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RESUMO

AVALIACAO DA ATIVIDADE LEISHMANICIDA TOPICA DE NANOEMULSAO DO
OLEO DE SUCUPIRA (Pterodon emarginatus Vogel) EM MODELO ANIMAL.

Introducdo: A leishmaniose € uma das doencas infecciosas mais importantes do
mundo, segundo a OMS. Distribuida em varios paises das Américas, temos a forma
Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) causada pela Leishmania (L)
amazonensis, que possui uma grande capacidade de causar deformidades, além
disso, o tratamento € bastante incdbmodo ao paciente, o que tem levado a busca por
novos farmacos. Objetivo: Diante disso o objetivo deste trabalho foi avaliar a potencial
atividade leishmanicida, frente ao protozoario da LTA, de uma nanoformulagéo para
uso topico obtida a partir do oleoresina dos frutos de P. emarginatus. Material e
métodos: O teste utilizado para o estudo in vitro foi o ensaio colorimétrico de
resazurina que avaliou a ICso de uma nanoemulsdo composta por dois tipos de
tensoativos (monooleato de sorbitano e o polissorbato 80), OS e agua (NEOS5),
contra promastigotas de L. amazonensis. O ensaio in vivo avaliou a eficacia da
formulacdo polissorbato 80 (6,26%) monooleato de sorbitano (3,73%), etanol 96%
(2%), OS (20%) e agua (68%) (NEOS20) no tratamento de lesdes causadas por L. (L)
amazonensis em 4 grupos de animais. Resultados e discussdo: Apos 48h de
incubacdo a NEOS5 apresentou melhor resultado na inibi¢cdo parasitaria com ICso de
21,83 = 1,09 ppm, enquanto o OS ndo encapsulado apresentou ICso de 32,38
+3,87ppm. Diante deste resultado seguiu-se para o estudo in vivo, onde observou-se
gue a lesdo com maior reducéo de tamanho foi a do grupo tratado com a combinacéo
de Glucantime® e NEOS20, com redugéo de 41%. A lesao passou de 7,4 £ 0,62mm
para 4,3 + 0,88mm durante o periodo de tratamento. Concluséo: A utilizacao topica
de NEOS20 combinada com Glucantime® apresentou os melhores resultados,
melhorando o0 aspecto geral das lesdes e diminuindo significativamente as
interleucinas IL10 e IFN-y, indicando uma possivel atividade antiinflamatéria e
cicatrizante da formulacao proposta.

Palavras-Chave: Leishmaniose; doencas tropicais negligenciadas; P. emarginatus;

nanoemulsao.

Agradecimentos: UNIFAP e UFMG.
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ABSTRACT

LEISHMANICIDAL ACTIVITY EVALUATION OF TOPICAL SUCUPIRA OIL
NANOEMULSION (Pterodon emarginatus Vogel) in ANIMAL MODEL.

Introduction: Leishmaniasis is one of the most important infectious diseases in the
world, according to the WHO. Distributed in several countries in Americas, we have
the American cutaneous leishmaniasis (ACL) form, caused by Leishmania (L)
amazonensis, which has a great capacity to cause abnormalities, in addition, the
treatment is very uncomfortable for the patient, which has led to the search for new
drugs. Objective: Thus, the aim of this work was evaluate the potential leishmanicidal
activity, against the protozoan of ATL, of a nanoformulation for topical use obtained
from the oleoresin of P. emarginatus fruits. Material and methods: The test used from
in vitro study was the colorimetric assay of resazurin that evaluated the 1Cso of a
nanoemulsion composed of two types of surfactants (sorbitan monooleate and
polysorbate 80), OS and water (NEOS5), against promastigotes L. amazonensis. The
in vivo test evaluated the efficacy of the formulation polysorbate 80 (6.26%) sorbitan
monooleate (3.73%), ethanol 96% (2%), OS (20%) and water (68%) (NEOS20) in
treatment of lesions caused by L. (L) amazonensis in 4 groups of animals. Results
and discussion: After 48 hours of incubation, NEOS5 showed better results in
parasitic inhibition with an 1Cso of 21.83 + 1.09 ppm, while the non-encapsulated OS
presented an ICso of 32.38 £ 3.87ppm. In from of this results, we proceeded to the in
vivo study, where it was observed that the lesion with the greatest reduction in size
was that of the treated group with the combination of Glucantime® and NEOS20, with
a reduction of 41%. The lesion went from 7.4 + 0.62 mm to 4.3 £ 0.88 mm during the
treatment period. Conclusion: The topical use of NEOS20 combined with
Glucantime® showed the best results, improving the general appearance of the lesions
and significantly reducing the interleukins IL10 and IFN-y, indicating a possible anti-
inflammatory and healing activity of the proposed formulation.

Keywords: Leishmaniasis; neglected tropical diseases; P. emarginatus.

nanoemulsion.

Acknowledgments: UNIFAP and UFMG.
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1 INTRODUCAO

As leishmanioses sdo um problema de saude publica mundial, estando entre
as endemias consideradas prioritarias no mundo. A leishmaniose cutdneo mucosa é
altamente endémica nas Ameéricas. Segundo a organizacdo mundial da saude, os
dados epidemioldgicos do periodo de 2001 a 2016 mostram que a OPAS/OMS
recebeu um total de 892.846 notificacbes de novos casos em 17 dos 18 paises
endémicos.

A doenca se manifesta de diferentes formas clinicas, dependendo da espécie
e da resposta imunolégica do hospedeiro, podendo ser classificada como
leishmaniose visceral (LV) e leishmaniose tegumentar americana (LTA). A LTA esta
distribuida em quatro continentes (América, Europa, Africa e Asia). E considerada pela
Organizacao Mundial da Saude (OMS) como uma das seis mais importantes doencas
infecciosas, pelo seu alto coeficiente de deteccdo e a capacidade de produzir
deformidades, sendo este Ultimo, o principal motivo da LTA levar a problemas
psicoldgicos, sociais e econdmicos graves.

Diante deste cenario, muitas pesquisas tém se voltado para a busca de
medicamentos para leishmaniose 0s quais possam ser menos agressivos que 0S
tratamentos de referéncia atuais. Por isso, os produtos naturais nas formas de 6leos,
extratos e fracdes de compostos especificos, tém sido a matéria-prima de primeira
escolha. Dentre as diversas formas de producéo de farmacos, a nanotecnologia tem
se destacado devido as diversas vantagens que oferece que vao desde a melhora na
farmacocinética e na solubilidade de substancias lipofilicas (como os 6leos vegetais)
e a protecdo das substancias terapéuticas contra agentes externos. Nanoestruturas
como nanoparticulas e nanoemulsfes (sendo esta Ultima objeto de estudo neste
trabalho) sdo as estruturas mais utilizadas para incorporagéo de 0Oleos vegetais.

Neste estudo foi utilizado o oleoresina de sucupira (P. emarginatus), o qual tem
apresentado um alto potencial terapéutico, devido, principalmente, a presenca de
compostos terpendides que lhe confere diversas atividades biol6gicas importantes
como: inseticida, testado contra o vetor da elefantiase (Culex quinquefasciatus) e o

vetor da dengue (Aedes aegypti), se mostrando bastante promissor. Essas



formulacbes desenvolvidas a partir da nanotecnologia contribuiram para que o Oleo
estudado adquirisse uma caracteristica quimica mais compativel com a agua, visto
que os vetores estudados sdo combatidos principalmente na fase larvaria e a larva se
desenvolve na agua. Outras atividades descritas também foram antiinflamatoria,
antimicrobiana e leishmanicida, onde os testes in vivo, in vitro e in silico comprovaram
a eficacia. A possibilidade de P. emarginatus ter atividade leishmanicida € de extrema
importancia, visto que as leishmanioses (visceral e tegumentar) sdo hoje um problema
de saude publica mundial. Considerando que os medicamentos para tratar a
leishmaniose apresentam altos niveis de toxicidade e muitos efeitos adversos, o
presente trabalho tem como objetivo o desenvolvimento de uma nanoemulsdo de
oleoresina de sucupira que seja eficaz para o tratamento da leishmaniose tegumentar
americana e ndo apresente toxicidade consideravel ao paciente.

Neste sentido, nanoemulsfes a base de oleoresina de P. emarginatus tem a
proposta de melhorar o sugerido efeito e a aplicabilidade do éleo para tratamento da
leishmaniose, inclusive como uma alternativa viavel no lugar dos tratamentos

convencionais que comprometem a qualidade de vida do paciente.

1.1 REVISAO DE LITERATURA

1.1.1 Leishmanioses e patogenia

Leishmania spp é um género de protozoarios da ordem Kinetoplastida,
pertencente a familia Trypanosomatidae, responsavel pela transmissdo da
leishmaniose (HERWALDT, 1999). Com um ciclo de vida heterogénico, o vetor
invertebrado abriga em seu trato digestivo a forma flagelada contaminante,
promastigota metaciclico. Nos tecidos dos hospedeiros vertebrados, varias espécies
de mamiferos sdo a forma amastigota do parasita, que € intracelular obrigatéria
(PETERS et al., 2008). O ciclo da doenca comeca com a picada da fémea hematéfaga
infectada do vetor, um momento em que o hospedeiro vertebrado forma as
promastigotas metaciclicas do protozoario do género Leishmania que habitam o
intestino do flebotomineo. Apds a inoculacdo, elas sdo englobadas por células do
sistema de reticulo endotelial, como macrofagos, neutrofilos e monadcitos (JAIN; JAIN,
2013; SEGUIN; DESCOTEAUX, 2016), perdem o flagelo e tornam-se formas



amastigotas, iniciando um processo de multiplicacédo intracelular por divisdo binaria
no fagolisossomo (SACKS; KAMHAWI, 2001). As células, quando preenchidas com o
protozoario, se rompem, liberando indmeros parasitas que infectam novas células do
hospedeiro vertebrado (FORESTIER et al., 2011). Ao realizar o hematofagismo no
homem ou animal com a doencga, 0 mosquito ingere células infectadas com as formas
amastigotas do parasita. Apos a ruptura do morfonuclear e a liberacéo do protozoario
no organismo do vetor, eles se tornam promastigotas metaciclicos novamente
flagelados, iniciam um processo de proliferacdo extracelular e, portanto, capaz de
infectar novos reservatorios(FORESTIER et al., 2011; MAGILL, 2017).

Os parasitas tém como hospedeiros naturais 0os animais silvestres e s afetam
o homem e os animais domésticos quando estes invadem seu ambiente. A
multiplicidade de espécies e tipos nosogeograficos de leishmaniose, bem como sua
ampla distribuicdo, causam consideravel morbidade e mortalidade que dependem da
relacdo entre as espécies transmitidas e a resposta imunoldgica do hospedeiro,
podendo entdo desencadear uma ampla variedade de sintomas, manifestacdes
clinicas mulfacetadas e diversidade epidemiolégica (ASHFORD, 2000; PACE, 2014)
(PACE, 2014; CHANDRA; MAHESH, 2017). Entre as formas clinicas da doenca,
temos no homem a leishmaniose visceral e a leishmaniose tegumentar americana que
se manifesta como cutanea, mucocutanea e difusa (DESJEUX, 2001).

A leishmaniose visceral (LV), também conhecida como calazar, é considerada
uma doenca endémica zoondtica urbana e antropondtica causada principalmente
pelos protozoarios do complexo L. donovani, L. infantum (MARZOCHI, 2005; JAIN;
JAIN, 2013) em ambientes urbanos, afeta principalmente o cdo doméstico (de
FREITAS et al., 2018). E a leishmaniose mais grave, afeta 6rgéos viscerais, como
baco, figado e, ocasionalmente, medula 6éssea (COSTA et al., 2009; KUMAR, 2012).
Predominante nos continentes africanos, nas Américas e no sudeste asiatico, pode
ser assintomatico, causando sintomas clinicos como surtos irregulares de febre,
esplenomegalia acompanhada ou ndo de hepatomegalia e perda de peso, podendo
gerar um quadro grave de caquexia progressiva, sendo fatal em até 2 anos quando
nado tratado (SHARMA; SINGH, 2008; GRIENSVEN, 2013; OMS, 2018; MAGILL,
2017).

A LTA abrange trés formas especificas da doenca. S&o elas: leishmaniose

cutanea (L. braziliensis, L. amazonensis, L. guyanensis), formas que produzem



exclusivamente lesdes cutaneas ulcerosas ou ndo, porém limitadas. Na forma
mucocutanea ou espuria, 0 protozoario com tropismo pelas membranas mucosas
causa lesdes destrutivas, desfigurantes e hediondas que provavelmente comegam no
local da mordida e com lesGes metastéticas subsequentes proximas as cartilagens,
afetando as regifes naso-oral e faringe, aléem de mutilacdo do rosto. Geralmente é
causada por L. brasiliensis (MARZOCHI, 2005). E, por ultimo, a forma cutanea difusa,
causada por espécies como L. aethiopica ou L. amazonensis. Essa é a forma mais
rara, caracterizada por comprometimento dérmico macico, onde existem multiplos
nodulos com muitos parasitas, ndo ulcerados, restritos a uma regido ou espalhados
por todo o corpo (SHARMA; SINGH, 2008). De natureza crdnica, com recorréncias
frequentes, apresenta aspecto clinico, imunoldgico, parasitoldgico,
anatomopatologico e terapéutico diferente das outras duas formas descritas acima.
Geralmente sdo indolores, embora irritantes e resultem em uma doenca duradoura,
principalmente devido a uma resposta imune especifica deficiente ou ausente,
afetando individuos anérgicos ou, posteriormente, pacientes tratados com calazar
(DESJEUX, 2004; MARZOCHI, 2005). Essa complicacao tardia da forma visceral
causada por Leishmania donovani e denominada leishmaniose cutanea pos-calazar
ocorre eventualmente, de 6 meses a 1 ano apds o tratamento, resultando em lesdes
de tamanhos variados e n&o ulceradas (PACE, 2014). E observado em algumas
regibes da Africa e da Asia e, apesar de silencioso, € de grande importancia
epidemiologica (URANW, 2011). As feridas mais lisas e geralmente indolores nédo
causam desconforto ao paciente, que na maioria das vezes prefere optar pelo néo
tratamento, pois € desconfortavel e doloroso. No entanto, muitos parasitas podem ser
alojados no local, resultando em uma fonte potencialmente ativa de nova
contaminagcdo (AKHOUNDI, 2017).

A ampla patologia das Leishmanioses, devido as diferentes formas da doenca
e a multiplicidade de espécies envolvidas no processo patoldgico, nos fornece
resolucdes diferenciadas. Assim, uma espécie como a L. braziliensis pode
desenvolver em um hospedeiro desde feridas abertas localizadas que se
autorreparam até lesdes crbnicas e invasivas capaz de causar destruicdo das
mucosas (DE OLIVEIRA; BRODSKYN, 2012). Essa variabilidade de sintomas esta
relacionada tanto a cepa e espécie do parasito quanto ao sistema imunologico do

hospedeiro. Os macrofagos representam as principais células infectadas por



Leishmania e desempenham um papel relevante no controle imunologico do
parasitismo intracelular (BALARAMAN et al., 2004). A capacidade da Leishmania de
resistir as células relacionadas a resposta inata ou adaptativa, como os macréfagos,
ajuda o parasita a permanecer multiplicando e infectando novas células. Sabe-se
entretanto que uma resposta Th1l eficaz , com liberacdo de mediadores quimicos tais
como IFN-y, TNF-a, IL-2, 6xido nitrico (NO), dentre outros, auxilia na resolucdo da
doenca por destruicdo do patdgeno pelas células fagociticas (TRIPATHI; SINGH;
NAIK, 2007).

