPSb>* em macrdfagos peritoneais murinos;

- Awvaliar o efeito no tratamento da leishmaniose cutanea experimental in vivo das NPSb°>* em
hamster (Mesocricetus auratus) infectados com Leishmania spp. expostos a diferentes

protocolos terapéuticos.

Capitulo 3
- Realizar um levantamento epidemiologico por meio do sistema de tabulacdo TABWIN da
plataforma do Departamento de Informatica do Sistema Unico de Satde (DATASUS) de

casos notificados da LTA no Brasil em 2022.
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4 MATERIAL E METODO

Essa pesquisa foi desenvolvida por meio da colaboragdo dos laboratdrios:

Laboratdrio de Leishmaniose e Doenga de Chagas, Instituto Nacional de Pesquisas da
Amazonia (INPA), Manaus, Amazonas, Brasil, coordenado pela Dra. Antonia Maria
Ramos Franco Pereira;

Laboratdério Tematico Biotério Central do INPA, Instituto Nacional de Pesquisas da
Amazonia - INPA, coordenado pelo MSc. Leonardo Branddo Matos;

Departamento de Quimica, Universidade de Helsinque - Helsinque, Finlandia,

Colaboracdo com Dr. Andriy Grafov.



39

4.1 Etapa 1: Sintese e caracterizacédo das nanoparticulas (NPs)

4.1.1 Nanoparticulas de Antimdénio Pentavalente (NPSb®*)

As suspensdes com NPSb®" possuem registro de patente pelo Instituto Nacional de
Propriedade Industrial (INPI) sob n° BR 10 2013 02961800, a sintese para esse trabalho
seguiu o protocolo descrito neste documento, todo o procedimento foi realizado a temperatura
ambiente (TA) e as suspensdes estabilizadas com o ligante organico N-metil-D-glucosamina
(NMGA) (FRANCO et al., 2016).

4.1.2 Caracterizacdo das NPSh®*

Dentre os parametros estudados para avaliar uma nanoparticula, os mais importantes
sdo o tamanho e estabilidade. Deste modo foi utilizada a técnica de Espalhamento Dinamico
de Luz (DLS) para avaliar essas caracteristicas nas nanoparticulas aqui estudadas.

Foram utilizados 1,5 mL das suspensdes com NPSb°*, estas foram mensuradas no
equipamento Zetasizer Nano (Malvern Instruments Ltd., Filadelfia, PA), para avaliacdo do
tamanho hidrodindmico, as analises foram realizadas em triplicatas para obtencdo do tamanho
médio das NPs, a partir da média de cada amostra incluindo os desvios padrdes é possivel
calcular o tamanho das particulas. O mesmo equipamento foi utilizado para medir a
estabilidade das NPs através do potencial Zeta ({) das suspensdes (FRANCO et al., 2016).

4.2 Etapa 2: Atividade bioldgica — Estudo in vitro

Neste trabalho foram testadas as substancias nas seguintes concentracées:

Estudo pré-clinico in vitro:

- Nanoparticulas de antimonio pentavalente (NPSb®"): 4; 2; 1; 0,5 e 0,25 mg/Sb®*/mL;
- Hesperidina — metil — chalcona (Sigma aldrich™): 9; 4,5; 2,25; 1,12 e 0,56 mg/mL;
- N-metil-D-glucosamina (NMGA): 0,101; 0,050; 0,025; 0,012 e 0,006 mg/mL;

- Glucantime®: 8; 4; 2; 1 e 0,5 mg/Sb*>*/mL.
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Estudo preé-clinico in vivo:
Nanoparticulas de antimonio pentavalente: 1,15 mg/Sh>*/Kg/dia; 4 mg/Sb®*/Kg/dia
Glucantime®: 1,15 mg/Sb°*/Kg/dia; 4 mg/Sb°*/Kg/dia

4.2.1 Aspectos éticos

Esse projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais em pesquisa do
Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia para os testes in vitro (CEUA/INPA: 014/2015)
e para testes in vivo (CEUA/INPA: 029/2020)

4.2.2 Manutencdo dos parasitas e preparo de massa parasitaria

Foram utilizadas formas promastigotas das espécies de Leishmania (Leishmania)
amazonensis (IFLA/BR/1967/PHS8), Leishmania (Viannia) guyanensis
(MHOM/BR/1975/M4147), Leishmania (Viannia) braziliensis (MHOM/BR/1975/M2904) e
L. (V.) naiffi (MDAS/BR/1979/M5533), mantidas e criopreservadas no criobanco de cepas de
Leishmania no Laboratério de Leishmaniose e Doenga de Chagas, COSAS, INPA. Os
parasitas foram cultivados em meio Roswell Park Memorial Institute (RPMI 1640 - Sigma
Chemical Co, USA), suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino inativado (SFBi) (LGC
Biotecnologia, Sdo Paulo, Brasil) e incubados a 25°C para obtencdo de massa parasitaria,

posteriormente foram utilizados para 0s bioensaios e criopreservagéo.

4.2.3 Curva de crescimento de formas promastigotas de Leishmania spp.

Para avaliar o crescimento das formas promastigotas, os parasitas foram ajustados para
a concentracio de 2x10® promastigotas/mL e semeados em placa de 96 pogos em triplicata
contendo meio RPMI completo suplementado com 10% SFBi e incubados em estufa a 25° C
por sete dias. A cada 24 horas aliquotas da cultura foram retiradas e quantificadas em camara
de Neubauer até a verificagdo da morte parasitaria (SILVA - JUNIOR, 2013).

4.2.4 Determinacdo da atividade das NPSb®* e da hesperidina contra formas

promastigotas de Leishmania spp.
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A massa parasitaria obtida através de cultivo foi quantificada e ajustada para a
concentragéo de 2x10° células/mL. Em uma placa de 96 pogos foram adicionados 100 uL de
meio RPMI completo suplementado com 10% SFBi, em seguida foram adicionados 100 uL
das substancias em teste seguido de uma diluicdo seriada, conforme as concentracdes pré-
estabelecidas e por fim foram acrescentadas 100 uL das formas promastigotas, as placas
foram incubadas em estufa a 25° C. A atividade das substancias foi determinada pela
viabilidade celular e a concentracdo efetiva (Clso) no periodo de 24-72h, utilizando os
métodos de contagem de células vivas em cadmara de Neubauer, com microscopio Optico
(Nikon Eclipse E200, Japan) (WYREPKOWSKI et al., 2017). As substancias testadas foram
as NPSb®* e a hesperidina, como controles foram adotados o Glucantime® (controle positivo),

0 NMGA e cultivo com parasitas sem tratamento (controle negativo).

4.2.5 Obtenc¢do e manutencdo de macrofagos peritoneais murinos

Os macrofagos peritoneais murinos foram obtidos de camundongos (Mus musculus)
BALB/c; estes foram eutanasiados a fim de expor a cavidade abdominal para realizacdo da
coleta, e em seguida na cavidade peritoneal foram injetados 5 mL de RPMI, posteriormente o
animal foi submetido a uma massagem abdominal e em seguida retirado o RPMI com auxilio
da seringa contendo os macrofagos, seguindo protocolo descrito por Chagas (2015). Por fim,
essas células foram encaminhadas para posteriores ensaios de citotoxicidade e amastigota.

4.2.6 Ensaio de citotoxicidade

Para avaliagdo da citotoxicidade, 100 uL da suspensdo de macréfagos foram
adicionadas as placas de 96 pogos na concentracdo de 10* células/mL, em meio RPMI sem
indicador de Ph vermelho fenol (LGC Biotecnologia, Sdo Paulo, Brasil) na presenca das
NPSb** e da hesperidina conforme as concentragGes pré-estabelecidas, como controles foram
adotados o Glucantime®, o NMGA e células ndo tratadas. As culturas permaneceram expostas
as substancias por um periodo de 24-72 horas e incubadas a 37 °C com 5% CO,. Para
avaliacdo da viabilidade celular foi utilizado o teste colorimétrico Alamar Blue® (Sigma
Aldrich™, USA) utilizando o protocolo descrito pelo fabricante; por fim as placas foram
submetidas a leitura em espectrofotdmetro (BIO-TEK®) com comprimento de onda de 590
nm (FRANCO et al., 2016).
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4.2.7 Verificacdo da viabilidade de formas amastigotas apés exposicdo as NPSh°* e a
hesperidina

Para verificacdo da viabilidade de formas amastigotas, os macrdéfagos foram
previamente aderidos as laminulas em placa de 24 pocos na concentracdo de 10* células/mL,
em seguida foram infectados com 100 uL de massa parasitaria na concentragio de 10°
promastigotas/mL das espécies em estudo por duas horas em estufa a 37 °C com 5% COo,
apos a infeccdo foram incubados na presenca das substancias em teste nas concentrac@es pré
estabelecidas por 24-72 horas, como controle positivo foram adotados o Glucantime® e
células ndo infectadas, e como controle negativo 0 NMGA e células infectadas com parasitas
sem tratamento. Ap6s o periodo de incubagdo foram montadas ldminas para posterior anélise,
as quais foram quantificados macréfagos infectados e ndo infectados por meio de contagem
aleatoria de 100 macrofagos através de observacdo em microscopio optico e foi determinada a
concentragéo efetiva (Clso) (FRANCO et al., 2016).

4.3 Etapa 3. Atividade Bioldgica — Estudo pré-clinico in vivo

4.3.1 Procedéncia dos animais

Foram utilizados para a realizagdo deste trabalho hamsters dourados (Mesocricetus
auratus), machos, pesando aproximadamente 180 gramas, com 90 dias de vida. Todos 0s
animais provenientes do Biotério Central do INPA, em condic¢des de alimentacdo e agua ad

libitum e livre de patdgenos.

4.3.2 Infeccdo em hamsters dourados (Mesocricetus auratus) por Leishmania spp.

Os animais foram submetidos a infecgdo por indculo de 100 uL de promastigotas (10°
promastigotas/mL) de L. (L.) amazonensis L. (V.) guyanensis, L. (V.) braziliensis, com seringa
estéril na regido do focinho, ressaltando que cada animal recebeu o in6culo de apenas uma das

espécies testadas (DOMINGOS, 2018). Apds o surgimento de lesdo aparente 0s animais
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foram tratados conforme descrito a seguir. N&o sera realizado o tratamento em animal com a

espécie de L. (V.) naiffi, devido essa espécie ndo causar lesdo em hamster.
433 Delineamento experimental do tratamento com NPSbh%*

Os animais foram submetidos a dois protocolos de tratamento, o protocolo 1 nas
espécies L. (V.) guyanensis, L. (L.) amazonenses e L. (V.) braziliensis e o protocolo 2 com
com a espécie L. (V.) guyanensis e testes de toxicidade.

No protocolo 1, para cada espécie estudada os animais foram separados em seis grupos
de tratamento contendo seis animais por grupo, sendo cinco grupos compostos por animais
infectados e um grupo composto por animais nao infectados (Figura 11). Os grupos infectados
sem tratamento e placebo (solucdo salina) serdo os controles negativos e 0S grupos
Glucantime® e ndo infectados ndo tratados serdo controles positivos. Os grupos consistiram

na seguinte divis&o:

— Grupo nédo infectado (GN1);

— Grupo infectado e ndo tratado (Gl1);

— Grupo infectado e tratado com solucdo salina (placebo) (GP1);

— Grupo infectado e tratado com 1,15 mg/Sb**’mLde Glucantime® (GG1);
— Grupo infectado e tratado com 1,15 mg/Sb®/mLdas NPsSb®* (GSb1);

— Grupo infectado e tratado com 4 mg/Sbh>*’mLdas NPsSh>* (GSb2).

Figura 10 - Fluxograma com delineamento experimental por espécie estudada.
Infecg¢ao por Leishmania spp.

= Infect. Na
Gsb1 Gsb2 Glucantime Placebo piactaal a0
tratamento infectado

Os animais foram tratados por 60 dias, as aplica¢es foram feitas por via intralesional

na regido do focinho, com intervalos de 15 dias por aplicagéo, totalizando 4 aplicagdes,

conforme o MS para tratamento intralesional. O esquema pode ser observado na figura 11.
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Figura 11. Cronograma esquematico — protocolo |

N

Tratamento Acompanhamento
| A
( f |
1dia 15 dias 30 dias 45 dias 60 dias
|
TEutanésia

No protocolo terapéutico 2 os animais foram divididos em 2 grupos, o grupo A para
estudo da atividade bioldgica das NPSb®* frente a espécie L. (V.) guyanensis e o grupo B para
estudo de toxicidade (todos os animais saudaveis), ambos submetidos ao tratamento com
Glucantime® (4 mg/Sb>*/mL) e NPSb®* (4 mg/Sb>*/mL1) e demais grupos controles conforme

descrito anteriormente. Os grupos consistiram na seguinte divisao:

Grupo A — Estudo de atividade bioldgica
— Grupo ndo infectado (GN2-A);

— Grupo infectado e ndo tratado (GI12-A);

Grupo infectado e tratado com solucéo salina (placebo) (GP2-A);
Grupo infectado e tratado com 4 mg/Sh>*mLde Glucantime® (GG2-A);
Grupo infectado e tratado com 4 mg/Sh>*mLdas NPsSb>* (GSb-A)

Grupo B — Estudo de toxicidade
— Grupo ndo infectado (GN2-B);

— Grupo infectado e ndo tratado (G12-B);

Grupo infectado e tratado com solucéo salina (placebo) (GP2-B);

Grupo infectado e tratado com 4 mg/Sbh®’mLde Glucantime® (GG2-B);
Grupo infectado e tratado com 4 mg/Sb®’/mLdas NPsSb® (GSb-B)

Os animais foram tratados por 30 dias, por via intralesional, os grupos placebo e
NPSb®* com intervalos de 48 horas por aplicacdo e o Glucantime® com intervalos de 5 dias
baseados em dados do MS. Ap0s esse periodo trés animais por grupo foram mantidos por

mais 30 dias em observacao para analises pds-tratamento, conforme a figura 12.
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Figura 12. Cronograma esquematico — protocolo 1.
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Durante o periodo experimental foi realizado o acompanhamento do volume total das
lesBes com o paquimetro digital (Zaas precision®), fotodocumentagdo do focinho para analise
morfolGgica macroscopica e pesagem em balanca semi-analitica (Toledo®) para observacéo

do ganho ou perda de peso.

4.3.4 Delineamento experimental do tratamento com hesperidina

Os animais foram divididos em 3 grupos de 36 animais (Grupo A- L (L.) amazonensis;
B- L. (V.) guyanensis e C- L. (V.) brasiliensis). Para cada espécie estudada os animais foram
separados em 6 grupos de tratamento (contendo 6 animais por grupo) sendo 1 grupo composto
por animais ndo infectados (grupo controle) e cinco grupos com animais infectados. Os

grupos consistiram na seguinte divisao:

— Grupo ndo infectado (GNI);

— Grupo infectado e ndo tratado (GINF);

— Grupo infectado e tratado com solucgéo salina (placebo) (GTP);

— Grupo infectado e tratado com 1,15 mg/Sb®/mLde Glucantime® (GTG);
— Grupo infectado e tratado com 1,15 mg/Sh®/mLdas NPSb®* (GTH1);

— Grupo infectado e tratado com 4 mg/Sb>*mLdas NPSb>* (GTH?2).

Os animais foram tratados por 60 dias, as aplicagdes foram feitas por via intralesional
na regido do focinho, com intervalos de 15 dias por aplicacdo, totalizando 4 aplicacdes,

conforme o MS para tratamento intralesional.
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4.3.5 Eutanasia dos animais

Ao final dos tratamentos foi realizada a eutanasia dos animais, conforme legislacéo
para 0 uso de animais de experimentacdo e o procedimento foi realizado conforme descrito e
aprovado no CEUA 029/2020, por meio dos sedativos Anasedan® injetavel (Xilasina 2 g) e
Dopalen injetavel (Ketamina 1,16 g) com apresentacdo em frasco ampola contendo 10 mL e
50 mL, respectivamente. ApOs a eutanasia foi realizado a coleta de material biolégico para
diagndstico parasitolégico.

