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RESUMO

A Leishmaniose Cutanea Localizada é uma das formas clinicas mais comuns de Leishmaniose,
sendo caracterizada pela presenca de lesdes ulcero-crostosas bem localizadas e delimitadas na
superficie corporea. No Brasil, a principal espécie associada a esta forma é a Leishmania
braziliensis. Para seu tratamento, utilizam-se como primeira linha os Antimoniais
Pentavalentes, que sdo de uso parenteral e associados a importante toxicidade sistémica. Além
disso, destaca-se nos ultimos anos, um aumento cada vez maior de parasitos resistentes a esta
classe de drogas. Dessa forma, tem-se o estimulo para o desenvolvimento de uma nova forma
de tratamento localizada que possua eficacia semelhante ao tradicional, mas com menos efeitos
colaterais associados. Neste contexto, o Sistema de Membranas de Gelatina contendo Acido
Usnico encapsulado em lipossomo apresenta-se como uma proposta viavel de tratamento, em
decorréncia das capacidades anti-inflamatoria, antioxidante, cicatrizante e leishmanicida
associadas a essa combinacdo de composto. Diante do exposto, 0 presente trabalho teve como
objetivo avaliar o potencial in vitro deste sistema como uma nova forma de tratamento para
Leishmaniose Cutanea Localizada causadas por isolados de L. braziliensis. Para isso, foi
avaliada a viabilidade parasitaria através de contagem direta apos a exposi¢do dos parasitos
com o tratamento proposto. Observou-se uma reducéo significativa da viabilidade parasitaria
daqueles tratados com o presente sistema de acordo com um efeito dose dependente da
concentracdo do Acido Usnico. Ademais, constatou-se que esta forma de tratamento mostrou
um carater irreversivel, em que as culturas tratadas com este sistema, mesmo ap0s a suspensado
do tratamento, apresentaram menor viabilidade parasitaria. Frente os resultados dos
experimentos in vitro realizados, é possivel afirmar que o Sistema de Membranas de Gelatina
contendo Acido Usnico encapsulado em lipossomo apresenta potencial de servir como uma
opcao terapéutica para Leishmaniose Cutanea Localizada causada por parasitos da espécie L.

braziliensis.

Palavras-chave: Leishmaniose Cutanea; Membranas Bioativas; Acido Usnico.



ABSTRACT

Localized Cutaneous Leishmaniasis is one of the most common clinical forms of
Leishmaniasis, characterized by the presence of ulcer-crusted lesions well localized on the body
surface. In Brazil, the main species associated with this form is Leishmania braziliensis. For its
treatment, the Pentavalent Antimonials, which requires parenteral use and are associated with
important systemic toxicity, are used as the first line drugs. In addition, in recent years there
has been an increasing in parasites resistant to this class of drugs. Thus, there is a global stimulus
for the development of a new form of localized treatment that has similar efficacy to the
traditional one, but with fewer associated side effects. In this context, the Liposome-
encapsulated Usnic Acid Gelatine Membrane System presents as a viable treatment proposal,
due to the anti-inflammatory, anti-oxidant, healing and leishmanicidal abilities due to this
composition combination. Because of what has been exposed, the present work aimed to
evaluate the in vitro potential of this system as a new form of treatment for Localized Cutaneous
Leishmaniasis caused by L. braziliensis isolates. For this, the parasite viability was evaluated
by direct counting after the exposure of the parasites with the proposed treatment. A significant
reduction in the parasite viability of those treated with the present system was observed
according to a dose-dependent effect of the Usnic Acid concentration. In addition, it was found
that this form of treatment showed an irreversible character, in which the cultures treated with
this system, even after the suspension of the treatment, presented less parasitic viability. Based
on the results of the in vitro experiments, it is possible to affirm that the Liposome-encapsulated
Usnic Acid Gelatine Membrane System presents potential to serve as a therapeutic option for

Localized Cutaneous Leishmaniasis caused by parasites of the species L. braziliensis.

Keywords: Cutaneous Leishmaniasis; Bioactive Membranes; Usnic Acid.
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1 INTRODUCAO

As Leishmanioses sdo um grupo de doengas infecto parasitarias capazes de apresentar
grande variedade de manifestacdes clinicas, decorrente da infeccao dos individuos por parasitos
do género Leishmania (DANTAS-TORRES et al, 2006). Dentre as mais diversas formas de
classificacdo destas doencas, a que mais se destaca define duas formas clinicas de
Leishmaniose, a depender do principal local de acometimento do parasito, Visceral ou
Tegumentar. Esta, por sua vez, pode ser subclassificada em 4 outras formas clinicas: Cutanea

Localizada, Cutanea Disseminada, Cutanea Difusa e Mucocutanea (JIRMANUS et al., 2012).

Destas, a forma mais comum corresponde a forma Tegumentar, cuja estimativa anual
de casos varia de 600.000 a 1.000.000 mundialmente (DNDi, 2016). No entanto, a maior parte
destes casos sdo encontrados em paises considerados subdesenvolvidos, onde ha maior
exposicdo dos individuos ao  vetor da doenca (DAVID; CRAFT, 2009). O Brasil tem a
Leishmaniose Cutdnea Localizada (LCL) como a forma mais comum de Leishmaniose
Tegumentar no pais, sendo o principal agente etiologico a espécie Leishmania braziliensis
(BITTENCOURT et al., 2002).

Em todas as formas clinicas, a transmissdo se da através da picada da fémea do
Flebotomineo, da familia Psychididae. No momento do repasto sanguineo, as formas
flageladas, denominadas promastigotas, sdo inoculadas na corrente sanguinea do ser humano.
Este, ativa sua resposta imune, determinando a fagocitose dos parasitos pelas células do Sistema
Fagocitico Mononuclear (SFM), em especial pelos macréfagos, quando entdo os parasitos se
tornam amastigotas, aflagelados (BANULS et al., 2007). A depender da disseminacéo e da
extensdo do acometimento, variavel de acordo com a espécie do parasito e com o estado do
sistema imune, o individuo apresenta diferentes formas clinicas da doenga (LAINSON et al,
1987; YURCHENKO et al., 2000).

No que diz respeito a LCL, o0 acometimento no individuo é bem localizado e delimitado
topograficamente, nos quais o0s parasitos sao encontrados infectando macrofagos presentes na
camada dérmica da pele (VAN BOCXLAER et al., 2016). Estas lesGes, porém, apresentam
também um amplo espectro de manifestagdes clinicas, desde papulas eritematosas até a lesdo
descrita como classica, lesdo Ulcero-crostosa de bordas elevadas e fundo recoberto por material
exsudativo com 5 a 10 mm de diametro (BANULS et al., 2007; DAVID; CRAFT, 2009). No

geral, sdo lesGes de carater autolimitado, possuindo regressdo espontanea em um periodo que
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varia de 3 a 18 meses, embora possa dar origem a lesdes cicatriciais desconfigurantes, que

podem comprometer as atividades sociais e de vida diaria do individuo (OMS, 2010).

O diagnostico da LCL é realizado a partir da associacdo entre dados epidemiologicos,
clinicos e laboratoriais da doenca (REITHINGER et al., 2007). Dentre os principais exames
complementares, destaca-se a pesquisa direta de parasitos através de bidpsia ou de aspiracdo do
material da borda da les&o, sendo considerado um método simples e com a maior especificidade
dentre as outras técnicas diagndsticas existentes (GONTIJO; CARVALHO, 2003). Outros
exames disponiveis vado desde a realizacdo de culturas até métodos de Biologia Molecular e

ReacOes de Imunoflorescéncia, cada um com suas limitacGes associadas (COSTA et al., 2009).

Os Antimoniais Pentavalentes (SBY), independentemente da forma clinica da
Leishmaniose, sdo as drogas de primeira linha utilizadas no tratamento. Estas atuam
comprometendo o metabolismo oxidativo dos parasitos em sua forma amastigotas,
prejudicando processos importantes para sua viabilidade (CHULAY et al., 1988; HANDJANI
etal., 2017). Este tratamento, porém, esta associado com importante toxicidade em 6rgdos como
coracao, figado e rins, limitando, por muitas vezes, a continuidade do tratamento (AMATO et
al., 2007). As drogas de segunda linha, como a Anfotericina B e Miltefosina, possuem
importantes limitagdes quanto ao seu uso, tanto decorrente dos efeitos colaterais quanto da
eficiéncia do tratamento a elas associado (CROFT; OLLIARO, 2011; RAKOTOMANGA et
al., 2007; SINGH et al., 2012).

Tais formas de tratamento, por sua vez, apresentam uma importante limitacdo pois
correspondem a uma terapéutica sistémica para o tratamento de uma doenca bem localizada, no
caso da LCL (VAN BOCXLAER etal., 2016). Ademais, observa-se, nos tltimos anos, aumento
no numero de parasitos considerados resistentes aos tratamentos disponiveis. Frente a isto, 0
Comité de Peritos da Organizacdo Mundial da Saude estimula e fomenta o desenvolvimento de
formas de tratamento tépico para a LCL (OMS, 2013; SILVA et al., 2016).

O uso de Membranas Bioativas vem ganhando cada vez mais espaco como 0p¢éao
terapéutica para as mais diversas patologias na pratica médica (NEEL et al., 2013;
KANOLPANONT et al., 2012). Destes, o uso de Membranas compostas por colageno
hidrolisado, gelatinas, vem sendo amplamente estudada no tratamento de pacientes queimados,
com resultados bastante promissores. Isto, por sua vez, se da pelo poder cicatrizante do
colageno (LAINSON et al, 1987; HELARY et al., 2006; RUSZCZAK et al., 2003). Dessa
forma, o uso das Membranas de Gelatina aparenta ser promissor no tratamento da LCL. Além
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disso, tais membranas podem ser associadas a farmacos, capazes assim, de potencializar o poder
terapéutico das Membranas (LOSS et al., 2000).

O Acido Usnico (AU), composto derivado de liquens, apresenta, dentre outras,
propriedades anti-inflamatoria e cicatrizante (BRUNO et al., 2013). O uso deste composto
associado as Membranas de Gelatina mostrou-se ja bastante promissor nos pacientes queimados
(ARAUJO et al., 2015). Além disso, é descrito em literatura o poder leishmanicida do AU, ao
agir na membrana plasmatica do parasito (FOURNET et al., 1997; DERICI et al., 2018). No
entanto, o uso do AU apresenta uma importante limitacdo tendo vista o fato de ndo ser um
composto soluvel em agua (FRANCOLINI et al., 2013). Frente a isto, uma alternativa
corresponde a utilizacdo de sistemas de distribuicdo Lipossomal, que apresenta uma natureza
anfifilica, capaz de carrear drogas de diferentes naturezas, bem como proporcionar uma
liberacdo controlada das drogas (FERREIRA; RANGEL, 2009; PATEL et al., 2010; KALAT
etal., 2014).

Diante do exposto, o sistema de Membranas de Gelatina contendo Acido Usnico
encapsulado em Lipossomo (M+AUI) possui potencial de ser uma alternativa terapéutica viavel
e eficiente no tratamento da LCL. Dessa forma, o presente trabalho tem como objetivo avaliar
a viabilidade de parasito da espécie L. braziliensis ao tratamento, in vitro, com o sistema
M+AUI.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 As Leishmanioses

As leishmanioses compreendem um extenso grupo de doencas infecto parasitarias
negligenciadas causadas por parasitos do género Leishmania, protozoarios intracelulares
(DANTAS-TORRES, 2006). Dentro deste género, € possivel encontrar mais de 20 espécies de
parasitos, distribuidas em dois subgéneros diferentes: Leishmania e Viannia (Tabela 1), muito
embora, destas cerca de 17 espécies sdo identificadas como patogénicas no ser humano
(CROFT et al., 2006). Cada espécie, por sua vez, apresenta diferentes tropismos entre si, seja
por pele, mucosas ou visceras, 0 que justifica a extensa variedade de manifestacGes clinicas
caracteristicas deste grupo de doencas (LAINSON et al, 1987; YURCHENKO et al., 2000;
BANULS et al., 2007). Tal fato, associado ao tipo de resposta imunoldgica de cada individuo,
seja celular ou humoral, leva a diferentes extensées de acometimento organico, podendo-se
assim classificar as Leishmanioses em sua forma Visceral ou Tegumentar (LAINSON et al,
1987; BANULS et al., 2007).