A visualizagdo do protozoario na amostra biologica e a identificacdo de
espécies de Leishmania sdo de suma importancia para o diagnostico preciso da
leishmaniose. A precisdo e a sensibilidade do método impactardo diretamente um
controle e tratamento eficazes, prevenindo a morte por leishmaniose visceral e
morbidade por leishmaniose cutanea e mucosa (GONTIJO; MELO, 2004). O
diagndstico clinico da doenca € complicado, devido as varias manifestacfes e
diferentes formas das feridas (PETERS et al., 2008). A analise laboratorial geralmente
se deve a demonstracéo, através de microscopia, de formas amastigotas do parasita
no tecido infectado (em geral, bidpsias na forma tegumentar e aspiradas do bago em
Visceral) (DESJEUX, 2001). Embora seja um método relativamente simples e barato,
€ semiguantitativo e ndo € capaz de identificar as espécies infectantes. Outros
métodos, como isolamento de Leishmania em modelos de cultura ou animais, testes
intradérmicos de hipersensibilidade e xenodiagndstico séo relatados. Os métodos de
amplificacdo bioquimica, molecular, de DNA ou RNA tornaram-se cada vez mais
essenciais no diagnostico da doenca (AKHAVAN, 2010; MONDAL et al., 2010). A
PCR, por exemplo, permite que a identificacdo e quantificacdo do parasita sejam mais
precisas do que os meétodos parasitologicos mencionados anteriormente (NAGILL;
KAUR, 2011; DA GRACA et al., 2012).

A leishmaniose é um problema de salde publica com alta incidéncia e ampla
distribuicdo geogréafica em varios paises e continentes. As acdes de vigilancia,
prevencdo e controle requerem um grande esforco técnico, operatorio e politico,
dadas as altas taxas de morbimortalidade relacionadas a doenca. As medidas de
controle sdo basicamente restritas ao manejo de casos novos e recorrentes, vigilancia
entomoldgica em focos zoondticos e quimioterapia (DUTHIE, 2012). Assim, 0s

avancos na pesquisa para obtencao de novas terapias medicamentosas e vacinas



sdo de fundamental importancia para o manejo e implementacdo de medidas de
controle (PETERS et al., 2008).

A vacinacdo em humanos e cées pode ser uma estratégia eficaz e importante
para protecdo a longo prazo (COLER; REED, 2005;). Ao limitar a gravidade e a
incidéncia e interromper a transmissao, essa medida profilatica reduziria os casos da
doenca (NOAZIN et al., 2008). No entanto, mesmo com pesquisas intensas e varios
candidatos a vacinas, ndo ha evidéncias que comprovem a protecao duradoura e
eficaz delas (de AGUIAR et al., 2010).

Para o tratamento, a administracdo parenteral de antimoniais pentavalente é,
durante anos, usada contra as varias formas clinicas da doenca (DESJEUX, 2001;
SINGH, KUMAR, SINGH, 2012). Entretanto, varios fatores limitam seu uso, como
resisténcia a medicamentos, alto custo, toxicidade associada a quimioterapia, efeitos
adversos e o inconveniente da via de administracdo (como infusdo intravenosa)
dificultando a adesédo (PAVLI; MALTEZOU, 2010; JAIN; JAIN, 2013; JAIN; JAIN,
2018). O uso da anfotericina B também mostrou altas taxas de cura, no entanto, seus
frequentes efeitos colaterais, como nefrotoxicidade e hipocalemia, além da
necessidade de hospitalizacdo prolongada para administracdo, limitam seu uso
(ORYAN; AKBARI, 2016). A cura efetiva e completa € de suma importancia, uma vez
gue a doenca, principalmente em sua forma cronica, é debilitante, tornando o paciente
estigmatizado, incapacitado, gerando e agravando a pobreza, a desnutricdo e outras
doencas relacionadas. A urgéncia de medicamentos mais seletivos e menos toxicos
levou a varias pesquisas voltadas ao estudo de novos medicamentos, aprimoramento
dos medicamentos existentes e novas vias de administracdo relacionadas ao
tratamento da leishmaniose (SCHRIEFER; WILSON; CARVALHO, 2008). Outro fator
que facilitaria a adeséo ao tratamento seria a descoberta de medicamentos eficazes
por outras vias de administragdo, como oral ou topica (nos casos de LTA) (RICHARD;
WERBOVETZ, 2010). Mesmo conhecendo a complexidade da doenca, as varias
manifestacdes clinicas, as varias espécies existentes e as areas geograficas de
obtencdo da infeccdo e as limitacbes do tratamento, a obtencdo de um novo
medicamento com as caracteristicas acima, trariam, possivelmente, novos caminhos
para a terapia (ORYAN; AKBARI, 2016).



1.1.2 Leishmaniose Tegumentar Americana — LTA

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) € uma antropozoonose infecciosa
e nao contagiosa causada pelo protozoario do género Leishmania, que parasita as
células do sistema fagocitico mononuclear da pele e membranas mucosas (PACE,
2014). O vetor principal € o flebotomineo, inseto pertencente a ordem Diptera, Familia
Psychodidae, Subfamilia Phlebotominae, género Lutzomyia, conhecido como palha
de mosquito, Tatuquira, Birigui, entre outros, dependendo da regido geogréfica. Entre
as varias espécies envolvidas na transmissdo do LTA, temos: Lutzomyia
Flaviscutellata, Lu. Umbralitis, Lu. Intermedia, Lu. Wellcomei e Lu. Migonei, Lu.
Hartmanni (PEARSON et al., 1983). E os reservatdrios sdo animais selvagens,
especialmente roedores. Apesar do grande numero de infeccbes em humanos e
animais domesticos, essas nao sao consideradas reservatérios, apenas hospedeiros
acidentais (ASHFORD, 2000). A doenca € endémica em varios paises e possui uma
epidemiologia muito complexa, com varias espécies de Leishmania circulando na
mesma regido geografica e nos ciclos de transmissdo, além de diferentes
reservatorios, hospedeiros e vetores de flebotomineos. Isso resulta em diferentes
manifestacdes clinicas e resposta a terapia (CARNEIRO et al., 2012; OMS, 2018).

A forma clinica da LTA é caracterizada por feridas de tamanhos variados,
ulcerosos ou ndo, com bordas elevadas e fundo granular, geralmente indolores,
persistentes e isolados, mas auto-reparadoras, causadas por varias espécies do
subgénero Leishmania e Viannia, por exemplo L. braziliensis, L. amazonensis, L.
guyanensis (PACE, 2014). A espécie infectante e a proporcao parasita-hospedeiro
influenciardo o aspecto clinico, o tamanho e o tempo de resolucdo da leséo
(SCHRIEFER; WILSON; CARVALHO, 2008). Em alguns casos, é possivel que a
cicatrizacdo da les@o ocorra, mesmo sem assisténcia médica. Em outros, pode ocorrer
gue a lesdo permaneca por meses em processo de atividade e cicatrizagcéo lenta
(MONDAL et al., 2010).

O ciclo da doenca comecga com a picada da fémea hematofaga infectada do
vetor, momento em que as formas promastigotas metaciclicas do protozoario, que
habitam o intestino do flebotomineo, séo inoculadas no mamifero (Figura 1). Apés a
inoculacao, elas sdo englobadas por células do sistema reticulo endotelial, como
macrofagos, neutroéfilos e mondécitos (PETERS et al., 2008; JAIN; JAIN, 2013) perdem



o flagelo e tornam-se formas amastigotas, iniciando um processo de multiplicacdo
intracelular por divisdo binaria no fagolisossomo (SEGUIN; DESCOTEAUX, 2016). As
células, quando preenchidas com o protozoario, se rompem, liberando inUmeros
parasitas que infectam novas células do hospedeiro vertebrado. Ao realizar o
hematofagismo no homem ou animal com a doenca, 0 mosquito ingere células
infectadas com as formas amastigotas do parasita. Apds a ruptura do morfonuclear e
a liberacdo do protozoario no organismo do vetor, eles se tornam promastigotas
metaciclicos novamente flagelados, iniciam um processo de proliferagcéo extracelular

e, portanto, capaz de infectar novos reservatorios (FORESTIER et al., 2011).

Figura 1 — Ciclo de vida da Leishmaniose.
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A LTA apresenta ampla distribuicdo com registro de casos em todas as regides
brasileiras e ocorre em ambos 0s sexos e em todas as faixas etarias, entretanto, na
média do Pais, predominam os maiores de 10 anos (92,5% do total de casos) e 0 sexo
masculino (74% no ano de 2014) (BRASIL, 2017).

Os principais medicamentos utilizados no tratamento sdo: Antimoniato de
meglumina (droga de primeira escolha), Anfotericina B, Pentamidina e Pentoxifilina.
Estes medicamentos sdo financiados, adquiridos e distribuidos aos Estados pelo
Ministério da Saude. E apesar de serem de acesso facilitado, universal e gratuito,
apresentam elevados niveis de toxicidade e muitos efeitos adversos que incapacitam
0 paciente. Muitas pesquisas recentes tém se voltado para o estudo de novos
farmacos, melhoramento de farmacos ja existentes e novas vias de administracédo
relacionados ao tratamento da LTA (BRASIL, 2017; SANTOS et al., 2017).

1.1.3 Atividades de produtos naturais brasileiros contra Leishmania spp

As altas taxas de morbimortalidade das leishmanioses aliada ao fato das
limitacBes de uso e toxicidade dos medicamentos disponiveis, encoraja a busca de
novas terapéuticas mais seguras, eficientes e menos dispendiosas. Os recursos
naturais de origem vegetal sdo fontes potenciais de novas moléculas despertando
assim o interesse dos pesquisadores (HAMBURGER; HOSTETTMANN, 1991;
CLARK, 1996). O rastreamento e obtencdo de novos principios ativos chama a
atencdo para eles, visto que, possuem composi¢cdo quimica complexa, bem como
menores toxicidade e risco de resisténcia a microrganismo sendo, portanto, alvo para
producéo de novos farmacos, inclusive agentes antileishmaniose (CLARK, 1996).

O Brasil € reconhecido por possuir uma biodiversidade particularmente rica e
inexplorada, que inclui mais de 40.000 espécies de plantas ja reconhecidas (FLORA
DO BRASIL, 2020) Os varios dominios fitogeogréficos, incluindo a Amazonia, Mata
Atlantica e Cerrado, fazem do pais um dos biomas mais ricos do planeta. Entretanto,
apesar da grande variedade, uma porcentagem infima das espécies foram avaliadas
do ponto de vista farmacolégico ou fitoquimico (VALLI; RUSSO; BOLZANI, 2018).
Uma diversidade de espécies vegetais da flora brasileira € amplamente usada na
medicina tradicional e sistematicamente pesquisadas para novas atividades

bioldgicas contra organismos vivos inclusive a anti-Leishmania.



Estudos recentes in vitro sobre a eficacia de plantas medicinais e compostos
derivados de plantas, como os extratos brutos e 6leos essenciais contra LTA e LV
causados por diferentes espécies de Leishmania foram resumidos no Quadro 1. Foi
considerado a ICso que é a concentracdo de farmaco que causa 50% de inibicdo do
crescimento de formas amastigotas ou promastigotas de Leishmania (Monzote et al.,
2014).
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Quadro 1. Estudos de plantas brasileiras frente ao protozoario Leishmania spp.
Avaliacdo da eficacia de acordo com os valores de ICso.

Familia Regiéo Espécie Forma
- A da Ocorr | Parteda x de do I1Cso A
Espécie | Botanic o Preparacgéo . Referéncia
a coleta éncia planta Leishman | protoz | (ug/mL)
(UF) ia oario
Q
. © 8 L.(V) braz? | Prom.® | 6,4 - 24h
s ,
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elliptica 2 IS
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23.0%
2
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@ ‘z L guy
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Martius 2 £ ) 40.4 + )
c < L. braz?. 32
< Extrato i
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236+
3
L quy 3.1
) 32,16
Unonop S 8 Casca 24h
s 3 x
sis IS s o Fracéo 2 6 (da SILVA et
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c <
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24h
8 o
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' =
8 o
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L) s
Eugenia & ;o
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(O.Berg) £ o I=S e - : ‘ et al., 2017)
Nied < o<
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Quadro 1. (continuacéo)

Regido Parte Espécie Forma
.- Familia da A Prepara de do ICso
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1= Oleo essencial; 2= Leishmania braziliensis; 3= Leishmania guyanensis;

Leishmania infantum; 6= Promastigota; 7= Amastigota.

4= Leishmania amazonensis; 5=
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Muitas plantas tém sido estudadas para que se possa conhecer 0 mecanismo
pelo qual agem no combate a esta doenca. Suas formula¢gdes incluem diversas
apresentacdes, porém, como é possivel observar no Quadro 1, as mais comumente
estudadas sdo os extratos e 6leos. A avaliacdo da atividade de uma espécie vegetal
€ complexa e deve levar em consideracdo varios fatores, como a preparacao de
extratos usando solventes de diferentes polaridades e a parte da planta empregada
na formulacdo (IZUMI et al., 2011). Sendo assim, estudos de caracterizagdo e
padronizacdo dos compostos vegetais usados sdo muito importantes para
entendermos a acao de grupos especificos presentes. A atividade leishmanicida de
compostos isolados de plantas e seus analogos também se mostra bastante
promissora (VARELA et al., 2017).

Além de informag@es relacionadas ao produto vegetal, numa avaliagcdo de
atividade leishmanicida é importante levar a consideracédo a espécie do parasito ou
até mesmo a cepa. Muitos estudos realizados ultimamente avaliam apenas a atividade
in vitro. Existem poucos estudos in vivo relacionados a leishmaniose e seu ciclo
usando espécies vegetais brasileiras. Eles seriam importantes pois avaliaram varios
fatores além da suscetibilidade do parasito, tais como, a capacidade da droga anti-
leishmania de ser internalizada pelas células fagociticas, a capacidade da molécula
de resistir a degradacao intracelular e possibilidade de citotoxicidade do hospedeiro
(SEN; CHATTERJEE, 2011). Mesmo em estudos in vitro é de suma importancia
avaliar a atividade relacionada a doenca, seus mecanismos de a¢céo e morte levando
em consideracdo a forma do parasito testada e também investigar uma possivel
toxicidade frente a células do hospedeiro vertebrado (DA SILVA B.J,M., HAGE A. A.
P., SILVA, E. O., 2018).

Considerando o ciclo de vida dimorfico da Leishmania, sabe-se que cada forma
necessita de condigbes ambientais e fisioloégicas distintas e, consequentemente,
reagem de maneira especifica a cada agente leishmanicida, podendo ter uma
resposta diferente frente a cada composto ou espécie vegetal avaliada (ESTEVEZ et
al., 2007).

Estudos usando formas amastigotas refletem a situacdo da doenca no
organismo do mamifero e isso deve ser levado em consideracao, visto que € o estagio
parasitario mais relevante (CALLAHAN et al., 1997). J4 a atividade frente a forma

promastigota, fornece informacdes importantes sobre a especificidade do agente
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testado servindo como uma triagem preliminar para identificar novos compostos,
apesar desta ndo ser uma forma que se manifesta em mamiferos, do ponto de vista
clinico da doenca (ORYAN, 2015).

A atividade antiparasitaria das espécies vegetais foi atribuida ao modo de
obtencéo dos derivados vegetais e as diversas classes de metabolitos secundarios.
Oleos essenciais de espécies da Familia Myrtaceae (Eugenia uniflora, L.,Plinia
cauliflora (Mart.) and Syzygium cumini (L.)) presentes no cerrado brasileiro,
apresentaram consideravel atividade anti-leishmania dose dependente, que pode
estar relacionada a presenca de compostos terpendides como 0S mono e
sesquiterpenos. Sugere-se gque a hidrofobicidade desses compostos pode favorecer
a penetracdo na bicamada lipidica da membrana celular das células eucariotas. I1sso
resultaria numa alteragcdo na permeabilidade e consequentemente na integridade
celular, ao promover uma despolarizacdo da membrana mitocondrial ou atuar em
canais idnicos gerando alteracdo do pH e interferéncia na geracdo de energia na
célula (BAKKALI et al., 2008; da SILVA et al., 2018b). Outros estudos com terpenos
desta mesma familia demonstraram que estes poderiam modificar o indice redox e
inibicdo da biossintese de isoprendides celulares (KAUFFMANN et al., 2017).

