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FIALHO, Saara Neri Fialho. Desenvolvimento e avaliacdo preé-clinica de uma formulagdo
para entrega transdérmica da hexametoxilobelanina e da pelitorina aplicados ao
tratamento de leishmaniose cutanea. 2023. 83f. Tese (Doutorado em Biodiversidade e

Biotecnologia) — Fundagdo Oswaldo Cruz, Porto Velho, 2023.

RESUMO

As leishmanioses pertencem a um complexo de doencas infecto-parasitarias causadas por vérias
espéecies de protozoarios do género Leishmania, considerada uma doencga negligenciada e
endémica em 97 paises. Esse cenario aponta para a urgéncia de descoberta de novos farmacos,
assim como para o desenvolvimento de novos sistemas terapéuticos. Nesse contexto, 0 objetivo
geral deste trabalho foi avaliar a atividade leishmanicida da substancia hexametoxilobelanina
(S4) e da amida pelitorina in vitro e investigar a potencial aplicacdo topica in vivo. Para tanto,
utilizou - se cepas de Leishmania spp. obtidas do banco de Colecdo de Leishmania do Instituto
Oswaldo Cruz. As formas promastigotas foram cultivadas em meio RPMI-1640 e avaliadas
através da curva de crescimento por 12 dias. A citotoxicidade foi testada em células de linhagem
fibroblasticas — L929 e monocitica humanas — THP-1 usando as substancias S4 e pelitorina. A
linhagem THP-1 foi usada como modelo de infeccdo de Leishmania spp. As células infectadas
foram tratadas com pelitorina ou S4 em concentragdes variadas para determinacdo do ICso e
indice fagocitico. Para avaliacdo in silico das propriedades fisico-quimicas das substancias
relacionadas a permeacdo cutanea, foi usado o software SwissAdme. O indice de seletividade
foi calculado como a razéo entre CCsp e ICso. Foram determinados os comprimentos de onda
de maxima absorc¢do para S4 e pelitorina. Curvas analiticas (absorbancia x concentracao) foram
construidas para ambas as substancias utilizando espectrofotometria UV-Vis. As concentracdes
desconhecidas foram calculadas usando as equacdes das curvas analiticas. Filmes poliméricos
de liberacdo prolongada foram produzidos utilizando Eudragit RS 100, propilenoglicol e
acetona como solvente. Os componentes foram dissolvidos, aquecidos, adicionada a substancia
ativa (S4 ou pelitorina) e a solucdo foi evaporada para formar os filmes. Peles suinas de orelhas
foram preparadas para estudos de permeacéo e retencdo cutanea, sendo uma alternativa valida
para avaliacdo in vitro de formulagdes topicas. Os ensaios foram realizados em células de Franz,
coletando amostras ao longo de 12 horas para analise da permeacdo e, posteriormente, a
retencdo cutanea foi avaliada com metodos de espectrofotometria UV-vis. Posteriormente, foi
conduzido um estudo aprovado pela CEUA da FIOCRUZ RONDONIA, utilizando
camundongos BALB/c fémeas infectados com L. (L.) amazonensis. Os animais foram tratados

com filmes poliméricos contendo pelitorina ou S4, sendo comparados com grupos controle. A
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carga parasitaria, fatores bioquimicos e evolucédo das lesdes foram avaliados. Por fim, analises
estatisticas foram realizadas para interpretar os resultados, através de regressdes ndo lineares
para calcular CCso e ICsp, usando GraphPad Prism 8 e Origin 9. O inchago das lesdes foi
avaliado com Teste Two-way repeated measure ANOVA e teste de Tukey para multiplas
comparacOes. As diferencas foram consideradas significativas se p < 0,05. Ao analisar os
resultados foi observado que a amida pelitorina demonstrou CCso de 476,8 + 7,28 uM para
THP-1 e 363,7 + 6,36 UM para L929, enquanto a substéncia S4 apresentou CCso superior a 500
UM para ambas as linhagens. Todas as cepas tiveram fase log entre 1° e 3° dia. L. (V.)
braziliensis teve fase log até o 7° dia. Fase estacionaria variou entre 5° e 9° dia. A substancia S4
inibiu 50% das amastigotas de L. (L.) infantum/chagasi a 145,7 + 2,8 pM. Mas ndo demonstrou
atividade frente L. (V.) braziliensis na maior concentracdo testada (200 uM), fato que
impossibilitou o calculo do IS para essa espécie. No entanto, o IS da S4 para L. (L.)
infantum/chagasi foi calculado em 3,43. A pelitorina inibiu 50% dos amastigotas em L. (L.)
amazonensis, L. (L.) infantum e L. (V.) braziliensis a 27,31 + 3,68, 55,12 + 3,97 e 128 + 8,48
uM, respectivamente. A pelitorina demonstrou seletividade destacada para as amastigotas da L.
(L.) amazonensis, com um indice de seletividade (IS) de cerca de 17,45 em relacdo as células
THP-1 e 13,29 em relacdo as células L929. Para L. (V.) braziliensis, embora menor, ainda exibe
uma seletividade moderada, com IS de aproximadamente 3,72 para THP-1 e 2,83 para L929.
JaparaL. (L.) infantum/chagasi, a pelitorina demonstra uma seletividade entre moderada e alta,
com IS de cerca de 8,65 para THP-1 e 6,5 para L929. Os dados oriundos da curva analitica
demonstraram uma relacdo linear entre a absorbancia e a concentracdo, com coeficientes de
correlagéo altos (0,995 para S4 e 0,999 para pelitorina), atendendo aos requisitos da ANVISA.
Na analise de permeacdo cutanea, o filme foi aplicado na pele suina e continha uma quantidade
total estimada de 0,111 mg de S4 ou pelitorina. Apds 12 horas, cerca de 76,6% da S4 e 6,56%
da pelitorina permearam através da pele. Quanto a retencdo cutanea, apés 0 mesmo periodo,
aproximadamente 0,01757 mg de S4 e 0,026 mg de pelitorina foram retidos na pele. Os
parametros de permeabilidade das substancias S4 e pelitorina foram determinados através do
teste de permeacdo cutanea. O fluxo constante (J) para a S4 foi de 2,69 pg/cm? x h, semelhante
ao da pelitorina, que foi de 2,43 pug/cm? x h. O tempo necessario para atingir o equilibrio de
permeacao foi de aproximadamente 0,95 horas para S4 e 1,1 horas para pelitorina. O coeficiente
de permeabilidade da S4 foi 0,8 vezes maior em comparagdo com o da pelitorina. Em relacédo
aos ensaios in vivo ndo foram observadas diferencgas significativas no tamanho das lesoes e peso
dos animais entre os grupos tratados. No entanto, a analise da carga parasitaria revelou uma
reducdo na parasitemia dos camundongos tratados com a formulacdo de filme contendo

pellitorina (inibicdo de 60,71%) ou S4 (inibicdo de 59,52%), sem diferenca estatistica
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significativa entre eles. A formulacdo do filme por si s6 também mostrou reducdo da
parasitemia (inibicdo de 71,54%). Todos os tratamentos foram eficazes comparados ao grupo
controle ndo tratado. Os ensaios bioquimicos sorologicos ndo indicaram diferengas
significativas nos niveis de ureia, creatinina, TGO e TGP em relacdo ao grupo controle ndo
tratado. Isso sugere que os parametros analisados permaneceram dentro dos limites normais,
indicando que os tratamentos ndo afetaram negativamente esses parametros bioguimicos.
Diante dos resultados obtidos foi observado que a substancia S4 € promissora, com baixa
toxicidade in vitro (CC50 > 500 uM), assim como foi capaz de inibir amastigotas de L. (L.)
infantum/chagasi in vitro. A amida pelitorina mostrou seletividade notavel para L. (L.)
amazonensis (IS ~17,45). Os testes de permeagdo cutdnea demonstraram que o filme
desenvolvido foi capaz de liberar ambas as substancias (S4 e pellitorina) e essas apresentaram
altos percentuais de permeacéo cutanea. Os tratamentos in vivo reduziram significativamente a

parasitemia, sem afetar os parametros bioquimicos, destacando sua eficacia e seguranca.

Palavras chaves: Leishmania spp.; Hexametoxilobelanina; Pelitorina; Sistema de

entrega transdérmica.
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FIALHO, Saara Neri Fialho. Development and pre-clinical evaluation of a formulation for
transdermal delivery of hexamethoxylobelane and pelitorine applied to the treatment of
cutaneous leishmaniasis. 2023. 83f. Thesis (Doctorate in Biodiversity and Biotechnology) —
Fundacéo Oswaldo Cruz, Porto Velho, 2023.

ABSTRACT

Leishmaniases belong to a complex of infectious parasitic diseases caused by various species
of protozoa from the genus Leishmania, considered a neglected disease and endemic in 97
countries, this scenario emphasizes the urgency of discovering new drugs and developing new
therapeutic systems. In this context, the general objective of this work was to evaluate the
leishmanicidal activity of hexamethoxybelanin (S4) and pellitorin amide in vitro and investigate
their potential topical application in vivo. For this purpose, strains of Leishmania spp. obtained
from the Leishmania Collection bank at Oswaldo Cruz Institute were used. The promastigote
forms were cultured in RPMI-1640 medium and evaluated through a growth curve for 12 days.
Cytotoxicity was tested on fibroblastic (L929) and human monocytic (THP-1) cell lines using
substances S4 and pellitorin. The THP-1 lineage was used as a Leishmania spp. infection model.
Infected cells were treated with pellitorin or S4 at varying concentrations to determine ICso and
phagocytic index. For in silico evaluation of the physicochemical properties related to skin
permeation, the SwissAdme software was used. The selectivity index was calculated as the ratio
between CCso and 1Cso. The maximum absorption wavelengths for S4 and pellitorin were
determined. Analytical curves (absorbance x concentration) were constructed for both
substances using UV-Vis spectrophotometry. Unknown concentrations were calculated using
the analytical curve equations. Prolonged-release polymeric films were produced using
Eudragit RS 100, propylene glycol, and acetone as the solvent. The components were dissolved,
heated, the active substance (S4 or pellitorin) was added, and the solution was evaporated to
form the films. Pig ear skins were prepared for permeation and skin retention studies, providing
a valid alternative for in vitro evaluation of topical formulations. The assays were performed in
Franz cells, collecting samples over 12 hours for permeation analysis, and subsequently, skin
retention was evaluated using UV-Vis spectrophotometry methods. Subsequently, an approved
study by CEUA FIOCRUZ RONDONIA was conducted using female BALB/c mice infected
with L. (L.) amazonensis. The animals were treated with polymeric films containing pellitorin
or S4, and compared with control groups. Parasite load, biochemical factors, and lesion
evolution were assessed. Finally, statistical analyses were performed to interpret the results,
using nonlinear regressions to calculate CCso and 1Cso, employing GraphPad Prism and Origin.
Lesion swelling was assessed with Two-way repeated measure ANOVA and Tukey's test for
multiple comparisons. Differences were considered significant if p < 0.05. Upon analyzing the
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results, it was observed that pellitorin amide demonstrated a CCso of 476.8 + 7.28 uM for THP-
1 and 363.7 + 6.36 M for L929, while substance S4 showed a CCsq greater than 500 uM for
both lineages. All strains had a log phase between the 1st and 3rd day. L. (V.) braziliensis had
a log phase until the 7th day. The stationary phase varied between the 5th and 9th day. Substance
S4 inhibited 50% of L. (L.) infantum/chagasi amastigotes at 145.7 + 2.8 uM. However, it
showed no activity against L. (V.) braziliensis at the highest tested concentration (200 puM),
making it impossible to calculate the Sl for this species. Nevertheless, the SI of S4 for L. (L.)
infantum/chagasi was calculated at 3.43. Pellitorin inhibited 50% of amastigotes in L. (L.)
amazonensis, L. (L.) infantum, and L. (V.) braziliensis at 27.31 + 3.68, 55.12 + 3.97, and 128 +
8.48 uM, respectively. Pellitorin showed significant selectivity for L. (L.) amazonensis
amastigotes, with a selectivity index (SI) of about 17.45 compared to THP-1 cells and 13.29
compared to L929 cells. For L. (V.) braziliensis, although lower, it still exhibited moderate
selectivity, with an Sl of approximately 3.72 for THP-1 and 2.83 for L929. For L. (L.)
infantum/chagasi, pellitorin demonstrated a selectivity ranging from moderate to high, with an
Sl of about 8.65 for THP-1 and 6.5 for L929. The data from the analytical curve demonstrated
a linear relationship between absorbance and concentration, with high correlation coefficients
(0.995 for S4 and 0.999 for pellitorin), meeting ANVISA requirements. In the analysis of skin
permeation, the film was applied to pig skin and contained a total estimated amount of 0.111
mg of S4 or pellitorin. After 12 hours, approximately 76.6% of S4 and 6.56% of pellitorin
permeated through the skin. As for skin retention, after the same period, approximately 0.01757
mg of S4 and 0.026 mg of pellitorin were retained in the skin. The permeability parameters of
substances S4 and pellitorin were determined through the cutaneous permeation test. The
constant flux (J) for S4 was 2.69 pg/cm? x h, similar to pellitorin, which was 2.43 pg/cm?2 x h.
The time required to reach the permeation equilibrium was approximately 0.95 hours for S4
and 1.1 hours for pellitorin. The permeability coefficient of S4 was 0.8 times higher compared
to pellitorin. Regarding in vivo assays, no significant differences were observed in lesion size
and animal weight between the treated groups. However, the analysis of parasite load revealed
a reduction in parasitemia in mice treated with the film formulation containing pellitorin
(inhibition of 60.71%) or S4 (inhibition of 59.52%), with no significant statistical difference
between them. The film formulation alone also showed a reduction in parasitemia (inhibition
of 71.54%). All treatments were effective compared to the untreated control group. Serological
biochemical assays did not indicate significant differences in urea, creatinine, AST, and ALT
levels compared to the untreated control group. This suggests that the analyzed parameters
remained within normal limits, indicating that the treatments did not adversely affect these
biochemical parameters. In light of the results obtained, it was observed that substance S4 is
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promising, with low in vitro toxicity (CC50 > 500 uM), and was able to inhibit L. (L.)
infantum/chagasi amastigotes in vitro. Pellitorin amide showed remarkable selectivity for L.
(L.) amazonensis (SI1 ~17.45). The cutaneous permeation tests demonstrated that the developed
film was able to release both substances (S4 and pellitorin), and these showed high percentages
of cutaneous permeation. The in vivo treatments significantly reduced parasitemia without

affecting the biochemical parameters, highlighting their efficacy and safety.

Keywords: Leishmania spp.; Hexamethoxylobelanine; Pellitorin; Transdermal delivery

system.
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INTRODUCAO

As leishmanioses sdo um grupo de doencas de carater antropozoonotico, com alta
prevaléncia em regifes subtropicais, sendo reconhecida pela Organizacdo Mundial de Saude
(OMS) como uma doenga negligenciada (OMS, 2023). Essas sdo causadas por protozoarios
heteroxénicos pertencentes a ordem Kinetoplastida, familia Trypanossomatidae e ao género
Leishmania. Os vetores da Leishmania sdo insetos hematdfagos, dipteros da familia
Psychodidae, subfamilia Phlebotominae, conhecidos como flebotomineos (GALATI, 2003;
BRASIL, 2017).

Em seu ciclo de vida, esse parasito esta presente em duas formas: promastigota e
amastigota. O vetor inocula a promastigota em estagio metaciclico na pele do hospedeiro, essa
¢ fagocitada principalmente por macréfagos, a qual se transforma em amastigota, se
multiplicando e infectando outros macréfagos (GALATI, 2003; BRASIL, 2017).

A forma grave da doenca é a leishmaniose visceral (LV), que afeta 6rgdos internos
vitais, como baco e figado, bem como, medula 6ssea e linfonodos. Além disso, essa forma
clinica pode levar o paciente a 6bito, quando ndo tratada corretamente (ZACARIAS et al.,
2017). Endémica em 78 paises, em 2021 foram relatados 11.687 novos casos em todo o globo.
No continente americano, ha registro desta forma em pelo menos 13 paises, e neste mesmo ano,
dos 1.799 casos autdctones registrados na América Latina, 93,05 % (1.683) foram do Brasil
(OPAS, 2022).

Outra forma clinica, foco do presente estudo, é a leishmaniose cutanea (LC), também
conhecida como leishmaniose tegumentar americana (LTA). Com evolucéo cronica, a doenga
acomete as estruturas cartilaginosas da nasofaringe e da pele. Considerada uma doenca
cosmopolita, ela é endémica em 87 paises, com uma incidéncia anual de casos entre 600 mil e
1 milhdo (OMS, 2023; BRASIL, 2017).

Em 2021, foram registrados um total de 484.406 novos casos globais de LTA (OMS,
2023). De acordo com o Ministério da Saude do Brasil, neste mesmo ano o pais registrou 15.023
novos casos de LTA. Devido a sua epidemiologia, e 0s registros de casos autoctones em todos
os estados da federacéo e no Distrito Federal, ela é uma das endemias de maior importancia no
pais (BRASIL, 2022).

A maioria dos casos de LTA, correspondem a leishmaniose cutanea localizada (LCL),
caracterizada por uma Unica Ulcera na pele que pode regredir espontaneamente. No entanto,
alguns pacientes podem desenvolver a leishmaniose mucosa (LM), uma evolugéo da LC, que

geralmente ocorre apos meses e até anos da resolucédo da LC, devido ao tratamento inadequado,
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interrompido ou inexistente, que pode causar a destrui¢cdo da mucosa nasal. A leishmaniose
cuténea disseminada (LCDi) € uma expressdo incomum que pode ser observada em até 2% dos
casos e ocasiona lesdes cutdaneas multiplas em varias partes do corpo, lesbes papulosas e
acneiformes disseminadas ao longo dos vasos linfaticos. Além disso, sdo encontradas formas
disseminadas cuténeas, infiltrativas e n&o-ulcerosas com carater evolutivo crénico
(leishmaniose cutanea difusa - LCD), geralmente ocorre em individuos anérgicos, que
apresentam auséncia de resposta celular especifica para antigenos de Leishmania (GONTIJO;
CARVALHO, 2003; BASANO; CAMARGO, 2004; BRASIL, 2017).

