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RESUMO

A leishmaniose tem sido considerada pela Organizacdo Mundial de Saide como a terceira
doenca parasitaria mais importante, e devido a toxicidade dos farmacos utilizados no atual
tratamento, novos sistemas de liberacdo de farmacos estdo sendo desenvolvidos. Entre os
compostos estudados, uma série de derivados sintéticos de chalconas foi testada contra a
Leishmania braziliensis, agente etiologico da Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA), e
a 5-(2-Benzoiletenila)-N-benzil-2-metoxibenzenosulfonamida apresentou maior atividade
leishmanicida sendo descrita como molécula promissora no tratamento da LTA. Levando-se
em consideracdo as potencialidades das nanoemulsdes para a administracdo topica de
compostos de baixa hidrossolubilidade, o presente trabalho teve por objetivo investigar a
veiculagdo da 5-(2-Benzoiletenila)-N-benzil-2-metoxibenzenosulfonamida em nanoemulsdes
de uso tdpico, visando ao tratamento da LTA. Primeiramente, foi realizada a caracterizagcdo
fisico-quimica da 5-(2-Benzoiletenila)-N-benzil-2-metoxibenzenosulfonamida a fim de
garantir sua identidade e pureza. Em um segundo momento, foi desenvolvido e validado um
método indicativo de estabilidade por cromatografia liquida de alta eficiéncia, e realizado um
estudo de cinética de degradacdo frente a luz e hidrdlise basica. O método mostrou-se linear,
preciso, exato, especifico, robusto e capaz de separar o produto de degradacdo formado
quando a 5-(2-Benzoiletenila)-N-benzil-2-metoxibenzenosulfonamida foi exposta a radiagcdo
UV. O estudo de cinética de degradacdo apresentou reacdo de segunda ordem, em ambas as
condi¢des experimentais. Por fim, foi realizado o estudo de desenvolvimento de um sistema
nanoemulsionado, em que as formulacdes foram preparadas pela técnica de emulsificagdo
espontanea. Formulacdes preliminares foram preparadas através de alteracdes na
concentracdo da 5-(2-Benzoiletenila)-N-benzil-2-metoxibenzenosulfonamida e tensoativos a
fim de selecionar a(s) nanoemulsao(des) as mais promissoras. As formulagdes selecionadas
compostas por lecitina de soja, vitamina E, misturas de TCM:ricino ou TCM:soja como
ntcleo oleoso, apresentaram tamanho de goticula de 98,5 e 156,0 nm, o que foi confirmado
pela andlise da microscopia eletronica de transmissdo, potencial zeta de -36,2 e -37,0 mV,
viscosidade de 0,95 e 1,72 cp e pH 4,98 e 5,2, respectivamente.

Palavras-chave: leishmaniose, chalcona, validacdo, nanoemuls3o.






ABSTRACT

Leishmaniasis has been considered by the World Health Organization as the third most
important parasitic disease, and due to the toxicity of drugs used in current treatment, new
drug delivery systems are being developed. From the compounds studied, a series of
chalcones synthetic derivatives has been tested against Leishmania braziliensis, the
etiological agent of American cutaneous leishmaniasis (ACL), and the 5-(2-Benzoylethenyl)-
N-benzyl-2-methoxybenzenesulfonamide presented the highest leishmanicidal activity, being
described as a promising molecule for the treatment of ACL. Taking into consideration the
nanoemulsion’s potential for the topical delivery of low water soluble compounds, this study
aimed to investigate the encapsulation of 5-(2-Benzoylethenyl)-N-benzyl-2-
methoxybenzenesulfonamide in topical nanoemulsions, in view to treat ACL. Firstly, we
performed a physical-chemical characterization of the 5 - (2-Benzoiletenila)-N-benzyl-2-
metoxibenzenosulfonamide in order to ensure its identity and purity. In a second set of
experiments, a stability indicating method was developed and validated by high performance
liquid chromatography, and a study of degradation kinetics under light and basic hydrolysis
was performed. The method was linear, precise, accurate, specific, robust and able to separate
the degradation product formed when the 5 - (2-Benzoiletenila)-N-benzyl-2-
metoxibenzenosulfonamida was exposed to UV radiation. The degradation kinetics study
showed a second-order reaction in both experimental conditions. Finally, a nanoemulsion
development study was performed, in which the formulations were prepared by spontaneous
emulsification. Preliminary formulations were prepared by altering the concentration of 5-(2-
Benzoylethenyl)-N-benzyl-2-methoxybenzenesulfonamide and surfactants in order to select
the most promising nanoemulsion(s). The selected formulations, composed by soybean
lecithin, vitamin E and of MCT: castor oil mixtures or MCT: soybean oil with oil core,
presented droplet size of 98.5 and 156.0 nm, which was confirmed by the transmission
electron microscopy analysis, zeta potential of -36.2 and -37.0 mV, viscosity of 0.95 and 1.72

cP, pH 4.98 and 5.23, respectively.

Keywords: leishmaniasis, chalcone, validation, nanoemulsion.

xii






Capitulo 1
Figura 1.
Figura 2.
Figura 3.
Figura 4.
Figura 5.
Figura 6.

Capitulo II
Figura 1.

Figura 2.

Figura 3.

Figura 4.

Figura 5.

Figura 6.

Figura 7.

Figura 8.

LISTA DE FIGURAS

Lesao cutanea da LTA.......ccooiiiiiiiiicecceceeeeee
Formas promastigotas e amastigotas de L. braziliensis..........
Ciclo bioldgico da LTA......cooooiiiiiiiieeiiieeeeeeeeeeee e
Distribuicdo da LTA no Brasil........ccoccvieiiiniiiieiiniiieeeeee,
Estrutura quimica das chalconas...........ccccoeviieiiniiiinniennnnneen.
Estrutura quimica da 5-(2-Benzoiletenila)-N-benzil-2-

metoxibenzenosulfonamida...........cceeveeeeeeieiieeeeeiieeeeeeeeeeeen.

Imagem em microscépio 6ptico da 5-(2-Benzoiletenila)-N-
benzil-2-metoxibenzenosulfonamida............cccccevveeniennncnne
Espectro de absor¢do no UV da em metanol, meio acido e
MEI0 DASICO...ceuiiiiiiiriiiiiiieeeeetee ettt
Espectro da absor¢ao na regido do IV da 5-(2-
Benzoiletenila)-N-benzil-2- metoxibenzenosulfonamida.......
Espectro do RMN 'Hem CDCl; da 5-(2-Benzoiletenila)-N-
benzil-2-metoxibenzenosulfonamida............cccceevieeniennnennn.
Estrutura quimica da 5-(2-Benzoiletenila)-N-benzil-2-
metoxibenzenosulfonamida e respectivas atribuicoes de
espectro de RMN "H em CDCl.........ooveeveeeieeeeeeeeeeeeeens
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) da 5-(2-
Benzoiletenila)-N-benzil-2-metoxibenzenosulfonamida........
Difratograma de raio-X da 5-(2-Benzoiletenila)-N-benzil-2-

metoxibenzenosulfonamida.........coceeveeeeeeieiiieeeeieeeeeeeeeeeean.

Curva de aquecimento do DSC para 5-(2-Benzoiletenila)-N-

benzil-2-metoxibenzenosulfonamida...........coouueeeeeiueeeeeennneees

Xiv

72

74

78

82



Capitulo III

Figura 1.

Figura 2.

Figura 3.

Figura 4.

Capitulo IV

Figura 1.

Figura 2.

Figura 3.

Figura 4.

Chemical structure of 5-(2-Benzoylethenyl)-N-benzyl-2-

methoxybenzenesulfonamide.......................oL

Representative chromatograms of specificity study................

Chromatograms of the 5 - (2-Benzoylethenyl)-N-benzyl-2-
methoxybenzenesulfonamide degradation in the absence and
presence of 254 nm UVC radiation..............c.ooeeviiiiiinninnnn.
Plots of concentration (zero-order reaction), log of
concentration  (first-order reaction) and reciprocal of
concentration (second-order reaction) of remaining 5-(2-
Benzoylethenyl)-N-benzyl-2-methoxybenzenesulfonamide

Y TR 11 0 (=T

Chemical structure of 5-(2-Benzoylethenyl)-N-benzyl-2-
methoxybenzenesulfonamide...................oooiiiiiiiL.
Solubility of 5 - (2-Benzoylethenyl)-N-benzyl-2-
methoxybenzenesulfonamide in different oils.......................
Transmission electronic microscopy images of the

NANOEIMNUISIONS . . - e ettt et e e e e e e

Plots of concentration (zero-order reaction) [A], log of
concentration (first-order reaction) [B] and reciprocal of
concentration [C] (second-order reaction) of remaining 5-(2-
Benzoylethenyl)-N-benzyl-2-methoxybenzenesulfonamide

versus time in photodegradation...................ooviiiiiiiii

XV

93

101

102

108

122

128

131



Capitulo 11
Tabela 1.

Tabela 2.

Tabela 3.

Tabela 4.

Capitulo III

Table 1.

Table 2.

Table 3.

Table 4.

LISTA DE TABELAS

Miéximos de absor¢do da 5-(2-Benzoiletenila)-N-benzil-2-
metoxibenzenosulfonamida no espectrode UV..........ccccoeeeeee.
Atribui¢do das principais bandas do espectro de IV da 5-(2-

Benzoiletenila)- N-benzil-2-metoxibenzenosulfonamida...........
Atribuicdes do espectro de RMN 'H da 5-(2-Benzoiletenila)-
N-benzil-2-metoxibenzenosulfonamida..........c.ccceeveenieenneennnen.
Intensidades relativas nos diferente angulos para difracdo de
raios X da 5-(2-Benzoiletenila)-N-benzil-2-

metoxibenzenosulfonamida..........oovveeveeeeeeeeeee e

Recovery of the 5-(2-Benzoylethenyl)-N-benzyl-2-
methoxybenzenesulfonamide in nanoemulsion....................
Results from the inter- and intra-day precision of the 5-(2-
Benzoylethenyl)-N-benzyl-2-methoxybenzenesulfonamide
assay 1N NanOeMUISIONS. .......ovuiiieiii e,
Results of the robustness test of the chromatography method
for 5-(2-Benzoylethenyl)-N-benzyl-2-
methoxybenzenesulfonamide determination........................
Results of the residual concentration of 5-(2-Benzoylethenyl)-
N-benzyl-2-methoxybenzenesulfonamide after
photodegradation in the metanolic solution and in the

nanoemulsion, using the LC method...............................

XVi

73

75

78

81

103

104

105



Table 5.

Table 6.

Capitulo IV

Table 1.

Table 2.

Table 3.

Table 4

Results of the residual concentration of 5-(2-Benzoylethenyl)-
N-benzyl-2-methoxybenzenesulfonamide after basic
degradation in the metanolic solution and in the nanoemulsion,
using the LCmethod..............oooiiiiii
Degradation rate constant (k) and f9, for 5-(2-Benzoylethenyl)-
N-benzyl-2-methoxybenzenesulfonamide after

photodegradation and basic degradation determined by the LC

Nanoemulsions composition (%, w/w) and nanoemulsions

(eT0) 1<) 1|
Physicochemical  properties of  blank and  5-(2-
Benzoylethenyl)-N-benzyl-2-methoxybenzenesulfonamide-
loaded nanoemulsions. ...........ccoeviiiiiiiiiiiiiiii
Results of the residual concentration of 5-(2-Benzoylethenyl)-
N-benzyl-2-methoxybenzenesulfonamide after
photodegradation in the metanolic solution and in the
nanoemulsion, using the LC method.................................
Degradation rate constant (k) and ty, for 5-(2-Benzoylethenyl)-
N-benzyl-2-methoxybenzenesulfonamide after

photodegradation determined by the LC method..................