O Oleo essencial extraido das folhas de Croton cajucara Benth
(Euphorbiaceae), popularmente conhecida como Sacaca, foi testado em formas
promastigotas de L. chagasi, causador da leishmaniose visceral, observando-se dano
celular progressivo e dependente do tempo do tratamento, com a desorganizacao das
organelas citoplamaticas, altracdo na estrutura mitocondrial, além de fragmentacéo
do KkDNA e condensacdo da cromatina nuclear (VERMELHO et al.,, 2013). Um
diterpeno isolado do extrato hexanico da casca da mesma espécie, foi capaz de
interferir no sistema tripanotiona/ tripanotiona redutase do protozoario, uma enzima
envolvida na prote¢&o contra o estresse oxidativo .Sugerindo-se que a enzima poderia
ser um alvo para novos medicamentos, visto que é exclusiva de protozoarios da
familia Kinetoplastida (LIMA et al., 2015).

Dentro da familia Lamiaceae, a avaliacdo do 0leo essencial das folhas de

Ocimum canum mostrou atividade in vitro contra ambas as formas de L. amazonesis.
A atividade contra as formas promastigotas foi apoiada por alteracdes ultraestruturais
observadas no parasita tratado com o 6leo, que induziu a formacdo de estruturas

membranosas, vesiculares e tubulares, além de uma vesicula autofagossémica,
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sugerindo uma desorganizagcéo das organelas citoplasmaticas, acumulo de lipidios e
0 processo de autofagia (da SILVA et al., 2018a). Ja o tratamento com o 6leo essencial
de Ocimum gratissimum mostrou alteracdes mitocondriais como desorganizacao da
matriz interna, edema e aumento das criptas. A mitocondria parece ser um alvo
comum para varios produtos naturais, como foi relatado em varios outros estudos
(RODRIGUES et al., 2014). Mudancas no nucleo celular das formas de vida também
foram observadas sugerindo uma alteracéo na divisdo celular. Foi mostrado também
que na presenca do tratamento com o 6leo essencial as promastigotas tinham menos
interacdo com o macrofago, além de aumento do O6xido nitrico. A atividade
leishmanicida do 6leo foi relacionada ao composto majoritario, eugenol. (UEDA-
NAKAMURA et al., 2006).

Moreira et al. (2017) estudou a espécie Sapindus saponaria L. (Sapindaceae),
onde identificou a atividade anti-leishmania, atribuida aos glicosideos presentes no
extrato hidroetandlico dos frutos. Estes compostos provocaram a morte celular por
induzir processos apoptoticos, seguido de necrose devido a altera¢cdes morfoldgicas
e estruturais na célula do parasito.

Na familia Fabaceae, uma das mais representativas das angiospermas, temos
géneros que se destacam como potencialmente anti-leishmania. O Copaifera spp é
um dos mais estudados. Popularmente conhecido como copaiba, € usado no Brasil
h& séculos na medicina popular, especialmente na regido Amazonica. Seu oleorresina
rico em diterpenos e sesquiterpenos atribui a espécie diversas propriedades
biolégicas como a atividade anti-inflamatéria (CARVALHO et al., 2005) e
antiprotozoaria (VALENTIM et al., 2018). Estudos etnofarmacolégicos também
apontam o potencial dos seus O6leos e derivados como potentes agentes
leishmanicidas (KVIST et al. 2006; ALBUQUERQUE et al., 2017). Diversas espécies
fazem parte desse género e apesar da composicdo quimicas dos seus derivados
variar de acordo com a area de ocorréncia, época de coleta, dentre outros fatores o
sesquiterpeno B-cariofileno se destaca como composto majoritario, podendo entéo,
estar relacionado a atividade antiprotozoaria (SANTOS et al., 2008; SOARES et al.,
2013). Diterpenos isolados do género como o acido hridréxicopalico e metil-copalato
também se mostraram potencialmente ativos contra as formas amastigotas e
promastigotas (SANTOS et al., 2013). Entretanto apesar da atividade demonstrada

pelos compostos isolados a natureza complexa de fitoconstituintes do seu oleoresina
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mostra melhores resultados sugerindo que compostos terpendides presentes no 6leo
de copaiba possam trabalhar sinergicamente para promover uma melhor inibicao
parasitaria (IZUMI et al., 2012). A microscopia eletrbnica de formas tratadas com a
copaiba mostraram alteragdes estruturais diversas, tais como mudangas na
morfologia tipica, ruptura da membrana plasmatica e desnaturacao proteica sugerindo
uma destruicdo do parasita ou afetando a interacdo parasita-hospedeiro. Além da
despolarizacdo do potencial da membrana mitocondrial observado por citometria de
fluxo. Alteracdes significativas nas mitocondrias podem levar a perda de viabilidade
celular e confirmando a importancia dessa organela para a viabilidade do parasita
(OLIVEIRA; PRADO; FILHO, 2012). Em um estudo in vivo com mamiferos infectados
por L. amazonensis, 0s animais tratados com o oleoresina de C. marti por via oral e
topica associadas apresentaram uma diminuicdo do tamanho da lesdo que né&o
mostrou diferenca significativa quando comparado com o controle glucantime
(SANTOS et al.,, 2011). A avaliacdo da atividade leishmanicida in vitro contra
promastigotas infectadas por L. amazonensis e L. infantum de nanoemulsdes obtidas
a partir do 6leo essencial da Copaiba (Copaifera spp. Linnaeu) mostrou um ICso de 30
0.7 yg/ mLelCsode 18 £ 0.2 ug / mL respectivamente apds 48 horas de tratamento.
Ja os macroéfagos infectados, quando tratados pela nanoemulsdo demonstraram uma
diminuicao do indice de infec¢ao das células para ambas as espécies do protozoario.
O estudo in vivo usando camundongos Balb/c infectados foi feito para determinar se
as nanoemulsdes podem alterar o curso da infecgcdo nos modelos de leishmaniose
visceral e cutanea. Observou-se reducdo da carga parasitaria e melhora no aspecto
das lesbGes dos animais que receberam a nanoemulsao por via oral (MORAES et al.,
2018).

1.1.4 Pterodon Vogel

O género Pterodon Vogel, uma angiosperma da familia Fabaceae Lindl,
contempla quatro espécies. Sao elas, Pterodon abruptus (Moric.) Benth., Pterodon
apparicioi Pedersoli, Pterodon emarginatus Vogel, Pterodon pubescens (Benth.)
Benth. Este género é nativo do Brasil e ocorre nas regides Norte (nos Estados de

Rondo6nia e Tocantins), Nordeste (na Bahia, no Ceara, no Maranh&o e em Piaui),
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Centro-oeste (no Distrito Federal e nos Estados de Goias, Mato Grosso do Sul, Mato
Grosso) e Sudeste (em Minas Gerais e em Séo Paulo) (FLORA DO BRASIL, 2020).

As plantas, por meio de reagfes bioquimicas, produzem diversos compostos
organicos necessarios a sua sobrevivéncia. Porém, estes compostos também
produzem efeitos em outros organismos, com isso, 0 interesse cientifico por estes
compostos é cada vez maior (BAVARESCO et al., 2016). Diversas pesquisas
envolvendo o género Pterodon Vogel tem sido realizadas em fungdo deste grupo
apresentar importantes constituintes quimicos como Isoflavonas e alcaldides nas
cascas do caule e diterpenos no 6leo das sementes (MIRANDA, et al., 2014).

Santos e colaboradores (2010) avaliaram a composicdo quimica do extrato
etandlico bruto e do 6leo essencial das folhas de P. emarginatus Vogel e a atividade
antimicrobiana do 6leo essencial. O extrato foi analisado em Ressonancia Magnética
Nuclear (RMN) e em comparacao com dados da literatura onde foi possivel identificar
uma mistura de fitoesterdides [3-sitosterol e estigmasterol. Enquanto no 6leo essencial
foram identificados compostos classificados como hidrocarbonetos sesquiterpénicos,
com reconhecidas atividades antibacteriana, antifingica e antioxidante, o que justifica
a atividade antibacteriana moderada frente a bactérias Gram-positivas. Neste trabalho
as células foram expostas ao extrato nas concentracdes de 150, 300, 450 e 600ug/ml,
ocorrendo uma diminuicdo significativa das células infectadas para 73,2, 68,2, 60 e
30,1%, respectivamente, demonstrando uma atividade dose-dependente. Observou-
se ainda que a dose 600ug/ml foi capaz de diminuir a concentragdo de amastigotas
intracelulares em relacdo ao grupo controle. Além disso, 0os autores realizaram uma
triagem fitoquimica no extrato, onde identificaram a presenca de taninos, flavonéides,
esteroides, triterpendides e xantinas. De acordo com a literatura xantina e flavonéides
ja apresentaram atividades antibacteriana, antitumoral, antitripanossémica e
antimalarica. E importante ressaltar que a utilizacio do extrato ndo afetou a viabilidade

ou morfologia celular.

1.1.5 Pterodon emarginatus Vogel

A espécie Pterodon emarginatus Vogel, popularmente conhecida como “Fava-

de-sucupira”, “faveiro”, “sucupira” e “sucupira-branca”, pertence a familia Fabaceae

(Leguminosae) e a subfamilia Faboideae. Pode atingir de 5 a 10m de altura, seus
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troncos possuem diametros de até 70cm e casca que descama em arvores velhas,
ocasionalmente com rachaduras ou fissuras. Suas folhas sdo compostas, alternadas,
com 14 a 20 foliolos, de 2 a 6cm de comprimento e 1 a 4cm de largura e suas flores
possuem até 1cm de didmetro, com cinco pétalas de cor violacea a azul (SANTOS et
al., 2010; RAPOSO; DUTRA; FERREIRA, 2011; BRASIL, 2016). Seu fruto é
criptossamara de até 5cm de comprimento, achatado, eliptico, seco, de cor bege a
marrom com uma ala membranacea por toda a sua extensdo e com uma semente de
até 0,8cm de comprimento, que quando madura apresenta grande dureza, baixa
permeabilidade a agua e alta resisténcia ao ataque de patdgenos, caracteristicas
atribuidas a presenca de compostos fenélicos (HANSEN; HARAGUCHI; ALONSO,
2010; BRASIL, 2016).

Figura 4 - Arvore de P. emarginatus Figura 5 — Frutos de Sucupira-branca

Fonte: Préprio autor.

Esta € uma espécie arb6rea aroméatica, ndo endémica, nativa do cerrado
brasileiro. Ocorre nas regides Norte (Ronddnia e Tocantins), Nordeste (Bahia, Ceara,
Maranhao e Piaui), Centro-Oeste (Goias, Distrito Federal, Mato Grosso e Mato Grosso
do Sul) e Sudeste (Minas Gerais e Sao Paulo), em terrenos secos e arenosos, solos
bem drenados e com teores mais elevados de calcio. (LIMA; LIMA, 2015). P.
emarginatus tem demonstrado uma importancia medicinal e florestal muito grande,
visto as propriedades quimicas comprovadas do seu 6leo, bem como a utilizacdo
desta arvore para recuperar areas degradadas, pois € muito tolerante a luz solar direta
e a baixa fertilidade do solo (OLIVEIRA; PAIVA, 2005). Sua madeira é considerada
pesada (densidade 0,94g/cm?3), compacta e duradoura mesmo quando em contato

com o solo e a umidade, sendo usada normalmente na construcéo civil, construcao
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naval, em pontes, ferrovias, pisos de vagodes, carvdo e lenha (RAPOSO; DUTRA,
FERREIRA, 2011).

1.1.6 Oleo de P. emarginatus

O género Pterodon comecou a ser estudado apos descobrir-se que 0 6leo da
semente de P. pubescens inibiu a penetragdo de cercérias de esquistossoma na pele,
fato atribuido as substancias 14,15-epéxi- geranilgeraniol e posteriormente ao 14,15-
dihidroxi-14,15-dihidrogeranilgeraniol, presentes no 06leo (RAPOSO; DUTRA;
FERREIRA, 2011). Odor caracteristico desses diterpenos e atividade farmacoldgica
similar sdo encontrados em outras espécies do género, como em P. emarginatus, o
que indica a presenca deste grupamento na composi¢cdo quimica dessa espécie
(DUTRA et al., 2009a).

Estudos fitoquimicos no género Pterodon mostraram a presenca de compostos
alcaldides, triterpendides (DUTRA et al., 2012), flavonodides e heterosideos
saponinicos na casca, que conforme Bustamante et al. (2010) demonstrou,
apresentaram atividade antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas, Gram-
negativas e o fungo Candida albicans. Na madeira foram encontrados isoflavonas e
triterpenos. Nas folhas, B-sitosterol e estigmasterol e nas sementes, diterpenos e
isoflavonas (SANTOS et al., 2010; DUTRA et al., 2012).

Devido a sua constituicdo quimica, a semente de P. emarginatus é a parte de
maior interesse nas pesquisas farmacéuticas. Dela é possivel obter um éleo viscoso
de cor ambar que tem sido considerado uma importante matéria-prima, principalmente
por conter uma grande quantidade de compostos diferentes capazes de produzir
diversas atividades farmacologicas no organismo. Foram identificadas presenca de
trans-cariofileno (35,9%), B-elemeno (15,3%), germacreno D-(9,8%), a- humuleno
(6,8%), espatulenol (5,9%), biciclo germacreno (5,5%) (DUTRA et al., 2012) e
diterpenos como 6a-73 diacetoxivouacapan-173-oato de metila (OLIVEIRA; PAIVA,
2006; HANSEN et al., 2010; DUTRA et al, 2012).
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Figura 6 — Oleo dos frutos de P. emarginatus.

Fonte: Préprio autor.

O seu elevado uso na medicina tradicional popular tem atraido interesse de
pesquisadores que buscam comprovar os efeitos relatados. Faria et al. (2017) testou
a oleoresina de P. emarginatus contra fémeas adultas de Sarcoptes scabiei in vitro,
onde apresentou o melhor resultado, com 100% da mortalidade dos acaros. Assuncao
et al. (2015) avaliou o potencial citotoxico, genotoxico e antigenotoxico do 6leo de
sucupira em camundongos utilizando o teste de microntcleo da medula éssea, o 6leo
foi testado na concentracdo 100mg/Kg e ao final do estudo concluiu que, nessa
concentracdo, o 6leo de sucupira ndo apresenta atividade citotoxica, mutagénica ou
antimutagénica. Santos et al. (2018) realizou um estudo in vivo e in silico da atividade
antiinflamatéria do 6leo de sucupira, os resultados obtidos indicam que o 6leo tem
essa atividade, como ja é de conhecimento da populagdo que o utiliza
tradicionalmente, e esse efeito foi comprovado no estudo in vivo utilizando um modelo
animal e no estudo in silico utilizando um software, onde através das ligacdes quimicas
do composto majoritario presente no 6leo com as proteinas envolvidas no processo
inflamatério teve-se o resultado condizente com o estudo etnoboténico.