Tabela 1. Espécies de parasitas do género Leishmania classificadas de acordo com a forma clinica mais comum
de cada uma e com a regido do mundo em que sdo predominantes (Adaptado de Petersen, 2015)

LCL LCD LMC LV

Espécies do | L. (L.) major L. (L.) aethiopica L. (L.) major L. (L.) infantum
Velho Mundo | L. (L.) tropica L. (L.) tropica L. (L.) donovani

L. (L.) aethiopica L. (L.) infantum

L. (L.) infantum L. (L.) donovani
Espécies do | L. (L.) venezuelensis L. (L.) mexicana L. (V.) braziliensis L. (L.) infantum
Novo Mundo | L. (L.) mexicana L. (L.) amazonensis L. (V.) guyanensis

L. (L.) amazonensis L. (V.) panamensis

L. (L.) infantum

L. (V.) lainsoni

L. (V.) naiffi

L. (V.) peruviana

L. (V.) shawi

L. (V.) braziliensis

L. (V.) guyanensis

L. (V.) panamensis

LCL. Leishmaniose Cutdnea Localizada. LCD. Leishmaniose Cutanea Difusa. LMC. Leishmaniose

Mucocutanea. LV. Leishmaniose Visceral.
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A forma Visceral (LV) é considerada a mais grave da doenga, tendo vista que ela se
caracteriza pelo comprometimento de 6rgaos como figado, baco, linfonodos e medula 6ssea
(FIOCRUZ, 2013). Muito embora a real gravidade da doenca varia de acordo com a viruléncia
do parasito, bem como da resposta imune do hospedeiro (LAINSON et al, 1987;
YURCHENKO et al., 2000). Em geral, o individuo com LV apresenta-se como um paciente
crénico, com febre irregular e de longa duracdo, associada a hepatoesplenomegalia,
linfadenopatia, hipergamaglobulinemia, hipoalbuminemia, pancitopenia e debilidade
progressiva (BERMAN, 1997). Aproximadamente 90% dos casos estdo concentrados em 6
paises: Bangladesh, Etiopia, india, Suddo, Sud&o do Sul e Brasil (OMS, 2016).

Jano que diz respeito a forma Tegumentar (LT) da doenga, esta pode ser subclassificada
em quatro diferentes formas clinicas: cutanea localizada, cuténea disseminada, cutanea difusa
e mucocutanea. Destas, a forma cutanea localizada (LCL) é a mais frequente na populacdo
mundial, correspondendo a cerca de 95% dos casos de LT. Esta forma, por sua vez, se
caracteriza pela presenca de Ulceras nas superficies expostas do corpo, geralmente no rosto e
nos membros (JIRMANUS et al., 2012; DNDi, 2016)

A forma cuténea difusa (LCD), em contraste com a LCL, é a forma mais rara de LT,
afetando pacientes que apresentam comprometimento importante da sua resposta celular. Em
geral, os individuos apresentam lesdes cutaneas, com intenso parasitismo, disseminadas pelo
corpo, com altas taxas de reincidéncia apos o tratamento (COSTA et al., 1992; BARRAL et al.,
1996; BANULS et al., 2007).

Ja forma cuténea disseminada (LD), também uma forma rara de apresentacdo da LT, se
caracteriza pela presenca de inimeras lesfes papulosas disseminadas por todo o corpo, embora
acometa de maneira especial tronco e face, pode também comprometer mucosas em até 38%
dos casos. As lesbes da LD regridem rapidamente a partir da instituicdo do tratamento, embora

raramente alcancem a cura (TURETZ et al., 2002).

Por fim, a forma muco-cutanea, em muitos casos, sao resultados da evolucéo de casos
primarios da LCL ap06s cura da lesdo inicial, especialmente nos pacientes que apresentam algum
tipo de comprometimento imune, como os portadores de HIV (DE OLIVEIRA; BRODSKYN,
2012; STRAZZULLA et al., 2013). As lesGes, por sua vez, ndo se restringem somente a pele,
ocasionando intensa destrui¢cdo de mucosas, como a nasal e a da faringe, bem como a de tecidos
circunjacentes (BANULS et al., 2007; da COSTA et al., 2014; MCGWIRE; SATOSKAR,
2014).
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2.2 Ciclo de Vida do Parasito

Os parasitos do género Leishmania sdo caracterizados como digenéticos, tendo em vista
que, ao longo do seu ciclo de vida, apresentam duas morfologias distintas a depender da
presenca ou da auséncia de flagelo, denominadas promastigotas e amastigota, respectivamente
(HANDMAN et al., 1999). A forma promastigota é encontrada em hospedeiros invertebrados
e a forma amastigota em vertebrados. Dessa forma, por alternar entre estes dois tipos de
hospedeiros, o ciclo é também caracterizado como um ciclo heteroxénico (BANULS et al.,
2007). Ademais, tendo em vista que, em geral, o hospedeiro vertebrado corresponde ao ser
humano, é possivel classificar as Leishmanioses como antropozoonoses (HANDMAN et al.,
1999).

O hospedeiro invertebrado presente no ciclo de vida das espécies do género Leishmania
correspondem as fémeas dos insetos familia Psychididae, que compreende os géneros
Phlebotomus e Lutzomyia, em geral, nomeado de Flebotomineo. Nestas, predominam as formas
promastigotas do parasito, encontrada no tubo digestivo, local onde se apresentam em constante
divisdo e expansdo numeérica através de fissdo binaria. Através desse processo, origina-se a
forma promastigota metaciclica, morfologicamente semelhante a forma promastigota, mas que
agora é considerada infectante. Assim, esta forma, é inoculada na corrente sanguinea do ser
humano através da saliva do fleb6tomo no momento do repasto sanguineo (BANULS et al.,
2007; HANDMAN et al., 1999). Além disso, destaca-se a presenca de substancias
anticoagulantes, vasodilatadoras e imunomoduladoras na saliva dos vetores, que facilitam e
favorecem a transmissdo do parasito e sua interacdo com as células do ser humanos
(KAMHAWI, 2000; SACKS; KAMHAWI, 2001)

Ao ganharem a corrente sanguinea, os parasitos em sua forma promastigota infectam as
células do Sistema Fagocitico Monocitario (SFM), especialmente os macréfagos, e originando
entdo a forma amastigota, apds a ocorréncia da fagocitose (GRIMALDI et al., 1993; MURRAY
et al., 2005). Apds a infeccdo, os parasitos expandem-se e disseminam-se para diversos pontos
do organismo, em geral, figado, baco e medula, locais que apresentam grande quantidade de
células do SFM e que definem a forma clinica da doenca no ser humano. Em um novo repasto
sanguineo, as fémeas do fleb6tomo inoculam as formas amastigotas encontradas no interior das
células do SFM ou livres na circulagdo sanguinea, ganhando o tubo digestivo destas, onde se
expandem e tornam-se promastigotas, reiniciando assim, o ciclo de vida destes parasitos (Figura
1) (BANULS et al., 2007).
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Figura 1. Ciclo de vida dos parasitos do género Leishmania. (A) Os parasitos na forma promastigota multiplicam-
se no interior do fleb4tomo da familia Psychididae e tornam-se promastigotas metaciclicas, infectantes. (B) No
momento do repasto sanguineo, os parasitos sao inoculados e ganham a corrente sanguinea. (C) Os parasitos sao
entdo fagocitados pelas células do SFM e ganham a forma amastigota, se multiplicam e disseminam pelo
organismo. (D) Em um novo repasto sanguineo, as formas amastigotas vao para o tubo digestivo do vetor, onde
expandem e tornam promastigotas. VL. Leishmaniose Visceral. CL. Leishmaniose Cutanea Localizada (Adaptado

de TDR - For Research on Diseases of Poverty. Disponivel em: https://www.who.int/tdr/diseases-

topics/leishmaniasis/en/. Acesso em 12 de maio de 2019)

2.3 Epidemiologia da Leishmaniose Cutanea

A Leishmaniose Cutdnea (LC) apresenta uma ampla distribuicdo geogréfica sendo
considerada endémica em diversas regides do mundo, com registro de cerca de 600.000-
1.000.000 de casos ao ano (DNDi, 2016). Dentre tais regibes, destaca-se a endemicidade
caracteristica desta doenca nos paises considerados subdesenvolvidos, com condicdes
socioecondmicas menos favoraveis (Figura 2) (DAVID; CRAFT, 2009). Estima-se que cerca
de dois tergos dos casos de LC estejam concentrados em 6 paises: Afeganistdo, Algéria, Brasil,
Coldmbia, Ira e Siria (OMS, 2015).


https://www.who.int/tdr/diseases-topics/leishmaniasis/en/
https://www.who.int/tdr/diseases-topics/leishmaniasis/en/
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Endemicidade da Leishmaniose Cutanea no mundo, 2015
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Figura 2. Distribuicdo Geografica da Leishmaniose Cutanea no ano de 2015. Nota-se a presenca de maior nimero
de casos em paises que apresentam piores condi¢fes socioecondmicas, representados em tonalidade mais escura
(Adaptado de OMS, 2016).

No que diz respeito ao Brasil, a LCL corresponde a forma mais comum de LT no pais.
Desde 0 ano de 2014, quando foram registrados 20.765 casos pelo SINAN/SVS, observou-se
uma queda no nimero de casos confirmados até o ano de 2016, com o registro de 12.977 casos.
Os dados mais recentes, que datam de 2017, por sua vez, mostram um aumento no registro de
casos confirmados no pais, 17.261 casos (BRASIL, 2019).

Na Regido Nordeste, por sua vez, a LCL corresponde a cerca de 90% dos casos de LT,
acometendo, em geral, homens jovens adultos que trabalham no campo (JIRMANUS et al.,
2012; DNDi, 2016). No ano de 2017, esta regido representava cerca de 37% dos casos de LCL
no pais, correspondendo a 4.742 casos registrados. Destes, cerca de 60% (2.832) foram
registrados na Bahia. No estado de Sergipe, por sua vez, foram registrados somente 5 casos de
LCL neste mesmo ano (BRASIL, 2019).

2.4 Apresentacdo Clinica da Leishmaniose Cutanea Localizada
De modo geral, as Leishmanioses sdo caracterizadas por possuirem pacientes com

quadros crdnicos e progressivos, ou seja, com morbidade bastante significativa, enquanto que
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a mortalidade da doenca € comumente baixa (OMS, 2010). No que diz respeito a LCL, em
decorréncia das lesbes cutaneas e de suas sequelas nos individuos, se caracteriza por
comprometer as relacdes sociais e a qualidade de vida dos pacientes, ocasionando significativa
taxa de morbidade, ao passo que a de mortalidade ndo atinge indices considerados expressivos
(OMS, 2016).

A LCL se caracteriza por ser uma doenca bem localizada e delimitada no organismo, na
qual o parasito infecta os macréfagos presentes na camada dérmica da pele, dando origem as
lesBes caracteristicas desta forma clinica (VAN BOCXLAER et al., 2016). Ademais, destaca-
se o fato de que, predominantemente, tais lesdes sdo encontradas em areas expostas na
superficie da pele do paciente, em geral bracos, pernas e face, locais em que o Flebotomineo
entra em contato direto com o paciente (MEARS et al., 2015).

