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BRANCO JUNIOR, A. G. Avaliacdo de um tratamento em formulacdo topica com o
antimalarico Cloroquina em lesfes cutaneas de camundongos BALB/c infectados com
Leishmania (L.) amazonensis. 2025. 85f. Tese (Doutorado em Biodiversidade e
Biotecnologia) — Fundacdo Oswaldo Cruz, Porto Velho, 2025.

RESUMO

Novas formas de tratamento, principalmente de forma tdpica nas lesdes de leishmaniose séo de
suma importancia para salde publica brasileira e constituem uma boa alternativa terapéutica.
Sob esse viés, justifica-se a realizacdo desse trabalho embasando-se em um estudo prévio da
equipe PBML - Plataforma de Bioensaios de Malaria e Leishmaniose que foi realizado
mostrando éxito para o tratamento de leishmaniose cutanea em modelo murino com Cloroquina
via intraperitoneal (DEso in vivo proximo de 27 mg/kg). A partir disso, sugere-se que esse
antimalarico pode constituir um perfil promissor no custo-efetividade do tratamento das
leishmanioses, inclusive, devido ao beneficio de sua acdo j& comprovada em microrganismos
intracelulares. Assim, o objetivo do presente estudo foi analisar o potencial de permeacao
cutanea da Cloroquina e avaliar a eficacia do tratamento topico e menos invasivo em modelos
murinos infectados por Leishmania (Leishmania) amazonensis. Para isso, a metodologia se
baseou na realizacdo de duas formulacdes a do tipo Hidrogel e tipo Filme contendo cloroquina
(CQ), que tiveram o seu perfil de liberacdo avaliado através do teste de permeacédo cutanea ex
vivo utilizando pele de Sus scrofa domesticus e a quantidade do farmaco permeado foi
determinado por espectrofotometria. Além disso, o perfil de susceptibilidade de L. (L.)
amazonensis in vivo em camundongos BALB/c foi avaliado. Ambos os tratamentos com o
adesivo do tipo Hidrogel e Filme contendo CQ foram realizados por 15 dias e durante esse
periodo os pardmetros: peso dos animais, tamanho da lesdo, além dos niveis sorologicos de
transaminases hepaticas, ureia e creatinina foram avaliados. Apés o tratamento também foram
realizadas analises da determinacdo da carga parasitaria das lesdes no dorso e dos linfonodos
dos camundongos. Os resultados ex vivo obtidos com adesivo do tipo Hidrogel+CQ
demonstraram que houve a permeacdo média de 15% dessa formula¢do em 12 h de exposicéo,
sendo que no quadragésimo segundo dia permeou 20,26%. J& da matriz Filme+CQ os
resultados demonstraram uma permeacao inicial baixa (9,360% ou 56,877 pg/cm? no 1° dia),
que aumentou progressivamente, atingindo um pico no 28° dia (26,793% ou 162,801 pg/cm?).
Quanto ao resultado do tratamento in vivo, o grupo de animais com adesivo do tipo
Hidrogel+CQ néo apresentou diminui¢do do tamanho das lesdes, mas apresentou eficiéncia
quando avaliada a diminuicdo da carga parasitaria comparada ao grupo nao tratado (inibi¢éo de
76,33%). Apos o tratamento com Filme, o grupo com adesivo do tipo Filme+CQ também néo
apresentou diminui¢do do tamanho das lesbes, mas apresentou eficiéncia quando avaliada a
diminuicdo da carga parasitaria (inibicdo de 83%) quando comparado ao grupo nao tratado. No
entanto, a combinacdo desse tratamento tépico com o tratamento intraperitoneal com
Anfotericina ndo foi capaz de reduzir a parasitemia, como foi observado na formulacdo com
Hidrogel+CQ. Todos os grupos apresentaram disseminacdo do parasito para os linfonodos
regionais. Os testes por via topica podem auxiliar na adesdo do tratamento, diminuicdo da
toxicidade e controle da doenga. Ao fim deste estudo, observou-se que a aplicacdo tépica da
CQ em formulacéo hidrogel e filme foi confirmada a partir dos resultados in vivo no tratamento
por 15 dias de camundongos infectados por L. (L.) amazonensis.

Palavras chaves: Leishmania spp.; Cloroquina; Tratamento transdérmico; Hidrogel.



BRANCO JUNIOR, A. G. Evaluation of a topical formulation treatment with the
antimalarial Chloroquine in skin lesions of BALB/c mice infected with Leishmania (L.)
amazonensis. 2025. 85f. Thesis (Doctorate in Biodiversity and Biotechnology) — Oswaldo Cruz
Foundation, Porto Velho, 2025.

ABSTRACT

New treatment strategies, particularly topical applications for leishmaniasis lesions, are of
utmost importance for Brazilian public health and represent a promising therapeutic alternative.
Under this perspective, the present study is justified based on previous research conducted by
the PBML - Malaria and Leishmaniasis Bioassay Platform, which demonstrated successful
treatment of cutaneous leishmaniasis in a murine model using intraperitoneal chloroquine (DEso
in vivo approximately 27 mg/kg). This finding suggests that this antimalarial drug may represent
a cost-effective therapeutic option for leishmaniasis, given its proven efficacy against
intracellular microorganisms. Thus, the objective of this study was to evaluate the cutaneous
permeation potential of chloroquine and assess the efficacy of a less invasive topical treatment
in murine models infected with Leishmania (Leishmania) amazonensis. The methodology
involved the development of two different formulations: a hydrogel-based system and a film-
based system containing chloroquine (CQ). The drug release profile was evaluated through ex
vivo skin permeation tests using Sus scrofa domesticus (pig) skin, with the permeated drug
quantified by spectrophotometry. Additionally, the in vivo susceptibility profile of L. (L.)
amazonensis in BALB/c mice was analyzed. Both hydrogel and film-based CQ adhesive
treatments were administered for 15 days, during which animal weight, lesion size, and serum
levels of hepatic transaminases, urea, and creatinine were monitored. Following treatment,
analyses were conducted to determine the parasite burden in dorsal lesions and lymph nodes of
the mice. The ex vivo results obtained with Hydrogel+CQ demonstrated an average permeation
of 15% within 12 hours of exposure, reaching 20.26% permeation by the 42nd day. In contrast,
Film+CQ showed an initially low permeation rate (9.360% or 56.877 pg/cmz2 on the 1st day),
which progressively increased, peaking on the 28th day (26.793% or 162.801 pg/cm?).
Regarding the in vivo treatment results, the Hydrogel+CQ group did not exhibit a reduction in
lesion size, yet it proved effective in reducing the parasite burden when compared to the
untreated group (76.3% parasite inhibition rate). Similarly, the Film+CQ group did not show
lesion size reduction, but it exhibited an 83% parasite inhibition rate, indicating efficacy when
compared to the untreated group. However, the combination of this topical treatment with
intraperitoneal Amphotericin B did not result in reduced parasitemia, unlike the Hydrogel+CQ
formulation, which demonstrated a better outcome. All experimental groups exhibited parasite
dissemination to regional lymph nodes. Topical administration strategies may contribute to
treatment adherence, toxicity reduction, and improved disease control. At the end of this study,
it was observed that the topical application of CQ in hydrogel and film formulations was
confirmed based on in vivo results from a 15-day treatment of mice infected with L. (L.)
amazonensis.

Keywords: Leishmania spp.; Chloroquine; Transdermal treatment; Hydrogel.
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1. INTRODUCAO

As leishmanioses sdo um grupo de doencas de carater antropozoonoético, com alta
prevaléncia em regides subtropicais, sendo reconhecida pela OMS como uma doenca
negligenciada (OMS, 2022).

Em 2023, o Brasil registrou aproximadamente 13 mil casos de leishmaniose tegumentar.
Os estados da Regido Norte, como Para e Amazonas, sdo as areas mais afetadas, com alta
incidéncia de novos casos. A leishmaniose visceral, além de ser a forma mais grave e
potencialmente fatal, apresentou uma média de 2 mil casos notificados anualmente, com uma
tendéncia de estabilizacdo, mas com surtos localizados, especialmente no Norte e Nordeste
(Brasil, 2024).

Todas as formas de leishmaniose séo tratdveis e curaveis, porém, a eficacia do
tratamento estd diretamente relacionada a diversos fatores, sendo o estado imunoldgico do
paciente um dos mais determinantes. Individuos com um sistema imunocompetente e que
aderem integralmente ao regime terapéutico apresentam uma taxa de recuperacao mais elevada,
uma vez que os medicamentos disponiveis ndo eliminam completamente o parasito, mas
controlam sua disseminacéo e reduzem a carga parasitaria no organismo (Brasil, 2022; OMS,
2023). No entanto, a adeséo ao tratamento pode ser comprometida devido a fatores como efeitos
colaterais adversos, a necessidade de administragdes prolongadas e a via de aplicagdo dos
farmacos, o que representa um desafio adicional para o sucesso terapéutico.

A diretriz da Organizagdo Pan-Americana da Saude de 2022 recomenda a aplicagao
intralesional de antimoniais pentavalentes para pacientes com leishmaniose cutanea localizada
causada por Leishmania braziliensis e Leishmania amazonensis. A mudanga ocorreu a partir da
introducdo da miltefosina como linha de tratamento em pacientes adultos diagnosticados com
leishmaniose cutanea causada por Leishmania panamensis, Leishmania mexicana, Leishmania
guyanensis e Leishmania braziliensis (OPAS, 2022).

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
concentragBes plasméaticas em niveis terapéuticos por um longo periodo, controlando a
localizacdo temporal e espacial das moléculas in vivo. Essas inovagdes, sao alvo de parte dos

estudos da industria farmacéutica, sendo assim, esses sistemas ocupam uma posicao
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interessante devido as vantagens biofarmacotécnicas e terapéuticas que apresentam (Peppas,
2006; Pezzini; Silva; Ferraz, 2007; Hamidian; Tavakoli, 2016).

Uma abordagem para acelerar a descoberta de medicamentos é encontrar novos usos
para medicamentos aprovados existentes, sendo denominado de "reposicionamento de
farmacos™ ou "reutilizacdo de farmacos”. Outra estratégia € avaliar combinacdes de farmacos
aprovados objetivando uma acdo sinérgica, como ja descrito para tratamentos contra cancer,
HIV e Mycobacterium tuberculosis (Ekins et al., 2011).

Um exemplo de reposicionamento de farmacos é a miltefosina (hexadecilfosfocolina)
que é uma droga pertencente a classe das alquilfosfocolinas, inicialmente empregada como
agente topico no tratamento de metastases cutaneas do cancer de mama e foi incorporado para
tratamento de Leishmaniose Tegumentar no SUS por meio da Nota Informativa n® 13/2020-
CGZV/DEIDT/SVS/MS.

A partir disso, a Cloroquina pode ser um farmaco candidato interessante devido ao
beneficio de sua agdo ja comprovada em microrganismos intracelulares e eficacia (tratamento
via intraperitoneal) em diminuir a parasitemia em camundongos com leishmaniose cutanea
(LC) (Rossi et al., 2024).

Baseado nessa premissa, 0 objetivo deste trabalho é avaliar um tratamento em
formulacdo tépica do antimalarico Cloroquina em lesdes cutaneas de camundongos BALB/c

infectados com L. (L.) amazonensis.

1.1 Objetivo Geral
Avaliar um tratamento em formulacdo topica da Cloroquina em lesGes cuténeas de

camundongos BALB/c infectados com L. (L.) amazonensis.

1.2 Objetivos Especificos

e Determinar o perfil de permeacéo cuténea ex vivo da Cloroquina (CQ) na formulagéo
do tipo Hidrogel ap6s o periodo de 12 horas, considerando amostras com diferentes
periodos de armazenamento;

e Determinar o perfil de retencdo cutanea ex vivo da CQ na formulagao do tipo Hidrogel
apos o periodo de 12 horas;

e Quantificar a carga parasitaria de Leishmania da lesdo e linfonodo de camundongos
Balb/c apos o tratamento com e sem adesivos em hidrogel contendo CQ);

e Quantificar a carga parasitaria de Leishmania da leséo e linfonodo de camundongos
Balb/c apdés o tratamento com o adesivo de CQ em hidrogel quando associado a

Anfotericina B;
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Avaliar os parametros bioquimicos do soro dos camundongos pds-tratamento com o
composto sozinho na formulacdo do tipo Hidrogel ou em combinacdo com a
Anfotericina B;

Determinar o perfil de permeacdo cutanea ex vivo da Cloroquina (CQ) na formulacédo
do tipo Filme ap6s o periodo de 12 horas, considerando amostras com diferentes
periodos de armazenamento;

Determinar o perfil de retengdo cutanea ex vivo da CQ na formulacéao do tipo Filme ap6s
0 periodo de 12 horas;

Quantificar a carga parasitaria de Leishmania da lesdo e linfonodo de camundongos
Balb/c ap6s o tratamento com e sem adesivos em Filme contendo CQ;

Quantificar a carga parasitaria de Leishmania da lesdo e linfonodo de camundongos
Balb/c apds o tratamento com o adesivo de CQ em Filme quando associado a
Anfotericina B;

Avaliar os parametros bioquimicos do soro dos camundongos pds-tratamento com o
composto sozinho na formulacéo do tipo Filme ou em combinagdo com a Anfotericina
B.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 LEISHMANIOSES

A leishmaniose é considerada pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS), um grave
problema de saude publica, estando entre uma das sete doengas tropicais mais importantes do
mundo. E causada por 20 das 30 espécies de protozoarios pertencentes ao género Leishmania
(Ross, 1903), classe Kinetoplastida e familia Trypanosomatidae (Cupolillo; Boité, 2014; OMS,
2022). O parasito é transmitido aos seres humanos através da picada de flebotomineos (fémeas),
principalmente dos géneros Phlebotomus e Lutzomyia (Gabriel et al., 2019; Flaih, 2022; OMS,
2022).

Os protozoarios do género Leishmania sdo os agentes etioldgicos da leishmaniose em
humanos, classificados principalmente nos subgéneros Leishmania e Viannia. No subgénero
Leishmania, destacam-se as espécies dos complexos donovani (L. donovani e L. infantum) e
mexicana (L. mexicana, L. amazonensis e L. venezuelensis), além de L. tropica, L. major e L.
aethiopica. O subgénero Viannia inclui espécies como L. braziliensis, L. guyanensis, L.
panamensis e L. peruviana. No Brasil, foram identificadas sete espécies causadoras de
leishmaniose tegumentar, sendo seis do subgénero Viannia e uma do subgénero Leishmania: L.
(Viannia) braziliensis, L. (Viannia) guyanensis, L. (Viannia) lainsoni, L. (Viannia) naiffi, L.
(Viannia) lindenbergi e L. (Viannia) shawi e L. (Leishmania) amazonensis (Brasil, 2017).

E importante destacar que a leishmaniose é conhecida como uma doenca endémica
oscilante, ndo controlada, que possui um espectro de manifestacdes clinicas, com diferentes
niveis de gravidade que depende da espécie envolvida e da resposta imune do hospedeiro,
presenca de potenciais vetores no ambiente, fatores ecoldgicos e climéticos, e em alguns casos
pode ter um desfecho potencialmente fatal (Conceigcdo-Silva; Alves, 2014; OMS, 2022).
Alguns autores dividem a leishmaniose em dois grandes grupos sendo: leishmaniose cutanea
(LC) e leishmaniose visceral (LV) (Conceicdo-Silva; Alves, 2014; Flaih, 2022; OMS, 2022).

A LC é caracterizada pelo acometimento de estruturas cutaneas, de forma localizada ou
difusa, podendo acometer também as mucosas oral e/ou nasal (Costa, 2005). No Novo Mundo,
a LC é classificada segundo as manifestacGes clinicas, as caracteristicas histopatoldgicas e a
resposta imunoldgica do hospedeiro contra o parasito (Gontijo, 2003; Silveira et al., 2004;
Silveira et al., 2009).