Todas as infecgbes de leishmanioses sdo trataveis e curaveis, contudo, a eficicia do
tratamento depende de alguns fatores importantes, tais como, o sistema imunoldgico do
paciente. A taxa de recuperacdo é melhor em usuarios que aderem totalmente ao tratamento e
gue apresentam um sistema imunocompetente, pois os farmacos ndo eliminam o parasito
(BRASIL, 2022; OMS, 2023). Por isso, é fundamental a adocdo do tratamento completo,
problemaética intensificada pelos efeitos colaterais, tempo e vias de aplicacdo dos farmacos
disponiveis.

Apesar de existirem farmacos dirigidos a resolucdo desta doenca, as opc¢des sao
limitadas e contrastam com o carater endémico da leishmaniose e a caréncia de recursos para o
desenvolvimento de novos farmacos. Os farmacos antimoniais, incorporados como
quimioterapicos para leishmaniose na década de 1940, ainda representam o tratamento de
primeira linha para todas as formas da doencga na maior parte do mundo. Entretanto, desde 1997
ha indicios de falhas terapéuticas ligadas ao uso de antimoniais, além de efeitos adversos graves
(PONTE-SUCRE et al. 2017; EDDAIKRA et al. 2018).

Diante das complicagdes, o desenvolvimento de tecnologias que visem 0 uso de
dispositivos que possibilitem a administracdo de medicamentos com sistemas que tratam o local
afetado pela doenca e melhore a qualidade de vida do usuario, sdo desejaveis. Ha registros da
importancia dos sistemas de liberacdo de farmacos, considerando que eles mantém as
concentracdes plasmaticas em niveis terapéuticos por um longo periodo, controlando a
localizacdo temporal e espacial das moléculas in vivo. Essas inovagdes sdo alvo de parte dos
estudos da indastria farmacéutica. Sendo assim, esses sistemas ocupam uma posicdo
interessante devido as vantagens biofarmacotécnicas e terapéuticas que apresentam (PEPPAS,
2006; PEZZINI; SILVA; FERRAZ, 2007; HAMIDIAN; TAVAKOLL, 2016).

1.1  Objetivo geral
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Avaliar a atividade leishmanicida da substancia hexametoxilobelanina e da amida

pelitorina in vitro e investigar a potencial aplicacdo topica in vivo.

1.2

Objetivos especificos

Determinar a concentracdo citotoxica para 50% das células (CCsg) da
hexametoxilobelanina (S4) e da pelitorina frente a linhagem murina de fibroblastos
L929;

Determinar a concentracao citotoxica para 50% das células (CCso) da S4 e da pelitorina
frente a linhagem monocitica THP-1;

Estimar a concentracdo da pelitorina que inibe 50% das formas amastigotas (ICso), em
monocitos humanos THP-1 experimentalmente infectados com Leishmania
(Leishmania) amazonensis, L. (Vianna) braziliensis e L. (L.) infantum/chagasi;
Estimar a concentracdo da S4 que inibe 50% das formas amastigotas (ICso), em
monacitos humanos THP-1 experimentalmente infectados com L. (Vianna) braziliensis
e L. (L.) infantu/chagasi;

Calcular o indice de seletividade determinando a razdo entre os valores de CCsp € ICso
da S4 e da pelitorina;

Desenvolver uma matriz polimérica tipo filme contendo S4 ou pelitorina;

Avaliar a permeacdo cutanea in vitro da S4 e da pelitorina a partir do filme desenvolvido
em modelo de estudos com células de difusdo vertical de Franz, usando pele de Sus
scrofa domesticus (porco) como membrana natural;

Avaliar a retencdo cutanea in vitro da S4 e da pelitorina.

Avaliar a evolugéo das lesdes cutaneas em camundongos da linhagem BALB/c causadas
pela infecgdo por L. (L.) amazonensis in vivo antes e durante o tratamento com e sem
adesivos desenvolvidos a partir da matriz polimérica tipo filme contendo S4 ou
pelitoring;

Quantificar a carga parasitaria de Leishmania da lesdo e linfonodo de camundongos
Balb/c ap6s o tratamento com e sem adesivos desenvolvidos a partir da matriz
polimérica tipo filme contendo S4 ou pelitorina;

Avaliar os parametros bioquimicos do soro dos camundongos pds-tratamento com as

substancias.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Leishmanioses

2.1.1 Aspectos gerais

A leishmaniose é uma doenca tropical e subtropical causada por um parasita intracelular
e transmitida aos seres humanos através da picada de flebotomineos (fémeas), principalmente
pelos géneros Phlebotomus e Lutzomyia (GABRIEL et al., 2019; FLAIH, 2022; OMS, 2022).

Considerada pela Organizacdo Mundial de Satde (OMS) como uma das sete doengas
tropicais mais importantes, a leishmaniose representa um grave problema de salde publica
mundial (OMS, 2023).

Endémica em areas geogréaficas circunscritas no nordeste da Africa do Sul, Sul da
Europa, Oriente Médio, sudeste do México e América Central e América do Sul, a doenga é
encontrada em todos os continentes, com excecdo da Oceania, e atualmente mais de 1 bilh&o
de pessoas estdo expostas ao risco de infec¢do. Estima-se que, anualmente, ocorram cerca de
30.000 novos casos de leishmaniose visceral e 1 milhdo de novos casos de leishmaniose cutanea
(GABRIEL et al., 2019; OMS, 2023). Essas doencas sdo causadas por 20 das 30 espécies de
protozoarios pertencentes ao g@género Leishmania (ROSS, 1903) (Kinetoplastida:
Trypanosomatidae), as mais conhecidas e envolvidas na transmissdo humana sao apresentadas
na tabela 1 (Adaptado de OMS, 2010).

Tabela 1 — Espécies de Leishmania envolvidas na transmissao humana

Localizacao Subgénero Leishmania Subgénero Viannia
L. donovani
Velho Mundo! L. major
L. tropica
L. killicki
L. aethiopica
L. infantum/chagasi
L. amazonensis L. braziliensis
L. infantum/chagasi L. panamensis
2 L. mexicana L. shawi
Novo Mundo L. pifanoi L. naiffi
L. venezuelensis L. lainsoni
L. garnhami L. lindenbergi
L. peruviana

L. colombiensis

Nota: 'Europa, Africa e Asia; 2Américas.
Fonte: Traduzido e adaptado OMS (2010).
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A doenga possui um espectro de manifestacBes clinicas, com diferentes niveis de
gravidade que dependem da espécie envolvida e da resposta imune do hospedeiro, e em alguns
casos pode ter um desfecho potencialmente fatal (CONCEICAO-SILVA; ALVES, 2014; OMS,
2022).

A divisdo atual desse grupo de doencas segundo a OMS, consiste em: leishmaniose
cuténea (LC), leishmaniose mucocutanea (LMC), (nas Américas essas manifestacGes clinicas
também sdo descritas como leishmaniose tegumentar americana), e leishmaniose visceral (LV)
(CONCEICAO-SILVA; ALVES, 2014; FLAIH, 2022; BRASIL, 2017; OMS, 2023).

A leishmaniose cuténea é considerada a forma mais comum de infecc¢éo por Leishmania
(BRASIL, 2017). Ela é reconhecida como uma doenga endémica oscilante, ndo controlada, que
atinge a pele causando uma lesdo dérmica, afetando aproximadamente 0,7 milhdo a 1,2 milhdo
de seres humanos (BRASIL, 2017; OMS, 2023).

A LC esta presente no sul dos Estados Unidos da América, onde casos pontuais foram
relatados nos estados do Texas e Oklahoma. Na América Central e do Sul, a maioria dos casos
de LC notificados sdo do Brasil e Peru. No Velho Mundo, as notificacdes sdo ao Norte e Leste
da Africa, no Oriente Médio e na Asia Ocidental e do Sul, como ilustrado na figura 1
(GONTIJO; CARVALHO, 2003; ALVAR et al., 2012; GABRIEL et al., 2019; OPAS, 2021,
OMS, 2023).

Figura 1 — Distribuicao mundial da leishmaniose cutanea
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Fonte: GABRIEL et al. (2019).

Nessas areas, algumas cidades apresentam taxas de notificacdo muito altas para novos
casos de LC, como Aleppo (Siria, Asia Ocidental) com cerca de 12.000 novos casos a cada ano
(GABRIEL et al., 2019). Na América do Sul, a doenca é generalizada. Paises como: Bolivia,
Brasil e Peru apresentam 0s maiores registros de leishmaniose mucocutanea (LMC) (OPAS,
2021; OMS, 2023).
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2.1.2 Estagios morfologicos e ciclo bioldgico
O ciclo de vida do parasito causador da leishmaniose humana envolve a infeccdo de dois

hospedeiros: 0s humanos e as fémeas dos flebotomineos (Figura 2A). Os parasitos do género
Leishmania apresentam um ciclo de vida dividido em dois estagios: promastigotas e
amastigotas (Figura 2B; 2C) (TEIXEIRA et al., 2013; OMS, 2023).

Encontradas no intestino do inseto vetor, as promastigotas sdao moveis, alongadas, com
a presenca de flagelos externalizados que conferem mobilidade ao parasito. Elas sobrevivem
em temperaturas entre 25-26 °C e sob condic¢des de pH bésico; tém aproximadamente entre 10
e 15 um de comprimento e 1,5 a 3,5 um de largura, e podem variar de acordo com a espécie
(BARRAL-NETTO et al., 1986; CONCEICAO-SILVA; ALVES, 2014).

Sem movimento e com presenca de flagelo curto internalizado, as amastigotas sdo
formas exclusivamente intracelulares, que se desenvolvem no interior do vacuolo parasitoforo
formado no citoplasma de células do sistema fagocitico mononuclear do hospedeiro mamifero.
Dependendo da espécie e cepa, elas podem medir entre 2 e 4 um de comprimento. Tipicamente
ovoides e arredondadas, elas sobrevivem em temperaturas entre 30-37 °C sob condic6es de pH
acido, diferentes condi¢des nutricionais e baixos niveis de 02 (BARRAL- NETTO et al., 1986;
PAN et al., 1993; PIMENTA,; FREITAS; DE SECUNDINO, 2012).

Semelhante para todas as espécies, o ciclo bioldgico da Leishmania tem inicio com o

repasto sanguineo, como demonstrado na figura 2A.

Figura 2 — Ciclo biol6gico de parasitos do género Leishmania spp.
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prociclicos. (5) Promastigotas prociclicos se multiplicam no intestino médio. (6) Os promastigotas migram em
direcdo a valvula estomodal no intestino médio anterior e reiniciam a divisdo celular. (7) Os promastigotas
transformam-se em promastigotas metaciclicos infecciosos. (8) A fémea do flebotomineo libera os promastigotas
metaciclicos em um novo hospedeiro mamifero por meio de regurgitagdo durante o repasto sanguineo. (9)
Promastigotas metaciclicos. (10) Promastigotas metaciclicos infectam macréfagos. (11) As promastigotas
metaciclicas transformam-se em amastigotas. (12) Amastigotas aderem & membrana do vacuolo parasitoforo. (13)
Amastigotas se multiplicam no vacutolo. (14) Multiplicagdo intensa de amastigotas. (15) Amastigotas saem da
célula. (16) Forma amastigota. (17) Um amastigota infecta um macréfago. (B) forma promastigota; e (C) forma
amastigota.
Fonte: Teixeira et al. (2013).

Os flebotomineos inoculam de sua probdscide na derme do hospedeiro mamifero
aproximadamente de 10 a 100 formas promastigotas metaciclicas flageladas de Leishmania
juntamente com a saliva. Posteriormente, as promastigotas sdo fagocitadas por macréfagos e
outras células do sistema fagocitico monuclear e se diferenciam em formas amastigotas. Estas,
por sua vez, se multiplicam por divisdo binaria simples e passam a infectar outras células
fagociticas mononucleares (SCHLEIN, 1993).

Ap6s um novo repasto sanguineo em hospedeiro vertebrado, as fémeas dos
flebotomineos podem ingerir células infectadas, e por agdo de enzimas digestivas, as células
infectadas se rompem e liberam as amastigotas. Nesta fase, as amastigotas novamente se
diferenciam em promastigotas, que se ligam a superficie intestinal dos insetos e se multiplicam.
Em seguida, as promastigotas migram para a probéscide, onde serdo capazes de infectar novo
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hospedeiro vertebrado apds um novo repasto sanguineo, reiniciando o ciclo (TEIXEIRA et al.,
2013; CDC - Centro de Controle e Prevencao de Doengas, 2017).

2.1.3 Leishmaniose tegumentar americana (LTA) e as manifestacdes clinicas

As espécies Leishmania (V.) braziliensis, L. (V.) guyanensis e L. (L.) amazonensis séo
0s principais agentes causadores da LT (PACE, 2014; OPAS, 2021; OMS, 2022).

No Brasil, a maior parte dos casos de LTA é associado a espécie L. (V.) braziliensis
(BRASIL, 2017; OPAS, 2021). Cumpre destacar que, dependendo da regido, pode haver
diferentes prevaléncias entre as espécies. A infeccdo por L. (V.) braziliensis é responsavel pelas
formas mais graves da doenca, incluindo a forma mucosa na regido Norte do Brasil (COSTA
etal., 2009; ITO et al., 2015; BRASIL, 2017).

As formas clinicas da LTA sdo: leishmaniose cutanea localizada (LCL), leishmaniose
mucocutanea (LMC), leishmaniose disseminada (LCDi) e leishmaniose cutanea difusa (LCD),
cujas imagens podem ser observadas na figura 3 (CONCEICAO-SILVA; ALVES, 2014;
BRASIL, 2017).

Figura 3— ManifestacGes clinicas da Leishmaniose Tegumentar

— 2
Nota: A: representa a leishmaniose cutanea localizada; B: representa a leishmaniose mucocuténea; C: representa
a leishmaniose disseminada; D: representa a leishmaniose cutanea difusa.

Fonte: A- da autora; B- Santos et al. (2013); C — Brasil (2017); D — Costa et al. (2009).

A LCL ¢ o do tipo mais comum entre as formas clinicas, representando a maior parte
dos novos casos. Os agentes etiologicos considerados como os principais causadores de LCL
para 0 homem sdo L. (V.) braziliensis e L. (V.) guyanensis, em geral, com multiplas lesdes. L.
(L.) amazonensis também € responsavel por casos de LCL, na maioria das vezes, com lesbes
unicas, ulceradas e com bordas mais infiltradas. A les&o inicia-se no ponto de inoculagdo das
promastigotas infectantes através da picada do vetor. As ulceragdes possuem bordas elevadas e
tecido de granulacdo grosseira, configurando a classica lesdo com borda arredondada ou
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ovalada (Figura 3A). Apresenta boa resposta ao tratamento atual, e a maioria dos casos, a leséo
tende a cura espontanea apds um ou dois anos (COSTA et al., 2009; CONCEICAO-SILVA;
ALVES, 2014; BRASIL, 2017; OMS, 2023).

A LMC acomete mais comumente nariz, boca (labios, palato duro, palato mole) e
garganta, com lesdes destrutivas. Geralmente os casos de LMC séo resultantes de evolugao
cronica da LCL, ap6s cura clinica espontanea ou tratamento farmacoldgico inadequado. A
medida que a LMC progride, os pacientes podem apresentar acometimento faringeo e laringeo
e sintomas dolorosos. Por vezes, ocorre uma congestdo nasal que dificulta a respiracdo; a
doenca também compromete a vocalizacdo e a degluticdo. Seus principais agentes etioldgicos
sdo L. (V.) braziliensis, L. (V.) guyanensis e L. (V.) panamensis, existem casos de LMC
causados por L. (L.) amazonensis (Figura 3B) (COSTA et al., 2009; CONCEICAO-SILVA;
ALVES, 2014; BRASIL, 2017).

A LCDi lesiona os vasos linfaticos. Nessa forma clinica, as lesdes cutaneas sdo
papulosas e aparecem em Vvérias partes do corpo. Ha4 uma baixa resposta ao tratamento. Uma
caracteristica da LCDi é a escassez de parasitos na lesdo. Podendo ser causada por L. (L.)
amazonensis, ela também é associada a infeccdo por L. (V.) braziliensis, L. (V.) guyanensis e L.
(V.) panamensis (Figura 3C) (COSTA et al., 2009; BRASIL, 2017).

A forma clinica mais rara, porém, a mais grave, ¢ a LCD (Figura 3D). Nestes casos,
ocorre deficiéncia especifica na resposta imune celular do hospedeiro a antigenos de
Leishmania. Por isso, ocorre o aparecimento de multiplas lesbes, que podem variar (de >10 a
centenas) em diferentes partes do corpo. No Brasil, 0s casos estdo associados exclusivamente a
espécie L. (L.) amazonensis (COSTA et al., 2009; BRASIL, 2017).

2.1.4 Tratamento para leishmanioses

Hé& aproximadamente sessenta anos o tratamento classico para todas as formas dessa
parasitose consiste nos seguintes farmacos: antimoniais pentavalentes, estibogluconato de sédio
(Pentostan) e antimoniato de meglumina (Glucantime). Mesmo com grande prevaléncia, poucos
avancos foram obtidos no tratamento das leishmanioses. Outros farmacos como: anfotericina B
lipossomal, desoxicolato de anfotericina B, isetionato de pentamidina, pentoxifilina e
paromomicina (Quadro 1) foram reposicionados para a quimioterapia das leishmanioses
(RATH et al., 2003; SILVA, 2021).