Tais lesdes, por sua vez, apresentam um espectro amplo de manifestacdes clinicas,
sendo resultado de fatores que vdo desde a viruléncia da espécie de parasito infectante até o
estado do sistema imunologico do hospedeiro. Num primeiro momento, em geral, as les6es se
apresentam como formaces papulares e eritematosas, cujo diametro variam de 5a 10 mm em
regides delimitadas da superficie corporea. Em seguida, muitas destas lesGes eclodem e ganham
a forma de lesdes ulcero-crostosas de bordas elevadas e fundo recoberto por material
exsudativo, sendo esta a forma classica de apresentacdo da LCL (Figura 3) (DAVID; CRAFT,
2009; BANULS et al., 2007)

Figura 3. Leséo ulcerada caracteristica da LCL.
(Disponivel em https://www.who.int/leishmaniasis/Cutaneous_Leishmaniasis_hr.jpg?ua=1. Acesso em 13 de

maio de 2019)



https://www.who.int/leishmaniasis/Cutaneous_Leishmaniasis_hr.jpg?ua=1
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Outro sinal clinico bastante comum encontrado no quadro clinico da LCL, além das
lesGes ulcerativas caracteristicas, corresponde a presenca de linfadenopatias regionais, que
precedem as ulceracBes no periodo entre 1 a 12 semanas (GONTIJO; CARVALHO, 2003).
Estas, por sua vez, se associam com a maior ocorréncia de recidiva da doenca, tendo em vista
a presenca de parasitos no interior das células do SFM encontrados nestes ganglios linfaticos
(GUIMARAES et al., 2016).

O quadro clinico da LCL, porém, na maioria dos casos, é autolimitado, no qual as lesdes
apresentam regressao e cura espontanea num periodo que varia de 3 a 18 meses a partir da lesdo
inicial. No entanto, apés a cura, as lesdes de pele resultam na presenca de lesdes cicatriciais
locais desconfigurantes. Estas, por sua vez, sdo as principais responsaveis pela estigmatizacao
associada a LCL, capazes de comprometer as relacfes sociais e as atividades de vida diaria do
individuo (OMS, 2010; DAVID; CRAFT, 2009).

Embora diversas espécies possam ocasionar a LCL, as lesdes causadas pela L.
braziliensis se distingue das outras devido a cronicidade, laténcia e tendéncia de metastase no
hospedeiro, além de ser a espécie mais associada a esta forma clinica no pais (BITTENCOURT
et al., 2002). Isto se deve em decorréncia da capacidade do parasito em persistir na cicatriz da
lesdo mesmo apds cura espontanea ou quimioterapica, persistindo assim sua capacidade de
replicacdo e recidiva da doenca (SCHUBACH et al., 1998). Estas lesbes, por sua vez,
apresentam-se com uma extensa destruicdo de tecido local bem como apresentam risco de
ocasionar a forma cutdnea disseminada, caso o parasito ganhe a corrente sanguinea
(MENDONCA et al., 2004).

2.5 Diagnostico da Leishmaniose Cutanea Localizada

O diagndstico da LCL é decorrente da associacdo de elementos que compreendam
aspectos epidemioldgicos, clinicos e laboratoriais (REITHINGER et al., 2007). Os aspectos
clinicos, por sua vez, podem tornar a suspeita ndo simples ou imediata, em decorréncia da
grande variabilidade de apresentacdes clinicas das lesGes da LCL, devendo-se realizar o
diagnostico diferencial com outras patologias, baseando-se, sobre tudo, nos aspectos
epidemioldgicos. Destas, as principais sdo Ulceras traumaticas ou por estase, piodermites,
paracoccidiomicose, neoplasias cutaneas, sifilis e tuberculose cutanea (GONTIJO;
CARVALHO, 2003).
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No que diz respeito aos exames complementares, aqueles que realizam o diagndstico
parasitoldgico sdo que possuem maior especificidade, podendo ser divididos em 3 grupos:
exame direto, cultura e reacdo de cadeia da polimerase (PCR) (MOTA; MIRANDA et al.,
2011). Destes, o exame direto através da pesquisa das formas amastigotas do parasito através
da bidpsia ou da aspiracdo de material da borda da lesdo possui especial destaque devido a sua
simplicidade, sendo normalmente o primeiro exame a ser realizado na investigagdo diagndstica
(Figura 4). No entanto, a sensibilidade diagnostica deste exame ¢ amplamente variavel, de
100% até 20%, a depender da duracdo da lesdo e do local em que fora obtida a amostra
(GONTIJO; CARVALHO, 2003).

Figura 4. Presenca de parasitos do género Leishmania em sua forma amastigota encontrados dentro de Macré6fago
Humano infectado. (ULHOA et al., 2013)

Outro método de Diagndstico Parasitologico corresponde a cultura dos parasitos obtidos
de material extraido da borda da lesao, por bidpsia ou aspiracio, em meio Agar Sangue de Novy
e McNeal modificado por Nicole (NNN) em 26°C. Desta forma, na presenca do parasito da
lesdo, observa-se expansdo de sua cultura. No entanto, este método apresenta limitacédo
importante pois necessita de recursos materiais laboratoriais adequados e humanos
qualificados, ndo disponivel na realidade de muitos locais, bem como pela sensibilidade global
de 50% associada a este método (GONTIJO; CARVALHO, 2003).

E possivel também realizar a inoculagdo do material obtido na pata ou no focinho de
animais de laboratorios. O diagnostico por este método, porém, demanda um longo periodo de
tempo, bem como sua eficécia varia conforme a espécie de Leishmania da lesdo, sendo, entéo,

um meétodo pouco utilizado na pratica. Por fim, é possivel a obtencdo do diagndstico
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parasitoldgico através de exames de PCR que apresentam sensibilidade e especificidade
elevadas, de 98,4% e 95,6%, respectivamente. Este método, todavia, necessita de exigéncias
técnicas especificas para sua realizacdo, bem como possui um custo bastante elevado, o que
limita seu emprego rotineiramente (GONTIJO; CARVALHO, 2003)

O Diagnostico Imunologico compreende uma outra vertente de exames complementares
a serem realizados na investigacdo clinica da LCL. Dos principais exames, destaca-se a
Intradermorreacdo de Montenegro (IDRM), uma reagdo de hipersensibilidade tardia a um
antigeno comum dos parasitos do género Leishmania. Apoés a inoculacdo deste antigeno na face
flexora do antebraco, considera-se o teste como positivo quando, apos 48-72 horas, nota-se a
presenca de uma enduracdo local com didmetro maior que 5 mm (REITHINGER et al., 2007).
Este método possui elevadas sensibilidade e especificidade nas areas em que a LCL é endémica,
com positividade estimada de 84% para LCL. No entanto, a IDRM é capaz de realizar o
diagnostico presuntivo da doenca, indicando se o individuo teve contato com o parasito, ndo
necessariamente manifestando a doenca ou indicando um tratamento prévio, situacdes nas quais
0 teste apresenta-se positivo, bem como pode manifestar a doenca e apresentar-se negativo nos
individuos imunodeprimidos (GONTIJO; CARVALHO, 2003).

J& no que diz respeito aos métodos de diagndstico sorologico, a Reagdo de
Imunoflorescéncia Indireta (RIFI) apresenta importante sensibilidade diagndstica para LCL
causadas por parasitos da espécie L. braziliensis, cerca de 71%, sendo assim o mais utilizado
desse grupo (MENDONCA et al., 1988). Além disso, é possivel realizar, através desse exame,
0 acompanhamento do tratamento, tendo em vista que os titulos podem cair ou desaparecerem
durante o tratamento e a cura. No entanto, nas fases iniciais da doenca, a RIFI pode apresentar
resultado negativo, bem como pode ser positiva em decorréncia de reacGes cruzadas com 0s
agentes etioldgicos da Doenca de Chagas e da LV (COSTA et al., 2009).

Muito embora os exames diagnésticos possam modificar seus resultados com o
estabelecimento do tratamento, o critério de cura da LCL é clinico. Este, por sua vez,
corresponde a reepitelizacdo das lesbes ulceradas e ndo ulceradas, com regressdo completa da
infiltracdo e do eritema no periodo de 3 meses apos a finalizacdo do esquema terapéutico
(GONTIO; CARVALHO, 2003; COSTA et al., 2009)
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2.6 Aspectos Terapéuticos da Leishmaniose Cutanea Localizada

Atualmente, o tratamento de primeira linha para LT consiste na administracdo via
parenteral de antimoniais pentavalentes (SBY), como o antimoniato de meglumina/Glucantime
ou o estibogluconato de sddio/Pensostam. Os antimoniais agem ao interferir no metabolismo
oxidativo das formas amastigotas de Leishmania promovendo a inibicdo da glicdlise e da
oxidacao de &cidos graxos, resultando numa producao reduzida de ATP e de GTP. Ademais,
estas drogas apresentam ainda outros mecanismos de acdo, como ligacdo inespecifica aos
grupos sulfidrilicos das proteinas das amastigotas (CHULAY et al., 1988; BERMAN, 1997;
HANDJANI et al., 2017).

Por usa vez, o uso intralesional do SBY apresentou resultados extremamente variaveis
quanto a cura das lesdes dos pacientes, com a taxa de cura variando de 26,3% até 100%. Dentre
os fatores que justificam esta grande variabilidade nas taxas de cura, destaca-se tanto a diferenca
guanto a resposta do paciente quanto as espécies de Leishmania envolvidas na infeccédo
(NAVIN et al., 1990; ROMERO et al., 2001). Além desses, 0 uso em baixas doses dos
antimoniais podem também justificar o alto indice de falha terapéutica deste tipo de tratamento.
No entanto, mesmo em baixas doses, o uso de SBY associado a imunoterapia do tratamento
topico com Fator Estimulador de Coldnias de Granulécitos e Macréfagos (GM-CSF)
apresentou alta taxa de cura, chegando a cifras de 100%, mesmo em pacientes refratarios
(MACHADO-PINTO et al. 2002; ALMEIDA et al., 2005).

Entretanto, o uso de SBY se associa com significativa toxicidade sistémica, sendo capaz
de acometer coragdo, figado, rins e pancreas (AMATO et al., 2007). Devido a isto, € importante
a reavaliacdo constante do paciente, evitando o agravamento dos efeitos colaterais, capazes de
gerar insuficiéncia renal e arritmias graves, ou, até mesmo, Obito. A toxicidade, por sua vez,
apresenta carater reversivel ap6s a suspensao do tratamento (OLIVEIRA et al., 2011). Outros
efeitos colaterais associados ao uso dessa classe de drogas compreendem mialgia, nauseas,

vOmitos, diarreia, febre, cefaleia, anorexia, fadiga, dentre outros (OLIVEIRA et al., 2011).

Ademais, é importante ressaltar que o uso de antimoniais também esta associado com a
inducdo para o aparecimento de parasitos resistentes a essa classe de drogas (HANDJANI, et
al., 2017; AMATO et al., 2007). Dentre os locais aos quais a presenca de parasitos resistentes
se destaca, a india ganha forte importancia. Isto, por sua vez, se associa ao fato de os SBY serem
comercializados livremente, fazendo com que haja o seu uso indiscriminado e em doses
consideradas ndo efetivas, promovendo assim a sele¢do dos parasitos considerados resistentes
(CROFT; SUNDAR et al., 2006).



28

No arsenal terapéutico das drogas consideradas de segunda linha para o tratamento,
destaca-se a Anfotericina B, tanto em sua apresentacdo como Deoxicolato quanto na
Lipossomal (SANTOS et al., 2014). Esta, por sua vez, esta associada com a menor ocorréncia
dos efeitos colaterais geralmente esperados no tratamento com SBY, sendo assim, melhor
tolerado pelo paciente (SOLOMON et al., 2013). No entanto, ja foi demonstrado anteriormente
que, apesar dos menores efeitos colaterais, o tratamento com a Anfotericina Lipossomal
apresenta menor taxa de cura quando comparado ao tratamento com SBY (MOTTA;
SAMPAIO, 2012). Porém, o principal limitador do uso dessa droga corresponde ao custo
bastante elevado, sendo muitas vezes inviavel o seu uso em locais em que a doenca é
considerada endémica (CROFT; OLLIARO, 2011).