Xvil

107

109

128

130

133



SUMARIO

INEPOAUCAO. ........oiiiiiiiiieee e ettt e e s e e sttt ee e e bte e e e saneeee s
ODJELIVOS. ......oooiiieiiie ettt e e st e e s te e e s bee e sbeeesbeeessseeensseesnseeesnseeennnes
Capitulo I — Revisao da Literatura....................cccoooviiiiieiiiiiccieeeceeee e
LEISHMANIOSE. .....eeiiieeiiieeiieeteee ettt sttt s ea
CRAICONAS. ...ttt ettt e b e st e bt e et e b e naee s
INANOCIUISOES. ...ttt ettt e et e bt e s st esbeeesnee e
RETEIENCIAS. ...ttt ettt et
Capitulo II - Caracterizacao da 5-(2-Benzoiletenila)-N-benzil-2-
metoxibenzenosulfonamida como matéria prima.................c..cccoeeiiiiiiiiieniiieniee,
INETOAUGAOD. ..eeeitteeeiie ettt et e ettt e et e e et e e staeeentaeeenbeeensseeessaeesseeennneeas
ODJEEIVOS. ..ttt ettt ettt ettt et e ettt e ettt e st e e sttt e eabt e e sabeeeeabeeeeabteesabeeeaabeesaneeeas
Materiais € MELOAOS. ... ccouuiiruiiiieiiieeieee ettt st
Resultados € DISCUSSAO.....cccuuiruiiiriiiiiieiie ettt ettt et
CONCIUSAOD. ..ttt et ettt e b e et e sbt e st e e s bt e e bt e sabeeabeesaneens
RETEIENCIAS. ...t et
Capitulo III - Desenvolvimento de um método indicativo de estabilidade por
HPLC e estudo de cinética de degradacao da 5-(2-Benzoiletenila)-N-benzil-2-
metoxibenzenosulfonamida....................coooiiiii

Publicacio 1: Development of a stability-indicating LC method for

determination of a synthetic chalcone derivative in a nanoemulsion dosage

Capitulo IV - Desenvolvimento de nanoemulsoes de uso topico contendo 5-(2-
Benzoiletenila)-N-benzil-2-metoxibenzenosulfonamida para tratamento da
Leishmaniose Tegumentar AMeriCana...............ccccecvvveeiiiieniiieeniieeeniee e e evee e
Publicacio 2: Development and characterization of a nanoemulsion containing
a synthetic derivative of chalcone intended to the treatment of cutaneous
ISHMANIASTS. ..ottt

CoNCIUSOES ETAIS..........cuviieiiieiiieeeiee ettt et e et e et e e s teeeebeeeebeeesabeeesaseeenaseaens

XViil

1
28
37
45

63
67
69
70
72
82
83

85

89

113






INTRODUCAO







As leishmanioses sdo infeccOes parasitirias causadas por protozoarios
pertencentes ao género Leishmania que ocorrem em inimeras espécies animais. Tem
sido considerada pela Organizacdo Mundial de Saidde como a terceira doencga
parasitdria mais importante visto que hi uma prevaléncia global de 12 milhdes de
pessoas infectadas e de 350 milhdes vivendo em drea de risco, afetando populacdes de
88 paises, sendo que desses, 76 sdo paises subdesenvolvidos ou em desenvolvimento
(ANVISA, 2009; WHO, 2009). A doenca manifesta-se de formas distintas, mas o
presente trabalho dard €nfase a Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA), em que o

paciente pode apresentar lesdes cutineas ulcerosas.

Os farmacos utilizados no atual tratamento das leishmanioses apresentam
toxicidade, podem manifestar resisténcia e, eventualmente, ndo promover a cura da
doenca. Estudos recentes mostraram que farmacos administrados pelas vias oral ou

topica, apresentam resultados encorajadores, embora sejam necessarios testes clinicos

adicionais (BASANQO; CAMARGQO, 2004).

Estudos recentes mostraram que compostos derivados de plantas consistem em
uma alternativa de tratamento para as leishmanioses, podendo apresentar melhor
eficicia e adesdo dos pacientes (WENIGER et al., 2001; ROCHA et al., 2005). Entre
esses compostos, as chalconas tém sido descritas como moléculas promissoras no
tratamento dessa zoonose, visto que apresentam potencial farmacoldgico e estdo
presentes em uma variedade de espécies de plantas (TORRES-SANTOS et al., 1999b ;
KAYSER; KIDERLEN, 2001; NIELSEN et al., 2004; NI et al., 2004; ROCHA et al.,
2005; BOECK et al., 2006; NOWAKOWSKA, 2007; ANDRIGHETTI-FROHNER et
al., 2009).

Andrighetti-Frohner e cols. (2009) investigaram o efeito leishmanicida de
sulfonamidas derivadas da 4-metoxichalcona. O composto 5-(2-benzoiletenila)-N-
benzil-2-metoxibenzenosulfonamida foi o mais ativo contra as formas parasitdrias de
Leishmania braziliensis, o principal agente etioldgico da LTA, inclusive sendo 5,6
vezes mais ativo que um dos farmacos usados no tratamento desta parasitose, o

isotianato de pentamidina.



Devido a sua baixa hidrossolubilidade e biodisponibilidade, as chalconas
impdem dificuldades para o desenvolvimento de formas farmacéuticas, tornando
necessaria a administracdo de doses extremamente altas (NIELSEN et al, 2004). Dessa
forma, novos sistemas de liberacdo de farmacos vem sendo investigados visando
reduzir a toxicidade e aumentar a atividade de compostos leishmanicidas, com
consequente diminuicdo da dose e frequéncia de administragdo (PINERO et al., 2006;

SAMPAIO et al., 2009).

A incorporagdo de compostos lipofilicos em nanoemulsdes pode conduzir a um
aumento na taxa de penetragdo dos mesmos através da pele, intensificando o efeito
topico. Esses sistemas agem como carreadores e liberadores de substincias de reduzida
hidrossolubilidade, que podem estar associadas as goticulas oleosas de tamanho
nanométrico e/ou a interface do sistema (WASHINGTON, 1996; TROTTA et al.,
2002; SONNEVILLE-AUBRUN et al., 2004). O aumento na taxa de penetracdo €
atribuido ao prolongamento do tempo de permanéncia nas camadas superiores da pele,
a maior area de superficie de contato e a baixa tensdo superficial das goticulas de 6leo

(KLANG; BENITA, 1998; BENITA, 1999).

Levando-se em consideragdo a potencialidade destes sistemas para a
administracdo topica de compostos de baixa hidrossolubilidade, como as chalconas, o
presente trabalho teve por objetivo investigar a veiculacdo da 5-(2-Benzoiletenila)-N-
benzil-2-metoxibenzenosulfonamida em nanoemulsdes de uso topico, visando ao

tratamento da LTA.



Esta dissertacdo estd estruturada em quatro capitulos como segue:

— O capitulo I trata da revisdo da literatura acerca do tema da dissertacdo,
sumarizando os principais aspectos tratados ao longo do trabalho, leishmaniose,

chalconas e nanoemulsoes;

— O capitulo II apresenta a caracterizagdo fisico-quimica da 5-(2-Benzoiletenila)-
N-benzil-2-metoxibenzenosulfonamida, visando garantir a qualidade da

matéria-prima utilizada nos estudos posteriores de formulacoes;

— O capitulo IIT apresenta os resultados experimentais relativos a validacdo de um
método indicativo de estabilidade por cromatografia liquida visando a
determinacdo da 5-(2-Benzoiletenila)-N-benzil-2-metoxibenzenosulfonamida

nas formula¢des desenvolvidas, e no estudo de cinética de degradacao;

— O capitulo IV apresenta o estudo de formulagdo, o efeito da composicdo do
nucleo oleoso sobre as propriedades fisico-quimicas, o teste de citotoxicidade e

a cinética de degradacao das nanoemulsdes frente a luz.






OBJETIVOS

Objetivo geral
Investigar a viabilidade de veiculagdio da 5-(2-Benzoiletenila)-N-benzil-2-
metoxibenzenosulfonamida em nanoemulsdes de uso tépico, por meio do emprego da

técnica de emulsificacdo espontinea.

Objetivos especificos
e (Caracterizar as propriedades fisico-quimicas da 5-(2-Benzoiletenila)-N-benzil-

2-metoxibenzenosulfonamida;

e Desenvolver e validar um método analitico indicativo de estabilidade por CLAE
para identificacdo da 5-(2-Benzoiletenila)-N-benzil-2-metoxibenzenosulfonamida

em nanoemulsoes;

e Realizar estudos de cinética de degradacdo da 5-(2-Benzoiletenila)-N-benzil-2-

metoxibenzenosulfonamida incorporada ou ndo em nanoemulsoes;

e Realizar o desenvolvimento de nanoemulsdes de uso topico contendo 5-(2-
Benzoiletenila)-N-benzil-2-metoxibenzenosulfonamida  para  tratamento  da

Leishmaniose Tegumentar Americana;

e Realizar estudos de cinética de protecdo da 5-(2-Benzoiletenila)-N-benzil-2-
metoxibenzenosulfonamida incorporada ou ndo em nanoemulsdes, frente a luz

ambiente;

e Avaliar a citotoxicidade da 5-(2-Benzoiletenila)-N-benzil-2-
metoxibenzenosulfonamida incorporada ou ndo em nanoemulsdes, frente a células

J774-Al.






Capitulo I
Revisdo Bibliografica







Leishmaniose

As leishmanioses s@o infec¢gOes parasitdrias que ocorrem em indmeras espécies
animais, incluindo o homem, sendo causadas por protozodrios pertencentes ao género
Leishmania. Estima-se uma prevaléncia global de 12 milhdes de pessoas infectadas e
de 350 milhdes vivendo em area de risco, afetando populacdes de 88 paises, sendo que
desses, 76 sdo paises subdesenvolvidos ou em desenvolvimento. Dessa forma, tem
sido considerada pela Organizacdo Mundial de Saude como a terceira doenca
parasitdria mais importante (ANVISA, 2009; WHO, 2009). A incidéncia anual de
novos casos ¢ de 2 milhdes de pessoas ao ano. O aumento da incidéncia da
leishmaniose encontra-se associado ao desenvolvimento urbano, as devastagdes
florestais, as mudancas ambientais e as migragdes de pessoas para dreas onde a doenga
¢ endémica, além de mudancas na suscetibilidade do hospedeiro humano a infeccao,
como no caso de imunossupressao e desnutricdio (TORRES-SANTOS et al., 1999a;
CARVALHO et al., 2000; PATZ et al., 2000; ROCHA et al., 2005).

Um aumento acentuado nos casos de leishmaniose vem sendo observado nos
paises industrializados, ndo endémicos, devido ao aumento no nimero de viagens
internacionais, nas atividades militares e de imigracdo na ultima década, sendo que
mais de 50% dos casos de infec¢do relatados ocorreram depois de 2000. A doenca
pode passar despercebida, em virtude da falta de conhecimento dos médicos, de paises
nao endémicos, e do fato de que em muitos casos de leishmaniose cutinea pode
ocorrer a cura espontanea da ferida. A incidéncia de leishmaniose em viajantes
internacionais tende a aumentar nos proximos anos, devido a crescente popularidade
das viagens e ecoturismo em regidoes endémicas, bem como pelas operacdes militares e

imigracdo (PAVLI, 2010).

