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RESUMO

A Leishmaniose cutanea (LC) é uma doenca causada por protozoarios do género Leishmania,
transmitida ao homem pela picada de mosquitos flebotomineos. Os tratamentos
convencionais, embora eficazes, apresentam elevada toxicidade, com muitos efeitos adversos
e restricdes. Neste contexto, muita énfase tem sido dada ao desenvolvimento de novas
abordagens terapéuticas. O objetivo deste estudo foi desenvolver formulacGes de emulgel a
base de Anfotericina B e manteiga de bacuri (Platonia insignis Mart.), avaliando o potencial
de liberagdo in vitro e sua atividade antileishmania in vitro e in vivo, para o tratamento topico
de leishmaniose cuténea. Inicialmente, foram obtidas as formulacdes que foram caracterizadas
guanto as caracteristicas organolépticas, pH, condutividade, microscopia &ptica,
espalhabilidade, viscosidade, teor e testes de estabilidade preliminar, bem como cinética de
liberacéo in vitro em 6 horas. Em seguida, realizou-se o estudo in vitro e in vivo para verificar
a atividade antileishmania da formulacdo e foram realizados exames clinicos laboratoriais
para avaliar possiveis alteracdes. A partir do estudo, obteve-se emulgéis visualmente
homogéneos, de cor amarela escura, odor caracteristico da manteiga de bacuri, e resultados
que viabilizam a utulizacdo da formulacdo por administracdo tdpica. No estudo in vivo,
utilizam-se camundongos BALB/c, infectados com de Leishmania major, onde os animais
foram submetidos ao tratamento duas vezes ao dia, durante quinze dias consecutivos. Os
animais apresentaram reducdo das lesdes (nddulos e Ulceras), menor recuperacao de parasitos
em fragmentos de pele, baco e figado e auséncia de nefrotoxicidade e hepatotoxicidade. Os
resultados obtidos neste estudo demonstram um produto com grande potencial para ser

utilizado como alternativa terapéutica no tratamento da leishmaniose cutanea.

Palavras-chave: Anfotericina B. Cicatrizagdo. Leishmaniose cutanea. Emulgel. Platonia

insignis Mart.
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ABSTRACT

Cutaneous Leishmaniasis (LC) is a disease caused by protozoa of the genus Leishmania
transmitted to man by the bite of Sandfly mosquitoes. Conventional treatments, although
effective, present high toxicity, with many adverse effects and restrictions. In this context,
much emphasis has been given to the development of new therapeutic approaches. The
objective of this study was to develop emulgel formulations of Amphotericin B and Bacuri
butter (Platonia insignis Mart.) evaluating the potential for in vitro release and its
antileishmania activity in vitro and in vivo, for the topical treatment of cutaneous
leishmaniasis. Initially, the formulations that were characterized in organoleptic
characteristics, pH, conductivity, optical microscopy, scattering, viscosity, content and
preliminary stability tests, as well as in vitro release kinetics in 6 hours. The in vitro and in
vivo study was performed to check the antileishmanial activity of the formulation and
laboratory tests were performed to assess possible changes. From the study, it was obtained
visually homogeneous emulsions, of dark yellow color, characteristic odor of the bacuri
butter, and results that make possible the use of the formulation by topical administration. In
the in vivo study, BALB/c mice, infected with Leishmania major, were used, where the
animals were treated twice a day for fifteen consecutive days. The animals presented
reduction of lesions (nodules and ulcers), less recovery of parasites in fragments of skin,
spleen and liver and absence of nephrotoxicity and hepatotoxicity. The results obtained in this
study demonstrate a product with the greater potential to be used as a therapeutic alternative

in the treatment of cutaneous leishmaniasis.

Keywords: Amphotericin B. Healing. Cutaneous leishmaniasis. Emulgel. Platonia insignis
Mart.
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1 INTRODUCAO

As zoonoses, por representarem 75% das doencas infecciosas emergentes do mundo,
sdo consideradas um grave problema de saude publica, pois estima-se que 60% dos patdégenos
humanos sdo zoondticos e que 80% dos patdgenos animais tém diversos hospedeiros (LIMA;
GRISOTTI; SANTOS, 2016).

As leishmanioses sdo antropozoonoses de ampla distribuicio mundial. A
Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) é uma doenca causada por protozoarios do
género Leishmania, transmitida ao homem pela picada de mosquitos flebotomineos (Ordem
Diptera; Familia Psychodidae; Sub-Familia Phlebotominae) (BASANO, 2004; LIMA;
GRISOTTI; SANTOS, 2016).

Com morfologia peculiar, a forma cutdnea apresenta-se através de Ulceras de
fundo granuloso e avermelhado com bordas elevadas e bem definidas, localizadas nas partes
expostas do corpo. A forma mucosa, mostra-se como lesdes destrutivas secundarias as
cutaneas, normalmente localizando-se nas mucosas das vias aéreas superiores (XAVIER;
MENDES; ROSSI-BARBOSA, 2016).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estima que 350 milhGes de pessoas
residem em paises onde, pelo menos, uma das diferentes formas de leishmaniose é endémica e
gue 12 milhdes de pessoas estdo infectadas em todo o mundo, com uma taxa anual de
mortalidade de 60 mil pessoas, notificando-se em torno de 2 milhGes de novos casos a cada
ano (FILARDY et al., 2014; WHO, 2015). No Brasil os ultimos dados fornecidos em 2015
pelo Ministério da Saude (MS) apontam mais de 20.000 casos, onde as regides de maior
incidéncia foram a regido Norte com 9.278, e a regido Nordeste com 5.417 novos casos
notificados (MS/SVS, 2015).

O tratamento convencional tem como medicamentos de primeira escolha os
antimoniais pentavalentes, seguidos do isotionato de pentamidina e anfotericina B (AmB). Os
antimoniais tém alta toxicidade e efeitos nocivos para pacientes com cardiomiopatia e
mulheres gravidas. A anfotericina B também apresenta alta toxicidade e restri¢bes de uso, ou
seja, embora estes tratamentos possam ser eficazes, existem muitos efeitos adversos e
restricdes (PINTO et al., 2016).

Diante as dificuldades encontradas no tratamento das leishmanioses, muita énfase
tem sido dada ao desenvolvimento de abordagens terapéuticas alternativas para as

leishmanioses, incluindo a identificacdo e o estudo de formulacdes para o tratamento topico
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da leishmaniose cutanea (LC) (GOMES; NUNAN; RODRIGUES, 2012; SANTOS et al.,
2008). Esse tipo de tratamento pode ser interessante nos casos de doenca ndo disseminada,
oferecendo muitas vantagens em comparacao ao tratamento convencional, como facilidade de
administracdo do medicamento, menor incidéncia de efeitos adversos e reducdo dos custos
associados ao tratamento, principalmente se considerarmos que a LC ocorre, muitas vezes, em
areas onde 0 acesso aos cuidados em salde é precario (RODRIGUES, 2012).

Além da utilizacdo de formas topicas, a combinacdo de farmacos para as
leishmanioses também tem se mostrado uma alternativa promissora por: a. aumentar a
atividade antileishmania através do uso de compostos com acao sinérgica ou aditiva; b. evitar
0 surgimento da resisténcia aos farmacos; c. proporcionar o uso de doses menores, reduzindo
as chances de efeitos toxicos e reduzindo, também, os custos (CROFT; SUNDAR;
FAIRLAMB, 2006; PONTE-SUCRE et al., 2017).

Devido a escassez de terapia ndo agressiva, a qual aumenta a adesdo do paciente
ao tratamento e, por conseguinte, a cura, torna-se crescente o interesse no estudo de plantas
medicinais como possiveis fontes de novos compostos, com melhores atividades terapéuticas
leishmanicidas e com menos efeitos adversos. Diante deste cenario, ressalta-se a manteiga da
semente de bacuri (Platonia insignis Mart.), sobre a qual tem se evidenciado estudo crescente
no tocante a atividade leishmanicida (COSTA-JUNIOR et al., 2011; COSTA-JUNIOR et al.,
2013).

Diante disso, verifica-se a necessidade de novas terapias que proporcionem uma
maior adesdo ao tratamento da LC, buscando a diminuicdo dos efeitos adversos dos
tratamentos convencionais a partir da utilizacdo de formas farmacéuticas topicas e da
associacdao de farmacos com potencial terapéutico antileishmania, diminuindo assim as
concentragdes utilizadas.

Portanto, o objetivo desse trabalho foi o desenvolvimento tecnolégico de um
emulgel de agéo tdpica, a base de AmB e manteiga de bacuri e avaliar as caracteristicas do
sistema de liberagdo dos fAmacos in vitro e atividade antileishmania in vivo visando a reducgao

dos efeitos toxicos da AmB.
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OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Desenvolver emulgeis a base de anfotericina B e manteiga de bacuri (Platonia insignis

Mart.) e avaliar o potencial de liberagdo do farmaco, in vitro, bem como sua atividade

antileishmania in vitro e in vivo para o tratamento tépico do modelo de infec¢do murina.

2.2 Objetivos Especificos

v

Obter e f azercaracterizagdo fisico-quimica das formulacbes de emulgel a base de
anfotericina B e manteiga de bacuri (Platonia insignis Mart.);

Avaliar a estabilidade preliminar das formulacdes obtidas;

Avaliar a liberacdo in vitro do farmaco nas formulacdes desenvolvidas, através do
estudo de cinética de liberagdo;

Avaliar a atividade antileishmania sobre formas promastigotas de Leishmania major;
Avaliar atividade antileishmania in vivo, utilizando camundongos da linhagem
BALB/c infectados com Leishmania major;

Avaliar a nefrotoxicidade e hepatotoxicidade, bem como a presenca de anemia nos
animais submetidos ao tratamento, através de exames bioquimicos e hematoldgico;
Avaliar a carga-parasitaria dos animais submetidos ao tratamento experimental;
Realizar estudos histopatologicos dos tecidos dos animais submetidos ao tratamento

Com o emulgel.
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3 REVISAO DE LITERATURA
3.1 Leishmaniose Tegumentar Americana

As leishmanioses sdo causadas por protozoarios da ordem Kinetoplastida, da familia
Trypanosomatidae, género Leishmania. A Leishmania é um parasito intracelular obrigatério
das células do sistema mononuclear fagocitario, com duas formas principais: uma flagelada,
chamada promastigota, encontrada no inseto vetor, e a outra, sem flagelo aparente, a
amastigota, que é observada nos tecidos dos hospedeiros mamiferos. O parasito é transmitido
para os hospedeiros vertebrados durante o repasse sanguineo por flebotomineos (Diptera:
Psychodidae), que sdo insetos alados dos géneros Lutzomyia (no Novo Mundo), e
Phlebotomus nas demais regides geogréficas (BATES, 2008). Representacdo do ciclo vital de
Leishmania sp (figura 1).

Figura 1: Ciclo Vital de Leishmania sp.
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As leishmanioses podem se apresentar em duas formas clinicas: leishmaniose visceral
(LV), que atinge os 6rgdos internos, leishmaniose tegumentar (LT), que se subdivide em
leishmaniose cutanea (LC), que atinge a pele e a leishmaniose cutaneo-mucosa (LCM), as
mucosas e a pele. No Brasil existem as trés formas: A LV, a mais agressiva das
leishmanioses, tem carater sistémico e afeta principalmente 6rgdos como figado, baco e
medula O6ssea. Se ndo tratadas, leva a obito em 90% dos casos, e atinge principalmente
criancas menores de 10 anos. A LC, sendo a mais comum, é caracterizada pelo aparecimento
de lesdes no local da infeccdo, as quais sdo indolores, com bordas bem definidas, base
eritematosa e fundo avermelhado. E a LCM causa lesGes destrutivas localizadas na mucosa,
em geral nas vias aéreas superiores, provocando grau elevado de deformidades (ALVES et al.,
2013; WHO, 2010).

A LT também tem ampla distribuicdo mundial (no continente Americano €
denominada Leishmaniose Tegumentar Americana - LTA). Ha registro de casos desde o sul
dos Estados Unidos até o norte da Argentina, com excec¢do do Chile e Uruguai. Dos cerca de
1,5 milhdo de novos casos por ano no mundo, o Brasil notificou, em média, 23.274 casos nos
ultimos seis anos. Esse niumero coloca o Brasil entre 0s dez paises responsaveis, por mais de
90%, de todos os casos de LT notificados no mundo (SINAN/SVS/MS, 2013; WHO, 2010).