Alguns estudos atualmente estédo trazendo novas tecnologias agregadas aos
potenciais farmacoldgicos dos derivados vegetais, Oliveira et al. (2016) desenvolveu
uma nanoformulacdo contendo Oleo dos furtos de P. emarginatus e avaliou sua
atividade contra o vetor da dengue, Aedes aegypti. Os resultados mostraram que o
produto nanobiotecnolégico a base de oleoresina de sucupira teve forte atividade
larvicida contra o vetor da dengue, demonstrando que ele pode vir a ser um importante
inseticida no combate a essa endemia devido a caracteristica da hanoemulsao, 6leo
em agua. Isto proporciona uma melhor solubilidade do produto em meio aquoso que
€ comumente um local onde se aplicam os inseticidas de combate a dengue na fase
larval. Outra nanoformulacéo desenvolvida por Oliveira et al. (2017a) teve como base

o oleoresina de sucupira. Este trabalho investigou o efeito contra Culex

20



quinquefasciatus, responsavel pela elefantiase. O desenvolvimento da nanoemulséo
utilizou um método de baixo aporte de energia, livre de calor e de solventes. E teve
como resultado um produto diferenciado do que se encontra em outros estudos com
P. emarginatus, de baixo custo e que ndo causara prejuizos ecoldgicos. O produto
mencionado se mostrou promissor no controle deste vetor, apresentando resultados
bastante satisfatérios e indicando um potencial inseticida no combate a esta doenca
negligenciada.

Alguns estudos também avaliaram potenciais atividades do 6leo essencial.
Dutra et al. (2009b) avaliou a atividade antimicrobiana contra S. aureus, S. mutans, E.
coli, P. aeruginosa e C. albicans e atividade leishmanicida contra formas
promastigotas de Leishmania amazonensis (isoladas de paciente com leishmaniose
cutanea difusa) e de Leishmania chagasi (isoladas de pacientes com leishmaniose
visceral). A atividade antimicrobiana foi determinada pelo método de difusdo em Agar,
onde os microorganismos foram expostos a diferentes concentracdes do o6leo
essencial da semente de P. emarginatus. O 6leo essencial causou inibicdo no
crescimento de S. aureus, fato este que pode ter sido decorrente da presenca dos
constituintes trans-cariofileno e a-humuleno, uma vez que ja foi relatada tal atividade
para estes constituintes. Para a atividade leishmanicida os protozoarios foram
expostos ao 6leo essencial e as fracdes hexanicas, butandlicas e metandlicas das
sementes. Os resultados obtidos mostraram que as fracdes hexanicas e butandlicas
indicaram atividade leishmanicida frente as formas promastigotas de L. amazonensis.
Oliveira et al. (2017b) também testou o 6leo essencial de P. emarginatus, porém, em
uma formulagédo nanotecnoldgica contra o Aedes aegypti. Tal estudo demonstrou que
a nanoemulséo apresentou um grande potencial larvicida.

Outro estudo antileishamaniose utilizando o género Pterodon foi realizado por
Arrais et al. (2014), onde amastigotas de L. amazonensis foram isoladas de lesbes
cutaneas ativas de camundongos BALB/c e expostas ao extrato etandlico de Pterodon
pubescens, sendo possivel constatar a diminuicdo da carga parasitaria. O extrato de
P. pubescens induziu a resisténcia de macréfagos a L. amazonensis sem efeitos

colaterais para as células hospedeiras.
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1.1.7 Nanoemulsdes

O estudo de novas tecnologias dentro das ciéncias da salude propicia o
surgimento de diversas ferramentas para as pesquisas, como por exemplo,
estratégias terapéuticas que melhorem a administracdo dos farmacos e
consequentemente sua efetividade. Drogas nanoestruturadas (principalmente as
nanodispersdes como nanoparticulas e nanoemulsées) tém se mostrado uma étima
alternativa para melhorar a biodisponibilidade e a solubilidade dos farmacos (SILVA
et al.,, 2011; BALDISSERA et al., 2013).

As formulagcbes denominadas nanoemulsbes sdo sistemas dispersos
constituidos de dois liquidos imisciveis, onde um deles esta disperso no outro na forma
de pequenas goticulas com tamanho que varia entre 20 a 200nm. Porém, a
imiscibilidade cria uma tensdo na interface entre os dois liquidos levando a
instabilidade termodinamica do sistema, para tanto, pode-se obter nanoemulsées
estaveis utilizando-se tensoativos, que mesmo em baixas concentracdes séo capazes
de garantir estabilidade, inclusive pelo periodo de armazenamento, evitando a
agregacao de particulas (OLIVEIRA et al., 2016). Este efeito deve-se ao Equilibrio
Hidréfilo-Lipofilo (EHL), representacdo numérica da caracteristica quimica dos
surfactantes, substancias constituidas de grupos hidrofilicos (polares) e lipofilicos
(apolares) na mesma molécula (GRIFFIN, 1949).

Nanoemulsdes podem ser obtidas por dois tipos de método, os de alto aporte
de energia e os de baixo aporte de energia. Nos métodos de alto aporte de energia
sao aplicadas tensao de cisalhamento mecéanica para romper as fases de 6leo e agua
e assim, obter goticulas nanométricas. Sao eles, homogeneizadores de alta pressao,
na qual uma dispersdo grosseira passa por um orificio sob turbuléncia intensa;
microfluidizadores, quando se utiliza uma bomba que for¢ca passagem da emulsé&o por
microcanais ou ultrassom, quando a emulsdo é submetida a ondas ultrassénicas
rompendo as goticulas priméarias deixando -as em tamanho nanométrico. Ja os de
baixo aporte usam a energia quimica dos constituintes. Eles podem ocorrer por
emulsificacdo esponténea, quando a fase interna é solubilizada em um solvente
organico e vertidos na fase aquosa com posterior retirada do solvente, ou por inverséao
de fases por temperatura, onde os constituintes da emulsdo sdo submetidos a

variacdo de temperatura durante o processo de emulsificacdo. Os métodos de alta
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energia sdo mais utilizados pela facilidade de se obter emulsdes nanométricas em um
curto tempo, porém, eles ndo sdo propicios a producao em larga escala por serem
métodos dispendiosos e necessitarem de equipamentos especificos para o
desenvolvimento. Enquanto os de baixa energia, ap0s o0 processo de padronizacao
de método de obtencdo de nanoemulsdo, podem ser muito interessantes para as
industrias, visto a menor dificuldade de uma possivel producdo em larga escala
(ALMEIDA; TEIXEIRA E KOESTER, et al., 2008; ASSIS et al., 2012; BRUXEL et. al.,
2012; BAJERSKI, et al., 2016)

Além do método de desenvolvimento, a escolha dos componentes também
requer uma selecdo adequada. Em funcéo da sua constituicdo a emulsdo pode ser
classificada como agua em 6leo (A/O), quando uma fase continua oleosa guarda um
ndcleo aquoso e 6leo em agua (O/A), quando uma fase continua aquosa, guarda um
ndcleo oleoso. Esta ultima € a mais utilizada, devido a facilidade de solubilizar-se no
organismo. A combinacao de 6leos e tensoativos tem se mostrado impactante para a
qualidade de uma nanoemulséo. Os 6leos vegetais tém sido muito utilizados como
ndcleo oleoso em funcédo de apresentar alta biocompatibilidade, menos toxicidade e
muitas propriedades terapéuticas (FRANZOL; REZENDE, 2015; BAJERSKI, et al.,
2016)

As nanoemulsées vém sendo uma alternativa para viabilizar a utilizacdo de
substancias insollveis ou pouco solluveis em agua. Além disso, o tamanho reduzido
das nanoemulsdes confere diversas vantagens as formulacdes farmacéuticas, entre
elas estdo a melhora na farmacocinética e na biodistribuicdo de agentes terapéuticos,
na solubilidade de substéancias lipofilicas (como os 6leos vegetais) e proteger as
substéancias contra agentes externos (FERREIRA et al., 2010; PAINES et al., 2015).

Uma nanoemulsdo contendo associacao de clotrimazol e 6leo essencial de
Melaleuca alterniflia (melaleuca), foi incorporada em hidrogéis de carbopol e foi
avaliada quanto a sua propriedade antifungica e fisico-quimica. Durante avaliacao
macroscopica das nanoemulsdes foi possivel perceber que apresentavam uma cor
levemente banca leitosa e reflexo azulado, bem como goticulas na escala
nanométricas e baixo valor de polidispersdo, indicando homogeneidade e boa
incorporacao no gel, devido a caracteristica hidrofilica da nanoestrutura. O processo
também n&o acarretou uma degradacéao significativa do farmaco, pois a concentracao

se apresentou bem proxima a teorica. Quanto a atividade antifingica do farmaco em
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nanoemulsdo e em solucdo frente a Candida albicans, ndo houve diferenca
significativa entre os halos de inibi¢édo, além disso, em oito horas, 22,95+ 5,49 ug/cm2
(4.59%) de clotrimazol foi liberado a partir de um hidrogel contendo o farmaco néo
nanoemulsionado e uma quantidade de 11,80 +1,89 ug/cm2 (2.36%) foi liberada a
partir do hidrogel contendo o farmaco nanoemulsionado, demonstrando a capacidade
da nanoemulsdo em controlar a liberacao in vitro do farmaco. Esta caracteristica de
liberacdo controlada é interessante para reduzir o nimero de doses (PAINES et al.,
2015).

Uma formulacdo nanotecnoldgica de Oliveira et al. (2017a) foi desenvolvida
utilizando um método de baixa energia. Uma nanoemulsdo contendo oleoresina de
Pterodon emarginatus foi desenvolvida e testada sobre o Culex quinquefasciatus,
responsavel pela elefantiase. O resultado foi promissor no controle deste vetor
indicando um potencial inseticida com a obtencédo de um produto livre de solventes, o
gue representa um ganho ecoldgico.

Com base nisso, este estudo trouxe uma proposta de um produto elaborado a
partir de uma nanotecnologia, sendo esta uma nanoemulsao contendo oeloresina de
sucupira, para tratar uma doenca de grave importancia publica, a leishmaniose.
Diversos sdo 0os métodos pelos quais obtém-se, uma nanoemulsdo, mas a escolha
deste trabalho é por um método de baixo aporte de energia e menor utilizagdo possivel

de tensoativos e outros produtos quimicos.
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2 OBJETIVOS

21 GERAL

Avaliar a potencial atividade leishmanicida de uma nova nanoformulag&o
desenvolvida a partir do oleoresina dos frutos de Pterodon emarginatus Vogel in vitro

e in vivo frente ao protozoario da leishmaniose tegumentar americana.

2.4 ESPECIFICOS

in vitro
a) Desenvolver uma nanoemulsdo por um método de baixo aporte de energia a
partir do oleoresina de Pterodon emarginatus;
b) Avaliar a atividade leishmanicida da nanoemulséo obtida frente a formas

promastigotas e amastigotas de Leishmania amazonensis.

in vivo
a) Construir uma curva dose-resposta para avaliar a eficacia do oleoresina
obtido dos frutos de P. emarginatus no tratamento tépico de camundongos
BALB/c experimentalmente infectados com L. (L.) Amazonensis, através da
determinacao da carga parasitaria (lesdo e baco);
b) Desenvolver uma nanoemulséo otimizada contendo a concentracéo de
oleoresina de P. emarginatus com melhor resultado no estudo dose-resposta,
c) Fazer a caracterizacdo da nanoemulséo obtida quanto ao tamanho de
particula e o indice de polidisperséo;
d) Analisar a evolugéo da lesdo cutanea em camundongos BALB/c infectados
por L. (L.) amazonensis quando tratados com a nanoemulséo de oleoresina de

sucupira.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 PRODUTOS QUIMICOS

O Monooleato de sorbitano (span 80), o Polissorbato 80 (tween 80) foram
adquiridos da Praid Produtos Quimicos Ltda. (SP, Brasil). Triglicerideo de cadeia
meédia (TCM) foi adquirido da Lipoid GmbH (Ludwigshafen, Alemanha) O antimoniato
de meglumina (Glucantime® 300 mg/mL, 81mg/mL Sb+5) utilizado para os testes in
vivo de avaliagdo da ferida foi adquirido da Sanofi-Aventis, Sao Paulo, Brasil. Para a
guantificacdo de citocinas por Elisa, foi utilizado o kit BD OptEIA (BD Biosciences, San

Diego, CA). Demais reagentes utilizados foram adquiridos em grau analitico.

3.2 MATERIAL VEGETAL

Os frutos de P. emarginatus (Fabaceae) foram obtidos no Mercado Central de
Goiania — GO (Brasil). A identificacdo do material vegetal foi realizada pelo Dr. José
Realino de Paula e a exsicata foi depositada no Herbéario da Universidade Federal de

Goias (GO, Brasil) sob o numero de registro 41714.

3.3 OLEORESINA DE P. emarginatus (OS)

A oleoresina dos frutos de P. emarginatus foi obtida por prensagem a frio,
utilizando-se uma mini-prensa mecanica (MPE-40 ECIRTEC). Foi entdo pesada e
hermeticamente armazenada em frasco de vidro ambar e mantido a 20°C. Todo
procedimento foi realizado no Laboratério de Pesquisa, Desenvolvimento e Inovagao
em Bioprodutos da Universidade Federal de Goids e gentiimente cedido pelo Dr.

Edemilson Cardoso da Conceicéo.

3.4 CROMATOGRAFIA GASOSA ACOPLADA A  ANALISE POR
ESPECTROMETRIA DE MASSA (CG-MS)

A OS foi esterificado de acordo com Bannon et al. (1982) antes da injecao de

GC, a fim de remover acidos gordos livres. A analise foi realizada utilizando uma
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cromatograma GC-MS-QP2010 Ultra (Shimadzu Corporation, Téquio, Japdo) sob as
seguintes condicdes: coluna capilar de silica fundida (Rxi-5ms™ 30m de comprimento
x 0,25mm de diametro interno, 0,25um de espessura de fase); programa de
temperatura (100 - 260°C a 4°C/5 min, depois 5°C/min a 260°C, terminando com uma
isotermia de 20 min a 280°C); gas portador (hélio); taxa de fluxo (0. 96mL min-1);
razao de divisdo (1:40); porta de injeccdo (250°C); temperatura da fonte de ions
(200°C); temperatura da interface (250°C); ionizagao por impacto de electrons (70eV);
gama de massas de varrimento (35-400m/z) e taxa de amostragem

(1,0varrimentos/s).
3.5 ESTUDOS in vitro
3.5.1 Método de emulsificacao

Para a realizagdo dos estudos in vitro foi desenvolvida uma nanoemulsdo
contendo a oleoresina dos frutos de Sucupira (NEOS5) por um método de baixo aporte
de energia conforme (OLIVEIRA et al.,, 2017a). As emulsGes avaliadas foram
constituidas de 90% (p/p) de agua, 5% (p/p) de OS e 5% (p/p) dos agentes tensoativos
monooleato de sorbitano e o polissorbato 80 em diferentes proporcdes. A fase oleosa
composta pelos tensoativos e OS foi submetida a agitagdo de 2400rpm em vortex
(VELP Scientifica) por 1 minuto sob temperatura ambiente. Em seguida, a fase aquosa
(agua destilada) foi adicionada sob gotejamento continuo. Apds a total incorporacao

da agua a mistura foi agitada por mais 3 minutos. A massa final obtida foi de 10g.
3.5.2 Determinacgao do equilibrio hidrofilo-lipofilo requerido (EHLY)

A determinagcdo do EHLr de P. emarginatus foi realizada pela mistura do
monoleato de sorbitano (EHL — 4,3) e polissorbato 80 (EHL - 15) em diferentes
propor¢cdes conforme equacao abaixo a fim de obter varias emulsées em uma ampla
faixa de EHLr (9 -15).

EHL - [(EHLgm x mgm) + (EHLDSO X mpgo)]
m (mgm + mpgp)
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Onde: EHLm — EHL da mistura
EHL sm - EHL do monoleato de sorbitano (4,3);
EHL p8o - EHL do polissorbato 80 (15);
Msm € MpgQ - massa de cada tensoativo.