Outras drogas de segunda linha compreendem a Pentamidina, Miltefosina e a
Paromomicina, cuja indicacdes de uso para o tratamento da LCL sdo bastante restritas, em
decorréncia da alta variabilidade das taxas de curas associadas ao tratamento (SANTOS et al.,
2014). Esta variabilidade, por sua vez, é decorrente do perfil de resisténcia do parasito, que
varia tanto a depender da espécie quanto o local geogréfico (CROFT; OLLIARO, 2011,
RAKOTOMANGA et al., 2007; SINGH et al. 2012). Cabe destacar, porém, que estes
tratamentos considerados de segunda linha, quanto o tratamento com SBV, sdo tratamentos em
geral administrados via parenteral, embora existam formulacgdo oral da Miltefosina e tdpica da
Paromomicina, para uma doenca cujo acometimento é bem localizado na camada dérmica da
pele (VAN BOCXLAER et al., 2016).

J& no que diz respeitos aos métodos fisicos de tratamento, embora ainda ndo haja um
que possa ser formalmente encontrado dentre as opcdes terapéuticas para LCL, destacam-se a
termoterapia e a crioterapia. Ambas as op¢Oes ja demonstraram taxas de cura significativas,
muitas vezes semelhantes ou, até mesmo, superiores ao tratamento com o uso do antimonial
intralesional, porém, com menor intensidade de efeitos colaterais (ARONSON et al., 2010;
JOWKAR et al., 2012; AURELIANO et al., 2018). No entanto, tais métodos necessitam de

maiores estudos para que possam ser acrescidos no rol de tratamentos disponiveis para a LCL.

2.7 Sistemas de Membranas de Gelatina
A Organizacdo Mundial da Saude (OMS), através de entidades como o seu Comité de
Peritos, fomenta o estimulo para o desenvolvimento de novas formas de tratamentos localizados

para a LCL (OMS, 2013). Desta forma, abre-se o caminho para o desenvolvimento de novas
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formulagdes que, mesmo possuindo eficacia semelhante aos tratamentos sistémicos atualmente
empregados, estejam associadas a menores efeitos adversos (SILVA et al., 2016). Algumas
alternativas de tratamentos topicos ja foram desenvolvidas, como o uso da Paromomicina e de
Anfotericina B, muito embora nenhuma se apresentasse completamente satisfatéria em
decorréncia dos efeitos adversos ou da falta de eficicia dos tratamentos (BEN SALAH et al.,
2013; LAYEGH et al., 2011; NEAL et al., 1994; GONZALEZ et al., 2008).

Neste contexto, os polimeros naturais vém ganhando cada vez mais espago no campo
da saude para o tratamento localizado das mais diversas patologias que acometem a pele. Dentre
0s principais pontos favoraveis, destaca-se a biocompatibilidade do material com tecidos
humanos, bem como pela sua biodisponibilidade, além de satisfazerem algumas das exigéncias
esperadas para um curativo ideal (NEEL et al., 2013; KANOLPANONT et al., 2012). Em
relacdo a outros beneficios associados ao uso de membranas bioativas, destaca-se a prevencao
da desidratacdo da lesdo cutdnea, aceleracdo da angiogénese, inducdo da epitelizacdo e
formacdo do tecido de granulacdo, além de servir como barreira mecanica, como protecdo da
lesdo contra microrganismos do ambiente (KANOLPANONT et al.,, 2012; LABOUTA,;
SCHNEIDER, 2013).

O uso de colageno hidrolisado, ou gelatina, vem ganhando cada vez mais espago como
um dos tipos de materiais mais utilizados na confeccdo das membranas bioativas para o
tratamento de lesdes cutaneas. Dentre outros, a utilizacdo dessas membranas na terapéutica de
pacientes queimados é amplamente estudada em ensaios clinicos, possuindo resultados bastante
promissores (ARAUJO et al., 2015). Tal fato, por sua vez, se justifica pelo fato de a gelatina
apresentar importante biocompatibilidade tecidual, bem como baixa patogenicidade e
imunogenicidade, além de o préprio colageno ser capaz de estimular a proliferacdo de
miofibroblastos, componente essencial no processo de reparacdo tecidual da leséo
(RUSZCZAK et al., 2003; HELARY et al., 2006).

Outro ponto bastante interessante no que diz respeito as membranas de gelatina
corresponde a possibilidade de incorporar diferentes fArmacos de liberacdo prolongada para
auxiliar o tratamento (LOSS et al., 2000; NICOLOSI; MORAIS, 2005). Desta forma, torna-se
possivel potencializar a terapéutica, ao se associar dois mecanismos de acdo localizados no

tratamento da doenca. E é, nesse contexto, que se destaca o uso do Acido Usnico.
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2.8 Acido Usnico
O Acido Usnico (AU) é um composto natural derivado dos liquens, formas de vida
decorrentes da simbiose entre um fungo e uma cianobactéria ou alga. Este material ¢
amplamente estudado devido as suas importantes propriedades bioldgicas descritas na
literatura, dentre as quais anti-inflamatdria, cicatrizante, antimicrobiana e antioxidante
(BRUNO et al., 2013; FRANCOLINI et al., 2013, ARAUJO et al., 2015).

Ademais, estudos ja descrevem que o AU apresenta poder leishmanicida, atuando
diretamente na membrana plasmatica dos parasitos (FOURNET et al., 1997). Outro mecanismo
através do qual o AU é capaz de exercer sua capacidade leishmanicida corresponde a
modificacdo citoarquitetural de organelas citoplasmaticas, o que, por sua vez, comprometem
funcbes importantes para o parasito, como sua replicacdo (DA LUZ et al., 2015). Por fim, 0 AU
apresenta a capacidade de aumentar a expressao de genes considerados pré-apoptoticos, como
p53, Bax, Casp-3 e Casp-9, ao passo que suprimem a de genes antiapoptoticos, como a de Bcl-
2 (DERECI et al., 2018).

Frente a isso, 0 uso do AU apresenta-se como uma possibilidade interessante com
capacidade de auxiliar no processo de cicatrizagdo das lesdes cutéaneas da LCL, ao combinar
acOes cicatrizante e anti-inflamatéria com a capacidade leishmanicida do composto. Todavia,
o uso do AU apresenta também limitacdes ao seu uso, dentre elas o fato de ocasionar importante
toxicidade hepéatica, bem como devida a baixa solubilidade deste composto em agua
(FRANCOLINI et al., 2013).

Os sistemas de distribuicdes de drogas compostos por Lipossomos vém ganhando cada
vez mais importancia no que diz respeito ao carreamento de drogas que apresentam baixa
solubilidade em agua, como é o caso do AU (DIMER et al., 2013). Tal capacidade, por sua vez,
é decorrente das estruturas dos Lipossomos, sendo constituida de estruturas vesiculares
compostas de camadas de lipideos entremeadas por compartimentos aquosos, proporcionando
uma propriedade anfifilica a estes compostos (SIQUEIRA-MOURA et al., 2008). Dada esta
propriedade, os sistemas lipossomais apresentam-se capazes ndo somente de carrear drogas de
diferentes naturezas, mas também de proporcionar uma liberacéo controlada destas, diminuindo
a toxicidade da droga, e uma melhor penetracdo nos tecidos (FERREIRA; RANGEL, 2009;
PATEL et al., 2010; KALAT et al., 2014).

O Sistema de Membrana de Gelatina contendo Acido Usnico encapsulado em

Lipossomo, por sua vez, ja fora demonstrado sua eficiéncia no processo de cicatrizacdo de
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lesbes cuténeas decorrentes de queimaduras em modelos suinos. Além de uma absor¢do
significativa do AU nas camadas da pele, foi observado também o desenvolvimento e a
maturacdo mais eficientes do tecido de granulacdo da lesdo, bem como maior celularidade e

deposicao de fibras colagenas quando comparados a outros tratamentos (NUNES, 2016).

Neste contexto, o desenvolvimento de um tratamento de acdo topica para LCL
constituida por Membranas de Gelatina contendo Acido Usnico encapsulado em Lipossomo
apresenta-se como uma alternativa terapéutica possivelmente viavel, em decorréncia do baixo
custo associado a formulacdo, bem como pela capacidade do sistema atuando tanto no processo

de combate ao parasito quanto na cicatrizagéo tecidual.
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http://mc04.manuscriptcentral.com/rsbmt-scielo. O autor deve escolher dentro do item
“Tipos de Manuscrito” uma categoria para o manuscrito: Artigos Originais, Editoriais,
Artigos de Revisdo, Comunicacdes Breves, Relatos de Casos, Relatorios Técnicos,
Imagens em Doencas Infecciosas, Cartas, Réplica a Carta ou Outros (quando ndo se
encaixar em nenhuma das categorias listadas). A responsabilidade pelo contetdo do

manuscrito é inteiramente do autor e seus coautores.

Carta de Apresentacao: a) deve conter uma declaracao, assegurando de que se trata de
pesquisa original e que, ainda, ndo foi publicada, nem esta sendo considerada por outro
periddico cientifico. Devem constar, também, que os dados/resultados do manuscrito
nédo sdo plagio. b) deve ser assinada por todos os autores e, na impossibilidade restrita,
0 autor principal e o Gltimo autor podem assinar pelos outros coautores, mediante
procuragdo. c) Os autores devem incluir na Cover Letter uma declaragéo de ciéncia de
que 0 manuscrito, apds submetido, ndo podera ter a ordem, nem o nimero de autores
alterados, sem justificativa e/ou informacdo a Revista da Sociedade Brasileira de
Medicina Tropical. d) Devem declarar que concordam, caso 0 manuscrito seja aceito
para publicacgdo, transferir todos os direitos autorais para a Revista da Sociedade

Brasileira de Medicina Tropical.

Contribuicdo dos autores: Os autores devem incluir, em documento separado, uma

declaracdo de responsabilidade especificando a contribui¢do, de cada um, no estudo.

Edicdo da Pré-Submissdo: todos os manuscritos submetidos a Revista da Sociedade
Brasileira de Medicina Tropical devem ser em inglés. E altamente recomendavel que os
autores utilizem os servicos de uma empresa profissional de edicdo e/ou traducdo. A
revisdo/edicdo da lingua inglesa ndo garante que 0 manuscrito sera aceito para

publicagéo.

Formatacéo do manuscrito

O manuscrito deve ser preparado usando software padrdo de processamento de textos

e deve ser impresso (fonte Times New Roman tamanho 12) com espaco duplo em todo
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0 texto, titulo/legendas para as figuras, e referéncias, margens com pelos menos 3cm. O
manuscrito deve ser dividido nas seguintes secdes: Cartdo de Apresentacdo (enderecada
ao Editor-Chefe), Pagina de Titulo, Titulo, Resumo, palavras-chaves, Texto do
Manuscrito, Agradecimentos, Declaracdo de Conflito de Interesses, Suporte Financeiro,
Lista de Referéncias, Titulo das Figuras/Legendas. A Carta de Apresentacdo, Pagina de
Titulo, Agradecimentos e Suporte Financeiro devem ser incluidos em documentos
separados (estes dois Ultimos podem ser incluidos junto com a Pagina de Titulo).

AbreviagGes devem ser usadas com moderagé&o.