No Brasil, oito espécies dermotrdpicas de Leishmania ja foram identificadas como
agentes etioldgicos da Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA), sendo as mais
importantes: L. braziliensis, L. guyanensis e L. amazonensis e, mais recentemente, L. lainsoni,
L. naiffi, L. shawi, e L. lindenbergi foram descritas em Estados das regiGes Norte e Nordeste,
porém com pouca importancia epidemiolégica. As principais espécies de insetos envolvidas
na transmissdo da LTA no Brasil séo: Lutzomyia flaviscutellata, L. whitmani, L. umbratilis, L.
intermedia, L. wellcome e L. migonei. Os reservatorios mais importantes do parasito,
primariamente silvestres, sdo roedores, marsupiais, edentatus e canideos (BRASIL, 2007).

A diversidade de agentes etioldgicos da LTA, as caracteristicas epidemioldgicas,
reservatorios, vetores e ecossistemas, aliados ao conhecimento ainda insuficiente sobre varios
aspectos da sua epidemiologia, tornam complexo e dificil o estabelecimento de um programa
de controle eficaz para essa endemia (BRASIL, 2007).

Embora ndo seja fatal, a LTA é uma das afeccGes dermatoldgicas de grande
importancia pelo grau de deformidades que pode provocar no ser humano, com reflexos no
campo social e econdmico. Com isso, a doenca deve ser tratada de forma a acelerar sua cura,
reduzir as lesdes e prevenir a disseminacdo do parasito ou as recorréncias, reduzindo assim a
morbidade (WHO, 2010; BRASIL, 2007).
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3.2 Tratamento da Leishmaniose Tegumentar Americana

Desde a década de 1940, o tratamento das leishmanioses consiste na administracéo
de antimoniais pentavalentes (Sb*®) como farmacos de primeira escolha e, no caso de
resisténcia, o desoxicolato de anfotericina B e a anfotericina B lipossomal podem ser usadas.
Existem dois tipos de antimoniais pentavalentes que podem ser utilizados, o antimoniato de
N-metilglucamina e o estibogluconato de sodio, sendo este ultimo ndo comercializado no
Brasil (BRASIL, 2010).

Os antimoniais pentavalentes sdo farmacos considerados leishmanicidas, pois
interferem na bioenergética das formas amastigotas, pela inibicdo da glicolise e da oxidacdo
dos &cidos graxos, acompanhados pela inibicdo da reducdo na producdo de ATP e GTP
(BRASIL, 2010).

A ampla utilizacdo do glucantime levou a selecdo de linhagens que apresentam
mecanismos de resisténcia a esses medicamentos. Os relatos de pacientes ndo responsivos a
terapia tém aumentado espantosamente, seja devido a essa selecdo ou a imunossupressao,
causada principalmente pela coinfeccdo com o HIV. Como exemplo, cita-se o Estado de
Bihar, na India, onde cerca de 70% dos casos de LV ndo respondem mais aos tratamentos a
base de Sb®*. Da mesma forma, o Brasil tem enfrentado dificuldades para tratar uma parcela
importante dos casos de LV e LTA, em razao da resisténcia ao glucantime (YAMAMOTO et
al., 2015; BRASIL, 2014b; WHO, 2010).

A principal medida de controle de todas as formas de leishmanioses no homem
continua sendo a quimioterapia. Os farmacos de primeira escolha sdo derivados do antiménio
pentavalente (Sb®"), como o antimoniato de N-metilglucamina (glucantime), o mais utilizado
no Brasil. Outros leishmanicidas sdo pentostam, pentamidina, miltefosina, paromomicina e
sitamaquina. A AmB, um antibiético isolado de Streptomyces nodosus constitui um farmaco
de segunda escolha para tratamento de leshmaniose. Nanoformulagcdes da anfoterocina B
estdo disponiveis para tratamento da LV, mas seu uso € limitado devido seu alto custo
(BRASIL, 2007; WHO, 2010; SEIFERT, 2011; BRASIL, 2014; ARONSON, 2016).

A anfotericina ¢ uma molécula anfipatica (Figura 2), ou seja, possui uma regido
hidrofilica e uma regido hidrofdbica, sendo que esta Gltima a torna insoldvel em meios
aquosos (KAMINSKI, 2014). A solubilidade aquosa é adquirida atraves da formulagcdo com o
deoxicolato de sodio ou uma variedade de carreadores lipidicos (MESA-ARANGO;
SCORZONI; ZARAGOZA, 2012). Foi introduzida na década de 1950, continua sendo o

medicamento mais valioso reservado para infeccdes fungicas sistémicas (ISHIDA et al.,
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2015). E além de ser indispensavel para o tratamento das infec¢fes fungicas, é também um
antimicrobiano importante para o tratamento da LV e LC, sendo o medicamento de segunda
escolha para o tratamento de LTA e de primeira escolha nos casos de portadores do virus HIV

e/ou que apresentem resisténcia aos Sb°* (BRASIL, 2010).

Figura 2: Estrutura quimica da anfotericina B.

Fonte: OLIVEIRA et al., 2009.

A anfotericina B (AmB) liga-se preferencialmente ao ergosterol nas membranas de
plasma flngicas, embora também interaja com ester6is, como o colesterol, nas células
hospedeiras, 0 que explica largamente a sua conhecida toxicidade. Assim, a aplicacdo de
AmB ¢ dificultada pela terapia de longa duracdo associada a efeitos adversos graves,
incluindo: nefrotoxicidade, neurotoxicidade e hepatotoxicidade (DENNING; HOPE, 2010;
KAMInSKI, 2014).

O mecanismo de acdo da AmB ainda ndo esta completamente elucidado, mas pode-se
falar em efeitos diretos sobre a membrana celular e efeitos intracelulares de inducdo de
estresse oxidativo. O efeito na membrana baseia-se na sua interagdo com o ergosterol, um
esteroide essencial da membrana celular dos organismos fungicos, e de alguns protozoarios
(género Leishmania). A estrutura poliénica da molécula forma complexos com o ergosterol, o
que forma poros na membrana e resultam em perda de sua integridade e rapido
extravasamento de potdssio e outros ions, ocasionando a morte celular (FALCI,
PASQUALOTTO, 2015).

O sequestro do ergosterol pelas moléculas de AmB também resulta em efeito tdxico
para as celulas do patdgeno, visto que o ergosterol é essencial para multiplos processos
celulares, como endocitose, fusdo de vactolos e estabilizacdo de proteinas da membrana
(MESA-ARANGO; SCORZONI e ZARAGOZA, 2012).
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A AmB é, via de regra, administrada por via intravenosa, associada a com um agente
solubilizante como o deoxicolato de sodio. Essa combinacdo é a formulacdo mais utilizada
para o tratamento de infeccBes fungicas, desde 1958, especialmente em paises em
desenvolvimento (FALCI, PASQUALOTTO, 2015; ARONSON, 2016).

Com o objetivo de reduzir principalmente a nefrotoxicidade, buscou-se o
desenvolvimento de formulagdes farmacéuticas inovadoras de AmB. Para alcancar somente
0s tecidos-alvo com maxima concentracao e seletividade, o interesse tecnologico esta voltado
para 0 desenvolvimento de sistemas “carreadores” coloidais ou atraves de particulas como
lipossomos ou nanoparticulas, produtos estes inovadores, tais como o complexo lipidico-AmB
(Abelcet®), o produto lipossomal (AmBisome®), suspensdes coloidais (Amphocil®,
Amphil® e Amphotec®) e a solucdo de detergente (Fungizone®) (ISHIDA, 2015). Porém,

esses produtos sdo de alto custo e de dificil adesao para o tratamento de populacGes carentes.

3.3 Tratamento topico e combinacdo de fAdrmacos para Leishmaniose Tegumentar

Americana

O prognéstico e tratamento da doenca varia com o tipo de hospedeiro e a escolha do
tratamento depende da espécie de Leishmania envolvida. Infelizmente, a identificacdo das
espécies por cultura e pelo exame isoenzimatico é exigente, e demorado, e novas ferramentas
rapidas, como a amplificacdo génica pela reacdo em cadeia da polimerase, ndo estdo
amplamente disponiveis. Esta € a razdo pela qual os clinicos que se deparam com pacientes
com leishmaniose tratam com frequéncia pacientes sem identificacdo das espécies, inferidos
da localizacdo geografica do paciente e a epidemiologia da doenca na area (MINODIER,;
PAROLA, 2007).

Solugdo topica de 25% de podofilina é uma nova terapia topica eficaz da LC. E um
método de terapia ndo dispendioso, indolor, com poucos efeitos colaterais, especialmente
adequado para criancas. O possivel mecanismo de acdo da podofilina como medicamento
antileishmanial € pouco conhecido, mas as a¢des bem conhecidas da podofilina em células
podem ser aplicadas em parasitas de leishmania e essas a¢Ges incluem: parada do ciclo
celular, mitose em metafase, bloquear enzimas de oxidacéo no ciclo do acido tricarboxilico,
inibir o axdnio, transporte de proteina, RNA, sintese de DNA e também inibicéo da atividade
mitocondrial (SHARQUIE; NOAIMI; AL-GHAZZI, 2005).

Um estudo de Santos et al. (2008) apresentou resultados clinicos benéficos da resposta

a formulacdo hidrofilica de Paramomicina (PA), ja que se observou evolucdo para a cura ou
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melhora na maioria dos pacientes. Com o re-tratamento, evidenciou-se incremento desse
beneficio, uma vez que o numero de pacientes curados havia aumentado. No entanto, foram
observados episodios de auséncia total de resposta a PA topica.

Outro estudo apresentou resultados da utilizacdo de imiquimod a 5% creme (aplicacéo
de uma fina camada de creme durante 20 dias) associado a antimoniato de meglumina (20
mg/kg/d por 20 dias). Os resultados mostraram que as cicatrizes residuais pareciam mens
proeminentes no grupo tratado com o creme de imiquimod a 5%, porém nenhuma escala
padronizada foi utilizada para avaliar a qualidade da cicatriz (MIRANDA-VERASTEGUI et
al., 2005)

Em Israel, alguns pacientes infectados com L. major foram tratados com sucesso com
dispersdo coloidal de anfotericina B e sulfato de colesterol (Amphocil®), dispersos em etanol
a 5% sem glicose (VARDY et al., 2001). O tratamento tépico com AmB nanolipossomal,
diminui progressivamente o tamanho de lesdes em um estudo de tratamento de 10 semanas de
lesGes cutaneas néo ulceradas (BALB/c, por 4 semanas) (VARICUTI et al., 2017).

Nos ltimos anos, os produtos naturais tém sido uma boa fonte para pesquisadores em
busca de substancias bioativas. Embora as perspectivas para a cura da leishmaniose ainda
sejam incertas, o desenvolvimento de novas técnicas de extracdo e a identificacdo de novas
potentes fracdes das plantas estdo contribuindo para esse efeito. Certas moléculas isoladas de
fontes naturais representam um grande avanco na busca de novos farmacos antiprotozoarios,
uma vez que ha necessidade urgente de uma nova era de medicamentos inovadores (TIUMAN
etal., 2012).

3.4 Platonia insignis Mart.

O Brasil possui uma vasta variedade de plantas e frutas tropicais que despertam o
interesse da comunidade cientifica para o estudo, conservacdo e utilizagdo racional destes
recursos. Muitos estudos estdo sendo realizados sobre a atividade antioxidante exercida pelos
compostos naturais em sistemas bioldgicos (SILVA et al., 2012).

Neste sentido, o levantamento bibliografico sobre derivados vegetais com atividade
leishmanicidas, isto é, espécies vegetais ja avaliadas quanto a atividade antileishmania, torna-
se interessante (SINGH et al., 2014). Nos ultimos anos foi demonstrada a atividade de varios
derivados de plantas contra parasitos do género Leishmania, dentre as quais Kalanchoe
pinnata, Plumbago scandens, Physalis angulata, Piper aduncum, australis e Phyllanthus

amarus e Platonia insignis Mart. Considera-se que estas poderdo servir de base para o
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desenvolvimento de formulagBes de fitoterapicos para o tratamento de leishmanioses e
representam oportunidades para a inovagdo em medicamentos a partir da biodiversidade
brasileira (COSTA-JUNIOR et al, 2011; OLIVEIRA, GILBERT e VILLAS BOAS, 2013).