A composicao e preparagao das nanoemulsdes foi realizada de acordo com o
método de emulsificagéo 3.5.1.

3.5.3 Caracterizacdo das nanoemulsdes

Ao todo foram preparadas sete NEOS5 dentro da faixa de EHL de 9-15.
Primeiramente, estas foram colocadas em ambiente plano, sem incidéncia de luz e
em repouso por 24horas. Foram observados o0s aspectos fisicos como cor, fluidez e a
ocorréncia de processos de separacdo de fases ou cremagem com o objetivo de
identificar algum sinal de instabilidade (OLIVEIRA et al., 2016). Nanoemulsdes que
nao apresentaram sinais de separacao de fases ou cremagem foram entédo avaliadas
guanto ao tamanho de particula, polidispersdo e potencial zeta no equipamento de
espectroscopia de correlacdo de fétons, Zetasizer Nano ZS90 (Malvern, United
Kingdom), diluidas em agua purificada (1:40). As medi¢des do tamanho de goticula
foram feitas em triplicata e o tamanho médio de particula foi expresso como a média

do didmetro + desvio padrao.

3.5.4 Efeito da NEOS5 na viabilidade de promastigota in vitro

A concentracao inibitéria (ICso) da NEOS5 contra os promastigotas de L.(L).
amazonensis (IFLA/BR/1967/PH8) foi determinada usando o ensaio colorimétrico a
base de alamar blue (resazurina) (CORRAL et al., 2013). Promastigotas em fase
logaritmica (2,5 x 10°parasitas/ po¢o) foram adicionadas a placas de cultura de células
de 96 pocos, fundo plano, com meio Schneider completo e incubadas a 26°C. As
NEOS5 e o OS nédo encapsulado foram diluidos nas concentracbes de 200ppm,

100ppm,50ppm, 25ppm, 12.5ppm e 6.125ppm. Um controle de tensoativos e um
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controle positivo de anfotericina (0,2ug/ml) também foi avaliado. Parasitas nao
tratados foram utilizados como comparacdo. As células foram incubadas com as
substancias por 48h. Apos o periodo de incubacdo foi adicionada solucdo de
resazurina (10%v/v) aos pocos e as placas foram novamente incubadas por 4h. A
fluorescéncia foi medida com excitacdo de 550nm e comprimento de onda de emisséo
de 590nm.

3.6 ESTUDOS in vivo

3.6.1 Animais

Camundongos fémeas da linhagem BALB/c, e Hamsters Golden foram obtidos
no Biotério do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Minas
Gerais (Belo Horizonte, Brasil). Os animais foram mantidos no biotério em area com
ciclo luz/escuro padronizado e receberam agua e comida ad libitum. A estante em que
foram alojados era ventilada com sistemas de insuflamento, exaustéo e filtragéo de ar
em condicbes que atendam as exigéncias éticas e de bem estar, bem como
proporciona o isolamento adequado dos animais infectados, evitando contaminacao
de outros animais e dos pesquisadores. O gabinete, por sua vez foi localizado numa
sala provida de janela telada, ciclo de luz e controle da temperatura, dificultando assim
um possivel acesso de flebotomineos aos animais infectados. Além disso, o acesso a
esta sala foi restrito aqueles que fazem experimentacdo animal, aumentando o nivel
de seguranca. Os procedimentos envolvendo animais estavam de acordo com as
diretrizes do Conselho Nacional de Experimentacdo e Controlo de Animais (Ministério
da Ciéncia e Tecnologia, Brasil).

Para o estudo dose-resposta e para o teste de avaliacdo da ferida foram
utilizados 28 camundongos fémeas BALB/c em cada. Nos dois estudos os animais
tinham um peso corporal de aproximadamente 20-22g. Todos 0s ensaios usando
animais foram realizados no Biotério de Experimentacdo Animal do Laboratorio de
Farmacotécnica da Universidade Federal de Minas Gerais (LTF-UFMG).

Os estudos foram aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal
da Universidade Federal de Minas Gerais (CEUA / UFMG) (191/2018 e 392/2018).
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3.6.2 Medicamento de referéncia

O antimoniato de meglumina (Glucantime®, Sanofi-Aventis, Sdo Paulo, Brasil)
foi utilizado para os testes in vivo de avaliacao da ferida.

3.6.3 Obtencéo do parasita

As cepas de L. (L.) amazonensis (IFLA/BR/1967/PH8) foram cultivadas em
meio Schneider’s, acrescido de 20% soro fetal bovino inativado (SFB) e 100UI/mL de
penicilina+ estreptomicina. A cultura foi mantida em estufa BOD com controle de
temperatura a 23+1°C na sala de cultura do Laboratoério de Tecnologia Farmacéutica
da Faculdade de Farmécia da Universidade Federal de Minas Gerais (LTF- Fafar -
UFMG).

3.6.4 Inoculacdo nos animais

O procedimento foi realizado conforme proposto por Aguiar et al. (2010). Para
propagacéao in vitro de promastigotas da L. (L.) amazonensis (IFLA/BR/1967/PH8) foi
utilizado o meio Schneider, completo, enriqguecido com 20% de soro fetal bovino (SFB
inativado. As promastigotas foram mantidas em cultivo até atingirem a fase
estacionaria de crescimento. A contagem foi realizada em camara de Neubauer.

Hamsters Golden (idade: cerca de 5 semanas) foram tricotomizados e
inoculados com um volume 0,1mL, via subcutanea, na base da cauda com 1 x 10°
promastigotas de L. (L.) amazonensis.

Os animais foram eutanasiados, quando apresentaram nédulos bem definidos
sem Ulcera, em camara de CO2. Em seguida, o nddulo foi removido e os fragmentos
de tecido triturados em Ultra-Turrax (IKA, Alemanha) em meio Schneider contendo
20% de soro fetal bovino e 10uL/mL de solucdo contendo 100Ul penicilina potassica
e 10ug/mL de sulfato de estreptomicina. Em seguida, o tecido foi centrifugado
(centrifuga Thermo Scientific Heraeus) a 50g por 2 minutos para sedimentagao. O
sobrenadante foi separado e novamente centrifugado (Thermo Scientific Heraeus) a
1700g por 15 minutos. O pellet formado foi ressuspendido em meio Schneider

contendo 20% de soro fetal bovino e 10uL/mL de solucéo contendo 100Ul de
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penicilina potassica e 10ug/mL de sulfato de estreptomicina de forma a obter uma
suspensdo com 5,0x107 amastigotas/mL, contadas em camara de Neubauer.

Uma quantidade de 28 animais, camundongos fémeas BALB/c (idade: cerca de
5 semanas) foram tricotomizados e inoculados com um volume 0,02mL, via
subcutanea, na base da cauda, com 5x10° amastigotas/mL de L. (L.) amazonensis
recém isoladas dos nodulos dos Hamsters. O desenvolvimento das lesdes foi

monitorado por meio de medidas do didmetro médio.

3.6.5 Estudo da Dose-Resposta

Inicialmente para determinacdo da melhor dose de OS efetiva por via tépica
nas feridas foi conduzido um estudo dose-resposta (CALDEIRA et al., 2015; DE
OLIVEIRA et al., 2017). Para preparar a solu¢éo de OS, o 6leo foi solubilizado (sob
agitacdo em vortex) em oleo inerte (triglicerideo de cadeia média — TCM) a 5, 10, ou
20%p/p.

Apébs o desenvolvimento de lesdes ulceradas (diametro médio, 7 a 9 mm), os
camundongos BALB/c foram divididos em quatro grupos (n = 7) de acordo com o
didmetro da lesdo para assegurar tamanhos médios semelhantes entre todos os
grupos.

e G 1 (controle; tratado apenas com 6leo inerte);

e G 2 (0OS diluido em éleo inerte (TCM) 20% (p/p)

e G 3 (0OS de sucupira diluido em 6leo inerte (TCM) 10%;
e G 4 (0OS diluido em éleo inerte (TCM) 5%

As lesdes foram cobertas com 20uL de OS -solucéo (5; 10 ou 20%p/p) duas
vezes por dia, durante 21 dias consecutivos. Para este estudo a eficicia do tratamento

foi avaliada através da medicdo das dimensdes das lesdes.

3.6.6 Método de emulsificagdo da Nanoemulsédo de Oleoresina de Sucupira
20% (NEOS20)

Apos a obtengdo da melhor resposta de OS, uma nanoemulséo foi produzida
para o estudo in vivo. A nhanoemulsao foi obtida de acordo com o método utilizado por

Oliveira et al. (2017), com algumas modificacbes. A fase oleosa foi constituida pelos
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tensoativos ndo-iénicos (polissorbato 80 / monooleato de sorbitano) e o OS, enquanto
a fase aquosa foi composta por agua deionizada. Antes da nano-emulsificacéo, os
componentes da fase oleosa foram agrupados, suavemente misturados durante 1
minuto e apos foi adicionada uma solucao aquosa de etanol a 96%(v/v). Na sequéncia
a fase aquosa foi inserida lentamente na fase oleosa sob vigorosa agitacdo em vortex
e a geracdo das nanoemulsbes foi evidenciada pelo aparecimento de reflexos
azulados. A nanoemulsao teve a seguinte composicao final: polissorbato 80 (6,26%)
monooleato de sorbitano (3,73%), etanol 96% (v/v) solucdo aquosa (2%), OS (20%),
agua (68%,).

3.6.7 Caracterizacdo da NEOS20

A NEOS20 foi caracterizada pela distribuicdo do tamanho das gotas e indice
de polidispersidade (Pdl) utilizando um Zetasizer Nano ZS (Malvern, UK). As amostras
foram medidas a 25°C, a um angulo de 173° e os resultados expressos como a média
do didametro + desvio padrdo. Estes parametros foram avaliados em momentos
diferentes (0 - dia inicial, 1, 7, e 14 dias apds a preparacdo e armazenados a
temperatura ambiente). Todas as medi¢des foram realizadas em triplicata. Também
foram observados os aspectos fisicos como cor, fluidez e a ocorréncia de processos
de separacdo de fases ou cremagem com o objetivo de identificar algum sinal de
instabilidade.

3.6.8 Estudo da avaliacdo das feridas ap6s o uso topico da NEOS20

Num segundo estudo avaliou-se a eficacia da combinacdo de NEOS20 topico
e do antimoniato de meglumina (Glucantime®) no tratamento de lesGes causadas por
L. (L) amazonensis. Para o desenvolvimento das lesdes os subitens 3.6.3 e 3.6.4
foram repetidos. ApGs receber as inje¢des subcutaneas (na regido proxima a cauda)
de 5x10% amastigotas/mL de L. amazonensis em fase estacionaria e o
desenvolvimento de lesGes ulceradas, os ratos BALB/c foram divididos em quatro

grupos (n =7):

e Para o grupo NEOSZ20, as lesdes foram cobertas com 20ul de NEOS 20% p/p

duas vezes ao dia por 30 dias consecutivos.
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e Para o grupo antimoniato de meglumina, os animais foram tratados com
Glucantime® a 100 mg/Kg/dia, administrado por via intraperitoneal, uma vez ao
dia por 30 dias.

e Para o grupo tratado em associacao de NEOS20 e antimoniato de meglumina,
as lesGes receberam um tratamento tépico (NEOS 20% p/p), conforme descrito
anteriormente para o grupo NEOS. Além disso, os animais foram tratados com
Glucantime®, que era intraperitoneal da mesma maneira que no grupo
antimoniato de meglumina.

e Para o grupo controle, os animais néo foram tratados.

A eficacia do tratamento foi avaliada medindo-se, semanalmente, com ajuda de
um paquimetro digital o tamanho das lesdes, bem como pela analise histopatolégica,
Elisa para dosagens de citocinas (IL-10 e IFN-y) e quantificagdo da carga parasitaria

nas lesbes apos a eutanasia.

3.6.9 Medidas do tamanho da lesé@o e do peso dos animais

Durante o tratamento, as dimensdes das lesdes foram medidas semanalmente
utiizando um paquimetro digital (Mitutoyo, Brasil). O tamanho da lesédo foi
determinado através da obtencao do valor médio entre a linha mais longa que podia
ser tracada de uma borda da leséo para outra e a linha que bissectou esta distancia a
um angulo de 90° (AGUIAR et al., 2010). A observacéo cuidadosa das patas e caudas
avaliou o aparecimento de metastases noutros locais na pele dos animais. A
determinacdo do peso dos animais foi avaliada até 30 dias de tratamento com
NEOS20. Outros sinais como a piloerecdo foram utilizados como indicadores da

toxicidade do tratamento.

3.6.10 Avaliacdo da eficacia dos tratamentos através da avaliacdo da carga

parasitaria na lesdo

Para avaliacdo da eficacia do tratamento os animais foram eutanasiados no
terceiro dia apos o fim do tratamento em camara de CO: e foi determinada a carga
parasitaria no sitio de infeccéo (leséo). A lesao foi pesada, triturada (Ultra-turrax, 1KA)

em meio Schneider contendo 20% de soro fetal bovino e 10uL/mL de solucéo
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contendo 100Ul de penicilina potassica e 10ug/mL de sulfato de estreptomicina. Em
seguida, foi centrifugada (Thermo Scientific Heraeus) a 50g por 2 minutos para
sedimentacdo. O sobrenadante foi separado e novamente centrifugado a 1700g por
15 minutos. O pellet foi ressuspendido em 1mL de meio de Schneider contendo 20%
de soro fetal bovino e 10uL/mL de solucdo contendo 100Ul de penicilina potassica e
10ug/mL de sulfato de estreptomicina. Em triplicata, foram realizadas diluicbes
sucessivas em placa de cultivo de 96 orificios estéreis e estas foram incubadas a 23°C
por 7 dias. Apds o periodo, a presenca de parasitas em cada poco foi examinada num
microscopio invertido. A carga parasitéria foi determinada a partir da mais alta diluicéo
na qual foi observado crescimento (AGUIAR et al., 2010). Os resultados foram

expressos como a média obtida a partir da triplicata.

3.6.11ELISA para quantificagdo de citocinas na lesdo cutanea

A quantificacdo de citocinas em sobrenadantes da cultura foi realizada por
ELISA conforme proposto por (OLIVEIRA et al., 2017c). Apés a eutanasia dos animais
a leséo foi retirada e homogeneizada com solugéo de extragdo em ultra-turrax (IKA,
Alemanha). Logo apds a solucao foi centrifugada em centiifuga (Thermo Scientific
Heraeus) por 10 min a 4°C e 10.000rpm. A quantificacéo de citocinas no sobrenadante
de cultura foi feita por ensaio de imunoabsorcéo enzimatica (ELISA).

Para tanto, foram utilizados kits da linha BD OptEIA (BD Biosciences, San
Diego, CA, USA) para dosagem das citocinas IFN-y e IL-10 de acordo com orientagcdes
do fabricante. Placas de 96 poc¢os foram sensibilizadas com os anticorpos de captura
overnight, a 4°C. Em seguida, foram lavadas com PBS contendo 0,05% de Tween 20
e secas em papel toalha. Foram adicionados, entdo, o padréo e as amostras, e seguiu-
se a incubagao a temperatura ambiente, por duas horas. As placas foram lavadas e
0S pogos receberam o reagente de detecg¢ao, contendo o anticorpo de detecgéo e o
reagente enzimatico. Apds incubagdo por uma hora a temperatura ambiente, as
placas foram novamente lavadas, para adicdo do substrato enzimatico H202 e do
reagente de cor, orto-fenilenodiamina (OPD — Sigma Aldrich Inc.). Apds trinta minutos
de incubagédo a temperatura ambiente, ao abrigo da luz, a reagao foi interrompida pela

adicao de H2SO4 3mol/L. Procedeu-se a leitura espectrofotométrica a 492nm,
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utilizando o leitor Emax Molecular Devices e o software SoftMax Pro 5.2 (Molecular

Devices Corporation, Sunnyvale, CA, USA).