A LC pode se manifestar em diferentes formas clinicas, incluindo a forma localizada,
difusa e mucosa. A Leishmaniose Tegumentar Localizada (LTL) é a forma mais comum da

LC, caracterizada por uma Unica lesdo ou poucas lesdes ulceradas na pele, geralmente em areas
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expostas. A infeccdo ocorre devido a picada de flebotomineos infectados e a resposta
imunoldgica do hospedeiro limita a disseminacéo do parasita (Brasil, 2017).

J& a Leishmaniose Tegumentar Difusa (LTD), diferente da forma localizada, apresenta
multiplas lesdes nodulares e ndo ulceradas espalhadas pelo corpo, devido a falha na resposta
imunoldgica mediada por células (Guimaraes et al., 2020).

Quando se fala da Leishmaniose Mucosa (LTM) esta se caracteriza pelo acometimento
das mucosas do trato respiratorio superior, especialmente nariz, faringe e laringe, podendo levar
a graves deformidades. A LTM ocorre frequentemente como uma evolucdo tardia da forma
localizada, devido a disseminacdo hematogénica ou linfatica do parasita (Gomes; Souza;
Oliveira, 2019).

No Brasil, as espécies de Leishmanias mais importantes envolvidas na ocorréncia de
casos de LC sdo: Leishmania (L.) amazonensis, L. (V.) guyanensis e L. (V.) braziliensis (Brasil,
2021).

Na América do Sul, a doenca € generalizada. Paises como: Bolivia, Brasil e Peru
apresentam os maiores registros de leishmaniose mucocutanea (LMC) (OPAS, 2018; OMS,
2022).

A LV, também conhecida como leishmaniose visceral humana, é popularmente
conhecida como “calazar” ou “febre negra”. Trata-se de uma enfermidade infecciosa nédo
contagiosa de carater cronico e evolugao sisttmica que, se ndo tratada, pode ser fatal em até
90% dos casos (Brasil, 2024).

A LV é diferenciada pela disseminacdo dos parasitos para outros 6rgdos ndo cutaneos
como baco, figado, linfonodos e medula dssea, sendo potencialmente letal (10% dos casos) caso
ndo seja instituido rapidamente o tratamento. A LV apresenta diferentes manifestac@es clinicas,
variando entre a forma assintomatica, a oligoassintomética e a forma cléssica da doenca,
caracterizada por hepatoesplenomegalia, febre, pancitopenia e hipergamaglobulinemia
(Drumond, 2011).

2.2 CICLO BIOLOGICO

Os insetos vetores da leishmaniose sdo pertencentes a ordem Diptera, familia
Psychodidae, subfamilia Phlebotominae, género Lutzomyia, conhecidos popularmente,
dependendo da localizacao geografica, como “mosquito-palha”, “tatuquira” e “birigui (Brasil,
2024).

Independente da espécie do parasito envolvida na infec¢do natural, a porta de entrada
do patogeno € a mesma durante a infecgdo por Leishmania (Murray et al., 2005). A transmisséo

(Figura 1) inicia no momento em que formas promastigotas metaciclicas de Leishmania sédo
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inoculadas na derme do hospedeiro mamifero no momento do repasto sanguineo de fémeas de
insetos do género Phlebotomus (Velho Mundo) ou Lutzomyia (Novo Mundo) (Santos et al.,
2008).

As promastigotas encontradas no intestino do inseto vetor sdo mdveis e possuem
flagelos externalizados que conferem mobilidade ao parasito. Elas sobrevivem em torno de 25-
26 °C e condicg0es de pH alcalino, tém aproximadamente 10-15 pum de comprimento e 1,5-3,5
KUm de largura e podem variar entre as espécies (Barral-Netto et al., 1986; Conceicao-Silva;
Alves, 2014).

Durante o repasto sanguineo, a fémea infectada inocula as promastigotas metaciclicas
na pele do hospedeiro vertebrado. Em seguida, as promastigotas séo fagocitadas por macro6fagos
e outras células do sistema fagocitico mononuclear e se diferenciam em formas amastigotas.
Estas, por sua vez, se multiplicam por divisdo binéria simples e passam a infectar outras células
fagociticas mononucleares. Apds um novo repasto sanguineo em hospedeiro vertebrado, as
fémeas dos flebotomineos ndo infectadas podem ingerir células infectadas, e por acdo de
enzimas digestivas, as células infectadas se rompem e liberam as amastigotas no sistema
digestivo do vetor. 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 proboscide, onde poderdo infectar novo hospedeiro vertebrado apds um novo
repasto sanguineo, reiniciando o ciclo (Teixeira et al., 2013; CDC - Center for Disease Control
and Prevention, 2024).

Vale salientar que o0 homem se torna hospedeiro quando entra acidentalmente no ciclo
silvestre do protozoario, em regiGes ou areas proximas, até mesmo no interior das florestas
(Almeida; Leite; Cardoso, 2018).
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Figura 1. Ciclo de vida de parasitos do género Leishmania. CDC - Center for Disease Control and Prevention,
2024.
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2.3 EPIDEMIOLOGIA
A leishmaniose, afeta mais de 12 milhGes de pessoas no mundo e é endémica em
mais de 90 paises. Entre essas nagdes, 89 sdo endémicas para a LC 80 para a LV e 71 para
ambas as formas clinicas (OPAS, 2024).

Na Regido das Américas, a LC € notificada desde o sul dos Estados Unidos até o norte
da Argentina, com excecdo das ilhas do Caribe e do Chile. Entre 2001 e 2022, foram registrados
1.105.545 casos de LT, Figura 2 (OPAS, 2024).

A LC esté 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 é do Brasil e Peru. No Velho Mundo, as notifica¢c@es sdo ao Norte e Leste da
Africa, no Oriente Médio e na Asia Ocidental e do Sul (Gontijo; Carvalho, 2003; Alvar et al.,
2012; OPAS, 2018; Gabriel et al., 2019; OMS, 2022).

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, 2018; OMS,
2022).
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Figura 2 - Tendéncia da leishmaniose tegumentar na regido das Ameéricas entre 2001 e 2022.
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Em relacdo a LV em 2022, 44% dos casos globais foram registrados no Mediterraneo
Oriental, seguidos por 33% na Regido Africana, 14% nas Américas e 8% no Sudeste Asiatico.
Apenas quatro paises — Brasil, Quénia, Sudao do Sul e Suddo — relataram mais de 1.000 casos
de LV cada, somando 8.662 casos e representando 68% do total global em 2022 (OPAS, 2024).
Na regido das Américas foram reportados 37.890 casos de leishmaniose tegumentar por 16
paises em 2022. A incidéncia regional foi de 17,42 casos por 100 mil habitantes, representando
um aumento de 10% em relacdo a 2021. Observou-se um aumento expressivo de casos no
Meéxico (146%), Nicaragua (94%), Honduras (41%) e Guatemala (35%). Por outro lado, houve
reducdo significativa na Argentina (65%), Equador (30%), El Salvador (22%), Brasil (14%) e
Costa Rica (13%) (OPAS, 2023).

No periodo de 2001 e 2021, ocorreram 69.665 novos casos de LV, com uma letalidade
média de 8%, a mais alta entre os continentes, Figura 3 (OPAS, 2024).

Seis paises apresentaram maior percentual de casos em mulheres, com destaque para El
Salvador (54%) e Panama (45,6%). A faixa etaria mais acometida entre as mulheres foi entre
20 e 50 anos (51,3%). Em menores de 10 anos, registrou-se 0 menor nimero de casos desde
2012, correspondendo a 9,8% do total (OPAS, 2023).
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Figura 3 - Tendéncia da leishmaniose visceral na regido das Américas entre 2001 e 2022.
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De acordo com Plano de Acdo para Fortalecer a Vigilancia e o Controle das
Leishmanioses nas Américas 2023 a 2030, em setembro de 2023, 48 dos 90 paises endémicos
notificaram a OMS casos de LC em 2022, e 47 dos 80 paises notificaram casos de LV. Em
2023, mais de 94% dos casos de LC registrados no mundo concentraram-se na regido do
Mediterraneo Oriental, que respondeu por 76% dos casos, e nas Américas, que representaram
18%. Oito paises notificaram mais de 5.000 casos de LC, totalizando 85% da carga global:
Afeganistdo, Argélia, Brasil, Colémbia, Ird, Iraque, Peru e Republica Arabe Siria (OPAS,
2024).

Em 2023, o Brasil registrou aproximadamente 13 mil casos de leishmaniose tegumentar.
Os estados da Regido Norte, como Para e Amazonas, sdo as areas mais afetadas, com alta
incidéncia de novos casos. A LV, além de ser a forma mais grave e potencialmente fatal,
apresentou uma média de 2 mil casos notificados anualmente, com uma tendéncia de
estabilizacdo, mas com surtos localizados, especialmente no Norte e Nordeste (Brasil, 2024).

Os inumeros casos de leishmaniose tegumentar americana registrados no Brasil chama
a atencdo dos 6rgdos responsaveis pela satde publica, pois, apesar de ndo ser contagiosa, a
doenca vem ocasionando inimeros agravos no setor de saude publica do pais (Brasil, 2019).

A media anual € de aproximadamente 21.000 casos, com um coeficiente de incidéncia
de 8,6 casos por 100.000 habitantes nos ultimos cinco anos. A maior taxa de incidéncia é
observada na regido Norte, com 46,4 casos por 100.000 habitantes, seguida pelas regiGes
Centro-Oeste (17,2 casos por 100.000 habitantes) e Nordeste (8 casos por 100.000 habitantes)
(Brasil, 2024).

Conforme dados do DATASUS, a situacdo da LC no Brasil entre 2020 e 2023 demonstra

uma tendéncia de queda geral, embora com variagdes ao longo dos anos. Em 2020, foram
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registrados 849 casos, seguido de uma reducdo em 2021 para 754 casos. Em 2022, houve uma
leve alta para 766 casos, que se manteve estavel em 2023, com um aumento discreto para 811
casos (Brasil, 2024).

De acordo com o Painel de Monitoramento da Situacdo Epidemioldgica da
Leishmaniose no Brasil, 0s municipios com maior nimero de casos de leishmaniose tegumentar
em Ronddnia demonstram uma concentracao significativa em algumas localidades nos anos de
2020 a 2024. Vilhena lidera a lista com 363 casos registrados, seguido por Porto Velho com
287 casos e Espigdo D'Oeste com 254. Machadinho D'Oeste aparece em quarto lugar com 152
casos, e Ji-Parana contabiliza 125. Ha ainda outros municipios com numeros expressivos
incluem Chupinguaia, Sdo Francisco do Guaporé, Nova Mamoré, Alta Floresta D'Oeste e
Cacoal (Brasil, 2024).

Nesse contexto, corroborando os resultados de Branco Janior (2022), Porto Velho e a
regido sudeste do estado por serem regides metropolitanas em crescimento populacional no
estado de Rondénia (IBGE, 2022), podem ter esse destaque quanto as notificagdes de casos de
leishmaniose. Convergente a isso, as pesquisas cientificas em quimioterapia de leishmaniose
na regido Norte sdo fundamentais para contribuir ndo apenas para a satde da populacao afetada,
mas também para o avanc¢o do conhecimento e inovagdo na luta contra essa doenca endémica.

Diante do exposto, fica evidente a importancia da LC no mundo, e mais especificamente
no Brasil, tornando de extrema necessidade que medidas de controle da doenca sejam
elaboradas por meio da vigilancia epidemioldgica e entomoldgica, e do estabelecimento de

tratamentos eficazes, seguros e viaveis economicamente (Rocha, 2012).

2.4 TRATAMENTO

No Brasil, o tratamento para a leishmaniose é gratuito, diferentemente dos demais paises
endémicos onde a assisténcia a saude é limitada e o tratamento apresenta um custo elevado,
impactando negativamente nos esforcos de controle e manejo da doenca. Além disso, a OMS
relata varios problemas quanto ao tratamento: os protocolos de tratamento destes paises ndo
acompanham as ultimas descobertas; a indUstria farmacéutica nao visa o desenvolvimento de
novas moléculas, pois ndo ha mercado lucrativo; o fornecimento de medicamentos nédo é
continuo; a maioria dos medicamentos anti-Leishmania sdo produzidos por apenas um Unico
fabricante e a falta de logistica devido a instabilidade de pedidos pelos paises. Esse quadro
acarreta problemas com qualidade, baixa capacidade de producdo e falta de uma previsao
adequada de necessidades, resultando em longos prazos para pedidos (Brasil, 2017; OMS,
2017; Rossi, 2018).
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Mesmo com grande prevaléncia da doenca, poucos avancos foram obtidos no tratamento
das Leishmanioses, inclusive, ha aproximadamente sessenta anos, o tratamento classico para
todas as formas dessa parasitose consiste nos mesmos farmacos: antimoniais pentavalentes,
estibogluconato de sodio (Pentostan) e Antimoniato de Meglumina (Glucantime). Outros
farmacos como: anfotericina B lipossomal, desoxicolato de anfotericina B, isetionato de
pentamidina, pentoxifilina e paromomicina foram reposicionados para a quimioterapia das
leishmanioses, no entanto, todos apresentam desafios na adesdo ao tratamento e graves efeitos
colaterais (Rath et al., 2003; Silva, 2021).

Incorporado ao Sistema Unico de Saude (SUS) do Brasil em 2018, o farmaco
miltefosina (hexadecilfosfocolina) passou a ser indicado como primeira linha no tratamento
oral da leishmaniose tegumentar (Portaria n® 56/2018, Brasil, 2018).

Nesse contexto, em 2020, foi lancado o informativo n°® 13 para orientar 0 uso do
medicamento miltefosina (hexadecilfosfocolina) a ser utilizado no tratamento da leishmaniose
cutédnea no ambito do SUS. De acordo com o documento, recomenda-se cautela no uso do
medicamento em formas mucosas, em pacientes pediatricos, devido aos seus efeitos toxicos e
teratogénicos. Nao é recomendado também para lactantes, mulheres gravidas e pacientes em
idade feértil (Brasil, 2020b).

Muitos anos se passaram, no entanto, ainda existe a necessidade de novos tratamentos
com menores efeitos colaterais e maior facilidade de aplicacdo (Ameen, 2010; Oliveira et al.,
2011; Comandolliwyrepkowski et al., 2017).

No esquema terapéutico (Quadro 1), deve-se considerar fatores como espécie dos
parasitos, forma clinica, quantidade, tamanho e local das lesGes sendo essas informacgoes
relevantes na escolha do tratamento. Porém, ainda existem casos em que se faz necessaria a
utilizacdo de combinacdo de fa&rmacos na tentativa de obter uma resposta a quimioterapia, a fim
de melhorar a acéo e reduzir a toxicidade (Brasil, 2017; Silva, 2021).

Acerca do antimoniato de metilglucamina (glucantime), esse farmaco foi desenvolvido
em 1912 por Gaspar Vianna sob a forma do composto tartarato de sodio. Apesar de sua
toxicidade e das queixas quanto a sua administracdo, o fArmaco ainda é considerado eficaz,
onde no Brasil ha 68% de taxa de cura pos-tratamento. Passados mais de cem anos, a
quimioterapia ainda € insatisfatdria, pois apresenta um numero limitado de farmacos com
elevada toxicidade, alto custo e aumento nos casos de resisténcia (PAHO, 2019; Schubach,
Conceigdo-Silva, 2014; Silva, 2021).
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Quadro 1. Agentes quimioterépicos para leishmaniose, 2023.