Quadro 1- Quimioterapia utilizada no tratamento das leishmanioses

| FARMACO | VIA | EFICACIA | VANTAGENS | LIMITACOES/




26

DESVANTAGENS
Antimoniais EV,IM 35-95% Baixo custo, usados em Resisténcia na India,
oulL. combinagdo com Anfotericina B | cardiotoxicidade, mialgia,
em pacientes idosos e gestantes. pancreatite,
hepatotoxicidade, dor
abdominal, toxicidade
elevada em pacientes HIV
positivo.
Anfotericina B EV ~100% Efetivo em cepas resistentes a Alto custo,
lipossomal; Sbs+. nefrotoxicidade,
miocardites, hipocalcemia,
Desoxicolato reacgoes anafilaticas e
de anfotericina flebite no local da infusdo.
B.
Isetionato de EV ou 35-96% Potencial para uso em terapia Nefrotoxicidade,
pentamidina IM combinatoria em baixas doses, miocardites, febre,
eficécia clinica limitada. hipoglicemia, hipotensdo,
taquicardia, diabetes, dor
no local da injecdo.
Pentoxifilina VO Imunomodulador Eleva a taxa de cura do Sbvna Flush (rubor facial com
sem a¢do LM. sensagdo de calor) e
leishmanicida, distirbios gastrintestinais
uso recomendado como sensagdo de pressdo
exclusivamente gastrica, plenitude, nausea,
em associagao vomito ou diarreia.
com o Antimonio
para o tratamento
da LM.
Paromomicina M, Tépico, duas Pode ser usado em combinagao, Hepatoxicidade,
(pomada 5% de | tdpica vezes ao dia por baixo custo, efetivo, bem nefrotoxicidade,
paromomicina (para 20 dias. tolerado, tempo de tratamento ototoxicidade, edema e
e 12% de tratame reduzido. irritagdo no local da
cloreto de nto de administracao.
metilbenzetoni LCL)
0)
Miltefosina VO 100-150 Unico medicamento de via oral. Alto custo, variagdo de
mg/kg/dia durante sensibilidade entre
28 dias. diferentes espécies/cepas,

2,5mg/kg/dia
(Nota Informativa

n°® 13/2020 —

MS/BRASIL)

hepatotoxicidade,
nefrotoxicidade,
teratogenicidade,
complicagdes
gastrointestinais, eficacia
clinica limitada e falhas
terapéuticas para LC.

Nota: EV: endovenosa; IL: intralesional; IM: intramuscular; VO: via oral.
Fonte: Elaborada pela autora com base nos dados de MENEZES et al. (2015); BRASIL (2017); BRASIL
(2020a); BRASIL (2020b); SILVA (2021).

A maioria dos farmacos apresentados no quadro acima, estdo associados a alta

toxicidade hepética e renal, alto custo e administracdo prolongada, o que dificulta a conclusdo

do tratamento, podendo levar ao desenvolvimento de resisténcia (RATH et al., 2003).
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Incorporado ao Sistema Unico de Salde (SUS) do Brasil em 2018, o farmaco
miltefosina (hexadecilfosfocolina) € indicado como primeira linha no tratamento da
leishmaniose tegumentar (Portaria n°® 56/2018 BRASIL, 2018).

A Nota Informativa n°® 13, publicada em 2020, orienta o uso de miltefosina com cautela
na administracdo para a forma mucocuténea, casos de coinfeccdo e pacientes pediatricos. No
caso dos pacientes imunocomprometidos, a recomendacao é que seja utilizado somente em caso
de falha terapéutica do tratamento convencional (BRASIL, 2020b). Esse farmaco continua ndo
sendo recomendado a nutrizes e gestantes, devido ao seu efeito toxico e teratogénico. Pacientes
em idade fértil que venham a fazer uso da medicacdo, deverdo realizar teste de gravidez antes
de iniciar o tratamento, além disso, deverdo utilizar métodos contraceptivos altamente efetivos
por um periodo de 30 dias antes do tratamento. A paciente ndo deve abandonar o método
contraceptivo durante o tratamento e 4 meses ap0s o término dele (BRASIL, 2020Db).

Existe a necessidade de novos tratamentos com menores efeitos colaterais e maior
facilidade de aplicacio (AMEEN, 2010; OLIVEIRA et al., 2011; COMANDOLLI-
WYREPKOWSKI et al., 2017). Nessa perspectiva, o Ministério da Saude no Brasil preconiza
a aplicacdo intralesional (IL) antimoniato de meglumina (AM) como a terapia intravenosa para
0s pacientes alternativos com a forma localizada (LCL) e recidiva cutis (LRC) da doenga
(BRASIL, 2017). As vantagens potenciais da abordagem intralesional decorreram do menor
volume total infiltrado da medicacédo, o que em teoria, poderia reduzir a toxicidade sistémica e
a necessidade de monitoramento laboratorial e eletrocardiografico (VASCONCELLQOS, 2012;
BRASIL, 2017).

Nesse contexto, a administracdo de farmacos pela via topica é uma alternativa que vem
sendo investigada nos ultimos anos, principalmente para terapias de uso local e liberacdo de
substancias na circulacdo. A exemplo disso, estdo os sistemas de administracdo transdérmica
de farmacos, que ja sdo aceitos como forma de conseguir a liberacdo de medicamentos para o
sistema circulatdrio através da pele, sendo utilizados na medicina convencional para tratar
hipertensdo, disturbios de movimento, dores cronicas, dependéncia a nicotina, entre outros
(DIAS, 2013; SERAFIM et al., 2013; SOARES, 2013; BRAS, 2016).

Na LTA os parasitos estdo na camada dérmica da pele, internalizados principalmente
por macrofagos, bem como nas células de Langerhans, (que apds fagocitarem as leishmanias,
sdo levadas aos linfonodos de drenagem), o tecido infectado, pode potencialmente ser alcancado
por substancias aplicadas pela via topica. Assim, os sistemas de administracdo transdérmica
podem ser uma alternativa interessante no tratamento da doenca, pois estes sdo menos

invasivos, para usuarios que apresentam restricdes em relacdo ao tratamento convencional (via
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intravenosa ou parenteral). Outras vantagens também séo destacadas, como: evitar a perda da
biodisponibilidade pela metabolizagdo hepatica; diminuicdo do ndmero de doses em um
tratamento de varios dias; e como se trata de um método indolor pode ser aplicado pelo préprio
usuario, evitando traumas associados a terapia parental (TEIXEIRA et al., 2013; SILVA, 2015;
VAN BOCXLAER et al., 2021).

Para ter éxito no tratamento da leishmaniose cutanea uma formulagdo tdpica depende
principalmente da potencial atividade antileishmania do principio ativo e da quantidade de
farmaco capaz de permear a pele e atingir os parasitos. Portanto, o uso de moléculas sintéticas
comerciais testadas contra Leishmania spp. pode ser um aliado no desenvolvimento de
tratamentos que visem a via topica, pois otimiza o tempo para obtencdo e producdo de novos
farmacos (CALDERON et al., 2009).

2.1.5 Hexametoxilobelanina (CID: 4613574) e pelitorina (CID: 5318516)

A substancia hexametoxilobelanina, que serd nomeada como S4 no decorrer do texto, é
um derivado sintético do alcaloide lobelina. Este, pode ser encontrado em plantas pertencentes
ao género Lobelia, dentre elas a Lobelia inflata com atividade contra Staphylococcus aureus
relatada (OYEDEMI et al., 2020).

No trabalho de Ireno et al. (2020), a substancia lobelina foi descrita com potencial
terapéutico no combate a0 melanoma cutdneo em um ensaio in vivo com camundongos
BALBI/c.

O perfil farmacoldgico da lobelina também é descrito em estudos relacionados ao abuso
de substancias e distarbios neurolégicos (DWOSKIN; CROOKS, 2002; WILHELM et al.,
2008; CROOKS et al., 2011; RONI; RAHMAN, 2013; MARTIN et al., 2018).

Atualmente o Unico relato sobre a atividade biolégica do derivado sintético S4 é de um
estudo realizado pelo nosso grupo (CALDERON et al., 2021). A investigacao in vitro e in vivo
mostrou éxito contra as formas amastigotas de L. (L.) amazonensis (ICso= 10 pM) e no
tratamento via intraperitoneal em camundongos BALB/c, infectados por essa mesma espécie.
Foi verificada a diminuigéo significativa (p < 0,0001) da carga parasitaria, na concentracéo
testada de 50 mg/Kg (CALDERON et al., 2021).

A partir disso, essa substancia, consideravelmente promissora, continuou sendo
investigada no presente estudo contra outras espécies causadoras da doenca, assim como, sua

acao por outra via de administragdo importante e menos invasiva, a topica.
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Outro possivel potencial para o tratamento dessa doenca € a amida pelitorina, isolada de
espécies vegetais, tais como Piper nigrum, Zanthoxylum piperitum e Anacyclus pyrethrum. A
substancia sintética também esta disponivel comercialmente.

A pelitorina apresentou permeacédo intestinal e da barreira hematoencefélica, indicando
potencial no tratamento de doengas do sistema nervoso central (VERYSER et al., 2016).

Os possiveis efeitos de pelitorina foram investigados pelo estudo de Lee e colaboradores
(2013), onde demonstraram que a substancia protege a integridade da barreira vascular inibindo
a hiperpermeabilidade, expressdo de moléculas de adesdo celular (CAMs), adesdo e migragédo
de leucdcitos, endossando sua utilidade como terapia para doengas inflamatorias.

O potencial larvicida da pelitorina foi demonstrado frente mosquito Aedes aegypti,
guando usada em combinagdo com a substancia (-) - asarinina, contra larva de Culex pipiens,
assim como, em larvas e insetos adultos da espécie Anopheles gambiae (PARK et al., 2002;
PARK, 2011; PERUMALSAMY et al., 2012; PERUMALSAMY et al., 2013; MOUSSAVI et
al., 2015).

Quando testada em combinacdo com o farmaco eritromicina, contra Staphylococcus
aureus, foi verificada uma reducéo de oito vezes na concentracao inibitéria minima necessaria
da eritromicina para inibir o crescimento dessa espécie bacteriana. Nesse mesmo estudo foi
demonstrado que o principal mecanismo de acdo da substancia envolve o comprometimento
constante da producéo de adenosina trifosfato (ATP) em S. aureus (AHIRRAO et al., 2020).

Em ensaios parasitarios, a substancia foi ativa contra Plasmodium falciparum (ICso =
XX) (ALTHAUS et al., 2014; GOODMAN et al., 2016; OLIVEIRA et al., 2018). A pelitorina
apresentou 1Cso de 26,84 pg/mL para promastigotas de L. (V.) guyanensis (OLIVEIRA et al.,
2018).

Outra informacdo importante é trazida no estudo de Veryser et al. (2014), no qual
apresentaram resultados de um experimento in vitro com pele humana, neste, a pelitorina foi
capaz de atravessar o estrato corneo e alcancar posteriormente a epiderme e a derme viaveis.
Tendo em vista que, na LTA os parasitos se encontram na derme internalizados por macréfagos,
os resultados da investigacdo citada acima, sugerem que a substancia é uma potencial candidata
a investigacao para tratamento topico.

Ademais, nosso grupo de pesquisa ja& demonstrou em estudos anteriores a atividade
leishmanicida in vitro de outras amidas contra L. (V.) braziliensis. As amidas avaliadas, foram
capazes de inibir 50% das formas amastigotas com concentracdes (ICso) entre 1,46 uM e 16,7
UM, além de apresentarem baixa toxicidade em algumas células de linhagem (THP-1, J774,
Vero e HepG2) (SILVA, 2021).
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2.2  Pele como via de administracéo de farmacos
2.2.1 Pele

A pele, o maior 6rgao do corpo humano com uma area de aproximadamente 1,5 a 2,0 mz,
no individuo adulto, exerce diversas funcdes, tais como, vigilancia imunoldgica, sensibilidade,
termorregulacdo, protecao contra agressdes externas (quimicas, fisicas e bioldgicas), além de evitar
a perda de agua do corpo para meio externo. Ela é composta por trés camadas intimamente ligadas
entre si: epiderme, derme e hipoderme, (Figura 4) (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013; RIVITTI,
2014).

Figura 4 — Estrutura da pele
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Fonte: ABRAHAMSOHN, 2016.

A epiderme é a camada mais externa, apresenta inimeros tipos de células, como,
melanadcitos, células de Langerhans, células de Merkel, mas principalmente queratinocitos,
responsaveis pela resisténcia estrutural e caracteristicas de permeabilidade da pele
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013; RIVITTI, 2014).

A epiderme é constituida por cinco camadas — i) basal (permeavel, fornece suporte a
epiderme e estabelece a unido com a derme, sendo formada por células cuboides, o0s
queratinocitos basais), ii) espinhosa (contém células poliédricas unidas por juncGes
intercelulares, os desmossomos), iii) granulosa (rica em lipidios, formada por células poligonais

achatadas que acumulam granulos de querato-hialina), iv) lGcida (composta por uma delgada
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camada de células achatadas, anucleadas, translucida e eosinofilas) e v) cdrnea (consiste de
células achatadas, anucleadas, sem organelas, com membrana celular espessa e citoplasma rico
em queratina), como mostrado na figura5 (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013; RIVITTI, 2014).

Figura 5 — Camadas da epiderme
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Fonte: ABRAHAMSOHN, 2016.

Formando um tecido de sustentagdo da epiderme, encontra-se a derme, um tecido
conjuntivo composto por fibras proteicas e de reticulina, terminacfes nervosas, foliculos
pilosos, glandulas sudoriparas e sebaceas, vasos sanguineos e linfaticos que nutrem as células
dérmicas e epidérmicas. Distintas células estdo presentes nesta camada, macrofagos,
mastdcitos, neutrofilos, eosindfilos, linfécitos, mondcitos e plasmacitos, linfécitos T e células
dendriticas, sendo os fibroblastos mais abundantes e que conferem resisténcia e elasticidade a
pele, estando envolvidos por uma substancia gelatinosa (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013;
RIVITTI, 2014).

Por fim, a hipoderme é a camada mais profunda da pele, sendo organizada em Iébulos
de gordura divididos por septos fibrosos compostos por colageno, por onde correm onde correm
nervos e vasos sanguineos e linfaficos. Essa camada confere prote¢do contra traumatismo e
variagOes térmicas, além de atuar como reserva energética (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013;
RIVITTI, 2014).

2.2.2 Vias de penetracdo das substancias atraves da pele
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A administracdo de medicamentos através da pele tornou-se uma via importante no
tratamento de doencas dermatoldgicas, assim como, de algumas doencas sistémicas (VIEIRA,
2013; SHAHZAD et al., 2015).

A permeacdo de uma substancia ativa atraves da pele, ocorre inicialmente pela camada
cornea essencialmente por meio de difusdo passiva, sendo este um passo determinante no
processo de absorcéo cutanea (BOUWSTRA et al., 2003; KLOTA et al., 2017). Existem trés
vias sugeridas pelas quais uma substancia pode penetrar a camada cdérnea (Figura 6):

i Via Transcelular - substancias polares, como a agua, passam diretamente através
das células corneas e da matriz lipidica intercelular (LAME, 2013);

ii. Via intercelular - substancias apolares, pela sua afinidade lipidica, difundem-se
ao redor das células corneas, permanecendo constantemente dentro da matriz lipidica (LAME,
2013);

iii. Via transanexal - as substancias podem ser absorvidas através dos foliculos
pilosos, glandulas sebaceas e sudoriparas, esta via auxilia na permeacdo de compostos de
difusdo lenta e substancias de alto peso molecular, como nanoparticulas (LADEMANN et al.,
2011).

Figura 6 — Vias de permeagao na pele.
Via Transanexal

Via Transcelular Via Intercelular

Nota: (A) A via transcelular; (B) A via intercelular; (C) e (D) A via transanexal.
Fonte: SHAKER et al. (2019).

Apesar de muitas substancias atravessarem a camada cornea tanto pela via intercelular,
quanto pela via transcelular, a primeira é considerada a principal via (BENSON;
WATKINSON, 2012; LANE, 2013).

Algumas propriedades sdo consideradas importantes para que uma substancia seja

absorvida pela pele, tais como: peso molecular < a 500 Daltons, coeficiente de particao (logP)
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entre 1,0 e 4,0, ponto de fuséo inferior a 200°C, coeficiente de permeabilidade cutanea > 5x10°
“cm/hora, assim como, baixo ou nenhum potencial de irritacdo da pele (TROMMER;
NEUBERT, 2001; BENSON; WATKINSON, 2012).

2.2.3 Pele infectada por Leishmania spp.

Na pele acometida pela LTA, a permeabilidade é altamente varidvel em comparacéao
com a pele normal. A lesdo cutanea geralmente comega com um pequeno eritema e inchago,
evolui para uma pépula e, em seguida, torna-se um nddulo que ulcera progressivamente por um
periodo variavel de 2 semanas a 6 meses. Por fim, ocorre a perda da camada cOrnea, epiderme
e parte da derme, surgindo a leséo caracteristica da LTA (Figura 7). Logo, para desenvolver
uma formulacéo tdpica, deve-se considerar todos os diferentes estagios da lesdo (CARNEIRO
etal., 2012; KARRAM et al., 2012).