A doenca manifesta-se de formas distintas: (1) Leishmaniose Tegumentar
Americana (LTA) em que o paciente apresenta lesdes cutaneas ulcerosas ou nao (Fig.
1); (2) Leishmaniose Mucocutinea ou Leishmaniose cutineo-mucosa, que se

caracteriza pelo aparecimento de lesdes ulcerosas destrutivas nas mucosas do nariz,
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boca e faringe, e que raramente levam a morte; (3) Leishmaniose cutaneo-difusa,
forma disseminada cutinea, ndo ulcerosa, que se apresenta em individuos anérgicos
(que ndo respondem aos antigenos do parasito), ou que aparece tardiamente, em
pacientes que haviam sido tratados por calazar (REY, 1992); (4) Leishmaniose
Visceral (LV) ou Calazar, em que os parasitos apresentam acentuado tropismo pelo
sistema fagocitico mononuclear (SFM) do baco, do figado, da medula Gssea e dos
tecidos linféides. Esta tltima, quando ndo tratada, ocasiona elevadas taxas de
mortalidade (ASHFORD, 2000). No presente trabalho, dar-se-4 énfase a LTA, também

conhecida como Ulcera de Bauru.

Figura 1. Lesdo caracteristica de Leishmanise Tegumentar Americana.

Leishmaniose Tegumentar Americana

A LTA ¢é considerada uma enfermidade polimérfica da pele e das mucosas. As
principais manifestacdes observadas podem ser classificadas de acordo com os
aspectos clinicos, patoldgicos e imunoldgicos. As primeiras descri¢des clinicas datam
do século XVI e era referida como uma doenca que destruia o nariz e as cavidades
bucais. No Brasil, era conhecida desde 1855, e em 1908, ocorreram numerosos casos,
na cidade de Bauru (SP), durante a constru¢ao da Estrada de Ferro Noroeste do Brasil,
ficando assim conhecida como Ulcera de Bauru. J4 o parasita foi denominado como

Leishmania braziliensis por Gaspar Vianna em 1911 (NEVES, 2005).
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O agente etioldgico responsavel pela ocorréncia da doenca, principalmente da
forma cutanea (LTA), é a Leishmania braziliensis (RATH et al., 2003). Trata-se de um
protozodrio digenético que tem seu ciclo bioldgico realizado em dois hospedeiros, um
vertebrado e um invertebrado. O primeiro inclui uma grande variedade de mamiferos,
entre eles 0 homem, enquanto que os invertebrados sd@o pequenos insetos pertencentes
a ordem Diptera, familia Psychodidade, sub-familia Phlebotominae, género Lutzomyia

(BASANO; CAMARGO, 2004).

De acordo com Carvalho e colaboradores (2000), este parasito apresenta-se
obrigatoriamente na forma intracelular durante sua multiplicacdo no hospedeiro. Os
protozodrios apresentam trés formas bdésicas durante seu ciclo evolutivo:
promastigotas, amastigotas e paramastigotas. As promastigotas sdo formas alongadas,
flageladas e mdveis, que vivem no tubo digestivo do inseto vetor. O tamanho dessa
forma € varidvel, medindo entre 16,0-40,0 um de comprimento x 1,5-3,0 de largura, o
citoplasma apresenta pequenos vacuolos e o nicleo situa-se na regido anterior. (Fig. 2,
A). Ja as amastigotas sdo formas arredondadas, sem flagelo e que infectam células do
sistema mononuclear fagocitico do hospedeiro vertebrado. O tamanho, relativamente
pequeno, varia de acordo com a espécie, medindo entre 1,5-3,0 x 3,0-6,5 pm; no
citoplasma encontram-se vacuolos, o nucleo esférico disposto em um dos lados da
célula, e o cinetoplasto na forma de bastdo situado préximo ao nucleo (Fig. 2, B). As
formas paramastigotas sdo ovais com cinetoplasto margeando o nicleo e um pequeno
flagelo livre. Seu tamanho varia entre 5,0-10,0 x 4,0-6,0 pm, e s@o encontradas

aderidas ao epitélio do trato digestivo do vetor pelo flagelo.

O processo de reproducio € feito por divisdo bindria. Nas formas promastigotas
ocorre a producdo de um segundo flagelo e o nucleo divide-se em dois. O cinetoplasto
fende-se e o corpo do parasito separa-se longitudinalmente pela regido anterior. Em
formas amastigotas, a reprodugdo ocorre no interior dos fagossomas de macréfagos de

forma semelhante a das promastigotas (NEVES, 2005).
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Figura 2. Formas promastigotas (A) e amastigotas (B) de L. braziliensis (Fonte: SAE,
2009)

Ciclo Biolodgico

O vetor, ao exercer o hematofagismo, inocula as formas promastigotas que
dentro de quatro a oito horas sdo interiorizados pelos macréfagos do hospedeiro
vertebrado através de receptores especificos. A saliva do flebotomineo possui
neuropeptideos vasodilatadores que atuam facilitando a alimentacdo do inseto e, ao
mesmo tempo, imunossuprimindo a resposta do hospedeiro vertebrado. As formas
promastigotas transformam-se, apds algumas horas, em formas amastigotas, que estdao
adaptadas ao novo meio fisiologico e resistem a acdo destruidora dos lisossomas.
Comeca, entdo, a multiplicacdo por divisdo bindria, € no momento em que a célula
hospedeira estd densamente parasitada, ocorre o rompimento de sua membrana e as
formas amastigotas disseminam-se pelos tecidos, infectando novos macréfagos, o que

agrava o quadro de infeccdo (RATH et al., 2003; BASANO; CAMARGO, 2004).

Ao sugar o sangue de mamiferos infectados, as fémeas dos mosquitos ingerem
macréfagos parasitados pelas formas amastigotas da leishmania. No trato digestivo,
ocorre o rompimento dos macrofagos e a liberacdo das amastigotas que se reproduzem
por divisdo bindria e diferenciam-se rapidamente em formas promastigotas, que
também se reproduzem por processos sucessivos de divisao bindria. Essa diferenciagdo
ocorre em aproximadamente quatro dias, e as formas promastigotas dirigem-se para o
intestino, onde se transformam em paramastigotas, as quais colonizam o epitélio

intestinal ficando aderidas pelo flagelo. O ciclo biologico de transmissdao deste
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protozodrio encerra-se quando as formas paramastigotas diferenciam-se em formas
infectantes, promastigotas, € migram através do estdmago em direcdo a faringe do
inseto (ALEXANDER et al., 1999; BURCHMORE; BARRETT, 2001; RATH et al.,
2003) (Fig. 3). Além das alteracoes morfoldgicas, ocorrem transformagdes
bioquimicas, entre elas a variacdo do tamanho das porc¢des glicidicas da molécula de
lipofosglicano (LPG) ancoradas na superficie das membranas das promastigotas. Esse
processo denomina-se metaciclogénese, em que as promastigotas que migram para a

parte anterior do tubo digestivo do vetor atingem um estagio infectivo (NEVES, 2005).

Na 4rea onde ocorreu a inoculagdo do parasito pela picada do inseto, observam-
se modificacdes histoldgicas que produzem localmente uma reacdo inflamatéria
caracterizada por hiperplasia e hipertrofia histiocitdria, aparecendo em cortes
histolégicos como dreas claras da derme (clareiras de Montenegro); edema e
infiltracdo celular, representados por grande numero de linfécitos e plasmdcitos,
dispostos em torno dos focos de proliferacdo histiocitaria; e hiperplasia do epitélio que
recobre a zona inflamada, formando corddes que penetram profundamente na derme.

Pode ainda haver hiperqueratose, que se caracteriza pelo espessamento da camada
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Figura 3. Ciclo biol6gico da Leishmaniose Tegumentar Americana.
(Fonte: DPDx, 2009)
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No inicio, o nimero de parasitos € considerdvel. Posteriormente, ocorre a
completa regressdo das manifestacdes cutdneas, ou uma discreta progressao sem
ulceracdo. Em outros casos, a inflamagdo cutanea progride para a necrose, formando-
se uma ulcera de bordos salientes e endurecidos. Removido o material necrético que o
recobre, o fundo da ulcera mostra-se granuloso e limpo. A dtlcera leishmanidtica
caracteriza-se por sua tendéncia a cronicidade e a uma lenta evolugdo, tanto na
expansdo, como na regressao, mesmo sem tratamento. A cicatrizacdo pode ocorrer em
um prazo de seis a quinze meses. Nas lesdes ndo ulcerosas, quando predominam os
processos de hiperplasia da epiderme, observa-se um crescimento verrucoso da pele na

regido afetada (NEVES, 2005; REY, 1992).

Durante a picada, os flebotomineos provocam lesdes na derme, onde as formas
promastigotas encontrardo diversas substancias, como proteinas do soro, saliva e
fluidos digestivos do inseto. Quanto aos elementos sorolégicos do hospedeiro,
destacam-se as proteinas do complemento, os anticorpos (IgG), e a fibronectina. A
saliva contribui na infecciosidade por meio de substincia vasodilatadora (Maxidilan).
Esse imunossupressor parece inibir a apresentacdo de antigenos de Leishmania pelos
macréfagos. Além disso, exerce um papel de imunomodulador da resposta imune,
inibindo a secrecdo de citocinas tipo I (IL12 e INFy) (CORWARE et al., 2010). Desta
forma, citocinas tipo II (IL4 e IL10) agem suprimindo a resposta imune celular
favorecendo a infec¢do. Os anticorpos da classe IgG e as fibronectinas participam do
processo de adesdo das formas promastigotas infectantes ao macréfago por meio de

receptores para IgG (NEVES, 2005).

Quando a leishmania é introduzida pela primeira vez na pele do hospedeiro nao
imune, ocorre a proliferacdo de células histiocitarias e a fagocitose dos flagelados por
esses macrofagos teciduais que, além de ndo destruirem os parasitos, ainda permitem
sua multiplicacdo no interior dos vacuolos digestivos. Nessa etapa, o crescimento
numérico das leishmanias continua até que uma infiltracdo de linfécitos e plasmdcitos

apareca no local. Os macréfagos deixam de se proliferar como anteriormente,
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diminuindo assim sua populacdo. Dessa forma, diminui o nimero de parasitos e a
reacdo inflamatodria local regride, ocasionando um processo de reparacdo e cura. A
cura espontinea € seguida de imunidade sdlida e duradoura em relacdo a espécie de
Leishmania que a produziu. O mesmo ndo ocorre se a lesdo for removida

cirurgicamente, antes de completar sua evolucdo (NEVES, 2005).

Ja quando o parasito € injetado em individuos imunes, nem todos os flagelados
sdo destruidos imediatamente. Isso ocorre na leishmaniose recidiva, em que a drea de
infiltracdo que confina com a margem da lesdo (aparentemente curada) segue
expandindo-se, indicando que a imunidade resultante da cura espontianea das lesdes
ndo foi totalmente eficiente. As reacdes celulares consistem também na expressdo de
um mecanismo de defesa, porém ndo tem capacidade de destruir os parasitos,
conseguindo reduzi-los em ndmero, mas a reagdo inflamatéria mantém-se (NEVES,

1985).

Na leishmaniose cutinea difusa, em que a infiltracio de leucdcitos e
plasmocitos ndo desenvolvem sua fungdo protetora, suprimindo ou reduzindo o
nimero de leishmanias, o processo tende a se agravar. Na auséncia de mecanismos de
defesa eficazes, a proliferacio de parasitos prossegue sem limite. Ocorre uma
hipertrofia e uma hiperplasia do sistema fagocitdrio mononuclear, que passa a ocupar
extensas dreas cutaneas. Além disso, observa-se a falta de uma resposta imune celular
pela negatividade da prova de Montenegro (reagdo observada quando € realizada uma
injecdo intradérmica de parasitos). Esta prova € positiva quando o paciente desenvolve

uma imunidade celular (REY, 1992).