Medicamento Forma de administracéo Efeitos colaterais
Antimoniais - Endovenosa sem diluicdo: Cardiotoxicidade; pancreatite; nefrotoxicidade;
infusdo lenta (minimo de hepatotoxicidade.

cinco minutos).

- Endovenosa diluida em 100
mL de soro glicosado: infusdo
em 30 minutos.

- Intramuscular.

-Intralesional de forma

subcuténea.
Isetionato de pentamidina | Endovenosa lenta ou Hiperglicemia; hipotensdo; taquicardia;
intramuscular profunda. alteracdes eletrocardiogréficas.
Anfotericina B lipossomal | Endovenosa Calafrios e calafrios durante a
injecdo; nefrotoxicidade leve.
Desoxicolato de Endovenosa Toxicidade renal; reacOes relacionadas a
anfotericina B injecdo; hipocalemia.
Miltefosina Oral Toxicidade renal e hepatica; teratogenicidade.
Pentoxifilina Oral Flush (rubor facial com sensacéo de calor) e
distdrbios gastrintestinais como sensagdo de
pressao gastrica, plenitude, ndusea, vomito ou
diarreia.
Paromomicina Intramuscular/Tdpico Hepatoxicidade, nefrotoxicidade,

ototoxicidade, edema e irritacdo no local da
administracao.
Fonte: Brasil (2017); Pradhan et al. (2022) adaptado.

E importante destacar que ha outras formas de terapias medicamentosas tais como as
locais como a Terapia Fotodindmica que envolve o uso de acido aminolevulinico ou metil-
aminolevulinato aplicado topicamente na pele, sendo que estudos in vivo mostraram que 0
ALA-PDT topico resultou em extensa destruicdo tecidual e reducdo significativa da carga
parasitéaria (Pradhan et al., 2022).

Outra forma de esquema terapéutico que pode ser realizada € a intralesional, sendo mais
indicada quando for lesdo Unica com até 3 cm no seu maior diametro, em qualquer localizacao,
exceto cabeca e regides periarticulares, incluindo recidiva cutis e sem imunossupressao (Brasil,
2017).

H4& de se destacar a importancia da crioterapia, pois auxilia na formacao de cristais de
gelo intracelulares e extracelulares que resultam em danos as células infectadas e destruicao de
amastigotas em temperaturas abaixo de zero. Nesse aspecto, tem-se observado uma boa resposta
em pacientes com lesdes cutaneas de 10 a 30 mm de tamanho, com evolugdo menor que trés
meses (Pradhan et al., 2022).

Nesse sentido, as mudangas das demandas do sistema de saude implicam em
transformaces necessarias no cuidado do paciente que procura o Sistema Unico de Sade.
Baseado nessa premissa e considerando as caracteristicas da lesdo da leishmaniose, bem como

pacientes que apresentam doencas renais e cardiacas que contraindicam o uso do glucantime,
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faz-se necessario, portanto, a realizacdo de pesquisas que busquem desenvolvimento de novos

farmacos para esta doenga.

2.5 LEISHMANIOSE E SAUDE PUBLICA

Como descrito anteriormente, a leishmaniose ¢ uma infeccdo zoonética que afeta
animais selvagens, animais domésticos e 0 homem. Os animais selvagens representam o0s
verdadeiros reservatorios, enquanto o homem é considerado um hospedeiro acidental. A
leishmaniose apresenta incidéncia importante e alta letalidade, principalmente em individuos
ndo tratados, criancas desnutridas e pessoas afetadas por Virus da Imunodeficiéncia Adquirida
(Foganholi; Zappa, 2011).

Pensando na leishmaniose e na dindmica populacional, observa-se a importancia da
leishmaniose na salde publica quando se discute a transicdo demogréafica, o envelhecimento
populacional e a transicdo epidemioldgica. Tais processos estao estreitamente correlacionados
e observamos que o crescimento demografico altera o peso dos grupos etarios, assim
desencadeando o processo irreversivel de envelhecimento populacional (Castiglioni, 2008).

Mesmo com esse pensamento de mudanca no perfil da populacdo com a teoria da
Transicdo Epidemioldgica, ainda se tem um numero significativo de dbitos atribuidos as
doencgas transmissiveis e causas externas. Em grande parte, isso pode ser em decorréncia do
Brasil ter uma regido bastante heterogénea que apresenta desigualdades, ocasionadas pelas
distintas realidades econémicas, sociais e culturais. Sendo assim, apesar do pais se apresentar
em processo mais avancado de Transicdo Demografica, as taxas de mortalidade por doencas
transmissiveis ainda séo relativamente altas (\Vasconcelos et al., 2012).

Este fato se destaca, pois acarreta mudanga do pensamento para o controle das doencas
antes responsaveis pela alta mortalidade, principalmente doencas infecto-parasitarias. E
importante salientar que cada vez mais individuos que “escapam” do risco de morte nas
primeiras idades, atingem idades mais avancadas nas quais serdo submetidos aos riscos de
morte por doencas de cura mais dificeis no atual estagio de desenvolvimento médico e cientifico
(Castiglioni, 2012), dita essas as doencas cronicas ndo transmissiveis (DCNTS).

Atrelado a isso, as DCNTs vém sendo responsaveis por 41 milhdes de mortes
anualmente. Entre as mais frequentes estdo as enfermidades cardiovasculares (17,9 milhdes),
canceres (9 milhdes) e diabetes mellitus (1,6 milhdes). Torna-se assim um problema de salde
publica, pois apenas 25% das pessoas com DCNTs sdo assistidas e, dentre elas, somente cerca

de metade alcanca as metas desejadas de tratamento clinico. Esse resultado se deve, sobretudo,
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ao acesso insuficiente a atencdo a saude e ao manejo inadequado das DCNT (OMS, 2019;
Agreli et al., 2019).

Com essa insuficiéncia de manejo das DCNT associado ao aumento do padrdo
exploratério das florestas e a migracdo do homem para regides proximas as areas de mata
modificada, ocorre também uma alteracdo no padrdo de transmissdo de algumas doencas
infectocontagiosas, surgindo o padrdo rural periflorestal. O inseto vetor da leishmaniose pode
vir a se desenvolver de forma estavel em regiGes de peridomicilios, incluindo, assim, o
envolvimento de animais domésticos, como cdes na forma de reservatdrio e, consequentemente,
ampliando a distribuicdo do agente etiologico da LC (Santos, 2021; Pinheiro; Granzoto, 2023).

Diante disso, ha de se enfatizar que a aproximadamente sessenta anos o tratamento
classico para todas as formas dessa parasitose consiste nos seguintes farmacos: antimoniais
pentavalentes, estibogluconato de sddio (Pentostan), antimoniato de meglumina (glucantime).
E a grande maioria desses farmacos esta associada a alta toxicidade hepatica e renal, alto custo
e administracdo prolongada, o que dificulta a conclusdo do tratamento, podendo levar ao
desenvolvimento de resisténcia (Rath et al., 2003). Com isso pode-se ter pacientes com DCNT
e LC para tratamento sendo que muitos efeitos colaterais dos medicamentos podem
interferir/descompensar a sua doenca base e dificultar a cura da LC.

Devido aos efeitos colaterais dos medicamentos e a mudanca do perfil populacional, é
essencial buscar novas formas de cuidado que garantam tratamentos eficazes, minimizem
impactos sobre doengas cronicas ndo transmissiveis e incentivem a participagao ativa do usuério
no processo de tratamento e cura. Na satde publica, essa participagdo é fundamental para a
continuidade do cuidado, sendo um aspecto central na humanizacdo da medicina. Nesse
contexto, a abordagem da medicina centrada no paciente, considerada por alguns autores como
um novo método clinico (McWhinney, 1997), surge como uma estratégia relevante para
fortalecer essa relagdo e melhorar os desfechos terapéuticos.

O grande desafio para a saude publica no Brasil, diante da recente urbanizacdo da
leishmaniose, esta diretamente relacionado com a dificuldade no diagnostico clinico e
laboratorial, na subnotificacdo dos casos e na orientacdo da populacéo sobre a prevencéo, o que
impede conhecer a real magnitude do problema (Silva, 2017; Pinheiro; Granzoto, 2023). Com
iss0, 0 sistema publico de salde deve rever e otimizar as estratégias para tratamento que tenham
uma eficacia terapéutica e participacdo do usuario para findar na cura da doenca.

“O tratamento de uma doenga pode ser totalmente impessoal, o cuidado do paciente
precisa ser totalmente pessoal” (Peabody, 1927) entdo, estratégias de medicamentos onde o
usuario tenha participagdo ativa no cuidado torna-se importante para organizar o tratamento

eficaz para a doenca.
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Caprara e Rodrigues (2004) destacaram uma necessidade crescente em desenvolver uma
comunicacdo mais aberta entre médicos e pacientes que possibilite uma maior qualidade na
relacdo. O médico deve incorporar aos seus cuidados a percep¢do do paciente acerca de sua
doenca, que possivelmente diverge do modelo clinico, visto que sdo valores e compreensées
proprias daquele caso. Ha a necessidade de conhecer a realidade do paciente, ouvir suas queixas
e encontrar, junto com ele, estratégias que facilitem sua adaptacao ao estilo de vida influenciado
pela doenca.

Este ponto torna-se importante pois o usuario portador de leishmaniose tem além da
doenca toda uma singularidade biopsicossocial que pode interferir direta ou indiretamente na
continuidade do tratamento. Pesquisas que visam novos tratamentos onde o usuario tem
participacdo ativa no processo de cura sdo importantes para o sistema de satde em decorréncia
a maior possibilidade de sucesso e claro, o emprego do método clinico centrado na pessoa
tornando assim o tratamento mais humano e por consequéncia mais eficaz.

Branco Junior et al. (2022) destacaram em seu trabalho que 56,87% dos casos de
leishmaniose cutanea, no estado de Ronddnia, entre 2016 a 2020 evoluiram para cura, 38,05%
em sua evolucgéo foram ditos como ignorado ou branco e 3,16% dos casos notificados como
abandono do tratamento. Tal fato pode ser explicado pela conducdo inadequada dos registros
dos pacientes durante o tratamento ou descontinuidade deste por diversos fatores ndo
investigados em sua pesquisa, dentre elas aderéncia ao tratamento, por exemplo.

LC é considerada um agravo de notificacdo compulsoria, sendo necessario que 0s casos
confirmados devem ser notificados e investigados pelos servi¢os de saude responsaveis, por
meio de uma ficha de investigacdo padronizada e disponibilizada pelo SINAN (Brasil, 2017).
A oferta de um sistema de saude eficiente no diagndstico e conducgéo clinica dos casos, seria
uma alternativa para abrandar os agravos causados pela endemia.

Branco Junior et al. (2022) destacaram que a LC possui uma prevaléncia consideravel
no estado de Ronddnia fazendo necessario maiores investimentos e estudos para viabilizar
acoes preventivas, o diagndstico precoce e o tratamento, oferecendo assim uma possivel
melhoria na qualidade de vida da populacdo acometida pela doenca.

Para os investimentos em pesquisa visando novos tratamentos para leishmaniose, ha de
se pensar formas de tratamento onde se tenha a participacdo ativa do usuario com foco no
método clinico centrado na pessoa; medicamentos com menos efeitos colaterais e mais
tolerabilidade por pessoas com DCNTSs e fa&rmacos com abordagens inovadoras, eficazes e de

baixo custo.
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2.6 REPOSICIONAMENTO DE FARMACOS

A introducdo de um novo farmaco no mercado é um processo complexo, competitivo,
longo, oneroso e com uma probabilidade muito pequena de sucesso. Estima-se que desde a
concepcao do projeto até a introducdo de um unico farmaco no mercado, se gasta de 12 a 15
anos e cerca de US$ 800 milhdes, podendo em alguns casos chegar a US$ 1,8 bilhdo (Paul et
al., 2010; Mestre-Ferrandiz; Sussex; Towse, 2012).

J& as Doencas Infecciosas e Parasitarias (DIPs) que ainda provocam um alto indice de
morbi-mortalidade na populacdo, principalmente em paises subdesenvolvidos (Ministério da
Saude, 2010) tem um nivel de investimento pequeno devido a baixa expectativa de retorno
financeiro para estes projetos (Johnston; Ford; Taylor, 2014).

Ha& uma alta taxa de falhas nos projetos durante o desenvolvimento e isso representa
uma das principais causas deste cenario (Waring et al., 2015). Baseado nessa problematica,
vem a fala de Markus (2001), onde relata que a reutilizacdo do conhecimento, torna-se a
materia-prima dos processos inovadores que trardo as melhorias na saude e em todos 0s
sistemas que dela dependem. Isso acaba por refletir nas percep¢des de que nenhum alvo esta
sozinho, mas é incorporado em uma rede altamente complexa e heterogénea, € a reatividade
cruzada de diferentes dosagens com outros alvos devem ser consideradas (Eichborn et al.,
2011).

Ponderando esta exposicdo, acredita-se que a elaboracdo de um método baseado no
reuso (Markus, 2001) de documentos textuais digitais sejam um potencial promissor no sentido
de facilitar o reposicionamento de medicamentos, no qual, outros pesquisadores podem utilizar
destes métodos para dar continuidade aos estudos em laboratorios com projetos in silico, in
vitro até o experimento in vivo.

A estratégia conhecida como reposicionamento de farmacos, pode acelerar o0 processo
de desenvolvimento de farmacos. Isto porque sdo compostos cujas caracteristicas
farmacocinéticas (absorcdo, metabolizacao, distribuicdo e excrecdo) e toxicologicas ja estdo
bem estabelecidas, e sabe-se que esses dois fatores sdo 0s principais responsaveis por 50% das
falhas nos estagios pré-clinicos e clinicos do processo de desenvolvimento de farmacos (Oprea
etal., 2011).

Outra estratégia é analisar combinacdes de farmacos aprovados na expectativa de que
sejam sinérgicos, considerando suas atividades em tratamentos contra cancer, HIV e
Mycobacterium tuberculosis (Ekins et al., 2011), dentre outros.

Outro exemplo de reposicionamento de farmacos é a Miltefosina, inicialmente

comercializada para o tratamento do cancer de mama (Clive et al., 1999) e apds estudos foi
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publicada a Portaria n°® 56, de 30 de outubro de 2018, incorporando o farmaco ao tratamento
oral da Leishmaniose Tegumentar, em primeira linha de tratamento, no ambito do Sistema
Unico de Satde (SUS).

Pode-se também citar a Anfotericina B, farmaco descoberto em 1953, como outro
exemplo de reposicionamento de farmacos pois ainda permanece como substancia fungicida de
escolha no tratamento da maioria das micoses sistémicas que acometem pacientes
imunocomprometidos, e € utilizada no tratamento de LTA (Barros, 2013; Brasil 2017).

Mais uma exemplificacdo seria a da pentamidina (PNT), inicialmente investigada na
década de 1920 devido a sua acédo hipoglicemiante e foi identificada como tripanossomicida ao
demonstrar eficacia contra o Trypanosoma brucei e Trypanosoma rhodesiense em estudos
experimentais. Sua atividade terapéutica emergiu das pesquisas sobre amidinas aromaticas,
destacando-se como um dos trés compostos com potencial curativo para infec¢@es parasitarias,
0 que levou ao seu reposicionamento para o tratamento de doencas como a leishmaniose (Costa,
1993).

Uma alternativa para novos tratamentos contra leishmaniose é o reposicionamento de
farmacos ja usados contra outros protozoarios intracelulares, como o Plasmodium ssp., podendo
ser uma estratégia viavel para acelerar a pesquisa no tratamento e prevencgdo desta doenca. No
Paquistdo houve dois estudos em humanos com tratamento de Cloroquina, sendo um por via
intralesional e outro por via oral com resultados promissores (Noor et al., 2005; Khan et al.,
2007).