A espécie Platonia insignis Mart, mais conhecida como “bacuri”, pertence a familia
Clusiaceae. Planta arbdrea de clima tropical, nativa da Amazoénia brasileira, cujas areas de
ocorréncia abrangem os Estados do Pard, Maranhdo, Piaui, Goias e Mato Grosso.
(NASCIMENTO et al., 2014). Apresenta-se como um fruto o tamanho de uma laranja,
redondo, com casca grossa e de cor amarelo-citrina, com uma polpa viscosa e saborosa.
Quando maduro, exala um perfume suave e fragrante que se assemelha ao jasmim e é rico
em terpenos (CALVAZARA, 1970; YAMAGUCHI et al., 2014; SANTQOS; 2015).

O fruto conttm uma polpa rica em constituintes quimicos com propriedades
antioxidantes, como a vitamina C (&cido ascorbico) e E (tocoferois) e o 6leo extraido das
sementes é rico em 4cidos graxos insaturados (oléico e linoléico), diterpenos, e
benzofenonas preniladas, como a Garcinialiptona (GFC), uma molécula com reconhecida
atividade antioxidante (NASCIMENTO, 2014; SILVA et al., 2014) e com atividade
antileishmania (COSTA-JUNIOR et al., 2011).

O 6leo de bacuri possui importantes propriedades antioxidantes, cicatrizantes e
antiinflamatérias (YAMAGUCHI, 2014; COSTA-JUNIOR, 2011) e atividade leishmanicida
(COSTA JUNIOR, et al., 2013a). Este 6leo é disponivel para comercializacdo, podendo ser
encontrado em indudstria brasileira com o nome de manteiga da semente de bacuri. Segundo
Santos-Junior e colaboradores, (2010), a composicdo do 6éleo das sementes do bacuri é de
acidos graxos, diterpenos, alcoois e hidrocarbonetos de cadeia longa; sendo que os &cidos
graxos encontrados na manteiga do bacuri sdo o palmitico (na forma de tripalmitina), o oleico,
0 estearico e o linoleico.

A extracdo do 6leo de bacuri € um processo lento que exige muito cuidado devido ao
grau de dificuldade, pois as sementes sdo colocadas para repousar em entumescimento, com
agua, por mais de um ano; posteriormente séo fervidas, sendo o dleo retirado da superficie da
agua fervente. Estudos com esta espécie demonstram interesse especial para sua seguranga e
eficacia em ensaios pré-clinicos (SANTOS et al., 2013; SILVA et al., 2014).

3.5 Emulgéis
Emulgéis surgem como um promissor sistema terapéutico para entrega de farmacos
hidrofébicos (sdo imisciveis com a &dgua). As preparagdes de uso topico, em sua maioria, sdo

usadas para os efeitos no local de sua aplicacdo, pois o farmaco age nas camadas subjacentes
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da pele ou membranas mucosas e embora possa ocorrer absor¢do indesejada, sendo esta sub-
terapéutica e geralmente ndo causa preocupacdo. Os géis possuem capacidade de liberacdo de
farmaco mais rapida quando comparados a outras preparacdes semissdlidas, pois a alta
concentracdo de seu componente aquoso permite uma maior dissolugédo de farmacos, alem de
permitir facil migracéo do farmaco através de um veiculo em comparagdo com a pomada ou a
base de creme, permitindo assim uma maior aceitacdo pelo paciente. Porém, apresenta como

desvantagem a entrega de farmacos hidrofobicos (KHULLAR et al., 2012).

Para superar essa limitacdo, surge a necessidade de preparacdo de um emulgel (sdo
combinacbes de géis e emulsbes), onde o agente gelificante na fase aquosa converte a
emulsdo em um emulgel. Estes sdo sistemas de Gleo-em-agua e agua-em-Gleo ideais para
trabalhar com drogas lipofilicas e hidrofilicas, respectivamente. E crecente o interesse no uso
de novos polimeros com funcBes complexas como emulsificantes e espessantes assim,
proporcionam a formulacdo de emulsbes e cremes estaveis, diminuindo a tensdo superficial e
interfacial e, a0 mesmo tempo, aumentando a viscosidade da fase aquosa, devido a capacidade
de gelificacdo desses compostos. Apresentam-se de forma agradavel, com certo grau de
elegancia, sdo facilmente lavaveis, tém alta capacidade de penetrar a pele, sem gordura,
facilidade de aplicacdo e remoc¢do, podem apresentar comportamento tixotrépico, emoliente e
possuem vida Gtil mais longa (VARMA, 2014; JADALE; PAWAW, 2017).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4281593/#b0015
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Capitulo I: Emulgel tépico a base de anfotericina B e manteiga de bacuri (Platonia insignis
Mart.) para o tratamento de leishmaniose cutanea: caracterizacao e ensaios in vitro.
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Emulgel based on amphotericin B and bacuri butter (Platonia insignis Mart.) for
the treatment of cutaneous leishmaniasis: characterization and in vitro assays
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RESUMO

As leishmanioses sdo consideradas doencas infecciosas, apresentando alta incidéncia e
capacidade de produzir deformidades, onde a forma cutdnea é a mais disseminada. O
tratamento preconizado pela Organizacdo Mundial de Saiude (OMS) é agressivo e tdxico,
tornando assim o tratamento topico uma alternativa promissora. Este trabalho teve como
objetivo desenvolver e caracterizar uma formulacdo topica de anfotericina B (AmB) com
manteiga de bacuri (Platonia insignis Mart.) e avaliando in vitro a sua acdo antileishmania.
As formulagGes desenvolvidas foram submetidas a testes de caracterizagdo organoléptica,
resisténcia a centrifugacdo, tamanho de goticulas, pH, condutividade elétrica, viscosidade,
espalhabilidade, teor, estabilidade preliminar, ensaio de liberacdo in vitro, avaliacdo da
atividade antileishmania das formas promastigotas de Leishmania major, citotoxicidade sobre
macrdfagos e Indice de Seletividade (IS). As emulsdes recém-preparadas apresentaram-se
com odor caracteristico atribuido a manteiga de bacuri, cor amarela escura, homogéneas e
brilhosas, com pH compativel para aplicacdo tdpica, comportamento ndo-newtoniano, teor do
farmaco dentro dos padrdes estabelecidos e modelo cinético de liberacdo de primeira ordem.
Neste estudo, foi verificado que a integridade do farmaco, nas proporcdes utilizadas (1% e
3%), foi mantida. Sendo assim, as formula¢fes demonstraram capacidade sinérgica com o
farmaco convencional, diminuindo a citotoxicidade para as células do hospedeiro e ainda
potencializando a atividade antileishmania da Anfotericina B. Conclui-se que as formulacbes

desenvolvidas apresentaram acdo antileishmania e potencial para utilizacdo por via tpica.

Palavras-chave: Anfotericina B. Citotoxicidade. Emulgel. Perfil de liberagdo in vitro.

Platonia insignis Mart.
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ABSTRACT

Leishmaniasis is considered an infectious disease, presenting a high incidence and capacity to
produce deformities, where the cutaneous form is the most disseminated. The treatment
recommended by the World Health Organization (WHO) is aggressive and toxic, thus making
topical treatment a promising alternative. This work aimed to develop and characterize a
topical formulation of amphotericin B (AmB) with bacuri butter (Platonia insignis Mart.) And
evaluating its antileishmania action in vitro. The formulations were submitted to organoleptic
characterization tests, centrifugation resistance, droplet size, pH, electrical conductivity,
viscosity, spreadability, content, preliminary stability, in vitro release assay, evaluation of
antileishmanial activity of Leishmania major promastigotes, macrophage cytotoxicity and the
selectivity index (IS). The newly prepared emulsions presented a characteristic odor attributed
to bakery butter, dark yellow color, homogeneous and shiny, with a compatible pH for topical
application, non-Newtonian behavior, drug content within established standards and kinetic
model of the release of the first order. In this study, it was verified that the integrity of the
drug, in the proportions used (1% and 3%), was maintained. Thus, the formulations
demonstrated synergistic ability with the conventional drug, reducing cytotoxicity to host
cells and further potentiating the antileishmanial activity of Amphotericin B. It is concluded

that the formulations developed showed antileishmania action and potential for topical use.

Keywords: Amphotericin B. Cytotoxicity. Emulgel. In vitro release profile. Platonia insignis
Mart.
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1 INTRODUCAO

A Organizacao Mundial de Satude (OMS) destaca as leishmanioses como uma das seis
principais doencas infecciosas com alta incidéncia e capacidade de produzir deformidades e
com prevaléncia global de 12 milhGes de pessoas infectadas (FILARDY et al., 2014; WHO,
2015). No Brasil, segundo o Ministério da Saude (2015), foram notificados mais de 20.000
casos, com maior incidéncia nas regides Norte e Nordeste do pais.

As manifestacbes clinicas causadas pela variedade de espécies de
Leishmania compreendem formas viscerais e tegumentares. As formas tegumentares da
doenca incluem leishmanioses cutaneas (LC), difusas e mucocutaneas. A forma cuténea € a
mais disseminada, podendo ser assintomatica ou causar problemas fisicos, sociais e
psicolégicos aos pacientes. No entanto, ndo existe, ainda, um tratamento satisfatorio para LC
que seja efetivo, seguro e confortavel para paciente (ALVES et al., 2017; OLLIARO et al.,
2018).

Desde a década de 20, os antimoniais foram usados com sucesso na quimioterapia para
a leishmaiose, porém, nos ualtimos 10 anos, 0 mundo presencia um aumento da falha
terapéutica, entre outras razdes, pelos altos indices de resisténcia. A anfotericina (AmB),
farmaco usado na terapia de pacientes com co-infeccbes ou em casos de resisténcia aos
antimoniais, é altamente eficaz, porém relativamente toxica (cardiotoxicidade e
nefrotoxicidade). Estes farmacos requerem administracdo parenteral, tém efeitos adversos
graves e altas taxas de recaida. Diante destas dificuldades, a busca de novas terapias, mais
seguras e eficazes é marcadamente relevante (PINTO et al., 2016; DIDWANIA et al., 2017,
PONTE-SUCRE et al., 2017; VARIKUTI et al., 2017).

O tratamento para administracdo topica € uma alternativa promissora para o
tratamento da LC, pois oferece diversas vantagens, em comparagdo ao convencional. Entre
estas vantagens pode-se destacar: praticidade de administracdo, melhor eficacia e seguranca
terapéutica, entregando as moléculas do farmaco ao sitio alvo, uma liberagdo controlada e/ou
prolongada e, com isso, alcangar uma terapia ndo agressiva, com reducdo das reacOes
adversas e toxicidades atribuidas ao farmaco e maior adesdao do paciente ao tratamento
(SANTOS et al., 2008; RUELA et al., 2016; SHILAKARI et al., 2016).

Os emulgeis, que sdo combinacdes de géis com emulsdes, sdo excelentes alternativas
para aplicacdo topica, pois permitem a incorporacdo de farmacos lipofilicos (sistemas 6leo-
em-agua) e hidrofilicos (sistemas agua-em-6leo), apresentam-se de forma elegante, tém boa

espalhabilidade e alta capacidade de penetrar a pele e liberar o farmaco (KHULLAR et al.,


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0001706X17304643?via%3Dihub#!
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2012; SUPRIYA et al, 2014; JAGDALE, PAWAR, 2017), além de poder obter formulacGes
igualmente eficientes para o tratamento de determinada enfermidade, utilizando
concentragdes reduzidas de principio ativo (PINHEIRO et al., 2016).

A associacdo de farmacos e derivados de plantas com atividade antileishmania tem se
mostrado uma alternativa vantajosa, pois a agdo sinérgica destes pode intensificar a agdo do
produto, permitindo a utilizagdo de doses menores, reduzindo, assim, as chances de efeitos
toxicos, custos associados e resisténcia terapéutica (OLIVEIRA et al., 2017; PONTE-SUCRE
et al., 2017). Dentre as diversas plantas com atividade antileishmanicida comprovada,
destaca-se a Platonia insignis Mart., popularmente conhecida como bacuri (COSTA-JUNIOR
etal., 20132, 2013 LUSTOSA et al., 2015; 20 SOUZA et al., 2017).