Segundo o Ministério da Saide (2010), observou-se uma expansio geografica
da LTA no Brasil no periodo compreendido entre 1990 e 2009, sendo a regido Norte a
que vem apresentando o maior nimero de casos (38,04% do total em 2009), seguida

das regidoes Nordeste (31,78%) e Centro-Oeste (20,65%). Na regido Sudeste ocorreu
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um decréscimo em casos de LTA, enquanto a regido Sul € a que possui 0s menores

indices da doenca (2,13%) (Figura 4).
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Figura 4. Nimero de casos de Leishmaniose Tegumentar Americana no Brasil
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no periodo de 1990 a 2009 (Fonte: adaptado site Ministério da Satde).

O controle da LTA ¢€ dificil nas vastas areas florestais do Brasil. O uso, em
larga escala, de inseticidas nas florestas tropicais torna-se invidvel tanto do ponto de
vista econdmico quanto bioldgico, uma vez que causaria a destrui¢do de espécies de

pequenos mamiferos (NEVES, 2005).

O desmatamento das florestas para o desenvolvimento da agricultura e pecudria
reduz as dreas endémicas de leishmaniose, mas por outro lado, causa o aparecimento
de grande niimero de casos durante este processo. Em areas de colonizacdo recente,
proximas a florestas, recomenda-se a construcdo de casas a uma distancia minima de

500 metros da mata, devido a baixa capacidade de voo dos flebotomineos (NEVES,

2005).

Em algumas situacdes € possivel evitar a picada dos flebotomineos através de
protecao individual, com a utiliza¢do de repelentes e mosqueteiros de malha fina. A
solucdo ideal para o controle de LTA seria a produ¢do de uma vacina. Atualmente,
estudos estao sendo conduzidos a fim de aumentar os niveis de protecao e de viabilizar

sua utilizacdo em areas de alto risco (NEVES, 2005).
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O diagnostico clinico pode ser feito com base na caracteristica da lesdo
associado a anamnese, no qual os dados epidemioldgicos sao importantes (NEVES,
2005). Realiza-se sem dificuldade, mas necessita de confirmacdo ou é estabelecido

mediante provas de laboratério (VEGA-LOPEZ, 2003).

O diagnéstico laboratorial € realizado através da pesquisa do parasito, e pode
ser feito através de exame direto de esfregacos corados, método que consiste na
raspagem das lesdes cutineas ulceradas, podendo ser feita a impressd@o em laminas de
microscopia apoOs cord-las (VEGA-LOPEZ, 2003). Também pode ser realizado o
exame histopatoldgico, em que o fragmento de pele obtido pela bidpsia é submetido a
técnicas histoldgicas e exame por parte de um patologista. Cultura pode ser feita
através de fragmentos de tecidos ou de aspirados dos bordos da lesdo. O método mais
indicado consiste no inéculo em animais, em que se inocula via intradérmica, no
focinho ou patas de hamsters, um triturado do fragmento com solugdo fisiologica

(CAMARGO; BARCINSKI, 2003; SING; SIVAKUMAR, 2003; NEVES, 2005).

O diagnéstico imunolégico consiste em métodos para a avaliagdo da resposta
celular, sendo o mais utilizado a Reacdo de Montenegro (intradermorreagdo de
Montenegro), realizado com o antigeno preparado a partir de culturas (VEGA-LOPEZ,
2003). Este consiste em formas promastigotas de L. braziliensis, mortas na
concentracdo de 40 pg de N/mL. Injeta-se 0,1 mL do antigeno na face anterior do
antebraco. No terceiro dia, é realizada a leitura, e o aparecimento de um nédulo ou
papula eritematosa com base dura indica um resultado positivo (REY, 1992). Outro
método € avaliacio da resposta humoral, em que é realizada a Reacdo de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), método soroldgico mais utilizado, porém como o
teste ndo € espécie-especifico, ocorrem reagdes cruzadas com  outros
tripanossomatideos, dificultando o uso em dreas endémicas onde ocorrem a doenca de

Chagas e o Calazar (CAMARGO; BARCINSKI, 2003; SING; SIVAKUMAR, 2003).
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A pesquisa do DNA do parasito, feita pela reacdo em cadeia da polimerase
(PCR), além de sua grande sensibilidade, permite identificar o agente etioldgico em
nivel de gé€nero a partir do material clinico obtido para os exames parasitoldgicos

convencionais (ABDA, 2011; COELHO, 2010; NEVES, 2005).

Estudos com sistemas de imagens estdo sendo desenvolvidos para melhor
compreensdo dos mecanismos envolvidos no inicio de uma infec¢do por Leishmania e
a conseqiiente inducdo e regulacdo da resposta imune (MILLINGTON et al.; 2010).
Entre as técnicas utilizadas destacam-se a bioluminescéncia, que permite imagens de
corpo inteiro de pequenos animais através de fotons emitidos por uma reagdo
enzimatica, e a microscopia de fluorescéncia, que emite luz de um comprimento de
onda para excitar uma molécula fluorescente e, em seguida, detectar os fotons
emitidos. Embora isso proporcione a oportunidade de visualizar as células e parasitas,
com boa resolucdo, ha pouco controle sobre o plano focal. Outro sistema consiste na
microscopia confocal que produz imagem em 3 e 4 dimensdes com muito mais
precisdo. Por exemplo, microscopia confocal tem sido usada para fornecer imagens de
alta resolugdo de fagossomos contendo Leishmania (FLOHE et al.; 1997). No entanto,
a intensidade do laser pode resultar em danos bioldgicos e fotodegradacdo de

amostras.

Recentemente, foi desenvolvido um modelo de Leishmania braziliensis em
macaco Rhesus, induzindo lesdes cutineas que afetam a mucosa nasal a fim de
elucidar os mecanismos para combater patdgenos intracelulares (CAMPOS et al.;

2010).
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Tratamento

O tratamento quimioterdpico tem como objetivo eliminar o parasito,
propiciando assim a cura do paciente. Entretanto, devido a localiza¢do interna do

parasito no macréfago, este objetivo torna-se dificil de ser alcangcado (ROCHA, 2005).

O uso medicinal de compostos de antimodnio era conhecido desde a Antiguidade
para diversos fins terapéuticos. Mas somente em 1912, Gaspar de Oliveira Vianna
observou que o tdrtaro emético Sb>* era eficaz no tratamento da LTA (VIANNA,
1912). Devido aos efeitos toxicos e graves efeitos colaterais, esses foram sendo

substituidos por compostos estibiados pentavalentes (RATH et al., 2003).

Os antimoniais pentavalentes (Sb>*) sdo os firmacos de primeira escolha para o
tratamento das leishmanioses, por provocar rdpida regressio das manifestacOes
clinicas e hematolégicas, além da eliminacdo do parasita (RATH et al., 2003;
BASANO; CAMARGO, 2004). No Brasil, o antimoniato de metilglucamina € o
medicamento de primeira escolha usado no tratamento da leishmaniose. O composto é
obtido sinteticamente a partir do dcido antimonico e da N-metil-glucamina. Devido as
baixas doses e tratamentos descontinuos, ocorrem falhas na terapia e aumento das
formas resistentes dos parasitas (BALANA-FOUCE et al., 1998). A OMS preconiza
que as doses nao podem ultrapassar 20 mg/Kg/dia, devido a sua elevada toxicidade.
Ap6s administracdo, o antimoniato de metilglucamina € rapidamente absorvido e
praticamente 90% do antimonio é excretado nas primeiras 48h pelos rins (LIMONGI,
1973), sendo necessdria a administracdo de doses elevadas do farmaco para garantir
um elevado teor de antimOnio nos tecidos e, dessa forma, obter a eficicia do
tratamento.  Efeitos colaterais como nefrites, distirbios gastrointestinais,
cardiovasculares e respiratorios tem sido observados. Em alguns casos, o medicamento
pode levar o paciente ao Obito (MARSDEN, 1985). Além disso, estes compostos
apresentam problemas de toxicidade, dificuldade em estabelecer a concentracdo de
antimonio na solucdo utilizada e requerem administracdo parenteral (MARSDEN,

1985; FRANCO, 1992; LAGUNA-TORRES et al., 1999). H4 indicios que o Sb>* seja
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mais potente do que o Sb>* contra formas promastigotas e amastigotas de leishmania,
reforcando assim, a hipétese de uma conversido metabdlica intramacrofdgica do Sb>*
em Sb’*, sendo este tdltimo o elemento téxico as leishmanias no estado intracelular
(SERENO; LEMESRE, 1997). Sugere-se que o Sb”" possa ser um pré-farmaco, sendo
convertido em Sb** ap6s sua administracdo, e, dessa forma, interfira no processo de f3-
oxidacao de 4cidos graxos e glicolise do parasita, levando a uma deple¢cdo dos niveis
de ATP intracelular (BALANA-FOUCE et al., 1998). Além disso, existe na forma
amastigota uma metaloprotease zinco dependente, que poderia ser inativada se o
antimOnio substituisse o zinco nesta enzima, essencial para o desenvolvimento do
parasita (BANGS et al., 2001). Miekeley e colaboradores verificaram que apds a
administrac@o intramuscular de antimoniato de N-metilglucamina, ocorre conversao in
vivo do composto organico estibiado para as formas i6nicas SB** e Sb’*. Além disso,
observaram a bio-reducdo do Sb™* para sua forma trivalente, corroborando com

estudos anteriores.

Um estudo recente selecionou populagdes in vitro de Leishmania guyanensis
Viannia, L.V. braziliensis, L. L. amazonensis e L.L.infantum chagasi para avaliar a
resisténcia frente ao tartarato de potdssio e antimonio (SbIIl). Nao foram observadas
mudancas nos indices de resisténcia de L.V. guyanensis e L.L. infantum chagasi. Em
contrapartida, houve uma diminui¢do nesse indice para L.V. braziliensis (de 20 a 10
vezes) € L.L. amazonensis (de 6 a 3 vezes), no entanto, ndo apresentaram resisténcia a
anfotericina B e miltefosina. As populagdes de L.V. braziliensis, L.L. amazonensis €

L.L. infantum chagasi também foram resistentes a paromomicina (LIARTE, 2010).

O antimoénio pode ser usado também na forma intralesional, visando minimizar
os efeitos colaterais sistémicos. A dose pode variar de 1 a 3 mL, em dias alternados ou
semanal, em que € observado o branqueamento da base da lesdo. Foram observados
como efeitos adversos dor e hiperpigmentacdo local e apresentou cura na faixa de 68 a

100% da leishmaniose cutanea (FARI et al., 1993).
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De acordo com Laguna-Torres (1999), a mefloquina, um potente antimalarico
de via oral, de meia-vida prolongada e com efeitos colaterais pouco freqiientes, teve
sua eficdcia avaliada em uma regido endémica de leishmaniose cutanea causada por L.
braziliensis. Estudo prévio relatou 100% de cura antes de 6 semanas em 16 pacientes
infectado pela L. panamensis (GOMEZ et al., 1995). Porém, a administracdo de
mefloquina ndo se mostrou eficaz no tratamento de leishmaniose cutdnea, ja que
apenas somente um paciente apresentou cicatrizacdo apds o tratamento e outro teve
progressao no numero de lesdes. Os demais pacientes obtiveram evolugdo lenta,
porém, as ulceras permaneciam com grande infiltracdo e sinais de atividade do

parasito.