Figura 7 — Representa¢do esquematica da pele em diferentes estagios de uma leséo cutanea causada
pela leishmaniose

Papula/Nédulo Ulcera Crosta

Nota: A =Forma inicial na qual a pele ainda esta visivelmente intacta, mas um pequeno nddulo ou papula é visivel;
B = Est&gio mais avancado em que a crosta foi removida e uma Ulcera é exposta. As camadas epidérmicas da pele
(incluindo o estrato cérneo) estdo ausentes; B = Processo de cicatrizacdo, forma-se uma crosta.
Fonte : CARIDHA et al. (2019).

Van Bocxlaer et al. (2016), relataram mudancas na fisiologia da barreira cutanea, funcéo
e permeabilidade a drogas na pele de camundongos BALB/c infectados por Leishmania major,
tais como, alteraces estruturais nas camadas epidérmica e dérmica devido ao ingresso de
células inflamatdrias, aumento significativo na perda de agua transepidérmica (TEWL), e
permeacdo significativamente maior dos permeantes modelo utilizados no estudo (cafeina e
ibuprofeno), assim como, de farmacos antileishmania (buparvaquona e paromomicina), para a
pele infectada por Leishmania em comparagcdo com a pele ndo infectada. Relataram também

que a infeccdo néo teve influéncia mensuravel no pH e na hidratacdo da pele.
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Além disso, como na maioria dos casos de leishmaniose cutanea localizada a epiderme
ndo esta presente em decorréncia da ulceracdo, provavelmente a penetracdo de uma substancia
na derme pode vir a ser aumentada e entrar na circulacdo sanguinea. Portanto, os sistemas de
liberacdo de substancias ativas, devem promover a penetracdo na camada dérmica mais
profunda, assim como, preferencialmente a substancia deve permanecer retida na derme, pois
é principalmente nessa camada que os parasitos estdo localizados (CARNEIRO et al., 2012;
VAN BOCXLAER et al., 2016; CARIDHA et al., 2019).

2.3  SISTEMAS DE ENTREGA TRANSDERMICA - TDDS

A entrega transdérmica de medicamentos estd ganhando cada vez mais interesse na
industria farmacéutica. Também representa a area de pesquisa mais bem-sucedida e inovadora
na entrega de medicamentos (MBAH; UZOR; OMEJE, 2011; BARTOSOVA; BAJGAR, 2012,
SOMEYA; AMAGALI, 2019).

Os sistemas de entrega transdérmica de farmacos, do inglés Transdermal Drug Delivery
System (TDDS), também conhecido como adesivos transdémicos, sao projetados para fornecer
uma quantidade terapéutica de um determinado ativo com uma taxa predeterminada, controlada
e por tempo prolongado (SHARMA et al., 2018).

Um TDDS geralmente é composto por uma matriz polimérica, uma substancia ativa,
promotores de permeacdo (dimetilsulfoxido, ureia, alcoois, glicois entre outros). Dentre 0s
varios tipos de TDDS estdo os sistemas de reservatorio e o sistema de matriz (YADAYV, 2012;
MALI, 2015).

Esses sistemas apresentam inimeras vantagens, como a manutenc¢do do nivel constante
do farmaco no plasma sanguineo, o menor namero de efeitos colaterais, e a melhoria da
biodisponibilidade pela evasdo de metabolismo hepético de primeira passagem, assim como
podem aumentar a adesdo do paciente ao tratamento (DHIMAN; GURJEET; REHNI, 2011,
BHOWMIK et al., 2013).

Neste sentido, a adesdo ao tratamento ¢ dita como “grau de seguimento dos pacientes a
orientacdo médica” (FLETCHER et al., 1989), e relaciona-se & maneira como o individuo
vivencia e enfrenta o adoecimento. Com o0s adesivos transdérmicos a orientacdo pelo
profissional do sistema de saude assim como o comprometimento do paciente com o tratamento
pode se tornar mais coerente e ter por finitude a cura da patologia.

Por se tratar de um processo no qual os sujeitos estdo em contato com uma variedade de

fatores que influenciam sua continuidade ou descontinuidade, facilitar a adesdo e aderir ao
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tratamento ndo sdo tarefas faceis; sdo desafios que sofrem oscilagdes e demandam atencédo
continua e pesquisas com foco no autocuidado que sdo de suma importancia para inserir 0
paciente nesse processo de cura, facilitando assim a adesdo ao tratamento (SILVEIRA,
RIBEIRO, 2005).

Farmacos que auxiliam e fortalecem essa forma de cuidar, assim como, a participacdo
do paciente no processo de cura, sdo importantes e incentivados nos Gltimos anos devido a
diversas mudancas sociais que ocorrem no mundo. E importante destacar que os sistemas de
salude correspondem a reivindicacdes sociais da populacdo a partir das necessidades
identificadas. No cenério brasileiro essas reivindicaces baseiam-se nos aspectos demogréaficos
e epidemioldgicos advindos do sistema de salide (MENDES, 2010).

Embora as leishmanioses sejam reconhecidas como um problema de salde publica,
diversos trabalhos apontam inimeras limitacfes as terapéuticas atuais, incluindo toxicidade e
alto custo. Além disso, exceto a miltefosina que é de administracdo oral, todos os outros
requerem administracdo parenteral, evidenciando assim, a necessidade de opg¢des terapéuticas
mais eficazes, mais seguras e que apresentem vias de administracdo mais convenientes, a fim
de facilitar a adesdo ao tratamento e consecutivamente sua taxa de sucesso (TIWARI, et al.,
2018; SANTIAGO; PITA; GUIMARAES, 2021).

Varios trabalhos descritos na literatura ja investigaram o uso de distintos sistemas TDDS
tanto para novas substancias com potencial leishmanicida, quanto para os farmacos incluidos
no arsenal terapéutico para o tratamento da leishmaniose cutanea. Coelho et al. (2021), por
exemplo, desenvolveram um sistema de liberacdo controlada de duas chalconas sintéticas,
utilizando nanofibras de poli(vinil-alcool) (PVA). Os autores demonstraram a permeacao e
retencdo in vitro das substancias avaliadas, bem como, a sua atividade leishmanicida em ensaios
in vitro contra a forma amastigota de L. (L) amazonensis.

O estudo de Van Bocxlaer et al. (2021) descreveu o uso de um sistema formador de
filme para a administracdo tdépica de uma substdncia antileishmania (DNDI-0690),
demonstrando a eficacia do filme em modular aliberacdo do composto ativo. Os autores
ressaltaram que a modulacdo cuidadosa da formulacdo pode auxiliar na entrega topica do
composto investido, assim como, que esfor¢cos de formulagdo topica devem se concentrar em
outros candidatos a medicamentos promissores, a fim de fornecer uma formulacéo tdpica
acessivel para fortalecer o arsenal de tratamento para LC.

Lanza et al. (2020) comprovaram que um sistema de vacina de pele em adesivos de
microagulhas dissolviveis, induziu imunidade protetora em camundongos infectados com L.

(L.) donovani, demonstrando o potencial das microagulhas na abordagem terapéutica.
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A atividade leishmanicida de extrato de Nigella sativa incorporados em adesivos
transdérmicos, foi avaliada in vitro e in vivo em pacientes com leishmaniose cutanea. No qual
uma das cinco formulacdes testadas liberou mais de 80% do extrato nos experimentos de
difusdo in vitro. O tratamento in vivo com os adesivos foi capaz de eliminar 75% da carga
parasitaria (KHAN et al., 2021).

Zare et al. (2021) desenvolveram um adesivo de microagulhas sollvel, usando
polimeros biodegradaveis para a entrega transdérmica da anfotericina B, sendo promissor em
permear a pele in vitro e in vivo. Além disso, analises de citometria de fluxo revelaram atividade
antileishmania do adesivo.

O farmaco artemeter, um derivado semi-sintético da artemisinina, foi avaliado in vivo
contra L. (L.) major e demonstrou ser promissor quando incorporado ao polimero poli(vinil-
alcool) (PVA), uma vez que, os autores observaram uma diminuicdo significativa no tamanho
da lesdo quando o grupo tratado com a formulagdo contendo o farmaco, foi comparado com o
grupo controle sem tratamento (EBRAHIMISADR et al., 2014).

A eficacia de um adesivo eletrofiado para liberacdo topica de 6xido nitrico (NO) foi
comparada com antimoniato de meglumina intramuscular para o tratamento de LC, causada por
L. (V.) panamensis. Para tanto, um ensaio clinico duplo-cego, randomizado e controlado por
placebo foi realizado em pacientes acomometidos por LC, para determinar se o adesivo era tao
eficaz quanto o glucantime. As taxas de cura ap6s 3 meses de acompanhamento foram de 94,8%
para 0 grupo que recebeu glucantime em comparacdo com 37,1% no grupo tratado com o
adesivo. Apesar da menor eficacia do adesivo, uma frequéncia significativamente menor de
efeitos colaterais foi observada (LOPEZ-JARAMILLO et al., 2010).

Alexandrino-Junior et al. (2019) desenvolveram hidrogeéis de poli(vinil-alcool) (PVA)
contendo anfotericina B incorporada. Os hidrogéis foram avaliados in vitro quanto ao seu
potencial para eliminar formas promastigotas de Leishmania spp., para prevenir infecctes
secundarias, manter condi¢cBes de cicatrizacdo adequadas e oferecer biocompatibilidade
adequada. Os autores demonstraram que a liberacdo de anfotericina B do hidrogel ocorreu de
forma lenta e gradual, e ap6s 97h aproximadamente 74% do conteldo total do farmaco foi
liberado do sistema. Os hidrogéis de PVA carregados com o farmaco também mostraram
atividade antifingica e leishmanicida eficiente, impermeabilidade microbiana e permeabilidade
ao vapor de dgua compativel com as necessidades fisiologicas da pele saudavel, assim como,
ndo apresentaram potencial citotoxico para células pertencente a linhagem derivada de rim do

macaco verde - Vero.
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Com base nessa premissa, 0 presente estudo desenvolveu e analisou um sistema de
liberacdo transdérmica (TDDS) destinado a administragdo de duas substancias

(hexametoxilobelanina (S4) e pelitorina) com potencial atividade leishmanicida.

3 MATERIAIS E METODOS
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3.1  Obtencgéo e solubilizagdo das substancias

As substancias hexametoxilobelanina (S4) (CID: 4613574) e pelitorina (CID: 5318516)
utilizadas no presente estudo sdo sintéticas e foram adquiridas comercialmente na empresa
Sigma-Aldrich (Sigma, St. Louis, MO, USA). O farmaco usual anfotericina B (Unianf, Embu-
Guacgu, SP, Brasil), foi utilizado como controle positivo para inibicdo de crescimento de
Leishmania spp. nos ensaios in vitro, assim como, controle positivo para diminuicao da carga
parasitaria no ensaio in vivo.

A S4 e pelitorina foram dissolvidas em dimetilsulféxido — DMSO ((Sigma, St. Louis,
MO, USA), para realizacdo dos ensaios in vitro de citotoxicidade e leishmanicida, n&o
ultrapassando a sua concentracdo final de 0,5%. A anfotericina B foi dissolvida em agua de

injecdo, tanto para 0s ensaios in vitro, quanto para o in vivo.

3.2 Manutencéo e determinacao das curvas de crescimento de Leishmania spp

As cepas L. (V.) braziliensis (MHOM/BR/2014/R0O310), L. (L.) amazonensis
(IFLA/BR/67PHS) e L. (L.) infantum/chagasi (MHOM/BR/1972/LD), utilizadas no presente
estudo, foram obtidas do banco de Colecdo de Leishmania do Instituto Oswaldo Cruz — CLIOC,
Fiocruz do Rio de Janeiro.

As formas promastigotas foram cultivadas em meio RPMI-1640, suplementado com L-
glutamina a 2mM, HEPES (N-2-hidroxietilpiperazina-N’-22, acido etanosulfonico) a 20nM e
50pg/mL de gentamicina e soro fetal bovino (SFBI) previamente inativado a 10%, em estufa
incubadora B.O.D (Demanda Bioquimica de Oxigénio) com temperatura média de 24°C
(Adaptado de PERESTRELO et al., 2018; ROSSI, 2018).

A avaliacdo do desenvolvimento e da multiplicacdo in vitro das formas promastigotas
foi realizada através da curva de crescimento. Para tal, culturas iniciadas com 10°
promastigotas/mL foram acompanhadas por 12 dias, a cada 48h. Inicialmente, aliquotas das
culturas foram diluidas em corante eritrosina B a 0,04% (p/v), com posterior contagem das
promastigotas na cdmara hemocitométrica (Neubauer) em microscopio 6ptico com aumento de
400%. Na qual, os parasitos corados de vermelho foram considerados mortos e aqueles
birrefringentes e mdveis, considerados vivos (Figura 8). A determinacdo do ndmero de
parasitos/mL foi realizada utilizando a equagéo 1 apresentada a seguir (Adaptado de SILVA-
JARDIM, 2001).
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Numero de parasitos = média dos quatro quadrantes x inverso da diluicdo da

amostra x 10* Equacdo 1

O numero de parasitos foi avaliado em material codificado por dois observadores

independentes. O célculo foi feito considerando apenas 0 nimero de parasitos vivos.

Figura 8 — Processo para obtencéo da curva de crescimento das cepas de Leishmania spp.
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Fonte: Elaborado pela autora com ilustragdes disponiveis em: <https://smart.servier.com/>.

Apbs atingir a fase estaciondria, os parasitos foram centrifugados a 478xg por 15
minutos e lavados em solucédo estéril PBS1X pH 7,4 (tampéo salina fosfato) com a mesma
centrifugacdo. Apds a lavagem, os parasitos foram ressuspensos em meio RPMI-1640,

preparado conforme descrito acima, e utilizados nos ensaios de atividade leishmanicida.

3.3  Manutencéo e determinacado da citotoxicidade em células de linhagem murina de
fibroblastos - L929

Células de linhagem fibroblasticas, derivadas de tecido conjuntivo de camundongos, da
linhagem L929, foram selecionadas para esse estudo visando dados adicionais para a aplicacéo
das substancias por via topica. As células sdo criopreservadas a -80°C, estas foram
descongeladas e o contetdo celular transferido para tubos de centrifugacdo contendo 5 mL de
meio RPMI-1640, sem adi¢cdo de SFBi. Em seguida, ocorreu a centrifugacdo em temperatura
ambiente a 478xg por 5 minutos, o sobrenadante foi desprezado e o pellet ressuspenso em meio
RPMI-1640, suplementado com SFBi. O cultivo da linhagem foi mantido em garrafas de cultura
de 75 cm? contendo meio RPMI, acrescido de 2mM de L-glutamina, 20nM de HEPES (N-2-
hidroxietilpiperazina-N’-22, &cido etanosulfénico) e 50ug/ mL de gentamicina e suplementado
com 10% de SFBi em estufa a 37°C com 5% de CO., a 95% de umidade, o0 meio das garrafas
foi substituido a cada dois dias. Apds a confluéncia de aproximadamente 80% as celulas foram

repicadas ou utilizadas nos ensaios de citotoxicidade.
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Para ensaios de citotoxicidade a cultura foi centrifugada em temperatura ambiente a
478xg por 10 minutos, o sobrenadante foi desprezado e o pellet ressuspenso em meio RPMI-
1640, suplementado com 10% de SFBi. Posteriormente, uma aliquota da cultura foi diluida em
corante azul de Trypan a 0,04% (p/v), com posterior contagem das células viaveis na camara
hemocitométrica (Neubauer) em microscopio dptico com aumento de 400%, na qual, as células
coradas de azul foram consideradas mortas e ndo coradas, consideradas vivas. A determinagéo
do nimero de células/mL foi realizada utilizando a equagéo 1.

As células foram entdo transferidas para placas de 96 pocos, contendo meio RPMI-1640
suplementado com 10% de SFBi, na densidade de 10* células/pogo e incubadas em estufa a
37°C com 5% de CO2, a 95% de umidade incubadas por 24h (Figura 9).

Apds esse periodo, os fibroblastos aderidos na placa foram tratados com as substancias
(S4 ou pelitorina) em concentracBes seriadas (1/2) de 500 - 7,81 uM (Figura 9). Como
parametro de controles foi utilizado o controle positivo de viabilidade (células ndo tratadas),
controle negativo de morte (células tratadas com tampdo de lise) e meio RPMI-1640
suplementado com SFBi (branco).

Assim, ap6s 72h, foi adicionado uma solucdo de resazurina em cada poco, a uma
concentracdo inicial de 2mM diluido em PBS 1X. Apos 5h de incubacdo a 37°C, totalizando
77 horas de tratamento, a fluorescéncia foi determinada com auxilio do espectrofotbmetro
Synergy HT (BioTek) com excitacdo de 530/25 e emisséo de 590/35 (Figura 9) (Adaptado de
RISS et al., 2016; ROSSI, 2018).

Figura 9 — Determinacéo da citotoxicidade das substancias pelitorina e hexametoxilobelanina frente
células pertencentes a linhagem fibroblastica — L929
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” 72h //.T .g \ Resazurin
’ ~/ i 2mM
L929 ﬁ / por 5h

Fonte: Elaborado pela autora com ilustragdes disponiveis em: < https://www.biorender.com/>

Os valores foram processados pelo programa Gen5® 5.11. Os ensaios foram realizados

em triplicata, em dois experimentos independentes. A unidade apresentada é a Unidade Relativa
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de Luz (URL), que é convertida para a porcentagem de inibicdo de crescimento, seguindo a

equacao 2, a sequir:

Viabilidade (%) = 100 — (fluorescéncia teste — fluorescéncia branco x 100) Equacdo 2
/ (fluorescéncia controle sem tratamento — fluorescéncia branco)

A concentragéo citotoxica para 50% das células (CCsp) foi determinada por analise de
regressdo ndo linear, utilizando o programa Origin® 9.1, a partir dos dados obtidos em cada
experimento, assim obtendo a porcentagem de células viaveis em relagdo as células controles.
Os testes de CCsg foram realizados em triplicata por duas vezes sob as mesmas condic¢des acima

citadas.