Nessa perspectiva, varios farmacos, incluindo os antimalaricos, sdo listados como
potenciais alternativas para estudos mais avancados no tratamento dessa doenca (INFOLEISH,
2018). Um trabalho mais antigo com essa abordagem foi publicado por Rocha et al. (2013),
cuja eficacia in vivo da cloroquina no tratamento de leishmaniose cuténea foi demonstrada.
Nesse cenario, esse farmaco foi o candidato selecionado para o aprofundamento da sua

potencial aplicacdo topica para leishmaniose cutanea no presente estudo.

2.7 CLOROQUINA

A quinolina é também conhecida como benzopiridina, benzo[b] piridina, 1-Benzazina e
simplesmente benzazina. Apresenta-se como um liquido oleoso, amarelo, higroscopico,
ligeiramente soltvel em agua e um pouco mais soltvel em alcool e outros solventes organicos.
Por apresentar atividades bioldgicas diversificadas e também terem uma estrutura relativamente
simples, tem atraido o olhar da comunidade cientifica, especialmente os pesquisadores

envolvidos na quimica dos produtos naturais (Jains et al., 2016; Silva et al. 2017).
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A aplicacdo dos derivados da quinolina na forma de farmacos é amplamente conhecida,
abrangendo diversas classes terapéuticas. Entre os principais compostos, destacam-se 0S
antimal&ricos, como quinina, quinidina, cloroquina, mefloquina, amodiaquina e primaquina; 0s
antivirais, como saquinavir, os antibacterianos, incluindo ciprofloxacina, sparfloxacina e
gatifloxacina; além do antifungico e antiprotozoario clioquinol. Também fazem parte desse
grupo o anti-helmintico oxamniquina, o anestésico local dibucaina, os antineoplasicos
camptotecina, irinotecano e topotecano, 0s antipsicoticos aripiprazol e brexpiprazol, e o
cardiotbnico vesnarinona (Afzal et al., 2015).

A cloroquina (Figura 4) € o farmaco alvo deste estudo e 0s seus mecanismos de acéo
sugerem: i) a interacdo com DNA do Plasmodium spp., ii) comprometimento da funcdo do
lisossoma levando-o a condi¢fes menos acidas e, assim, diminuindo a sua funcao; iii) inibicdo
da sintese de proteinas pelo parasito heme-dependente e iv) inibicdo da enzima heme redutase.
Estudos também demonstraram que a cloroquina e analogos se ligam covalentemente ao
grupamento heme e sugerem gque o complexo hemocloroquina pode ser toxico para a membrana
parasitaria (Vangapandu et al., 2007; Kimura et al., 2013).

A cloroquina é uma molécula lipofilica que atravessa facilmente a membrana plasmatica
por difusdo passiva. Quando administrada por via oral, a molécula é rapidamente absorvida e
apresenta biodisponibilidade de 75-80%. Devido as suas caracteristicas fisico-quimicas, a
cloroquina é amplamente distribuida e acumulada nos tecidos, com tempo de meia-via de 3-6
dias em humanos (Cooper, 2008). O mecanismo de acdo destas 4-aminoquinolinas sugere,
juntamente com evidéncias da sua acao terapéutica, de que estas moléculas sdo efetivas no
tratamento de infecgbes causadas por microrganismos intracelulares capazes de se

multiplicarem em vacuolos acidificados, como bactérias e fungos (Rolain et al., 2007).

Figura 4. Estrutura molecular da cloroquina.

Fonte: Adaptado de PubChem - Chemistry and biological activity database at the U.S. National Institutes of
Health (NIH). (https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov).
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Estudos anteriores ja demonstraram que o tratamento com cloroquina inibiu a
multiplicacdo de Legionella pneumophila em células mononucleares infectadas (Byrd et al.,
1991) através do mecanismo de redugdo da disponibilidade de ions ferro para o microrganismo.
Associado a isto, sabe-se que a aquisicdo de ions ferro é de extrema importancia para a
manutencéo da viabilidade da Leishmania spp. e para a sua multiplicacdo no interior do vacuolo
parasitéforo (Huynh et al., 2006).

Baseado no supracitado, observa-se a potencialidade da aplicacdo desse farmaco frente
a diversas patologias, dentre elas a leishmaniose, logo, essa poderia ser uma estratégia viavel
para acelerar a pesquisa no tratamento da leishmaniose (Ekins et al., 2011).

Outros pesquisadores realizaram alguns trabalhos com cloroquina e Leishmania spp.
Nesse contexto, Hanif et al. (2016), compararam a cloroquina intralesional versus a oral no
tratamento da Leishmaniose cuténea, chegando a concluséo de que as duas formas alcancam a
cura dessa patologia, todavia, a duracdo do tratamento e a dose &, consideravelmente, menor na
cloroquina intralesional. Malik et al. (2019), analisaram 50 pacientes com leishmaniose
cuténea, 25 tratados com cloroquina 250 mg duas vezes ao dia por via oral (grupo A) e 25
tratados com doxiciclina 200 mg por via oral (grupo B). O grupo A obteve 100% de eficacia e
0 grupo B 92%, demonstrando que a doxiciclina oral é tdo resolutiva no tratamento de
leishmaniose cutanea, como a cloroquina.

Wijnant et al. (2017), usaram a combinacdo de cloroquina e paromomicina em teste in
vitro e in vivo em Leishmania major e Leishmania mexicana. Esse estudo evidenciou que a
terapia combinada desses dois farmacos ndo foi eficaz, demonstrando uma associacao
improvavel para desenvolvimento pré-clinico futuro. Embora esses dados sejam contraditorios
aos estudos de Hanif et al. (2016) e Malik et al. (2019), o cenario apresentado nos ultimos cinco
anos aponta para a necessidade urgente de mais pesquisas e desenvolvimento cientifico aplicado
envolvendo o reposicionamento de farmacos ja usados contra outros protozoarios
intracelulares, como o Plasmodium ssp. para o tratamento e prevencao da leishmaniose (Branco
Junior et al., 2022). Essa estratégia torna-se mais evidente, quando se constata que a doenca
envolve lesdes em pacientes que apresentam doencas renais e/ou cardiacas que contraindicam
0 uso do glucantime, anfotericina e pentamidina.

Portanto, dada a importancia da discussdo de novas alternativas terapéuticas para as
leishmanioses e considerando a existéncia de alguns estudos promissores sobre o uso da
cloroquina contra essa patologia, este trabalho teve como objetivo demonstrar o efeito desse
farmaco no tratamento topico e menos invasivo em modelos murinos infectados por Leishmania

(Leishmania) amazonensis.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Preparacéo do Hidrogel e do Filme

As formulacGes empregadas neste estudo (o hidrogel e o filme) foram desenvolvidas
com a colaboracédo do Dr. Luiz Alberto Kanis, diretor de Pesquisa e Desenvolvimento da Airela
Industria Farmacéutica Ltda. A producdo dessas formulacBes ocorreu em parceria com 0
Instituto Federal de Educagéo, Ciéncia e Tecnologia de Rondonia (IFRO), Campus Porto Velho
- CALAMA.

O adesivo transdérmico matricial caracteriza-se por conter uma matriz semissélida, na
qual a substancia ativa € incorporada na forma de solucdo ou suspensdo. Essa matriz é
parcialmente recoberta por uma camada adesiva, que facilita sua fixacao e controle da liberagéo
do farmaco ao longo do tempo (Yadav, 2012; Mali, 2015).

O Hidrogel foi sintetizado através da técnica de evaporacdo de solvente em placas de
Teflon®, por ser inerte e apresentar baixa aderéncia aos filmes formados (Kanis, 2005; Parhi;
Swain, 2018). O copolimero de poli acrilato metacrilato (Eudragit RS 100, Evonik), o
plastificante propilenoglicol (PG), juntamente com a cloroquina 0,68 mg/cm? foram misturados
com o solvente de acetona (9 mL), conforme descrito na Quadro 2. A escolha da concentragédo
foi baseada na dose efetiva necessaria para a morte de 50% dos parasitas, conforme determinado
em estudos prévios sobre a administracdo intraperitoneal de cloroquina descrito por Rossi et al.
(2018).

Para o preparo, os reagentes foram pesados e acondicionados em becker de Teflon e, em
seguida, foram aquecidos sob constante agitacdo até que o copolimero estivesse completamente
dissolvido. Apos, adicionou-se a cloroquina e a solucao foi imediatamente transferida para o
Teflon® (63,585 cm?), que permaneceu aberta por 24 horas a 24 °C para completa evaporagio
do solvente. Apos a solidificacdo, o Hidrogel produzido foi cortado em tamanhos padronizados
(1x1 cm2) e adequados a utilizacdo na area do ensaio de permeacao.

Para a formulacdo do filme (Quadro 2), os reagentes empregados foram Eudragit RS
100 e propilenoglicol, que foram previamente pesados e acondicionados em um recipiente de
Teflon®. Em seguida, a mistura foi aquecida a 40°C sob agitagdo continua até a completa
dissolucao do copolimero. Como solvente, utilizou-se acetona (Rowe; Sheskey; Quinn, 2009).

Apos a dissolucdo, a solucdo foi mantida sob agitacdo por mais dois minutos para
garantir a homogeneidade dos componentes nos polimeros. Posteriormente, a solu¢cdo aquecida
foi vertida sobre placas Teflon® (63,585 cm?2), material escolhido por sua inércia quimica e

baixa aderéncia aos filmes formados. O solvente foi evaporado a temperatura ambiente em
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capela de exaustdo ao longo de 24 horas. As matrizes resultantes foram cuidadosamente

removidas e armazenadas em dessecador até 0 momento de sua utilizagdo (Kanis, 2005).

Quadro 2. Formulaco utilizada na produgdo da matriz em Hidrogel e Filme.

Hidrogel Quantidade
Carragena (CGN) 0,8 % 0,2¢g
LBG 0,4% 0lg
Propilenoglicol (PPG) 30% 7549
Cloreto de Potassio (KCL) 0,1% 0,025¢g
Agua (H20) 100% 25 mL
Filme Quantidade
Polimero — EUDRAGIT RS 100 60%
Plastificante — Propilenoglicol 40%
Solvente — Acetona 10 mL

3.2. Ensaios de permeacao e retencdo cutanea

3.2.1 Obtencao e preparo da pele suina

Para a realizacao dos ensaios de permeacéo e retencdo cutanea, foram utilizadas orelhas
de porco (Sus scrofa domesticus), adquiridas na cidade de Porto Velho em estabelecimentos
comerciais que as disponibilizam para consumo domeéstico.

Inicialmente, as orelhas passaram por um processo de higieniza¢do com agua corrente,
seguido de secagem com papel absorvente. Em seguida, os pelos foram removidos com auxilio
de uma tesoura previamente esterilizada. A pele foi cuidadosamente separada da cartilagem e
qualquer residuo da camada subcutanea foi eliminado. Durante essa etapa, descartaram-se as
regifes que apresentavam danos visiveis, como manchas ou arranhdes.

Na sequéncia, utilizando um bisturi, a pele a ser empregada nos experimentos foi
retirada, garantindo-se que nao houvesse remocéo indesejada de gordura ou cartilagem ao longo
do processo. Apés essa preparagdo, as amostras foram recortadas em dimensdes padronizadas
para 0s ensaios de permeacao ex vivo. O material processado foi entdo acondicionado em filme
plastico e papel aluminio e armazenado em congelador, sendo mantido sob essas condi¢Ges por

um periodo méximo de 30 dias, até sua utilizacdo (Meira, 2010).
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3.2.2 Montagem das células de Franz

As amostras de pele suina, previamente preparadas conforme descrito por Meira (2010),
foram posicionadas nas células de Franz, garantindo-se o contato adequado com a solucéo
receptora (tampdo pH 7,4) e evitando a formacdo de bolhas de ar. A face externa,
correspondente ao estrato cdorneo, foi orientada para o compartimento doador, enquanto a face
interna, representada pela derme, permaneceu em contato direto com a solucdo receptora,
assegurando uma interface homogénea e sem bolhas.

No compartimento doador, foram aplicadas as formulag6es contendo Hidrogel ou Filme,
cada um com dimensdes de 1 x 1 cm2. A cloroquina foi incorporada a matriz dessas formulacdes
na concentragdo de 0,68 mg/cm?, garantindo sua adequada dispersdo no sistema experimental.
(Figura 5). Também foram consideradas amostras como controle, aplicando sobre a superficie

da pele de porco somente a formulag¢do sem o farmaco.

Figura 5. Visualizacdo da Célula de Difusdo de Franz utilizada para os testes de Permeagdo Cutanea.
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——
Circulagdo de agua = ¢/——! Agitador

Fonte: Fialho (2024).

O sistema foi mantido sob agitacao constante (300 rpm) e as células foram mantidas em
banho circulante a 35 °C (Figura 6).
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Figura 6. llustragdo do Sistema de Permeacdo Cutanea
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Fonte: Fialho (2024).

3.2.3 Coleta e quantificacdo das amostras

O comprimento de onda (A) correspondente a maxima absor¢ao da cloroquina (342 nm)
foi determinado por meio de uma varredura espectrofotométrica utilizando um
espectrofotébmetro Bel, modelo UV-M51. A anélise foi realizada dentro do intervalo de leitura
de 190 a 1100 nm, empregando uma solucdo hidroalcodlica composta por 50% de etanol e 50%
de &gua, na concentracdo de 2 mg/mL da substancia. Para a calibracdo do equipamento, utilizou-
se a mesma solucgdo hidroalcodlica, porém sem a presenga da cloroquina, como controle branco.

A quantificacdo das amostras foi conduzida em intervalos de uma hora, sendo coletadas
aliquotas de 2 mL da solucéo receptora a cada ciclo. As coletas foram realizadas em triplicata
e analisadas no espectrofotometro UV-M51 a 342 nm (Figura 7). Como controle de qualidade,
também foram testadas formula¢Bes de Hidrogel e Filme sem a incorporagdo de cloroquina,
servindo como branco analitico. Ap6s cada leitura espectrofotométrica, o volume
correspondente das aliquotas retiradas era imediatamente reinserido no respectivo
compartimento receptor da célula de Franz, garantindo a manutencdo do equilibrio

experimental.
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Figura 7. Esquema ilustrativo da coleta e quantificacdo das amostras durante o ensaio de permeacao cutanea
utilizando a célula de Franz.
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Fonte: Fialho (2024).

3.2.4 Retencéo cutanea in vitro

Nesta etapa, as peles previamente utilizadas nos experimentos de difusdo foram
removidas das células de Franz e submetidas a um processo de limpeza com agua destilada para
a remocao de eventuais residuos do Hidrogel e do Filme. Em seguida, as amostras foram secas
utilizando papel absorvente, fragmentadas e trituradas com o auxilio de um bisturi.

Os fragmentos de pele foram transferidos para tubos contendo 10 mL de metanol (&lcool
metilico) e submetidos a agitacdo em vortex por 2 minutos para facilitar a extracéo da substancia
retida. Posteriormente, as amostras foram processadas em banho ultrassénico por 30 minutos,
visando a ruptura celular e a liberagdo do conteudo intracutaneo.

O sobrenadante resultante foi filtrado utilizando filtro de seringa PTFE e analisado por
espectrofotometria UV a 342 nm, permitindo a quantificagdo da quantidade residual da
substancia na pele. O mesmo procedimento foi replicado para amostras de pele que haviam sido
expostas ao adesivo controle, contendo apenas a matriz sem o principio ativo (Adaptado de Sato
etal., 2007).

As formulagdes contendo cloroquina (géis e/ou filmes) foram incorporados a curativos
adesivos antissépticos (Labor Care). Em seguida, os adesivos foram armazenados em camara
climatica B.O.D. com uma temperatura média de 24 °C.