Derivados de quinolina possuem uma ampla gama de atividades bioldgicas,
incluindo antibacteriana, antifingica, anti-HIV, antitumoral e antimalarica. Devido as
semelhangas morfolégicas e metabdlicas entre os parasitas do género Plasmodium e
Leishmania, hd um interesse no desenvolvimento e investigacdo de novos agentes
quimioterdpicos derivados da quinolina contra a Leishmania sp. Compostos foram
sintetizados a partir da 4,7-dicloroquinolina, triptamina, triptofano metil éster e
avaliados para a atividade in vitro contra formas promastigotas de quatro espécies
diferentes de Leishmania. Da série de compostos testados, todos apresentaram boa
atividade leishmanicida, sendo maior quando avaliados contra a L. braziliensis

(COIMBRA et al.; 2010).

Os farmacos de segunda escolha utilizados no tratamento também apresentam
toxicidade, podem manifestar resisténcia e eventualmente nio promover a cura da
doenca. Um resultado positivo foi obtido com a pentamidina, uma diamidina que se
une ao DNA do cinetoplasto do parasito e pode também interferir com o transporte de
aminodcidos, competindo com poliaminas pelos acidos nucléicos. H4 relatos na
literatura de que duas doses de 4 mg/kg/dia com intervalo de 48h, apresentou 100% de
cura na LTA, sem efeitos adversos importantes (NACHER, 2001). No Brasil, o

isotianato de pentamidina apresentou eficidcia semelhante ao antimoniato de N-
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metilglucamina (71,05% e 73,17%, respectivamente), com a vantagem de reducio do
tempo de tratamento e menor toxicidade cardiaca (PAULA et al., 2003; LIMA et al.,
2007). Por outro lado, foram observados efeitos colaterais que sdo divididos em
imediatos e tardios, como hipotensao, nduseas, vomitos e sincope, além dos efeitos
sist€tmicos no metabolismo da glicose como hipoglicemia (8% dos casos) e efeito
diabetogénico (5% dos casos). Entretanto, a alteracdo renal é a mais freqiiente,

chegando a 23% (CHAN-BACAB, PENA-RODRIGUEZ, 2001).

A anfotericina B é um antibidtico derivado de uma cepa de Streptomyces
nodosus, sendo indicada para o tratamento da leishmaniose mucocutanea (RATH et
al., 2003). Seu mecanismo de acdo estd relacionado com a sua ligacdo aos esterdides
da membrana bacteriana. Como a membrana da leishmania contém ergosterol, o
farmaco reduz a permeabilidade da célula do parasita, com a perda de pequenos
cétions, principalmente K*, causando a morte celular (ORDONEZ—GUTIERREZ et al.,
2007).

Trabalhos recentes mostraram que a anfotericina B associada a lipossomas
possui vantagens no tratamento da LTA quando comparada com a forma cldssica, uma
vez que apresentou menor nefrotoxicidade, maior eficidcia e tolerabilidade. O
macrofago, onde o parasito encontra-se, incorpora o lipossoma, e dessa forma, o
antibidtico ndo reage com o colesterol da membrana celular do hospedeiro e,
conseqiientemente, ndo altera a permeabilidade celular e o equilibrio 16nico
(SAMPAIO; MARSDEN, 1997; ROBERTS, 2003; MOTTA, 2006; LIMA et al.,
2007).

Esse farmaco possui diversos efeitos colaterais entre o quais se destacam
alteracdes renais em aproximadamente 80% dos pacientes (CHAN-BACAB, PENA-
RODRIGUEZ, 2001). A forma lipossomal apresentou-se altamente efetiva para o
tratamento da leishmaniose visceral, mas seu custo torna-se alto quando comparado a

outros farmacos leishmanicidas (RICHARD; ERBOVETZ, 2010).
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Considerando a necessidade de um tratamento ndo-téxico e de baixo custo para
a leishmaniose cutanea, Corware e colaboradores (2010), sintetizaram e testaram in
vivo uma anfotericina B-poli (dcido metacrilico), (AmB-PMA), que ja havia mostrado
atividade in vitro contra os parasitas L. donovani e L. major. Para fins de estudo, a
eficicia foi determinada através da infeccdo por L. major em pata de camundongo
BALB/c. Houve uma reducdo de aproximadamente 80% no tamanho das lesdes no
35° dia apds a infeccdo em 18 camundongos tratados em comparacdo com seis
controles, sem tratamento, e cura completa das lesdes apds o 50° dia sem recidiva da
lesio em 12 animais tratados. A cura foi associada com diminui¢do da IL-10 e

aumento de IFN-y na pata.

De acordo com Martinez e colaboradores (1992 e 1997), o alopurinol apresenta
vantagem no arsenal terapéutico da leishmaniose cutinea e visceral por sua
administrac@o oral e baixa toxicidade. Constitui em substrato para enzimas da via da
purina e incorpora-se no acido nucléico do parasito, além de inibir a xantina oxidase e
a producdo de reativos de oxigénio uteis na elimina¢cdo dos parasitos (SAMPAIO et
al., 1997b). Porém, mostrou-se eficiente no tratamento da leishmaniose apenas quando

associado a antimdnios.

A miltefosina, medicamento desenvolvido como antineopldsico na década de
80, apresentou potente acao contra leishmanias durante a avaliacdo terapéutica. Este
farmaco age na membrana celular do parasita, sem interagir com o DNA, modulando a
composi¢cdo lipidica, a permeabilidade e fluidez da membrana, assim como o
metabolismo de fosfolipideos, induzindo morte celular por apoptose (COSTA FILHO
et al.,, 2008). Sua administracdo consiste em doses de 133 a 150 mg/dia durante 4
semanas por via oral, e foram observados indices de cura de 100 e 89%,
respectivamente (JHA et al., 1998). Porém, seu uso € limitado pela elevada toxicidade
gastrintestinal, teratogenicidade e custos relativamente altos (OLLIARO et al., 2009;
BERMAN J. 2006). Foi observada cura parasitolégica em 90% de camundongos

BALB/c infectados com L. mexicana quando 20 mg/kg/dia de miltefosina combinado
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com 50 mg/kg/dia de amiodarona foram administrados via oral durante 21 dias

(SERRANO-MARTIN et al., 2009).

A terapia fotodinamica (TFD) € potencialmente aplicdvel, segura e
tecnologicamente disponivel, sendo utilizada para o tratamento de céancer e
degeneracdao macular relacionada com a idade (MONTANARI et al., 2010). A TFD ¢é
baseada no conceito de que um composto fotoativo, chamado fotossensibilizador, pode
ser ativado por uma luz de comprimento de onda adequado para gerar oxigénios
singlete citotoxicos e radicais livres (HANSAN et al., 2006). Tornou-se uma opg¢ao
para quimioterapia antimicrobiana convencional, uma vez que nio provoca resisténcia.
Porém, a falta de dados padronizado e a necessidade de lampadas especiais, t€ém
dificultado o uso do TFD contra a leishmaniose cutanea (VAN DER SNOEK et al.,
2008).

Montanari e colaboradores (2010) determinaram a atividade leishmanicida in
vitro de luz fotodindmica disparando lipossomas Ultradeformdveis (UDL). ZnPc ¢é
uma ftalocianina Zn hidrofébica que apresentou 20% de atividade contra formas
promastigotas e antiamastigote de L. braziliensis (cepa 2903), apés 15 min de
irradiacao solar (15 J/cmz). No entanto, quando colocado na UDL como UDL-ZnPc
(1,25 mM ZnPc-1 fosfolipidios mM) aumentou a atividade para 100% contra
promastigotas € 80% para amastigotas na mesma intensidade de luz. Através de
varredura da pele humana em microscopio confocal a laser, demonstrou-se que a
administracdo transcutanea de ZnPc penetrou cerca de 10 vezes mais em UDL-ZnPc
em relacdo a ZnPc carregada em lipossomas convencionais (L-ZnPc). A determinacado
quantitativa da ZnPc confirmou que a UDL-ZnPc penetrou de forma homogénea no
estrato corneo. Prevé-se que os multiplos efeitos leishmanicida da UDL-ZnPc poderia
desempenhar um papel sinérgico na profilaxia ou terap€utica nas fases iniciais da

infeccao.
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Outro tratamento empregado na LTA é a termoterapia, que consiste em trés
aplicagdes de calor gerado por radiofreqiiéncia (50°C, 30s), com intervalo de sete dias
e apresentou cura clinica e parasitolégica em 73% dos pacientes. Outro tipo de
tratamento € a crioterapia, ja que todas as espécias de leishmania sdo termosensiveis,
sendo recomendada para lesdes de tamanho inferior a 1 cm. Consiste em duas
aplicacdes de nitrogénio liquido (15-20 s), com intervalo de duas semanas. Este
mostrou ser mais eficaz quando associado com antimoniato de N-metilglucamina,

apresentando 90% de cura (LIMA et al., 2007).

Estudos recentes t€ém mostrado que farmacos administrados por via oral ou
forma topica apresentam resultados encorajadores, embora sejam necessdrios testes
clinicos adicionais (BASANO; CAMARGO, 2004). Apesar da intensa investigacao,
sem novas opc¢des para o tratamento clinico de Leishmania, com exceg¢do da
miltefosina e uma formulagao lipossomal de anfotericina B, uma formulacao tépica de
paromomicina, foi aprovada para uso nos ultimos 25 anos (COIMBRA et al.; 2010). O
uso de produtos tépicos, contendo, por exemplo, paramomicina e imiquimode,
associados ou ndao a medicacdo parenteral, apresentam resultados satisfatérios, com
indice de cura entre 74% a 85%, e 90% respectivamente (AREVALO et al., 2001;
DAVIES et al., 2003). Formulagdo tépica contendo 15% de paramomicina e 0,5% de
gentamicina mostrou resultados promissores contra leishmaniose cutanea causada por
L. major (BEN SALAH et al., 2009). Formulacdo topica de sulfato de paramomicina
lipossomal apresenta atividade maior contra L. major que quando em solucdo, além de
apresentar cura em modelo de BALB/c infectados com L. major (JAAFARI et al.,
2009).

Um tratamento para LTA de baixo -custo, eficaz, simples e de
facil administracdo ainda é um tema a ser pesquisado (MONTANARI, et al., 2010). O
atual tratamento para leishmaniose tem sido insatisfatério devido a sua limitada
eficicia, longo prazo, efeitos colaterais e custos onerosos (CROFT; COOMBS, 2003;
SINGH; SIVAKUMAR, 2004).
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Dessa forma, novas moléculas estao sendo estudadas a fim de se encontrar uma
terapia que apresente melhor eficicia e adesdo dos pacientes. Estudos recentes
mostram que extratos de plantas ou compostos derivados das mesmas consistem em
uma alternativa de terapia para essa zoonose (WENIGER et al., 2001; ROCHA et al.,
2005). Entre esses compostos, as chalconas t€ém sido descritas como moléculas
promissoras no tratamento da leishmaniose (TORRES-SANTOS et al.,, 1999 ;
KAYSER; KIDERLEN, 2001; ROCHA et al., 2005; ANDRIGHETTI-FROHNER et
al., 2009), em especial a forma cutanea (LTA), causada por Leishmania braziliensis,
uma vez que derivados de diidrochalconas e de sulfonamida 4-methoxichalconas
apresentaram atividade leishmanicida contra as formas promastigotas e amastigotas in
vitro e in vivo (HERMOSO et al., 2003; LUNARDI et al., 2003; ANDRIGHETTI-
FROHNER et al., 2009).