Pagina de Titulo: deve incluir o nome dos autores na ordem direta e sem abreviacgoes,
afiliacBes institucionais (Departamento, Instituicdo, Cidade, Estado e Pais de cada
autor). O endereco completo do autor para correspondéncia deve ser especificado,
incluindo telefone, fax e e-mail. Na pagina de titulo também podem ser incluidos
agradecimentos e suporte financeiro. A quantidade de autores por manuscrito deve ser
limitada ao numero real de autores que realmente contribuiram com o manuscrito,
exceto para estudos multicéntricos nacionais e internacionais, que devem limitar-se a
vinte autores. Quando exceder a vinte autores, o restante sera publicado em notas de

rodape.

Indicacéo de potenciais revisores: Os autores sdo convidados a fornecer os nomes e
informacdes de contato (e-mail e telefone) por trés potenciais revisores imparciais.

Favor informar revisores de institui¢cdes diferentes dos autores.

Titulo: deve ser conciso, claro e o mais informativo possivel, ndo deve conter

abreviagdes e ndo deve exceder a 200 caracteres, incluindo espagos.
Titulo Corrente: com no maximo 40 caracteres.

Resumo Estruturado: deve condensar os resultados obtidos e as principais conclusdes
de tal forma que um leitor, ndo familiarizado com o assunto tratado no texto, consiga
entender as implicagdes do artigo. O resumo ndo deve exceder 250 palavras (100
palavras no caso de comunicacgdes breves) e abreviacGes devem ser evitadas. Deve ser

subdivido em: Introducdo, Métodos, Resultados e Conclusdes.

Palavras-chaves: 3 a 6 palavras devem ser listados em Inglés, imediatamente abaixo

do resumo estruturado.
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Introducdo: deve ser curta e destacar os propésitos para o qual o estudo foi realizado.

Apenas quando necessario citar estudos anteriores de relevancia.

Métodos: devem ser suficientemente detalhados para que os leitores e revisores possam
compreender precisamente o que foi feito e permitir que seja repetido por outros.

Técnicas-padrdes precisam apenas ser citadas.

Etica: em caso de experimentos em seres humanos, indicar se os procedimentos
realizados estdo em acordo com os padrdes éticos do comité de experimentacdo humana
responsavel (institucional, regional ou nacional) e com a Declaracdo de Helsinki de
1964, revisada em 1975, 1983, 1989, 1996 e 2000. Quando do relato de experimentos,
em animais, indicar se seguiu um guia do conselho nacional de pesquisa, ou qualquer
lei sobre o cuidado e uso de animais em laboratorio foram seguidas e 0 nimero de
aprovagdo deve ser enviado & Revista. No caso de pesquisa em seres humanos, 0S
autores devem incluir na secdo métodos no subtitulo Consideragbes Eticas uma

declaracdo de que o estudo foi aprovado pelo Comité de Etica Institucional.

Ensaios Clinicos: No caso de Ensaios Clinicos, 0 manuscrito deve ser acompanhado
pelo numero e érgdo de registro do ensaio clinico (Plataforma REBEC). Estes requisitos
estdo de acordo com a BIREME/OPAS/OMS e o Comité Internacional dos Editores de
Revistas Médicas (http://www.icmje.org) e do Workshop ICTPR.

Resultados: devem ser um relato conciso e impessoal da nova informagao. Evitar repetir

no texto os dados apresentados em tabelas e ilustragdes.

Discussao: deve relacionar-se diretamente com o estudo que esta sendo relatado. Néo

incluir uma revisao geral sobre o0 assunto, evitando que se torne excessivamente longa.

Agradecimentos: devem ser curtos, concisos e restritos aqueles realmente necessarios,

e, no caso de orgdos de fomento ndo usar siglas.

Conflito de Interesse: todos os autores devem revelar qualquer tipo de conflito de

interesse existente durante o desenvolvimento do estudo.

Suporte Financeiro: informar todos os tipos de fomento recebidos de agéncias de

fomento ou demais 6rgdos ou instituicdes financiadoras da pesquisa.

Referéncias: devem ser numeradas consecutivamente, na medida em que aparecem no

texto. Listar todos os autores quando houver até seis. Para sete ou mais, listar 0s seis
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primeiros, seguido por “et al”. Digitar a lista de referéncias com espagcamento duplo em
folha separada e no final do manuscrito. Referéncias de comunicacdes pessoais, dados
nao publicados ou manuscritos “em preparagdao” ou “submetidos para publicagdo” nao
devem constar da lista de referéncia. Se essenciais, podem ser incorporados em local
apropriado no texto, entre parénteses da seguinte forma: (AB Figueiredo: Comunicagao
Pessoal, 1980); (CD Dias, EF Oliveira: dados ndo publicados). Citagdes no texto devem
ser feitas pelo respectivo nimero das referéncias, acima da palavra correspondente, em
ordem numérica crescente, separados por virgula ou por hifen quando houver uma
sequéncia sem intervalo. Ex.: Mundol,2; Vida30,42,44-50. As referéncias no fim do
manuscrito devem estar de acordo com o sistema de requisitos uniformes utilizado para
manuscritos enviados para periddicos biomédicos (Consulte:
http://www.nIm.nih.gov/citingmedicine). Os titulos dos peridédicos devem ser
abreviados de acordo com o estilo usado no Index Medicus (Consulte:

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nImcatalog/journals).

A responsabilidade pelas citagdes bibliogréficas contidas no texto e na lista de

referéncias recai exclusivamente sobre os autores.
Alguns exemplos de referéncias:

1. Citacdo de Artigos em Geral: Sobrenome seguido das iniciais dos seis
primeiros autores. Para sete ou mais autores, liste os seis primeiros, seguidos de
"et al."), titulo completo do artigo (no idioma original), titulo abreviado do
periddico (pode ser encontrado Em:
https://www.ncbi.nIm.nih.gov/nimcatalog/journals), ano de publicacdo, volume

(numero), péginas inicial e final abreviada.

Exemplo 1: Petitti DB, Crooks VC, Buckwalter JG, Chiu V. Blood pressure levels
before dementia. Arch Neurol. 2005;62(1):112-6.

Exemplo 2: Freitas EC, Oliveira MF, Vasconcelos ASOB, Filho JDS, Viana CEM,
Gomes KCMS, et al. Analysis of the seroprevalence of and factors associated with
Chagas disease in an endemic area in northeastern Brazil. Rev Soc Bras Med Trop.
2016;50(1):115-21.
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2. Capitulo de livro: Sobrenome seguido das iniciais dos autores do capitulo, titulo
completo do capitulo, editores, titulo do livro, Edicdo, local de publicacéo:

editor, ano de publicacéo, paginas inicial e final do capitulo abreviada.

Exemplo: Blaxter PS, Farnsworth TP. Social health and class inequalities. In: Carter C,
Peel JR, editors. Equalities and inequalities in health. 2nd ed. London: Academic Press;
1976. p. 165-78.

3. Livro: Sobrenome seguido das iniciais dos autores do livro, titulo do livro,
edicdo, local de publicacédo: editor, ano de publicacdo e nimero de paginas do

livro.

Exemplo: Carlson BM. Human embryology and developmental biology. 4th ed. St.
Louis: Mosby; 2009. 541 p.

4. Sites: Nome do autor/organizacdo. Titulo da pagina [Internet]. Local de
publicacdo: Nome do editor; Data ou ano de publicacéo [atualizado ano més dia;

Citado ano més dia]. Disponivel em: endereco.

Exemplo: Diabetes Australia. Diabetes globally [Internet]. Canberra ACT: Diabetes
Australia; 2012 [updated 2012 June 15; cited 2012 Nov 5]. Available from:
http://www.diabetesaustralia.com.au/en/ Understanding-Diabetes/DiabetesGlobally/

5. Dissertacdo/Tese: A Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical ndo
aceitara a citacdo de dissertacdo/mestrado, teses de doutorado ou similar.

lustragOes: devem ser submetidas, em arquivos separados, nomeados apenas com 0
namero das figuras (exemplo: Figura 1; Figura 2). Todas as figuras devem ter

numeracao arabica, citadas no texto, pela primeira vez, em ordem numérica crescente.
Titulo e Legendas: devem ser digitados com espacamento duplo no final do manuscrito.

Dimensotes: As dimensdes das figuras ndo devem ultrapassar o limite de 18cm de
largura por 23cm de altura. Veja abaixo a correta configuracdo para cada formato de

figura:

e Imagens/Fotografias: devem ser obrigatoriamente submetidas em alta
resolucdo no formato TIFF. Certifique-se que a mesma foi capturada na

resolucdo minima de 600 DPI, preferencialmente entre 900-1200dpi, preparadas
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utilizando programa de Editoracdo de Imagens (Adobe Photoshop, Corel Photo
Paint, etc).

e Gréficos: Devem ser criados usando software estatistico e devem ser
salvos/exportados com a extensdo original (.xls, .xlIsx, .wmf, .eps ou .pdf).

e Mapas: devem ser vetorizadas (desenhados) profissionalmente utilizando os

softwares Corel Draw ou Illustrator em alta resolucao.

Tabelas: devem ser digitadas com espacamento simples, com titulo curto e descritivo
(acima da tabela) e submetidas em arquivos separados. Legendas para cada tabela
devem aparecer abaixo da mesma. O significado de todas as siglas e simbolos utilizados
na tabela devem constar no rodapé da tabela. Todas as tabelas devem ter numeracéo
arabica, citadas no texto, em ordem numeérica crescente. Tabelas ndo devem ter linhas
verticais, e linhas horizontais devem ser limitadas ao minimo. Tabelas devem ter no

méaximo 18cm de largura por 23cm de altura, fonte Times New Roman, tamanho 9.

Processo de Envio: os artigos submetidos a Revista da Sociedade Brasileira de
Medicina Tropical deverdo utilizar apenas a via eletronica. Todos 0s manuscritos
deverdo ser enviados via internet para http://mc04.manuscriptcentral.com/rsbmt-scielo,
seguindo as instrucdes no topo de cada tela. O processo de revisdo pelos pares também

sera totalmente pela via eletrénica.

Sobre Reenvio e RevisOes: a revista diferencia entre: a) manuscritos que foram
rejeitados e b) manuscritos que serdo reavaliados apds a realizacdo das correcdes que

foram solicitadas aos autores.

Reenvio: caso 0 autor receba uma carta informando que seu trabalho foi rejeitado e
queira que os editores reconsiderem tal decisdo, o autor podera re-envia-lo. Neste caso

sera gerado um novo nUMero para 0 manuscrito.

Revisdo: caso seja necessario refazer seu manuscrito com base nas recomendacoes e
sugestdes dos revisores, ao devolvé-lo, para uma segunda analise, por favor, encaminhe

0 manuscrito revisado e informe 0 mesmo nimero do manuscrito.

Apos a Aceitacdo: Uma vez aceito para publicacédo, o processo de publicacéo inclui os

passos abaixo:

1. Formuléario de concesséo de direitos autorais, fornecido pela secretaria da revista,

deve retornar para a revista assinado pelos autores.
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2. Provas: serdo enviadas ao autor responsavel, mencionado no endereco para
correspondéncia, no formato PDF, para que o texto seja cuidadosamente conferido.
Nesta etapa do processo de edi¢do, ndo serdo permitidas mudancas na estrutura do
manuscrito. Apds 0s autores receberem as provas, deverdo devolvé-las assim que
possivel.

3. Os artigos aceitos compordo os nimeros impressos obedecendo ao cronograma em
que foram submetidos, revisados e aceitos.

4. Todos os artigos aceitos que ainda ndo tenham sido impressos estardo disponiveis

on-line enquanto aguardam publicagdo na verséo impressa (ahead of print).
Custos de Publicacao: N&o haverd custos de publicagao.

A Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical ndo indica qualquer tipo de

servicos de traducéo.

A traducdo de todo manuscrito deve ser realizada antes da submissdao do mesmo. A
contratacdo e o pagamento dos servigos de traducdo séo de responsabilidade dos autores.