Diante das dificuldades encontradas no tratamento das leishmanioses, surge a
necessidade de desenvolver novas alternativas terapéuticas. A aplicacdo de um emulgel
topico, de liberacdo modificada permite uma acdo local com redugdo de possiveis reaces
adversas, sendo uma formulacdo de facil obtencdo, baixo custo e com possivel transposicdo
para escala industrial.

Assim sendo, este trabalho teve como objetivo desenvolver e caracterizar uma
formulagdo topica de anfotericina B com manteiga de bacuri (Platonia insignis Mart.) e
avaliar a sua atividade sobre Leishmania major e sua citotoxicidade sobre células de

mamiferos.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jagdale%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28761825
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pawar%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28761825
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material
2.1.1 Materiais
Manteiga de bacuri (Platonia insignis Mart.) foi adquirida da Amazon Oil (Brasil),

polaxamer 407® foi adquidido da Embrafarma (Brasil), desoxicolato de anfotericina B
adquirida da Valdequimica (Brasil), acido oléico foi adquirido da Synth (Brasil),
propilenoglicol e metanol foram adquiridos da Vetec (Brasil) , sorbato de potassio e acido
sorbico foram adquiridos da Nantong (Brasil), filtro de nitrato de celulose foi adquirido da
Sartorius Stedim Biotech (Alemanha), (alcool etilico - teor 99,5%) e alcool metilico PA (teor
min. 99,8%) foram adquiridos da Dinamica (Brasil), AMP ULTRA PC 2000 foi adquirido da
Agron (Brasil), agua destilada; meio de cultura Schneider’s, RPMI (Soro fetal bovino - SFB),
MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) 2,5-difeniltetrazolio Bromo, Azul Alamar (Resazurina®), 0s
antibidticos penicilina e estreptomicina foram adquiridos da Sigma Chemical (Brasil),
Leishmania major (MHOM/IL/80/Friendlin) obtida do Laboratério de Atividade
Antileishmania do Nucleo de Pesquisas em Plantas Medicinais da Universidade Federal do
Piaui (NPPM/UFPI), macréfagos de camundongos BALB/c machos e fémeas (4 a 5 semanas
de idade), meio tioglicolato fuido puro adquirido da Biosystems (Brasil). Os animais foram
provenientes do biotério setorial do NPPM/UFPI. Todos os protocolos foram aprovados pelo
Comité de Etica em Pesquisa Animal (CEEAPI n° 265/2016).

2.1.2 Equipamentos
Espectrofotémetro UV- Visivel UV- 1800 (Shimadzu), viscosimetro EW-98965-41
(Cole-Parmer), potenciémetro (Bel W3B), condutivimetro (Marte MB-11), célula de Franz,
centrifuga (Excelsa Il - Fanem), microscopio éptico (Olympus Cx 40), balanca analitica
eletrénica Fa2104n (Bioprecisa); agitador magnético/aquecedor (TELGA, TMA 10CF).

2.2 Métodos

2.2.1 Desenvolvimento Tecnoldgico das Formulacbes
2.2.1.1 Preparacao da Fase de Gel
As emulsbes foram obtidas utilizando-se uma farmacotécnica de preparo simples. Para
obtengcdo da fase aquosa usou-se polaxamer 407® como agente gelificante, sorbato de
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potéssio como conservante e agua destilada (g.s.p.), sob intumescimento, em refrigerador, por
24 horas (over night) (UR-REHMAN, 2011; PINHEIRO et al., 2016).

2.2.1.2 Preparacao do Emulgel
Para obtencdo da fase oleosa (emulsdo) usou-se a manteiga de bacuri (Mb) e
propilenoglicol (emoliente), sob leve aquecimento (40°C). Em seguida, adicionou-se o &cido
sorbico (conservante) e a Anfotericina B (AmB). O emulgel foi obtido apds inversdo da fase
aquosa sobre a fase oleosa, agitando-se até completa homogeneizagdo. Apds 24h verificou-se
quanto a homogeneidade e estabilizacdo das formulacbes para se dar inicio aos testes de
caracterizacdo (PINHEIRO et al., 2016; LIMA, 2017).

2.2.1.3 Design Experimental

Com a finalidade de verificar possiveis alteracdes nas formulacdes de Anfotericina B
(AmB) e mateiga de bacuri (Mb) no presente estudo, aplicou-se um planejamento fatotial 22,
com as seguintes variaveis: (1) presenca ou auséncia do acido oleico como promotor de
permeacao; (2) mudanca na concentracdo da manteiga de bacuri (10% e 15%) e (3) mudanca
na concentragdo de polaxamer (20% e 25%) (tabela 1), buscando fatores que possam otimizar
as propriedades de liberacdo das formulacbes de emulgel (LOPES et al., 2015). A
concentracdo de cada formulagdo foi decidida com base nos resultados obtidos pelo
planejamento fatorial 2° (tabela 2). Os resultados do planejamento fatorial foram analizados

pelo estudo do Grafico de Pareto.

Tabela 1: Fatores e niveis utilizados no planejamento fatorial 2% para obtencdo das

formulacGes de anfotericina B e manteiga da semente do bacuri (Platonia insignis Mart.).

Fatores Niveis
. ] Presenca
(1) Acido Oleico
Auséncia
(2) Concentracdo de manteiga de 10%
bacuri 15%
3 20%
(3) Concentracdo de polaxamer
25%

Fonte: Adaptado de Lopes et al., 2015.
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Tabela 2: Planejamento fatorial 23 para otimizag&o das propriedades de fluxo das formulagdes
de emulgel de AmB e Mb.

Planejamento Fatorial

F1 20 0 10 3 0,2 0,2

F3 20 5 10 3 0,2 0,2

F5 25 0 10 3 0,2 0,2

F7 25 5 10 3 0,2 0,2

Legenda: F1: Formulacdo 1; F2: Formulagdo 2; F3: Formulagdo 3; F4: Formulagdo 4; F5: Formulagéo
5; F6: Formulacéo 6; F7: Formulacgdo 7; F8: Formulacdo 8; AmB: anfotericina B.
Fonte: arquivo pessoal, COELHO, E.S (2018).

Figura 3: Apresentacdo esquematica da preparacdo do emulgel de AmB e Mb.

Fase Aquosa Fase Oleosa
Polaxamer 407* Manteiga de
- bacuri
Agua destilada +
(Refrig 24h) Emulgel Propilenoglicol

EaY PR
| AmB | Ac.Oléico |

Fonte: arquivo pessoal, COELHO, E.S (2018).
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2.2.2 Caracterizagdo Fisico-quimica e Estabilidade Preliminar
2.2.2.1 Caracteristicas Organolépticas
A analise macroscopica foi realizada observando-se comportamento de fase direta das
formulacGes, quanto a aparéncia, coalescéncia espontanea das fases ou alteracbes de cor e
odor (SMAOQOUI et al., 2017).

2.2.2.2 Teste de Centrifugacao

Antecedendo ao protocolo de estudos de estabilidade preliminar, as formulacdes foram
submetidas ao teste de triagem (resisténcia a centrifugacdo). Para o teste foram usados 5 g de
cada formulacdo acondicionadas em tubos Falcon e submetidas a centrifugacdo em 3.000
rotacbes por minuto (rpm) , durante 30 minutos, em temperatura ambiente (25°C + 1°C). Na
sequéncia, observou-se cada formulacdo quanto a ocorréncia ou ndo de separacao de fases ou
de qualquer indicio de instabilidade (BRASIL, 2004; DOURADO et al., 2015; OCHOA-
ANDRADE et al., 2017).

2.2.2.3 Estabilidade preliminar

A estabilidade das formulac6es foi avaliada de acordo com o Guia de estabilidade de
produtos cosméticos e o Guia para realizacdo de estudos de estabilidade contemplando o teste
de ciclo gelo-degelo. Em cada ciclo, as amostras foram submetidas a alta temperatura
(45 £2°C) e baixa temperatura (-5 + 2°C) a cada 24h, durante doze dias, totalizando seis
ciclos. (BRASIL, 2004; BRASIL, 2005; DAHER et al., 2014, DAUT et al.,, 2015). Os
parametros analisados para cada formulagdo, com resultados expressos pela media + desvio
padrdo (média + DP, n = 3), antes e ap0s o testes foram: caracteristicas organolépticas, pH,

condutividade elétrica, espalhabilidade e viscosidade.

2.2.2.4 Determinagdo do tamanho de goticulas
A analise do tamanho das goticulas foi determinada por microscopia Optica, na
objetiva de imersdo, em temperatura ambiente. Foram analisadas trés laminas de cada
formulacdo, medindo-se o didmetro de 100 goticulas por 1dmina. Para preparacdo das laminas,
foram diluidas as amostras em solucdo de propilenoglicol e dgua destilada (1:1), na propor¢édo
de uma parte de amostra para 10 partes da solucdo (PINHEIRO, 2014).
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2.2.2.5 Determinagéo do pH
O pH das formulagdes foi realizado & temperatura ambiente (25,0 £+ 2,0°C), utilizando-
se um Potencidémetro Bel W3B, previamente calibrado com solucdo tampéo pH 4,0 e 7,0. As
medicdes foram realizadas por imerséo direta do eletrodo de vidro na amostra (ANVISA, 2010;
DOURADO et al, 2015). Para ajuste de pH das formulagdes destinadas aos testes in vivo, foi
utilizado neutralizador AMP (Aminometil Propanol) ULTRA PC 2000, permanecendo estes
na faixa de 5,8 e 6,3.

2.2.2.6 Determinacao da Condutividade Elétrica
As medidas de condutividade dos emulgeis foram realizadas a temperatura de 25°C,

através imersdo direta do eletrodo na amostra, sem diluicdo prévia (DAHER et al., 2014).

2.2.2.7 Determinacéo da Viscosidade
A viscosidade foi realizada utilizando viscosimetro rotativo digital, do tipo Brookfield
(figura 4). As velocidades utilizadas para a curva ascendente foram: 6, 12, 30, 60 e 100 rpm
(rotacdes por minuto), com o uso do spindle dois (SP = 2), a temperatura ambiente
(25 + 2°C). A velocidade de cisalhamento tem como unidade s?, mas em determinagGes de
viscosimetros rotacionais, como o de Brookfield, costuma-se usar a medida de rotaces por
minuto (OCHOA-ANDRADE et al., 2017).

Figura 4: Viscosimetro rotativo digital do tipo Brookfield, usado para realizacdo do teste de

viscosidade das formulacdes.

> ; B P

Fonte: arquivo pessoal, COELHO, E.S (2018).
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2.2.2.8 Determinacgéo da Espalhabilidade

Para determinacdo da espalhabilidade, utilizou-se o método do dispositivo para
determinacdo in vitro de Knorst (1991), apud Cordeiro et al. (2013), que corresponde a
relacdo entre a area de espalhamento alcancado com a aplicacdo de esforco sobre o produto e
0 esforco limite.

Para a realizacdo do teste, foi utilizada uma placa-base de vidro, posicionada sobre
uma escala milimetrada (figura 5). Com o auxilio de uma seringa, foi colocado um grama (19)
da amostra no orificio central da placa, e sobre esta, colocou-se uma placa de vidro de peso
pré-estabelecido. Apés um minuto, foi realizada a leitura dos didmetros alcancados pela
amostra, em posi¢des opostas (horizontal e vertical) com auxilio de uma escala milimetrada.
Repetiu-se este procedimento acrescentando-se sucessivamente as doze placas, em intervalos
de um minuto entre uma placa e a outra. Posteriormente, foi calculado o didmetro médio e 0s
resultados foram expressos de acordo com a equagio Ei= d?. m /4, onde: “Ei” expressa a
espalhabilidade da amostra para um determinado peso em milimetro quadrado (mm?) e “d”
corresponde ao diametro médio em milimetro (mm). Os resultados foram expressos pela
média de trés determinacGes e as medicdes foram realizadas antes e apOs o teste de

estabilidade preliminar (ciclo gelo-degelo).

Figura 5: Teste de espalhabilidade das formulagdes.

Fonte: arquivo pessoal, COELHO, E.S (2018).