4.3.6 Diagnostico parasitologico por método direto

O diagndstico parasitologico por método direto foi realizado através de fragmentos de
lesdo e figado dos animais, foram feitos esfregagos por aposicdo em lamina (imprint) com
auxilio de uma pinca estéril e posteriormente as laminas foram coradas com o Kit Pandtico
(Laborclin®). A avaliacio foi realizada a partir da quantificacdo de macrdfagos infectados,
ndo infectados e quantificacdo de amastigotas em microscépio Optico com o auxilio do dleo
de imersdo utilizando a lente objetiva com aumento de 1000x em 20 campos ao acaso
(DOMINGOS, 2018).

4.3.7 Diagnostico parasitologico por cultivo

Para diagnostico por cultivo, as lesdes foram fragmentadas e desinfectadas com
solucdo salina mais Gentamicina® (50 ug/mL). Em seguida, os fragmentos foram cultivados
em meio NNN (McNeal, Novy e Nicolle), as culturas mantidas durante sete dias, a 25 'C e
entdo avaliada a presencga ou auséncia de promastigotas utilizando o microscopio Optico para
confirmagéo. (WYREPKOWSKI et al., 2017).

4.3.8 Avaliagdo hematoldgica

Esfregaco de sangue dos animais foram confeccionados em laminas e em seguida
foram corados pelo método Pandtico Rapido. A analise foi feita através da contagem de 100
celulas por 1amina com diferenciagdo e quantificacdo de células leucocitarias em microscopio

Optico com aumento de 400x.
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4.3.9 Avaliacdo de toxicidade

Para analise da toxicidade animais ndo infectados e tratados foram avaliados quanto ao
peso dos animais e dos oOrgdos (figado, baco e rim), presenca de sinais clinicos como
inflamacdo, edema e integridade tecidual no local da aplicacdo, mobilidade, vitalidade e

letalidade frente as concentragdes propostas no tratamento.

4.3.10 Analise Estatistica

Os dados obtidos nas andlises in vitro e in vivo foram inseridos em um banco de dados
previamente elaborado no programa GraphPad Prism 6.0 e em seguida analisados
estatisticamente através de teste Analise de Variancia (ANOVA) e teste Tukey, utilizando

limite de 95% de confianca.

4.4 Etapa 4 - Levantamento Epidemioldgico

Este é um estudo epidemioldgico de carater descritivo e retrospectivo, com a
analise de dados secundarios que utilizou do banco de dados fornecido publicamente pelo
Ministério da Saude.

As informagdes coletadas foram obtidas mediante a busca no banco de dados do
Sistema de Informacdo de Agravos de Notificacdo (SINAN). Os dados foram obtidos por
meio do sistema de tabulacdo TABWIN da plataforma do DATASUS no periodo de 12 a 15
de maio de 2023.

A populacdo de estudo foi composta por casos notificados de LTA no Brasil em 2022. Os
dados coletados foram casos notificados de LTA no Brasil e Unidades Federativas (UF), tipo
de entrada, distribuicdo da doenca por faixa etaria, sexo, raca, critério de confirmacéo,
evolucdo do caso e manifestacdo clinica. Apos a realizacdo da coleta de dados, 0s mesmos
foram transcritos para o programa Microsoft Excel e tabulados para posterior realizacdo da

andlise descritiva
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CAPITULO 1

Estudo do potencial terapéutico da hesperidina metil chalcona no tratamento
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*Autor correspondente: Anny Maiza Vargas Brasil. Email: mayzabbrasil@gmail.com

RESUMO

O reposicionamento de farmacos busca descobrir novas aplicagbes para um farmaco ja
aprovado no mercado de forma mais rapida e com menor custo, sendo utilizada geralmente
para doencas que recebem pouco investimento, como a Leishmaniose Tegumentar. Nesse
contexto, hesperidina, aprovada comercialmente como Daflon, tem despertado o interesse
cientifico, por ser um flavondides pertencente ao grupo das chalconas, classe que apresenta
potencial antileishmania. O presente estudo tem como objetivo avaliar a atividade
antileishmania in vitro e in vivo da hesperidina comercial. Neste sentido a hesperidina (9 a
0,56 mg.mL-1) foi testada frente as formas promastigotas e amastigotas de quatro espécies
dermotropicas de Leishmania para determinar a viabilidade parasitaria, taxa de infeccdo e a
atividade citotdxica frente a macréfagos peritoneais murinos. Para os testes in vivo, hamsters
foram infectados e as lesdes tratadas com hesperidina intralesional, cuja eficacia foi avaliada
através da afericdo do volume total da lesdo no focinho e determinacgdo da carga parasitaria.
Os resultados demonstram toxicidade moderada e melhor eficacia nas formas promastigota e
amastigota de L. (Leishmania) amazonensis (Clso 3,7 mg, 3,06 mg, respectivamente). Os
dados do estudo in vivo mostraram que a Hesperidina frente a essa espécie apresentou um
padréo de reposta com capacidade de reduzir gradativamente o tamanho da lesdo, embora nao
tenha induzido a cura clinica e parasitolégica. No entanto, a Hesperidina revelou-se
promissora nos estudos in vitro contra L. (L.) amazonensis, 0 que encoraja a progressao para
estudos de nova formulacdo e esquema de tratamento experimental.

Palavras-chave: Flavonoide, Leishmania, reposicdo de farmacos.
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ABSTRACT

The repositioning of drugs seeks to discover new applications for a drug that has already been
approved in the market more quickly and at a lower cost, and is generally used for diseases
that receive little investment, such as Cutaneous Leishmaniasis. In this context, hesperidin,
commercially approved as Daflon, has aroused scientific interest, as it is a flavonoid
belonging to the chalcone group, a class that has antileishmania potential. The present study
aims to evaluate the in vitro and in vivo antileishmanial activity of commercial hesperidin. In
this sense, hesperidin (9 to 0.56 mg.mL-1) was tested against the promastigotes and
amastigotes forms of four dermotropic species of Leishmania to determine parasite viability,
infection rate and cytotoxic activity against murine peritoneal macrophages. For the in vivo
tests, hamsters were infected and the lesions treated with intralesional hesperidin, whose
effectiveness was evaluated by measuring the total volume of the lesion in the snout and
determining the parasite load. The results demonstrate moderate toxicity and better efficacy in
the promastigote and amastigote forms of L. (Leishmania) amazonensis (IC50 3.7 mg, 3.06
mg, respectively). Data from the in vivo study showed that Hesperidin against this species
presented a response pattern capable of gradually reducing the size of the lesion, although it
did not induce clinical and parasitological cure. However, Hesperidin has shown promise in in
vitro studies against L. (L.) amazonensis, which encourages progression to studies of a new
formulation and experimental treatment regimen.

Keywords: Flavonoid, Leishmania, drug replacement.

INTRODUCAO

A Leishmaniose Tegumentar (LT) é considerada uma doenca tropical, infecto-
parasitaria e ndo contagiosa ocasionada por protozoarios do género Leishmania, apresenta
manifestacdo polimorfica de pele e mucosa, estando associada a alta morbidade (Blanco e
Nascimento — Junior, 2017; Glans et al., 2018). No Brasil, ha sete espécies patoldgicas
causadoras da LT, seis do subgénero Viannia e uma do subgénero Leishmania, sendo elas: L.
(V.) braziliensis; L. (V.) guyanensis; L. (V.) lainsoni; L. (V.) naiffi; L. (V.) shawi; L. (V.)
linderbergi e L. (L.) amazonensis (Teles et al., 2016).

Conforme preconizado pelo Ministério da Saude (MS) o tratamento das diferentes
formas clinicas da LT no Brasil é realizado por meio do uso de conco farmacos sendo eles
Antimoniato de Meglumina, Isetionato de Pentamidina, Anfotericina B ou Anfotericina B
Lipossomal e mais recentemente a miltefolsina (Brasil, 2017); no entanto estes medicamentos
apresentam alta toxicidade, efeitos adversos, uso parenteral, resisténcia parasitaria e custo

elevado. Diante dessas limitacBes a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) recomenda o
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incentivo a busca por novos medicamentos e tratamentos como drogas alternativas (Holanda
et al., 2018; Filho et al., 2020).

Diversas pesquisas estudam a possibilidade da realizacdo do reposicionamento de
farmacos, que visa investigar se um medicamento j& aprovado e utilizado clinicamente
apresenta alguma atividade contra outra doenca ainda sem tratamento. Essa estratégia tem
sido utilizada geralmente para doencas que recebem pouco investimento, como a LT
(Bustamante, Ochoa, muskus, 2019). Nesse contexto, alguns flavonoides, como a hesperidina,
tem despertado o interesse no meio cientifico, visto que essa € uma substancia pertencente ao
grupo de chalconas, aprovada na terapéutica clinica e conhecida comercialmente como
Daflon, sendo utilizada em sinergismo com a diosmina para o tratamento de varizes e outros
sintomas relacionados a insuficiéncia venosa crénica. Atualmente a hesperidina tem sido
investigada quanto a atividade anticancer (Pandey, Khan, Maurya, 2021) antioxidante (Hager-
Theodorides et al., 2021), antiviral (Attia et al., 2021), imunomudalora (Berkoz et al., 2021) e
antileishmania (Tabrez, 2021) para Leishmanose Visceral.

N&o ha descrito na literatura estudos que investiguem a reposicdo da hesperidina para
o0 tratamento da LT, no entanto Gomes et al. (2017) relatam que flavonoides pertencentes ao
grupo das chalconas, apresentam potencial antileishmania. Na literatura apenas Tabrez (2021)
mostrou resultados da atividade da hesperidina em formas promastigotas (Clso < 1,019 mM) e
amastigodas (Clsg < 0,285 mM) de L. donovani e estudou o possivel mecanismo de acdo no
qual foi descrito que a hesperidina (concentracdo de 2,0 mM) induziu espécies reativas de
oxigénio (ROS) em 96,7% dos parasitas de maneira dose-dependente e consequente inducéao
de morte celular semelhante a apoptose, juntamente com a possivel inibicdo de uma enzima
biossintética chave do ergosterol.

Com isso, esse estudo teve como objetivo avaliar a atividade antileishmania da
hesperidina in vitro e in vivo frente a diferentes espécies de Leishmania causadoras de LT no
Brasil, e assim abrir novas possibilidades para o desenvolvimento de tratamento com baixa

toxicidade, acessivel e eficaz contra a leishmaniose.

MATERIAL E METODOS

Substancias
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A molécula alvo em estudo foi a hesperidina-metil-chalcona adquirida de forma
comercial da Sigma — Aldrich™ e o antimoniato de meglumina (Glucantime®; Sanofi-

Aventis, Sdo Paulo, Brasil) foi o medicamento padréo utilizado como controle positivo.

Massa parasitaria

Foram utilizadas nesse estudo as cepas de Leishmania (Leishmania) amazonensis
(IFLA/BR/1967/PH8), Leishmania (Viannia) guyanensis (MHOM/BR/1975/M4147),
Leishmania (Viannia) braziliensis (MHOM/BR/1975/2904) e Leishmania (Viannia) naiffi
(MDAS/BR/1979/M5533), cultivadas inicialmente em meio Novy-MacNeal-Nicolle (NNN) e
a cultura expandida no meio Roswell Park Memorial Institute (RPMI 1640 - Sigma Chemical
Co. St. Louis, EUA), suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado - SFBi (LGC
Biotecnologia, S&o Paulo, Brasil) e 50 pg.mL™ de gentamicina (Novafarma, Brasil), incubado
a 25 °C.

Comité de ética

Esse estudo foi aprovado pelo Comissdo de Etica no Uso de Animais do Instituto
Nacional de Pesquisas da Amaz6nia para os testes in vitro (CEUA/INPA: 014/2015) e para 0s
testes in vivo (CEUA/INPA: 029/2020).

Ensaio de citotoxicidade

Macréfagos peritoneais murinos foram cultivados em placas de 96 pocos na
concentragdo de 10° células.mL™ em meio RPMI sem indicador de Ph/vermelho fenol (Sigma
Chemical Co. St. Louis, EUA) suplementado com 10% de SFBi e mantidos em incubadora a
5% de CO2 a 37° C (Forma Série Il Water Jacket CO2 Incubator, Thermo Scientific, USA).
As celulas foram tratadas com diferentes concentragdes da hesperidina (9,00; 4,50; 2,25; 1,12
e 0,56 mg.mL™Y) e Glucantime® (8,00; 4,00; 2,00; 1,00 e 0,50 mg.Sb°*.mL). Pogos com célula
sem tratamento e pocos sem células foram mantidos como controle. A viabilidade celular foi
avaliada pelo método colorimétrico utilizando Alamar Blue® (Sigma Aldrich™, EUA) no
periodo de 24, 48 e 72 horas com a adicdo de 10 pL de solucdo de estoque de sal de
resazurina sodica (4 mg.mL™ em solucdo salina tamponada com fosfato) em cada poco, as

placas foram novamente incubadas por mais 12h a 37 °C, apds esse periodo foram submetidas
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a leitura por espectrofotometro EIx800™ (BIO-TEK®, Winooski, Vermont, EUA) no
comprimento de onda de 590 nm (Chagas et al., 2021).

Ensaios biolégicos com formas promastigotas

Em placas de 96 pogos foram adicionadas promastigotas (2x10® promastigotas.mL™) e
estas foram expostas a hesperidina e Glucantime® nas mesmas concentracdes usadas em
ensaios de citotoxicidade, pogos com parasitas sem tratamento foram mantidos como controle
negativo. Os ensaios foram realizados em triplicata e a atividade biologica foi determinada
pela quantificacdo de promastigotas viaveis no periodo de 24, 48 e 72 horas em camara de
Neubauer por meio do microscopio Optico (Nikon Eclipse E200, Japdo) com aumento de
400x. Os dados foram expressos pela concentracdo inibitoria média (Clso) (Chagas et al.,
2021).

Ensaios bioldgicos com formas amastigotas

Macrdfagos peritoneais murinos na concentragdo de 10* células.mL™! foram cultivados
em laminulas de vidro inseridas em placas de 24 pocos com meio de cultura RPMI
suplementado com 10% de SFBI, e submetidos a infeccdo com promastigotas de Leishmania
spp. na concentragdo de 10° promastigotas.mL~! por duas horas em estufa a 37 °C com 5%
CO>. Os macréfagos infectados foram tratados em diferentes concentragdes da hesperidina
(9,00; 4,50; 2,25 e 1,12 mg.mL™) e do Glucantime® (8,00; 4,00; 2,00 e 1,00 mg.Sb**.mL™?)
durante 24, 48 e 72 horas a 37 °C em 5% de CO». Células infectadas e ndo tratadas foram
mantidas como controle. Em seguida, as laminulas foram fixadas e coradas a cada 24 horas
pelo método Panético Répido (Laborclin®, Parana, Brasil) e analisadas por microscopia
Optica. A porcentagem de células infectadas foi determinada pela quantificacdo aleatoria de
100 células infectadas e ndo infectadas em cada laminula, assim como também expressos pelo
Clso (Chagas et al., 2021).

Ensaios biologicos in vivo

Foram utilizados neste trabalho 108 hamsters dourados (Mesocricetus auratus),
pesando aproximadamente 180 gramas, idade de 90 dias, proveniente do Biotério Central do

INPA, local onde foram mantidos em condicdes de alimentacdo e agua ad libitum e livre de
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patogenos. Os animais foram divididos em 3 grupos de 36 animais (Grupo A, B e C). Os 36
animais de cada grupo (A, B e C) foram separados em 6 grupos de tratamento (contendo 6
animais por grupo) sendo 1 grupo composto por animais ndo infectados (grupo controle) e
cinco grupos com animais infectados por uma das espécie de Leishmania estudada, assim, 0s
grupos foram divididos em: 1) Grupo ndo infectado (GNI); I1) Grupo infectado e néo tratado
(GINF); M) Grupo infectado e tratado com solucdo salina (placebo) (GTP); 1V) Grupo
infectado e tratado com 1,15 mg/Sh>/Kg/dia de Glucantime® (GTG); V) Grupo infectado e
tratado com 1,15 mg.mL™ da hesperidina (GTH1); VI) Grupo infectado e tratado com 4
mg.mL* da hesperidina (GTH2).