3.6.12 Andlise Histoldgica

Apés o procedimento de eutanasia, as amostras de pele das lesdes foram
colhidas e fixadas em tampéao formalina neutro 10% (pH 7,2), durante um periodo
minimo de 48 h. Apds o processamento, os fragmentos das lesdes foram embebidos
em parafina, submetidos a microtomia com 5 pum, e corados com H&E. As imagens
foram obtidas utilizando uma microcamera (Q-Color5, Olympus) acoplada ao
microscopio BX53 (Olympus) com o software Q-Capture Pro 7.0. A reacéo inflamatoria
foi avaliada utilizando um procedimento semiquantitativo que avaliava a presenca de
leucécitos na derme e hipoderme (ALVES et al., 2013).0 sistema de pontuacédo do
infiltrado inflamatdrio foi adaptado da seguinte forma: 0, ausente; 1, ligeiro; 2,
moderado (infiltrado inflamatério difuso ou focal moderado, incluindo areas na derme
profunda ou hipoderme); 3, intenso (infiltrado inflamatdério difuso ou focal grave a volta
dos vasos, glandulas, foliculos capilares na derme profunda e/ou hipoderme); 4, muito
intenso (infiltrado inflamatoério generalizado através da derme). A extensao das areas
necroticas foi graduada de 0 (ausente) a 3 (grave) (VIANA et al., 2013). A avaliacao
morfolégica da epiderme incluiu os seguintes parametros: acantose, disqueratose,
papilomatose, exocitose, e hiperqueratose, que foram classificados como ausentes
(0) ou presentes (1). A pontuacdo total variou de 0 a 12. A andlise histopatoldgica foi

realizada utilizando um modelo simples cego.
3.7 CONSIDERACOES ETICAS
O presente estudo foi submetido & Comisséo de Etica no Uso de Animais da

Universidade Federal de Minas Gerais - CEUA/UFMG e aprovado sob os numeros
191/2018 e 392/2018.
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3.8 ANALISES ESTATISTICAS
Foram analisados os dados sobre a progresséo da lesdo e a carga parasitaria

submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e as médias obtidas foram comparadas
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

O uso de plantas como alternativa para o tratamento de doencas parasitarias
tem sido bastante explorado. Novos grupos oriundos de produtos naturais ja
revelaram propriedades antiparasitarias de surpreendente eficacia e seletividade (O.
KAYSER; A. F. KIDERLEN; S. L. CROFT, 2003). O tratamento da leishmaniose,
incluindo a tegumentar, tem sido um obstaculo. Opcfes limitadas de terapia e a
possibilidade de resisténcia aos medicamentos limitam o sucesso do progndstico em
paises endémicos da doenca (SINGH et al., 2014). Terapias alternativas vem sendo
amplamente estudadas para entender o mecanismo pelo qual atuam no combate a
essa doenca (BAHMANI et al., 2015). A triagem de produtos naturais parece ser uma
abordagem atraente, que pode resultar na elucidagao eficiente de novos compostos
ou drogas (CHEUKA et al., 2017; ORYAN, 2015). No entanto, a maioria dos estudos
geralmente é realizada apenas in vitro. Existem poucos estudos in vivo relacionados
a leishmaniose e seus mecanismos de resisténcia ou morte (VENDRAMETTO et al.,
2010). Muitos metabdlitos secundarios de produtos naturais, como alcaldides (CALLA-
MAGARINOS et al., 2013), aldeidos (MACHADO; ET, 2012) chalconas (HERMOSO
et al., 2003), flavonoides, (MARIN et al., 2009), compostos terpendides
(BHATTACHARYA; BISWAS; HALDAR, 2013; DE OLIVEIRA et al., 2017) entre
outros, ja demonstraram consideravel atividade antiparasitaria contra as espécies de
Leishmania. Embora ndo seja proposto pelos 6rgdos de saude nenhum tratamento
para Leishmaniose cutdnea a base de produtos naturais, neste estudo obtivemos
resultados promissores a partir de um derivado vegetal.

O género Pterodon é bastante reconhecido pela diversidade de compostos
bioativos. Dos seus frutos extrai-se uma oleoresina com alto rendimento
(aproximadamente 30%) com aspecto viscoso e coloragdo marrom clara. Diversos
estudos descrevem a riqueza de substancias bioativas deste derivado vegetal
principalmente terpenos do tipo furanoditerpeno, sesquiterpenos e diterpenos do
esqueleto vouacapano ( FASCIO et al., 1976; ARRIAGA et al., 2000; OLIVEIRA et al.,
2017a). Acredita-se que estes compostos terpendides s8o 0s responsaveis pela
versatilidade das atividades biolégicas atribuidas as espécies, como antiinflamatéria
e analgésica (CARVALHO et al., 1999; GALCERAN et al., 2011).
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A OS utilizada no estudo proposto foi previamente analisada por GC-MS. O
perfil demonstrou a presenca de compostos terpendides volateis tais como 0s
sesquiterpenos B-cariofileno, a-copaeno, B-elemeno, e a-humuleno. Dentre esses
compostos, o B-cariofileno merece destaque por ser um sesquiterpeno bastante
estudado por suas atividades anti-inflamatéria (CARVALHO et al., 2005) e
antiparasitaria contra Trypanossoma cruzi (IZUMI et al., 2012) e L. amazonensis
(SILVA et al.,, 2017). A abundancia deste composto ja tinha sido observada em
derivados vegetais dos frutos de Sucupira (ALVES et al., 2014; OLIVEIRA et al., 20186,
2017b). Em um estudo in vitro (DELGADO-ALTAMIRANO et al., 2019) com 06leo de
espécies de Copaiba (Copaifera spp), que assim como a Sucupira, pertence a Familia
Fabaceae, comprovou-se que quanto maior a quantidade de [B-cariofileno, maior
atividade leishmanicida era observada (SOARES et al.,, 2013). O sesquiterpeno
isolado do extrato diclorometano da parte aérea de Lantana camara var. aculeata (L.)
também se mostrou ativo frente a L. mexicana (DELGADO-ALTAMIRANO et al.,
2019). Atualmente, o mecanismo de agéao leishmanicida do 3-cariofileno ainda precisa
ser elucidado, bem como seu efeito em modelos in vivo.

Os derivados de produtos naturais sdo imisciveis e apresentam baixa
solubilidade em &gua, por isso 0s seus compostos bioativos apresentam, muitas
vezes, uma baixa dispersibilidade em meio aquoso, como € o caso da sucupira, que
tem seu uso restrito em fungéo de ser pouco hidrossolavel (BALASUBRAMANI et al.,
2017; OLIVEIRA et al., 2017b). Dessa forma, formulacdes desenvolvidas a partir de
nanoestruturas como nanoemulsdes, possibilitaria a administracdo de farmacos
pouco solluveis em meio aguoso, aumentando sua biodisponibilidade. Nanoemulsées
sdo misturas de dois liquidos imisciveis que, em geral, sdo estabilizadas por agentes
quimicos (tensoativos) capazes de proporcionar a dispersao, ainda que grosseira, de
um liquido em outro. Essa dispersédo é uma emulséo que pode ter seu aspecto e sua
atividade melhorada quando submetida a agitacdo mecéanica que seja capaz de mexer
com sua estrutura diminuindo o tamanho das goticulas do liquido que se encontra
disperso, podendo chegar a escala nanométrica (TADROS et al., 2004). A agitacao
mecanica pode ser aquela que utiliza forcas disruptivas para reduzir o tamanho das
goticulas (métodos de alto aporte de energia), onde 0s principais equipamentos
usados sao agitadores de alto cisalhamento, homogeneizadores de alta presséo e
geradores de ultrassom. Como também pode-se agitar uma emulsédo utilizando a

prépria energia interna do sistema (métodos de baixo aporte de energia) que
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frequentemente envolvem inversdo de fases ou emulsificacdo espontanea. Os
métodos de emulsificacdo de baixo aporte sdo, em geral, mais simples, menos
onerosos e de facil aplicagdo. Dessa forma, neste estudo essa metodologia foi a
escolhida, pois ndo necessita de grande aparato estrutural ou grandes equipamentos
(SOLANS et al., 2012; SINGH et al., 2017). Alguns estudos mostram que quando
nanoemulsdes preparadas a partir de derivados vegetais sao obtidas por
metodologias de baixo aporte de energia, elas conseguem ser estabilizadas, como
observado no trabalho de Rodrigues et al. (2015) que teve como matéria-prima o 6leo
de babacu. Em outro estudo, Duarte e colaboradores (2015), produziram por meio de
uma metodologia, que também empregou baixo aporte de energia, uma hanoemulsao
contendo Oleo essencial de Rosmarinus officinallis (alecrim) que permaneceu estavel
por 30 dias com tamanho reduzido de particulas, menor que 200nm.

Uma nanoemulsédo possui componentes que podem afetar a sua estabilidade
como o tipo de 6leo e o tensoativo utilizado na sua fabricacdo (CHEN et al., 2017).
Tensoativos ndo idnicos tem sido amplamente utilizados nas indUstrias alimenticias e
farmacéuticas. Suas principais caracteristicas sdo: alta capacidade emulsificante,
melhor estabilidade as emuls6es em uma longa faixa de pH por um periodo maior e
baixa toxicidade e biodegradabilidade (CHEN et al., 2017). Além disso, é relatado que
0 uso de tensoativo ndo ibnico em uma emulsdo proporciona gotas tdo pequenas
capazes de eleva-la ao nivel de uma nanoemulséo, até mesmo sob um método de
baixo aporte de energia. indices de polidispersdo também s&o melhorados ficando
dentro da faixa esperada para uma nanoformulacdo (CHOUPANIAN, et al., 2017;
ABDELMONEM et al., 2019).

Diversos estudos especialmente na area de nanotecnologia, abordam entre
outras coisas o0 papel dos tensoativos na composicao das formula¢des farmacéuticas.
Os tensoativos ndo s6 ajudam no processo de emulsificacdo quanto também agregam
outras caracteristicas que proporcionam o melhoramento dos efeitos dos produtos
(CHOUPANIAN et al., 2017; CHEN et al., 2017; ABDELMONEM et al., 2019), como
no trabalho de Abdelmonem et al. (2019), que desenvolveu nanoemulsdes de
clorexidina, utilizando como tensoativos tween 20, tween 80 e co-tensoativo
propilenoglicol para limpeza e acg&o antibacteriana dos canais radiculares. A
nanoemulsdo com tween 80 foi capaz melhorar a penetracéo nos tubulos dentinarios
e a capacidade de limpeza, além disso, o0 estudo antibacteriano da nanoemulsdo de

clorexidina mostrou a eliminagéo bacteriana completa. O autor concluiu que o tween
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80 contribuiu de forma significativa para a otimizacdo da formulacdo, pois ela
apresentou baixo tamanho de goticula e indice de polidisperséo, o que possibilitou
com que a clorexidina inserida na nanoemulséo pudesse penetrar em todo o canal.
Em outro estudo Pires e de Moura (2017) prepararam filmes poliméricos contendo
nanoemulsdes de Oleos essenciais com sugestivas atividade antibacteriana para
serem utilizados como curativos. Os filmes seriam compostos por alginato de sédio,
um produto que ja é utilizado como curativo para feridas devido ser uma barreira
seletiva que permite a manutengéo do controle da umidade do local e trocas gasosas
com o ambiente. O interesse seria entdo unir essa caracteristica do alginato com a
atividade dos 6leos, para isso o0s autores produziram uma nanoemulsdo com os 6leos
essenciais, dgua e tween 80 como tensoativo ndo ibnico que neste caso seria
essencial para a proporcionar a interacdo da nanoemulsdo com as cadeias de
alginato, onde a parte polar das moléculas de tensoativos se ligaria ao alginato através
das ligacGes de hidrogénio. Os resultados do trabalho foram promissores, segundo os
autores, a nanoemulsédo foi um grande diferencial no filme de alginato dado o seu
tamanho de particula diminuto proporcionando melhor permeabilidade aos vapores de
agua.

Durante o desenvolvimento das nanoemulsdes outro fator fundamental e que
pode ser explorado com a finalidade de prolongar a estabilidade do sistema é a
determinacdo do EHL requerido. E sabido que, nanoemulsdes mais estaveis e com
menor tamanho de goticula séo obtidas quando o EHL do 6leo se assemelha ao EHL
dos tensoativos (FERNANDES et al., 2013). Neste estudo, foi proposto a investigacao
do EHL requerido do OS por um método simples, rapido, de baixo aporte de energia
e com 0 uso dos tensoativos néo-ibnicos monooleato de sorbitano (tween 80) e o
polissorbato 80 (spam 80).

As NEOSS preparadas para o estudo in vitro estavam dentro da faixa de EHL
de 9-15. Todas elas foram analisadas macroscopicamente no dia 0 de
desenvolvimento. Caracteristicas como homogeneidade, cor, fluidez, opacidade e/ou
separacao de fases foram utilizadas como parametros para identificar estabilidade nas
formulagfes. Apos 24 horas observou-se que as de EHL 9, 13,14 e 15 apresentaram
alguns sinais de instabilidade como presenca de sedimentacdo ou cremagem, além
de, viscosidade e turvacao, sendo descartadas. Como nas de EHL 10, 11 e 12 esses

sinais ndo se mostraram visiveis, essas preparacfes foram avaliadas, por
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espectroscopia de correlacao de fotons, quanto ao diametro médio da goticula, indice

de polidisperséo (IPd) e potencial zeta (Tabela 1).

Tabela 1. Tamanho de goticula, indice de Polidisperséo (IPd) e Potencial Zeta
das nanoemulsdes de EHL 10, 11 e 12

Amostras DO D1
EHL Size Pdl Zeta Size Pdl Zeta
10 432.9+151.1 0.529+0.095 -34.1+1.5 404.7+2.3 0.518+0.223 -32.9+0.9
11 215.7+1.1  0.166x0.003 -35.0+0,7 206.9+2.3 0.211+0.009 -30.9+0.9
12 232.4+0.4  0,345+0.008 -29.6x1.5 254.7+x3.6 0,338+0.023 -34.7+0.5

@ Dados expressos como média * desvio padréo (SD). As medi¢coes foram realizadas em triplicata.

O tamanho diminuto das goticulas das nanoemulsdes (entre 20-300nm) € um
parametro de suma importancia para garantir a estabilidade do sistema (GUE et al.,
2016; SADURNI et al., 2005). O espalhamento dindmico de luz (DLS) é uma das
técnicas mais utilizadas para determinar esse didmetro das goticulas, oferecendo
também algumas vantagens, como andlise rapida e facil. Entretanto, técnicas
complementares podem ser usadas para corroborar dados obtidos pelo DLS, como a
microscopia eletrénica de transmissdo, que mede o diametro médio das goticulas
individuais e fornece informacfes importantes sobre a superficie e morfologia das
goticulas (GRAPENTIN; BARNERT; SCHUBERT, 2015). Observando os valores da
Tabela 1 percebe-se que as NEOS5 de EHL 11 e 12 possuem tamanho de goticula
dentro da faixa aconselhavel, diferentemente da de EHL10. Outro parametro a ser
avaliado é o indice de polidispersao (Pdl) que diz respeito sobre a uniformidade da
distribuicdo do tamanho das goticulas e geralmente mostra valores iguais ou inferior
a 0,3 para sistemas monodispersos (TAN et al., 2016). A NEOS5 de EHL 10 mostrou
valores muito acima do desejado para garantir a caracteristica de nanoemulsao. Ja a
de EHL 12, apesar de apresentar um tamanho desejavel, obteve valor de Pdl também
alto, enquanto a de EHL 11 ficou dentro dos padrdes para estes indices mesmo apos
as 24 horas. O potencial zeta € outro fator para avaliar a estabilidade da formulacéo e

esta relacionado a carga de superficie das goticulas que
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compdem o sistema disperso. Como regra geral, possuem maior estabilidade a longo
prazo, goticulas com potencial zeta com valor maior que 30mV em modulo.
NanoemulsBes com menor potencial zeta estdo mais susceptiveis a sofrer agregacéo
ou separacao de fases (BRUXEL et al., 2012). Levando em consideracdo esse
parametro todas as nanoemulsdes preparadas forneceram um valor de potencial zeta
aceitavel. Observando todos estes parametros em conjunto a nanoemulsdo com
maiores indicios de estabilidade foi a de EHL 11, sendo, portanto, a escolhida para a

utilizacdo nos ensaios in vitro (Figura 7).