Custos de publicacdo de imagens coloridas séo de responsabilidade dos autores.

Workflow

Workflow do processo de submissdo da Revista da Sociedade Brasileira de

Medicina Tropical

Todos 0os manuscritos a serem considerados para publicacdo na Revista da Sociedade
Brasileira de Medicina Tropical devem ser submetidos por via eletrénica através do
sistema de submissdo online no endereco http://mc04.manuscriptcentral.com/rsbmt-

scielo.
Politica de Revisao do Periodico (workflow):

1. Todos os manuscritos submetidos para publicacdo na Revista da Sociedade
Brasileira de Medicina Tropical sdo inicialmente avaliados pela Secretaria quanto a
adequacdo do texto as normas do periodico.

2. Apos esta etapa, os manuscritos adequados as Normas Para Publicacdo da Revista
serdo avaliados pelo Editor ou Editores Associados quanto ao escopo e a politica

editorial do periédico. A Secretaria envia 0 manuscrito para o Editor-Chefe.
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3. O Editor-Chefe designa um Editor Associado ou designa revisores.

4. O manuscrito sera enviado a pelo menos dois revisores num sistema duplo-cego para
avaliacdo e emissdo de um relatério fundamentado (peer review), que sera usado
pelos Editores para decidir se 0 manuscrito serd aceito ou ndo. O manuscrito também
é enviado para Revisores de Métodos Quantitativos para analise. No caso de conflito
de pareceres dos revisores, 0 manuscrito sera enviado a um terceiro parecerista para
validar uma decisdo final.

5. Comentéarios dos Revisores (Free Form Review) serdo encaminhados ao autor
correspondente (autor principal para correspondéncia editorial) para responder aos
guestionamentos feitos.

6. Os autores enviam suas respostas aos questionamentos e reenviam a versao revisada
do manuscrito. A versdo revisada serd enviada aos revisores que emitirdo um
relatério final fundamentado.

7. Os apontamentos dos Revisores e as respostas dos autores serdo analisados pelo
Editor-Chefe, Editores Associados ou Editores de Sec¢éo.

8. O Editor-Chefe emite uma deciséo final.

9. A decisdo editorial final (aceitacdo ou rejei¢ao) € enviada aos autores.

10. Apos esta etapa, inicia-se o0 processo de edi¢do. O manuscrito aceito é enviado a
edicdo quanto a qualidade linguistica do inglés.

11. A revisdo de inglés é enviada aos autores para analise e declaracdo de aceitacao da
reviséo.

12. Apds esta etapa, inicia-se 0 processo de diagramacdo, com contato com o autor
correspondente no que diz respeito as figuras, tabelas, fotografias, mapas,
ilustracdes e formatacdo em geral.

13. Apos esta etapa, € requerido aos autores declarar formalmente qualquer conflito de
interesse, suporte financeiro e cessdo de direitos autorais.

14. Provas sdo enviadas ao autor correspondente para cuidadosa correcdo e acuidade
tipogréfica.

15. A versdo final de cada manuscrito € selecionada para compor o préximo ndmero e

sera enviada ao Ahead of Print na plataforma SciELO.

A versdo impressa € publicada a cada dois meses e sera disponibilizada em acesso aberto em

http://www.scielo.br/rsbmt.
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RESUMO

Introducéo: A Leishmaniose Cuténea Localizada ¢ uma das formas clinicas mais comuns de
Leishmaniose. No Brasil, a principal espécie associada a esta forma é a Leishmania braziliensis.
Os Antimoniais Pentavalentes sdo as drogas de primeira linha para o tratamento, embora
estejam associados a importante toxicidade sistémica, além de aumento no relato de parasitos
resistentes a esta classe de drogas. Neste contexto, o Sistema de Membranas de Gelatina
contendo Acido Usnico encapsulado em lipossomo apresenta-se como uma proposta viavel de
tratamento topico para doenca, em decorréncia das capacidades anti-inflamatoria, antioxidante,
cicatrizante e leishmanicida associadas a essa combinacdo de composto. O presente trabalho
teve como objetivo avaliar o potencial in vitro deste sistema como uma nova forma de
tratamento para Leishmaniose Cutanea Localizada causadas por isolados de L. braziliensis.
Métodos: Foi avaliada a viabilidade parasitaria através de contagem direta apds a exposicao dos
parasitos com o tratamento proposto. Resultados: Observou-se uma reducdo significativa da
viabilidade parasitaria daqueles tratados com o presente sistema de acordo com um efeito dose
dependente da concentracdo do Acido Usnico. Ademais, constatou-se que esta forma de
tratamento mostrou um carater irreversivel, em que as culturas tratadas com este sistema,
mesmo ap0s a suspensdo do tratamento, apresentaram menor viabilidade parasitaria.
Conclus6es: Frente os resultados dos experimentos in vitro realizados, é possivel afirmar que o
Sistema de Membranas de Gelatina contendo Acido Usnico encapsulado em lipossomo
apresenta potencial de servir como uma opc¢do terapéutica para Leishmaniose Cutanea

Localizada causada por parasitos da espécie L. braziliensis.

Palavras-chave: Leishmaniose Cutanea; Membranas Bioativas; Acido Usnico.

ABSTRACT



52

Introduction: Localized Cutaneous Leishmaniasis is one of the most common clinical forms of
Leishmaniasis. In Brazil, the main species associated with this form is Leishmania braziliensis.
Pentavalent Antimonals are the first-line drugs for treatment, although it is associated with
significant systemic toxicity, as well as an increase in the reporting of parasites resistant to this
class of drugs. In this context, the Liposome-encapsulated Usnic Acid Gelatin Membrane
System presents as a viable treatment proposal for topical treatment for disease, due to the anti-
inflammatory, antioxidant, healing and leishmanicidal abilities associated with this compound
combination. The present work aimed to evaluate in vitro potential of this system as a new form
of treatment for Localized Cutaneous Leishmaniasis caused by L. braziliensis isolates.
Methods: Parasite viability was evaluated by direct counting after parasite exposure with the
proposed treatment. Results: A significant reduction in the parasite viability of those treated
with the present system was observed according to a dose-dependent effect of the Usnic Acid
concentration. In addition, it was found that this form of treatment showed an irreversible
character, in which the cultures treated with this system, even after the suspension of the
treatment, presented less parasitic viability. Conclusions: In view of the results of the in vitro
experiments carried out, it is possible to affirm that the Liposome-encapsulated Usnic Acid
Gelatin Membrane System has the potential to serve as a therapeutic option for Localized

Cutaneous Leishmaniasis caused by L. braziliensis parasites.

Keywords: Cutaneous Leishmaniasis; Bioactives Membranes; Usnic Acid.

INTRODUCAO

As Leishmanioses sdo um extenso grupo de doencas infecto parasitarias causadas por
diferentes espécies de parasitos do género Leishmanial. A Leishmaniose Cutanea Localizada,
por sua vez, corresponde a uma das apresentagdes clinicas mais comuns, com uma estimativa

de 600.000 a 1.000.000 de casos por ano mundialmente, concentrados principalmente nos
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paises considerados subdesenvolvidos?3. No Brasil, foram registrados 17.261 casos de LCL no
ano de 2017, sendo a Leishmania braziliensis a principal espécie do parasito associada a
infeccdo no pais*®. A primeira linha de tratamento compreende o uso dos Antimoniais
Pentavalentes que, no entanto, possuem importante toxicidade sistémica e relatos cada vez mais
frequentes de resisténcia parasitaria a esses compostos®”8. Neste contexto, observa-se um

esforco global para o desenvolvimento de alternativas terapéuticas para o tratamento da LCL.

O Acido Usnico (AU) é um composto natural derivado dos liquens que apresentam
importantes propriedades anti-inflamatoria, cicatrizante, antimicrobiana e antioxidante®11?,
Somado a isso, 0 AU possui significativa capacidade leishmanicida ao promover alteracGes
ultra estruturais na membrana citoplasmatica dos parasitos, bem como em suas organelas,
comprometendo, assim, a realizacdes de processos que garantam a viabilidade parasitaria®.
Outro mecanismo leishmanicida associado ao AU ¢é a sua capacidade de alterar a expressdo de

genes pro e antiapoptoticos, como p53 e Bel-2, respectivamente,

No presente trabalho, buscamos avaliar o potencial in vitro de um sistema topico de
Membranas de Gelatina contendo Acido Usnico encapsulado em Lipossomo (M+AUI) como
uma alternativa terapéutica para o tratamento da LCL causada por isolado de L. braziliensis. As
Membranas de Gelatina sdo materiais biocompativeis com importante propriedade de reparacdo
tecidual e imunogénica, possibilitando o desenvolvimento de tratamentos localizados para
LCL™®, Ademais, estas Membranas podem incorporar diferentes farmacos, tornando-se mais

versateis quando associadas a natureza anfifilica dos sistemas de distribuigdo lipossomal®’1819,

METODOS

Obtencéo e Cultura de L. braziliensis
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O isolado de L. braziliensis (MHOM/BR/01/BA788)% fora obtido através da parceria
do presente grupo de pesquisa com a Fundacdo Oswaldo Cruz sediada na Bahia (FIOCRUZ-
BA). A forma promastigota foi cultivada a 26°C, em meio Schneider (Invitrogen),
suplementado com 10% de soro fetal bovino, 1% de penicilina (100 U/mL) e estreptomicina

(100ug/mL).
Obtencdo das Membranas de Gelatina contendo Acido Usnico encapsulado em lipossomo

Para a preparacio das Membranas de Gelatina contendo Acido Usnico encapsulado em
lipossomo (M+AUI) utilizou-se Acido Usnico (AU) (Sigma-Aldrich — 98%, c6d. MKBC3299)
e gelatina em po (fornecedor NP Comércio de produtos alimenticios, lote LFP 9766). Para o
preparo dos lipossomos, foi utilizada fosfatidilcolina a 75% (Lipoid GMBH 75% Lote 776095-
1). As membranas foram preparadas no Laboratério de Ensaios Farmacéuticos e Toxicidade
(LeFT) da Universidade Federal de Sergipe, de acordo com o método descrito por Nunes et al.
(2010). Prontas, as membranas foram recortas em disco por um punch para realiza¢ao do ensaio

in vitro, resultando na concentracédo de 0,4 pg de AU por membrana (Figura 1).

Anélise da viabilidade de promastigotas de L. braziliensis tratados com diferentes

concentracdes de Acido Usnico encapsulado em lipossomo na Membrana de Gelatina

Promastigotas em crescimento exponencial foram semeadas em placas de cultura de 24
pocos (Corning) na concentracdo de 1x10° parasitos por pogo e entdo tratados com
concentracOes crescentes de AU (0,4, 0,8 e 2,0 pg/mL). Como controle, foram utilizados
também um grupo sem tratamento e um grupo tratado com Membranas de Gelatina pura. Em
seguida, as placas foram incubadas em estufa BOD por 48h, quando entdo o nimero de

parasitos viaveis foi determinado por contagem direta em cdmara de Neubauer.

