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Resumo

A Leishmaniose Tegumentar € uma doenca infecto-parasitaria, mas ndo contagiosa de
transmissao vetorial, cujo vetor é o Flebotomineo fémea que inocula no hospedeiro o
parasita do género Leishmania que posteriormente desenvolvera diferentes formas
clinicas de acordo com cada espécie do parasita. O tratamento terapéutico para esta
doenca apresentam diferentes probleméticas inerentes da eficacia a via de
administracdo. O uso de produtos naturais torna-se uma grande alternativa para o
tratamento desta doenca, com intuito de extrair um principio ativo que tenha acéo
antileishmania. Uma dessas plantas é a Libidibia ferrea que em trabalhos anteriores
demonstrou atividade leishmanicida contra diferentes espécies de Leishmania in vitro.
Portanto, surge a necessidade da avaliacdo bioldgica de sua atividade perante um ensaio

in vivo.

Palavras-chaves: Leishmania amazonensis, Mesocricetus auratus, tratamento tdpico,
Libidibia ferrea, atividade antileishmania

Introducéo

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) é uma doenca de carater
zoonGtico que acomete 0 homem e diversas espécies de animais silvestres e domésticos,
podendo apresentar diferentes formas clinicas dependendo da espécie de Leishmania
envolvida e da relagdo do parasito com seu hospedeiro (Gontijo et al., 2003). A
Leishmaniose Tegumentar (LT) constitui um problema de salde publica em 98 paises,
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distribuidos nos cinco continentes (Africa, América, Asia, Europa e Oceania), com

registro anual de 1 a 1,5 milhdes de casos (Alvar, 2012; Brasil, 2010).

Os farmacos utilizados como terapéutica para o tratamento da LT apresenta uma
série de problemas, incluindo resisténcia do parasito, inducdo de efeitos colaterais e
abandono dos pacientes por serem medicamentos de administracdo parenteral (Silva-
Lopez, 2010). A necessidade de tratamentos com maior eficacia e seguranca vem
estimulando pesquisas com produtos naturais de plantas com atividade antileishmania,
levando em consideracdo que 0s vegetais possuem uma diversidade quimica de

metabolitos secundarios estruturalmente Unicos.

Trabalhos anteriores mostraram inibicdo do crescimento in vitro de Leishmania
(Viannia) guyanensis e Leishmania (Leishmania) amazonensis (Cortez, 2004; Falcéo,
2010). Desta forma, o presente estudo teve por objetivo avaliar em modelo in vivo,
utilizando hamsters (Mesocricetus auratus), a atividade de formulacdes topicas
contendo o extrato metanodlico de Libidibia ferrea, uma planta nativa da regido
Amazonica, no tratamento da forma cutanea da Leishmaniose, a partir dos aspectos da
evolugdo clinica e o volume da lesdo resultante da infeccdo desses animais

experimentais com Leishmania amazonensis apdés o0 tratamento tdpico.

Material e Métodos

Animais experimentais - O modelo bioldgico para o estudo foram 30 hamsters
(Mesocricetus auratus) adultos (acima de 90 dias), machos. Os animais foram
provenientes do Biotério Central do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazodnia-
INPA, e o procedimento para o tratamento dos animais infectados ocorreu nas
dependéncias do préprio Biotério. O projeto foi aprovado por Comité de Etica no Uso
de Animais - CEUA/INPA, sob o numero 009/2012.

Procedimentos para o tratamento topico - Foram inoculados 10° cel/mL do
parasito L. amazonensis (MHO/BR/2006/1IM5584) no focinho de cada animal para o
desenvolvimento da lesdo cutdnea. Apds a inoculagdo, os animais foram separados e
agrupados em gaiolas identificadas. Os grupos foram separados para receber o0s
tratamentos: formulacdo com extrato MeOH de L. ferrea (EMX 1), formulacédo placebo

(EMX 2), formulagdo com extrato de L. ferrea e Glucantime® (EMX 3), tratamento
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com aplicacbes parenterais com Glucantime® (controle positivo) e grupo sem
tratamento (controle negativo). As formulagdes foram aplicadas uma vez ao dia, 50
mg/aplicacdo/animal, na &rea e proximidades da lesdo. A &rea total das lesdes foi aferida

diariamente com um paquimetro e o aspecto morfolégico foi fotodocumentado.

Ap0s a eutanasia dos animais com Euthanyle®, as lesdes foram seccionadas no
eixo longitudinal e desinfetadas. Foram transferidos segmentos de tecido para tubos
com meio de cultura NNN (Nicolle, 1908; Novy, McNeal, 1904) e segmento para
impressdo em lamina. Os tubos de cultura com meio NNN foram incubados em estufa a
25°C durante 7 dias para observacdo da presenca/auséncia de parasitas viaveis. As
laminas foram coradas pelo método de Giemsa, e quantificadas em microscopia Optica
(1000X) quanto aos valores médios de amastigotas extracelulares e interiorizados em
macrofagos.

Estatistica - As médias dos volumes das lesfes foram analisados por ANOVA e
teste Tukey, a partir do programa GraphPadPrism versdo 6. Foram considerados

significativos os valores com p < 0,05.

Formulacbes - As formulacbes foram preparadas segundo metodologia
confidencial, acordo Internacional entre o INPA e a Universidade de Helsinki, pelo
programa VAIKUTUS — FP7 — PEOPLE — IRSES — 295262.