Figura 7 — Nanoemulséo de EHL 11

Fonte: Préprio autor.

A NEOS5 de EHL11, apresentou aspecto fino e translicido. De acordo com o
EHL encontrado caracteriza-se como O/A podendo ser dispersa em meio aquoso. Em
geral, valores baixos de EHL sé&o atribuidos a agentes mais lipofilicos e altos valores
de EHL a agentes mais hidrofilicos (GRIFFIN, 1949). Na Tabela 2 mostramos o
acompanhamento dos parametros de estabilidade dessa nanoemulsdo durante 30
dias. Quase nenhuma variacao foi observada para o tamanho das goticulas, indice de
polidispersdo e potencial zeta durante o armazenamento, sugerindo que o sistema
tem uma grande tendéncia para alcancar a estabilidade cinética. A observacao da
distribuicdo dos tamanhos de goticula e Pdl mostra uma distribuicio monomodal

durante todo o intervalo do estudo (Figura 8).
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Tabela 2. Tamanho de goticula, indice de Polidispersdo (Pdl) e Potencial Zeta das
nanoemulsdes EHL 11 armazenadas em temperatura ambiente (25°C) nos dias 0, 1, 7, 15,

21, 28 e 30 apos a preparacao.

Dia Size Pdl Zeta
0 215.7+1.1 0.166+0.003 -45.0+0.7
1 206.9+2.3 0.211+0.009 -44.7+0.5
7 196.7+2.1 0.230+0.008 -46.6+1.5
14 204.8+1.5 0.173+0.035 -45.0+0,7
21 214.4+4.9 0.203+0.006 -42.9+1.8
28 215.3+1.9 0.166+0.030 -44.4+3.6
30 213.1+2.8 0.254+0.012 -42.4+2.8
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Figura 8. Distribuicdo do tamanho de goticula das nanoemulsdes de EHL 11 de P.
emarginatus armazenadas a temperatura ambiente (25° C). Média do tamanho de
goticulas das formulagdes A dia 0; B dia 1; C dia 7; D dia 14, E dia 21; F dia 28 e G dia 30.
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Em estudo anterior Oliveira et al. (2016), determinou o EHL do OS usando este
mesmo par de tensoativos. O grupo prop6s uma metodologia de baixo aporte de
energia de desenvolvimento onde o OS e o0s tensoativos eram submetidos a
aquecimento a 80°C e agitacdo constante por um periodo prolongado de tempo e
posteriormente a fase aquosa era lentamente adicionada. Sabe-se que a manutencao
da temperatura do sistema é um fator importantissimo durante o uso de derivados
vegetais. Variagcfes de temperatura podem causar evaporacao de volateis e perda de
compostos bioativos e por esta razdo, a utlizacdo de métodos eficazes de
nanoemulsificacdo que ndo envolvem a etapa de aquecimento deve ser considerados
uma vantagem, uma vez que protegeriam a liberacao indesejada de volateis, incluindo
terpendides. A metodologia agora proposta, apresentou vantagens como auséncia de
solvente e aquecimento, 0 que pode ser Util, para prevenir a perda de volateis. Neste
estudo, além da auséncia do aquecimento a nao utilizacdo de solventes nos traz ao
conceito de um produto ecoldgico com vantagens como reducdo de custo menor
prejuizo ao meio ambiente e toxicidade (OLIVEIRA et al., 2017a).

Quando testada a acgéo leishmanicida da NEOS5, a mesma apresentou efeito
inibitorio significativo frente a formas promastigotas de L. (L) amazonensis apos 48h
de incubacao, com concentracdes que inibiram 50% das promastigotas (ICso) de 21,83
+ 1,09ppm para a NEOS5. A OS ndo encapsulada apresentou ICso de 32,38
+3,87ppm. Os controles dos ensaios com anfotericina B 0,2ug/ml e tensoativos
apresentaram inibicdo do parasita >90% e <4%, respectivamente, comprovando a
validade dos testes. Em estudo anterior, Dutra et al. (2009) avaliou a atividade
leishamanicida de P. emarginatus Vogel contra formas promastigotas de L.
amazonensis (isoladas de paciente com leishmaniose cutanea difusa) e de L. chagasi
(isoladas de pacientes com leishmaniose visceral). Os protozoarios foram expostos
ao 6leo essencial e as fragbes hexanicas, butandlicas e metandlicas das sementes.
Os resultados obtidos mostraram que as fracdes hexanicas e butandlicas indicaram
atividade leishmanicida frente as formas promastigotas de L. amazonensis com
valores de ICso de 50,06 + 1,16ppm e 46,65 + 3,04ppm, respectivamente (DUTRA et
al., 2009)

Sabemos que o ciclo de vida da Leishmania é dimérfico. Tem-se a forma
promastigota flagelada extracelular que se multiplica e sobrevive exclusivamente no
inseto. Ja4 a forma amastigota € intracelular obrigatoria de células polimorfonucleares

dos mamiferos. Duas formas do mesmo agente que necessitam de condi¢cdes
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ambientais e fisioldgicas distintas e consequentemente, reagem de maneira especifica
contra cada agente leishmanicida podendo ter uma resposta diferente frente a cada
composto ou espécie vegetal avaliada (ESTEVEZ et al.,, 2007). Estudos usando
formas amastigotas refletem a situacdo da doenca no organismo do mamifero e isso
deve ser levado em consideracao, visto que é o estagio parasitario mais relevante
(CALLAHAN et al., 1997). J& a atividade frente a forma promastigota, fornece
informagdes importantes sobre a especificidade do agente testado servindo como uma
triagem preliminar para identificar novos compostos, apesar desta ndo ser uma forma
gue se manifesta em mamiferos do ponto de vista clinico da doenca (ORYAN, 2015)

ApOs a comprovacao da atividade leishmanicida in vitro foi feito a parte in vivo
do trabalho. Primeiramente foi proposto um estudo dose-resposta para avaliar qual a
melhor concentracdo de OS no tratamento de feridas de leishmaniose tegumentar. A
avaliacdo do tamanho da leséo foi utilizada para selecionar a concentracdo de OS
utiizada na preparacdo da nanoemulsdo. O desenvolvimento de lesbes em
camundongos BALB/c infectados com L. (L.) amazonensis foi avaliado quanto a
progressdo, tamanho e forma. O tratamento foi iniciado 6 semanas apos a inoculagao
dos animais. A Figura 9 mostra a evolucédo do tamanho da leséo, apés o inicio do
tratamento, em funcao do tempo. Inicialmente, os animais tratados com controle tépico
(TCM), solucédo OS 5, 10 e 20% apresentaram lesdes com diametro médio e desvio
padrao de 6,8 + 0,41, 6,5 + 1,46, 7,3 £ 0,35 e 6,7. = 1,53mm, respectivamente, sem
diferencas significativas entre todos os grupos (p> 0,05). O tamanho da lesdo dos
animais tratados com solucdes tépicas de OS mostrou estabilizacdo no intervalo de
tempo avaliado. Por outro lado, o grupo controle mostrou um aumento gradual no
tamanho médio da lesdo. O tratamento tdépico com solugcédo de OS 20% p/p resultou
em uma reducdo significativa do tamanho da lesdo em comparagcdo com 0 grupo
controle, 14 dias ap0s o inicio do tratamento (p<0,05), enquanto as solu¢cées OS 5%
e 10% p/p mostraram em 21 dias (Figura 9). No final do tratamento, os animais nao
apresentaram perda significativa de peso corporal (p>0,05) para todos 0s grupos.
Outros indicadores de toxicidade também estavam ausentes. Portanto, as solucbes
com OS apresentaram atividade, com reducao significativa no tamanho médio das
lesdes, no tratamento de camundongos infectados com L. (L.) amazonensis. A
solucdo de OS 20% levou a uma reducdo mais rapida, mostrando uma diferenca

significativa a partir do 14° dia (p<0,05). Com base nesses resultados, essa

46



concentracdo foi selecionada para a preparacdo da nanoemulsdo com o oleoresina

de Sucupira para estudos posteriores (NEOS20).

Figure 9. Acompanhamento do tamanho médio da lesdo em resposta a diferentes
tratamentos topicos com OS nas concentracdes 5%, 10% e 20% p/p e grupo controle
tratado com MHC durante 21 dias duas vezes por dia. O tamanho da lesdo é mostrado
como média = DP.
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O estudo dose-resposta pode mostrar que o OS a 20% quando aplicado
topicamente, reduziu significativamente a ferida cutanea causada nos animais, em
duas semanas de tratamento, quando comparado ao controle.

Essa reducédo no tamanho das feridas pode estar relacionada tanto a acéo
antiinflamatdria e cicatrizante quanto a acao leishmanicida dos compostos terpendides
presentes em abundancia neste derivado vegetal. Sabe-se que o tratamento de
escolha para todas as formas de leishmaniose, incluindo a LTA ainda é a
administracdo parenteral de antimoniais pentavalentes, mesmo com suas limitacdes
(SINGH; KUMAR; SINGH, 2012). O tratamento tépico, apesar de bastante desafiador,
€ uma alternativa atraente, oferecendo vantagens significativas em relagéo a terapia
sistémica como reducao dos efeitos adversos, maximizar a agdo do farmaco no tecido
alvo, contornar o metabolismo de primeira passagem, facilidade de administracao e
custos mais baixos (SANTOS et al., 2012). Porém, neste caso, a alta hidrofobicidade
intrinseca dos fitocomplexos e a variedade de compostos com diferentes pesos
moleculares na sua composicédo, dificulta a permeacgédo do Oleo através da barreira
hidrofilica da pele, podendo haver prejuizos na absor¢cdo de compostos bioativos
antileishmaniéticos e consequentemente impedindo a acao no local (CARNEIRO et
al., 2012). Uma maneira de melhorar essa absorcdo dos agentes lipofilicos presentes

no OS foi desenvolver uma nanoemulsédo O/A que, adicionalmente, contribuiria
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também para o maior fornecimento de agentes terapéuticos, penetrabilidade
de produtos oleosos na ferida e consequentemente na melhora da atividade
farmacolégica (SHAKER et al., 2019)

Levando em consideragéo o resultado do estudo dose-resposta, que mostrou
gque o OS na concentracdo de 20% seria mais eficaz na reducdo das feridas dos
animais do que os tratados com 10%, 5% e grupo controle, foram desenvolvidas
NEOS a 20% para a realizacao dos estudos in vivo.

A nanoemulsdes a base do oleoresina de P. emarginatus preparadas com
Polysorbato 80, monooleato de sorbitano 80 apresentaram um aspecto fino e reflexo
azulado. O diametro da nanoemulsao foi medido pela técnica de dispersao dinamica
da luz (DLS) e mostrou gotas de 158,1 nm e 147,6 nm no dia da preparacao e apos
14 dias, respectivamente. O Pdl obtido foi de cerca de 0,1 durante toda a andlise
(Tabela 3). O tamanho e o Pdl permaneceram sem grandes alteracdes durante o

armazenamento a temperatura ambiente durante 14 dias.

Tabela 3. Caracterizacdo da NEOS20

Parametros avaliados

Dia Diametro + DP Indice de Polidisperséo +
DP
0 158.10 £ 0.26 0.136 £ 0.004
1 145.60 = 0.60 0.102 £ 0.014
7 147.63 £ 1.85 0.098 £ 0.013
14 147.56 + 0.83 0.108 £ 0.013

aData expressed as mean + standard deviation (SD). Measurements were
performed in triplicate.

Os graficos sobrepostos da distribuicdo do tamanho das goticulas da NEOS20
durante os diferentes dias sdo mostrados na Figura 10 e confirmam a homogeneidade
da distribuicdo do tamanho das mesmas durante todo o periodo avaliado. Os
resultados também demonstram a estabilidade da NEOS20 em termos de tamanho e

Pdl, indicando caracteristicas adequadas para a administracdo tépica. Devido a

elevada complexidade dos 6leos naturais ricos em metabolitos secundarios, com uma
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vasta gama de propriedades fisico-quimicas distintas (por exemplo, logP, solubilidade
em agua, polarizabilidade), seria de esperar dificuldades na producédo de nano-gotas
finas e estaveis utilizando estes produtos naturais. Apesar da grande quantidade de
OS necessario no desenvolvimento desse sistema (20%), foi possivel obter por um
meétodo de baixo aporte de energia, usando a inversao de fases, nanoemulsdes com

caracteristicas desejaveis e sinal de estabilidade (KUMAR et al., 2019).

Figura 10. Distribuicdo do tamanho das goticulas da NEOS20 preparadas com
monooleato de sorbitano e polissorbato 80
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O segundo estudo foi realizado para avaliar se a combinagcdo de NEOS20
aplicada topicamente e um medicamento de referéncia, o antimoniato de meglumina
intraperitoneal, mostrariam resultados atraentes no tratamento da LTA. A Figura 11
mostra a evolucdo do tamanho da lesédo, apds o inicio do tratamento em funcédo do
tempo. No inicio do tratamento os animais tratados com a combinacéo de antimoniato
de meglumina e NEOS20, NEOS20, antimoniato de meglumina injetavel e animais
nao tratados (grupo controle) apresentaram lesdes com diametro médio de 7,3 + 0,80,
7,4 £0,62, 6,4 + 1,31 e 59+ 1,23 mm, respectivamente. O tamanho da lesdo dos
animais tratados mostrou reducéao significativa em relagéo ao grupo controle (p <0,05)
durante o periodo de avaliacdo, sendo observado 14 dias ap0s o inicio da terapia
combinada de antimoniato de meglumina injetavel e NEOS20 e apenas NEOS20.
Para o grupo que recebeu apenas antimoniato de meglumina injetavel foi observada
uma diferenca significativa no 21° dia ap0s o inicio do tratamento em comparac¢ao com

0 grupo de controle (p<0,05).
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Figurall. Eficacia da terapia combinada de antimoniato de meglumina injetavel e
NEOS20. As fémeas de ratos BALB/c foram infectadas com L. (L.) amazonensis
amastigotes na base da cauda (n=7). Os animais foram tratados topicamente com SO-NE,
antimonio de meglumina administrado por via intraperitoneal via (Glucantime® 100
mgSh+5/Kg/dia), combinacdo de antiménio de SO-NE meglumina, e grupo de controlo ndo
tratado durante 30 dias. O tamanho da lesdo é mostrado como média e desvio padrao.
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Ao comparar o tamanho das lesfes dos animais no inicio e no final do
tratamento, houve um aumento no tamanho médio da lesdo de 130% no grupo
controle durante o periodo acompanhado (5,9 + 1,23 e 13,6 + 1,98 mm, tempo inicial
e final do avaliado, respectivamente), enquanto todos o0s grupos tratados
apresentaram reducdo, com a maior reducdo de (41%) no grupo tratado com a
combinacédo de antiménio e NEOS20 (7,4 + 0,62 e 4,3 £ 0,88 tempo inicial e final
avaliados respectivamente) (Figura 12). Também é interessante notar que a NEOS20
(6,7+7,3+0,80 e 4,3+0,88 mm, inicio e fim do tratamento, respectivamente) (Figura
11) levou a uma reducdo maior no tamanho das lesées quando comparadas a solucéo