Os animais foram submetidos a infecgdo por indculo de 0,1 mL™ de promastigotas
(10° promastigotas.mL™) de L. (V.) guyanensis (Grupo A), L. (L.) amazonensis (Grupo B), L.
(V.) braziliensis (Grupo C), na regido do focinho. Apds o surgimento de lesdo os animais
foram tratados com a hesperidina, Glucantime® e solucdo salina por via intralesional, com
aplicacOes a cada 15 dias, totalizando 45 dias de tratamento (4 aplicacdes), conforme o MS
para tratamento intralesional. Apds os 45 dias de tratamento, os animais ficaram em
observacao (sem tratamento) por mais 15 dias, totalizando um acompanhamento de 60 dias.
Devido ao ndo desenvolvimento de lesdes cutaneas macroscopicamente visiveis por L. (V.)

naiffi, o estudo dos efeitos in vivo da hesperidina ndo foram avaliados nessa espécie.

Avalicdo do tratamento experimental

Durante o tratamento foi realizado semanalmente o acompanhamento do volume total
da lesdo através da mensuracdo do focinho com o uso de paquimetro digital (Zaas precision®),
fotodocumentacdo do focinho para analise morfolégica macroscépica da lesdo e pesagem dos
animais em balanca semianalitica (Toledo®) para observacio do ganho ou perda de peso

(Comandolli-wyrepkowki et al., 2017).

Eutanasia dos animais

Todos os animais foram anestesiados (Ketamina e Xylazina) e eutanasiados por via
intramuscular de acordo com a legislagdo para uso de animais de experimentacdo. Apds o
procedimento de eutanasia foi realizada a coleta de material bioldgico (fragmentos de lesé&o,

figado, baco, rins e sangue); os orgaos foram pesados em balanca de preciséo.

Avaliacéo parasitoldgica e hematoldgica
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Fragmentos de tecido coletados da area da lesdo dos animais, foram usados para
confeccionar esfregacos por aposi¢cdo em lamina (imprint) com auxilio de uma pinga, que
posteriormente foram corados com o Kit Panético Répido. A quantificacdo de células
infectadas foi determinada pela contagem de 25 campos ao acaso em microscopio optico com
aumento de 1000x.

Fragmentos de lesdao e o figado foram cultivados em meio NNN, por 7 dias a 25 °C e
entdo foi avaliado a presenca ou auséncia de promastigotas, sendo considerado positivo
quando pelo menos uma forma do parasita foi isolada no meio de cultivo (Comandolli-
wyrepkowki et al., 2017).

Esfregaco de sangue dos animais foram confeccionados em laminas e em seguida
foram corados pelo método Pandético Rapido. A analise foi feita através da contagem de 100
células por 1amina com diferenciacdo e quantificacdo de células leucocitarias em microscopio

dptico com aumento de 400x.

Analise estatistica

A anélise estatistica foi realizada utilizando o software GraphPad Prism (Versdo 6.0) e
os resultados foram expressos em média + desvio padrdo de cada grupo de tratamento e
controles. As analises foram realizadas através de teste Analise de Variancia (ANOVA) e

teste Tukey, utilizando limite de 95% de confianca.

RESULTADOS

A avaliacdo da citotoxicidade demonstrou que a hesperidina apresentou toxicidade
moderada para macrofagos peritoneais murinos, com viabilidade celular média de 61,3% nas
maiores concentragdes (9,00; 4,5; 2,25 mg.mL™) e 80% nas menores concentracdes testadas
(1,12 e 0,56 mg.mL™1), expresso em todo periodo de incubagio com resposta dose dependente,
ou seja, & medida que diminui a concentracdo da hesperidina a viabilidade celular aumenta,

como demonstrado na figura 20.
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FIGURA 13 - Efeito citotoxico da hesperidina (9,00 — 0,56 mg.mL, barras amarelas) e Glucantime® (8
mg.Sh>*mL, barras azuis) em macréfagos peritoneais murinos no periodo de 24, 48 e 72 horas. (*) representa

diferenca estatistica comparada ao Glucantime® segundo teste de Tukey (p < 0,05).
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Os dados da tabela 4 mostram o Clso da hesperidina e Glucantime® frente as formas

promastigotas de Leishmania spp. no periodo de 24, 48 e 72 horas.

Tabela 2 - Concentragéo inibitéria média (Clsp mg = SD) da hesperidina e Glucantime® em formas promastigotas

de Leishmania spp.

Espécies Tempo Hesperidina Glucantime®
24 h < 0,56 + 2,06 10,1 + 4,96
L. (L.) amazonensis 48 h 15+£322 0,56 + 3,48
72h 2,97 +£224 3,3+4,95
24 h 9,2+11,72 11,0+ 9,79
L. (V.) guyanensis 48 h 9,1+851 10,1 + 12,06
72h 2,93+ 3,13 2,92 + 32,82
24 h 4,2 + 8,07 11,6 + 5,89
L. (V.) braziliensis 48 h 3,7+12,26 6,3 £ 9,55
72h 4,1+12,09 52+4,90
24 h 4,1+7,68 57170
L. (V.) naiffi 48 h 1,33 + 8,93 32+143
72h < 0,56 + 17,06 0,3+29,34
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A hesperidina mostrou um menor Clso em promastigotas de L. (L.) amazonensis em 24
horas (Clsp < 0,56 mg), seguido por L. (V.) naiffi em 72 horas (Clso< 0,56 mg), L. (V.)
guyanensis em 72 horas (Clsp 2,93 mg) e L. (V.) braziliensis em 48 horas (Clso 3,7 mg).

A anélise dos diferentes tratamentos mostrou que em L. (L.) amazonensis a
hesperidina induziu uma redugdo da viabilidade parasitaria (> 50%), com diferenca
significativa em relacdo aos controles no periodo de 24 horas, enquanto que em 48 e 72 horas
o mesmo foi observado nas concentragdes 9,00; 4,50; 2,25 mg.mL™ (Figura 21A). Em L. (V.)
braziliensis ha uma reducéo significativa no periodo de 24 a 72 horas (Figura 21C). Em L.
(V.) guyanensis ha uma reducdo significativa em 72 horas (Figura 21B); enquanto que em L.
(V.) naiffi ocorre no periodo de 48 e 72 horas (Figura 21D). Vale ressaltar que em L. (L.)
amazonenses e L. (V.) braziliensis a hesperidina mostrou uma atividade biologica

significativa nas formas promastigotas quando comparado ao Glucantime®.

FIGURA 14 - Atividade da hesperidina (9,00 — 0,56 mg.mL™, barras amarelas) frente as formas promastigotas
de (A) L. (L.) amazonensis, (B) L. (V.) guyanensis, (C) L. (V.) braziliensis e (D) L. (V.) naiffi no periodo de 24,
48 e 72 horas em comparagéo ao controle negativo (barras rosas) e Glucantime® (8 mg. Sb°.mL, barras azuis).
(*) representa diferenca estatistica comparada ao controle negativo segundo teste de Tukey (p < 0,05). (°)
representa diferenca estatistica comparada ao controle positivo segundo teste de Tukey (p < 0,05).
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O Clso da hesperidina e Glucantime® contra as formas amastigotas de Leishmania spp.
internalizadas em macrofagos peritoneais murinos no periodo de 24, 48 e 72 horas, é
mostrado na tabela 5.
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Tabela 3 - Concentragdo inibitdria média (Clso mg + SD) da hesperidina e Glucantime® em amastigotas de Leishmania spp.
internalizadas em macréfagos peritoneais murinos.

Espécies Tempo Hesperidina Glucantime®
24 h 6,24 £1,94 10,73 + 2,82
L (L.) amazonensis 48 h 6,73+ 1,59 9,53+1,23
72h 3,06 £1,06 9,92 +£1,59
24 h 6,29 + 2,82 9,5+176
L. (V.) guyanensis 48 h 7,41 +1,76 3,29+£512
72h 7,60+212 4,24 + 4,94
24 h 8,65+ 2,82 >8 + 3,53
L. (V.) braziliensis 48 h 7,66 + 2,65 >8+ 2,12
72h 10,46 £ 1,76 >8+1,23
24 h 12,33+ 1,76 7,44 + 3,88
L. (V.) naiffi 48 h 9,44 £ 1,76 9,29+424
72 h 7,17 +141 8,96 + 2,82

A hesperidina apresentou resultados promissores contra amastigotas de L. (L.)
amazonensis em 72h (Clso 3,06 mg), L. (V.) guyanensis em 24 horas (Clso 6,29 mg), L. (V.)
naiffi em 72 horas (Clso 7,17 mg) e L. (V.) braziliensis em 48 horas (Clso 7,66 mg).

Conforme observado nas formas promastigotas, a hesperidina apresentou eficacia na
espécie L. (L.) amazonensis, no qual induziu reducdo da taxa de infeccdo nas concentracdes
9,00, 4,50 mg.mL™* (> 50%) e 2,25 e 1,12 mg.mL™? (> 40%) ao longo de todo o periodo de
incubacdo. Resultados semelhantes sdo observados em L. (V.) guyanensis no periodio de 24 e
48 horas, em L. (V.) braziliensis no periodo de 24 a 72 horas e em L. (V.) naiffi em 48 e 72
horas. Observou-se que nessa forma evolutiva do parasita a hesperidina apresentou eficacia

semelhante ao Glucantime® (Figura 22).
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FIGURA 15 - Efeito da hesperidina (9,00 — 0,56 mg.mL™, barras amarelas) em amastigotas intracelulares de (A)
L. (L.) amazonensis, (B) L. (V.) guyanensis, (C) L. (V.) braziliensis e (D) L. (V.) naiffi em 24, 48 e 72 horas ap6s
o tratamento com diferentes concentracGes em comparagdo ao controle negativo (barras rosas) (macréfagos
infectados e ndo tratados), e Glucantime® (8 mg.Sh%*.mL, barras azuis). (*) representa diferenca estatistica
comparada ao controle negativo segundo teste de Tukey (p < 0,05). (°) representa diferenca estatistica
comparada ao controle positivo segundo teste de Tukey (p < 0,05).
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Ao final do tratamento, tracamos um comparativo entre células infectadas e nao
infectadas tratadas com hesperidina, e foi observado que houve pouca diferenca em relacéo a
viabilidade celular, sendo observado nas maiores concentracoes testadas a presenca de células
de tamanho reduzido e diferengas nas delimitacdes celulares, conforme demonstrado nos
ensaios de citotoxicidade. Alem das celulas infectadas e tratadas, observou-se que houve
reducdo parasitaria; portanto, a citotoxicidade celular pode estar associada a uma possivel
atividade antileishmania.

Nos ensaios bioldgicos in vivo, 0os hamsters foram pesados com intervalos de 7 dias, e
verificou-se que nos animais infectados com L. (L.) amazonensis o grupo GTH1 apresentou
peso menor (média de 135,3 g) (p < 0,001) do que os demais grupos (média de 172,1 g) (p <
0,01). Em L. (V.) guyanensis e L. (V.) braziliensis ndo houve diferenca significativa no peso

dos animais.
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Quando avaliado a evolucdo clinica da doenca, observou-se que nos animais
infectados com L. (L.) amazonensis houve reducgdo continua no volume do focinho dos grupos
GTH1 (56%) e GTH2 (49%), ao final da experimentacdo foi observado uma resposta similar
ao grupo GTG (57%) e ndo apresentou diferenca significativa para os grupos GINF e GNI,
demonstrando que esses animais estavam em processo de reducdo do volume do focinho.

Em L. (V.) guyanensis e L. (V.) braziliensis foi observado uma reducéo de volume dos
focinhos até em média o 45° dia de tratamento e apds isso foi observado novamente um
aumento para os grupos de tratamento GTG, GTH1 e GTH2, ao final da experimentagéo
observou diferenca significativa para o grupo GNI (p < 0,001) embora sem diferenca
significativa para o grupo GINF. Em L. (V.) guyanensis animais tratados com o grupo GTH1
reduziu em 41% o volume do focinho e em L. (V.) braziliensis grupo GTH2 reduziu em 29%,

ambos sem diferenca ao grupo GTG (Figura 23).
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FIGURA 16. Volume do focinho de hamsters infectados com L. (L.) amazonensis (A), L. (V.) guyanensis (B) e
L. (V.) braziliensis (C). Hamster ndo infectado e ndo tratado (linha cinza), infectado e ndo tratado (linha lilas),
infectado e tratado com placebo (linha amarela), infectado e tratado com 1,15 mg/Sb>/Kg/dia de Glucantime®
(linha azul), infectado e tratado com 1,15 mg.mL™ da hesperidina (verde escuro) e infectado e tratado com 4
mg.mL* da hesperidina (verde claro).
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Todos os animais infectados com L. (L.) amazonensis apresentaram edema com lesao
aparente, nos grupos GINF e GTP esses sinais foram intensificados a partir do 30° que
resultou ao final do tratamento no maior volume do focinho e lesbes ulceradas quando
comparado aos outros grupos experimentais. Apos o 15° dia de tratamento os grupos GTH1 e
GTH2 progrediram para lesdes ulceradas exacerbadas, seguido de formacdo de escaras e
consequente reducio do edema, sem cura clinica. O grupo tratado com Glucantime®
apresentou cicatrizagdo a partir do 30° dia e consequente cura clinica dos animais.

Nos grupos infectados por L. (V.) guyanensis e L. (V.) braziliensis, os animais
apresentaram formac&o de nddulo com lesdo pequena e escaras, expressos nos grupos GINF e
GTP de forma progressiva. Apenas no grupo tratado com Glucantime® houve cura clinica de
todos os animais. Nos grupos tratados com GTH2 para a espécie de L. (V.) braziliensis

metade do grupo apresentou cura clinica (Figura 24).

FIGURA 17. Aspecto clinico das lesbes em focinho de Mesocricetus auratus infectado por L. (L.)
amazonensis (A), L. (V.) guyanensis (B) e L. (V.) braziliensis (C) no 60° dia de experimentacdo. Al, B1, C1 -
animal ndo infectado e ndo tratado. A2, B2, C2 - animal infectado e ndo tratado. A3, B3, C3 — animal infectado e
tratado com placebo. A4, B4, C4 - animal infectado e tratado com Glucantime® (1,15 mg/Sb°*/Kg/dia). A5, B5,
C5 — animal infectado e tratado com 1,15 mg.mL* da hesperidina. A6, B6, C6 - animal infectado e tratado com

4 mg.mL da hesperidina
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Apds o tratamento, a viabilidade parasitaria foi determinada por meio de diagndstico
direto utilizando cultura NNN e aposicdo em lamina, revelando a presenca de parasitas
flagelados viaveis nas culturas de fragmentos da lesdo e figado em todos 0s grupos e a taxa de
infectividade demonstrou que ndo houve diferenca significativa entre os grupos de tratamento
em todas as espécies testadas. Apenas o Glucantime® apresentou baixa infectividade dos
macrofagos, com diferenca significativa para o GTH2 em L. (L.) amazonensis (p < 0,05)
(Figura 25)
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FIGURA 18. Taxa de infectividade em macréfagos contada pela impressdo em lamina de fragmentos de lesdes
de hamsters infectados com L. (L.) amazonensis (A); L. (V.) guyanensis (B) e L. (V.) braziliensis (C). Animais
infectados e ndo tratados (barra rosa), animais infectados e tratados com 1,15 mg/kg/dia de Glucantime® (barra
azul), animais infectados e tratados com placebo (barra amarela), animais infectados e tratados com 1,15
mg.mL-1 da hesperidina (barra verde escuro) e animais infectados e tratados com 4 mg.mL-1 da hesperidina
(barra verde claro). Cada barra representa a média + desvio padrdo e a diferenca significativa (p < 0,05) foi
indicada por letras diferentes.
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Quanto a avaliacdo do peso dos 6rgdos (figado, bago e rim) e pardmetros leucocitarios

ndo houve diferenca significativa entre 0s grupos experimentais em todas as espécies testadas.
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DISCUSSAO

O reposicionamento de farmacos € uma estratégia que busca descobrir novas
aplicacGes para um farmaco ja aprovado no mercado de forma mais rapida e com menor
custo, sendo assim, esse estudo teve como objetivo investigar o reposicionamento da
hesperidina e avaliar a atividade antileishmania e a citotoxicidade da mesma em comparagéo
ao Glucantime®, que ¢ o tratamento de primeira linha para LT no Brasil;

Este estudo é um relato inédito da atividade antileishmania da hesperidina para LC e
devido a escassez de informacgdes na literatura, os resultados obtidos serdo discutidos sob a
Otica da atividade antileishmania da hesperidina frente a uma espécie causadora de
Leishmaniose Visceral (LV) e de outras substancias da classe dos flavonoides para LC ja
documentado.