2.2.2.9 Determinacdo do teor de Anfotericina B por Espectrofotometria no Ultravioleta
(UV - VIS)

O teor do farmaco na preparacdo semissélida, foi determinado por método

previamente validado por Pinheiro (2014) e revisado por Lima (2017), onde a anélise da

quantidade de AmB presente nas amostras foi determinada na regido do visivel usando um
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espectrofotémetro UV-Vis em comprimento de onda 405,4 nm, com auxilio do software UV-
Probe 2.42. Uma curva de calibracdo foi construida nos pontos 1, 2, 3, 4, 5 e 6 pg/mL, e foi
utilizado metanol como solvente (PINHEIRO, 2014).

Pesou-se 0,025 g da formulacao e diluidas em metanol, com volume total de 25 mL.
Apo6s 20 minutos, fez-se uma diluicdo de 1:10 com metanol em baldo volumétrico de 10 mL,
resultando em uma concentracdo tedrica de 3 pg/mL. Absorbéncias obtidas a partir de
solucgdes de farmaco foram processadas para eliminar o erro dado por possiveis interferéncias
de qualquer excipiente absorvente no mesmo comprimento de onda (A = 405,4 nm). Assim,

utilizou-se metanol como branco.

2.2.3 Ensaio de Liberacdo in vitro
2.2.3.1 Ensaio de liberacao in vitro utilizando células de difusdo do tipo Franz
Os estudos de liberagdo foram realizados utilizando células de difusdo do tipo Franz

(figura 6 e 7), com é&rea de difusdo efetiva de 1,15 cm?, usando membranas artificiais de
nitrato de celulose 0,45um. O compartimento receptor foi preenchido com uma solugdo
pronilenoglicol/etanol (7:3) num sistema composto de seis células individuais conectado a um
banho-maria termostatizado (37°C), sob agitacdo constante de 100 rpm em agitador
magnético por um periodo de 6 horas (figura 6).

As membranas foram colocadas na parte superior da célula receptora e no
compartimento doador, foi colocado aproximadamente 0,4 g da formulagdo, diretamente
sobre a membrana sem oclusdo. As amostras da solucdo receptora foram coletadas nos
tempos: 0; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 4,0 e 6,0 para cinética de 6 horas. Foram coletados 3 mL em cada
intervalo e para manutencdo das condic¢des sink do sistema, foi reposto 0 mesmo volume de
meio receptor (FRANZ, 1975). A concentragdo de AmB liberada foi determinada por
espectrofotometria UV-Vis através do método analitico desenvolvido e validado previamente
por Pinheiro (2014).
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Figura 6: Agitador magnético e células de difusdo in vitro, tipo Franz.

Fonte: arquivo pessoal, COELHO, E.S (2018).

Figura 7: llustracdo dos componentes da uma célula de difusdo, tipo Franz, usados para

realizacdo de testes de cinética de liberagéo.

Compartimento
doador

Fonte: adaptado de researchgate.net/figure

2.2.4 Avaliacdo da Atividade Antileishmania in vitro
2.2.4.1 Obtencdo de Células e Parasitos
Para a avaliacdo da atividade antileishmania foi utilizada a cepa L. major
(MHOM/IL/80/Friendlin). As formas promastigotas foram cultivadas em meio de Schneider’s
suplementado (10% de soro fetal bovino (SFB), 10.000 Ul de penicilina e 1.000 Ul de
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estreptomicina, incubadas em estufa B.O.D. a 26 °C). Foram coletados macr6fagos murinos
das cavidades peritoneais de camundongos BALB/c machos e fémeas (4 a 5 semanas de
idade), apos elicitacdo prévia (72 horas) pela aplicacdo de 2 mL de tioglicolato a 3% via

intraperitoneal.

2.2.4.2 Atividade Antileishmania das formas Ppromastigotas de L. major

O ensaio foi realizado com formas promastigotas de L. major em fase logaritmica de
crescimento. Os parasitos foram semeados em placas de cultivo celular de 96 pocos contendo
meio Schneider’s suplementado, na quantidade de 1 x 108 leishmania/100 puL de meio ja
contendo as formulacGes adicionadas previamente aos pogos, em triplicata e realizadas
diluicbes seriadas, atingindo oito faixas de concentracdes finais desejadas (800 a 6,25
pg/mL). A placa foi incubada em estufa de demanda bioguimica de oxigénio (B.O.D.) a
temperatura de 26°C por 48 h e, restando 6 h para o término deste periodo, foram adicionados
20 pL de resazurina 1 x 10 mol/L, quando incubou-se novamente a placa. A leitura da placa
foi realizada num leitor de placas de absorbancia Biotek 31 (modelo ELx800), no
comprimento de onda de 550 nm, e os resultados foram expressos em termos de inibicao
do crescimento (%) (OLIVEIRA et al., 2017; ALVES et al., 2017). O controle positivo foi
realizado com 2 pg/mL de AmB em meio Schneider’s e o controle negativo equivaleu ao
meio Schneider’s, somente. Neste caso, a AmBc foi considerada 100% de viabilidade para os
parasitos (VALADARES et al., 2011; ALVES et al., 2017).

2.2.5 Determinacéo da Citotoxicidade
2.2.5.1 Citotoxicidade sobre Macréfagos e indice de Seletividade (1S)
A avaliacéo da citotoxicidade foi realizada em placas de 96 pocos utilizando o ensaio
com o MTT. Foram incubados 2 x 10° macréfagos por pogo em 100 pL de meio RPMI 1640
(suplementado com 10% de SFB, 10.000 Ul de penicilina e 1.000 Ul de estreptomicina) em
estufa a 37°C e 5% de CO2, durante 4 h para a adesao celular. Apds esse periodo retirou-se o
sobrenadante para remocéo das células que ndo aderiram. As formulacdes foram diluidas em
meio RPMI suplementado, adicionados a placa contendo os macr6fagos em concentragdes
seriadas atingindo oito faixas de concentraces finais (800 a 6,25 pg/mL), e incubados a 37°C
e 5% de CO> durante 48 h. Apds esse periodo, a citotoxicidade foi avaliada por adigdo de 10
% de MTT [5 mg/mL] diluido em 100 pL de meio RPMI suplementado e incubou-se
novamente a placa durante 4 horas a 37°C e 5% de CO.. Passado esse periodo, o sobrenadante

foi descartado e os cristais de formazan foram dissolvidos por adi¢do de 100 uL de DMSO.
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Finalmente, a absorvancia (550 nm) foi medida utilizando um leitor de placas Biotek
(ELx800). O indice de seletividade de cada tratamento foi calculado dividindo a concentracdo
citotoxica média (CCso) observada para macrofagos peritoneais de camundongos BALB/c
pela concentracéo inibitoria média (Clso), calculada para as diferentes formas de apresentagéo
do parasita (OLIVEIRA et al., 2017).

2.2.6 Anélise Estatistica

Os resultados foram expressos como média + DP de pelo menos trés repetices. A
concentracdo inibitoria média (IC50), a concentragdo citotoxica média (CC50) com um limite
de confianca de 95%foram calculadas utilizando a regresséo probit do programa SPSS 13.0. O
indice de seletividade foi calculado dividindo o CC50 por IC50. Analises de variancia
ANOVA seguida do teste de Bonferroni foram realizadas utilizando o programa GraphPad
Prism versdo 5.0, tomando como valor méximo de significancia estatistica o valor de p <0,05.
O grafico de Pareto foi estruturado para cada parametro com os resultados obtidos usando o
software Minitab® 18.

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 Planejamento Fatorial

A partir do estudo fatorial 2% usando trés varidveis independentes, obteve-se 0ito
combinagbes em diferentes concentragdes da manteiga de bacuri, do gel e a presenca ou
auséncia do promotor de permeacao, sendo possivel definir as condicGes ideais de producéo
das formulacGes, com alta eficiéncia.

O planejamento fatorial de dados € uma ferramenta que visa diminuir a quantidade de
variaveis originais a serem utilizadas, diminuindo assim quantidade de combinagdes que
podem ser obtidas. E bastante utilizada em pesquisas, pois auxilia na mensurac&o de possiveis
problemas que venham a ocorrer durante a pesquisa. (ZELLER; CARMINES,1980; FILHO;
JUNIOR, 2010; SOLIMAN et al., 2016)

3.2 Caracteristicas Organolépticas
Neste estudo, as emulsdes recém-preparadas apresentaram-se homogéneas, brilhosas,
com sensorial viscoso, sem sinais de instabilidade, com odor caracteristico atribuido a

manteiga de bacuri, cor amarela escura, onde F2, F4, F6 e F8 apresentaram tonalidade um
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pouco mais escura que as demais, em virtude de possuirem maior concentracdo da Mb nestas
formulages (figura 8) (CANUTO et al., 2010).

Figura 8: Aspecto visual das formulacdes do emulgel de AmB e Mb.

F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8

Legenda: F1: Formulacdo 1; F2: Formulacdo 2; F3: Formulagdo 3; F4: Formulacdo 4;
F5: Formulagdo 5; F6: Formulacéo 6; F7: Formulacéo 7; F8: Formulagéo 8.
Fonte: arquivo pessoal, COELHO, E.S (2018).

3.3 Resisténcia a Centrifugacao

A centrifugacdo € considerada uma ferramenta amplamente utilizada nos estudos de
estabilidade de sistemas dispersos, permitindo observar possiveis instabilidades fisico-
quimicas das formulagdes, em curto espaco de tempo (GHOSH et al., 2013).

Todas as formulagdes submetidas ao teste de resisténcia a centrifugacdo (figura 9)
permaneceram estaveis, sem qualquer evidéncia de separacdo de fases, portanto, foram
aprovadas neste teste de triagem que antecede a analise da estabilidade preliminar. O teste de
centrifugacdo ndo deve necessariamente indicar a estabilidade fisica das amostras, porém,
fornece informacdes rapidas sobre separacdo de fases, podendo dessa forma, indicar a
necessidade de reformulacdo do produto (BRASIL, 2008) sendo também eficiente para
selecionar as formulagbes que devem ser submetidas aos testes de estabilidade preliminar,
acelerada e de prateleira (BRASIL, 2004).
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Figura 9: Formulacgdes de emulgel de AmB e Mb, ap0s teste de resisténcia a centrifugacao.

Legenda: F1: Formulagdo 1; F2: Formulagdo 2; F3: Formulacdo 3; F4: Formulacdo 4;
F5: Formulagdo 5; F6: Formulacéo 6; F7: Formulagéo 7; F8: Formulagéo 8.
Fonte: arquivo pessoal, COELHO, E.S (2018).

3.4 Estabilidade Preliminar

Apos o teste de estabilidade preliminar (ciclo gelo-degelo), as formulagdes F2, F5 e F6
apresentaram sinais macroscopicos de instabilidade (separacdo de fases); as demais
formulaces permaneceram sem alteracdes na cor, odor, aparéncia e homogeidade. Segundo
Mollica, Ahuja, Cohen (1978) e (SILVA et al., 2009a) a estabilidade dos produtos
farmacéuticos depende de fatores ambientais como temperatura, umidade, luz e de outros
fatores relacionados ao proprio produto como propriedades fisicas e quimicas, de substancias
ativas e excipientes farmacéuticos, forma farmacéutica e sua composi¢cdo, processo de
fabricacdo; e que o estudo da estabilidade preliminar orienta a obtencdo da formulacgéo, a
escolha do material de acondicionamento, permite estimar as alteracdes organolépticas que

venham a aparecer, assegurando assim a qualidade do produto.
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Tabela 3: Caracteristicas organolépticas das formulagdes de emulgel de AmB e Mb, antes e

apos o ciclo gelo-degelo.

Antes da Estabilidade Preliminar Ap0s Estabilidade Preliminar
F1 P P P P P P

Legenda: F1: Formulacdo 1; F2: Formulacéo 2; F3: Formulacdo 3; F4: Formulacdo 4; F5: Formulagéo
5; F6: Formulagdo 6; F7: Formulacéo 7; F8: Formulacéo 8.; P: padréo; M: moderada.
Fonte: arquivo pessoal, COELHO, E.S (2018).

Figura 10: Aspecto visual das formulaces de emulgel de AmB e Mb, apds teste do ciclo

gelo-degelo.