Para avaliar a estabilidade da permeacdo da cloroquina ao longo do tempo, amostras do
lote de adesivos produzidos foram analisadas a cada 7 dias, totalizando oito ensaios de
permeacao ex vivo distribuidos ao longo de 42 dias (1°, 7°, 14°, 21°, 28°, 35° e 42° dias). Além
dos ensaios de permeacao, a retencdo cutanea também foi avaliada nesses mesmos intervalos,
seguindo os procedimentos previamente descritos, com o objetivo de verificar a capacidade de

liberacdo do farmaco pela formulacdo ao longo do tempo.
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3.2.5 Anélises estatisticas dos dados ex vivo

As analises estatisticas foram conduzidas utilizando os softwares GraphPad Prism
(versdo 8.0). Para avaliar diferencas significativas entre os grupos experimentais, foi aplicada
ANOVA one-way seguida pelo pos-teste de Tukey para comparagfes multiplas. Em todas as

analises, diferencas foram consideradas estatisticamente significativas para p < 0,05.

3.3 Ensaio in vivo

3. 2.1 Obtencéo dos animais

Este estudo foi conduzido em conformidade com os principios éticos e normativos
estabelecidos pela legislacdo vigente, incluindo a Lei n°® 11.794, de 8 de outubro de 2008, o
Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e as diretrizes do Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA). O protocolo experimental foi aprovado pela Comisséo de
Etica no Uso de Animais (CEUA) da FIOCRUZ RONDONIA, sob o nimero 2020/04, em 27
de julho de 2020.

Para os experimentos, foram utilizados camundongos fémeas da linhagem BALB/c,
com peso corporal variando entre 18 e 20 g, adquiridos no Instituto de Ciéncia e Tecnologia
em Biomodelos (ICTB/Fiocruz).

Os camundongos foram entdo alocados no Biotério da FIOCRUZ - RO, localizado na

rua da Beira, 7671, bairro Lagoa em Porto Velho, Rondénia.

3.2.2 Infeccdo dos camundongos Balb/c, tratamento e acompanhamento do

tamanho da lesdo

Antes da inducdo da infeccdo, os animais foram submetidos a tricotomia da regido
dorsal utilizando um barbeador elétrico. A infeccdo foi realizada por via subcuténea,
aproximadamente 3 cm da base da cauda, utilizando promastigotas de Leishmania (Leishmania)
amazonensis (cepa IFLA/BR/1967/PH8), cultivadas in vitro em fase estacionéria e submetidas
a trés passagens consecutivas.

Para o preparo da suspensao parasitaria, as formas promastigotas foram lavadas em
tampéo PBS 1x, contados em camara de Neubauer, e ajustadas a uma concentracéo final de
1x107 parasitas/mL. Como veiculo de inoculagdo, utilizou-se PBS 1x em um volume final de
150 pL (Figura 8) (Godinho et al., 2012).
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Apoés a infeccdo, os camundongos foram monitorados duas vezes por semana para
acompanhar o desenvolvimento das lesdes. A progresséo da infeccdo foi avaliada utilizando um
paquimetro para mensuragdo da largura e comprimento das lesGes, e uma balanca digital para

registrar o peso corporal dos animais ao longo do experimento.

Figura 8. Fluxograma de infeccdo na avaliacdo da lesdo em Balb/c com L. (L.) amazonensis.
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Ap0s a progressdo da infeccdo e o alcance de uma area minima de lesdo de 0,3 cm2 em

80% dos animais, com a maioria apresentando lesdes iguais ou superiores a essa medida, foi
iniciado o protocolo de tratamento. Para evitar a remocéo dos adesivos, os camundongos foram
alocados individualmente e aleatoriamente em caixas separadas. O delineamento experimental
incluiu seis grupos de tratamento, conforme ilustrado na Figura 9.

Os adesivos contendo a matriz de hidrogel ou filme foram aplicados diretamente sobre
as lesdes, sendo mantidos no local por 12 horas diérias, ao longo de 15 dias consecutivos (Figura
11). Durante esse periodo, 0s grupos tratados com adesivos permaneceram com as lesdes
cobertas, exceto nos seguintes casos:

e Grupo Anfotericina (DEso ANFO): recebeu administracdo da substancia por via
intraperitoneal, na concentra¢do de 0,63 mg/Kg (DEsg), em um volume de 200
UL, totalizando oito doses fixas em dias alternados (adaptado de Wijnant et al.,
2018).

e Grupo sem tratamento: incluiu animais infectados que n&o receberam

tratamento.
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Figura 9. Identificacdo dos grupos que compuseram o tratamento com adesivo dérmico, tipo hidrogel ou filme
incorporado a Cloroquina, associado ou ndo ao uso de Anfotericina B em Balb/c infectados com L. (L.)
amazonensis.
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Cada adesivo utilizado nesta etapa do estudo apresentou dimensdes de 1 x 1 cm?,
contendo cloroquina (CQ) incorporada a matriz na concentracdo de 0,68 mg/cmz2 (Figura 10).
Durante o periodo de tratamento, os camundongos foram mantidos individualmente em caixas

separadas, garantindo controle adequado das condi¢des experimentais.

Figura 10. Camundongo BALB/c infectado com L. (L.) amazonensis com adesivo contendo matriz do tipo filme
aplicado no dorso.
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Com o objetivo de prevenir infec¢bes secundarias ao longo do experimento, todas as
lesbes foram higienizadas com solugdo salina estéril, tanto antes quanto apos a aplicacdo do
tratamento topico. Esse procedimento foi padronizado e realizado em todos os grupos

experimentais, garantindo a integridade das condi¢Ges experimentais.

Figura 11. Tratamento com a matriz estudada com cloroquina associado ao uso de Anfotericina em DEsp em
Balb/c.
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Apoés 24 horas da dltima troca dos adesivos, os camundongos foram submetidos a
anestesia intraperitoneal utilizando uma combinacao de quetamina/xilazina/morfina nas doses
de 50/10/2 mg/kg, respectivamente. Em seguida, aproximadamente 1 mL de sangue foi coletado
da veia cava para posterior analise dos parametros bioquimicos.

Na sequéncia, as lesbes dorsais e os linfonodos foram removidos assepticamente e
pesados em balanca analitica. Parte do tecido da lesdo foi destinada a avaliacdo da retencéo
cutanea, conforme descrito previamente na Secdo 3.2.4 - Retencdo Cuténea in vitro. Ja os
demais fragmentos das lesGes e linfonodos foram macerados separadamente em meio RPMI
completo. Apds a maceracdo, as amostras foram diluidas na proporcédo de 1:100 em meio RPMI
completo e distribuidas em placas de 96 pocos, com um volume final de 200 uL por poco.

Para controle negativo, amostras de pele de dois camundongos saudaveis foram
processadas da mesma forma e plaqueadas separadamente.

As placas foram incubadas em estufa B.O.D. a 24 °C, por um periodo de sete dias, para
posterior quantificacdo da carga parasitaria utilizando o método do AlamarBlue. Para essa
analise, 20 uL de AlamarBlue (2 mM) foram adicionados a cada poco, seguido de uma nova
incubacdo em estufa B.O.D. a 24 °C por cinco horas.

A leitura da fluorescéncia foi realizada em um espectrofotdmetro Biotek, modelo
Synergy, utilizando parametros de excitacdo/emissdo de 530/25 nm e 590/35 nm,
respectivamente (adaptado de Masic, 2015; Macedo, 2015). A quantificacdo da carga

parasitaria foi determinada com base na equacdo descrita abaixo, onde o controle branco
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correspondia ao macerado de pele de camundongos BALB/c saudaveis nédo infectados. O grupo

sem tratamento foi considerado como referéncia para 100% de viabilidade dos parasitas.

(% dos parasitos vivos) = (Fluorescéncia teste — Fluorescéncia Branco)/Peso da lesdo X 100/

(Fluorescéncia do controle — Fluorescéncia Branco)/Peso da leséo

O sangue coletado dos camundongos foi centrifugado a 1.500 rpm por 15 minutos,
permitindo a separacdo do soro, que foi utilizado para a quantificagdo dos seguintes
biomarcadores bioquimicos:

e Transaminase glutdmica piravica (TGP)/ Alanina aminotransferase (ALT)

e Transaminase glutdmica oxaloacética (TGO)/ Aspartato aminotransferase
(AST)

e Ureia

e Creatinina

As dosagens foram realizadas por ensaios colorimétricos, utilizando kits comerciais da
Labtest Diagndstica (Lagoa Santa, Brasil), seguindo rigorosamente as instrucdes do fabricante.

Para a analise estatistica dos resultados, os dados foram processados nos programas
GraphPad Prism, versédo 5.0, e Origin, versdo 9.1. A evolucdo do tamanho das lesdes, 0s niveis
séricos bioquimicos (TGO, TGP, ureia e creatinina) e a quantificacdo da parasitemia foram
avaliados utilizando o teste estatistico Two-way repeated measures ANOVA, seguido pelo teste
de maultiplas comparacdes de Tukey para identificar diferencas significativas entre os grupos.
Em todas as analises, foi adotado um nivel de significancia de p < 0,05, considerando diferencas

estatisticamente significativas para valores inferiores a esse limite.



41

4. RESULTADOS
4.1 Perfil de Liberagdo

O passo inicial para detectar a Cloroguina (CQ) nas amostras ex vivo, foi determinar os
valores da absorbancia pelo método espectrofotométrico direto no ultravioleta, com a
Cloroquina em diferentes concentracbes (0,0004 a 0,0016 mg/mL); esse resultado foi
demonstrado na Figura 12. Por meio desses valores obteve-se a equacédo da reta, na qual curva
obtida foi f(x) = 42,37 X - 0,0011, com R?= 0,99, corroborando com o critério minimo aceitavel
pela ANVISA (Brasil, 2017). Essa mesma equacao foi utilizada para determinar a concentracdo
de CQ permeada. Percebe-se ainda que a reta apresenta tendéncia linear e crescente,

aumentando a absorbancia a medida que a concentracdo da solucdo aumenta.

Figura 12. Curva de calibracéo da Cloroquina obtida pelo método espectrofotométrico direto no ultravioleta
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Curva de calibracéo obtida pelo método espectrofotométrico direto no ultravioleta. Concentragdo das solugdes de
0,0004 a 0,0016 mg/mL de Cloroquina em solucdo aquosa. Os resultados referem-se a média e desvio padrédo (+)

de triplicatas de dois experimentos independentes. Leituras efetuadas a 342,0 nm.

O ensaio de liberagdo foi conduzido para verificar a capacidade das formulages tipo
hidrogel e filme de liberar o principio ativo e a quantidade liberada ao longo de 12 horas,
permitindo caracterizar o modelo cinético de liberacdo. Para esse teste, utilizou-se uma area de
liberacdo de 1,77 cm? contendo 680 pg de CQ (0,68 mg/cm?) incorporada. Conforme
demonstrado na Figura 13A, em 12 horas houve liberacdo de 10,5% da CQ incorporada no
adesivo matricial em hidrogel, equivalente a 71,54 ug ou 40,5 pg/cm?, conforme observado na
Figura 13B, apds passagem pela pele de Sus scrofa domesticus (porco). Para a matriz filme,
observou-se um perfil de liberacdo mais gradual, com liberacdo de 26% da CQ incorporada

apos 12 horas, correspondendo a 98,1 pg/cmz.
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Figura 13. Perfil de liberacdo ex vivo da Cloroquina (CQ) incorporada na formulacdo matricial em hidrogel ou

filme, utilizando pele de Sus scrofa domesticus (porco).
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Nota: Perfil de liberacdo ex vivo da Cloroquina (CQ) incorporada na formulacdo matricial hidrogel ou filme,
utilizando pele de Sus scrofa domesticus (porco). (A) Percentagem de liberacdo; (B) Quantidade permeada da CQ
em pg/cm?. A curva foi obtida pelo método espectrofotométrico direto no ultravioleta, no qual as leituras foram

efetuadas a 342,0 nm. Os gréaficos referem-se a média e desvio padrdo (z) de triplicatas de um experimento.

4.2 Retencdo de cloroquina na pele apos 12 horas

Ap0s o contato da pele de porco com a formulagao do tipo hidrogel e filme contendo a CQ,
por 12 horas, foi observada a retencéo cutanea do farmaco apos a extracdo direta em metanol. Os
resultados da tabela 1, demonstraram que a quantidade de CQ retida na pele foi de 51,19 pg no apos
exposicao do hidrogel e no filme 34,82ug. Esse resultado sugere que no tempo minimo de exposi¢ao

dos adesivos nos modelos animais, ou seja, 12 horas, havera liberacdo do farmaco na derme.

4.3 Avaliacdo longitudinal da permeacdo e retengdo da Cloroquina nas

formulagdes com matriz Hidrogel e Filme

Visando avaliar a durabilidade da formulagdo desenvolvida bem como a qualidade de
liberacdo da CQ, realizou-se 0s mesmos ensaios de permeacao e retencdo cutanea em amostras

armazenadas durante o periodo de 42 dias.
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Para os adesivos com a matriz do tipo hidrogel contendo cloroquina, observou-se que
o perfil de liberagdo manteve constante até o 35° dia (variando de 5,2% a 14,38%), havendo
diferenca estatistica somente na formulagdo testada no 7° dia (liberacdo de 5,2%) em relagdo
ao 21° dia (liberacédo de 14,38%) de armazenamento do adesivo (Figura 15, colunas marcadas
com $). E no 21° dia (liberagéo de 14,38%) em relagdo ao 28° dia (liberagéo de 6,15%) de
armazenamento do adesivo (Figura 15, colunas marcadas com #). Considerando o Gltimo dia
da andlise, 42° dia, 0 aumento da CQ permeada foi significativo em relacdo aos dias 0, 7, 14,
28 e 35. Destaca-se que nesse periodo (42° dia de armazenamento do adesivo) o hidrogel
apresentou-se visivelmente menos espesso em relacdo a matriz inicialmente produzida (tempo

zero) (Figura 14).

Figura 14. Anélise do perfil de liberacdo ex vivo de cloroquina incorporada na formulagdo matricial em hidrogel,
utilizando pele de Sus scrofa domesticus (porco) ao longo de 42 dias.
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Nota: Analise do perfil de liberagdo ex vivo de cloroquina incorporada na formulagio matricial em hidrogel,
utilizando pele de Sus scrofa domesticus (porco) ao longo de 42 dias. Cada triplicata de adesivo armazenado foi
exposta ao sistema de célula de Franz e a quantidade permeada apds 12 horas foi expressa nessa Figura. (A)
quantidade cumulativa permeada em pg/cm?; (B) quantidade cumulativa permeada em porcentagem. Foi
realizada andlise estatistica, ANOVA One-Way, com determinacdo do nivel de significancia para p<0,05.
Colunas marcadas com (*) diferem estatisticamente quando comparado com o dia 42. Colunas marcadas com $
e # diferem estatisticamente entre si. Para as analises de multiplas comparac6es foi utilizado Pds-teste de Tukey.
Os dados foram coletados pelo método espectrofotométrico direto no ultravioleta, no qual as leituras foram
efetuadas a 342,0 nm.
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Os graficos apresentados na Figura 15 ilustram o perfil de permeacdo in vitro da
cloroquina ao longo de 42 dias, incorporada em uma formulacdo matricial em filme e
utilizando pele de Sus scrofa domesticus (porco) como modelo experimental.

Os resultados mostram que a permeacao inicial foi relativamente baixa (9,360% ou
56,877 ng/cm? no 1° dia), aumentando progressivamente até atingir um pico no 28° dia
(26,793% ou 162,801 pg/cm?). Apods esse periodo, houve uma redugdo na permeacao, com

valores de 11,825% (71,850 pug/cm?) no 35° dia ¢ 6,807% (41,362 ug/cm?) no 42° dia.