Nesse estudo a hesperidina apresentou citotoxicidade moderada e viabilidade celular
(61,3% a 80%), semelhantes aos observado em diferentes flavonoides como quercetina (50%
a 100%) (Caetano et al., 2019) e cynaroside (20% a 50%) (Tabrez et al., 2021);
diferentemente desses resultados um flanonoide ligado a amina ndo apresenta citotoxidade a
macrofagos (Chan et al., 2021)

Nos testes de atividade antileishmania foi observado uma resposta dose-dependente,
em que as maiores concentracdes da hesperidina (9 e 4,5 mg.mL™?) foram mais eficazes para
inibicdo de promastigotas e amastigotas, de acordo com silva (2016) é necessario avaliar
através do Clso e taxa de infeccdo se o famaco em estudo estd apresentando atividade
bioldgica antileishmania ou indutora de toxicidade celular, levando em consideracdo as
diferentes espécies e subgéneros que respondem de formas diferentes ao tratamento.

Em L. (L.) amazonensis, a hesperidina conseguiu inibir formas promastigotas (> 75% -
ICs0 < 0.56 mg) e amastigotas em 72 horas (> 50% - 1Cso 3.06 mg) com maior eficacia que o
Glucantime®. Esses resultados corroboram os de Chan et al. (2021) com o flavondide FMO09h
frente a formas amastigotas (90%) e Gervazone, Gongalves e almeida (2018) com o
flavonoide 2HF em promastigotas (79% - Clso 20,9 uM) e amastigotas (90% - Clsg 3,09 uM).
Ambos 0s autores descrevem que apos o periodo de tratamento com os macrofagos infectados
com L. (L.) amazonensis, foi possivel observar redugdo das formas amastigotas intracelulares
sem destruicdo do macrofago, quando analisado quantitativamente.

Na espécie de L. (V.) braziliensis a hesperidina foi mais efetiva contra formas
promastigotas (< 50% - Clso 3,7 mg) com maior eficicia que o Glucantime® do que em
amastigotas (Clso 7,66 mg). Diferente de Chan et al., (2021) e Cataneo et al., (2019)
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descrevem uma eficacia para ambas a formas evolutivas contra a espécie de L. (V.)
braziliensis.

Em L. (V.) guyanensis e L. (V.) naiffi verificou-se que a hesperidina conseguiu reduzir
as formas promastigotas e a taxa de infeccdo por amastigotas, no entanto sem diferenca
significativa em relacdo ao Glucantime®, até onde sabemos, ndo ha estudos na literatura cue
avaliem a atividade antileishmania de substancia da classe dos flavonodides para essas
espécies, sendo este o primeiro relato.

Conforme esperado, neste estudo cada espécie de Leishmania apresentou respostas
diferentes ao tratamento in vitro com a hesperidina, no entanto, quando analisadas as espécies
de acordo com o subgénero é possivel observar padrdes de resposta semelhantes. O subgénero
Leishmania apresentou melhor susceptibilidade ao tratamento com eficacia em ambas as
formas evolutivas superior ao Glucantime®, quanto ao subgénero Viannia embora o
tratamento tenha induzido a reducdo de ambas as formas evolutivas, ndo apresentou diferenca
significativa ao Glucantime®, com excecdo da espécie L (V.) brasiliensis em promastigotas. O
Unico relato da hesperidina quanto a atividade antileishamia foi descrito por Tabres (2021)
que apresentou eficicia contra promastigotas e amastigota de L.(Leishmania) donovani
causadora de LV, por ser uma espécie causadora de uma doenca com manifestacdes clinicas
tdo distintas da LC, também apresenta diferente resposta ao tratamento, no entanto quando
levado em consideracdo o subgénero Leishmania ha semelhanca quanto a susceptibilidade do
padréo de resposta.

Com relacdo a citotoxicidade em macrofagos, sugere-se que pode ter ocorrido uma
maior totoxicidade em questdo das células estarem infectadas, Silva (2008) relata que células
infectadas por diferentes espécies de Leishmania, apresentam maior susceptibilidade aos
efeitos citotoxicos de compostos do que células ndo infectadas, e conforme sugerido por
Quintana et al., (2010) isso pode ocorrer devido células parasitadas apresentarem alteraces
de membrana ocasionadas pelo parasita, sendo assim, sugere-se que isso possa ter ocorrido
nos ensaios biologicos com a hesperidina. Diante desse fato € importante que novos estudos
visem investigar 0 mecanismo de acdo em células infectadas e néo infectadas e dessa forma
determinar a citotoxicidade da substancia.

Atualmente os medicamentos utilizados no tratamento da LC estdo associados a
numerosos efeitos colaterais e adversos, alta toxicidade, resisténcia aos medicamentos e
administracdo parental, segundo Drugs for Neglected Diseases initiative € um tratamento de
dificil administracdo, frente a essas dificuldades o tratamento intralesional permite a entrega
direta de medicamentos nas lesdes cutaneas, dessa forma os efeitos adversos da terapia
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sistémica seriam evitados ou minimizados o que pode levar a reducdo da toxicidade, além de
custo beneficio (NASSIF et al., 2017, FRANCO 2017)

Nesse sentido, este estudo adotou o uso topico da hesperidina com abordagem
intralesional, os resultados indicaram que nenhum dos nossos tratamentos alcangou cura
clinica (cicatrizacao e reepitelizacao da pele) e cura parasitologica (eliminacdo dos parasitas)
dos animais infectados com L. (L.) amazonensis e L. (V.) guyanensis. Em animais infectados
com L. (V.) braziliensis houve cura clinica de 50% dos animais tratados com GTH2 e ndo
houve cura parasitolégica. Por outro lado, animais tratados com Glucantime® a cura clinica
ocorreu em todos os animais, embora, sem cura parasitologica. A evolucéo clinica da lesdo é
um parametro importante para determinar a cura da LC que segundo o MS ocorre cura clinica
quando observado “reepitelizacdo das lesdes quando ulceradas, e a regressdo total da
infiltracdo e eritema” (BRASIL, 2017).

Poucos estudos avaliaram o efeito in vivo de flavonoides na busca de novas
alternativas de tratamento para LC, dentre eles o estudo de Gervazone, Gongalves e Almeida
(2018) e Chan et al. (2021), sugerem um efeito leishmanicida promissor do 2HF (50
mg/kg/dia — por via oral) e FM09h (10 mg/kg/dia — via intralesional) respectivamente contra
L. (L.) amazonensis em camundongos, no qual apenas o 2HF mostrou diferenca significativa
em relacdo ao Glucantime®. Esses autores nao observaram alteracdes significativas no peso
dos animais, ou alteragdes no tamanho, peso e aparéncia dos 6rgdos, nem no leucograma,
assim como reagdes toxicas nos animais sugerindo que ndo causou toxicidade aparente aos
animais.

Sabe-se que é caracteristico do subgénero Leishmania apresentar uma evolucdo da
infeccdo mais exacerbada com grandes lesdes, provocando maiores ulceragfes em alguns
casos, diante desse quadro, animais tratados com a hesperidina apresentaram pouca resposta
ao tratamento, demonstrando assim dificuldade no controle do tamanho das lesdes. Ja no
subgénero Viannia é caracteristico a presenca de nodulos, com les6es pequenas e controladas,
e devido a isso, 0s animais tratados foram mais responsivos ao tratamento como demonstrado
em L. (V.) brasiliensis resultando na cura clinica.

Vale ressaltar que ndo existe um modelo animal validado para os testes in vivo com
Leishmania, sendo possivel observar a diversidade de modelos animais geralmente utilizados.
O uso do hamsters (Mesocricetus auratus) neste estudo é justificado por ser um dos mais
promissores modelos experimentais para estudo da Leishmaniose (Moreira, 2012), devido a

alta suscetibilidade que essa espécie apresenta a patologias dermotropicas (Goto e Lindoso,
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2004; Dea-Ayuela et al. 2007) e por apresentar evolucdo clinica com sinais semelhantes ao
observado em humanos (Robledo et al. 2012).

Portanto, este trabalho encoraja novos estudos para avaliar a eficacia da hesperidina
utilizando um novo esquema de tratamento experimental, com énfase nas concentracfes do
principio ativo, tempo de tratamento, espécies de Leishmania envolvidas, vias de
administracdo, além de buscar elucidar possiveis mecanismos de acdo frente as espécies

causadoras da LC

CONCLUSAO

A hesperidina mostrou atividade promissora em promastigotas e amastigotas de L. (L.)
amazonensis. Em contrapartida, nos testes in vivo a hesperidina induziu a cura clinica de 50%
dos animais infectados com L. (V.) brasiliensis tratados via intralesional com GTH2, embora
ndo tenha conduzido a cura parasitolégica, os resultados encorajam a progressdo de estudos
adicionais para avaliar a eficacia da hesperidina com outras vias de administracdo, em

diferentes doses, bem como elucidar 0 mecanismo terapéutico.
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RESUMO

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) é uma antropozoonose considerada um
problema de salde publica, caracterizada como uma doenca negligenciada de carater
infeccioso e ndo contagioso. Os farmacos utilizados para o tratamento da LTA no Brasil
apresentam eficacia limitada, nesse sentido, nanoparticulas de antimoénio pentavalentes
(NPSb**) desenvolvida e testada por Franco e colaboradores apresentaram atividade
antileishmania frente a espécie Leishmania (Leishmania) amazonensis. Sendo assim, esse
estudo teve como objetivo avaliar a atividade antileishmania in vitro e in vivo de NPSb®",
Foram testadas quatro espécies dermotropicas de Leishmania sendo elas: Leishmania
(Leishmania) amazonensis, Leishmania (Viannia) guyanensis, Leishmania (Viannia)
braziliensis e Leishmania (Viannia) naiffi frente as NPSb®" e sua eficacia determinada através
da viabilidade parasitaria, taxa de infectividade e a citotoxicidade. Para os testes in vivo, 0S
hamsters foram infectados e as lesOes tratadas intralesionalmente com a suspensdo das das
NPSb*>" mediante dois protocolos distintos, a eficacia foi avaliada medindo o didmetro do
in6culo/focinho e determinando a carga parasitaria. Os resultados demonstraram que néo
houve toxicidade a macrofagos peritoneais murinos e que a resposta in vitro foi promissora
contra as formas evolutivas de L. (L.) amazonensis e L. (V.) guyanensis. No estudo in vivo
induziram a cura clinica dos animais infectados com L. (V.) guyanensis (protocolo 1 e 2) e L.
(V.) braziliensis (protocolo 1) e ndo apresentou sinais clinicos indicativos de toxicidade.
Contudo, esses resultados indicaram que as NPSb®>* podem ser consideradas como um agente
quimioterapico promissor para o tratamento da Leishmaniose Tegumentar.

Palavras chaves: nanomedicina, tratamento experimental, leishmaniose cutanea,
intralesional.
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ABSTRACT

American Tegumentary Leishmaniasis (ATL) is an anthropozoonosis considered a public
health problem, characterized as a neglected infectious and non-contagious disease. The drugs
used for the treatment of ACL in Brazil have limited efficacy, in this sense, pentavalent
antimony nanoparticles (NPSb®") developed and tested by Franco and collaborators showed
antileishmania activity against the species Leishmania (Leishmania) amazonensis. Therefore,
this study aimed to evaluate the in vitro and in vivo antileishmanial activity of NPSb®*. Four
dermotropic species of Leishmania were tested: Leishmania (Leishmania) amazonensis,
Leishmania (Viannia) guyanensis, Leishmania (Viannia) braziliensis and Leishmania
(Viannia) naiffi against NPSb>* and their efficacy determined through parasite viability,
infectivity rate and the cytotoxicity. For the in vivo tests, the hamsters were infected and the
lesions treated intralesionally with the suspension of NPSh®* through two different protocols,
the effectiveness was evaluated by measuring the diameter of the inoculum/snout and
determining the parasite load. The results demonstrated that there was no toxicity to murine
peritoneal macrophages and that the in vitro response was promising against the evolutionary
forms of L. (L.) amazonensis and L. (V.) guyanensis. In the in vivo study, they induced clinical
cure in animals infected with L. (V.) guyanensis (protocol 1 and 2) and L. (V.) braziliensis
(protocol 1) and did not show clinical signs indicative of toxicity. However, these results
indicated that NPSb°* can be considered as a promising chemotherapeutic agent for the
treatment of Cutaneous Leishmaniasis.

Keywords: nanomedicine, experimental treatment, cutaneous leishmaniasis, intralesional.

INTRODUCAO

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) é uma doenca tropical, ocasionada por
protozoarios intracelulares da familia Trypanossomatidae, género Leishmania e subgéneros
Viannia e Leishmania nos quais se distribuem sete espécies patoldgicas causadoras da LTA,
séo elas: L. (V.) braziliensis; L. (V.) guyanensis; L. (V.) lainsoni; L. (V.) naiffi; L. (V.) shawi;
L. (V.) linderbergi e L. (L.) amazonensis (TELES et al. 2016, BLANCO e NASCIMENTO,
2017).

Atualmente, o tratamento preconizado pelo Ministério da Saude (MS) no Brasil inclui
cinco farmacos, o Antimoniato de N-metil Glucamina (Glucantime®), Anfotericina B
(Albcet®), Anfotericina B lipossomal, Isetionato de Pentamidina (Pentacarinat®) e
miltefosina, tais farmacos sdo prescritos quando ha informagdes precisas quanto ao caso
clinico do paciente, que inclui identificar a espécie causadora, manifestacdo clinica e local
onde ocorreu a infeccdo (BRASIL, 2017). Embora os atuais farmacos apresentem eficacia

comprovada, estes possuem alta toxicidade e muitos efeitos adversos, tratamento longo com
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via de administracdo parenteral, custo elevado e resisténcia parasitaria, (AFRIN, 2018;
AMAZONAS, 2018).

Nesse cenario a busca por novos medicamentos para o tratamento da LTA se faz
necessario e surge como uma alternativa a nanotecnologia, que € uma ciéncia que desenvolve
sistemas, estruturas e dispositivos em escala nanométrica com dimens@es entre 1 e 100
nandmetros. Tem sua aplicacdo reconhecida na nanomedicina, principalmente através de
nanoparticulas, capazes de direcionar e entregar os farmacos com mais precisao, seguranga e
eficacia (LIMA e ROCHA 2016; SILVA et al., 2017; AFRIN, 2018).

As nanoparticulas (NPs), sdo aglomerados de moléculas com distribuicGes de tamanho
em nanoescala. Dentre as de interesse farmacoldgico, destacam-se as nanoparticulas
metalicas, assim definidas por possuirem um ou mais &tomos metélicos em sua composicao e
apresentam propriedades Oticas e eletrénicas diferenciadas decorrentes de sua estruturacéo,
podem atuar como carreadores de drogas e agentes (CANCINO et al., 2014; TAMAS, 2016).