Anélise de promastigotas de L. braziliensis ap6s o tratamento com diferentes concentracdes de

Acido Usnico encapsulado em lipossomo na Membrana de Gelatina
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Promastigotas em crescimento exponencial foram semeadas em placas de cultura de 24
pocos (Corning) na concentracdo de 1x10° parasitos por pogo e, entdo, tratados com
concentracOes diferente de AU (0,4, 0,8 e 2,0 ug/mL). Como controle, foram utilizados um
grupo sem tratamento e um grupo tratado com Membranas de Gelatina pura. Em seguida, as
placas foram incubadas em estufa BOD por 48h, quando entdo as membranas foram retiradas e
a culturas lavadas extensivamente com solugdo salina (NaCl 0,9%) para retirada de droga
residual da cultura. Novamente, as placas foram incubadas em estufa BOD, sendo a viabilidade
parasitaria determinada através de contagem direta por Camara de Neubauer em 24 e 48h apos

a troca de meio de cultura.
Analise Estatistica

Os dados foram apresentados como média * erro padrdo (EP). O teste
Kolmogorov-Smirnov foi utilizado para analise da normalidade. Para comparacdo de
trés ou mais grupos foi utilizado ANOVA com os pos-testes de Dunnett’s, linear trend
ou Bonforroni (testes paramétricos). Para os dados ndo paramétricos, as comparacoes
entre dois grupos foram feitas pelo teste Mann-Whitney. Todos os dados foram
analisados pelo software GraphPad Prism 7, San Diego, EUA. Para todas as analises um p <

0,05 foi considerado significante.
Aspectos Eticos

O presente projeto possui aprovacdo pelo Comité de Etica e Pesquisa do Hospital
Universitario da Universidade Federal de Sergipe (CEP-HU-UFS), sob 0 nimero do CAAE:

92197218.8.0000.5546.
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RESULTADOS

Para avaliagio da atividade leishmanicida da Membrana de Gelatina contendo Acido
Usnico (M+AUI), o isolado fora exposto tanto a Membrana de Gelatina Pura (M0), quanto a
diferentes concentra¢des do AU na apresentacdo da M+AUI. Conforme observa-se na Figura
1, a0 se comparar 0 grupo controle com os grupos tratados com o Sistema MO e M+AUI,
observamos que ndo houve reducdo significativa da viabilidade parasitaria no tratamento com
MO, ao passo que observamos reducdes de 75,1%, 87,7% e 98,8% da viabilidade parasitéria
com as concentracdes de 0,4, 0,8 e 2,0 pg/mL, respectivamente, de Acido Usnico encapsulado
em lipossomo. Ou seja, observamos que o sistema M+AUI reduz a viabilidade parasitaria de

forma dose-dependente, em que quanto maior a concentracdo, menor € a viabilidade do parasito.

Tendo em vista que o tratamento com o sistema M+AUI é eficiente para reducdo da
viabilidade parasitaria do isolado de L. braziliensis, buscou-se entdo avaliar se este efeito ocorre
de forma irreversivel ou somente durante a exposicao do parasito ao tratamento. Para isso, apos
48h de exposicao ao sistema M+AUI, as culturas foram lavadas extensivamente para retirada
da droga. Conforme se observa na Figura 2, o grupo de parasitos que foi tratado com a MO
apresentou reducéo de 23,8% e de 30,9% de sua viabilidade quando comparado ao grupo sem
tratamento apos 24 e 48 horas de retirada da droga, respectivamente. Ja no que diz respeito ao
grupo tratado com 0,8 mg/mL de M+AUI, observa-se redugdes de 68,3% e 85,6% da viabilidade
dos parasitos, nestes mesmos tempos, respectivamente, quando comparado ao grupo sem

tratamento.

Dessa forma, € possivel afirmar que o tratamento com a MO apresenta um efeito
irreversivel na reducdo da viabilidade parasitaria do isolado BA788, além do mais, este efeito
pode ser potencializado quando se associa 0 AU encapsulado em lipossomo a Membrana de

Gelatina.
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DISCUSSAO

Buscamos avaliar o comportamento de culturas axénicas do isolado de BA788 de L.
braziliensis frente ao tratamento com Membrana de Gelatina pura (MO) e com diferentes
concentracdes de AU encapsulados em Lipossomos adsorvidos no sistema de Membrana de
Gelatina (M+AUI). Foi obtida uma menor viabilidade parasitaria nos tratamentos com
membrana quando associada ao AU, segundo um efeito dose dependente de reducdo da
viabilidade parasitéaria. O efeito leishmanicida do AU, também de carater dose dependente, ja
fora demonstrado em estudos in vitro para outras espécies do género Leishmania, como a L.
major e L. tropica, que causam a forma tegumentar da doenca e também para a L. infantum
responsavel pela forma visceral, bem como para o tratamento da L. braziliensis, espécie de

estudo do presente trabalho*2,

Além do efeito dose dependente, destaca-se que no presente experimento, ja é possivel
observar reducdo da viabilidade parasitaria na concentracdo de 0,4 pg/mL de AU. Em
contrapartida, em outros trabalhos que avaliaram o uso isolado do AU, esta reducdo sé fora
demonstrada na concentragédo de 10 pg/mL, ou seja, uma concentragdo 25 vezes maior do que
a encontrada no presente estudo?. Desta forma, observa-se uma potencializacdo no efeito do
AU gquando este se encontra encapsulado em lipossomo e associado ao sistema de Membranas
de Gelatina. Tal potencializacéo, por sua vez, pode ser justificada pelas propriedades associadas

a natureza anfifilica do sistema lipossomal®®.

Dentre os mecanismos de acdo do AU que justificam a reducéo a viabilidade parasitaria
no presente experimento, destaca a sua capacidade de atuar diretamente na membrana
plasmatica de parasito do género Leishmania, causando, assim, dano a esta e, consequente,
levando a morte dos parasitos'®. Além disso, 0 AU age reduzindo a viabilidade de parasitos do

género Leishmania ao reduzir a replicacdo destes, bem como ao promover a apoptose,
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induzindo a expressao genes pro-apoptoticos, como p53, Bax, Casp-3 e Casp-9 e suprimindo a

de Bcl-2, de propriedade anti-apoptotica®®.

Tendo em vista que o sistema M+AUI apresenta-se eficiente na reducédo da viabilidade
parasitaria, buscamos entdo avaliar a se a acdo do presente tratamento é irreversivel nestes
parasitos. Neste experimento, observamos que 0S parasitos apresentam menor expansao
parasitaria comparado ao grupo controle e ao grupo tratado com a M0 quando foram tratados
com a menor concentracdo testada (0,8 pg/mL) de AU no Sistema M+AUIl. Situacdo
semelhante, mas com menor eficiéncia, foi observado no tratamento com a MO, muito embora,
mesmo quando comparado a esse grupo, a expansao da cultura foi ainda menor no grupo tratado
com o Sistema M+AUI. Dessa forma, podemos concluir que o efeito da reducéo da viabilidade
parasitaria é irreversivel tanto no tratamento com a MO quanto com o Sistema M+AUI, sendo

ainda mais eficiente neste altimo grupo.

Outros trabalhos da literatura j& avaliaram o potencial terapéutico do AU para outras
parasitoses causadas por protozoarios das espécies Plasmodium falciparum e Toxoplasma
gondii, agentes etioldgicos da Malaria e da Toxoplasmose, respectivamente???3, No que diz
respeito aos parasitos de T. gondii, o tratamento com AU é capaz de promover modificacdes
ultra estruturais no parasito, alterando principalmente a arquitetura das organelas
citoplasmaticas®®. Ja no que diz respeito as Leishmanioses, também foi demonstrado que o
tratamento com AU promove alteragcbes ultra estruturais, tanto membranosas quanto

citoplasmaticas, nos parasitos da espécie L. infantum?2,

Diante disto, é possivel que alteraces ultra estruturais também possam ter acontecido
nos parasitos de L. braziliensis testados no presente experimento, justificando assim a menor
expansdo da cultura do grupo de parasitos tratados com o sistema M+AUI. Isto, por sua vez,
decorre do fato de que, por apresentarem possiveis altera¢cBes na arquitetura das organelas

citoplasmaticas e, consequentemente, das funcBes destas, estes parasitos podem ter fungdes
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importantes para manutencdo de sua viabilidade, como a replicacdo, comprometidas. Somado
a isto, é possivel que a modificacdo na expressdo de genes pro e antiapoptéticos decorrentes da
acdo do AU ainda possam estar comprometendo a viabilidade e a capacidade de replicacéo

destes parasitos.

Na literatura, sdo poucos os trabalhos que avaliam a acdo do AU em experimentos in
vivo tanto em modelo animal quanto em seres humanos. No entanto, ja fora demonstrada a
capacidade de o AU, quando aplicado de forma intralesional, ser capaz de reduzir tanto o
tamanho quanto a carga parasitaria das lesdes de camundongos infectados por L. amazonenis?.
Ja no que diz respeito ao Sistema de M+AUI, este ja se mostrou eficiente no tratamento de
lesGes de gqueimaduras em modelos suinos, com melhor celularidade, epitelizacdo e deposicdo

de colageno, além de indicar boa absor¢do do AU no sistema?®*.

Dessa forma, com base nestes dados e nos experimentos in vitro realizados no presente
estudo, podemos observar que o tratamento com o sistema de M+AUI apresenta-se como uma
alternativa vidvel para opcdo terapéutica para LCL causada por parasitos da espécie L.
braziliensis. No entanto, ainda sdo necessarios maiores estudos a respeito desta op¢édo
terapéutica, a exemplo da demonstracdo da seguranca dessa droga para células humanas, bem

como para avaliagdo do tratamento na infeccéo destes parasitos.

CONFLITOS DE INTERESSE

Os autores declaram que nao ha conflitos de interesse.
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TITULOS E LEGENDAS

Figura 1. Tratamento da cultura axénica com Membrana de Gelatina contendo Acido
Usnico encapsulado em lipossomo. O isolado de L. braziliensis fora exposto ao tratamento
com Membrana de Gelatina pura e com crescentes concentracbes de AU encapsulado em
lipossomo por 48 horas, quando entdo a viabilidade parasitaria foi determinada por contagem
direta em Camara de Neubauer. E possivel observar que o tratamento Membrana de Gelatina
contendo AU encapsulado em lipossomo apresentou menor viabilidade parasitaria quando
comparada ao grupo controle, bem como um efeito dose dependente no que diz respeito a
concentracdo de AU na cultura. O grafico representa as médias e 0 + EP de 3 experimentos

realizados em quintuplicata (**p<0,01; ***p<0,001).

Figura 2. Efeito ap0s o tratamento de cultura axénica com Membrana de Gelatina
contendo Acido Usnico encapsulado em lipossomo. O isolado de L. braziliensis fora exposto
ao tratamento com Membrana de Gelatina pura e com AU por 48h, quando entdo a cultura fora
lavada para retirada de droga residual e, entdo, a viabilidade parasitaria apds 24h e 48h da
lavagem foi determinada por contagem direta em Camara de Neubauer. E possivel observar que
na cultura tratada com a Membrana de Gelatina contendo Acido Usnico encapsulado em
lipossomo, houve uma menor viabilidade parasitaria mesmo apés a lavagem da cultura. O
grafico representa as médias e o = EP de 3 experimentos realizados em triplicata. (*»<0,01;

****p<0,0001)
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APENDICE A

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Nome do Projeto: Uso de membranas bioativas contendo acido Usnico para tratamento

tépico da leishmaniose cuténea causada por leishmania (viannia) braziliensis

DADOS DE IDENTIFICACAO DO VOLUNTARIO E DO RESPONSAVEL

NOME DO PACIENTE:

DOCUMENTO DE IDENTIDADE N°: SEXO:MBF

DATA NASCIMENTO (dd/mm/aaaa)

ENDERECO: N°

BAIRRO: CIDADE

CEP TEL: ()

Instituicdo:

Data de preenchimento: (dd/mm/aaaa):

Assinatura do pesquisador responsavel

Investigador Principal: Adriano Antunes de Souza Arauljo, Hospital Universitario da UFS,

Aracaju-Sergipe-Brasil.

Convite e Objetivo: Vocé esta sendo convidado a participar de um estudo cujo objetivo é
avaliar o potencial terapéutico da membrana de gelatina contendo acido Usnico incorporado em
lipossomas como tratamento topico da Leishmaniose Cutdnea causada por Leishmania
braziliensis. Apds lhe ser explicado o que contém neste documento, vocé pode perguntar tudo
sobre a pesquisa. Caso decida participar do estudo, vocé serd solicitado a assinar este

consentimento.
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Participacao voluntaria: Sua participagdo é voluntaria. Vocé pode se recusar a participar ou

pode desistir da participacdo no estudo a qualquer momento.