Figura 15. Perfil de permeacdo in vitro da substancia Cloroquina ao longo de 42 dias, incorporada na formulacéo

matricial em filme, utilizando pele de Sus scrofa domesticus (porco).
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Legenda: Dados obtidos pelo método espectrofotométrico direto no ultravioleta, no qual as leituras foram
efetuadas a 342 nm. (A) Quantidade cumulativa permeado em pg/ cm? pelo tempo (dias). (B) Quantidade
cumulativa permeada em porcentagem (%) em relacdo ao tempo (dias). Os graficos referem-se @ média e desvio
padrédo (x) de triplicatas de um experimento a cada sete dias durante 42 dias. Foi realizada andlise estatistica,
ANOVA One-Way, com determinagdo do nivel de significancia para p<0,05. Para as andlises de mdaltiplas

comparag0es foi utilizado o Pds-teste de Tukey.

Apobs o tempo de armazenamento de cada adesivo e execugdo do ensaio de permeacao
cutanea, as peles expostas apds 12 horas no sistema de célula de Franz foram retiradas, lavadas
com &gua destilada, cortadas, submetidas ao metanol e sonicadas. O produto resultante foi
filtrado e posteriormente analisado em espectrometria para demonstracdo da quantidade de CQ
retida na pele de porco. Considerando os resultados das amostras contendo a matriz hidrogel,
nota-se que houve retencdo em todos os lotes observados (59,196 pg a 46,24 pg), porém ha
uma maior quantidade de CQ retida quando os adesivos foram armazenados por 28 dias

(319,994 pg), ocorrendo diferenca estatistica entre eles, conforme ilustrado na Figura 16.
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Figura 16. Analise ex vivo da quantidade retida de cloroquina incorporada na formulagcdo matricial em hidrogel,

utilizando pele de Sus scrofa domesticus (porco) ao longo de 42 dias.
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Nota: Andlise ex vivo da quantidade retida de cloroquina incorporada na formulacdo matricial em hidrogel,
utilizando pele de Sus scrofa domesticus (porco) ao longo de 42 dias. (A) Quantidade retida na pele de poco em
pg em cada dia de experimento. (B) Quantidade retida na pele de porco em porcentagem (%) em cada dia de
experimento. Foi realizada andlise estatistica, ANOVA One-Way, com determinacéo do nivel de significancia para
p<0,05. Colunas marcadas com (*) diferem estatisticamente quando comparado com o dia 28. Para as andlises de
maltiplas comparacdes foi utilizado Pds-teste de Tukey. Os dados foram coletados pelo método

espectrofotométrico direto no ultravioleta, no qual as leituras foram efetuadas a 342,0 nm.

J& nos adesivos contendo a matriz filme no ensaio de retengdo ocorreu diferenga
estatistica entre 0 14° dia (liberag&o de 2,19%) com o 28° (liberacdo de 9,31%) dia (Figura 17,
colunas marcadas com *), bem como do 28° com 42° dia (liberacdo de 1,21%) (Figura 17,

colunas marcadas com $).
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Figura 17. Quantidade da substéncia Cloroquina proveniente da formulagdo matricial em filme, retida na pele de
Sus scrofa domesticus (porco) apés 12 horas de contato.
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Dados obtidos pelo método espectrofotométrico direto no ultravioleta, no qual as leituras foram efetuadas a 342
nm. (A) *=. (B) Quantidade retida na pele de porco em porcentagem (%) em cada dia de experimento. Os resultados
referem-se a média e desvio padrdo () de triplicatas de um experimento realizado a cada sete dias durante 42 dias.
Foi realizada andlise estatistica, ANOVA One-Way, com determinacéo do nivel de significancia para p<0,05.
Colunas marcadas com (*, $, #) diferem estatisticamente entre si. Para as analises de multiplas comparagdes foi
utilizado o Pds-teste de Tukey.

A retencéo da CQ na pele de Sus scrofa domesticus variou entre as formulagdes testadas
ao longo de 42 dias (Tabela 1). Os resultados indicam que a formulacdo em hidrogel apresenta
maior capacidade de retengéo cutanea da CQ ao longo do tempo, atingindo seu pico de absorcao
no 28° dia. Em contrapartida, a formulacdo em filme demonstrou uma absor¢do mais rapida nos
primeiros sete dias, porém com menor retencao total ao final do periodo de 42 dias.

Esses achados sugerem que a formulacdo em hidrogel pode ser mais eficiente para
sistemas de liberacao prolongada, enquanto o filme pode ser mais adequado para uma liberagédo

inicial mais rapida do farmaco.
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Tabela 1: Dados comparativos sobre a retencéo da cloroquina (CQ) em pele de Sus scrofa domesticus (porco) em

amostras armazenadas por até 42 dias, ap6ds uso do sistema de permeacdo com célula de Franz.

Quantidade de CQ (pg) retida na pele

Tempo de Armazenamento (dias) Formulagéo em Hidrogel Formulagéo em Filme
1 59,196 34,821
7 55,001 72,95
14 6,675 23,50933333
21 55,001 64,98433333
28 319,994 99,954
35 118,302 57,07166667
42 46,238 12,94166667

4.4 Experimento In vivo

4.4.1 Acompanhamento do tamanho da leséo

Durante o tratamento, o tamanho da lesdo no dorso dos camundongos Balb/c foi
monitorado a cada trés dias usando um paquimetro para determinar o diametro da lesdo. Além
disso, houve o registro fotografico das lesbes. O tamanho de cada leséo foi determinado pela
obtencdo do valor médio entre as direces horizontal e vertical, e a &rea da Ulcera foi expressa
em mm?,

Né&o foram observadas lesGes com caracteristicas de infec¢do secundaria ou presenca de
exsudato purulento em nenhum dos grupos analisados. As fotografias representativas dos
animais de cada grupo no primeiro e no ultimo dia de tratamento foram apresentadas na Figura
18 e 19.
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Figura 18. Imagens de lesBes durante o tratamento com Filme contendo cloroquina de camundongos BALB/c
infectados com Leishmania (L.) amazonensis. As fotografias foram tiradas no primeiro e no Gltimo dia de
tratamento, respectivamente.
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Figura 18. (continua)
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Figura 18. (continuacgéo) Imagens de lesGes durante o tratamento com Filme contendo cloroquina de camundongos
BALB/c infectados com Leishmania (L.) amazonensis. As fotografias foram tiradas no primeiro e no Gltimo dia

de tratamento, respectivamente.
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Figura 18. (final) Imagens de lesGes durante o tratamento com Filme contendo cloroquina de camundongos
BALB/c infectados com Leishmania (L.) amazonensis. As fotografias foram tiradas no primeiro e no Gltimo dia

de tratamento, respectivamente.

Grupo CQ + Matriz Filme Grupo DE50 ANFO + Matriz Filme + CQ
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Grupos de camundongos fémeas BALB/c infectadas com L. (L.) amazonensis no dorso. Grupo controle = Controle
infectado e sem tratamento; Grupo Matriz filme = Grupo infectado e tratado com somente com a formulag&o filme
(via transdérmica); Grupo DE50 Anfo = Grupo infectado e tratado com Anfotericina B na concentragdo de 0,63
mg/kg (via intraperitoneal); Grupo DE50 Anfo + Matriz Filme = Grupo infectado e tratado com somente com a
formulacdo matricial (via transdérmica) + Anfotericina B na concentracdo de 0.63 mg/kg (via intraperitoneal);
Grupo CQ + Matriz Filme = Grupo infectado e tratado com a cloroquina formulada em filme (via transdérmica);
Grupo DE50 Anfo + Matriz Filme + CQ = Grupo infectado e tratado com a cloroquina formulada em filme (via
transdérmica) + Anfotericina B na concentragdo de 0,63 mg/kg (via intraperitoneal).

L
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Durante o periodo de tratamento, que se estendeu por 15 dias, foi observado um aumento
progressivo do tamanho das lesdes no dorso dos camundongos em todos 0S Qgrupos
experimentais. Essa progressdo seguiu o curso natural da infecgdo, independentemente da
intervencéo terapéutica aplicada.

Figura 19. Imagens de lesGes durante o tratamento com hidrogel de camundongos BALB/c infectados

com Leishmania (L.) amazonensis. As fotografias foram tiradas no primeiro e no ultimo dia de tratamento,
respectivamente.
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Figura 19. (continua)



Figura 19. (continuagdo). Imagens de lesdes durante o tratamento com hidrogel de camundongos BALB/c
infectados com Leishmania (L.) amazonensis. As fotografias foram tiradas no primeiro e no Gltimo dia de

tratamento, respectivamente.
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Figura 19.. (continua)
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Figura 19. (final). Imagens de lesdes durante o tratamento com hidrogel de camundongos BALB/c infectados
com Leishmania (L.) amazonensis. As fotografias foram tiradas no primeiro e no ultimo dia de tratamento,

respectivamente.

Grupo CQ + Matriz Gel

Grupo DES0 ANFO + Matriz Gel + CQ
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Grupos de camundongos fémeas BALB/c infectadas com L. (L.) amazonensis no dorso. Grupo controle = Controle
infectado e sem tratamento; Grupo Matriz Gel = Grupo infectado e tratado com somente com a formulacéo hidrogel
(via transdérmica), Grupo DE50 Anfo = Grupo infectado e tratado com Anfotericina B na concentracdo de 0,63
mg/kg (via intraperitoneal), Grupo DE50 Anfo + Matriz Gel = Grupo infectado e tratado com somente com a
formulacdo matricial (via transdérmica) + Anfotericina B na concentracdo de 0.63 mg/kg (via intraperitoneal);
Grupo CQ + Matriz Gel = Grupo infectado e tratado com a cloroquina formulada em hidrogel (via transdérmica);
Grupo DE50 Anfo + Matriz Gel + CQ = Grupo infectado e tratado com a cloroquina formulada em hidrogel (via
transdérmica) + Anfotericina B na concentracdo de 0.63 mg/kg (via intraperitoneal).



54

A analise estatistica revelou que ndo houve diferencas significativas entre 0s grupos
quanto a evolucdo da lesdo, tanto nos animais tratados com formulacdes hidrogel e filme quanto
nos que receberam Anfotericina B isoladamente ou em associagdo com cloroquina. Durante o
acompanhamento do tratamento in vivo, foram avaliados o tamanho das les@es e o0 peso corporal
dos animais nos diferentes grupos experimentais. A analise estatistica ndo revelou diferencas

significativas entre os grupos avaliados, conforme demonstrado na Figura 20.

Figura 20. Tamanho médio das lesGes do dorso dos camundongos Balb/c apds inoculacdo de Leishmania (L.)
amazonensis tratados ou ndo com CQ em formulacdo matricial tipo Filme (A) e Hidrogel (B) e anfotericina (AFT

DES50) via intraperitoneal
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Tamanho médio das lesdes do dorso dos camundongos Balb/c apds inoculacdo de Leishmania (L.) amazonensis
tratados ou ndo com CQ em formulacdo matricial tipo hidrogel e anfotericina (AFT) via intraperitoneal. Controle
= Grupo infectado e sem tratamento, Matriz = Grupo infectado e tratado com somente com a formulacdo matricial
(via transdérmica), AFT DEsy = Grupo infectado e tratado com Anfotericina B na concentracdo de 0,63 mg/kg (via
intraperitoneal), Matriz + AFT DEso= = Grupo infectado e tratado com a formulagdo matricial (via transdérmica)
+ Anfotericina B na concentracdo de 0,63 mg/kg (via intraperitoneal), CQ Matriz= Grupo infectado e tratado com
a cloroquina formulada em hidrogel (via transdérmica). CQ Matriz + DEsy = Grupo infectado e tratado com a
cloroquina formulada em hidrogel (via transdérmica) + Anfotericina B na concentracdo de 0,63 mg/kg (via
intraperitoneal).
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4.4.2 Quantificacdo da recuperacdo de parasitos da lesdo do dorso dos
camundongos infectados e tratados por via topica com cloroquina em formulacéo tipo
Hidrogel e Filme

A carga parasitaria em animais tratados ou ndo com a CQ em formulacéo tipo hidrogel
foi avaliada por analise indireta das amastigotas sobreviventes, recuperadas a partir do
macerado da leséo em diluicdo limitante, cuja viabilidade foi determinada por AlamarBlue
(Resazurina). A Figura 21 mostra a leitura da Unidade Relativa de Fluorescéncia (URF) de cada
grupo, onde foi visto uma diferenca estatistica do grupo controle infectado e ndo tratado em
relacdo a todos os outros grupos experimentais. Também houve diferenca significativa entre o
grupo de animais tratados com a matriz (Figura 22 “Matriz") e o grupo tratado com Anfotericina
na dose DEso (grupo Anfo50) e grupos de animais tratados com a formulagdo em hidrogel
contendo CQ sozinha (Matriz CQ) ou em combinacdo com a Anfo50 (Matriz CQ+Anfo50).

A diminuicdo da carga parasitaria nos camundongos tratados com a cloroquina tipo
hidrogel quando comparado ao grupo controle também foi representada em porcentagem de
inibicdo na Tabela 2, onde se observa que a combinagdo da aplicacdo do adesivo com matriz
contendo a CQ com Anfo50 resultou na maior taxa de inibicdo da parasitemia (90,1% + 5,6),
embora ndo sendo significativo. O tratamento com CQ isolado também apresentou uma eficacia

significativa (inibicdo de 76,3% + 17,9 quando comparado com o controle sem tratamento).
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Figura 21: Avaliacdo indireta da carga parasitéaria através da URF (Unidade Relativa de Fluorescéncia) em lesdes
do dorso de camundongos fémeas BALB/c infectadas com L. (L.) amazonensis e tratadas com cloroquina (CQ)

em adesivos com matriz tipo hidrogel (via tdpica) e da Anfotericina B (via intraperitoneal).
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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 cloroquina (CQ) em adesivos
tipo hidrogel (via topica) e da Anfotericina B (via intraperitoneal). Diferencas estatisticas do grupo Controle em
relagdo aos grupos sdo indicadas pelo simbolo (**). Diferencas estatisticas do grupo Matriz em relagdo aos grupos
sdo indicadas pelo simbolo (*). Nado houve diferenga estatistica entre o grupo Anfoso e as combinagdes
Matriz+Anfo50 e Matriz CQ+Anfo50. Os dados representam médias aritméticas + DP (desvio padrdo) de 3-6
animais por cada grupo, onde foi realizada analise estatistica, ANOVA One-Way, com determinagdo do nivel de
significancia para p<0,05, através de comparac¢es multiplas (teste de Tuckey).

Por outro lado, os grupos tratados apenas com a Matriz ou com a combinagdo Matriz +
Anfo50 demonstraram taxas de inibicdo mais baixas (46,6% + 39,8 e 43% + 32,3,

respectivamente), evidenciando uma menor eficacia comparativa. O tratamento com Anfo50

isolado exibiu um efeito intermediério, com inibicéo de 65,6% + 37,2 (Tabela 2)

Tabela 2: Avaliacdo da inibi¢do da parasitemia da lesdo de camundongos Balb/c infectados por L. (L.) amazonensis
e tratados com Anfotericina (via ip) e CQ (via tépica/ matriz tipo hidrogel).