Dentre 0s metais estudados ha o antiménio (Sb), conhecido no latim como Stibium,
classificado na tabela periédica como um metaldide encontrado no grupo 15, possui
aplicacBes industriais na producdo de semicondutores e detectores de infravermelho, assim
como também aplicagdes médicas, sendo utilizado ha mais de 50 anos no tratamento da
leishmaniose. Seu mecanismo de agdo ndo é comprovado e se resume em teorias em relagdo a
sua especificidade (SIQUEIRA, 2013).

O meédico brasileiro Gaspar Vianna em 1912 foi o primeiro a relatar a eficacia do Sb
na sua forma trivalente (Tartaro emético) para o tratamento da leishmaniose, porém estes se
mostraram muito téxicos apesar da sua eficacia comprovada, ocorrendo a sua substituicéo
pelas formas pentavalentes, sendo os mais recentes utilizados: Antimoniato de meglumina e
Estibogluconato de sodio (SIQUEIRA, 2013).

A partir das modificacBes estruturais de nanoparticulas de antiménio pentavalente,
observou-se que estas variacdes possuem diversas propriedades bioldgicas e estdo descritas
atualmente as atividades: Antibacteriano (SALEEM, 2018), anticancer (SRIRANJANI et al.,
2016), antioxidante (SRIRANJANI et al., 2016) e antileishmania (FRANCO et al., 2016).

Franco e colaboradores (2016), desenvolveram nanoparticulas de antiménio
pentavalentes (NPSb°") e estudaram frente & espécie L. (L.) amazonensis alcangando
resultados promissores. Com base nesses dados, este estudo descreve a atividade
antileishmania in vitro e in vivo das NPSb®" em diferentes espécies de Leishmania spp. e 0s

efeitos de citotoxicidade em macrofagos peritoneais murinos.
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METODOLOGIA

Sintese e caracterizagdo de nanoparticulas de antimonio pentavalente (NPsSb°*)

As nanoparticulas de antiménio pentavalente (NPsSb*) foram sintetizadas conforme
descrito anteriormente no estudo de Franco et al. (2016) e caracterizadas através da técnica de
Espalhamento Dinamico de Luz (DLS) no equipamento Zetasizer Nano (Malvern Instruments
Ltd., Filadelfia, PA) para medi¢des de tamanho das nanoparticulas e potencial Zeta ((), essas
afericdes foram repetidas no intervalo de 4 anos. O antimoniato de meglumina (Glucantime®;
Sanofi-Aventis, Sdo Paulo, Brasil) e 0 N-metil-D-glucosamina (NMGA - Sigma aldrich™)

foram utilizados como controle.

Parasitas

As espécies/cepas utilizadas nesse estudo foram Leishmania (Leishmania)
amazonensis (IFLA/BR/1967/PHS8), Leishmania (Viannia) guyanensis
(MHOM/BR/1975/M4147), Leishmania (Viannia) braziliensis (MHOM/BR/1975/2904) e
Leishmania (Viannia) naiffi (MDAS/BR/1979/M5533), cultivadas no meio do Roswell Park
Memorial Institute (RPMI 1640 - Sigma Chemical Co. St. Louis, EUA) suplementado com
10% de soro fetal bovino inativado - SFBi (LGC Biotecnologia, Sdo Paulo, Brasil) e 50

ug.mL " de gentamicina (Novafarma, Brasil), incubado a 25 °C.

Comité de ética

Esse estudo foi aprovado pelo Comissdo de Etica no Uso de Animais do Instituto
Nacional de Pesquisas da Amazo6nia para os testes in vitro (CEUA/INPA: 014/2015) e para 0s
testes in vivo (CEUA/INPA: 029/2020).

Ensaio de citotoxicidade

Macrofagos peritoneais murinos foram cultivados em placas de 96 pogos (100
uL/poco) na concentragio de 10° células.mL™* em meio RPMI sem indicador de pH/vermelho
fenol (Sigma Chemical Co. St. Louis, EUA) suplementado com 10% de SFBi e tratados com
diferentes concentragfes das NPSb®* (4; 2; 1; 0,5 e 0,25 mg.Sb®" .mL™?), Glucantime® (8; 4;
2;1e 0,5 mg.Sb>*.mL) e NMGA (0,101; 0,050; 0,025; 0,012 e 0,006 mg.mL™). Pogos com

celula sem tratamento e pocos sem células/apenas meio de cultivo, foram mantidos como
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controle. As culturas foram mantidas em incubadora a 5% de CO2 a 37° C (Forma Série Il
Water Jacket CO2 Incubator, Thermo Scientific, USA) e a viabilidade celular foi avaliada pelo
método colorimétrico utilizando Alamar Blue® (Sigma Aldrich™, EUA) no periodo de 24, 48
e 72 horas com a adicdo de 10 pL de solucdo de estoque de sal de resazurina sédica (4
mg.mL™ em solugdo salina tamponada com fosfato) em cada poco, as placas foram
novamente incubadas por mais 12 horas a 37 °C, apds esse periodo foram submetidas a leitura
por espectrofotdbmetro EIx800™ (BIO-TEK®, Winooski, Vermont, EUA) no comprimento de
onda de 590 nm (Chagas et al., 2021).

Ensaios bioldgicos com formas promastigotas

Os ensaios foram realizados em placas de 96 po¢os contendo meio RPMI completo e
promastigotas na concentracio de 2x10° promastigotas.mL™! tratadas com diferentes
concentracdes das NPSb°* (4; 2; 1; 0,5 e 0,25 mg.Sb>" .mL™?), Glucantime® (8; 4; 2; 1 e 0,5
mg.Sb®>*.mL) e NMGA (0,101; 0,050; 0,025; 0,012 e 0,006 mg.mL™). Pogos com parasitas
sem tratamento foram mantidos como controle negativo. Os ensaios foram realizados em
triplicata e a atividade bioldgica foi determinada pela quantificacdo de promastigotas viaveis
no periodo de 24, 48 e 72 horas em camara de Neubauer por meio do microscopio Optico
(Nikon Eclipse E200, Japdo) com aumento de 400x. Os dados foram expressos pela
concentracdo inibitoria méxima /Clso (Chagas et al., 2021).

Ensaios biolégicos com formas amastigotas

Macrofagos peritoneais murinos na concentragdo de 10* células.mL foram cultivados
em laminulas de vidro inseridas em placas de 24 pogos com meio de cultura RPMI
suplementado com 10% de SFBI, e submetidos a infecgdo com promastigotas de Leishmania
spp. na concentracdo de 10° promastigotas.mL! por duas horas em estufa a 37 °C com 5%
CO2. Os macrofagos infectados foram tratados com as NPSb°*, Glucantime® e NMGA nas
mesmas concentracdes utilizadas em ensaios de promastigota, durante 24, 48 e 72 horas a 37
°C em 5% de CO». Células infectadas e ndo tratadas foram mantidas como controles. Em
seguida, as laminulas foram fixadas e coradas a cada 24 horas pelo método Panético Rapido
(Laborclin®, Parana, Brasil) para posterior analise, as quais foram quantificados macrofagos
infectados e ndo infectados por meio de contagem aleatoria de 100 macrofagos através de
observacdo em microscopio 6ptico e foi determinada a concentracdo inibitdria maxima (Clso)
(Chagas et al., 2021).
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Ensaios bioldgicos in vivo

Foram utilizados neste trabalho 156 hamsters dourados (Mesocricetus auratus),
macho, pesando aproximadamente 180 gramas, idade de 90 dias, proveniente do Biotério
Central do INPA local onde foram mantidos em condicdes de alimentacdo e agua ad libitum e
livre de patdgenos. Os animais foram submetidos a dois protocolos de tratamento, o protocolo
1 nas espécies L. (V.) guyanensis, L. (L.) amazonensis e L. (V.) braziliensis e o protocolo 2
com a espeécie L. (V.) guyanensis e testes de toxicidade em animais saudaveis.

No protocolo 1, os animais foram divididos em 3 grupos de 36 animas para
procedimento de infeccdo experimental, cada grupo referente a uma espécie de Leishmania
estudada (Grupo 1, 2 e 3), cada grupo contendo 36 animais foram separados em 6 grupos de
tratamento (contendo 6 animais por grupo) sendo cinco grupos compostos por animais
infectados e um grupo composto por animais nao infectados que compuseram 0S grupos
controles.

Os animais foram submetidos a infeccdo por indculo na regido do focinho de 0,1 mL™
de promastigotas (10° promastigotas.mL™?) de L. (V.) guyanensis (Grupo 1), L. (L.
amazonensis (Grupo 2), L. (V.) braziliensis (Grupo 3). Apo6s o surgimento de lesdo aparente
os animais foram tratados por 60 dias, as aplicacbes foram feitas por via intralesional, com
intervalos de 15 dias por aplicacdo, totalizando 4 aplicagdes, conforme o MS para tratamento
intralesional. Os grupos experimentais foram identificados da seguinte forma: 1) Grupo néo
infectado (GN1); Il) Grupo infectado e ndo tratado (GI1); 111) Grupo infectado e tratado com
solucdo salina (placebo) (GP1); 1V) Grupo infectado e tratado com 1,15 mg.Sb>*.Kg.dia de
Glucantime® 1 (GG1); V) Grupo infectado e tratado com 1,15 mg.Sb°>*.Kg.dia das NPSb°*
(GSb1); VI) Grupo infectado e tratado com 4 mg.Sb°*.Kg.dia das NPSb>" (GSb2).

No protocolo terapéutico 2, os animais foram divididos em 2 grupos, o grupo 1 para
estudo da atividade bioldgica das NPSb°* e o grupo dois para estudo de toxicidade (todos os
animais saudaveis), ambos submetidos ao tratamento com Glucantime® (4 mg.Sh>*.Kg.dia !) e
NPSb*" (4 mg.Sb°*.Kg.dia) e demais grupos controles conforme descrito anteriormente, os
animais foram tratados por 30 dias, por via intralesional, os grupos placebo e NPSb®* com
intervalos de 48 horas por aplicacdo e o Glucantime® com intervalos de 5 dias baseados em
dados do MS. Apds esse periodo trés animais por grupo foram mantidos por mais 30 dias em
observacdo para andlises pds-tratamento.

Devido ao ndo desenvolvimento de lesfes cutaneas macroscopicamente visiveis por L.

(V.) naiffi, o estudo dos efeitos in vivo ndo foi realizado nessa espécie.
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Avalicdo do tratamento experimental

Durante o periodo de experimentacao foi realizado semanalmente o0 acompanhamento
do volume total da lesdo através da mensuracdo do focinho com o uso de paquimetro digital
(Zaas precision®), fotodocumentagdo do focinho para analise morfoldgica macroscopica e
pesagem dos animais em balanca semi-analitica (Toledo®) para observagdo do ganho ou perda
de peso (COMANDOLLI-WYREPKOWKI et al., 2017).

Eutanasia dos animais

Todos os animais foram anestesiados (Ketamina e Xylazina) e eutanasiados por via
intramuscular de acordo com a legislagdo para uso de animais de experimentacdo. No
segundo protocolo de tratamento proposto os animais foram eutanasiados de forma seriada:
apos o tratamento sendo trés animais por grupo (1° eutanasia) e ao fim do pos-tratamento trés
animais de cada grupo (2° eutanéasia). Apds o procedimento de eutanasia foi realizada a coleta
de material bioldgico (fragmentos de lesdo, figado, bago, rins e sangue); os érgdos foram
pesados em balanca de preciséo.

Avaliacao parasitoldgica, hematologica e de toxicidade.

Fragmentos de tecido coletados da area da lesdo dos animais, foram usados para
confeccionar esfregacos por aposi¢cdo em lamina (imprint) com auxilio de uma pinca, que
posteriormente foram corados com o Kit Pandtico Réapido. A quantificacdo de células
infectadas foi determinada pela contagem de 25 campos ao acaso em microscopio 6ptico com
aumento de 1000x.

As lesdes e o figado fragmentados e desinfectados foram cultivados em meio NNN,
por 7 dias a 25 °C e entdo foi avaliado a presen¢a ou auséncia de promastigotas, sendo
considerado positivo quando pelo menos uma forma do parasita era isolada no meio de
cultivo (COMANDOLLI-WYREPKOWKI et al., 2017).

Esfregaco de sangue dos animais foram confeccionados em laminas e em seguida
foram corados pelo método Pandtico Rapido. A analise foi feita através da contagem de 100
celulas por 1amina com diferenciagdo e quantificacdo de células leucocitarias em microscopio

Optico com aumento de 400x.
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Para andlise da toxicidade animais nao infectados e tratados foram avaliados quanto ao
peso dos animais e dos 6rgdos (figado, baco e rim), presenca de sinais clinicos como
inflamacgdo, edema e integridade tecidual no local da aplicagdo, mobilidade, vitalidade e

letalidade frente as concentra¢@es propostas no tratamento.

Andlise estatistica

A andlise estatistica foi realizada utilizando o software GraphPad Prism (Verséo 6.0) e
os resultados foram expressos em média + desvio padrdo de cada grupo de tratamento e
controles. As andlises foram realizadas através de teste Analise de Variancia (ANOVA) e

teste Tukey, utilizando limite de 95% de confianca.

RESULTADOS

A NPSb°* foram sintetizadas e em seguida caracterizadas para avaliar a estabilidade e
tamanho das nanoparticulas, através de mensuracdes com intervalo de 4 anos. Dessa forma,
quanto ao tamanho médio das NPSh®* foi possivel constatar tamanhos de 32,89 nm e 46,7
respectivamente, e quanto a estabilidade foi observado através do potencial zeta -13,7 mV e -
0,5 mV, respectivamente.

A suspenséo das NPSb®* foi submetida a avaliacio de citotoxicidade, no qual em todo
0 periodo de incubacdo, observou-se que a média da viabilidade celular foi superior a 90%,
demonstrando que as NPSb®* ndo apresentaram citotoxicidade em macréfagos peritoneais

murinos, esses resultados sdo similares ao observado com Glucantime® e NMGA (Figura 13).
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Figura 19 - Efeito citotoxico das NPSb%* (4 — 0,25 mg/Sb®*/mL) em cinza, em macréfagos peritoneais murinos
no periodo de 24, 48 e 72 horas, em comparagédo aos controles Glucantime® em verde (8 mg/ Sh%*/mL) e NMGA
em azul (0,101 mg/mL).
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Os dados da tabela 2 mostram o Clso das NPSb®* e Glucantime® frente as formas

promastigotas de Leishmania spp. no periodo de 24, 48 e 72 horas.

Tabela 4- Concentragdo inibitoria (Clsp mg+SD) das NPSb%* e Glucantime® em formas promastigotas de
Leishmania spp.

Espécies Tempo NPSh%* Glucantime®
24 h 2,1+752 10,1 + 4,96
L. (L.) amazonensis 48 h 1,97 + 6,51 0,56 + 3,48
72h 2,3+6,87 3,3+4,95
24 h 241 +194 11,0+ 9,79
L. (V.) guyanensis 48 h 0,24 £17,5 10,1 + 12,06
72h 2,16 £17,5 2,92 + 32,82
24 h 51+741 11,6 + 5,89
L. (V.) braziliensis 48 h 2,6 +9,28 6,3 + 9,55
72h 18+51 52+4,90
24 h 39+104 57+170
L. (V.) naiffi 48 h 2,2+20,7 32+143

72h 3,2+143 0,3+29,34
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As NPSb°* apresentaram em todo o periodo de incubagio Clso inferior ao observado
no Glucantime®, com excecéo de L. (V.) naiffi em 72 horas (3,2 mg) e L. (L.) amazonensis em
48 horas. (1,97 mg).

A analise dos diferentes tratamentos mostrou que para L. (L.) amazonensis as NPSb>*
induziram em 24 horas a diminuigdo significativa da viabilidade parasitaria em relacdo a
ambos os controles na concentracdo de 2 mg/Sh>/mL? e em 48 e 72 horas a concentragio 4
mg/Sb>*/mL"* com relagéo ao controle negativo e eficicia semelhante ao Glucantime® (Figura
14A); enquanto que em L. (V.) braziliensis é observado diminuicdo significativa em 48 horas
na concentracdo 4 mg/Sb>*/mL™ e 72 horas em todas as concentragdes testadas (Figura 14C).
A espéecie L. (V.) guyanensis expressa reducdo significativa em 72h com similaridade ao
Glucantime® (Figura 14B) e a espécie L. (V.) naiff mostrou que ndo houve diferenca

significativa com todas as concentracdes em todo periodo de incubacédo (Figura 14D).