Chalconas

Quimicamente, as chalconas (figura 5) podem ser definidas como cetonas o-3-
insaturadas, onde tanto a carbonila quanto a por¢do olefinica estdo ligadas a

grupamentos aromdticos (RODRIGUES et al., 1998; SIMOES et al., 2003).

O

Figura 5. Estrutura quimica das chalconas

As chalconas sdo compostos estruturalmente simples precursores dos
flavonoides e estdo presentes em uma variedade de espécies de plantas (BOECK et al.,
2006). As chalconas naturais e sintéticas apresentam vasto potencial farmacolégico,
por exercerem atividades antiinflamatoria, antibacteriana, tripanomicida, antiviral,
antitumoral, antimalérica e leishmanicida (NIELSEN et al., 2004; NI et al., 2004;
NOWAKOWSKA, 2007; ANDRIGHETTI-FROHNER et al., 2009).
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A 1inibi¢do da producdo do 6xido nitrico (NO), da prostaglandina E, (PGE,) e
do fator de necrose tumoral (TNF-a) sdo os mecanismos de acdo propostos para
terapias em doencas inflamatdrias de células mononucleares de sangue periférico
humano (NOWAKOWSKA, 2007). Algumas moléculas derivadas de chalconas
demonstraram inibir a producao do 6xido nitrico (NO), que quando em excesso causa
dano tecidual, e da PGE,, por inibir respectivamente a expressdao da NO sintetase e da
ciclooxigenase-2 (COX-2), podendo ser utilizadas no desenvolvimento de novos
agentes antiinflamatérios (KIM, 2007). Estudos identificaram a acdo de alguns
derivados de chalconas quanto a sua potencial acao inibitoria na produ¢cdao do TNF-q,

uma citocina responsavel pela indugdo do processo inflamatério (NI et al., 2004).

Xantohumol (20,40,4-tri-60-metoxi-30 prenilchalcona) é um derivado de
chalcona isolado de lapulo (Humulus I[upulus L.), que possui atividade
anticarcinogénica, de elimina¢do de radicais livres e propriedades anti-inflamatorias,
mas seus mecanismos exatos ndo estdo esclarecidos. Neste contexto, Lee e
colaboradores (2011) testaram a atividade anti-inflamatéria do xantohumol em células
microgliais de camundongo, sendo observada uma inibicao significativa na producgdo
de mediadores inflamatérios NO, IL-1B e TNF-a, além de aumento do nivel de
antioxidantes GSH endd6geno. De acordo com os resultados encontrados, o xantohumol
poderia ser um candidato atrativo para a regulacdo das respostas inflamatérias no

cérebro.

Chalconas com propriedades bactericidas sdo descritas desde a década de 40.
As licochalconas A e C mostraram-se potentes contra Bacillus subtilis, Staphylococcus
aureus € Micrococcus luteus. Esses compostos inibiram o consumo de oxigé€nio em
células infectadas (NI et al., 2004). Segundo Nielsen e colaboradores (2004), o
mecanismo de acdo das carboxichalconas € bacteriostitico, enquanto que o das

hidroxichalconas € bactericida.
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De acordo com Brandao e colaboradores (2010), Polygonum spectabile,
conhecido como erva-de-bicho, é usado no Brasil para o tratamento de vérias doengas
infecciosas. Extratos e componentes isolados desta espécie foram avaliadas quanto a
toxicidade e efeitos em 15 de bactérias e leveduras, bem como sobre quatro cepas de
virus. Extratos menos polares foram eficazes contra Staphylococcus aureus, Bacillus
subtillis, Micrococcus luteus, M. canis e Tricophyton mentagrophytes e T. rubrum.
Foram isoladas duas chalconas conhecidas e o 3-O-d-glicosil-sitosterol. O extrato
etandlico foi o Unico a apresentar atividade antiviral. Uma das chalconas avaliadas
inibiram o crescimento de vdrias bactérias, e foram significativamente ativa contra

dermatofitos.

Nesse contexto, em estudo recente foram sintetizados 19 compostos hibridos
possuindo chalcona e moléculas de dcido rodanina-3-acético e avaliados quanto a sua
atividade bactericida. Alguns compostos apresentaram Otimas atividades contra as
bactérias Gram-positivas, incluindo os isolados clinicos multirresistentes. Esta classe
de compostos apresentou alta poténcia contra Staphylococcus aureus, entre os quais o
derivado com substitui¢io dois cloros no anel fenil da chalcona foi tdo ativo (2ug/mL)
quanto o controle utilizado, norfloxacino, porém nao inibiu o crescimento de bactérias
Gram-negativas Escherichia coli a 64 mg/mL. Os compostos hibridos apresentaram
maior atividade que seus intermedidrios isolados, sugerindo que a sintese desses

compostos pode ser uma nova estratégia contra a infec¢do bacteriana (CHEN et al.,

2010).

O efeito antitumoral das chalconas estd relacionado a diversos mecanismos.
Entre eles, a inibicdo da polimerizacao das tubulinas responsdveis pela formacdo dos
microtibulos, essenciais para a divisdo celular. Algumas chalconas ligam-se
fortemente a tubulinas inibindo o crescimento tumoral. Outro mecanismo sugere a
inativacdo de oncoproteinas e de sua interacdo com o p53, impedindo, assim, a
inativacao deste ultimo. Algumas chalconas sdo capazes de inibir receptores do fator

de crescimento epidérmico (EGFR), que estd super expresso em diversos tipos de
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tumores (NI et al., 2004). Um dos mecanismos da atividade antitumoral das chalconas

pode ser a supressao da angiogénese (MOJZIS, 2008).

Dados da literatura sugerem que a 2’-hidroxi-4’-metoxichalcona pode ser um
promissor candidato a inibidor da angiogénese, por inibir a indu¢do da COX-2,
proteina que tem sido detectada nos tumores de célon, pulmdo, mama, prostata, e na
angiogénese (LEE et al., 2006). Entretanto, 0 mecanismo molecular das propriedades
anti-angiogénicas in vivo das chalconas nio estd amplamente elucidado, mas parece
estar associado a habilidade de inibir eventos chave do processo angiogénico, tais
como proliferagdo e migracio das células endoteliais, bem como a expressao de alguns

fatores pré-angiogénicos (MOJZIS, 2008).

Com base na atividade antitumoral de chalconas e retindides, uma nova classe
de hibridos retindide-chalcona foi desenhada e sintetizada a fim de descobrir produtos
naturais anticancerigenos. Esses compostos foram testados contra a linhagem celular
HT-29 do cancer do c6lon, e apresentaram considerdvel atividade inibitéria (MIZUNO

et al., 2010).

Uma série de hibridos de cumarina-chalcona foram sintetizados e avaliados
quanto a sua citotoxicidade in vitro contra quatro linhagens de células de cancer
humano e fibroblastos normais (NIH3T3). Dentre os 21 compostos selecionados, trés
apresentaram uma faixa ICsy 3,59 a 8,12 uM. O composto mais promissor apresentou
seletividade 30 vezes maior para células C33A (carcinoma cervical), quando
comparado com células de fibroblastos normais NIH3T3 (SASHIDHARA et al.,
2010).

Uma nova diidrochalcona, chamado evelynin, foi isolada das raizes e rizomas
de Tacca chantrieri. Esse composto apresentou citotoxicidade contra quatro linhagens
de células humanas de cancer, o melanoma MDA-MB-435, de mama MDA-MB-231,
prostata PC-3, e carcinoma de células cervical HeLa (PENG et al., 2010).
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Por apresentarem atividade estrogénica, as chalconas podem competir com
esterdides enddgenos por sitios ativos de enzimas como aromatase, 3[3-
hidroxiesteréide desidrogenase A’/A* isomerase (3p-HSD) e 17B- hidroxiesteréide
desidrogenase (17B-HSD). Essas enzimas estdo envolvidas na biossintese de
hormodnios esteroidais e, particularmente, de estrogenos, que possuem efeito no
desenvolvimento de céincer em células mamarias humanas. As chalconas, por
possuirem estrutura bifendlica semelhante aos estrégenos, podem interagir, assim, com
os receptores, € inibir as enzimas envolvidas nesse processo, podendo diminuir a

producao local dos hormonios esteroidais (LE BAIL et al., 2001).

Estudos recentes indicam efeitos antinociceptivos relevantes em ratos frente a
modelos quimicos e térmicos de dor induzida, mostrando tanto a atividade analgésica
periférica quanto central. A flavokawin B (6'-hidroxi-2 ', 4'-dimetoxichalcona) é uma
chalcona sintética amplamente utilizada em modelos de nocicep¢ao quimica e térmica
em camundongos. Quando administrada, concomitantemente, via oral e intraperitoneal
(0,3, 1, 3 e 10 mg/kg), produziu uma significativa inibicdo dose-dependente das
constricdes abdominais induzidas por acido acético, e o efeito antinocicepivo obtido
pela via intraperitonial foi cerca de 7 vezes mais potente que a via oral. Além disso, o
tratamento de flavokawin B apresentou significativa inibicdo da nocicepc¢do
neurogénica induzida por injecdo intraplantar de glutamato e capsaicina. Da mesma
forma, este composto também induziu um aumento significativo no periodo de laténcia
de resposta a estimulo térmico quente, e seu efeito antinociceptivo ndo estava

relacionado a relaxamanto muscular ou a¢ao sedativa (MOHAMAD et al., 2010).

Alguns derivados sintéticos de chalconas possuem moderadas propriedades
antifungicas, porém, essa atividade mostrou-se apenas contra os dermatofitos e ndao
contra outros tipos de fungos. Dermatéfitos infectam dreas queratinizadas do corpo, e
estas dermatomicoses sao de dificil cura (LOPEZ et al., 2001; NOWAKOWSKA,

2007). Derivados de diidrochalconas mostraram relativa atividade contra dois fungos
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oportunistas de pacientes portadores da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida

(AIDS), Candida albicans e Candida neoformans (NOWAKOWSKA, 2007).

A propriedade antiviral das chalconas depende de substitui¢cdes especificas na
molécula (NOWAKOWSKA, 2007). Segundo Wu e colaboradores (2003), um
derivado de chalcona apresentou potente atividade anti-HIV com um bom indice
terapéutico. A presenca do grupo 4-metoxi ligado ao esqueleto da chalcona pareceu ser

critico para essa atividade.

Estudos apontam os derivados de chalconas como potenciais agentes
antimaldricos (RAM et al.,, 2000 DOMINGUEZ et al., 2001, GO et al., 2004). A
licochalcona A apresentou atividade antimaldrica através da inibicdo seletiva da
fumarato redutase na cadeia respiratoria do parasito (ZHAI et al.,1999; CHEN et al.,
2001).

Uma série especifica de compostos hibridos contendo chalcona e dienona
(compostos estruturalmente relacionados) foi sintetizada e avaliada a atividade in vitro
contra a maldria. Chalconas podem ser facilmente sintetizadas, e t€ém apresentado
notavel atividade antimalarica in vitro e in vivo (GUTTERIDGE et al., 2006). O estudo
teve como objetivo explorar esse recurso através da incorporacdo da molécula 7
cloroquinolina em moléculas hibridas com chalconas e dienones. A estratégia de
hibridizacdo levou a identificacdo de compostos altamente ativos contra trés linhagens

testadas de P. falciparum (GUANTAI et al., 2010).