Lesao
Inibicdo da
Parasitemia
Grupos (%; zdesvpad)

n
A Controle - 5
B Matriz 46,6 +39.8 6
C  Anfo50 65,6 £37,2 3
D Matriz+Anfo50 43323 4
E CO 76,3 17,9 6
F  CQ+Anfo50 90,1 £5,6 5

Nota: Controle (A) = Grupo infectado e sem tratamento; Matriz (B) = Grupo infectado e tratado somente com a
formulagdo de hidrogel (via transdérmica); Anfo50 (C) = Grupo infectado e tratado com Anfotericina B na
concentragdo de 0,63 mg/kg (via intraperitoneal); Matriz + Anfo50 (D) = Grupo infectado e tratado com
Anfotericina B na concentragéo de 0,63 (via intraperitoneal) e com a matriz de hidrogel; CQ (E) = Grupo infectado
e tratado com cloroquina formulada em hidrogel 0,68 mg/cm? (via transdérmica); CQ + Anfo50 (F) = Grupo
infectado e tratado com Anfotericina B na concentracdo de 0,63 mg/kg (via intraperitoneal) e com cloroquina
formulada em hidrogel 0,68 mg/cm? (via transdérmica). Os dados foram representados por médias + DP (desvio
padrdo) de 3 a 6 animais por grupo.
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Nos experimentos in vivo utilizando a matriz do tipo filme, observou-se que a aplicacéo
topica do adesivo tipo filme contendo apenas cloroquina (Matriz CQ) resultou em uma
diminuigdo significativa da carga parasitaria em relacdo ao grupo controle.

A Figura 22 apresenta a Unidade Relativa de Fluorescéncia (URF) dos diferentes grupos
experimentais, permitindo avaliar a eficacia dos tratamentos aplicados. A comparacao entre 0s
grupos indica diferencas estatisticamente significativas, conforme indicado pelos simbolos (**)
e (#). A Cloroquina administrada por adesivos (Matriz CQ) reduziu a URF, no entanto a
combinacdo de Cloroquina tépica com Anfotericina (Matriz CQ+Anfo50) apresentou um
aumento expressivo da fluorescéncia, sugerindo um possivel antagonismo entre os farmacos.

Os dados contidos na Tabela 3 demonstraram que o tratamento com Anfotericina B
isolada (Anfo50) reduziu a carga parasitaria na lesdo, atingindo 72,9% + 15,5 de inibicéo,
enquanto a combinagdo Matriz + Anfo50 apresentou um valor ligeiramente maior (83,7% =+
28). Ambos os grupos citados anteriormente ndo apresentaram diferenca estatistica quando
comparados entre si (Figura 22). O grupo de animais tratados apenas com a matriz tipo filme
sem farmaco obteve um efeito discreto com 38,4% + 20 de inibi¢do da parasitemia, porém nao
significativo quando comparado com o grupo controle (Figura 22). A formulacdo tipo filme
contendo a cloroquina isolada (CQ) mostrou uma inibi¢do similar & combinagdo Matriz +
Anfo50, com 83,3% + 16,6 (ambos com resultados significativos em relacéo ao controle, Figura
23). No entanto, a associacdo da formulacéo tipo filme com Cloroquina e Anfotericina B
intraperitoneal (CQ + Anfo50) resultou em apenas 4,11% = 4,8 de inibi¢do da parasitemia nos
animais infectados por L. (L.) amazonensis, sugerindo uma interagdo negativa entre os

farmacos.
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Figura 22: Avaliacdo indireta da carga parasitéaria através da URF (Unidade Relativa de Fluorescéncia) em lesdes
do dorso de camundongos fémeas BALB/c infectadas com L. (L) amazonensis e tratadas com cloroquina (CQ) em

curativos tipo filme (via topica) e da Anfotericina B (via intraperitoneal).
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Legenda: Como controle usou-se animais infectados sem nenhum tratamento (Controle) e infectados e tratados
com adesivos contendo somente a matriz utilizada sem adicfo de farmaco (Matriz). Um grupo de animais foi
tratado com Anfotericina na dose efetiva de 50% (DEsq) sendo 0,63 (Anfo50); outro recebeu DEsp de Anfotericina
e foi aplicado o adesivo contendo somente a matriz (Matriz+Anfo50); um outro grupo de animais foi tratado
somente com cloroquina em adesivos do tipo filme (Matriz CQ). Foi avaliada a combina¢&o do uso tépico contendo
a CQ e administracao intraperitoneal de Anfotericina DEsy (Matriz CQ+Anfo50). Diferengas estatisticas do grupo
Controle em relacdo aos grupos sdo indicadas pelo simbolo (**). Diferencas estatisticas do grupo Matriz em
relagdo aos grupos sdo indicadas pelo simbolo (#). Os dados representam médias aritméticas + DP (desvio padréo)
de 3-5 animais por cada grupo, onde foi realizada analise estatistica, ANOVA One-Way, com determinacéo do
nivel de significancia para p<0,05, através de comparacdes multiplas (teste de Tuckey).

Tabela 3: Avaliacdo da inibi¢do da parasitemia da lesdo de camundongos Balb/c infectados por L. (L.) amazonensis
e tratados com Anfotericina (via ip) e CQ (via tdpica/ matriz tipo filme).

Lesao

Inibicédo da

Parasitemia
(%; n

Grupos +desvpad)
A Controle - 3
B Matriz 38,4 +20 3
C Anfo50 72,9 £15,5 4
D Matriz+Anfo50 83,7 +28 4
E CQ 83,3 16,6 4
F CQ+Anfo50 4,11 +4,8 4

Nota: Controle (A) = Grupo infectado e sem tratamento; Matriz (B) = Grupo infectado e tratado somente com a
formulagdo de filme (via transdérmica); Anfo50 (C) = Grupo infectado e tratado com Anfotericina B na
concentragdo de 0,63 (via intraperitoneal); Matriz + Anfo50 (D) = Grupo infectado e tratado com Anfotericina B
na concentracéo de ,0,63 mg/kg (via intraperitoneal) e com a matriz filme; CQ (E) = Grupo infectado e tratado
com cloroquina formulada em filme 0,68 mg/cmz2 (via transdérmica); CQ + Anfo50 (F) = Grupo infectado e tratado
com Anfotericina B na concentragdo de 0,63 mg/kg (via intraperitoneal) e com cloroquina formulada em filme
0,68 mg/cm? (via transdérmica). Os dados foram representados por médias + DP (desvio padrédo) de 3 a 4 animais
por grupo.
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Em relacdo a disseminacdo parasitaria nos linfonodos, demonstrada na Tabela 4,
observa-se qualitativamente que todos 0s grupos, seja nos experimentos com formulagéo da CQ
em hidrogel ou em filme, ndo apresentaram reducdo total da disseminagdo de Leishmania.
Ressalta-se que no experimento utilizando a formulacdo do tipo hidrogel, quatro grupos
experimentais “Matriz”’, Anfo50, Matriz+CQ e MatrizCQ + Anfo50 tiveram pelo menos um
animal sem disseminacao detectada. No experimento com o uso da formulacdo do tipo Filme,
todos os linfonodos coletados permaneceram parasitados, com excec¢ao do grupo tratado com a
anfotericina intraperitoneal (Anfo50) onde foram encontrados apenas 2 animais com linfonodos
aparentes e que foram coletados, sendo que um deles estava parasitado; mostrando assim uma

reducéo parcial da disseminagéo (1/2)

Tabela 4: Avaliacdo da disseminacéo da parasitemia nos linfonodos de camundongos Balb/c infectados por L. (L.)
amazonensis e tratados com Anfotericina (via ip) e CQ (via topica).

Experimento com Formulagéo Experimento com Formulagéo
Hidrogel Filme
Grupos Linfonodos Linfonodos
Coletados Disseminacéo Coletados Disseminacéo
(n coletados/ n total (n disseminado/ n (n coletados/ n (n disseminado/ n
animais) coletados) total animais) coletados)
A Controle 5/5 5/5 3/3 3/3
B Matriz 6/6 5/6 313 33
C Anfo50 3/3 1/3 2/4 172
D Matriz+Anfo50 4/4 4/4 4/4 4/4
E Matriz+CQ 6/6 5/6 a/4 4/4
F  MatrizCQ+Anfo50 5/5 3/5 4/4 4/4

Nota: Controle (A) = Grupo infectado e sem tratamento; Matriz (B) = Grupo infectado e tratado somente com a
formulacdo de filme (via transdérmica); Anfo50 (C) = Grupo infectado e tratado com Anfotericina B na
concentragdo de 0,63 mg/kg (via intraperitoneal); Matriz + Anfo50 (D) = Grupo infectado e tratado com
Anfotericina B na concentracdo de 0,63 mg/kg (via intraperitoneal) e com a matriz filme; CQ (E) = Grupo infectado
e tratado com cloroquina formulada em filme 0,68 mg/cm?2 (via transdérmica); CQ + Anfo50 (F) = Grupo infectado
e tratado com Anfotericina B na concentracéo de 0,63 mg/kg (via intraperitoneal) e com cloroquina formulada em
filme 0,68 mg/cm2 (via transdérmica). Os dados foram representados por médias + DP (desvio padrdo) de 3a 4
animais por grupo.

4.4.3 Analise bioquimica in vivo

Em relacéo a analise bioquimica através do soro dos animais, ndo se observou diferenca
estatistica entre os grupos quando as enzimas hepaticas (aspartato aminotransferase -TGO,
alanina aminotransferase - TGP) bem como a creatinina foram detectadas. Ja quanto a ureia
(marcador da funcdo renal), ocorreu diferenca estatistica do grupo tratado com a matriz
Hidrogel + Anfotericina de 50 quando comparada aos demais grupos (Figura 23).
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Figura 23: Concentracbes séricas da ureia, creatinina, aspartato aminotransferase (TGO), alanina
aminotransferase (TGP) de animais Balb/c infectados com L. (L.) amazonensis tratados e ndo tratados com CQ em
matriz do tipo hidrogel e Anfotericina.
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Legenda: Concentragdes séricas da ureia, creatinina, aspartato aminotransferase (TGO), alanina aminotransferase
(TGP) de animais Balb/c infectados com L. (L.) amazonensis tratados e ndo tratados com CQ em matriz do tipo
hidrogel e AFT. Os niveis séricos foram representados por médias + DP (desvio padrdo) de 3-6 animais por cada
grupo. Foi realizada analise estatistica, ANOVA One-Way, com determinagdo do nivel de significancia para
p<0,05, através de comparagdes multiplas (teste de Tuckey). Diferengas estatisticas do grupo Controle em relagdo
aos grupos sdo indicadas pelo simbolo (*).

No ensaio in vivo envolvendo o uso de adesivos com matriz do tipo filme, também
ndo foi observada diferenca estatistica entre 0s grupos para todos os parametros avaliados, com
excecdo do parametro ureia quando comparamos o grupo Matriz filme com CQ e Matriz filme
com CQ + Anfo50 (Figura 24).
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Figura 24: Concentrag0es séricas de ureia, creatinina, aspartato aminotransferase (TGO), alanina aminotransferase
(TGP) de animais Balb/c infectados com L. (L.) amazonensis tratados e ndo tratados com CQ em matriz do tipo

filme e Anfotericina.
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Legenda: Os niveis séricos foram representados por médias + DP (desvio padrao) de 3-4 animais por cada grupo.
Foi realizada anélise estatistica, ANOVA One-Way, com determinagdo do nivel de significancia para p<0,05,

através de comparagdes multiplas (teste de Tuckey). N&o se observou diferenca estatistica.
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5. DISCUSSAO

A leishmaniose cutanea localizada corresponde ao surgimento de leséo eritematosa que
evolui para Glcera indolor, identificada principalmente em areas expostas da pele (Gomes et al.,
2014) e ha mais de 60 anos o Antimoniato de meglumina (AM), é o tratamento sistémico para
todas Leishmaniose Tegumentar. O medicamento é altamente toxico e tem apresentado taxas
de cura cada vez menores, provocando a apresentacdo de efeitos colaterais adversos e podendo
causar falha terapéutica, por ndo atingir a cura clinica (Guerra et al., 2015).

Baseado nessa premissa, estudos que envolvam novos farmacos como op¢do de
tratamento para LC é de suma importancia para salde coletiva de locais com alta prevaléncia,
como as cidades do Norte do pais. Nesse contexto, o presente trabalho buscou investigar a
cloroquina, ja dita como uma droga promissora contra leishmaniose (Hanif et al., 2016; Malik
et al., 2019; Rossi et al., 2024); porém o diferencial desse estudo é que a abordagem foi feita
por meio de aplicacdo tdpica, sendo as formulagdes estudadas o hidrogel e o filme.

Importante destacar que a administracdo de medicamentos através da pele tornou-se
uma via importante no tratamento de doencas dermatoldgicas e de algumas doencas sistémicas
(Bertoline, 2009; Vieira, 2013; Shahzad et al., 2015), além de apresentar inumeras aplicacdes
biomédicas, tais como materiais odontoldgicos, oftalmolégicos, sistemas de administragédo de
farmacos, implantes e engenharia de tecidos (Benamer et al., 2006). Essas aplicacfes ja
conhecidas corroborou o foco principal dessa pesquisa, que foi a utilizacdo de uma formulagéo
em Hidrogel e filme para ser utilizada contra LC em tratamento diretamente na les&o.

O uso de hidrogéis na permeacdo cutanea tem se mostrado uma estratégia eficaz para a
liberacdo controlada de substéancias ativas, permitindo uma absorcdo gradual e prolongada ao
longo do tempo (Ahmed, 2015). Neste estudo, foi observado que o hidrogel utilizado liberou o
principio ativo de forma sustentada por 12 horas, mantendo um perfil de liberagdo constante até
0 35° dia de armazenamento, variando entre 5,2% e 14,38%. Esses achados evidenciam seu
potencial como um sistema eficiente de entrega transdérmica. Importante destacar que no 42°
dia ocorreu um aumento consideravel da permeacdo quando comparado aos demais dias,
podendo este fato ter ocorrido por diminuigdo da espessura do hidrogel.

Essa tendéncia também foi observada na analise da retencdo da CQ em pele de Sus
scrofa domesticus ao longo de 42 dias de armazenamento, comparando duas formulagdes:
hidrogel e filme. No primeiro dia, a reten¢do da CQ no hidrogel foi de 63,02 ug, enquanto na

formulacdo em filme foi de 56,87 g, apresentando valores iniciais semelhantes. Com o passar
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do tempo, no entanto, a retencao da CQ no hidrogel aumentou progressivamente, atingindo seu
pico aos 42 dias (245,43 pg), enquanto a formulagéo em filme apresentou um perfil oscilante e
uma retencéo final inferior (41,36 pg). Esses dados reforgam que o hidrogel ndo apenas mantém
um perfil de liberacdo mais sustentado, mas também favorece a retencdo prolongada do farmaco
na pele, diferindo da formulacdo em filme, que promove uma liberacdo mais rapida e com
menor acimulo final. Essa diferenca pode estar associada as propriedades fisico-quimicas dos
sistemas de liberagéo.

A diferenca fisico-quimica entre as matrizes de hidrogel e filme esté principalmente na
sua composicdo e estrutura, impactando diretamente a liberacdo do principio ativo e a
permeacdo cuténea. O hidrogel, por ser altamente hidratado e apresentar uma estrutura mais
porosa, favorece uma liberacdo mais rapida e maior permeacao cutanea. Em contraste, os filmes
poliméricos, como os formulados com Eudragit, apresentam uma matriz mais compacta,
promovendo uma liberacdo prolongada e controlada do farmaco. O Eudragit € um copolimero
amplamente utilizado na formulacao de sistemas de liberacdo controlada de farmacos, sendo
empregado em diferentes tipos de formulages, incluindo adesivos transdérmicos (Mutalik;
Udupa, 2004; Ofokansi; Kenechukwu; Ogwu, 2015; Akhgari; Tavakol, 2016; Patra et al.,
2017).

Um exemplo relevante é o estudo de Cunha et al. (2016), que avaliou a liberacédo
controlada de diclofenaco de sodio a partir de um dispositivo implantavel composto por
Eudragit RS 100 e PCL-T. Os autores observaram que a liberacdo do farmaco seguiu um
comportamento bifasico, com uma fase inicial de liberacdo rapida, seguida por uma fase de
liberacdo sustentada, caracterizada por uma cinética de ordem zero. Esse perfil reforca o papel
do Eudragit RS100 na modulacdo da liberacdo do farmaco, favorecendo uma difuséo
prolongada e controlada.