Figura 20. Atividade das NPs Sbh> em cinza (4 — 0,25 mg/Sb®>/mL) frente as formas promastigotas de (A):
Leishmania (Leishmania) amazonensis, (B): Leishmania (Viannia) guyanensis, (C): Leishmania (Viannia)
braziliensis e (D): Leishmania (Viannia) naiffi no periodo de 24, 48 e 72 horas em comparagdo ao controle
negativo em rosa, NMGA em azul (0,101 mg/mL) e Glucantime® em verde (8 mg/ Sb>*/mL). (*) representa
diferenca estatistica comparada ao controle negativo segundo teste de Tukey (p<0,05). (°) representa diferenca
estatistica comparada ao controle positivo segundo teste de Tukey (p<0,05).
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O Clso das NPSbh®* e Glucantime® contra as formas amastigotas de Leishmania spp.
internalizadas em macrofagos peritoneais murinos no periodo de 24, 48 e 72 horas, é
mostrado na tabela 3.
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Tabela 5 Concentragdo inibitéria (Clso mg+SD) das NPsSb* e Glucantime® em formas amastigotas de

Leishmania spp.

Espécies Tempo NPSh°* Glucantime®
24 h 2,54 + 3,88 10,73 £ 2,82
L. (L.) amazonensis 48 h 2,99 + 0,53 9,563+£1,23
72h 1,87 £ 0,70 9,92 +£1,59
24 h 2,02+ 4,59 95+176
L. (V.) guyanensis 48 h 2,09 +1,76 3,29+£512
72 h 1,84 +8.21 424 +£494
24 h 4,94 £1,23 >8 + 3,53
L. (V.) braziliensis 48 h >4 +1,41 >8+2,12
72 h 6,59 + 2,17 >8+1,23
24 h 4,32 £2,29 7,44 + 3,88
L. (V.) naiffi 48 h 4,10+ 2,12 9,29+ 4,24
72h 5,70 + 1,59 8,96 £ 2,82

As NPSb** apresentaram resultados promissores contra amastigotas de L. (L.)
amazonensis, L. (V.) guyanensis, L. (V.) braziliensis e L. (V.) naiffi com Clso inferior ao
observado no Glucantime® em todas as espécies e periodos testados.

Conforme observado nas formas promastigotas, as NPSb°* apresentaram eficécia na
espécie L. (L.) amazonensis (Figura 15A), induzindo uma reducdo superior a 50% na taxa de
infeccdo ao longo de todo o periodo de incubacdo com destaque para as concentracdes 4 e 2
mg/Sb>*/mL™, além disso, observa-se que ndo houve diferenca significativa para células
tratadas com Glucantime®. Resultados semelhantes sdo observados em L. (V.) guyanensis
(Figura 15B) em todo o periodo de incubacéo.

Ao contrario destes, em L. (V.) braziliensis (Figura 15C) existe uma reducéo
significativa no nimero de macréfagos peritoneais murinos infectados apenas em 48 horas e
72 horas e a espécie L. (V.) naiffi mostrou que ndo houve diferenca significativa com todas as
concentragdes em todo periodo de incubacdo. Observou-se que nessa forma evolutiva do

parasita as NPSb°* apresentaram eficacia semelhante ao Glucantime®.
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Figura 21. Efeito das NPs Sh® em cinza (4 — 0,25 mg/ Sh®/mL) em amastigotas intracelulares de (A):
Leishmania (Leishmania) amazonensis, (B): Leishmania (Viannia) guyanensis, (C): Leishmania (Viannia)
braziliensis e (D): Leishmania (Viannia) naiffi em 24, 48 e 72 horas ap6s o tratamento com diferentes
concentragdes em comparagdo ao controle negativo em rosa (macréfagos infectados e ndo tratados), NMGA em
azul (0,101 mg/mL) e Glucantime® em verde (8 mg/ Sb%*/mL). (*) representa diferenca estatistica comparada ao
controle negativo segundo teste de Tukey (p < 0,05). (°) representa diferenca estatistica comparada ao controle
positivo segundo teste de Tukey (p < 0,05).
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No tratamento experimental com o protocolo 1, os hamsters foram pesados com
intervalos de 7 dias, e verificou-se que ndo houve diferenca significativa no peso dos animais
entre os grupos infectados com L. (L.) amazonensis, L. (V.) braziliensis e L. (V.) guyanensis.

Quanto a evolucéo clinica da doenca, animais infectados com L. (L.) amazonensis e
tratados com as NPSb®" apresentaram reducdo do volume do focinho para os grupos GSbl
(66,4%) e GSh2 (52,4%) com diferenca significativa em relacdo aos grupos infectado ndo
tratado e placebo. No Grupo tratado com Glucantime® a reducio foi de 61,7% com diferenca
significativa em relacdo ao GSb2 (Figura 16A). Em L. (V.) guyanensis, o grupo GSh2
(62,5%) apresentou reducdo continua do volume do focinho superior ao observado em GSb1
(23,4%), sem diferenca significativa em relacdo ao Glucantime® (51,3%) e grupos nio
infectados (Figura 16B).

Em L. (V.) braziliensis os Grupos GShle GSh2 apresentam reducdo volume do
focinho no 30°, no entanto ndo progressivo até o final do tratamento, sendo observado um
novo aumento ao final de 60° dias, sem diferenca significativa nos diferentes grupos tratados,

com diferenca apenas ao grupo ndo infectado (Figura 16C).
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Figura 22. Volume do focinho de hamsters infectados com L. (L.) amazonensis (A), L. (V.) guyanensis (B) e L.
(V.) braziliensis (C). Hamster ndo infectado e ndo tratado (linha cinza), infectado e néo tratado (linha roxa),
infectado e tratado com placebo (linha amarela), infectado e tratado com 1,15 mg.Sh%*.Kg.dia de Glucantime®
por via intralesional (linha azul), infectado e tratado com 1,15 mg.Sb%".Kg.dia de GSb1 por via intralesional (cor
verde claro) e infectado e tratado com 4,0 mg.Sh°*.Kg.dia de GSb2 por via intralesional (linha verde
escuro).
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Em todos os grupos infectados com L. (L.) amazonensis observou-se que esses animais
apresentaram maior volume no focinho quando comparados as demais espécies durante todo o
periodo de experimentacdo com formacdo de nddulo, edema e lesGes exacerbadas, apds o 30°
dia de tratamento os grupos GSb1 e GSh2 e Glucantime® apresentaram reducéo do edema e
presenca de lesbes com crosta e inicio de reepitelizagdo das lesBes, no entanto nenhum dos
grupos evoluiram para cura clinica ao final do tratamento experimental realizado neste estudo.
Os grupos infectados por L. (V.) guyanensis e L. (V.) braziliensis, apresentaram
formacédo de nodulos com lesdes delimitadas e formacéo de crosta. Os animais tratados com
GSb1 e GSb2 para a espécie de L. (V.) guyanensis apresentaram 50% e 84% de cura clinica
com cicatrizacdo das feridas, respectivamente, e na espécie de L. (V.) braziliensis tanto GSb1
como GSb2 induziram 50% de cura clinica dos animais, no entanto, todos 0s animais

apresentaram edema de focinho até o 60° dia de tratamento. Os grupos que foram tratados
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com Glucantime® ambas as espécies obtiveram 100% e 66% de cura clinica, respectivamente
(Figura 17).

Figura 23. Aspecto clinico das lesdes em focinho de Mesocricetus auratus infectado por L. (L.) amazonensis (A),
L. (V.) guyanensis (B) e L. (V.) braziliensis (C) no 60° dia de tratamento. Al, B1, C1 - animal ndo infectado e
ndo tratado. A2, B2, C2 - animal infectado e ndo tratado. A3, B3, C3 - animal infectado e tratado com solucéo
salina (placebo). A4, B4, C4 - animal infectado e tratado com 1,15 mg.Sb%*.Kg.dia de Glucantime®. A5, B5, C5 -
animal infectado e tratado com 1,15 mg.Sb°*.Kg.dia de GSb1 por via intralesional. A6, B6, C6 - animal infectado
e tratado com 4,0 mg.Sh>*Kg.dia de GSb2 por via intralesional.

Apos o tratamento, a viabilidade parasitaria foi determinada por meio de diagnostico
direto utilizando cultura NNN e revelou a presenca de parasitas flagelados viaveis nas culturas
de fragmentos da lesdo e figado em todos os grupos. A taxa de infectividade avaliada por
aposicdo em lamina demonstrou que ndo houve diferenca significativa entre os grupos de
tratamento em todas as espécies testadas. Apenas o Glucantime® apresentou baixa
infectividade dos macrofagos, com diferenca significativa para o GSb2 em L. (L.)
amazonensis (p < 0,05). Quanto a avaliacdo do peso dos 6rgdos (figado, baco e rim) e
parametros leucocitarios ndo houve diferenca significativa entre 0s grupos experimentais em

todas as espécies testadas.
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Por fim, apds aplicacdo do protocolo 1, verificou-se que a espécie que apresentou
melhor reposta ao tratamento foi L. (V.) guyanensis com capacidade de induzir a reducdo do
volume do focinho seguido de cura clinica das lesbes. Sendo esta, a espécie utilizada na
aplicacdo do protocolo 2.

Na evolucéo clinica da doenca, os grupos tratados com Glucantime® e NPSbh*®, apds
30 dias de tratamento demonstraram reducdo do volume do focinho no 19° ao 30° dias de
31% e 24%, respectivamente. Esses animais foram mantidos em observacao por 30 dias apds
0 tratamento, sendo observado progressiva reducdo do volume do focinho de mais 12% e
24%, respectivamente, que ao final desse periodo mostrou-se inferior ao observado no fim do
tratamento para os grupos Glucantime® e NPSb*>. Em todo o periodo de 60 dias de
experimentacdo (tratamento e observacdo) os grupos de tratamento apresentaram diferenca
significativa em relacdo aos grupos placebo e grupo infectado e nédo tratado (Figura 18A).

Foi avaliada a toxicidade em animal das NPSb*®, e ao final de 60 dias de
experimentacdo ndo houve diferenca significativa entre o volume do focinho, peso dos
animais dos grupos tratados (Glucantime®, NPSb*® e placebo) em relacio ao grupo de animais

saudaveis (Figura 18B).
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Figura 24 -Volume do focinho de hamsters infectados com L. (V.) guyanensis durante o tratamento (Al) e
periodo de observagdo A2 e hamsters ndo infectados para avaliagdo de toxicidade durante o tratamento (B1) e
periodo de observagdo (B2). Hamster nédo infectado e ndo tratado (linha cinza), infectado e nao tratado (linha
roxa), infectado e tratado com solugéo salina placebo (linha amarela), infectado e tratado com 4 mg.Sh%".Kg.dia
de Glucantime® por via intralesional (linha azul), infectado e tratado com 4 mg.Sb%*.Kg.dia de NPSb®* por via
intralesional(linha verde escuro).
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Os animais infetados com L. (V.) guyanensis apresentaram formacdo de nodulos
dérmicos, edema, lesbes ulceradas delimitadas e formacdo de escaras. Apds 30 dias de
tratamento, os animais tratados com Glucantime® e NPSb*® apresentaram 71% e 57% de cura
clinica, respectivamente. Esses animais foram mantidos em observacdo por mais 30 dias,
evoluindo para 100% de cura clinica com reducdo de edema, ndo sendo observado o
aparecimento de novas lesdes. Os grupos infectados ndo tratados e placebo permaneceram em
constante evolucdo clinica em todo o periodo testado (Figura 19B).

Quanto a toxicidade das NPSb*®, sinais clinicos no foram identificados durante todo o
periodo de experimentagcdo nos animais, uma vez que apresentavam integridade tecidual do
focinho, auséncia de edema e sinais inflamatorio, animais com aspecto saudavel, mobilidade e

vitalidade preservadas e o percentual de letalidade foi nulo (Figura 19C).
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Figura 25 - Aspecto clinico do focinho de Mesocricetus auratus infectado por L. (V.) guyanensis e tratados com
NPSb%* (B) e analises de toxicidade em focinho Mesocricetus auratus ndo infectados e tratados com NPSb%* (C).
A-Grupos controles: Al- animal ndo infectado e ndo tratado, A2- animal infectado e ndo tratado, A3 - animal
infectado e tratado com solucéo salina (placebo). B1 e B3: Animal infectado e tratado com 4 mg.Sb°*.Kg.dia de
Glucantime® e NPSb*s ap6s 30 dias de tratamento. B2 e B4: 30° de observacgdo pds-tratamento. C1 e C3: Animal
ndo infectado e tratado com 4 mg.Sb%*.Kg.dia de Glucantime® e NPSb*s ap6s 30 dias de tratamento. C2 e C4: 30°
de observagdo pos-tratamento.
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A viabilidade parasitéaria revelou a presenca de parasitas flagelados viaveis apos 30
dias de tratamento, no qual o grupo tratado com placebo obteve indices de promastigotas
vidveis superiores aos grupos tratados com Glucantime® e NPSb*°, no entanto, apo6s o periodo
de observagdo todos 0s grupos apresentaram crescimento parasitario, sugerindo que apos o
tratamento nenhuma das substancias em teste € capaz de reduzir a quantidade de
promastigotas vidveis. A taxa de infectividade demonstrou que ndo houve diferenca
significativa entre 0s grupos tratados ap6s o tratamento e periodo de observagdo. Quanto a
avaliacdo do peso dos 6rgdos (figado, baco e rim) e pardmetros leucocitarios ndo houve

diferenca significativa entre 0s grupos experimentais.

DISCUSSAO

A nanomedicina estuda o desenvolvimento de farmacos em nanoescala, as
nanoparticulas (NPs) sdo os principais componentes, sendo idealizadas como sistemas de
entrega de medicamentos, podendo ser funcionalizadas para transportar e liberar o principio
ativo de forma controlada, direcionando para locais especificos do corpo, reduzindo os efeitos
colaterais e melhorando a eficécia terapéutica (SALEEM, 2019).

As nanoparticulas metalicas tem sido amplamente utilizada em estudos para
leishmaniose cutdnea e mucocuténea, e podem apresentar propriedades diferenciais, ou seja,
forma isolada, agregada ou dissolvida e essas transices podem ocorrer no processo de
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sintese, devido a natureza da superficie das nanoparticulas e as condi¢cbes ambientais como
pH, forca idnica, presenca de matéria orgénica, dessa forma € necessario compreender as
propriedades fundamentais das NPs como tamanho e estabilidade (DE SOUZA et al. 2019).

A caracterizacdo das propriedades fisicas e quimicas dos nanomateriais é essencial
para a compreensdo do comportamento dos NPs em diferentes condi¢bes. A andlise do
potencial zeta descreve a carga elétrica na superficie das particulas dispersas em solucéo, logo
um alto potencial zeta indica uma carga repulsiva na superficie, evitando a agregacdo das
particulas, enguanto um baixo potencial zeta sugere uma menor repulsdo eletrostatica,
tornando as particulas propensas a aglomeragdo (HONARY; ZAHIR, 2013). As NPSb®*
apresentaram dimensdo em escala nanométrica dentro dos pardmetros esperados (1-100 nm) e
potencial zeta na magnitude de -13,7 mV e -0,5 mV, sugerindo um possivel risco de
instabilidade dentro do intervalo de 4 anos.

Neste estudo as NPSb®" néo apresentaram citotoxicidade celular (>90%) a macréfagos
peritoneais murinos, semelhante ao observado no tratamento com Glucantime®. Em
resultados apresentados para diferentes nanoparticulas de antiménio pentavalente demonstrou
citotoxicidade minima para as lipossomas nanodeformaveis (NDLs) de stibogluconato de
sodio (DAR, DIN e KHAN, 2018) e nanocapsulas de antimoniato de meglumina (COSCO et
al, 2021) frente a macrofagos MJ774.