Legenda: F1: Formulacdo 1; F2: Formulacdo 2; F3: Formulacdo 3; F4: Formulacdo 4; F5: Formulagéo
5; F6: Formulacéo 6; F7: Formulagdo 7; F8: Formulacéo 8.
Fonte: arquivo pessoal, COELHO, E.S (2018).
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Figura 11: Aspecto visual Condutividade média das formulagbes de emulgel de AmB de
emulgel de AmB e Mb, antes e apds o ciclo gelo-degelo, que apresentaram separacdo de

fases.

Instaveis

Separacgao
de fases:

F2, F5 FG6.

Legenda: F2: Formulagdo 2; F5: Formulacdo 5; F6: Formulacao 6
Fonte: arquivo pessoal, COELHO, E.S (2018).
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3.5 Microscopia

A microscopia Optica € um método que possibilita a visualizagdo direta do aspecto
real das goticulas lipidicas e a detec¢do de instabilidade fisica (ANTUNES, 2007), sendo que
a incorporacdo de farmacos, Segundo Marcato (2009), pode influenciar o didmetro e a
distribuicdo das goticulas.

No método de microscopia dptica ndo foi possivel observar goticulas em nenhuma
das formulacgdes (figura 12). Estes resultados discordam dos obtidos em estudo realizado por
Pinheiro (2014), onde se analisou emulgeis de AmB 3% com diferentes promotores de
permeacdo, sendo possivel a determinacdo do tamanho das goticulas pelo mesmo método
empregado no presente estudo. Esta divergéncia pode ser justificada, devido adicdo da
manteiga de bacuri, produto este rico em lipidios, podendo 0 mesmo ter reduzido as goticulas
a tamanhos ndo detectados pelo método aplicado, sendo necessarios estudos de microscopia
eletronica.

Estudiosos defendem que nenhum método isolado é plenamente suficiente para
caracterizar os sistemas em termos de tamanho de goticulas, portanto uma combinagédo de
pelo menos duas técnicas é recomendada, sendo uma dessas técnicas a microscopica
(KLANG etal., 2012).

Figura 12: Imagem da microscopica das formulagdes de emulgel de AmB e Mb, em objetiva
de 100x.

Legenda: F1: Formulacdo 1; F2: Formulacdo 2; F3: Formulacdo 3; F4: Formulacdo 4;
F5: Formulagdo 5; F6: Formulacdo 6; F7: Formulacao 7; F8: Formulagéo 8.
Fonte: arquivo pessoal, COELHO, E.S (2018).
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3.6 Determinacgéo do pH

A compatibilidade da pele é o principal requisito para uma boa formulacdo topica
(levemente acido compreendido na faixa entre 4,6 a 5,8) (GONCALVES; CAMPOS, 2009;
BAIBHAY et al., 2009) e também com o pH em que o farmaco incorporado exige para sua
Otima eficacia. A tolerancia bioldgica méaxima da pele as formulagGes topicas varia entre pH
4,6a7,5 (SILVA e al., 2009), porém, faz-se necessario uma alcalinizacdo das formulagdes em
torno de pH 6,0 pois além de ideal para uma formulacéao tdpica, pode proporcionar uma maior
acdao do farmaco durante o tratamento, visto que o pH em que a AmB tem sua atividade
terapéutica méaxima esta compreendido entre a faixa de 6 a 7,5 (Kaur; Kakkar, 2010;
ARAUJO, 2013).

Os valores de pH encontraram-se na faixa de 4,73 a 5,02. Apo6s o ciclo gelo-degelo, o
pH variou entre 4,84 a 5,09, verificando-se diferenca estatisticamente significativa (p > 0,05)
nas formulagdes F2, F5 e F6 (figura 13). Estas foram as mesmas que com comportamento de
instabilidade (separacdo de fases) na analise macroscopica ap0s o teste de estabilidade. Nas
demais formulacdes, os valores de pH mostram-se com adequacéo para aplicacdo topica.

Para proporcionar uma maior acdo do farmaco durante o tratamento, fez-se necessario

ajuste do pH das formulag6es para a faixa, em torno de pH 6,0.

Figura 13: O pH médio das formulagdes de emulgel de AmB de emulgel de AmB e Mb,
antes e apos o ciclo gelo-degelo. ANOVA One-way foi realizada, seguido pelo pds-teste de

comparacdo multipla de Bonferroni, assumindo * p <0,05; ** P <0,01; *** p <0,001.
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F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8
Formulacdes

Legenda: F1: Formulagdo 1; F2: Formulagdo 2; F3: Formulagdo 3; F4: Formulacdo 4;
F5: Formulagdo 5; F6: Formulacédo 6; F7: Formulacdo 7; F8: Formulagdo 8.
Fonte: arquivo pessoal, COELHO, E.S (2018).
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3.7 Condutividade Elétrica

No que concerne a condutividade, com excegdo da formulacdo F2, todos as outras
formulacGes apresentaram diminuic¢do da condutividade apds do ciclo gelo-degelo (figura 14)
apresentando diferenca estatisticamente significativa (p>0,05) em F3, F5 e F7.

A diminuigcdo da condutividade elétrica nas formulagGes apds o ciclo gelo-degelo,
exceto em F2, pode ser explicado pela proporcéo da fase aquosa ser maior em relacdo a fase
oleosa e também pela evaporacdo de agua, quando submetidas a temperaturas elevadas
durante o ciclo. No entanto, o fato de apenas F2 ter aumentado sua condutividade apds o
ciclo, pode ser decorrente da instabilidade apresentada por esse emulgel, apds o ciclo gelo-
degelo. A medicao da condutividade elétrica de uma formulacéo permite estimar a capacidade
da fase dispersante ser formada por 6leo ou agua, sendo possivel determinar os dominios
polares ou apolares (NAOUI et al., 2011).

Figura 14: Condutividade média das formula¢des de emulgel de AmB de emulgel de AmB e
Mb, antes e apds o ciclo gelo-degelo. ANOVA One-way foi realizada, seguido pelo pos-teste

de comparacdo mdaltipla de Bonferroni, assumindo * p <0,05; ** P <0,01; *** p <0,001.

EER Antes
Bl Depois

Condutividade (mS/cma 25 °C)

FA F5 F6 F7 F8
Formulacdes
Legenda: F1: Formulagdo 1; F2: Formulagdo 2; F3: Formulagdo 3; F4: Formulacdo 4;

F5: Formulagdo 5; F6: Formulacédo 6; F7: Formulacdo 7; F8: Formulagéo 8.
Fonte: arquivo pessoal, COELHO, E.S (2018).
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3.8 Determinacéo da Viscosidade

Os resultados para a viscosidade demostraram que os emulgéis sofrem deformagéo
com a aplicacdo de uma forca, reportando uma diminuicdo da viscosidade com o aumento da
velocidade de 6 a 100 rpm (figuras 15 e 16).

Em uma formulacéo estavel, a aplicacdo de uma forca, como a que ¢é aplicada para
espalha-1a& sobre a pele, ndo induz mudangas estruturais irreversiveis que possam ser
interpretadas como perda de estabilidade. O teste de viscosidade permite analisar como as
formulacGes comportam-se mediante a aplicacdo de diferentes forcas, pois quanto mais
viscosa ela for, menos se espalharé sobre a pele (ANDRADE; PARENTE; ARES, 2014).

As formulagdes exibiram comportamento ndo-newtoniano mostrando uma redugéo da
viscosidade com o aumento da velocidade de cisalhamento, podendo inferir um provavel
comportamento pseudoplastico, que pode ser confirmado com a utilizacdo de um reémetro. O
comportamento pseudopléstico € identificado quando hd uma diminuicéo da viscosidade com
0 aumento da tensdo de cisalhamento, fazendo com que o composto se torne mais fldido. No
entanto, apos a retirada da forca, elas voltam ao seu estado inicial (SUNER, 2017).

No que se refere a administracdo topica, a caracteristica tixotropica, encontrada nos
emulgeis contribui com o tempo de retencdo da formulacdo no local de aplicagéo, pois maior
é a capacidade de se tornar mais fluida quando submetida a uma pressdo externa. Assim,
espalha-se mais facilmente na regifo de aplicacdo (SUNER et al., 2017) e contribui para a
liberacdo do farmaco e sua biodisponibilidade na pele (ROGGIA et al., 2014).
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Figura 15: Viscosidade média das formulacbes de emulgel de AmB e Mb (F1 - F4), antes o

ciclo gelo-degelo.
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Legenda: F1: Formulacdo 1; F2: Formulacdo 2; F3: Formulagdo 3; F4: Formulacdo 4.
Fonte: arquivo pessoal, COELHO, E.S (2018).

Figura 16: Viscosidade média das formulaces de emulgel de AmB e Mb (F5 - F8), antes e

apos ciclo gelo-degelo.
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Legenda: F5: Formulacéo 5; F6: Formulagéo 6; F7: Formulacdo 7; F8: Formulacdo 8.
Fonte: arquivo pessoal, COELHO, E.S (2018).
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3.9 Espalhabilidade

Nas figuras 17 e 18, pode-se observar que as formulagbes F1, F2, F5, F6 e F7
aumentaram a espalhabilidade ap6s o ciclo gelo-degelo, ao passo que F3, F4 e F8 diminuiram.

O aumento da espalhabilidade nas formulacdes F2, F5 e F6 apos o ciclo gelo-degelo,
pode ser justificado pela perda da estabilidade dos emulgeis (separacéo de fases) tornando o
sistema mais fluido. As alteraces de comportamento nos demais emulgeis, ndo afetaram de
forma critica sua propriedade de dispersdo, o que demonstra que as concentragcdes do
polimero utilizado na formulacdo, ndo afetaram a qualidade do produto. Segundo Nikumbh,
Sevankar, Patil (2015) , uma boa capacidade de espalhamento, ou seja, de dispersao, é critério
essencial para os emulgeis, e Cordeiro et al., (2015) ressalta sobre a importancia da mesma

para melhor aceitacdo do produto.

Figura 17: Espalhabilidade média das formulagdes de emulgel de AmB e Mb (F1- F4), antes
e apos o ciclo gelo-degelo, em diferentes forgas aplicadas.
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Legenda: F1: Formulagdo 1; F2: Formulagéo 2; F3: Formulacéo 3; F4: Formulacéo 4
Fonte: arquivo pessoal, COELHO, E.S (2018).
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Figura 18: Espalhabilidade média das formulagbes de emulgel de AmB e Mb (F5- F8), antes
e apos o ciclo gelo-degelo, em diferentes forgas aplicadas.
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Legenda: F5: Formulacdo 5; F6: Formulacdo 6; F7: Formulagdo 7; F8: Formulaco 8.
Fonte: arquivo pessoal, COELHO, E.S (2018).

3.10 Determinacdo da Anfotericina B por Espectrofotometria no Ultravioleta

Para que fosse possivel determinar o teor de AmB presente em cada uma das
formulagdes foi construida uma curva de calibracdo analitica, usando a absorbéancia de 405,4
nm (figura 19). Este valor de absorbancia foi escolhido segundo achados na literatura,
descritos por (PINHEIRO, 2014) que validou uma metodologia de quantificacdo para o
farmaco em questdo. A curva analitica construida apresentou equacéo da reta y = 0,1776x -
0,0319, onde, y ¢ absorbancia e x a concentragdo em pg/mL da amostra analisada. O
coeficiente de linearidade obtido foi r2 = 0,9983, sendo ele significativo.

Em toda formulacdo, o teor do farmaco presente deve estar dentro dos padrfes
estabelecidos em compéndios oficiais. De acordo com a USP (2016) o intervalo do teor de
AmB em formulag6es topicas ndo pode conter menos de 90% ou mais de 125%. Pode ser
observado na tabela 4 que todas as formulagdes estavam dentro da faixa de teor estabelecido,
apesar da formulacéo F1 ter apresentado uma diferenca estatisticamente significativa para

p<0,05 (figura 20), ela ficou dentro da faixa de teor aceita pela farmacopeia americana.
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Figura 19: Curva de calibragcdo da AmB nas concentragdes de 1, 2, 3, 4, 5 ¢ 6 ug/mL, em metanol.

1,2 -
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Fonte: arquivo pessoal, COELHO, E.S (2018).

Tabela 4: Teor médio da AmB nas formulacdes de emulgel de AmB e Mb (% p/p), antes e

apos ciclo gelo-degelo.