Resultados e Discussao

Apds 30 dias da inoculacdo dos animais de experimentacdo, os hamsters
apresentaram lesdo caracteristica de leishmaniose na forma cutdnea na regido do

focinho, mostrando um aumento no volume da regiao.

Habitualmente s&o utilizados camundongos ou hamsters jovens e pré-puberes em
ensaios biologicos in vivo para a Leishmaniose, pois estes sdo mais suscetiveis a
infeccdo (Lima, 2008). Quanto a inoculacdo, esta pode ser realizada em diferentes
partes do corpo como, na base da cauda por via intradérmica (Rodrigues, 2012), no
coxim plantar (Eissa et al., 2011) ou at¢é mesmo no focinho, local definido para os
experimentos do presente projeto.
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Segundo Suman e Nichi (2011), através dos modelos animais € possivel analisar
a atividade de drogas em relacdo a absor¢do, distribuicdo, metabolismo e excrecéo e
para dar uma indicacao inicial da toxicidade, embora nenhum reproduza com preciséo o
que acontece nos humanos.

Apods os vinte e cinco dias de tratamento foi possivel avaliar o aspecto
(macroscépico) clinico das lesdes dos hamsters de todos os grupos, e determinar uma
comparacdo entre eles. Todos os animais apresentaram lesdo de forma nodular bem
desenvolvida, diferentemente das lesdes de animais que sdo infectados com o parasita
Leishmania braziliensis, com lesdes de aspecto nodulares pequenos e pouco aparentes,
compativeis para inicio do tratamento (Lainson, 2010).

O grupo EMX 1 durante e apds o tratamento desenvolveram uma crosta na area
da lesdo e ndo foi observada uma reducdo da lesdo como se esperava. Os animais do
grupo EMX 2 durante e apds o tratamento desenvolveram na lesdo uma uUlcera de
tamanho relativamente pequeno. Os animais dos grupos EMX 3 e Controle positivo
durante e ap6s o tratamento apresentaram lesdes nodulares, mas ndo obteve-se uma
reducdo consideravel das lesbes nos animais, ja que o medicamento utilizado no grupo
controle € o mesmo preconizado pelo Ministério da Salde para o tratamento para
Leishmaniose (Brasil, 2010). Acredita-se que por conta da suscetibilidade dos animais
de experimentacdo a desenvolver a doenga, a concentracdo do Glucantime® utilizada
foi insuficiente, ja que outros trabalhos demonstraram a necessidade de pelo menos 100
mg para a cura dos animais de experimentacdo (Lima, 2008; Rodrigues, 2012). Os
animais do grupo controle negativo durante e apds o tratamento, as lesdes se agravaram
e apresentaram caracteristicas ulcerosas e com infec¢Oes secundarias (Figura 1).

Os fragmentos das lesdes provenientes dos animais dos grupos que foram
semeados em meio NNN para verificagdo de parasitos vidveis com grau de
infectividade, todos os tubos apresentaram parasitas na forma promastigotas, com
morfologias fusiformes e viaveis, no entanto somente nos grupos EMX 2, CON+ e

CON- foram observadas rosetas nos cultivos apos sete de dias de incubacéo.
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Evolugao da lesao durante o Tratamento

12 Dia 122 Dia 252 Dia

Figura 1 - Evolucdo clinica (observacdo macroscopica) das lesbes em focinho de
Mesocricetus auratus infectados com Leishmania (Leishmania) amazonensis em
diferentes fases do estudo de tratamento topico. EMX1, EMX2 e EMX3 formulagdes
utilizadas em sigilo cientifico; CON+ = tratamento com Glucantime®; CON- = grupo
com auséncia de tratamento.

A afericdo diaria dos volumes dos focinhos, registradas no decorrer do
tratamento dos animais permitiu calcular as médias dos volumes das lesdes e
consequente avaliagdo da significancia estatistica. Pode-se observar que a partir do 13°
dia o grupo CON+ demonstrou significancia estatistica. O grupo EMX 3 apresentou
significancia estatistica a partir do 17° dia. O grupo EMX 2 apresentou significancia
estatistica a partir do 19° dia. O grupo EMX 1 apresentou significancia estatistica a
partir do 20° dia, segundo o teste Anova e Tukey com parametro de p<0,05 referente ao
grupo CON- (Figura 2).
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Figura 2 - Evolucgdo clinica do volume da lesdo em Mesocricetus auratus infectados
com Leishmania (Leishmania) amazonensis durante o tratamento com as formulagoes
topicas e Glucantime®.

Conclusodes

Ap0s a analise dos resultados obtidos na avaliacdo das formulacGes, pode-se
concluir que houve diferenca no aspecto clinico entre os grupos tratados com
formulacBes topicas em relacdo ao controle, onde o grupo EMX1 apresentou um
desempenho semelhante ao grupo com Glucantime, no entanto, a analise parasitologica
demostrou a presenca de parasitas vidveis em todos os animais. Estes fatores
demostraram a necessidade da continuidade dos estudos com ajustes de concentragdes
nas formulagdes topicas contendo principios ativos do estrato de L. ferrea e um maior
tempo de experimentacdo, além da inclusdo de outros parametros farmacologicos a

serem estudados.
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