3.4  Manutencdo e determinacdo da citotoxicidade em células de linhagem monocitica
humana- THP-1

A linhagem n&o aderente THP-1 (linhagem monocitica humana) € criopreservada em
nitrogénio liquido, esta foi descongelada a 37°C e o contetdo celular transferido para tubo de
centrifugacdo contendo 9mL de meio RPMI-1640, sem adicdo de SFBi. Em seguida, ocorreu a
centrifugacdo a 125xg por 5 minutos, o sobrenadante foi desprezado e o pellet ressuspenso em
meio RPMI-1640 suplementado com SFBi.

O cultivo da linhagem foi acondicionado em garrafas de cultura de 75cm? com meio
RPMI-1640, acrescido de L-glutamina 2mM, 20nM HEPES (N-2-hidroxietilpiperazina-N’- 22,
acido etanosulfénico), 4500mg/L glicose, 1500mg/L bicarbonato de sodio, 50ug/mL de
Gentamicina, ImM/mL de piruvato de sédio e suplementado com soro fetal bovino (SFB)
inativo a 10%, na proporcéo de 2x10° de células/mL e incubadas em estufa a 37°C com 5% de
CO? a 95% de umidade, realizando repiques ou adicio de meio a cada trés dias (Adaptado de
GOIS, 2016).

Apos a confluéncia de aproximadamente 80% as células foram repicadas ou utilizadas
nos ensaios de citotoxicidade. Para a determinacéo da citotoxicidade, as células da linhagem
THP -1 foram dispostas na densidade de 10° células/poco, em placas de 96 pocos, diferenciadas
em macrofagos aderentes, na presenca de 200nM/mL de phorbol 12-myristate 13-acetate
(PMA), por 72h. Ap0s esse periodo, as placas foram lavadas com meio RPMI-1640, sem adicao
de SFBI, a 37°C, para retirar o PMA, com seguida adicdo de meio RPMI-1640 suplementado
com SFBi a 10%, as placas foram entdo novamente incubadas a 37°C em atmosfera umida
contendo 5% de CO2, por mais 24 horas (Adaptado de GOIS, 2016).
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Posteriormente, foram expostas a S4 ou pelitorina, em concentragdes finais seriadas
(500 — 7,81uM). Como parametros de controles foram utilizados: controle positivo de
viabilidade (células ndo tratadas) e controle negativo de morte (células tratadas com tampéo de
Lise) e meio RPMI-1640 completo (branco) (Figura 10).

Assim, apds 72h de tratamento, foram adicionados em cada pogo 20uL de uma solucao
de resazurina, a uma concentracgdo inicial de 2mM diluido em PBS. Apds 5h de incubacédo a
37°C, a fluorescéncia foi determinada com auxilio do espectrofotdometro Synergy HT (BioTek)
com excitacdo de 530/25 e emissao de 590/35 (Adaptado de RISS et al., 2016). Os valores

foram processados pelo programa Gen5® 5.11.

Figura 10 — Determinacéo da citotoxicidade da pelitorina e hexametoxilobelanina frente células
pertencentes a linhagem monocitica humana — THP-1
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Fonte: Adaptado de SILVA (2020).

Os ensaios foram realizados em triplicata, em dois experimentos independentes. A
unidade apresentada é a Unidade Relativa de Luz (URL), que é convertida para a porcentagem
de inibig&o de crescimento, seguindo a equagao 2.

A concentracdo citotdxica para 50% das células (CCsp) foi determinada por analise de
regressdo nao linear, utilizando o programa Origin® 9.1, a partir dos dados obtidos em cada
experimento, assim obtendo a porcentagem de células viaveis em relacdo as células controles.
Os testes de CCso foram realizados em triplicata por duas vezes sob as mesmas condi¢fes acima
citadas.

3.5 Infeccdo de macrofagos, determinagdo da concentracdo inibitoria para 50% das

amastigotas e indice fagocitico de Leishmania spp.

Como alternativa de infeccdo para os ensaios de determinacdo do ICso (concentracdo da
substancia que inibe 50% das amastigotas intracelulares) e do indice fagocitico (porcentagem
de macrdfagos com parasitos fagocitados x média do nimero de parasitos fagocitados por cada
macrofago), foi utilizada a cultura celular THP-1, linhagem monocitica de leucemia humana.
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Essas células foram dispostas na densidade de 2,5 x10° células/pogo, mantidas e diferenciadas
conforme o item 3.4 (Adaptado de Silva, 2021).

Depois de diferenciadas em macrdfagos, as células foram infectadas com promastigotas
de Leishmania spp. Para tanto, culturas de promastigotas de Leishmania spp. em fase
estacionaria de crescimento foram centrifugadas a 478xg por 15 minutos. O pellet foi
ressuspenso em meio RPMI-1640 suplementado com SFBi, as promastigotas foram
quantificadas na cadmara hemocitométrica (Neubauer) em microscépio dptico com aumento de
400x%. Para infeccdo das células THP-1 com promastigotas de L. (V.) braziliensis, utilizou-se a
proporcdo de 1:20; para L. (L.) amazonensis ou L. (L.) infantum/chagasi a proporgéao foi de
1:10 célula/promastigota (Adaptado de ROSSI, 2018; SILVA, 2021). Apos a adicdo dos
parasitos a cultura de células, as placas foram incubadas a 33°C, 5% de CO; durante 24h para
permitir que os parasitos infectassem as células THP-1, ao término da incubacéo as placas foram
lavadas trés vezes com meio RPMI-1640 incompleto para remo¢do dos parasitos que nao
infectaram as células.

As células THP-1 infectadas foram tratadas com as substancias pelitorina ou S4 em
concentracdes seriadas (1/2) de 200 a 3,125uM. Como controle negativo foram utilizadas
células infectadas e o controle positivo foram utilizadas células infectadas e tratadas com
anfotericina B (3 uM). Foram utilizadas nestas condi¢cGes microplacas de 96 pocos e placas de
24 pocos (com laminulas — como contraprova dos resultados obtidos da placa de 96 pocos,
utilizando as maiores concentracdes e os controles). As placas foram incubadas a 32 °C, 5% de
CO2 durante 72h.

As microplacas de 96 pocos foram lavadas trés vezes com 300uL de meio RPMI-1640
incompleto, seguido de lise controlada de membranas de macrofagos usando 0,05% de
detergente de dodecil sulfato de s6dio (SDS) em 20uL de meio RPMI-1640 por poco por 30
segundos, para minimizar a perda de viabilidade do parasita. Posteriormente, 180uL de RPMI-
1640 com 10% FBS foi adicionado a cada poco, e as placas foram incubadas a 24°C para a
diferenciacdo de parasitas sobreviventes de amastigotas para promastigotas. O periodo de
incubacdo variou para cada espécies: Leishmania (L.) amazonensis — 5 dias; Leishmania (V)
braziliensis — 7 dias; Leishmania (L) infantum/chagasi — 5 dias, seguido de transferéncia para
uma nova placa e mais trés dias de incubagédo. Depois de periodo de incubagio, 20uL (2 mM
por poco) de uma solugéo de resazurina diluida em 1X PBS foram adicionados a cada pogo. As
placas foram colocadas em um leitor de microplacas multimodo (Biotek, Synergy) com leituras

de fluorescéncia a 530/25 nm (excita¢do) e 590/35 nm (emissédo) com ganho de 100 (Adaptado
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de Silva et al., 2021). Os valores foram processados usando o software Origin 9.1, conforme

Fonte: Elaborado pela autora com ilustragdes disponiveis em: < https://www.biorender.com/>

figura 11.
Figura 11 — Processo de infeccdo com Leishmania spp. e tratamento frente células pertencentes a
linhagem monocitica humana — THP-1 em microplacas de 96 pogos
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A fluorescéncia obtida foi usada para o célculo da concentracdo da substancia que inibe

50% dos amastigotas intracelulares (ICso) e os resultados foram expressos seguindo a equagao

3, a sequir:

IC (%) = 100 — (Fluorescéncia teste — Fluorescéncia Branco X 100) /
(Fluorescéncia controle sem tratamento — Fluorescéncia do Branco)

Onde;:

IC (%) = Concetracao que inibi 50% das formas amastigotas.

Equacgdo 3

Em se tratando das microplacas de 24 pocos, apés o periodo de tratamento, as células

foram fixadas em laminas de vidro e coradas com corante panético (NewProv, Brasil),

conforme descrito por Silva (2021). O numero de amastigotas por macréfagos, o percentual de

macrofagos infectados e o indice fagocitico foram determinados pela contagem de um total de

100 células por Idminas em triplicatas para cada amostra, essas foram contadas por microscopia

Optica na objetiva de 100%, conforme ilustrado na figura 12 (Adaptado de GERALDO, et al.,

2016).

Figura 12— Processo de infeccdo com Leishmania spp. e tratamento frente células pertencentes a

linhagem monocitica humana — THP-1
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Para determinacdo do indice fagocitico (IF), foi considerada a porcentagem de
macrofagos infectados em 100 células totais visualizadas, multiplicando a média do nimero de
amastigotas por macréfagos (BARBIERI et al., 1993). Os valores de IF foram obtidos através

da equacéo 4, a sequir:

IF = percentual de macrdfagos infectados x nimero médio de

amastigotas por macréfago Equagdo 4

Onde:
IF = indice fagocitico.

3.6  Determinacdo do indice de seletividade
O indice de seletividade (IS) dos compostos testados foi obtido calculando-se a razao
entre o valor de CCsg e 0s valores de 1Cso. O valor resultante desse célculo reflete quantas vezes
a hexametoxilobelanina e a pelitorina sdo seletivas ao parasito em relacdo as células, sendo que
quanto maior o valor do IS menos téxico o composto € para a célula hospedeira (KATSUNO
etal., 2015).

Quando néo foi possivel calcular o valor de CCsp, 0 IS foi determinado como maior do
que a razdo entre a maior concentracao testada e os valores de ICso. O indice de seletividade foi

obtido com base na equacéo 5 a seguir:

IS =CCs0/IC50 Equagédo 5

Onde:
IS = indice de seletividade,
CCso = valor referente & concentragdo citotoxica para 50% das células;

ICso = inibicdo de crescimento de 50% das amastigotas.
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3.7 Avaliagdo in silico das propriedades fisico-quimicas das substéancias relacionadas

a permeacao cutanea

Utilizou-se o software SwissAdme para avaliacdo das seguintes propriedades fisico-
quimicas das substancias relacionadas a permeacdo cutanea: peso molecular; ponto de fusdo; o
logaritmo do coeficiente de parti¢do (log P o/w) e meia — vida de eliminacéo (t %2). Os padrbes
previstos no software sdo avaliados de acordo com o modelo descrito por Daina; Michielin e
Zoete (2017).

3.8  Quantificacdo das substancias hexametoxilobelanina (S4) e pelitorina

Inicialmente foi determinado o comprimento de onda (A) de maxima absor¢ao das
substancias S4 (306 nm) e pelitorina (340 nm), por meio de uma varredura em
espectrofotdmetro Bel, UV-M51, em um intervalo de leitura de 190 a 1100 nm, utilizando-se
uma solucdo hidroalcodlica (50% de etanol e 50% de H»>0) das substancias a 2 mg/mL. A

solucdo hidroalcodlica sem a presenca das substancias foi utilizada como branco de leitura.

3.9  Construcao da curva analitica para hexametoxilobelanina (S4) e pellitorina

As curvas analiticas (Absorbancia x Concentragdo) foram avaliadas por
espectrofotometria UV-Vis, utilizando o espectrofotobmetro UV-M51 (Bel). As curvas foram
obtidas a partir da triplicata de seis concentrac6es (0,0588; 0,147; 0,235; 0,294; 0,353; 0, 441
mg/mL) e (0,08; 0,2; 0,32; 0,4; 0,48; 0,6 mg/mL) para pelitorina e S4, respectivamente. Para
dilui¢des foi utilizada uma solucdo hidroalcodlica (Etanol/H-O 1:1 (v/v)), que também foi

empregada na leitura como branco, conforme figura 13.
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Figura 13 - Construcdo das curvas analiticas em espectrofotometria UV-Vis, utilizando o
espectrofotdmetro UV- M51 (Bel).
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Fonte: Elaborado pela autora com ilustragdes disponiveis em: <https://smart.servier.com/>.

Posteriormente, os dados de absorbancia foram tratados pelo software Microsoft Excel,
para construcdo da curva analitica. Com as absorbancias obtidas foi possivel determinar a
equacdo da reta e o coeficiente de correlacdo (r). A fim de avaliar a reprodutibilidade do
processo, a técnica foi realizada em duplicata (Adaptado de DUTRA; BIANCHETTI; STULP,
2013).

A equacdo da reta obtida de cada substancia foi utilizada para determinar suas
concentragdes desconhecidas nos ensaios de permeacdo e retencdo cutanea (NAYAK;
MOHANTY:; SEN, 2010; MASIIWA; GADAGA, 2018).

3.10 Producdo dos filmes poliméricos

O filme polimérico sintetizado no presente estudo compde o sistema de liberacdo
prolongada, caracterizado como adesivo trasdérmico matricial, que foi utilizado nos
experimentos in vivo. Um sistema de entrega transdérmica matricial é composto por uma
camada em matriz semissolida, contendo uma solucdo ou suspensdo da substancia ativa, e uma
camada adesiva que envolve a camada com a substancia, sobrepondo-a parcialmente (YADAV
2012; MALL, 2015).

A formulagéo do filme foi definida em colaboragdo com o Dr. Luiz Alberto Kanis, diretor
de Pesquisa e Desenvolvimento da Airela IndUstria Farmacéutica Ltda e foi produzido em parceria
com o Instituto Federal de Ronddnia- IFRO, campus Porto Velho - CALAMA.

Para formulacéo dos filmes foi utilizados o copolimero de etil acrilato, EUDRAGIT®
RS 100 e o plastificante propilenoglicol (PG) (Embacaps). Ambos diluidos em Acetona P.A.
(ROWE; SHESKEY; QUINN 2009).
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O copolimero de etil acrilato, Eudragit® RS 100 (granulo), representado na figura 14,
apresenta alta permeabilidade e sua insolubilidade ndo é pH dependente (SONJE; CHANDRA,

2013). Foi gentilmente cedido pela Evonik Industries (Essen, Alemanha).

Figura 14 — Estrutura quimica do eudragit RS100
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Fonte: DALCIN; OURIQUE; GOMES (2017).

O plastificante utilizado neste estudo foi o propilenoglicol (PG) (Embacaps), que € um
composto organico liquido, incolor, inodoro e miscivel em &gua, alcoois, ésteres e cetona, cuja
férmula estrutural é representada na figura 15, sendo descrito como um promotor de permeacao
de drogas sobre a pele (KULINSKI et al., 2006; TROMMER; NEUBERT, 2006).

Figura 15 — Estrutura quimica do Propilenoglicol
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Fonte: ALMEIDA (2014).

3.11 Processo para preparacao do filme polimérico

Inicialmente, os reagentes (eudragit RS 100 e propilenoglicol) foram pesados e
acondicionados em becker de poli (tetrafluoroetileno) (Teflon®), em seguida foram aquecidos
(40°C) sob constante agitacdo até que o copolimero estivesse completamente dissolvido. O
solvente utilizado foi a acetona (ROWE; SHESKEY; QUINN, 2009). Apés, adicionou-se a
substancia (S4 ou pelitorina), conforme tabela 1.

A solucdo foi mantida sob agitacdo por mais dois minutos visando garantir a

homogeneizacdo das substancias nos polimeros. A solugédo quente foi colocada em placas de
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Teflon® (63,585cm?), por ser inerte e apresentar baixa aderéncia aos filmes formados, o
solvente foi evaporado a temperatura ambiente em capela de exaustdo por 24h (Figura 16). As
matrizes foram retiradas e mantidas em estufa B.O.D a 24°C até sua utilizacdo (Adaptado de
KANIS, 2005).

Figura 16 — Processo para preparacdo do filme polimérico

Fonte: Elaborado pela autora com ilustracdes disponiveis em: < https://www.biorender.com/>

Posteriormente, o filme obtido foi cortado em tamanhos padronizados e adequados a

utilizacdo na area de permeacao.

Tabela 1 — Formulagdo utilizada na producéo do filme polimérico

Constituintes da formulagdo Quantidade
Polimero — Eudragit RS 100 60%
Plastificante — Propilenoglicol 40%
Solvente — Acetona 10 mL

Fonte: Elaborado pela autora.

3.12 Ensaios de permeacao e retencdo cutéanea

No presente estudo foi utilizada pele suina (Sus scrofa domesticus), oriunda de orelhas,
obtidas em local de comercializacdo de suinos para consumo domiciliar em Porto Velho — RO.
A pele da orelha suina é utilizada em estudos de permeacdo cutanea como substituto da pele
humana, sendo considerada promissora como ferramenta para avaliagdo e otimizagdo de
formulacdes topicas em estudos in vitro (HERKENNE et al., 2006; JACOBI et al., 2007).

Apols a obtencdo, as peles naturais foram lavadas com agua e secas com papel
absorvente e com auxilio de uma tesoura (esterilizada) os pelos foram cuidadosamente cortados

préximo & superficie epidérmica, seguindo-se da separacédo da pele a cartilagem (descartando)
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as areas onde forem observadas lesbes, manchas ou arranhdes) e remocdo da camada
subcutanea remanescente.