De acordo com Lunardi e colaboradores (2003), algumas chalconas possuem
efeito inibitério ao crescimento de formas promastigotas de L. braziliensis. Esses
compostos sintéticos, contendo substituintes em C1, exibiram promissoras atividades
leishmanicida, além de auséncia de efeito citotéxico em macréfagos de ratos. Esse
efeito também foi observado nas formas epimastigotas de Trypanossoma cruzi,

apresentando atividade anti-tripanossomal. A posi¢do dos substituintes parece ser
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importante para a efetividade da atividade antiprotozoaria (TOMAZELA et al., 2000).
Dados sugerem que o mecanismo das chalconas ocorre através da inibi¢do potencial
das atividades da fumarato redutase, succinato desidrogenase, NADH desidrogenase,

ou succinato- e NADH-citocromo ¢ redutase nas mitocondrias do parasito (LUNARDI

et al., 2003).

De fato, na década passada, as chalconas emergiram como uma nova classe de
agentes leishmanicidas (BOECK et al., 2006). Estudos recentes mostraram que uma
série de derivados sintéticos das chalconas possui propriedade leishmanicida in vitro e
in vivo (LUNARDI et al., 2003; BOECK et al., 2006; NOWAKOWSKA, 2007). Esses
compostos mostraram uma inibicdo na viabilidade das formas promastigotas e
amastigotas de vdrias espécies de leishmania (KAYSER; KIDERLEN, 2001). De
acordo com Gilbert e Favoreto (2005), as chalconas agem diretamente no parasito,
diferindo de outras classes terapéuticas que abrangem substancias fendlicas, terpénicas
e polissacarideos, que agem sobre o macréfago. Sugere-se que a atividade
leishmanicida ocorra através da inibicdo da enzima fumarato redutase da mitocondria
do parasito (ZHAI et al.,1999; CHEN et al., 2001; BOECK et al., 2006). A auséncia
desta enzima nas células de mamiferos faz dos derivados de chalcona potenciais
agentes terapéuticos para o tratamento das leishmanioses e outras doencas, como as
Ulceras gastricas causadas pela bactéria Helicobacter pylori (NI et al., 2004).
Chalconas oxigenadas inibiram a respiracdo de promastigotas de Leishmaniose major,
por diminuir o consumo de oxigénio do parasito, a acumulacdo de CO, e o declinio do

pH na cultura do parasito (ZHAI et al.,1999; CHEN et al., 2001).

Torres-Santos e colaboradores (1999a) mostraram que a 2’,6’-diidroxi-4’-
metoxichalcona apresenta atividade leishmanicida contra formas promastigotas e
amastigotas in vitro de Leishmania amazonensis, um dos principais agentes
responsdveis pela manifestagdo cutdnea da doenca (LTA). Hermoso e colaboradores

(2003) observaram um aumento na atividade leishmanicida de derivados de
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diidrochalconas, contra o mesmo agente etioldgico, com a substituicdo de um grupo

metoxi no carbono 4 do anel B.

Aponte e colaboradores (2010) avaliaram a atividade de 43 chalconas
substituidas contra formas amastigotas de Leishmania amazonensis, € a atividade de
nove chalconas contra L. braziliensis e L. peruviana, usando macréfagos infectados
com os respectivos parasitas. O estudo mostrou que a atividade leishmanicida de
chalconas aumenta na presenca de grupamento hidroxi polar nas posi¢des 2’ e 4°.
Dessa forma, as cinco chalconas mais ativas e seletivas foram estudadas in vivo, sendo
observada a identificacdo de duas chalconas com alto potencial de reducdo dos

parasitas.

De acordo com Richard e Erbovetz (2010), novas chalconas foram sintetizadas
e avaliadas contra L. donovani. O composto contendo cloro na posi¢ao para do anel B
e adicdo do grupamento o-ionona no anel A inibiu 88% da parasitemia na
concentracdo de 2 mg/mL (6,3 uM) (SURYAWANSHI et al., 2008). Em outro estudo,
chalconas que tiveram a adi¢do de um grupo 2-(3-aril-3-oxopropenil) juntamente com
um grupo 9-terc-butil no anel B e metoxilas no anel A, resultou em compostos que
mostraram boa atividade no ensaio de macréfagos infectados com L. donovani e baixa
toxicidade contra células THP-1 (precursoras de macréfagos) nao infectadas. Sendo
que o composto mais eficaz reduziu 86% da parasitemia em células THP-1 infectadas
com L. donovani na concentracdo de 5 mM, ndo tendo qualquer efeito perceptivel
sobre a célula hospedeira ndo infectada na mesma concentragdo (RECHWALD et al.,

2008).

Com o propésito de encontrar um composto de melhor efetividade
leishmanicida, indmeros trabalhos investigaram a relacdo estrutura atividade de
derivados sintéticos das chalconas (TOMAZELA et al., 2000; LUNARDI et al., 2003;
BOECK et al, 2006). Kayser e Kiderlen (2001) estudaram a atividade

antileishmaniose de varias chalconas naturais hidroxiladas e metoxiladas.
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Recentemente, uma série de derivados sintéticos 3-sulfonamida 4-
metoxichalcona foi obtida pelo Laboratério de Sintese, Estrutura e Atividade
(LABSEAT), do Departamento de Quimica da Universidade Federal de Santa Catarina
(UFSC) e avaliada quanto a sua atividade leishmanicida frente as formas
promastigotas e amastigotas de Leishmania braziliensis (ANDRIGHETTI-FROHNER
et al., 2009). Entre os derivados estudados, o composto 31 (figura 6) denominado 5-(2-
Benzoiletenila)-N-benzil-2-metoxibenzenosulfonamida, que provém da substituicao do
atomo de cloro do intermedidrio cloreto de sulfonila de 4-metoxichalcona pelo grupo
benzilamino, foi o que mostrou maior atividade, sendo esta 20 vezes maior que a
apresentada pelo derivado fenilamino. O derivado 3i apresenta massa molecular e

cLogP de 407,49 e 4,11, respectivamente, e baixa hidrossolubilidade.
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Figura 6. Estrutura quimica da 5-(2-Benzoiletenila)-N-benzil-2-

N
H

metoxibenzenosulfonamida

Posteriormente, o mesmo grupo de pesquisa avaliou a atividade dos derivados
sintéticos da 3-sulfonamida 4-metoxichalcona contra formas promastigotas e
amastigotas de L. amazonensis. Entre os compostos avaliados, o 3i apresentou a quarta
maior atividade contra a espécie, e a presenga do grupamento sulfonamida mostrou ser

essencial para o perfil leishmanicida (SOUZA et al., 2009).

L. braziliensis € um dos agentes etiologicos da LTA e a inibi¢cdo desse parasito
através de um tratamento topico pode impedir a evolu¢do da doenga para casos mais

sérios, como por exemplo, o aumento das lesdes que podem ser destrutivas,
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desfigurantes e incapacitantes, afetando psicologicamente o paciente, ja que destroem

as estruturas da pele (GUEDES et al., 2008).

A baixa solubilidade aquosa das chalconas tem sido o maior obsticulo no
desenvolvimento de formas de administracdo, tanto topica, quanto oral, visto que nao
dissolvem no intestino, tornando baixa a biodisponibilidade e sendo necessdria a
veiculagdo de doses extremamente altas (NIELSEN et al., 2004). De acordo com
Torres-Santos e colaboradores (1999b), a 2’,6’-diidroxi-4’-metoxichalcona (DMC)
isolada de Piper aduncum, mostrou seletiva atividade, in vitro e in vivo através da
administrac@o intraperitoneal, contra amastigotas intracelular de L. amazonensis e o
aumento dessa atividade terapéutica, em ratos, foi obtida pela encapsulacdo da

molécula em nanosferas biodegraddveis.

Novas formulacdes e sistemas de liberacdo de farmacos podem reduzir a
toxicidade e aumentar a atividade de compostos leishmanicidas (CROFT et al., 1991;
BERMAN, 1997; TORRES-SANTOS et al., 1999b). Sua vantagem inclui a
diminuicdao da dose e freqiiéncia de administracdo, a reducdo de possiveis efeitos
adversos e a potencializacdo na eficicia do tratamento (TORRES-SANTOS et al.,
1999b; PINERO et al., 2006; SAMPALIO et al., 2009).

Nanoemulsoes

As emulsdes sdo sistemas heterogéneos que consistem na mistura de uma fase
aquosa, uma fase oleosa e um agente emulsificante, permitindo assim a preparagdo de
misturas homogéneas e relativamente estdveis de dois liquidos imisciveis entre si

(AULTON et al., 2005; CAMARGO, 2008).

Nanoemulsdes sdo sistemas de aspecto leitoso nos quais goticulas oleosas de
tamanho nanométrico estdo uniformemente dispersas em uma fase aquosa externa,
estabilizadas por um sistema tensoativo adequado. Possuem didmetro reduzido de

goticula (geralmente de 100 a 300 nm) e baixa viscosidade, sendo também
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denominadas de emulsdes lipidicas ou emulsdes submicrométricas (BENITA; LEVY,
1993; BOUCHEMAL et al, 2004). Moléculas de reduzida hidrossolubilidade
associam-se preferencialmente a esses sistemas pela solubilizacdo no interior da
goticula de 6leo e/ou adsor¢do na interface da nanoestrutura (WASHINGTON, 1996;
TROTTA et al., 2002; SONNEVILLE-AUBRUN et al., 2004; FRONZA et al., 2004;
SAKULKU et al., 2009).

Durante muito tempo, a pele foi considerada como uma barreira impermedvel,
porém este conceito foi modificado e se reconheceram diferentes graus de
permeabilidade (PRISTA et al., 1992). A pele e as mucosas t€ém sido frequentemente
estudadas como via de administracdo de farmacos, pois representam uma via atrativa e
acessivel para administracdo de substincias em comparagdo as vias oral e parenteral,
por apresentar minimo efeito sisttmico (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1999;
GUTERRES et al., 2007).

Dados da literatura mostram que nanoemulsdes de uso tépico possuem
potencial uso como carreadores e liberadores de compostos bioativos de reduzida
hidrossolubilidade, visando tanto uma atividade sist€émica quanto uma atividade local
(DUNCAN et al., 1990; FRIEDMAN et al., 1995; PIEMI et al., 1999; YILMAZ;
BORCHERT, 2006; KELMANN et al., 2007).

A incorporagdo de compostos lipofilicos nas nanoemulsdes pode conduzir a um
aumento na taxa de penetracdo dos mesmos através da pele intensificando, assim, o
efeito topico, ou o nicleo pode exercer a funcdo de reservatdrio de liberagdo nas
camadas mais superficiais da pele (CALDERILLA-FAJARDO et al., 2006; BENITA,
1998; BARRY, 1987). Isso ocorre devido ao prolongamento do tempo de permanéncia
nas camadas superiores da pele, a maior drea de superficie de contato e pela baixa
tensao superficial das goticulas de 6leo (BENITA, 1999; KLANG; BENITA, 1998).
Estas caracteristicas proporcionam assim, a modulagdo da barreira do estrato corneo,

controlando a penetracdo cutanea; o aumento da interacdo do ativo com a pele e o
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aumento da estabilidade quimica do ativo (ALVES et al., 2007; FASOLO et al., 2007,
FASOLO et al., 2009; JUNYAPRASERT et al., 2009).

Essas formulacdes apresentam vantagens para aqueles fairmacos pouco soldveis
em agua, visto que o reduzido didmetro de goticula permite um depodsito uniforme na
pele, e pela possibilidade de promover um aumento da permeagdo transdérmica. Além
disso, as nanoemulsdes proporcionam aspecto sensorial agradavel, alta capacidade de
espalhabilidade e hidratacdo, além de poder facilitar a penetracio de ativos
(SONNEVILLE-AUBRUN et al., 2004; TADROS et al., 2004; RUKTANONCHALI et
al., 2009; SILVA et al., 2009).