Nas formas promastigota e amastigota, as NPSh®" apresentaram menor Clso ao longo
do periodo de incubaco quando comparado ao Glucantime®, mas as espécies responderam de
forma diferente aos tratamentos. Em L. (L.) amazonensis, as NPSb®* conseguiram inibir
formas promastigotas (> 50% - ICso 1,9 mg) sendo mais efetiva em amastigotas em 72 horas
(> 50% - 1Cso 1,8 mg) com maior eficacia que o Glucantime®. Esses resultados corroboram os
de Franco et al. (2016) com NPs de antimonio pentavalente frente a formas promastigotas
(100% eficiéncia- Clso 0,11 mg). Soares (2016), ao testar trés suspensdes de NPs de antiménio
em promastigotas (Clso 4,17 mg; 1,05 mg e 8,74 mg) e amastigotas em 72 horas e Gelvés et
al. (2018) ao testar nanocompdsitos funcionalizados com NPs de prata e Glucantime®
conseguiram inibir formas promastigota (53%) sem diferenga aos grupos controles e
amastigotas (77%).

Na espécie de L. (V.) braziliensis as NPSb®" foram mais efetiva contra formas
promastigotas (< 50% - Clso 1,8 mg) com maior eficacia que o Glucantime® em 48h e 72
horas do que em amastigotas (Clso 6,59 mg). Em resultados apresentados por Bezerra et al.
(2022) ao estudarem nanoparticulas metélicas, duas NPs de prata distintas foram testadas

contra formas amastigotas de L. (V.) braziliensis, e apresentaram efeitos opostos, a NPAgAA
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ndo apresentou atividade antileishmania enquanto que a NPAgCD embora tenha apresentado
capacidade de reduzir a taxa de infeccdo ndo foi considerado significativo devido a toxicidade
celular da substancia.

Até onde sabemos, ndo ha estudos na literatura que avaliem a atividade antileishmania
de nanoparticulas metélicas para L. (V.) guyanensis e L. (V.) naiffi, sendo este o primeiro
relato. Nossos resultados indicam que as NPSb®" induzem a reducéo de promastigotas (72 h) e
amastigotas de L. (V.) guyanensis sem diferenca significativa em relacdo ao Glucantime®,
enquanto que em L. (V.) naiffi ndo foi observado resposta significativa.

Os antimoniais pentavalentes ainda sdo considerados os pilares do tratamento da
leishmaniose cutadnea (LC) com administracdo por via sistémica (EV) apesar de sua alta
toxicidade, no entanto, outras abordagens terapéuticas, tém sido propostas como uma
alternativa tdo eficaz quanto a via sistémica, dentre elas a administracdo local por abordagem
intralesional de derivados de antimonio pentavalente (BRITO et al.,, 2019). A OMS
recomendou o tratamento intralesional em 2010 (OMS, 2010), a OPAS também incluiu em
suas diretrizes em 2013 (PAHO, 2013) e a partir de 2017 passou a ser recomendado pelo
Ministério da Saude ambos com restricdes (BRASIL, 2017).

Nesse sentido, este estudo adotou o uso local das NPSb®>* com abordagem intralesional
frente a protocolos diferente quanto a concentracdo e tempo de aplicagdo. Os resultados
obtidos no tratamento in vivo para o protocolo 1 demonstraram que as NPSb®" ndo induziram
a cura clinica e parasitoldgica de animais infectados com L. (L.) amazonensis. Em animais
infectados com L. (V.) braziliensis houve cura clinica de 50% dos animais tratados com GSb1
(1,15 mg) e GSb2 (4 mg) e em L (V.) guyanensis houve cura clinica de 50% e 84% dos
animais tratados com GSbl (1,15 mg) e GSb2 (4 mg) respectivamente embora sem cura
parasitologica. Enquanto que no protocolo 2, realizado em L (V.) guyanensis em 30 dias de
tratamento as NPSb®* induziram a cura clinica (57%), ao final de 30 dias de observagio
evoluiu para 100% de cura clinica, sem cura parasitologica ou aparecimento de novas lesdes.

Franco et al. (2016) sugere um efeito leishmanicida promissor das NPs de antimonio
pentavalente (4mg/Kg/dia, via intralesional) contra com L. (L.) amazonensis, em modelo de
infeccdo cutanea in vivo (Mesocricetus auratus) com aplicacdo diaria que induziu a cura
clinica em 30 dias de tratamento, por sua vez Horoiwa et al. (2020), testou nanocarreadores
coloidais poliméricos contendo antimoniato de meglumina (5 um, via tdpica) durante 7
semanas com aplicag0es a cada 7 dias e induziu reducdo do tamanho da lesdo com

propriedades cicatrizantes superior ao Glucantime®.
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Esses resultados ndo corroboram com 0s nossos achados para L. (L.) amazonensis,
sugerindo que para essa espécie as aplica¢cdes ocorram em intervalos menores para que haja o
controle da infec¢do, isso porque é caracteristico do subgénero Leishmania a evolucdo da
infeccdo de forma exacerbada com grandes lesdes, provocando maiores ulceraces em alguns
casos (BRASIL, 2017).

As espécies do subgénero Viannia testadas neste trabalho, apresentaram resultados
similares ao observado por Franco et al. (2016) com destaque para L (V.) guyanensis com
eficacia em ambos os protocolos propostos, mantendo o controle da infeccdo mesmo apds o
tratamento, ndo sendo observados reincidivas em 30 dias de observacdo, desta forma,
sugerindo que as NPSb°* apresentam eficacia frente a espécies dos diferentes subgéneros
considerando tempo de duracdo, concentragdes e intervalos de aplicac6es diferentes.

E importante ressaltar que estudos com nanoparticulas associado a tratamentos
convencionais como 0s antimoniais permite o uso de drogas que apresentam alta toxicidade,
isso porqué o emprego dessa tecnologia modifica a biodistribuicao, biodisponibilidade e reduz
a toxicidade, permite atravessar barreiras bioldgicas e eliminar o parasita dentro do
macréfago, aumentando a concentragdo intracelular, melhorando a eficacia e
consequentemente reduzindo efeitos sistémicos (SOUZA et al., 2018). Em nosso estudo de
toxicidade ndo foram observadas alteracdes clinicas e de érgdos (tamanho, peso e aparéncia),
como baco, rim e figado, e nenhum 6bito foi observado, dados similares foram descritos por
Franco et al. (2016).

Portanto, este trabalho permitiu verificar o efeito das NPSb®* in vitro e in vivo em
diferentes espécies de Leishmania, demonstrando que é uma alternativa promissora para o

tratamento da leishmaniose tegumentar.

CONCLUSAO

As NPSbh°" apresentaram atividade in vitro promissora contra as formas evolutivas de
L. (L.) amazonensis e L. (V.) guyanensis. Em contrapartida nos estudos pré-clinico, induziram
a cura clinica dos animais infectados com L. (V.) guyanensis (protocolo 1 e 2) e L. (V.)
braziliensis (protocolo 1), com tratamento local por abordagem intralesional. Embora ndo
tenha conduzido a cura parasitologica, os resultados encorajam a progressdo de estudos
adicionais para avaliar a eficacia das NPSb°* utilizando diferentes concentracdes e o periodo

de tempo de tratamento, bem como elucidar o mecanismo terapéutico.
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RESUMO

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) é uma doenca tropical negligenciada que afeta
milhares de pessoas em varias regides do mundo, considerada um problema de salde publica
significativo no Brasil. Sendo assim, esse estudo teve como objetivo descrever o perfil
epidemioldgico de casos de leishmaniose Tegumentar no Brasil. Realizou-se uma avaliacdo
epidemioldgica a partir dos dados secundarios disponibilizados pelo Sistema de Informagao
de Agravos de Notificacdo (SINAN/MS) referentes ao ano de 2022. Os resultados
demonstraram que a LTA é uma doenca endémica no Brasil com 14.271 casos registrados em
2022, com maior notificacdo ocorrendo na regido norte (3.070 casos). Tradicionalmente, o
principal grupo etéario afetado pela doenca é adulto entre 29 a 39 anos (5.370 casos) e sexo
masculino (10.563 casos). Em relacdo ao tipo de entrada verificou-se que foram notificados
13.044 casos novos; o diagnostico laboratorial foi realizado em 10.718 casos, além disso,
constatou-se que a taxa de cura foi de 49,3% (7.45 casos) e abandono 1,6% (238 casos). O
Brasil ainda é uma area endémica para a LT, tendo a regido norte como a mais acometida pela
doenca principalmente, por conta de desmatamento, atividade extrativista e crescimento
urbano néo planejado.

Palavras-chave: Epidemiologia; Vigilancia Epidemioldgica; Diagnostico; Leishmaniose.
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ABSTRACT

American Tegumentary Leishmaniasis (ATL) is a neglected tropical disease that affects
thousands of people in various regions of the world, considered a significant public health
problem in Brazil. Therefore, this study aimed to describe the epidemiological profile of
Tegumentary Leishmaniasis cases in Brazil. An epidemiological evaluation was carried out
based on secondary data provided by SINAN/MS for the year 2022. The results showed that
ATL is an endemic disease in Brazil with 14,271 cases registered in 2022, with the highest
notification occurring in the northern region (3,070 cases). Traditionally, the main age group
affected by the disease is adults between 29 and 39 years old (5,370 cases) and males (10,563
cases). Regarding the type of entry, it was found that 13,044 new cases were notified;
laboratory diagnosis was performed in 10,718 cases, in addition, it was found that the cure
rate was 49.3% (7.45 cases) and abandonment 1.6% (238 cases). Brazil is still an endemic
area for TL, with the northern region being the most affected by the disease, mainly due to
deforestation, extractive activity and unplanned urban growth.

Keywords: Epidemiology; Epidemiological monitoring; Diagnosis; Leishmaniasis.

INTRODUCAO

As doengas tropicais negligenciadas sdo um grupo de doencas infecciosas que
acometem principalmente as regides tropicais e subtropicais e representam um desafio
significativo para a satde global, pois atingem milhGes de pessoas em todo o mundo e tendem
a afetar principalmente popula¢fes marginalizadas, com acesso limitado a saneamento basico,
agua potavel e servicos de salde. A falta de atencdo a essas doencas resulta em altos indices
de morbidade e mortalidade, perpetuando o ciclo de pobreza e desigualdade (ANDRADE,
2015; FERES et al., 2016).

Entre as doencas tropicais negligenciadas mais comuns estda a Leishmaniose
Tegumentar Americana (LTA) endémica em mais de 85 paises, com maior incidéncia nas
Ameéricas, principalmente Bolivia, Peru e Brasil (BRUSCHI; GRADONI, 2018; WHO, 2020).
A LTA é uma doenca ocasionada por protozoarios do género Leishmania, sendo transmitida
pela picada da fémea de flebotomineos infectados, podendo causar diferentes manifestaces
clinicas, sendo classificada em leishmaniose cutanea e leishmaniose mucocutanea
(ZIGMUNDO et al., 2020).

Atualmente, no Brasil um total de sete especies patogénicas sdo as causadoras da
doenca, destacando-se a L. (Viannia) guyanensis, L. (V.) braziliensis e L. (Leishmania)
amazonensis devido a ampla distribuicdo e manifestacGes clinicas que podem variar de lesdes

simples na pele a destruicdo de tecido mucoso (TELES et al., 2016).
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O diagnostico da LTA envolve a combinacdo de diferentes métodos, em geral baseia-
se nas manifestacOes clinicas do paciente, conhecimento epidemioldgico da regido e testes
laboratoriais, dentre eles, andlise de amostras de tecido, testes sorologicos e testes
moleculares. A combinacdo de diferentes métodos diagnosticos € essencial para aumentar a
sensibilidade e especificidade, no entanto a selecdo do método a ser utilizado geralmente
baseia-se na infraestrutura e recursos disponiveis (HANDLER et al., 2015).

Nesse contexto, este estudo teve como objetivo realizar um levantamento
epidemioldgico por meio do sistema de tabulacdo TABWIN da plataforma do Departamento
de Informatica do Sistema Unico de Salde (DATASUS) de casos notificados de LTA no
Brasil, visando avaliar aspectos epidemiol6gicos como o tipo de entrada, raca, idade, sexo,
métodos de diagnosticos utilizados, taxa de cura e abandono e manifestacdo clinica no Brasil
em 2022.

METODOLOGIA

Este é um estudo epidemioldgico de carater descritivo e retrospectivo, com andlise
de dados secundarios que utilizou do banco de dados fornecido publicamente pelo Ministério
da Saude.

As informacg6es coletadas para esse estudo foram obtidas mediante a busca no
banco de dados do Sistema de Informacdo de Agravos de Notificacdo (SINAN). Os dados
foram obtidos por meio do sistema de tabulagdo TABWIN da plataforma do DATASUS no
periodo de 12 a 15 de maio de 2023.

A populacédo de estudo foi composta por casos notificados de LTA no Brasil em
2022. Os dados coletados foram casos notificados de LTA no Brasil e Unidades Federativas
(UF), tipo de entrada, distribuicdo da doenca por faixa etaria, sexo, raca, critério de
confirmac&o, evolucdo do caso e manifestacdo clinica. Apos a realizagdo da coleta de dados,
0s mesmos foram transcritos para o programa Microsoft Excel e tabulados para posterior

realizacdo da analise descritiva.
RESULTADOS
Segundo o levantamento de dados realizado nesse estudo observou-se que em

2022 o Brasil apresentou 14.271 casos notificados de LTA, os periodos do ano com maiores

notificacdes foram nos meses de fevereiro (1356 casos) e marco (1468 casos) e com menores
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notificacdes foram os meses junho (991 casos), julho (999 casos) e dezembro (997 casos).
Quando observados por regides do Brasil a maior notificagdo foi na regido norte (6.860
casos), seguido das regides nordeste (3.728 casos), regido centro-oeste (1.842 casos), sudeste
(1.611 casos) e sul (230 casos); demonstrando que 48,06% dos casos registrados no pais estdo

localizados na regido norte (Figura 26).

Figura 26 - Casos notificados no Brasil em 2022 no periodo de janeiro a dezembro por Leishmaniose
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Além disso, observou-se que 0s estados que apresentaram maior registro de casos
notificados foram Para (3.070 casos), Maranh&o (1.834 casos) Bahia (1.021 casos), Amazonas
(888 casos), Acre (836 casos), Rondbnia (772 casos) e Amapa (506 casos), enfatizando que 0s
estados da regido norte apresentam a maior concentracdo de casos.

No mesmo periodo os estados que apresentaram menor registro para LTA foram
Sergipe (8 casos), Rio Grande do Norte (17 casos), Rio Grande do Sul (20 casos), Paraiba (21
casos), Santa Catarina (39 casos), Alagoas (40 casos), Rio de Janeiro (43 casos) e Distrito
Federal (53 casos) (Figura 27).
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Figura 27- Casos notificados em Unidades Federativas de infeccdo por Leishmaniose Tegumentar em 2022.
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Considerando todos os casos notificados no Brasil, quando observados em relacéo a
raca, observou-se que 67,57% dos casos notificados ocorreram na raca parda (9.644 casos)
seguido com 16,99% na branca (2.245 casos). Quando observado em relagdo ao sexo 74,01%
ocorreram no sexo masculino (10.563 casos) conforme demonstrado na Tabela 6.