Para tanto, foi feita uma sec¢édo a cerca de 2 cm da borda da orelha, apds iniciou-se a
retirada pela parte mais pontiaguda. Cuidadosamente, passou-se 0 bisturi, entre a pele e a
cartilagem, observando para que ndo fossem retirados gorduras e cartilagens, até o final da
seccéo (Figura 17).

Fonte: Elaborado pela autora.

As amostras de pele foram cortadas em tamanhos padronizados e adequados a utilizacéo
na area de permeacdo. O material posteriormente foi acondicionado em filme plastico e papel
aluminio e mantido em congelador até 0 momento do uso (por no maximo 30 dias) (MEIRA,
2010).

3.12.1 Montagem das células de Franz

Os ensaios de permeacdo cutanea foram realizados utilizando o sistema células de
difusdo estaticas de Franz, com um compartimento receptor de 13 mL e uma area de difusdo
disponivel de 1.77 cm?2 (compartimento doador), conforme figura 18.

A pele foi disposta na célula de modo que ficasse em contato com a solucéo receptora
(Etanol/H20 — 1:1 v/v) sem formacdo de bolhas. O filme foi colocado no compartimento

doador, com a parte externa — estrato corneo — voltada para o compartimento doador (em
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contato com o filme), e consequentemente, a parte interna da derme em contato direto com a
solugéo receptora, sem formacéo de bolhas (MEIRA, 2010).
Uma barra de agitacdo magnética revestida de Teflon foi colocada no interior das células

e a velocidade de 400 rpm, permitiu que o fluido receptor fosse continuamente misturado.

Figura 18 — Representacdo ilustrativa da célula de difusdo de Franz.
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Fonte: Adaptado pela autora. Disponivel em <https://permegear.com/franz-cells/>, acesso em
09/07/2022.

Um sistema composto pelas células de Franz e um banho — maria foi adaptado pela
nossa equipe, visando o desenvolvimento dos estudos de permeacdo e retencdo cutanea. O
sistema foi mantido sob agitacdo constante (300 rpm). Durante o experimento, a temperatura
do compartimento do receptor foi mantida constante a 35°C por uma camisa d'agua (Figura
19).

Figura 19 — Representacdo ilustrativa do sistema de permeacéo cutanea, adaptado, com célula de
difusdo vertical de Franz
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Fonte: Elaborado pela autora.

3.12.2 Coleta e quantificacdo das amostras

Amostras de 2 mL de fluido receptor foram coletadas, a cada uma hora por um periodo
total de 12 horas. A amostra era imediatamente devolvida ao compartimento receptor apds a

leitura no espectrofotémetro (Figura 20). As andlises foram realizadas em triplicatas.

Figura 20 — Representagdo ilustrativa da coleta e quantificacdo das amostras

)

Fonte: Elaborado pela autora com ilustragdes disponiveis em: < https://www.biorender.com/>

A concentracdo permeada por centimetro quadrado da substancia avaliada foi plotada
em funcdo do tempo utilizando a equagdo de uma linha reta obtida através da curva de
calibracdo (item 3.9) (CUNHA et al., 2016). Foram realizados dois experimentos em dias
alternados e em triplicata.

Os dados oriundos da permeacdo cutanea foram utilizados para calcular os seguintes
parametros de permeacdo: a quantidade permeada das substancias em funcéo do tempo (fluxo
(J) de permeacdo cuténea, o coeficiente de permeabilidade aparente e o tempo de laténcia (lag
time).

O fluxo J (mg/cm?/horas) foi obtido a partir do coeficiente angular (inclinagdo da curva)
da equacio da reta do grafico referente a quantidade total permeada (mg/cm?) em funcdo do
tempo dividida por 1,77 para corrigir a area de pele exposta (cm?). O coeficiente de
permeabilidade aparente foi calculado pelo valor do fluxo J dividido pela concentracao de cada
substancia presente no compartimento doador da célula de Franz. O tempo de laténcia foi obtido
através da divisdo do coeficiente linear pelo coeficiente angular da equacéo da reta do grafico
referente a quantidade total permeada (mg/cm?) (GUIMARAES 2001; VERYSER et al. 2014;
SILVA, 2016).

3.12.3 Retengdo cuténea
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Finalizado o experimento de permeagdo, o excesso de filme foi removido da pele com
agua destilada e secadas com papel absorvente. A area da pele exposta a permeacdo foi
delimitada, cortada e picada com bisturi e tesoura. Os fragmentos foram recolhidos em tubos
tipo Falcon contendo 10mL de alcool metilico (metanol) e, entdo, agitados com auxilio do
vOrtex por 2 minutos e depois submetidos a sonica¢do em banho ultrassom por mais 30 minutos
para rompimento das células. Aliquotas dos sobrenadantes foram filtradas e submetidas a
espectrofotometria UV-vis para determinar a quantidade da substancia retida na pele (Figura
21) (adaptado de Meira 2010). Esse mesmo procedimento foi realizado com peles lesionadas

oriundas dos ensaios in vivo, descrito a seguir.

Figura 21 — Ensaio de retengdo cutanea
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Fonte: Elaborado pela autora com ilustracdes disponiveis em: < https://www.biorender.com/>

O mesmo procedimento foi efetuado com a pele exposta ao adesivo controle (matriz
filme sem as substancias — branco) (Adaptado de SATO et al., 2007).

3.13 Ensaios in vivo

O estudo foi aprovado pela Comisséo de Etica no uso de Animais (CEUA) da FIOCRUZ
RONDONIA, em 26.05.2022 — Protocolo 2022/01. Foram utilizados camundongos BALB/c
fémeas com 6-8 semanas e peso entre 18 e 20 g. Esses animais foram obtidos no Instituto de

Ciéncia e Tecnologia em Biomodelos (ICTB/Fiocruz).

3.13.1 Infecgédo dos camundongos Balb/c e acompanhamento da espessura da leséo
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Os animais foram tricomitomizados no dorso com um barbeador elétrico. Apds a
tricotomia foi realizada a infeccdo por via subcutanea a 3 cm da base da cauda com
promastigotas de L. (L.) amazonensis (cepa IFLA/BR/1967/PH8) em fase estacionaria de
cultivo in vitro na proporcao de 1x107/mL, como veiculo de inoculagio foi utilizado PBS 1x no
volume final de 150 pL. Os animais foram entdo monitorados trés vezes por semana para a
visualizagdo do surgimento das lesdes. Para tal utilizou-se o aparelho paquimetro e a balanca
digital onde foi delineada a largura e o comprimento da leséo além do peso dos animais (Figura
22).

Figura 22 — Processo de infeccdo e avaliacdo da lesdo em Balb/c com L. (L.) amazonensis

i Inoculation of 1x10° Weighing of animals
Hygienization Trichotomy Leishmania (L.) . asisisR Measurement of
amazonensis Leishmaniasis lesion lesions
7, 2
7, (
Q 7/ g . o = 3
. C < N [ :
/ <
0 Qf/‘
N

Fonte: Elaborado pela autora com ilustragdes disponiveis em: < https://www.biorender.com/>

3.13.2 Tratamento transdérmico

Apo6s a lesdo atingir o minimo de 0,3 cm? em 100% dos animais, foi dado inicio ao

tratamento, conforme ilustrado na figura 23.

Figura 23 — Fluxograma dos dias de tratamento com adesivos dérmicos, tipo filme, incorporados com
Pellitorine, em Balb/c infectados com L. (L.) amazonensis.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Para tanto, os animais foram alocados aleatoriamente em quatro grupos de tratamento,
cada grupo foi composto por 4 ou 6 animais, 0s quais foram mantidos em caixas individuais,

conforme ilustrado na figura 24.


https://www.biorender.com/

55

Figura 24 — Grupos de tratamento
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Fonte: Elaborado pela autora com ilustragfes disponiveis em: < https://www.biorender.com/>

Os adesivos contendo a substancia a ser testada, S4 ou pelitorina, foram colocados sobre
a lesdo uma vez por dia, sempre pela manha, e retirados apds 12 horas, durante o periodo
noturno, no qual os animais ficam mais ativos e podiam acabar causando escoriagdes na
tentativa de retirada dos adesivos.

Cada adesivo possuia a medida de 1x1 cm?, contendo 0,294 mg/cm? ou 0,4 mg/ cm?2 da
substancia pelitorina e S4 respectivamente, tais, doses empregadas nos adesivos foram
fundamentadas em ensaios in vitro conduzidos utilizando a forma amastigota de L. (L.)
amazonensis. Isso € aplicavel tanto para o presente estudo, no contexto da substancia pelitorina,
guanto em relacdo ao estudo conduzido por Santos em 2018, no que diz respeito a S4.

Durante o tratamento, os animais ficaram isolados um em cada caixa, todos foram
monitorados diariamente a cada 3 horas (substituindo os adesivos quando necessario).

O farmaco anfotericina B foi adotado como controle positivo, sendo administrado por
via intraperitoneal a concentracdo de 0,63 mg/Kg (DEso), com base em uma abordagem
desenvolvida por nossa equipe, a qual encontra-se em curso e ainda ndo foi objeto de
publicacdo. O farmaco foi administrado em um volume de 200 pL, consistindo em 11 doses
fixas em dias alternados. Animais infectados e sem tratamento, compuseram o controle
negativo. O tratamento perdurou por um periodo de 20 dias. Visando evitar infeccdes
secundérias durante a troca dos adesivos, as lesdes foram higienizadas com solucéo salina a

cada troca, esse procedimento de higienizacdo foi feito em todos 0s grupos do experimento.

3.13.3 Quantificacdo da carga parasitaria e avaliacdo dos fatores bioquimicos

Apbs 24 horas da ultima troca dos adesivos, os camundongos foram anestesiados via
intraperitoneal (quetamina/xilazina/morfina nas doses de 50/10/2mg/kg, respectivamente) e
retirado aproximadamente 1 mL do sangue da veia cava que foi utilizado para a avaliacdo dos
fatores bioquimicos. Posteriormente, realizou-se a retirada da lesdo do dorso e pesado na

balanca analitica. Uma parte da lesdo foi direcionada para realizacdo do teste de retencdo
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cuténea. Outras partes dos tecidos do dorso e linfonodos foram macerados separadamente em
meio RPMI suplementado com SFBi 10% e ao término da macerag&o, o conteudo resultante foi
diluido 100x em meio RPMI completo e plagueado em placa de 96 po¢os com um volume final
de 200pL.

Ap0s sete dias de incubacdo em estufa B.O.D a 24°C, foi realizada a quantificacdo da
carga parasitaria pelo método do AlamarBlue. Uma aliquota de 20puL (2mM) foi adicionada a
cada poco e, em seguida, as placas foram novamente incubadas em estufa B.O.D a 24 °C por 5
horas. A fluorescéncia foi determinada no espectrofotdmetro (Biotek, Synergy) sob os
parametros 530/25 excitacdo e 590/35 emissdo (adaptado de MASIC, 2015; MACEDO, 2015).
A pele macerada de animais saudaveis foi utilizada como controle e a leitura foi desconsiderada
para todas as amostras obtidas dos demais grupos.

O sangue coletado foi centrifugado a 1.500 rpm por 15 minutos e o soro obtido foi
utilizado para as dosagens de transaminase glutdmica piravica (TGP) ou alanina
aminotransferase  (ALT), de transaminase glutdmica oxaloacética (TGO) ou
aspartatoaminotransferase (AST), ureia e creatinina. Foram realizados 0s ensaios
colorimétricos utilizando kits comerciais conforme as normas do fabricante (Labtest

Diagnostica, Lagoa Santa, Brasil) para realizar esta analise.

3.14 Analise estatistica dos dados

As analises estatisticas, foram realizadas utilizando os programas GraphPad Prism
versdo 8.0 e Origin versao 9.1.

Para os célculos de CCso (concentragdo citotoxica para 50% das células) e ICso
(Concentracdo da substancia que inibe 50% das amastigotas intracelurares) foram feitas
regressdes ndo lineares das médias e dos valores referentes a cada concentracdo, esses valores
foram observados com base de no minimo trés experimentos independentes.

Para a andlise da evolucao do inchago das lesdes dos camundongos, foi utilizado o Teste
Two-way repeated measure ANOVA, seguido pelo teste de multiplas comparacdes de Tukey.

Em todos os métodos utilizados, as diferencas foram consideradas estatisticamente

significativas quando o valor de p obtido apresentou resultado menor que 0,05 (p < 0,05).
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4 RESULTADOS
4.1 Atividade citotdxica das substancias

A investigagdo da atividade citotoxica das substancias S4 e pelitorina foi realizada com
as linhagens celulares monocitica humana - THP-1 e fibroblastica murina - L929, utilizando
concentracdes que variaram de 500 uM a 7,81 pM, tendo sido submetidas a uma diluicdo de
1/2.

Apos andlises dos dados, os resultados indicaram que a concentragdo citotoxica da
pelitorina para 50% da populagéo celular (CCsp) foi de 476,8 + 7,28 UM para THP-1 e 363,7 =
6,36 UM para L929, como ilustrado na figura 25A.

Os dados para a substancia S4 indicaram que o valor de CCso foi maior do que 500uM

para as duas linhagens celulares (Figura 25B)

Figura 25 — Determinacdo do efeito citotdxico da pellitorina (A) e S4 (B), frente a linhagem monocitica humana
THP-1 e a de fibroblastos murina L929, apds 77 horas de incubacdo através do ensaio de resazurina
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Nota: A — Efeito citotoxico da pellitorina em células THP-1 e L929. B— Efeito citotdxico da S4 em células THP-
1 e L929. Controle de positivo = Células ndo tratadas; Controle negativo = Células tratadas com tampao de lise.
Os resultados referem-se & média e desvio padrdo (+) de triplicatas de trés experimentos independentes. Foi
realizada analise estatistica, ANOVA One-Way, com determinag&o do nivel de significancia para p<0,05. Colunas
marcadas com (*) diferem estatisticamente quando comparado com o controle ndo tratado. Para as analises de
multiplas comparac6es foi utilizado Pos-teste de Tukey.

4.2  Curva de crescimento das cepas de Leishmania spp.

As curvas de crescimento de todas as espécies utilizadas no presente estudo estdo
apresentadas na figura 26. Atraves da curva de crescimento foi possivel determinar as fases de
desenvolvimento dos parasitos cultivados in vitro.

A fase log foi atingida entre o 1 e 3° dia para todas as espécies, sendo que paraaL. (V.)
braziliensis essa fase se mostrou mais lenta e se estendeu até o 7° dia.

A fase estacionaria da L. (L.) amazonensis foi observada entre os dias 5 e 7, enquanto
para L. (V.) braziliensis essa fase ocorreu entre o 7° e 9° dia e para L. (L.) infantum/chagasi
ocorreu entre 4° e 9° dia de cultivo. Nessa fase foram retiradas aliquotas para realizacdo dos
experimentos com todas as espécies citadas. Por fim, a fase de declinio ocorreu ap6s 8° dia de
cultivo da L. (L.) amazonensis e ap6s 0 9° das espécies L. (V.) braziliensis e L. (L.)
infantum/chagasi.
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Figura 26— Curva de crescimento das cepas L. (L.) amazonensis (IFLA/BR/67PH8), Leishmania (V.)
braziliensis MHOM/BR/2014/310 (RO-310), e L. (L.) infantum (MHOM/BR/1972/LD), para avaliagdo e
determinacdo da fase estacionaria
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Nota: A - Curva de crescimento da cepa L. (L.) amazonensis (IFLA/BR/67PH8); B - Curva de crescimento da
cepa Leishmania (V.) braziliensis MHOM/BR/2014/310; C - Curva de crescimento da cepa L. (L.)
infantum/chagasi (MHOM/BR/1972/LD). Contagem realizada através da cAmara hemocitométrica de Neubauer
em microscopio Optico em aumento de 400x utilizando o corante Eritrosina B a 0,04% (p/v). Os resultados
referem-se & media e desvio padréo (x) de triplicatas de trés experimentos independentes.

4.3  Atividade leishmanicida da S4 contra formas amastigotas de Leishmania spp.

A atividade da substancia S4 contra a forma amastigota de L. (L.) amazonensis foi
previamente evidenciada em estudo conduzido por nosso grupo de pesquisa e registrado em um
pedido de patente (CALDERON et al., 2021). Nesse contexto, a concentracdo que demonstrou
capacidade de inibir 50% dos parasitos in vitro foi de 10 uM. Portanto, tal ensaio nao foi
repetido no ambito do presente estudo para essa espécie especifica. O valor de ICs estabelecido
pela pesquisa de Calderon et al. (2021) foi empregado neste estudo atual para direcionar
investigacBes subsequentes, como a analise de permeacgdo cutanea da substancia e avaliacdo
topica in vivo em um modelo murino.

Ao avaliar os dados dos macrofagos infectados e tratados com a substancia S4 néo foi
observada qualquer inibi¢do no crescimento em relagdo a L. (V.) braziliensis.

Em relagdo aos dados referentes a atividade leishmanicida da S4 frente L. (L.)
infantum/chagasi a concentracao inibitoria para 50% dos parasitos foi estimada em de 145,7 +
2,8 UM, conforme figura 27.
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Figura 27 — Avaliacdo leishmanicida da substancia hexametoxilobelanina, frente
amastigotas de L. (L.) infantum/chagasi, tratadas por 72 horas.
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Nota: Os resultados referem-se a média e desvio padrdo (£) de triplicatas de trés experimentos independentes.

O indice de seletividade (IS) foi calculado com base no valor de ICso fornecido por
Calderon et al. (2021), evidenciando que a S4 apresenta uma seletividade 50 vezes maior para
L. (L.) amazonensis em relacdo as duas linhagens celulares avaliadas no presente estudo. A
analise dos dados relativos aos macrofagos infectados e tratados com a substancia S4 nédo
revelou inibicdo de crescimento de L. (V.) braziliensis, impossibilitando assim o célculo do
indice de seletividade para essa espécie. Em contrapartida, o indice de seletividade (IS) da S4

referente a L. (L.) infantum/chagasi foi calculado em 3,43, conforme tabela 2.