Formulagdes Média do Teor (%) Meédia do Teor (%)
Antes da Estabilidade Depois da Estabilidade

F1 111,2328 97,95045

F2 109,1854 103,6878

F3 107,6434 102,696

F4 105,9995 101,8814

F5 100,7095 102,2452

F6 105,7153 102,5932

F7 107,0516 103,3294

F8 107,8311 101,9949

Legenda: F1: Formulagdo 1; F2: Formulacdo 2; F3: Formulacdo 3; F4: Formulacdo 4; F5: Formulacao
5; F6: Formulacéo 6; F7: Formulagéo 7; F8: Formulacéo 8.
Fonte: arquivo pessoal, COELHO, E.S (2018).
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Figura 20: Teor médio da AmB nas formulacdes de emulgel de AmB e Mb (% p/p), antes e
apos o ciclo gelo-degelo. ANOVA One-way foi realizada, seguido pelo pos-teste de

comparacdo maltipla de Bonferroni, assumindo * p <0,05; ** P <0,01; *** p <0,001.

E Depois

Teor

F4 F5 F6 F7 F8

Formulacdes

Legenda: F1: Formulagdo 1; F2: Formulagdo 2; F3: Formulacdo 3; F4: Formulacdo 4;
F5: Formulagdo 5; F6: Formulacdo 6; F7: Formulacao 7; F8: Formulacgéo 8.
Fonte: arquivo pessoal, COELHO, E.S (2018).

3.11 Cinética de Liberacao in vitro

A avaliagdo da cinética de liberacdo de formas farmacéuticas semissélidas de
aplicacdo topica é crucial na adequabilidade delas como veiculos capazes de prover a sua
disponibilizacdo em nivel epidérmico, além de apresentar-se como uma ferramenta
imprescindivel no controle de qualidade de formas farmacéuticas ndo convencionais. Por isso,
além dos parametros acima descritos, outro fator determinante na escolha de uma formulagéo
é o seu perfil de liberacdo in vitro (MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010).

A liberacdo de uma substancia biologicamente ativa a partir de formulagfes topicas €
diretamente dependente das propriedades do veiculo e do farmaco, ocorrendo, geralmente, por
combinagéo dos mecanismos de difuséo do ativo através da matriz do veiculo e do coeficiente
de particdo (PINHEIRO, 2014).

A fim de prever e correlacionar a cinética de liberacdo in vitro dos farmacos a partir de
suas formas farmacéuticas, diversos modelos matematicos foram propostos, sendo 0s mais
aplicaveis os de ordem zero, primeira ordem e Higuchi, cujas respectivas equacdes
encontram-se apresentadas na tabela 5, onde Q representa a quantidade de farmaco liberado

em funcdo de tempo t, Qo a quantidade inicial de farmaco, k a constante de velocidade
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caracteristica do modelo e n é o expoente de liberacdo (ALMEIDA, 2014). A tabela 5 mostra

0s modelos cinéticos mais utilizados.

Tabela 5: Modelos matematicos comumente utilizados para descrever as curvas de dissolucéo

de substancias ativas.

Modelos matematicos Equacdes

Ordem zero Q =kt+ Qo
Primeira ordem Q=Qo.e"
Higuchi Q = kt%®

Fonte: Adaptado de Almeida (2014).

O modelo cinético de ordem zero é utilizado para descrever a dissolucdo do farmaco a
partir de sistemas, cuja velocidade de liberacdo independe de sua concentracdo na forma
farmacéutica. J& o modelo de primeira ordem descreve a cinética a partir de sistemas onde a
liberacdo do ativo ocorre por um mecanismo difusional, sendo proporcional a quantidade que
permanece em seu interior. No modelo de Higuchi, também conhecido como pseudo-ordem
zero, o processo de liberacdo do farmaco € baseado na lei de difusdo de Fick, dependente da
raiz quadrada do tempo (ALMEIDA, 2014).

A partir da cinética de liberacdo in vitro, foi verificado que a melhor adequacéo
das formulacdes foi ao modelo de liberagdo matematica de primeira ordem. Esta relacdo pode
ser usada para descrever a difusdo do farmaco em formas farmacéuticas tais como matrizes
solGveis em agua (RAMTEKE et al., 2014).

O gréfico da cinética de liberag&o in vitro foi construido considerando o tempo em
horas (figura 21). Observa-se nos trés primeiros pontos que a liberagdo do farmaco apresenta-
se semelhante entre todas as formulagdes ja que todas as formulacGes eram emulgeis, havendo
uma maior diferenciagdo entre os perfis de liberagdo das formulacfes principalmente nos trés

ultimos pontos, no “steady state” (estado estacionario).
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Figura 21: Perfil de liberacdo da Anfotericina B a partir das formulagcfes de emulgel de AmB
e Mb.
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Legenda: F1: Formulagdo 1; F2: Formulagdo 2; F3: Formulacdo 3; F4: Formulacdo 4;
F5: Formulagdo 5; F6: Formulacéo 6; F7: Formulacéo 7; F8: Formulagéo 8.
Fonte: arquivo pessoal, COELHO, E.S (2018).

A figura 21 mostra os valores da quantidade acumulada de AmB libertada no prazo de
6 horas (Q6) nos ensaios de libertacdo in vitro; onde podemos observar que as formulacdes
F1, F6 e F7 foram as que liberaram uma quantidade maior de AmB no ponto final (Q6). O
perfil de libertacdo in vitro de AmB nas emulsdes € apresentado na Figura 6. As trés posicoes
iniciais do gréfico demonstram que a libertagdo do farmaco é semelhante em todas as
formulacGes. Esta semelhanca fundamental na liberacdo do farmaco € devido as formulagdes
apresentarem caracteristicas de um sistema modificado de liberagdo de farmaco; uma
diferenciacdo entre os perfis de liberacdo das formulacfes é observada apenas nos trés ultimos
pontos da curva, denominados “steady state” (estado estacionario). O coeficiente de
determinacdo correspondente aos modelos matematicos aplicados determina qual modelo
melhor descreve o perfil de liberagdo da AmB. No entanto, os valores foram muito proximos
(tabela 6), entdo o residuo do quadrado médio (RQM) foi utilizado para avaliar o modelo que
melhor se adequava. A partir dos modelos matematicos aplicados, 0 modelo de primeira
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ordem é o mais adequado, pois 0 RQM foi menor que os demais modelos comparados no
estudo (tabela 6), indicando melhor adequacéo.

Tabela 6: Coeficientes de determinacdo, coeficiente de liberacdo e residuo do quadrado
médio para os diferentes modelos cinéticos de liberagdo das formulacdes de emulgel de AmB
e Mb.

Ordem Zero RQM PrimeiraOrdem RQM Higuchi RQM

F1 r>=0989 k=0,00052 1,9512 r?=0,953 k=9,6x10° 0,0070 r?=0,935 k=0,00199 11,5086

F2 r=0,998 k=0,00038 0,2512 r?>=0,989 k=8,8x10° 0,0019 r>=0,960 k=0,00146 4,2500

F3  r>=0,992 k=0,00052 1,4398 r?>=0,965 k=0,00010 0,0070 r>=0,944 k=0,00200 10,447

F4 r>=0,993 k=0,00045 1,3192 r?>=0,986 k=8,8x10° 0,0034 r>=0,973 k=0,00176 4,7948

F5 r>=0,996 k=0,00041 0,6225 r?>=0,998 k=7,9x10° 0,0003 r>=0,985 k=0,00159 2,1178

F6 r>=0,964 k=0,00058 10,2335 r?=0,983 k=0,00496 0,0042 r?=0,949 k=0,00227 14,456

F7 r’=0,974 k=0,00057 5,3887 r?=0,980 k=0,00455 0,0041 r?=0,912 k=0,00216 18,0106

F8 r?>=0,994 k=0,00045 0,8646 r?=0,988 k=9,6x10° 0,0025 r?=0,948 k=0,00173 7,3381

Legenda: F1: Formulagdo 1; F2: Formulacdo 2; F3: Formulacdo 3; F4: Formulacdo 4; F5: Formulacao
5; F6: Formulag&o 6; F7: Formulagdo 7; F8: Formulacéo 8.
Fonte: arquivo pessoal, COELHO, E.S (2018).

A membrana semipermeavel controla a velocidade de liberacdo do farmaco a partir do
reservatorio. O controle do fluxo do farmaco depende do tamanho dos poros, no caso de
membranas microporosas, ou da dissolucéo e difusdo do farmaco em membranas poliméricas
densas (RUELA, 2012). As formulacGes F1, F3, F6 e F7 apresentaram os maiores valores de
fluxo (tabela 7).
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Tabela 7: Fluxo de liberagdo de AmB a partir das formulagdes de emulgel de AmB e Mb.

Formulacéo Fluxo (pg.cm2.h)
F1 6,25
F2 4,58
F3 6,26
F4 5,45
F5 4,92
F6 6,93
F7 6,84
F8 5,43

Legenda: F1: Formulagdo 1; F2: Formulagdo 2; F3: Formulagdo 3; F4: Formulagdo 4;
F5: Formulagdo 5; F6: Formulacdo 6; F7: Formulacao 7; F8: Formulag&o 8.
Fonte: arquivo pessoal, COELHO, E.S (2018).

Na tabela 8, verificam-se os valores liberados em 6 horas (Q6) no estudo de cinética
de liberacdo in vitro e pode-se observar que as formulacGes que apresentaram maior
quantidade de farmaco liberado ao final do periodo analisado foram F1, F6 e F7. A
formulacéo F6, que possuiu maior liberagdo, apesar de ndo conter o promotor de permeacéo,
apresentava maior porcentagem de manteiga de bacuri (15%), o que demonstra que esse
componente pode ter auxiliado na liberacdo do farmaco. A formulacdo F7 que possui em sua
composicdo 5% de acido oléico apresentou a segunda maior liberacdo, o que pode ser
explicado pelo fato dessa substancia ser utilizada como promotor quimico de liberagdo, o que
promoveu aumento da passagem da AmB através de membranas. Associa-se essa promogao
na permeacdo em membranas ao aumento da permeabilidade da pele por meio de uma
perturbacdo seletiva das bicamadas lipidicas entre as células presentes no estrato corneo
(SRISUK, 2012). Ja a formulacdo F1 apesar de ndo conter o acido oleico, apresentava
concentracdo inferior de gel polaxamer em sua composi¢cdo, 0 que pode reduzir o
aprisionamento do farmaco na matriz polimérica do gel, resultando por fim em uma maior
difusdo do principio ativo através da matriz. Entretanto, apesar de ter sido observado
diferencas na quantidade final liberada, ndo houve diferenca estatisticamente significativa

apos realizacdo de teste ANOVA seguido de pds-teste de Tukey para p <0,05.
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Tabela 8: Quantidade de AmB liberada a partir das formulacdes de emulgel de AmB de
emulgel de AmB e Mb, em 6 horas.

Formulag&o Q6 (ng)
F1 34,7015
F2 26,5020
F3 33,9525
F4 32,0209
F5 30,6130
F6 38,1368
F7 36,6416
F8 30,0949

Legenda: F1: Formulagdo 1; F2: Formulagdo 2; F3: Formulagéo 3; F4:
Formulag&o 4; F5: Formulagdo 5; F6: Formulacéo 6; F7: Formulagdo 7; F8: Formulag&o 8.
Fonte: arquivo pessoal, COELHO, E.S (2018).

3.12 Diagrama de Pareto

O Diagrama de Pareto é uma ferramenta bésica da qualidade que permite ao pesquisador
visualizar e identificar causas ou problemas com as variaveis do estudo, bem como, seus
efeitos e suas interacdes, segundo o grau de significancia, sempre do maior para 0 menor,
permitindo assim, as priorizacdes em relacdo as acbes que devem ser realizadas. Este
diagrama proporciona a demonstracdo da relacdo de acdo/beneficio e é composto basicamente
por um grafico de barras que ordena a frequéncia dos acontecimentos de forma decrescente
(SELEME; HUMBERTO, 2012).

Para verificar quais variaveis modificadas no planejamento fatorial 2° (tabela 2)
apresentou maior influencia nas propriedades de pH, condutividade, viscosidade,
espalhabilidade e fluxo de liberagdo da formulacdo, estruturou-se um grafico de Pareto, para
cada parametro, com os resultados obtidos.