No presente estudo, os dados de retencdo da cloroquina (CQ) refor¢cam essas diferencas
entre hidrogel e filme, especialmente em tempos prolongados de armazenamento. Enquanto o
hidrogel apresentou uma retengdo crescente, atingindo 245,43 pg apos 42 dias, a formulacao
em filme demonstrou um padrdo diferente, com uma tendéncia a estabilizacdo e menor retencao
cutanea (41,36 pg apos 42 dias). Esse comportamento pode estar relacionado a estrutura menos
porosa e mais compacta do filme, que reduz a difusdo do farmaco em comparagdo com a matriz
hidrofilica do hidrogel.

Esses resultados reforcam que a escolha entre hidrogel e filme depende da necessidade
terapéutica. Para tratamentos que exigem uma liberacdo rapida e maior permeacao cutanea, o

hidrogel pode ser mais adequado. No entanto, para farmacos que demandam liberacéo
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sustentada e controle da absorcéo, como no caso do filme com Eudragit RS100, essa abordagem
pode ser mais vantajosa para modular a dose e minimizar efeitos adversos.

Importante salientar que a eficacia da administracdo transdérmica estd diretamente
relacionada a seletividade natural da pele, que impde barreiras a permeacao de moléculas. Para
gue um farmaco consiga atravessar o estrato corneo e atingir a circulacdo sistémica, é essencial
que apresente caracteristicas fisico-quimicas adequadas, como um coeficiente de particdo
(logP) entre 1,0 e 4,0 (Bhowmik et al., 2013; Soares et al., 2015; Rodrigues et al., 2021). Nesse
contexto, Branco Junior et al. (2024) descrevem que a cloroquina possui um coeficiente de
particdo (logP) de 3,95, o que sugere seu potencial para administracdo transdérmica. Além
disso, os autores ressaltam que seis propriedades fisico-quimicas devem ser consideradas para
a biodisponibilidade de farmacos: lipofilicidade, tamanho molecular, polaridade, solubilidade,
flexibilidade estrutural e saturagéo.

Em uma breve elucidacdo, os sistemas de entrega transdérmica de farmacos ou adesivos
transdérmicos, sdo projetados para fornecer uma quantidade terapéutica de um determinado
ativo com uma taxa predeterminada, controlada e por tempo prolongado (Sharma et al., 2018).
Além disso, os adesivos transdérmicos tem uma manutencdo do nivel constante do farmaco no
plasma sanguineo, menor nimero de efeitos colaterais, e melhoria da biodisponibilidade pela
evasdo de metabolismo hepatico de primeira passagem e podem aumentar a adesao do paciente
ao tratamento (Dhiman; Gurjeet; Rehni, 2011; Bhowmik et al., 2013), podendo vir a ser uma
Otima alternativa para tratamentos de doencas de pele.

Nesse contexto, com a estratégia de tratamento local com adesivos transdérmicos
atrelada aos resultados de Amidon et al. (1995) que descreveram a cloroguina como altamente
soltvel e altamente permeavel, surgiu a hipotese de que a cloroquina poderia ser uma droga
promissora contra LTA (Hanif et al., 2016; Rossi, 2018; Malik et al., 2019; Rossi et al., 2024)
em testes de permeacgdo cutédnea com este farmaco.

Essas formulacdes farmacéuticas que auxiliam e potencializam o autocuidado bem
como a participacao do paciente no processo cura, como por exemplo de cicatrizagéo de feridas
é muito relevante e tem sido incentivada nos Gltimos anos (Mendes, 2010). Tal fato reforca a
importancia deste trabalho com formulagdes para futuros tratamentos da LC e de patologias
com acometimento dermatolégico.

Quanto a parasitemia in vivo, os resultados obtidos indicam que a CQ na formulacéo
hidrogel apresentou uma inibicdo significativa da parasitemia (76,3%) quando comparada ao
grupo controle. Esse achado reforca o papel do hidrogel como um sistema eficiente para a

entrega transdérmica do farmaco em animais Balb/c com leishmaniose cutanea, permitindo uma
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liberacdo mais rapida e facilitando a permeacéo cutanea, o que pode explicar sua eficacia na
reducdo da carga parasitaria.

Quando a CQ no hidrogel foi combinada com Anfo50 (Matriz CQ+Anfo50, Figura 22
e Tabela 2), houve uma inibi¢do ainda maior da parasitemia (90,1% =* 5,6), porém nao houve
diferenga estatistica entre as taxas de inibigdo encontradas no grupo “Anfo50” (65,6% + 37,2)
e as combinagdes “Matriz+Anfo50” (43% + 32,3) do tratamento. Essa ac¢do leishmanicida
observada nesses trés grupos experimentais deve estar relacionada a acdo da anfotericina. B que
demonstrou um efeito expressivo na reducdo da carga parasitaria, atingindo 65,6% + 37,2 de
inibicdo; um resultado comparavel ao da CQ na formulacao hidrogel.

Ja a formulacdo do tipo filme contendo cloroquina isolada apresentou um indice de
inibigdo de 83,3% + 16,6 da parasitemia dos animais com leishmaniose cutanea, um resultado
semelhante ao tratamento da Anfotericina isolada via intraperitoneal (72,9% + 15,5) e a
combinacdo Matriz + Anfo50 (83,7% + 28). Esse dado reforca a hipotese de que, apesar da
liberacdo mais controlada da CQ na matriz filme, sua acdo terapéutica foi equivalente ao
farmaco de referéncia, demonstrando um perfil de liberacdo sustentada que mantém a eficacia
ao longo do tempo. A matriz do tipo filme sem o farmaco CQ nao reduziu significativamente a
parasitemia, sugerindo auséncia de efeito antiparasitario.

No geral, esses achados indicam que a formulacdo hidrogel proporcionou maior
biodisponibilidade inicial do farmaco, enquanto a formulacéo filme possibilitou um controle
mais prolongado da liberacdo da CQ, mantendo a eficacia no controle da parasitemia. Alem
disso, os resultados apontam que a associa¢do da CQ em maior quantidade com a Anfotericina
B podera representar uma estratégia terapéutica promissora, aumentando significativamente a
eficcia do tratamento contra Leishmania.

Tal achado est4d em concordancia com o estudo de Hanif et al. (2016), que comparou a
administracdo de cloroquina por via intralesional e oral no tratamento da leishmaniose cutanea,
demonstrando que ambas as vias sdo eficazes na erradicacdo da infeccdo. No entanto, o
tratamento intralesional apresentou uma duracdo significativamente menor em comparacao
com o tratamento oral, com uma diferenca estatisticamente significativa (p = 0,0028). Além
disso, a dose total de cloroquina utilizada foi significativamente menor no grupo intralesional
em comparacao ao grupo oral, com p < 0,001. Esses achados sugerem que a administracdo
intralesional de cloroquina pode ser uma alternativa mais eficiente e econdémica no tratamento
da leishmaniose cutanea.

De forma semelhante, Rossi et al. (2024) observaram que a administracdo

intraperitoneal de cloroquina resultou em uma reducdo significativa, dose-dependente, da
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parasitemia, além de modular a resposta imunolégica, aumentando a producao de citocinas pro-
inflamatorias como IFN-y e TNF-a, o que pode contribuir para a eliminagdo do parasito.

Os achados deste estudo também corroboram com os resultados de Rocha et al. (2013),
onde utilizaram diferentes esquemas terapéuticos, administrando cloroquina por via oral na
dose de 50 mg/kg/dia durante quatro semanas, bem como a combinacdo dessa via com a
administracdo intralesional a 1%. Esses achados refor¢cam o potencial da cloroquina como um
agente terapéutico contra a L. (L.) amazonensis, especialmente quando associada a outras
abordagens para otimizar sua eficacia.

Dada a complexidade da LC, a progressdo da lesdo deve ser considerada no
desenvolvimento de novas formulagdes. A infeccao inicia-se com eritema e inchago, evoluindo
para uma papula e, posteriormente, um nodulo ulcerado, levando a destruicéo parcial da camada
cornea, epiderme e derme ao longo de 2 semanas a 6 meses (Carneiro et al., 2012; Karram et
al., 2012).

Nesse contexto, os parasitos da LC permanecem na derme, onde séo internalizados por
macrofagos e células de Langerhans, que os transportam aos linfonodos de drenagem. Esse
cendrio favorece 0 uso de formulagdes tdpicas, que podem atingir diretamente o local da
infeccdo. Assim, a administracdo transdérmica surge como uma alternativa menos invasiva ao
tratamento convencional, evitando a metabolizacdo hepatica, reduzindo a frequéncia de doses
e permitindo a autoadministracdo indolor, minimizando os traumas associados a terapia
parenteral (Teixeira et al., 2013; Silva, 2015; Van Bocxlaer et al., 2021)

E importante destacar que ja foi observada diminuicio de carga parasitaria em outros
trabalhos que utilizaram adesivos transdérmicos e isso fortalece a importancia da presente
pesquisa. Foi testada a atividade leishmanicida por meio de adesivos transdérmicos de extrato
de Nigella sativa na qual uma das cinco formulagdes testadas liberou mais de 80% do extrato
nos experimentos de difusdo in vitro. O tratamento in vivo com 0s adesivos foi capaz de eliminar
75% da carga parasitaria (Khan et al., 2021).

Além isso, os autores Alexandrino-Junior e colaboradores (2019) desenvolveram
hidrogéis de alcool polivinilico (PVVA) contendo Anfotericina B incorporada e foi observado
que os hidrogéis de PVA carregados com o farmaco também mostraram atividade antiflngica
e leishmanicida eficiente, impermeabilidade microbiana e permeabilidade ao vapor de agua
compativel com as necessidades fisioldgicas da pele saudavel, assim como, ndo apresentaram
potencial citotdxico para células pertencentes a linhagem derivada de rim do macaco verde.

Quanto ao resultado da matriz filme, nos experimentos in vivo, observou-se que a
aplicacdo do adesivo tipo filme contendo apenas cloroquina (Matriz CQ) resultou em uma

diminuicdo significativa da carga parasitaria em relagdo ao grupo controle.
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Sob esse viés, Coelho e colaboradores (2021) desenvolveram um sistema de liberacédo
controlada de duas chalconas sintéticas, utilizando nanofibras de alcool polivinilico (PVA). E
0s autores demonstraram a permeacéo 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.

E importante salientar que como na maioria dos casos de leishmaniose cutanea
localizada, a epiderme ndo esta presente em decorréncia da ulceragdo, sendo assim,
provavelmente a penetracdo de uma substancia na derme pode vir a ser aumentada e entrando
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 0s
parasitos estdo localizados (Carneiro et al., 2012; Van Bocxlaer et al., 2016; Caridha et al.,
2019).

Rossi et al. (2024) demonstraram que a CQ exerce um efeito imunomodulador na
leishmaniose experimental, contribuindo para o controle da parasitemia sem exacerbar a
resposta inflamatdria. O tratamento com CQ intraperitoneal resultou no aumento das citocinas
pro-inflamatorias IL-2, IL-6, TNF-a e IFN-y, promovendo uma resposta imune efetiva contra
0 parasito. Simultaneamente, houve um aumento da IL-10, uma citocina anti-inflamatoria, que
contrabalangou essa ativagdo imunoldgica, evitando uma inflamagdo exacerbada. Esse
equilibrio favoreceu a eliminacdo do parasito sem gerar danos excessivos ao hospedeiro. Além
disso, a terapia combinada com anfotericina B intensificou esses efeitos, reduzindo a
parasitemia em 86,06%, reforcando o potencial do reposicionamento da CQ no tratamento da
leishmaniose.

Nesse contexto, Branco Junior et al. (2024) complementaram esses achados ao
descrever, por meio de uma avaliacgdo in silico, que a CQ interage com a enzima Tripanotiona
Redutase (TRLb) de Leishmania braziliensis, apresentando um potencial efeito inibitério com
um K tedrico de 4,86 uM, inferior ao do inibidor de referéncia descrito na literatura (Benson
et al., 1992). Como a TRLb é fundamental para o equilibrio redox do parasito, sua inibicdo
pode comprometer a sobrevivéncia do mesmo, sugerindo um mecanismo adicional pelo qual a
CQ pode atuar na leishmaniose. Esses achados reforcam a necessidade de estudos in vitro para
confirmar essa atividade enzimatica e avaliar seu impacto na viabilidade do parasito,
contribuindo para o desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas para a leishmaniose
cuténea.

A cloroquina é um farmaco com diversos efeitos colaterais, onde o seu uso prolongado

pode provocar efeitos toxicos graves e as vezes irreversiveis como insuficiéncia hepética
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fulminante (FIOCRUZ, 2022) e é possivel destacar que durante o experimento ndo houve
diferenca estatistica em nenhum dos grupos quanto aos niveis de enzimas transaminases que
representam importantes marcadores de alteragdes no figado (TGO e TGP).

Quanto a anfotericina B, esse farmaco tem como efeitos colaterais 0 aumento de enzimas
hepaticas (FIOCRUZ, 2022) fato este que ndo ocorreu neste trabalho em nenhum dos grupos
avaliados. Nenhum animal morreu durante o tratamento, podendo este fato ser um bom
resultado quanto ao sistema de liberacdo estudado, para assim termos um tratamento de

leishmaniose menos invasivo e com menor reacdo adversa durante seu uso.

6. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados desse estudo revelaram que as formas farmacéuticas aplicadas no modelo
ex vivo apresentaram propriedade fisico-quimica desejavel que garantiu uma penetracdo
eficiente da CQ na pele. Assim, o equilibrio hidrofilo-lipdfilo pode ser observado nessa
formulacdo, uma vez que foi detectada a permeacdo cutdnea da CQ para 0 compartimento
receptor do sistema de célula de Franz e ao mesmo tempo foi observada a retencdo do farmaco
na pele.

A potencial aplicagéo topica da CQ em formulacéo hidrogel foi confirmada a partir dos
resultados in vivo no tratamento por 15 dias de camundongos infectados por L. (L.)
amazonensis. De forma que os animais tratados diariamente com adesivos dérmicos contendo
a CQ a 0,68 mg/cmz2 apresentaram uma inibicdo de 76,3% da carga parasitaria em relagdo ao
grupo controle sem tratamento além de ter sido observados efeitos colaterais minimos quando
analisados os parametros bioquimicos sericos TGO, TGP, ureia e creatinina.

A formulacdo tipo filme contendo cloroquina também demonstrou eficacia no
tratamento tdépico da leishmaniose tegumentar em modelos murinos infectados por L. (L.)
amazonensis. Embora ndo tenha havido reducdo significativa no tamanho das lesdes, a
formulacdo apresentou uma reducdo estatisticamente relevante da carga parasitaria nas lesdes
(83,3% de inibigéo), indicando atividade leishmanicida in vivo. Esses resultados sugerem que
a formulagdo em filme também pode ser uma abordagem promissora para o tratamento topico,
especialmente ao considerar os beneficios potenciais na adesdo ao tratamento e reducdo de
toxicidade sistémica, apesar de ndo impedir a disseminacdo para linfonodos. Isso reforca a
necessidade de mais investigacdes para aprimorar a eficacia e explorar combinacdes
terapéuticas.

Assim, o reposicionamento da CQ para o tratamento de leishmaniose tegumentar é

promissor e o0s resultados aqui apresentados apontam para a necessidade de avangos de mais
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ensaios pré-clinicos com maior concentracdo do farmaco, outras formulacGes e com outras

espécies brasileiras de Leishmania.
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