Tabela 2 — indice de seletividade da S4 para Leishmania spp. em relagio ao macrdfago de linhagem monocitica
humana- THP-1 e as células fibroblasticas de linhagem L929.

Espécie ICso (M) IS
THP-1 L929
L. (L.) amazonensis 10 50 50
L. (V.) braziliensis >200 - -
L. (L.) infantum/chagasi 145,7 3,43 343

Nota: O indice de seletividade foi calculado pela razdo do CCsy (concentragdo citotoxica) em fungdo do ICsg
(inibicdo de crescimento de amastigotas).
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44  Atividade leishmanicidada  pelitorina  contraformas amastigotas
de Leishmania spp.

Os resultados relativos a atividade leishmanicida revelaram que as concentracfes
inibitorias para 50% das amastigotas de L. (L.) amazonensis, L. (L.) infantum e L. (V.)
braziliensis em resposta & substancia pelitorina foram estimadas em 27,31 * 3,68, 55,12 + 3,97

e 128 + 8,48 uM, respectivamente, conforme demonstrado na figura 28.

Figura 28 — Avaliacéo leishmanicida da substancia pelitorina, frente amastigotas de L. (L.)
amazonensis, L. (V.) braziliensis e L. (L.) infantum/chagasi, tratadas por 72 horas.
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Nota: Os resultados referem-se a média e desvio padrdo (£) de triplicatas de trés experimentos independentes.

O indice de seletividade (IS) € um importante indicador da eficacia de uma substancia
em inibir o crescimento de parasitas em comparagdo com células hospedeiras. Quanto maior 0
IS, mais seletiva € a substancia para as amastigotas de Leishmania em compara¢do com as
células hospedeiras. Na tabela 3, os IS para cada espécie de Leishmania séo apresentados em
relacdo as células THP-1 (macrofagos) e células fibroblasticas L929.

Para L. (L.) amazonensis, a pelitorina apresenta um IS de aproximadamente 17,45 em
relagdo as células THP-1 e 13,29 em relacdo as células L929. Isso indica uma seletividade
significativamente maior da pelitorina para as amastigotas da L. (L.) amazonensis em

comparagao com as células hospedeiras.
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Para L. (V.) braziliensis, a pelitorina demonstra um IS de aproximadamente 3,72 em
relacdo as células THP-1 e 2,83 em relagdo as células L929. Embora menor do que para L. (L.)
amazonensis, ainda indica uma seletividade moderada da pelitorina para as amastigotas de L.
(V.) braziliensis.

Para L. (L.) infantum/chagasi, a pelitorina exibe um IS de aproximadamente 8,65 em
relacdo as células THP-1 e 6,5 em relagdo as células L929. Isso sugere uma seletividade

moderada a alta da pelitorina para as amastigotas de L. (L.) infantum/chagasi.

Tabela 3 - indice de seletividade obtido através da razio do CCs da pelitorina para macréfago de
linhagem monocitica humana- THP-1 e células fibroblasticas de linhagem L929, e 1Cs, frente Leishmania spp.

Espécie ICso (M) IS
THP-1 L929
L. (L.) amazonensis 27,31 17,45 13,29
L. (V.) braziliensis 128 3,72 2,83
L. (L.) infantum/chagasi 55,12 8,65 6,5

Nota: O indice de seletividade foi calculado pela razdo do CCsy (concentracdo citotdxica) em fungéo do 1Csp
(inibigdo de crescimento de amastigotas).

45  Avaliacdo da permeacdo e retencdo cutanea in vitro das substancias

45.1 Analise da curva analitica das substancias

Os resultados obtidos na curva analitica demonstraram que houve um aumento
proporcional na absorbancia das amostras em relacdo ao aumento das concentragdes, ou seja,
atingiu-se uma linearidade, sendo o coeficiente de correlacdo obtido igual a 0,995 (equacgéo da
reta: y = 0,9122x - 0,02856) para S4 e 0, 999 para pelitorina (equacdo da reta: y = 1,8451x -
0,0011), estando em consonancia com os parametros exigidos pela ANVISA, conforme
ilustrado na figura 29 (BRASIL, 2017).
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Figura 29 — Curvas de calibragéo das substancias S4 e pelitorina, obtidas pelo método
espectrofotométrico direto no ultravioleta.

r 1,0 deinnizcd 1
00588 0147 0238 024 0383 0441 coppmining 16%

W‘M"L myml m: ml. mgmL  mg/ml. ml yectone (white)

Absorbancia (L)

\_ L U '\_“ ' i '
0.6+ A 1.0 B
/ _ 0.8+
0.4 <
5 0.6
y 3
=]
5 0.4
0.2 2
=
0.2
0.0 T T T 1 0.0 T T T T 1
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5
Hexametoxilobelanina - S4 (mg/mL) Pelitorina (mg/mL)

Nota: A = Curva de calibracdo da substancia hexametoxilobelanina — S4 obtida pelo método espectrofotométrico
direto no ultravioleta. Concentracdo das solucdes de 0,08 a 0,6 mg/mL. Leituras efetuadas a 306,0 nm. B = Curva
de calibragdo da substancia pelitorina obtida pelo método espectrofotométrico direto no ultravioleta. Concentragdo
das solucdes de 0,0588 a 0,441 mg/mL. Leituras efetuadas a 340,0 nm. Os resultados referem-se & média e desvio
padréo (+) de triplicatas de dois experimentos independentes.

4.5.2 Analise da permeacéo e retencdo das substancias

Com o proposito de investigar a habilidade do filme polimérico eudragit/PG em liberar

as substancias S4 e pelitorina na pele, procedeu-se a realizacao de estudos de permeacdo in vitro

empregando células de difuséo do tipo Franz (Figura 30).

Figura 30 — Filme polimérico produzido e sistema de permeagdo cutanea, adaptado, com célula de

difusdo vertical de Franz

Fonte: Elaborado pela autora
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O filme colocadossobre a pele suina no compartimento doador (1,77 cm?) continham

uma quantidade total estimada de 0,111 mg de S4 ou pelitorina. Ao final das 12 horas de

experimentacdo a média de concentracdo da substancia S4 permeada através da pele foi de
0,0958 + 0,0129 mg (0,072344 mg/cm?), totalizando 76,6 = 11,69%, e da substancia pelitorina

foi de 0,0695 + 0,018 mg (0,039 * 10,22 mg/cm?), totalizando 62,56 + 1,24%, conforme figura

31.

Figura 31— Perfil de permeacdo in vitro das substancias S4 e pelitorina, incorporadas na formulagdo
matricial em filme, utilizando pele de Sus scrofa domesticus (porco).
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Nota: A = Quantidade cumulativa permeada (mg) de S4 em relagdo ao tempo (horas); B = Quantidade cumulativa
permeado (mg) de pelitorina em relacdo ao tempo (horas). Os gréficos referem-se a média e desvio padrdo (+) de
triplicatas de um experimento.

A avaliacdo da quantidade de cada substancia retida na pele foi realizada conforme

descrito no item 3.12.3. Os resultados apresentados na figura 32 revelam que a quantidade de
S4 e pelitorina retidas na pele apds 12 horas foram de 0,01757 mg (+ 0,00232) e 0,026 + 0,023

mg, respectivamente.
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Figura 32 — Quantidade das substancias hexametoxilobelanina — S4 e pelitorina, retidas ap6s 12 horas
em contato com a pele de Sus scrofa domesticus (porco).
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Nota: A: Quantidade retida da substancia S4; B: Quantidade retida da substancia pelitorina. Os resultados referem-
se a média e desvio padréo (z) de triplicatas de dois experimentos independentes. Foi realizada analise estatistica,
ANOVA One-Way, com determinacéo do nivel de significAncia para p<0,05. Colunas marcadas com (*) diferem
estatisticamente quando comparado com o controle (Branco — somente a matriz do filme sem a substancia
incorporada). Para as analises de maltiplas comparagdes foi utilizado o Pds-teste de Tukey.

4.5.3 Determinacéo dos parametros de permeacdo das substancias

A tabela 4 apresenta os parametros de permeabilidade derivados dos resultados obtidos
no teste de permeacdo cutanea. O fluxo constante (J) da substéancia S4 foi calculado como 2,69
pg/cmz2 x h, valor que se assemelha ao fluxo da pelitorina, que foi de 2,43 pg/cm? x h. O periodo
necessario para que a passagem das substancias pela pele alcangasse o estado de equilibrio foi
de 0,95 horas para a S4 e 1,1 horas para a pelitorina. O coeficiente de permeabilidade da

hexametoxilobelanina foi 0,8 vezes maior em comparacgédo ao da pelitorina.

Tabela 4 — Resultados obtidos, durante a avaliacdo da permeabilidade das substancias hexametoxilobelanina —
S4 e pelitoring, através da pele de orelha suina, apds quantificacdo em espectrofotdmetro direto no ultravioleta.

Parametros avaliados Hexametoxilobelanina Pelitorina
Fluxo J (ug/cm2 x h) 2,69 (£=0,8) 2,433 (x =0,04)
Coeficiente g:eineﬁ;meabllldade 255 x 102(x = 1,181) 1,75 x 10 (% = 0,00029)
Tempo de laténcia (h) 0,95079 (£ =1,181) 1,101912 (£ =0,7319)

Nota: Os resultados referem-se & média e desvio padrédo (z) de triplicatas de dois experimentos independentes.
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4.6 Atividade leishmanicida in vivo

Quanto ao tamanho da lesdo e peso dos animais durante o tratamento in vivo, ndo foi
identificada diferenca significativa entre os grupos avaliados, conforme demonstrado na figura
33 (AeB).

Figura 33 — Peso dos animais e tamanho médio das leses do dorso dos camundongos Balb/c apds
inoculacdo de L. (L.) amazonensis tratados ou ndo com pellitorina ou S4 em formulacdo matricial tipo filme via
transdérmica e da anfotericina B (via intraperitoneal).
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Nota: A = Peso dos animais; B = Tamanho médio das lesGes do dorso dos camundongos Balb/c apés inoculagdo
de Leishmania (L.) amazonensis tratados ou ndo. Controle = Grupo ndo infectado e sem tratamento, Formulacéo
= Grupo infectado e tratado com somente com a formulagdo matricial (via transdérmica), Anfotericina B = Grupo
infectado e tratado com Anfotericina B na concentracdo de 0,63 mg/kg (via intraperitoneal), Pellitorine = Grupo
infectado e tratado com a pellitorine formulada em filme matricial (via transdérmica).

Pela quantificagéo da carga parasitaria, verificou-se uma diminuic¢do da parasitemia dos

camundongos estudados quando tratados com a formulagéo do filme contendo pellitorina, com
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inibicdo da parasitemia de 60,71 + 22.68%. Perfil semelhante foi observado para a formulagédo
filme contendo S4 que inibiu 59,52 + 31,51% da parasitemia. Os animais tratados somente com
a formulacédo do filme sem a adicdo de substancia também apresentaram diminuicdo na carga
parasitaria, com inibicdo de 71,54 + 22.53%. Diante desses dados, ndo houve estatistica entre
0s grupos tratados com as formulagdes do filme contendo ou ndo pellitorina, conforme

demonstrado na figura 34.

Figura 34 — Avaliacdo indireta da carga parasitaria através da URF (Unidade Relativa de
Fluorescéncia) em lesdes do dorso de camundongos fémeas BALB/c infectadas com L. (L) amazonensis e
tratadas com pellitorine formulagfo matricial tipo filme (via transdérmica) e da anfotericina B (via
intraperitoneal).
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Nota: Controle = Grupo ndo infectado e sem tratamento, Formulagdo = Grupo infectado e tratado com somente
com a formulagdo matricial (via transdérmica), Anfotericina B = Grupo infectado e tratado com Anfotericina B na
concentragdo de 0,63 mg/kg (via intraperitoneal), Pellitorine = Grupo infectado e tratado com a pellitorine
formulada em filme matricial (via transdérmica). Os dados foram expressos como leitura da unidade relativa de
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fluorescéncia de parasitos vivos. Grupos marcados com asterisco (*) apresentam significancia estatistica quando
comparados com grupo controle (Grupo infectado sem tratamento) pelo teste ANOVA (p<0,0001), seguido por
pos-teste de Tukey. Médias e os desvios padrao foram analisados entre os nimeros de animais em cada grupo. Os
grupos tinham ndmero amostral de 4 a 6 animais.

N&o foram identificadas diferencas nos grupos tratados com filme (formulacéo,
pelitorina ou S4) em relagéo ao grupo tratado com o farmaco de referéncia anfotericina B, que
inibiu cerca de 61,20 + 23,87 da parasitemia. Todos os grupos tratados foram estatisticamente
eficazes quando comparado ao grupo controle (animais infectados e sem tratamento), conforme
demonstrado na figura 34.

Os resultados dos ensaios bioquimicos soroldgicos de ureia, creatinina, TGO
(transaminase glutdmico-oxalacética) e TGP (transaminase glutdmico-pirdvica) ndo mostraram
diferencas significativas em relacdo ao controle ndo tratado, isso pode indicar que os parametros

analisados estdo dentro dos limites normais, conforme demonstrado na figura 35.

Figura 35 — ConcentracOes séricas da ureia, creatinina, aspartato aminotransferase (TGO), alanina
aminotransferase (TGP) de animais Balb/c infectados com L. (L.) amazonensis tratados e nédo tratados com
Pellitorine em formulacdo matricial do tipo filme (via transdérmica) e anfotericina B (via intraperitoneal).

Ureia Creatinina

100 = 1.0=

mg/dL
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Nota: Os resultados mostrados representam a média + desvio padrdo das dosagens enzimaticas dos animais em
seus referidos grupos. Grupos marcados com asterisco (*) apresentam significancia estatistica quando comparado
com grupo controle (Grupo sem tratamento) pelo teste ANOVA (p<0,001), seguido por Teste de Tukey. Médias e
os desvios padrdes foram analisados entre os nimeros de animais em cada grupo. Os grupos tinham ndmero
amostral de 4 a 6 animais.
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5 DISCUSSAO

Apesar da alta prevaléncia dos casos de leishmaniose, poucos sdo 0s avangos para o
tratamento dessa doenca. Sendo a introducdo da miltefosina, com administracdo por via oral,
no arsenal terapéutico o progresso mais recente.

As opgdes de medicamentos disponiveis atualmente estdo associadas a efeitos
colaterais, tais como, cardiotoxicidade, mialgia, pancreatite, hepatotoxicidade, dor abdominal.
Além disso, apresentam custo elevado, exigem uma administracdo a longo prazo, o que
complica a conclusdo do tratamento, e ainda podem levar ao desenvolvimento de possivel
resisténcia (MENEZES et al., 2015; BRASIL, 2017; BRASIL, 2020a; 2020b; SILVA, 2021).
Diante disso, € evidente a necessidade de novas 63 alternativas terapéuticas para o tratamento
da leishmaniose (ULIANA; TRINCONI; COELHO et al., 2017). Portanto, se faz necessario o
desenvolvimento de novos ensaios para a triagem de compostos antileishmania (ZULFIQAR,;
SHELPER; AVERY, 2017).

Nessa perspectiva, 0 presente estudo avaliou a atividade leishmanicida de duas
substancias, a S4 e a pelitorina. No qual, inicialmente foram realizados os ensaios de
citotoxicidade para avaliar a aplicabilidade geral das substancias avaliadas. Considerando o
desenho experimental, as duas linhagens L929 (fibroblastos de camundongos) e THP-1
(mondcito humano) foram selecionadas, os resultados dos ensaios foram obtidos 77 horas ap6s
0s tratamentos com as substancias. A norma ISO 10993-5:2009 padroniza os testes de
citotoxicidade in vitro e, dentre as varias células recomendadas para a esse fim, essas linhagens
celulares humana e murina s&o bem conhecidas e empregadas (ISO - ORGANIZACAO
INTERNACIONAL PARA PADRONIZACAO, 2009). Quando o potencial citotoxico da S4
foi avaliado contra essas células, observou-se que valores de CCso foram acima de 500 uM néo
se mostrando toxica para as linhagens THP1 e L929.

Os resultados estdo convergentes com aqueles apresentados no pedido de patente dessa
substancia (CALDERON et al., 2021) e sdo complementares, uma vez que os resultados sobre
viabilidade celular com fibroblastos sdo inéditos. No ensaio realizado por Calderon et al.
(2021), a substéncia S4 apresentou menor citotoxicidade (CCso = 302,55) em relacdo aos
farmacos de referéncia pentamidina (CCso = 30,16) e anfotericina B (CCso = 8,26).

Quando analisado o perfil de citotoxicidade da pelitorina, ela apresentou um valor de
CC50de 476, 8 uM para THP-1 e 363,7 uM para células L929. Estes resultados sdo consistentes
com os dados da literatura disponivel, onde a substancia nao afetou a viabilidade celular quando

testada em células endoteliais priméarias da veia umbilical humana (HUVEC), células
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mononucleares do sangue periférico humano (PBMCs) e linha celular humana monocitica U-
937 diferenciada em macréfagos, em concentragdes mais baixas do que as utilizadas neste
estudo (30 uM e 50 uM) (KU ET AL., 2013; LEE ET AL., 2014; WALKER ET AL., 2016; NGO
etal., 2017).