OS 20% (6,7 £ 1,53 e 6,8 + 1,63 mm, inicio e fim do tratamento, respectivamente)

(Figura 9).
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Figura 12. Porcentagem de variagdo na dimensdo média da leséo determinada
pela diferenca entre a dimensdo média da lesdo no inicio e no fim do
tratamento.
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Neste estudo, NEOS20 foi testada quanto a sua atividade leishmanicida em
lesBes de leishmaniose cutanea (LCL) usando camundongos BALB/c infectados com
L. (L) amazonensis na regido da cauda. Este modelo animal tém sido amplamente
utilizados para estudar feridas cutaneas causadas por esta cepa, devido a sua
rigorosidade em selecionar a eficacia apenas dos farmacos mais ativos (DE MORAIS-
TEIXEIRA; RABELLO; AGUIAR, 2019) . No entanto, ao analisar a eficacia terapéutica
para o tratamento da LCL de uma forma mais abrangente, deve-se ndo apenas levar
em consideragdo a eliminagdo do parasita, mas também avaliar integralmente as
questdes relacionadas com os aspectos que envolvem as reacdes anti-inflamatorias
e a capacidade de cura, promovendo assim a reparacao, reepitelizacao dos tecidos e
evitando reagfes secundarias. Além disso, observou-se que o tratamento com a
NEOS20 apresentou maior reducao da ferida do que quando tratado com o OS na
forma n&o encapsulada sugerindo que a penetrabilidade e sua taxa de difusdo dos
compostos ativos foram potencializados com o uso do produto nanoestruturado. Esse
€ um achado importante para o tratamento, porque as formas amastigotas do
protozoario se multiplicam intracelularmente em macroéfagos, portanto, € fundamental
gue o farmaco consiga atingir as células nos tecidos mais profundos da pele e assim
causar a destruicdo do parasita (ARAGAO HOROIWA et al., 2020; GARNIER;
CROFT, 2002).
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A medida do tamanho da lesdo € um excelente indicador da progressao da
doenca (Figura 13). Nas primeiras duas semanas de tratamento a administracdo
topica de NEOS20 de 12/12 horas por 4 semanas foi capaz de inibir o crescimento da
lesdo de forma significativa quando comparado ao grupo controle (Figura 11).
Evolucédo semelhante foi vista no grupo que recebeu tratamento em combinacéo. De
acordo com as avaliacdes clinicas, a presenca do derivado vegetal no tratamento
destes animais parece ter prevenido a formacao de Ulceras nas lesdes. Apesar dos
estudos realizados, ainda ndo € do nosso conhecimento um estudo in vivo que
demonstra a atividade da espécie frente a feridas causadas por L. amazonensis.
Ademais, a atividade antiinflamatoria e cicatrizante dos seus compostos ja foi
comprovada em modelos animais (CARVALHO et al., 1999; GALCERAN et al., 2011,
HOSCHEID; CARDOSO, 2015).

Figura 13. Acompanhamento do tamanho da lesdo dos grupos tratado com a
combinacdo NEOS20+Antimoniato dias 1, 7 e 28 respectivamente (A-C);
tratado com Antimoniato dias 1, 7 e 28 respectivamente (D-F); tratado com a
NE dias 1, 7 e 28 respectivamente (G-I); e grupo sem tratamento dias 1, 7 e 28
respectivamente (J-M).

Fonte: Préprio autor.
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Santos et al. (2008) testou a acdo da oleoresina de copaiba (Copaifera martii)
em camundongos infectados por L. amazonensis. A ferida na pata dos animais que
receberam o tratamento com a copaiba por via oral e tdpica associadas mostraram
uma diminuicdo do tamanho da lesdo sem diferenca significativa quando comparado
com o controle (SANTOS et al., 2008). Em um estudo onde avaliou-se a atividade de
hidrogeis contendo extrato de Libidibia ferrea, espécie também pertencente a familia
Fabaceae e rica em compostos terpendides, observou-se que a aplicacao tépica do
produto foi capaz de conter o desenvolvimento das lesdes causadas em Hamster
Golden por L. amazonesis quando comparada ao grupo controle (COMANDOLLI-
WYREPKOWSKI et al., 2017).

Outro estudo realizado para avaliar a progressao das lesdes foi a histologia. A
andlise histopatologica das biépsias de pele de camundongos revelou alteracdes
inflamatorias significativas, principalmente no grupo controle. Nesse grupo a leséo
tegumentar causada por L. amazonensis evoluiu bastante e, durante todo o periodo
do experimento, os animais nao receberam tratamento. Observou-se intensa
agressao ao tecido, com ulceracao, descontinuidade do epitélio, presenca de leséo
infiltrante com auséncia de células epiteliais e disceratose. A exposicao do tecido
conjuntivo e a existéncia de um infiltrado inflamatério intenso e misto com
predominédncia de polimorfos do tipo neutréfilo, principalmente, e células
mononucleares, mostram um processo inflamatério agudo. Além disso, hd uma area
de sangramento, numerosos macrofagos vacuolisados, ricamente parasitados e areas

de necrose com células anucleadas e a presenca de material amorfo (Figura 14).

Figura 14. Andlise histopatolégica das lesdes — Grupo sem tratamento.
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Fonte: Préprio autor.
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No grupo que recebeu o NEOS20 topicamente sobre as feridas (Figura 13),
também foi observado um processo inflamatério ativo com a presenca de infiltracédo
intensa e um numero significativo de macréfagos vacuolizados, mas em quantidades
menores e com menos parasitas do que o grupo ndo tratado. Apesar da
descontinuidade da epiderme observada, ja ndo se observam areas de ulceracao e
exposicao do tecido conjuntivo, mostrando areas com fibras mais densas, o que pode
sugerir uma regeneracao do epitélio tecidual. Possivelmente o tratamento aplicado no

periodo avaliado causou um estimulo proliferativo nas células da camada basal.

Figura 15. Analise histolégica da lesdo do grupo tratado topicamente com
NEOS20.
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No grupo que recebeu o antimoniato de meglumina por via intraperitoneal as
areas de leséo e ulceracao do epitélio ndo sédo aparentes. Ainda existe presenca de
infiltrado inflamatério em todo o campo, com presenca de neutréfilos mononucleares,
mas menos do que o observado no controle e com menor frequéncia de observacgao
do parasita no interior, podendo estar relacionado a eliminagdo do protozoério e ao
inicio da conclusdo do infeccioso processo. O epitélio é observado com tecido
conjuntivo pouco celularizado, fibroblastos no local da lesdo, com o processo de

conclusao mais avancado do que no grupo que néo recebeu tratamento (Figura 14).
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Figura 16. Analise histolégica da lesdo do grupo tratado com antimoniato de
meglumina.

Font

Sem ulceracdo e alteracdo epitelial observadas, no grupo tratado com a
combinacdo antimoniato de meglumina e NEOS20 foi visualizado um processo
inflamatorio, que tende a terminar. Parte do tecido € completamente saudavel, o tecido
conjuntivo é integrado as fibras de colageno, com presenca de infiltrado inflamatorio
ja localizado na porc¢ao lateral inferior, porém em menor quantidade do que em outros
grupos, sugerindo que os macréfagos ja estdo abandonando o local da inflamacé&o. A
presenca de parasitas muito raros no interior de macréfagos, indicam que o processo
ainda nao terminou, mas tende a uma solugé@o. Maior presenca de tecido conjuntivo

com fibroblastos e menos infiltrado, sem areas amorfas e necrose (Figura 15).

Figura 17. Analise histolégica da lesdo do grupo tratado com antimoniato de
meglumina e NEOS20.

A andlise histopatélogica dos grupos avaliados mostrou as diferencas
observadas nos tratamentos propostos. No grupo que recebeu NEOS20 topicamente,

apesar de ainda observar-se macréfagos e formas amastigotas estes eram menos
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NnuUMerosos e notava-se regeneracao da derme com recuperacao das areas ulceradas
0 que era bastante evidenciado no grupo nao tratado. Além disso, as areas com tecido
conjuntivo exposto eram menos extensas do que as do controle. Possivelmente o
tratamento aplicado no periodo avaliado causou um estimulo proliferativo nas células
da camada basal epitelial. A regeneracdo da derme com recuperacdo das areas
ulceradas foi notada. No grupo tratado com a combinacéo foi possivel observar que
0s macrofagos estavam a abandonando processo. Foram encontrados parasitas
raros, sugerindo uma tendéncia para finalizar o processo infeccioso.

O tratamento de animais infectados experimentalmente com a combinacao
também levou a uma reducédo estatisticamente significativa da carga parasitaria da
lesdo quando comparada com o grupo nao tratado, sugerindo que o tratamento topico
colaborou tanto no processo inflamatério como na eliminacdo de amastigotas do
protozoario conforme figura 16. De Moares et al. (2018) avaliaram a acao de
nanoemulsdes do Oleo essencial de duas espécies nativas da regido amazonica, a
copaiba (Copaifera sp) e andiroba (Carapa guianensis). Os camundongos apos o
desenvolvimento da infec¢cdo causada por L. amazonensis e L. infantum (causador da
leishmaniose visceral) foram tratados por via oral e obtiveram melhora dos parametros
de carga parasitaria e histopatolégicos quando comparados ao grupo controle
(MORAES et al., 2018).

Figura 18. Quantificacdo da Carga parasitéaria na leséo
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Para avaliar a resolucao da resposta inflamatoria, foram investigados os niveis
de algumas citocinas essenciais para ativacdo dos mecanismos leishmanicidas de
macréfagos e controle da infec¢ao por L. (L.) amazonensis (figura 17). Os niveis de
IL-10 e IFN-y produzidos foram significativamente reduzidos em animais tratados com
a combinacdo de antimoniato de meglumina NEOS20 e em monoterapia com
antimoniato de meglumina quando comparado ao grupo controle (p <0,05 ) Esses
achados podem indicar que os niveis reduzidos de citocinas foram associados a
respostas inflamatérias menores, controlando a inflamagdo e consequentemente

diminuindo o tamanho das lesdes.
Figura 19. Niveis de citocina nas lesdes de camundongos tratados com a combinacgéo de
NEOS20 por via tépica, antimoniato de meglumina administrado por via intraperitoneal

(Glucantime® 100 mgSb + 5/ Kg / dia), combinag&o antimoniato de meglumina e NEOS20
e grupo controle néo tratado por 30 dias.
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A reducédo dos niveis de citocinas corrobora com os resultados anteriores. A
capacidade de Leishmania de resistir intracelularmente estd relacionada com a
resposta inata ou adaptativa. Ao ser interiorizado, o macréfago acaba colaborando
com o processo de multiplicagé@o e infecgdo de novas células pelo protozoério. Sabe-
se, contudo, que uma resposta imunitaria eficaz ajuda a resolver a doenca destruindo
0 agente patogénico por células fagocitarias (TRIPATHI; SINGH; NAIK, 2007). Os
niveis de IFN-y parecem estar envolvidos tanto no controle da multiplicacdo do
parasita durante as fases iniciais da infec¢cdo de Leishmania como na mediacao da
lesdo do tecido (RIBEIRO-DE-JESUS et al., 1998; DE OLIVEIRA; BRODSKYN, 2012).
A dosagem de IFN-y na lesdo mostrou que o0s niveis desta citocina eram

significativamente mais baixos do que no grupo de controle, o que aponta para o fim
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do processo. A interleucina-10 (IL-10) tem sido associada a um pior progndéstico da
Leishmaniose cutanea. O seu bloqueio tem demonstrado diminuicdo na progressao
da doenca (KANE; MOSSER, 2001; CASTELLANO et al., 2015). Aqui, a NEOS20 em
combinacdo com o antimoniato de meglumina diminuiu os niveis de lesédo IL-10 que

poderiam ter favorecido a melhor reducdo do tamanho das lesdes.
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5 CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

A patologia da CL é muito ampla e ao propor um possivel tratamento para a
doenca é necessario avaliar tanto a questao da eliminacao do agente infectante, como
as questdes relacionadas ao intenso processo inflamatério presente. Neste sentido,
apos os estudos propostos por este trabalho foi possivel identificar que a utilizacao
topica de NEOS20 combinada com o antimoniato de meglumina apresentou 0s
melhores resultados na reducdo do tamanho das lesdes, melhora de seu aspecto
geral e diminuicao significativa das interleucinas IL10 e IFN-y, indicando uma possivel
atividade antiinflamatoria e cicatrizante, corroborando com os estudos encontrados na
literatura. Quando comparada com o OS ndo encapsulado, a NEOS20 mostrou
melhores resultados no tratamento das feridas, resultados estes atribuidos a
nanoestrutura na qual o OS foi inserido, que certamente melhorou a sua
penetrabilidade na pele, levando a uma maior absorcédo dos compostos bioativos. Este
achado é muito importante considerando que uma maior difusdo destes compostos
pode sugerir uma maior chance desses metabdlitos atingirem 0s protozoarios
intracelularmente, proporcionando os efeitos esperados levando até a sua eliminacao
completa.

Esta pesquisa apresentou excelentes resultados, principalmente quanto ao que
se propds, que foi demonstrar a atividade topica da nanoemulsédo em lesdes causadas
por LC. Adicionalmente, a metodologia empregada no desenvolvimento das
nanoformulagbes é relativamente simples e de baixo custo, considerada uma
vantagem importante quando se pesquisa um candidato a farmaco.

Para perspectivas futuras, a avaliacdo da atividade leishmanicida frente a
formas amastigotas intracelulares e a toxicidade frente a macrofagos da nanoemulséo

serda avaliadas.
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CERTIFICADO

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

CEUA

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

ANEXOS

Certificamos que o projeto intitulado "Avaliagéo da eficacia de produtos nanoestruturados contendo 6leo de Sucupira
(Pterodon emarginatus Vogel) no tratamento topico da leishmaniose cutanea experimental.", protocolo do CEUA:
392/2018 sob a responsabilidade de Andre Luis Branco de Barros que envolve a produgdo, manutengéo e/ou
utilizagé@o de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem) para fins de pesquisa
cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n° 11.794, de 8 de outubro de 2008, do

Decreto n° 6.899 de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da

Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) DA
UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS, em reuniéo de 03/12/2018.

Vigéncia da Autorizagéo

03/12/2018 a 02/12/2023

Finalidade

Pesquisa

*Espécie/linhagem

Hamster / Mesocricetus auratus

N° de animais

2

Peso/ldade 100g / 5(semanas)
Sexo feminino
Origem Biotério do Departamento de Parasitologia (ICB/UFMG)

*Espécie/linhagem

Camundongo isogénico / Balb/c

N° de animais

7

Peso/ldade 20g / 5(semanas)
Sexo feminino
Origem Centro de bioterismo da UFMG

*Espécie/linhagem

Camundongo isogénico / balb/c

N° de animais

7

Peso/ldade 20g / 5(semanas)
Sexo feminino
Origem Centro de bioterismo (ICB/UFMG)

*Espécie/linhagem

Camundongo isogénico / BALB/C

N° de animais

7

Peso/ldade 20g / 5(semanas)
Sexo feminino
Origem Centro de bioterismo (ICB/UFMG)

*Espécie/linhagem

Camundongo isogénico / BALB/C

N° de animais

7

Peso/ldade 20g / 5(semanas)
Sexo feminino
Origem Centro de bioterismo da UFMG

*Espécie/linhagem

Camundongo isogénico / Balb/c

N° de animais

7
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