Os o6leos de origem vegetal e semi-sintéticos sdo amplamente empregados no
desenvolvimento de nanoemulsdes (KLANG; BENITA, 1998). Oleos constituidos
principalmente de triglicerideos tém sido correntemente utilizados para compor a fase
interna  da nanoemulsio (PRIMO et al., 2008; ALVES et al, 2007
TEERANACHAIDEEKUL et al., 2007; HATZIANTONIOU et al., 2007
FRIEDMAN et al., 1995; BENITA, 1999; PIEMI, et al., 1999; CUNHA JUNIOR et
al., 2003; ALVES et al., 2005; PRIMO et al., 2006).

O nucleo oleoso das nanoemulsdes corresponde de 5 a 20% da composig¢ao final
da formulacao e o 6leo a ser utilizado e a sua concentra¢ao depende da solubilidade do
farmaco nestes componentes, propriedades fisico-quimicas desejadas e estabilidade
das formulagdes. Os triglicerideos de cadeia média (TCM) sdo ésteres constituidos de
trés dcidos graxos, com 8 a 12 4dtomos de carbono, unidos ao glicerol, e dissolvem
quantidades elevadas de compostos lipossoluveis. Sdo aproximadamente 100 vezes
mais soldveis em 4gua do que os triglicerideos de cadeia longa (TCL), sendo esses
menos utilizados (MUCHTAR; BENITA, 1994). Esses 6leos sdao considerados seguros
para a via cutanea (TRAUL et al., 2000).
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A interfase 6leo/dgua das nanoemulsdes deve ser estabilizada por tensoativos,
sendo preferiveis os hidrossoldveis, ja que necessitam menor energia para formar as
nanoemulsdes e dessa forma melhorar a estabilidade desses sistemas (KOMMURU et
al., 2001). As lecitinas sdo tensoativos de origem natural formadas por misturas de
fosfolipideos extraidos da soja ou da gema de ovo, possuem a fosfatidilcolina como
componente majoritirio, e sdao empregadas para estabilizacdo de nanoemulsdes por
serem atéxicos e biocompativeis (BENITA, 1998; KIBBE, 2000; HENNERE et al.,
2009). Os componentes da lecitina possuem grande afinidade pelas membranas
celulares, proporcionando um aumento da absor¢do de farmacos, geralmente ndo sdao

irritantes nem sensibilizantes para pele animal e humana (PAOLINO et al., 2002).

Os métodos mais utilizados para producdo de nanoemulsdes consistem na
homogeneizacdo a alta pressdo e microfluidizacdo. Estes sdo métodos fisicos que
produzem emulsdes monodispersas com reduzido didmetro de particula em grande
escala, mas podem causar o aquecimento da amostra e requerem o emprego de
equipamentos especificos. A ultra-sonicagdo pode ser realizada em escala laboratorial,
mas acarreta na elevacdo da temperatura da amostra durante o processo, pode
contaminar o produto com componentes da sonda e possui dificuldade na obtencdo de
emulsdes monodispersas € na execucdo em escala industrial. A emulsificacdo
espontanea, que utiliza solventes organicos para a formacdo das nanogoticulas, com
posterior evapora¢gdo dos mesmos, produz volumes reduzidos de produto final, além de
conduzir a formagdo de sistemas monodispersos. O método de preparo de
nanoemulsdes possui grande influéncia sobre as propriedades fisico-quimicas e, em
especial, o didmetro das goticulas das nanoemulsdes produzidas (ROBIN et al., 1992;
TADROS et al., 2004; BOUCHEMAL et al., 2004; YILMAZ; BORCHERT, 2005;
SADURNI et al., 2005; ALMEIDA et al., 2008).

Dentre as técnicas empregadas, a emulsificagdo espontanea tornou-se interessante
para estudos de desenvolvimento de formulagdes, visto ser de facil realizacdo em

escala laboratorial, nido requer equipamentos sofisticados, ndo utiliza altas
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temperaturas, € geralmente leva a formacdo de pequeno tamanho de goticula na
formulacdo, possibilitando preparar nanoemulsdes com propriedades similares aquelas
obtidas por métodos fisicos. Esse método resulta na emulsificacdo das nanogoticulas
da fase oleosa, devido a adi¢do de uma solu¢do solvente-6leo na fase aquosa, gerando,
dessa forma, uma instabilidade interfacial, como conseqiiéncia da rdpida difusdo do

solvente através da interface, diminuindo a tensdao da mesma (ALMEIDA et al., 2008).

O tamanho de particula é um dos parametros mais importantes para a
caracterizagdo das nanoemulsdes, pois pode fornecer informagdes importantes a
respeito da influéncia dos componentes da formulacido sobre as caracteristicas fisico-
quimicas da mesma (BENITA e LEVY, 1993; KLANG; BENITA, 1998).
Nanoemulsdes possuem tamanho de goticula geralmente entre 100 a 300nm,
garantindo um contato proximo com o estrato cérneo (SAKULKU et al., 2009;
ALVES et al., 2007). Além disso, a avaliacdao do diametro de particula é fundamental
nos estudos de estabilidade, pois quanto mais répido as goticulas do sistema aumentam
de tamanho, durante o periodo de armazenamento, menor a estabilidade do sistema

(ROLAND et al., 2003; CAMARGO, 2008).

A técnica mais empregada para analisar o didmetro médio de particula € a
espectroscopia de correlacao de fotons (PCS), também conhecida como espalhamento
de luz dindmico. Técnicas complementares tém sido empregadas para avaliar a
morfologia e o tamanho das goticulas, como a microscopia eletronica de transmissao -
MET (FRIEDMAN et al., 1995; HATZIANTONIOU et al., 2007; RUKTANONCHAI
et al., 2009; ALVES et al., 2007). O indice de polidispersdo (IP) indica a distribuicao
das particulas e é analisado juntamente com o didmetro médio de goticula. Valores de
IP entre 0,2 a 0,3 indicam uma boa homogeneidade das goticulas na amostra, e
geralmente em nanoemulsdes de uso topico o ideal é a distribuicdo apresentar-se de
forma monodispersa, ou seja, com uma dispersdo uniforme do didmetro das

nanoparticulas (ALVES et al., 2007; VARGAS, 2010).
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O potencial zeta estd diretamente relacionado a repulsdo eletrostdtica entre as
goticulas dispersas das nanoemulsdes, demonstrando a carga elétrica de superficie das
mesmas, além de fornecer informacdes sobre a estabilidade do sistema (ROLAND et
al., 2003). Esse parametro € conseqiiéncia da natureza quimica das moléculas
localizadas na interface das nanoemulsdes, originado pela dissociacdo de grupamentos
quimicos dos agentes tensoativos que estabilizam a interface da emulsio com a
formagdo de uma barreira mecanica (BENITA; LEVY, 1993; FLOYD, 1999; NETZ;
ORTEGA, 2002, DIAS, 2009). A lecitina ¢ um dos tensoativos mais empregados e
devido aos fosfolipideos carregados negativamente, como os &dcidos fosfatidicos e
fosfatidilserina, as formulagdes apresentam elevado potencial zeta negativo em pH
proximo da neutralidade (SILVA et al., 2007; SILVA et al., 2009; PRIMO et al.,
2008).

Um elevado valor de potencial zeta em modulo (>30mV) € importante para a
estabilidade fisico-quimica da emulsdo, uma vez que forcas repulsivas tendem a evitar
uma possivel floculagdo e coalescéncia (KLANG; BENITA, 1998; ROLAND et al.,
2003 YILMAZ et al, 2005, TEERANACHAIDEEKUL et al., 2007
RUKTANONCHALI et al., 2009). A sua determinagdo € realizada através de técnicas
eletroforéticas especificas e reflete a composicdo da interface, assim como a

concentragdo de farmaco na interface 6leo/dgua (TAGNE et al., 2008).

O pH pode afetar consideravelmente a carga de superficie de nanoemulsoes e a
estabilidade destes sistemas, podendo afetar também o tamanho das goticulas
(YILMAZ et al., 2005). Alteracdes dos valores de pH indicam a ocorréncia de reacoes
quimicas, levando a modifica¢des nos grupamentos polares dos tensoativos, reduzindo
sua eficiéncia. No caso de nanoemulsdes contendo Oleos vegetais, pode ser observada
uma diminui¢ao no valor de pH, decorrente da hidrélise dos ésteres de acidos graxos,
gerando, consequentemente, dcidos graxos livres. Estes reduzem o valor de pH, e o seu
monitoramento serve como indicador de estabilidade das nanoemulsdes durante o

armazenamento. Em emulsdes formuladas com lecitina, o pH pode diminuir devido
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aos fosfolipideos dcidos presentes na mesma (KLANG et al, 1999, MARTINI 2005).
Para a aplicacdo cutinea, o pH das formulacdes geralmente encontra-se da

neutralidade a levemente acido (ALVES et al., 2007).

A avaliacdo da viscosidade de nanoemulsdes tem sido pouco descrita na
literatura, mas apresenta grande importancia para o desenvolvimento de formulagdes
de uso topico. A viscosidade € influenciada pelos componentes das nanoemulsdes,
6leos e tensoativos, e por parametros como a concentracao da fase interna (JUMMA et
al., 1998), o diametro de goticula (SILVENDER et al., 2003; SILVA et al., 2006) e a
viscosidade do Oleo constituinte do nicleo oleoso (JUMMA et al. 1998; CHUNG et
al.,, 2001). A viscosidade do 6leo e sua concentragdo podem levar ao aumento da
viscosidade, assim como a natureza e concentracdo do tensoativo (LEVY; BENITA,
1989; JUMA; MULLER, 1998). Esses dois componentes das nanoemulsdes estdo
fortemente ligados ao tamanho de goticula que, geralmente, se relaciona aos valores de
viscosidade, isto €, quanto maior o tamanho de goticula, maior a viscosidade (JUMA;

MULLER, 1998).

As nanoemulsdes liquidas geralmente apresentam um comportamento reoldgico
do tipo newtoniano (ROLAND et al., 2003; SILVANDER et al., 2003). A medida da
viscosidade pode ser realizada por viscosimetro capilar. Devido a consisténcia leitosa
das nanoemulsdes, a administracdo tdpica € facilitada por meio de sua incorporacao
em veiculos carreadores, como hidrogéis. (SCHWARZ et al., 1996; ALVES et al.,
2005; FASOLO et al., 2007; SILVA et al., 2007; SILVA et al., 2009; SAKULKU et
al., 2009).

As nanoemulsdes espessadas com polimeros apresentam-se como fluido ndo-
newtoniano (ALVES et al., 2005) e com comportamento pléastico ou pseudo-pléstico,
tornando-se ideais para aplicagdo tépica (SCHWARZ et al., 1995). O Carbopol 940° é
um dos polimeros hidrossoluveis mais utilizados para aumentar a viscosidade de

emulsdoes (SCHWARZ et al.,, 1996; ALVES et al., 2005; YILMAZ et al., 2005;
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YILMAZ et al., 2006), visto que, uma formulacdo de uso topico deve permitir que o
sistema contendo o farmaco, apresente maior afinidade a pele e ndo ao veiculo, o que
pode ser solucionado com a incorporacdo em uma base hidrofilica (ALVES et al.,

2007; BABOOTA et al., 2007; MOU et al., 2008).
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