Tabela 6- Distribuicéo de casos de Leishmaniose Tegumentar por raga e sexo no Brasil em 2019

Distribuicdo dos casos de LTA por raca

Ano Branca Preta Amarela Parda  Indigena Ignorado

2022 2.425 1.145 80 9.644 465 512

Distribuicdo dos casos de LTA por sexo

Ano Masculino  Feminino Ignorado

2022 10.563 3.732 3

Em relagdo aos casos notificados de acordo com a faixa etaria foram mais
acometidos por LTA 37,6% dos adultos entre 29 — 39 anos (5.370 casos) e 28,8% entre 40 a
59 anos (4.114 casos), respectivamente, embora em menor propor¢cdo também foram
observados casos em criangas, sendo de 1,17% (167 casos) em criangas abaixo de 1 ano,
1,53% (219 casos) entre 1 a 4 anos e 2,47% (353 casos) entre 5 a 9 anos (Figura 28).
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Figura 28 - Distribuicdo de casos de Leishmaniose Tegumentar por sexo no Brasil em 2022,
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Em 2022, foram notificados no Brasil 13.044 novos casos (91,4%), enquanto que
somente 894 casos (6,26%) corresponderam a situacdo de recidiva e nos estados que
ocorreram foi inferior a0 nimero de casos novos, ressaltando que os estados do Rio Grande
do Norte e Rio Grande do Sul ndo apresentam nenhum caso notificado de recidiva. (Figura
29).

Figura 29 - Tipo de entrada (caso novo ou recidiva) de Leishmaniose Tegumentar no Brasil em 2022.
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A partir do levantamento de dados referentes ao critério de confirmacdo (laboratorial
ou clinico-epidemioldgico) observou-se que no Brasil 75,1% (10.718 casos) dos diagnésticos

foram realizados de forma laboratorial e 16,9% (2.426 casos) foram realizados considerando
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critério clinico-epidemioldgico. Na maioria dos estados (73%), observa-se que a utilizacdo do
critério laboratorial é superior ao clinico-epidemioldgico, com excecdo dos estados de
Maranhao, Paraiba, Pernambuco, Alagoas, Bahia, Rio de Janeiro e Mato Grosso (Figura 30).

Figura 30 - Critério de confirmacéo de casos de Leishmaniose Tegumentar no Brasil em 2019.
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Em relacdo aos casos notificados de acordo com a manifestacdo clinica da LTA,
observou-se que 85,7% (14.243 casos) dos casos ocorreram na forma cutanea. Sabe-se que
essa manifestacdo clinica pode se expressar de forma localizada, disseminada e difusa, porém
essas informacGes ndo foram determinadas no banco de dados, enquanto que 5,61% dos casos
ocorreram na forma mucosa, sendo que 8,7% (1.227 casos) ndo continha a determinacdo da

manifestacdo clinica (Figura 31).

Figura 31 - Distribuig8o dos casos de Leishmaniose Tegumentar por manifestacao clinica.
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Quanto a evolucdo dos casos, observou-se que apenas 49,3% (7.045 casos)
correspondeu & cura clinica, 1,6% (238 casos) corresponderam a casos de abandono ao
tratamento e 48,95% (6.988 casos) corresponderam a casos que tiveram essa informacao

ignorada, ou transferida para outra unidade de atendimento (Figura 32).

Figura 32- Evolucéo dos casos de Leishmaniose Tegumentar quanto a cura e abandono
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DISCUSSAO

A LTA é uma doenga endémica em diversos paises das Américas. No Brasil, em
particular, € um importante problema de salde publica, com registros de casos em varias
regibes do pais, que neste estudo, apresentou para 0 ano de 2022 um total de casos (14.271)
inferior ao notificado em 2021 (15.023) pela Organizacdo Pan-americana da Saude, segundo
este boletim o Brasil tem apresentado um decréscimo no nimero de casos (OPAS, 2022).

Segundo Vasconcelos et al (2018), esta doenga tem uma maior incidéncia em areas
onde h& uma vegetacdo densa, por isso observa-se que a regido norte do pais apresenta maior
notificacdo de casos.

A Leishmaniose Tegumentar silvestre surge em surtos epidémicos relacionados ao
desmatamento, como construcdo de estradas e estabelecimento de povoados em areas
pioneiras, além da exploracdo descontrolada das florestas, incluindo extracdo de madeira,
agricultura e mineracdo. Esses surtos sdo comuns na regido amazbnica (BASANO,;
CAMARGO, 2004). Tal condicdo afeta a interface homem-animal-ambiente tornando homens
que realizam tais atividades vulneraveis, corroborando para os perfis identificados no presente
estudo.
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Em um estudo, destaca-se que o esado do Para, em série historica entre 0os anos de
2008 e 2017, manteve registros elevados com total de 34.609 casos confirmados de LTA, com
uma incidéncia de 43,89 casos por 100.000 habitantes. Em 2017 o total registrado foi de
3.259 casos, enquanto que em 2022 o nimero foi de 3.070 casos totais, apontando reducéo. A
forma cutanea da doenca foi a mais comum, representando 97,39% dos casos, e cerca de
72,19% dos pacientes se recuperaram completamente (ABRAAO, et al. 2020).

Quanto aos indices demogréaficos para as variaveis sexo, faixa etaria e raca, foi
observado no Brasil a maior taxa de acometimento no sexo masculino, na faixa etaria entre 20
a 39 a anos e 40 a 59 anos, na populacdo parda, similar ao descrito por Abrado et al (2020)
esse perfil sugere um padrdo de contagio relacionado a atividades laborais, devido a entrada
em regides de mata, que possibilita uma transmissdo extradomiciliar. A ocorréncia em
mulheres e criancas menores de 10 anos sugere um padrdo de transmissdo domiciliar e
peridomiciliar, no qual casas de madeiras com frestas sdo propicios para o desenvolvimento
do vetor (OPAS, 2022).

A doenca se manifesta classicamente em duas formas: leishmaniose cutanea e
leishmaniose mucosa. No Brasil, a Leishmaniose Cutanea é a forma mais prevalente da
doenca e costuma ser menos grave, porém, tornou-se uma preocupacdo dermatoldgica que
requer maior atencdo, devido a sua ampla distribuicdo em todas as regides do pais, conforme
demonstrado neste estudo. A Leishmaniose mucosa € menos prevalente, porém sdao mais
dificeis de tratar e apresentam maior tendéncia a recidiva (ESTADO DO MATO GROSSO
DO SUL, 2022).

Em relagdo ao critério de confirmacdo dos casos de LTA no Brasil, observou-se a
predominancia dos diagnosticos realizados de forma laboratorial. A utilizagdo de métodos
baseados nesse tipo de diagnostico pode proporcionar informacdes epidemiolégicas relevantes
através da identificacdo da espécie circulante (BRASIL, 2018), uma vez que a base do
diagndstico laboratorial consiste sobretudo na detecgdo de parasitas em esfregago das lesdes
apos a coloracdo de Giemsa (BASANO; CAMARGO, 2004).

Esse diagnostico € composto, essencialmente, por trés grupos de exames:
parasitologicos, imunoldgicos e moleculares (BRASIL, 2018). Destes, os imunoldgicos e
moleculares, tais como a imunofluorescéncia, ELISA, aglutinacdo direta e a reacdo em cadeia
de polimerase (PCR), s@o realizados em laboratérios de complexidade elevada, o que
configura um valor limitado na pratica diagnostica em regides endémicas, apesar dos seus
resultados efetivos (BASANO; CAMARGO, 2004). O diagndstico pode ser feito ainda de
forma indireta por meio da intradermorreacdo de Montenegro, o qual é baseado na avaliagdo
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da resposta imunolégica celular de hipersensibilidade obtida por meio da injecdo intradérmica
de antigenos do protozoario causador da Leishmania, sendo este exame 0 mais empregado na
pratica, juntamente com a deteccéo direta dos protozoarios (BASANO; CAMARGO, 2004).

J& em relacdo ao critério clinico-epidemioldgico, o qual foi responsavel por 16,9% dos
casos de Leishmaniose diagnosticados no Brasil, pode-se inferir que ele ocorre
essencialmente quando o paciente apresenta lesGes caracteristicas da leishmaniose e tem
histdrico de residéncia em areas endémicas ou exposi¢cdo em locais onde a doenca é conhecida
(VASCONCELOQOS, 2018). Um exemplo de lesdo tipica da leishmaniose é a Ulcera cutanea,
que geralmente ocorre em areas expostas da pele, apresentando um formato ovalado e
variando em tamanho de alguns milimetros a alguns centimetros, sendo que a base desta
Ulcera é avermelhada com apresentacdo de infiltracdo (BRASIL, 2018). No entanto, €
recomendavel que esse tipo de diagnostico clinico-epidemioldgico seja complementado por
exames laboratoriais para obtencdo de resultados mais precisos, especialmente devido a
existéncia de outras doencas que podem ter sintomas semelhantes a LTA (VASCONCELOS,
2018).

Apenas 49,3% dos casos notificados evoluiram para cura, sendo que ndo ha
informacg6es disponiveis sobre o desfecho final do tratamento em cerca de 48,95% dos casos,
possivelmente devido a falta de registros dos pacientes, ou ainda casos de abandono ao
tratamento e transferéncias para outras unidades de atendimento. Segundo a OPAS (2022), em
25% dos registros referentes a 2021 ndo constava essas informagdes, agravando o problema
por conta da subnotificaco.

CONCLUSAO

Os dados epidemioldgicos de 2022 revelam que a leishmaniose tegumentar americana
continua sendo um desafio para a saude publica. No Brasil, a regido Norte e Nordeste foram
as mais afetadas, com destaque para os estados do Para, Maranhdo, Bahia e Amazonas, com
maior ocorréncia na populacdo parda, sexo masculino na faixa etaria entre 29 e 39 anos,
apresentando principalmente a forma cutanea da doenca.

Apresenta variagGes significativas na prevaléncia e na distribuicdo geografica,
tornando-se crucial os esfor¢os de orientagdes de prevencgdo e tratamento e estratégias que

minimizem a perca de informagdes no sistema.
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5 DISCUSSAO GERAL

As doencas tropicais negligenciadas sdo um grupo de doencgas infecciosas que afetam
principalmente as populacdes mais pobres e marginalizadas em regides tropicais e
subtropicais. Essas doencas recebem pouca atencdo da comunidade médica e dos 6rgaos de
salde publica, resultando em recursos limitados para pesquisa, prevencdo e tratamento
(HERNANDEZ et al., 2019).

A negligéncia em relacéo a essas doencas ocorre devido a varios fatores, como falta de
investimento em pesquisa e desenvolvimento de novas terapias, falta de acesso a servicos de
salde adequados, pobreza, falta de educacdo em salde e falta de visibilidade politica. Entre
essas doencas se encontram a leishmaniose, que causam uma enorme carga de morbidade em
areas endémicas, prejudicando o desenvolvimento socioecondmico das comunidades afetadas
(YAMEY et al., 2018).

No entanto, nos ultimos anos, houve um aumento do interesse e dos esforcos para
enfrentar essas doencas. Iniciativas globais e parcerias entre governos, organizacGes ndo
governamentais e setor privado tém trabalhado para melhorar o acesso aos diagnosticos,
medicamentos e medidas preventivas, além de promover a conscientizacdo e a pesquisa
cientifica (OMS/OPAS, 2019).

Os antimoniais pentavelentes sdo considerados o padrdo ouro na terapia sistémica, no
entanto apresentam varias falhas como uma série de efeitos colaterais e adversos, toxicidade,
necessidade de administracdo a longo prazo, alto custo, além de apresentarem um progressivo
aumento de resisténcia parasitaria as drogas preconizadas (BRASIL, 2017). Sendo assim,
umas das principais alternativas em inovacdo para tratamento da leishmaniose é o
reposicionamento de farmaco, que de baseia em investigar medicamentos ja conhecido e
utilizado clinicamente frente a novas formulag6es ou como possivel tratamento para outras
doencas, consequentemente reduzindo o tempo e custo producdo de novos farmacos
(SILVAa, 2015; SILVAD, 2015).

Essa estratégia é amplamente utilizada na terapéutica da leishmaniose, tendo farmacos
reposicionados preconizados pelo Ministério da Salude como é o caso da anfotericina B
(antibidtico antifungico), paramomicina (antibiotico aminoglicosideo) e mais recentemente a
miltefosina (antineoplésico), sendo esta uma pratica comum, viavel e mais rapida para o
descobrimento de um novo medicamento, seguindo todos os critérios de validagdes e analises
(SILVAD, 2015).
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Ainda em busca de melhorar o atual cendrio do tratamento da leishmaniose
tegumentar, novas vias de administracdo tém sido extensivamente estudadas como no caso da
administracdo do medicamento no local da lesdo (intralesional), essa estratégia reduz a
toxicidade sisttmica e permite maior concentracdo do principio ativo no local da infeccéo.
Essa via de administracdo é recomendada pela OMS, OPAS e MS com o uso de derivados de
antimdnio para casos em que 0 paciente apresente lesdo Unica ou poucas lesdes (BRITO et al.,
2019; BRASIL, 2017).

Sendo assim, o tratamento da LT segue sendo um grande desafio da pratica clinica, o
modelo de um medicamento ideal seria aquele que conseguisse apresentar eficacia em doses
minimas com resposta terapéutica independente da espécie, baixo custo, sem contra
indicacdes, livre de efeitos colaterais e/ou adversos, sem necessidade de hospitalizacdo, ndo
teratogénico e que ndo induza a resisténcia dos parasitas, até agora nenhum dos medicamentos
utilizados no tratamento da LT cumprem todos os esses critérios (DNDi, 2016; AKBARI;
ORYAN; HATAM, 2017).

As informacdes resultantes nesse estudo servem como embasamento para proximas
pesquisas fundamentadas no reposicionamento de farmacos (hesperidina) com aplicacdo de
uma tecnologia de entrega direcionada de drogas (nanoparticulas de antimdnio pentavalente) e
com utilizacdo de administracdo local do medicamento. A continuidade desse estudo €
necessaria de modo a avaliar outros pardmetros, considerando as NPSb°>* como fortes
candidatas ao tratamento da leishmaniose tegumentar com eficacia superior ao observado no

tratamento com a hesperidina.
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CONCLUSOES FINAIS

A sintese da NPSb°* apresentou caracteristicas ideais de tamanho e estabilidade;

As NPSb®* e a hesperidina apresentaram resultados promissores para todas as espécies
testadas embora com comportamento diferente em ambas as formas evolutivas do

parasita nas diferentes concentragdes;

As NPSb°* apresentaram atividade antileishmania contra formas promastigotas das
espécies L. (L.) amazonensis, L. (V.) guyanensis com efeito imediato se mantendo
durante todo o tratamento e L. (V.) braziliensis com efeito a longo prazo; contra
formas amastigotas as espécies L. (L.) amazonensis e L. (V.) guyanensis apresentaram
atividade imediata se mantendo durante todo o tratamento em quanto que L. (V.)
braziliensis e L. (V.) naiffi apresentaram atividade tardia;

As NPSb®" no apresentaram citotoxicidade frente a macrofagos peritonais murinos;

No estudo pré-clinico induziram a cura clinica dos animais infectados com L. (V.)
guyanensis (protocolo 1 e 2) e L. (V.) braziliensis (protocolo 1) e ndo apresentou sinais
clinicos indicativos de toxicidade.

A hesperidina apresenta atividade antileishmania contra formas promastigotas das
especies L. (L.) amazonensis, L. (V.) braziliensis e L. (V.) naiffi com efeito imediato se
mantendo durante todo o tratamento e L. (V.) guyanensis com efeito tardio. Contra
formas amastigotas as espécies L. (L.) amazonensis, L. (V.) guyanensis e L. (V.)
braziliensis apresentaram atividade imediata se mantendo durante todo o tratamento

em quanto que L. (V.) naiffi apresentaram atividade tardia;

A hesperidina apresentou citotoxicidade moderada aos macré6fagos peritenais murinos

nas concentracgdes de 9,00 — 1,12 mg/mL;

No estudo pré-clinico a hesperidina induziu a cura clinica de 50% dos animais
infectados com L. (V.) braziliensis tratados com GTH2.

Os dados epidemiologicos de 2022 revelam que no Brasil, a regido Norte e Nordeste
foram as mais afetadas, com destaque para os estados do Para, Maranhdo, Bahia e
Amazonas, com maior ocorréncia na populacdo parda, sexo masculino na faixa etaria

entre 29 e 39 anos, apresentando principalmente a forma cutanea da doenca.
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