O estudo de Ee et al., (2010) classificam a amida como uma substancia com potencial
atividade anticancerigena, considerando que o pelitorina, isolada de Piper nigrum, foi citotoxico
para a linhagem celular HL60 (células de leucemia promielocitica humana) com valor de CC50
de 58,2 UM, e toxico para MCF-7 (linhagem celular de cancer de mama) com CCsp de 8,06 uM.
Portanto, os estudos identificados para nossa analise indicam que o potencial citotoxico do
pelitorine pode variar dependendo da linhagem celular utilizada.

Conhecendo as concentragdes citotdxicas das substancias, o proximo passo foi a
avaliacdo leishmanicida, destas, contra as formas amastigotas das espécies L. (L.) amazonensis,
L. (V.) braziliensis e L. (L.) infantum. Considerando que as culturas de amastigotas
intracelulares em células imortalizadas sdo reconhecidas como modelo bioldgico in vitro com
maior semelhanca as condicdes reais de infeccdo por Leishmania spp., optou-se pela utilizacdo
de macrofagos derivados da linhagem THP-1, aceita como modelo experimental para infeccdo
de varias espécies de promastigotas de Leishmania, devido a sua similaridade e rendimento,
fornecendo resultados que sdo reprodutiveis (AUWERX, 1991; ASHUTOSH GUPTA et al.,
2005; BOLHASSANI et al., 2011).

No estudo de Calderon et al. (2021), foi verificado que a substancia S4 inibiu 50% dos
parasitos in vitro (amastigota de L.(L). amazonensis) a 10 uM. Tendo em vista que este ensaio
foi conduzido por nosso grupo, ndo houve a necessidade de repeticdo do mesmo para este
estudo. No presente estudo a S4 ndo demonstrou atividade frente amastigotas de L. (V.)
braziliensis nas concentracdes testadas. No entanto, demonstrou atividade frente amastigotas
da espécie L. (L.) infantum com a concentracdo inibitoria para 50 % dos parasitos estimada em
145,7 + 2,8 uM. A caracterizacdo inédita do espectro da S4 ampliado a outras espécies de
Leishmania trouxe dados comparativos relevantes, mostrando a maior susceptibilidade das
amastigotas de L. (L). amazonensis a essa substancia. Essa observacdo ficou evidente ao
comparar os valores de indice de seletividade da S4 que foi de 50 e 3,43 vezes mais tdxica para
L. (L.) amazonensis e L. (L.) infantum, respectivamente, em relacdo a macrdfagos de linhagem
monocitica humana (THP-1) e para celulas fibroblasticas de linhagem L929.

A amida pelitorina também demonstrou inibicdo de crescimento contra formas
amastigotas e apresentou um valor de 1Cso 128 UM para a espécie L. (V.) braziliensis, 1Cso de

55,12 uM para a espécie L. (L.) infantum e ICso de 27,31 UM para a especie L. (L.) amazonensis.
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No estudo de Althaus et al. (2014) foi comprovada a atividade antiprotozoaria dessa amida
frente a forma promastigota de L. (L.) danovani (26,7 uM), assim como, contra o0 Tripanossoma
brucei (24 uM) e T. cruzi (37,9 uM). Nesse mesmo estudo a pelitorina demonstrou atividade
frente Plasmodium falciparum, com ICso de 14,6 uM. A atividade anti-plasmodial da amida
também foi demonstrada no estudo de Goodman et al. (2019), com ICso de 2 pg/mL frente P.
falciparum. No presente estudo a substancia pelitorina demonstrou ser mais seletiva para a
especie L. (L.) amazonensis, em relacdo as células fibroblasticas de linhagem L929 e a
macrofagos de linhagem monocitica humana- THP-1. Segundo as orientacdes do Fundo Global
de Tecnologia Inovadora — GHIT, referenciados por Katsuno et al. (2015), podem ser
considerados como promissores compostos leishmanicidas com IC50 < 10uM em amastigotas
(intracelular), com janela de seletividade superior a 10 vezes para a citotoxicidade, usando
linhagem celular.

A utilizacdo de sistemas de entrega transdérmica de substancias com atividade
leishmanicida, tem se mostrado uma alternativa promissora, tanto como tratamento Unico,
guanto em terapia combinada com drogas orais ou intravenosas (LANZA et al., 2020;
COELHO et al., 2021; KHAN et al., 2021). Diante disso e do potencial antiparasitario das
substancias apresentado sobre as formas amastigotas principalmente para L. (L.) amazonensis,
houve o prosseguimento com 0s ensaios de permeacdo cutanea in vitro, visando a avaliacéo
topica in vivo em modelo murino.

Neste sentido, considerando o desenvolvimento de adesivos transdérmicos, 0s autores
Keleb et al. (2010) e Sharma et al. (2012) ressaltaram algumas caracteristicas que os farmacos
candidatos a permeagao cutanea devem apresentar: peso molecular < a 500 Daltons; coeficiente
de particéo (logP) entre 1,0 e 4,0; ponto de fusdo inferior a 200°C; coeficiente de permeabilidade
cuténea > 5x10-4 cm/hora; baixa dosagem (< 10 mg/dia); Tempo de meia-vida < 10 horas.

Utilizando a andlise in silico, feita no software SwissAdme, algumas das propriedades
citadas acima foram avaliadas, na qual os resultados indicaram que ambas as substancias (S4 e
pelitorina) apresentam caracteristicas fisico-quimicas apropriadas para permeacao cutanea.
Outra propriedade condicionante da absor¢do cutanea de uma substancia é o coeficiente de
particdo 6leo/agua (logP), tendo em vista que é fundamental que esta penetre atraves da pele e
se dissolva perfeitamente nos fluidos aquosos do organismo (SHARMA et al., 2011;
BHOWMIK et al., 2013). A S4 tem um valor de logP ligeiramente menor (3,51) do que a
pelitorina (3,64). Considerando que o valor ideal de logP descrito acima, os valores das
substancias sdo aceitaveis para penetradores de pele (TANWAR; SACHDEVA, 2016).

Substancias que apresentam equilibrio entre hidrossolubilidade e lipossolubilidade sao
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favoravelmente absorvidas pela pele. A rota intercelular é aplicavel para medicamentos com
coeficiente de particdo intermediario e com alta lipofilicidade. A via transcelular provavelmente
predomina para moléculas mais hidrofilicas. Desta forma, substancias altamente hidrofilicas
tém dificuldade em penetrar o estrato corneo, diferentemente das substancias altamente
lipofilicas que conseguem penetrar facilmente no estrato crneo, mas ficam retidas nas camadas
subjacentes. Sendo assim, o coeficiente de particdo deve estar entre 1,0 e 4,0 de modo que a
substancia penetre adequadamente nos diferentes estratos da pele (NAIK et al., 2000; SILVA
etal., 2010; KADAM et al., 2014).

Neste trabalho, filmes transdérmicos contendo as substancias S4 e pelitorina foram
formulados utilizando copolimero eudragit RS100 e o plastificante Propilenoglicol (PG),
descrito na literatura como promotor de permeacdo (MARTINS; VEIGA, 2002; BABY et al.,
2008). O copolimero eudragit RS100 tem sido amplamente utilizado em diversos tipos de
formulacBes (nanoparticula, comprimido de camada dupla, comprimido de matriz,
comprimidos vaginais, entre outras), dentre as formulacdes desenvolvidas com esses polimeros
estdo os adesivos transdérmicos (MUTALIK; UDUPA, 2004; OFOKANSI; KENECHUKWU;
OGWU, 2015; AKHGARI, TAVAKOL, 2016; PATRA et al., 2017).

Os filmes foram avaliados quanto a sua capacidade de liberacdo das substancias (S4 e
pelitorina) in vitro, para que consigam permear a pele, uma vez que, o perfil de permeacéo in
vitro é uma importante ferramenta que prevé antecipadamente como uma droga se comportaria
in vivo (RUELA et al., 2016; NEUPANE et al., 2020).

Inicialmente foi avaliada a linearidade que se trata da capacidade de um método de
produzir resultados que sdo diretamente proporcionais a uma determinada faixa de
concentracédo da substancia de interesse (COELHO, 2020). Os dados apresentados na figura 29
demonstraram que houve um aumento proporcional na absorbancia das amostras em relacdo ao
aumento das concentracdes, ou seja, atingiu-se uma linearidade, sendo o coeficiente de
correlacdo obtido igual a 0,995 para S4 e 0,999 para pelitorina. Esse resultado esta de acordo
com a legislagéo vigente, a qual, admite um valor minimo para coeficiente de correlagéo de
0,99 (ANVISA, 2017).

A substancia S4 incorporada na formulagdo citada, apresentou uma permeacdo de
aproximadamente 76,6% (correspondente a 0,0958 + 0,0129 mg) durante o periodo de 12 horas.
Este € o primeiro relato experimental do potencial de permeacéo cutanea da substancia S4. Apds
12 horas de experimentacdo, foi verificada uma quantidade remanescente da substancia na pele
(0,01757 mg). Essa caracteristica € importante para a entrega pela via tépica de substancias

potencialmente ativas contra Leishmania spp. (CARIDHA et al., 2019). Em relacdo a
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substancia pelitorina, Veryser et al. (2014) ja haviam demonstrado o seu perfil de permeacéo
in vitro utilizando pele humana. Os autores compararam o perfil de permeacdo da substancia
pura (dissolvida em agua e Etanol, 30:70) e em extrato da raiz de Anacyclus pyrethrum
(dissolvido em 4&gua e Etanol, 30:70), demonstrando que houve uma permeacao
significativamente maior da pelitorina presente no extrato em relagéo a substancia isolada. Os
autores associaram esse resultado a presenga dos outros compostos no extrato, que podem ter
contribuido com a maior permeacao da substancia. O presente estudo é o primeiro a avaliar o
perfil de permeacdo da substancia incorporada a uma formulacdo transdérmica (eudragit/PG).
Ao final de 12 horas de experimentacéo, cerca de 65 % (equivalente a 0,0695 mg) da substancia
ja tinha permeado a pele. A capacidade da pelitorina ficar retida na pele foi demonstrada no
presente estudo, corroborando com os dados apresentados por Veryser et al. (2014).

A partir dos dados obtidos na permeacdo cutanea das substancias foi possivel calcular
outros parametros como o fluxo (J) de permeacgédo cutanea, o coeficiente de permeabilidade
aparente (Kp) e o tempo de laténcia (lag time). Os valores referentes a quantidade permeada
das substancias em funcio do tempo (fluxo J) foram de 2,69 pg/cm?.h e 2,43 pg/cm?.h, para S4
e pelitorina, respectivamente. O tempo necessario para que a passagem através da pele atingisse
o0 equilibrio foi considerado baixo para ambas as substancias, no qual o lag time foi de 0,9h para
S4 e 1h para pelitorina (CAVALCANTI et al., 2016). Pesquisas indicam que o tamanho
molecular esta relacionado ao lag time (NIELSEN et al., 2009). Em nosso estudo, essa
correlacdo ndo ocorreu uma vez que o tempo de laténcia da S4, (massa molar = 515,6) foi
ligeiramente menor que o da pelitorina (massa molar = 223,35).

Segundo Schenk et al. (2018), embora parte da variabilidade no tempo de laténcia possa
ser atribuida ao tamanho molecular da substancia, outros fatores, entre eles polaridade e
diluicdo, podem influenciar no tempo que a substancia leva para atingir o equilibrio durante a
processo de permeacio. A S4 apresentou valores de Kp mais altos (2,55 x 10-2 cm/h) comparado
aos Kp de pelitorina (1,75 x 10-2 cm/h). Provavelmente um fator que colaborou para esse
cenario tenha sido o seu valor logP ligeiramente mais ideal (3,51).

Nielsen et al. (2009) demonstraram em seu estudo que os valores de Kp aumentaram a
medida que a hidrofilicidade dos compostos diminuia. Cadeias alifaticas, anéis aromaticos
presentes nas substancias, sdo responsaveis pelo aumento do caracter lipofilico do farmaco
(DIAS, 2013). O valor Kp da substancia pelitorina determinado em nosso estudo é
substancialmente maior que o descrito por Veryser et al. (2014), essa diferenga pode estar

relacionada com a capacidade da formulacdo (eudragit/PG) em entregar a substancia.
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Diante dos resultados in vitro obtidos no presente estudo e dos resultados in vitro e in
vivo (via intraperitoneal) frente a espécie L. (L.) amazonensis demonstrados por Calderon et al.
(2021), avaliamos a atividade leishmanicida in vivo da formulacéo eudragit/PG contendo a S4
ou pelitorina frente a essa espécie através da via topica. Nesse contexto, observou-se uma
reducdo significativa da carga parasitaria nos grupos tratados com a formulacdo do filme
contendo pelitorina (cerca de 60%) ou S4 (cerca de 59%). Assim como, ocorreu no grupo
tratado somente com a formulacdo do filme, aproximadamente 71%. N&o houve diferenca
estatistica entre os grupos tratados com as formulagdes do filme contendo ou ndo qualquer uma
das substancias.

Uma formulagdo de adesivo transdérmicos tipo matriz, semelhante a desenvolvida no
presente estudo, foi elaborada para entrega transdérmica do farmaco lornoxicam, utilizado no
tratamento da artrite reumatdide e da osteoartrite. Os autores verificaram que a formulagéo
aumentou a biodisponibilidade do lornoxicam em 2,7 vezes, quando comparado com a forma
de dosagem oral (BAVISKAR; PARIK; JAIN, 2013). O uso de um outro tipo de eudragit,
(eudragit E 100) incluso na formulacdo de um hidrogel, se mostrou promissor para a entrega
transdérmica, aproximadamente 20% em ensaios in vitro, do risedronato, um farmaco com
atividade leishmanicida. A formulagdo desenvolvida foi avaliada in vivo frente L. (L.)
amazonensis durante 22 dias, ocasionando a reducdo do tamanho das lesbes em comparagéo
com camundongos ndo tratados. Assim como, a diminuicdo da carga parasitaria em cerca de
73% (PERALTA et al., 2021).
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6 CONCLUSAO

Os resultados obtidos no presente estudo evidenciaram que as substancias S4 e pelitorina
foram mais efetivas na inibicdo do crescimento in vitro de amastigotas da espécie L. (L.)
amazonensis. Ambas as substancias apresentaram baixa citotoxicidade frente as duas células de
linhagem investigadas (L929 e THP-1).

O presente estudo é o primeiro a descrever o potencial de permeacdo cutanea da
substancia S4. Assim como, é o primeiro a avaliar o perfil de permeacéo da substancia pelitorina
incorporada a uma formulag&o transdérmica.

A partir dos ensaios de permeacdo cutanea utilizando célula de difuséo tipo Franz, com
pele de orelha suina, ficou evidenciado que a formulacdo desenvolvida (eudragit RS 100/PG)
foi capaz de realizar a entrega atraves da pele de ambas as substancias. Sendo a substancia S4
a que apresentou 0 melhor coeficiente de permeabilidade.

Além disso, uma porcentagem ambas as substancias (S4 e Pelitorina) permaneceu retida
na pele. Tal caracteristica é importante para que substancia potencialmente ativa consiga agir
frente as amastigotas de contra Leishmania spp. que ficam internalizadas, principalmente em
macrofagos, na derme.

Nos ensaios in vivo, embora ndo tenham sido observadas diferencas significativas no
tamanho das lesdes e peso dos animais entre os grupos tratados, a carga parasitaria foi
significativamente reduzida em camundongos tratados com a formulacédo de filme contendo ou
ndo pelitorina ou S4. Além disso, os tratamentos ndo afetaram negativamente os parametros

bioquimicos avaliados.
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RESUMO

Objetivo: Identificar os estudos que analisaram o uso de distintos sistemas de entrega transdérmica, tanto
para novas substancias com potencial leishmanicida, quanto para os farmacos incluidos no arsenal
terapéutico para o tratamento da leishmaniose cutanea. Métodos: Para tanto, foram utilizadas as seguintes
etapas: identificacdo do tema, formulacdo da pergunta norteadora, delimitacdo dos descritores e selecdo das
bases de dados, estabelecimento de critérios de excluséo e de inclusdo dos trabalhos, busca da amostragem
na literatura e pré-selecao dos trabalhos (leitura de resumos e titulos); leitura dos estudos selecionados e, por
fim, a interpretacdo dos resultados. Resultados: Diante disso, foram encontrados 903 estudos, sendo 305
com os descritores “leishmaniasis” AND “drug delivery systems” e 598 com os descritores “leishmaniasis”
AND “transdermal administration®. Desses, foram excluidos 820, apds a leitura dos titulos e resumos e mais
67 apos a leitura integral do trabalho. Apds analise e leitura minuciosa foram selecionados 16 trabalhos
Consideragoes finais: Os estudos revisados neste artigo demonstram que os sistemas de entrega
transdérmica tém se mostrado promissores e inovadores no tratamento da leishmaniose cutanea.

Palavras-chave: Leishmaniose, Sistema de entrega transdérmica, Leishmania.
ABSTRACT

Objective: To identify studies that analyzed the use of different transdermal delivery systems, both for new
substances with leishmanicidal potential and for drugs included in the therapeutic arsenal for the treatment of
cutaneous leishmaniasis. Methods: To achieve this goal, the following steps were employed: theme
identification, formulation of the guiding question, definition of descriptors and selection of databases,
establishment of inclusion and exclusion criteria for the works, literature sampling, and pre-selection of works
(reading abstracts and titles); reading of selected studies, and finally, interpretation of results. Results: As a
result, 903 studies were found, with 305 using the descriptors "leishmaniasis" AND "drug delivery systems"
and 598 with the descriptors "leishmaniasis" AND "transdermal administration". Among these, 820 were
excluded after reading the titles and abstracts, and an additional 67 after full-text reading. After thorough
analysis and reading, 16 studies were selected. Final considerations: The studies reviewed in this article
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