Finalidade do estudo: Este estudo visa determinar a acdo leishmanicida do &cido usnico, sendo

um farmaco promissor para o tratamento topico da Leishmaniose Cutéanea.

Procedimentos: Caso vocé aceite participar do estudo, um questionario sera feito para saber
onde vocé mora, sua ocupacao e seus habitos. Além disso, seu sangue sera utilizado para avaliar

a resposta imune frente a antigenos do parasita.

Confidencialidade: Qualquer informacéo obtida durante este estudo sera confidencial, sendo
apenas compartilhada com outros membros da equipe médica do Comité de Etica do Hospital
Universitario. Embora os resultados obtidos neste estudo sejam publicados, ndo havera na
apresentacdo destes resultados meios que possam identificar os participantes. Suas fichas

clinicas poderéo ser também vistos pelo Comité de Etica do Hospital Universitario.

Analise de riscos e beneficios: A retirada de sangue pode causar dor no local da puncdo com
a agulha e raramente pode ocorrer sangramento ou formacdo de hematoma. Porém, ocorrendo
complicagdes, 0s médicos do projeto e do Hospital cuidardo de vocé. Este acompanhamento

sera realizado no Hospital Universitario.

Retorno de beneficio para o sujeito e para a sociedade: O melhor conhecimento sobre um

novo farmaco podera contribuir no futuro para medidas de controle da doenca.

Custos: Vocé ndo tera custos com a participacdo no estudo e, caso necessite de tratamento, a
medicacdo lhe serd fornecida gratuitamente. VVocé ndo receberd nenhum pagamento para

participar desta pesquisa.

Esclarecimentos: Caso tenha alguma pergunta ou apresente alguma complicagéo relacionada
aos procedimentos realizados na pesquisa, vocé pode ligar para Dr. Adriano Antunes de Souza
Araujo (Tel.: (79)99192-4545). Caso vocé queira saber alguma coisa sobre os seus direitos,
vocé pode procurar o Comité de Etica do Hospital Universitario, cujo endereco consta no inicio

deste consentimento.

Consentimento: Se vocé leu o consentimento informado ou este lhe foi explicado e vocé
concorda em participar do estudo, favor assinar o nome abaixo. Uma cépia deste consentimento
Ihe sera entregue. Favor assinalar um dos quadros abaixo para indicar se deseja ou ndo ter o

parasito que causa esta doenca armazenado para estudos futuros aprovados sobre Leishmaniose.
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ACEITO que o meu sangue seja colhido e armazenado para estudos futuros sobre

Leishmania.

NAO ACEITO que o meu sangue seja colhido e armazenado para estudos futuros sobre

Leishmania.
Assinatura ou impresséo do participante Data Hora
Nome/Assinatura do pesquisador Data Hora

Nome/Assinatura da testemunha Data Hora
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PRODUCAO CIENTIFICA DESENVOLVIDA

l. EXTENSAO UNIVERSITARIA
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ACAO DE EXTENSAO VINCULO | CONCLUSAO
Universidade Aberta @ Comunidade Escolar: A arte e beleza | Voluntério 2016
das células na construcao das Ciéncias Morfologicas e sua
interagdo com a sociedade
Museu de Anatomia Humana: Uma nova abordagem a | Voluntério 2017
Saude da Mulher
Grupo de Pesquisa em Sindromes Coronarianas Agudas — | Voluntario 2017
SOLAR
Programa de Educagdo pelo Trabalho na Saide — PET- | Voluntéario 2018
GraduaSUS
Lombalgia: A¢bes Educativas para melhoria da dor e | Voluntario 2018
qualidade de vida dos docentes da Rede Publica de Lagarto-
SE
1. INICIAGAO CIENTIFICA
PROJETO DE PESQUISA VINCULO | CONCLUSAO
Avaliagdo Histomorfométrica da Placenta e Saude Materno | Voluntario 2016
Infantil de Puérperas de diversos estagios de vida
Avaliagdo do potencial terapéutico e imunomodulador do Bolsista 2018
17-AAG na infecgédo in vitro por Leishmania infantum | FAPITEC/
naturalmente resistentes ao antimonial COPES
Potencial terapéutico do Acido Usnico encapsulado em | Voluntario 2019
lipossoma na Leishmaniose Cutanea causada por
Leishmania (Viannia) braziliensis
Polimorfismos genéticos na resposta imunolégica contra Bolsista Em andamento
Leishmaniose Visceral e associacdo com as formas clinicas | FAPITEC

da doenca e resposta terapéutica
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RESUMO

EVENTO

PARTICIPACAO

ANO

Calibre do Tronco Pulmonar, do
Arco da Aorta e seus ramos em fetos

humanos: uma analise morfométrica

IV Simpoésio Norte,
Nordeste e Centro-
Oeste de Anatomia

Aplicada

Co-autor

2015

Morfometria do forame infraorbital

em cranios secos humanos

IV Simpdsio Norte,
Nordeste e Centro-
Oeste de Anatomia

Aplicada

Autor

2015

Distancia entre os vasos do Arco da
Artéria Aorta em fetos: uma analise

morfométrica

IV Simpdsio Norte,
Nordeste e Centro-
Oeste de Anatomia
Aplicada

Co-autor

2015

Avaliagdo Morfométrica da Placenta
e Salude Materna de Puérperas de

diversos estagios de vida

26°
Iniciacdo Cientifica da
UFS

Encontro  de

Co-Autor

2016

Avaliagdo Histoldgica da Placenta de
puérperas de diversos estagios de

vida

26°
Iniciacdo Cientifica da
UFS

Encontro  de

Autor

2016

Critérios para retirada do dreno apds

Hernioplastia Incisional

20°

Paulista de Cirurgia

Congresso

Co-autor

2016

Avaliacdo da dependéncia a terceiros
e da capacidade funcional de
pacientes com Distrofia Muscular de

Duchenne

I Congresso  de
Neurologia  Clinico-
Cirargica e Terapias

de Sergipe

Autor

2016

Qualidade de vida dos pacientes com

Distrofia Muscular de Duchenne

I Congresso  de
Neurologia  Clinico-
Cirargica e Terapias

de Sergipe

Autor

2016




70

Diagnostico  situacional ~ numa
Unidade de Saude da Familia: Uma

experiéncia pelo PET-SAUDE

5°  Congresso de

Iniciagdo a Extenséo

Co-autor

2017

Avaliacdo do Potencial Terapéutico
do 17-AAG na infec¢éo in vitro por

Leishmania infantum chagasi

27°  Encontro de
Iniciacdo Cientifica da
UFS

Autor

2017

Sindrome  Coronariana  Aguda:
Terapéutica e Desfecho clinico em

registro Solar

X1 Congresso
Sergipano de

Cardiologia

Co-autor

2017

Potential therapeutic of 17-AAG in
vitro against Leishmania infantum
isolates from patients refractory to

antimony treatment

6" World Congress on

Leishmaniasis

Co-autor

2017

Inguinodinia em pacientes
submetidos a Hernioplastia Inguinal

pela técnica de Lichtenstein

XXXII Congresso

Brasileiro de Cirurgia

Co-autor

2017

Modulagdo da Resposta Imune de
Macrofagos Infectados por isolados
de Leishmania infantum resistentes

ao antimonial

I Simpdsio
Nordestino de
Doencas Infecciosas e

Parasitarias

Co-autor

2018

Resposta  Quimioterapéutica em
camundongos em triplice infeccdo
por clones da CEPA 21SF (SAO
FELIPE/BAHIA) do Trypanosoma

cruzi

I Simposio
Nordestino de
Doengas Infecciosas e

Parasitarias

Co-autor

2018

Avaliacdo da IL-33 e do receptor

sST2 nas hepatites crénicas

I Simpdsio
Nordestino de
Doencas Infecciosas e

Parasitarias

Co-autor

2018

Potencial terapéutico do 17-AAG na
infeccdo in vitro por Leishmania
infantum naturalmente resistentes ao

antimonial

I Simposio
Nordestino de
Doencas Infecciosas e
Parasitarias

Co-autor

2018
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Niveis elevados de Tiol em
Leishmania infantum resistentes ao
antimonio isoladas de pacientes com
Leishmaniose Visceral refratarios ao

tratamento

I Simposio
Nordestino de
Doengas Infecciosas e

Parasitarias

Co-autor

2018

Avaliagdo do potencial terapéutico
do 17-AAG na infeccéo in vitro por

Leishmania infantum

28° Encontro  de
Iniciacdo Cientifica da
UFS

Autor

2018

Avaliagéo Antropométrica e
Pressérica de escolares no interior de

Sergipe

\Y Semana
Académica-Cultural
da Departamento de
Medicina da UFS

Autor

2018

Potencial terapéutico do 17-AAG na
infeccdo in vitro por Leishmania
infantum naturalmente resistentes ao

antimonial

\Y Semana
Académica-Cultural
da Departamento de
Medicina da UFS

Autor

2018

Gelatin Membranes with Usnic Acid
for  Tropical Treatments for

Cutaneous Leishmaniasis

IV Congress of the
Brazilian Association
of Pharmaceutical

Sciences

Co-autor

2018

Inibicdo do TREM-1 durante

infeccdo de L. infantum em

macrdfagos e neutrofilos humanos

54° Congresso da
Sociedade Brasileira
de Medicina Tropical
— MEDTROP 2018

Co-autor

2018

Aspectos  Epidemiologicos  de
Mulheres com Lesdes Anorretais
induzidas  pelo  Papilomavirus

Humano

XX
Paulista de Obstetricia

Congresso

e Ginecologia

Co-Autor

2018

IV. PREMIACOES

PREMIO

ANO
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Melhor Trabalho apresentado “Modulagdo da Resposta Imune de macréfagos | 2018
infectados por isolados de Leishmania infantum naturalmente resistentes ao
antimonial no I11 SINDIP, UFS

2° Lugar no Prémio Destaque pelo desenvolvimento e apresentacdo do trabalho | 2018
“Avaliacdo do potencial terapéutico do 17-AAG na infeccdo in vitro por
Leishmania infantum chagasi” no 28° EIC-UFS

Mengdo Honrosa na apresentacdo do trabalho “Potencial Terapéutico do 17-AAG | 2018
na infeccdo in vitro por Leishmania infantum naturalmente resistentes ao
antimonial” no IIT SINDIP-UFS

3° Lugar em Mencao Honrosa na apresentagao do trabalho “Potencial terapéutico | 2018
do 17-AAG na infecgdo in vitro por Leishmania infantum naturalmente resistentes
ao antimonial” na V SEMAC do DME-UFS

V. PUBLICACAO DE ARTIGOS EM PERIODICOS

ARTIGO REVISTA ANO

Pesquisa Cientifica: conhecimento, atitudes e | Arquivos de Ciéncias da Saude | 2018
barreiras entre estudantes de medicina
brasileiros

Atitudes e comportamentos dos diabéticos | Revista de Medicina 2019
acerca das estratégias de prevencdo e controle
clinico do Diabetes

VI.  ORGANIZACAO DE EVENTOS

EVENTO ANO
| Simpdsio da LEOS — Oncologia que todo médico deve saber 2018
VI1I Curso de Técnicas de Sutura, Incisdo e Nos 2018
Minicurso “Técnicas Imunoldgicas e Moleculares Aplicadas na Pesquisa e | 2018
Diagnostico”
| Simpdsio Endocrinologia e o Clinico 2019
VII.  MONITORIAS

DISCIPLINA VINCULO | CONCLUSAO
Anatomia Humana | Voluntario 2017
Imunologia Voluntério 2018
Saude do Adulto Voluntario Em andamento