Observou-se que, separadamente, as variaveis escolhidas como fator (concentracdo da Mb,
auséncia ou presenca de promotor de permeacéo e concentracao do gel) tém efeito significativo
na resposta final em relacdo a condutividade, pH e espalhabilidade, visto que todas obtiveram
valores de efeito superiores a 2,12 (para a=0,05), porém quando se avalia a interacdo entre elas

na formulacéo final ndo ha variancia estatisticamente significativa (figuras 22, 23, 24).
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Figura 22: Grafico de Pareto para visualizacdo dos efeitos das variaveis e de suas
combinag0es para a condutividade das formula¢des de Emulgel de AmB e Mb.

Grafico de Pareto para a Condutividade
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Efeitos Padronizados

Fonte: arquivo pessoal, COELHO, E.S (2018).

Figura 23: Grafico de Pareto para visualizagdo dos efeitos das variaveis e de suas

comblnagoes para o pH das formula(;oes de Emulgel de AmB e Mb.
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| B PROMOTOR DE PERMEACADC

| < POLANAMER

Fonte: arquivo pessoal, COELHO, E.S (2018).
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Figura 24: Gréfico de Pareto para visualizacdo dos efeitos das variaveis e de suas

combinag0es para a espalhabilidade das formulagdes de Emulgel de AmB e Mb.

Grafico de Pareto para a Espalhabilidade
(a resposta é ESPALHABILIDADE: « = 0.05)
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Efeitos Padronizados

Fonte: arquivo pessoal, COELHO, E.S (2018).

Na observagdo da resposta quanto a viscosidade (figura 25), nenhuma das variaveis
estudadas apresentou-se, separadamente, resultado estatisticamente significativo para a
formulacdo final e nem a interacdo entre elas gerou respostas que sejam significativas no

comportamento reoldgico, do ponto de vista estatistico.
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Figura 25: Grafico de Pareto para visualizacdo dos efeitos das variaveis e de suas
combinag0es para a viscosidade das formulagdes de Emulgel de AmB e Mb.

Grafico de Pareto para a Viscosidade
(a resposta ¢ VISCOSIDADE o = 0.05)
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Efeitos Padronizados

Fonte: arquivo pessoal, COELHO, E.S (2018).

Tendo em vista que nenhum dos fatores, isoladamente ou combinados tiveram valores
de significancia maior que 3,707 (para a=0,05), verificou-se que nenhuma das variaveis
modificadas no planejamento fatorial influenciou estatisticamente o pardmetro resposta de

fluxo das formulagdes (figura 23).
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Figura 26: Gréafico de Pareto do planejamento fatorial 22 obtido para a propriedade de fluxo
de liberacdo (linha vertical define 95% do intervalo de confianca) das formulagcfes de
Emulgel de AmB e Mb.

Grafico de Pareto para o Fluxo de Liberacdo segundo Higuchi
{a resposta é FLUXO; o = 0,05)
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Fonte: arquivo pessoal, COELHO, E.S (2018).

]

Apobs a analise de todos os parametros avaliados, a formulacdo F7 (polaxamer 25%,
acido oleico 5%, manteiga de bacuri 10%) foi escolhida para os testes in vitro e in vivo, pois
além de apresentar um bom perfil de liberacdo da AmB, obteve-se excelentes resultados

frente aos estes de estabilidade preliminar.

3.13 Atividade Antileishmania sobre formas Promastigotas de L. major

As formulagdes contendo manteiga de bacuri (Mb - figura 28), manteiga de bacuri
associada a anfotericina B a 1 % (MbAmMB 1% - figura 29) e manteiga de bacuri com
anfotericina B a 3% (MbAmMB 3% - figura 30) inibiram o crescimento das formas
promastigotas de L. major, dependente da concentracdo. Na concentracdo de 800 pg/mL, as
formulagdes Mb, MbAmMB 1% e MbAmMB 3% apresentaram indices de 70%, 90% e 100% de
inibicdo do crescimento das formas promastigotas, respectivamente. A anfotericina B
utilizada como controle positivo (AmBc), a 2 pg/mL inibiu o crescimento destas mesmas
formas do parasito em de 90%, com concentracdo inibitiria média (Clso) de 1,74, em relacdo
ao controle negativo. Os resultados encontrados para Mb, MbAMB 1%, MbAmMB 3% foram,
respectivamente: 134,77; 109,89; 36,27 ug/mL, conforme constam na tabela 9.
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Tabela 9: Atividade antileishmania, efeitos citotéxicos sobre células de mamiferos e valores
de indice de seletividade calculados para CN, AmBc, Mb, MbAmMB 1% e MbAmMB 3%.

Substancias Promastigotas Macrofagos Indice de
seletividade
Clso pg/mL CCso pg/mL IS

CN > 800 > 800 ND*
Mb 134,770 > 800 ND*
MbAmMB 1% 109,897 696,551 6,338
MbAmMB 3% 36,276 139,576 3,847
AmBc 1,742 8,750 5,022

*ND = Nao determinado.

Legenda: CN — Controle negativo, Mb — Manteiga de bacuri, MbAmMB — Manteiga de bacuri + anfotecicina B e

AmBc — Controle positivo com anfotericina B.

Figura 27: Atividade antileishmania do Controle Negativo sobre as formas promastigotas de

L. major. Os parasitas (1 x 10°) foram expostos a diferentes concentracbes das substancias

de AmBc utilizada como controle positivo na concentragao de 2 pg/mL. Foi realizado one-

way ANOVA seguida do pés-teste de comparacdo multipla Bonferroni, admitindo-se as

*p<0.05 vs. controle; **p<0.01 vs. controle; ***p<0.001 vs. controle.
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Fonte: arquivo pessoal, COELHO, E.S (2018).
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Figura 28: Atividade antileishmania da Mb sobre formas promastigotas de L. major. Os
parasitas (1 x 10°) foram expostos a diferentes concentragbes das substancias AmBc
utilizada como controle positivo na concentragdo de 2 ug/mL. Foi realizado one-way
ANOVA seguida do pds-teste de comparacdo multipla Bonferroni, admitindo-se as *p<0.05

vs. controle; **p<0.01 vs. controle; ***p<0.001 vs. controle.

S 100-

% 80_ **k%* *%k%
s | E N1V
I I |
ool B AREAND
s L E.mINEIND
g 20 [3 % § it g 0 § /
: ANEIFINY

< Mb (ug/mL)

Fonte: arquivo pessoal, COELHO, E.S (2018).

Figura 29: Atividade antileishmania da MbAmB 1% sobre formas promastigotas de L.
major. Os parasitas (1 x 10°) foram expostos & diferentes concentracdes das substancias
AmBc B foi utilizada como controle positivo na concentragdo de 2 pg/mL. Foi realizado one-
way ANOVA seguida do pOs-teste de comparacdo mdaltipla Bonferroni, admitindo-se as
*p<0.05 vs. controle; **p<0.01 vs. controle; ***p<0.001 vs. controle.
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Figura 30: Atividade antileishmania da MbAmB 3% sobre formas promastigotas de L.
major. Os parasitas (1 x 10°) foram expostos a diferentes concentracdes das substancias
AmBc B foi utilizada como controle positivo na concentragdo de 2 pg/mL. Foi realizado one-
way ANOVA seguida do poés-teste de comparacdo multipla Bonferroni, admitindo-se as

*p<0.05 vs. controle; **p<0.01 vs. controle; ***p<0.001 vs. controle.
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Fonte: arquivo pessoal, COELHO, E.S (2018).

3.14 Citotoxicidade sobre Macréfagos e indice de Seletividade (1S)

Os resultados dos ensaios de citotoxicidade, utilizando o método do MTT sobre
macrofagos murinos (figuras 32, 33, 34), mostram que as formulacfes apresentaram baixa
toxicidade sobre este tipo celular, apresentando indices elevados de concentracdo citotdxica
medida (CCsp) quando comparados ao apresentado pela AmBc como controle positivo. O
aumento da concentragdo da AmB na formulacdo aumentou significativamente sua
citotoxicidade, reduzindo em cinco vezes seu indice medio.

Nossos resultados mostram que a AmBc, bem como as formulagBes contendo a
manteiga do bacuri, foram mais seletivas para o parasito que para 0os macroéfagos murinos,
conforme evidenciado pelos indices de seletividade (IS) encontrados. Este indice variou de
acordo com a concentracdo. A MbAmMB 3% reduziu em 1,64 vezes seu indice de seletividade
quando comparado a MbAmMB 1% (tabela 9).
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Figura 31: Efeitos citotoxicos de Controle Negativo contra macrofagos peritoneais murinos.
Os macrofagos foram incubados por 48 horas na presenca de diferentes concentracGes. Foi
realizado one-way ANOVA seguida do poés-teste de comparacdo multipla Bonferroni,

admitindo-se as *p<0.05 vs. controle; **p<0.01 vs. controle; ***p<0.001 vs. controle.
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Fonte: arquivo pessoal, COELHO, E.S (2018).

Figura 32: Efeitos citotoxicos de Mb contra macréfagos peritoneais murinos. Os macrofagos
foram incubados por 48 horas na presenca de diferentes concentracfes. Foi realizado one-way
ANOVA seguida do pés-teste de comparacdo mdaltipla Bonferroni, admitindo-se as *p<0.05

vs. controle; **p<0.01 vs. controle; ***p<0.001 vs. controle.
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Fonte: arquivo pessoal, COELHO, E.S (2018).
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Figura 33: Efeitos citotoxicos de AmB 1% contra macrofagos peritoneais murinos. Os
macrofagos foram incubados por 48 horas na presenca de diferentes concentragdes. Foi
realizado one-way ANOVA seguida do poés-teste de comparacdo multipla Bonferroni,

admitindo-se as *p<0.05 vs. controle; **p<0.01 vs. controle; ***p<0.001 vs. controle.
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Fonte: arquivo pessoal, COELHO, E.S (2018).

Figura 34: Efeitos citotoxicos de AmB 3% contra macro6fagos peritoneais murinos. Os
macréfagos foram incubados por 48 horas na presenca de diferentes concentracdes. Foi
realizado one-way ANOVA seguida do pds-teste de comparacdo multipla Bonferroni,

admitindo-se as *p<0.05 vs. controle; **p<0.01 vs. controle; ***p<0.001 vs. controle.
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Aespécie P. insignis, conhecida como ‘"bacuri", tem seu uso
etnofarmacoldgico relacionado ao extrato das sementes, atuando como agentes cicatrizantes e
antiinflamatdrios. Atualmente, vérias atividades foram relatadas para todas as partes do fruto
(semente, casca e polpa) e da casca do caule (ARCANJO et al., 2014; COSTA JUNIOR et al.,
2013; SILVA et al., 2016; SOUZA et al., 2017; UEKANE et al., 2017). A manteiga obtida do
processamento das sementes do fruto apresenta diversas propriedades bioldgicas, como
cicatrizante, antimicrobiano, antitumoral, citotdxico, antioxidante e antileishmania (COSTA
JUNIOR et al., 2011; COSTA JUNIOR et al., 2013% NASCIMENTO et al., 2014), tendo
como compostos relacionados a estas atividades, classes de terpenos, xantonas e fendlicos,
relatados como constituintes principais, além dos compostos ja isolados como Garcinialiptona
FC (GFC) e lupeol (COSTA JUNIOR et al, 2011; COSTA JUNIOR et al., 2013%
YAMAGUCHI et al., 2014; LUSTOSA et al, 2015).

Esta planta, em ensaios realizados para avaliacdo de sua atividade antileishmania,
demonstrou ser eficaz contra formas promastigotas livres desse parasita, em meio de cultivo, e
contra suas formas amastigotas internalizadas em macrofagos murinos (COSTA JUNIOR et
al., 2013a, SOUZA, et al 2017). Ndo obstante, esta espécie foi também capaz de apresentar
propriedades imunoestimulatérias em macrofagos elicitados da cavidade peritoneal de
camundongos e de resolver a infeccgdo deste tipo celular, reduzindo, também, sua
infectividade (LUSTOSA et al., 2015, SOUZA et al., 2017).

Neste trabalho, em que se objetivou o desenvolvimento de uma formulacdo de uso
topico, associando as propriedades farmacologicas da manteiga do bacuri com a anfotericina
B, observou-se que o emulgel Mb, bem como as formulagdes contendo Mb associada a AmB
(MbAmMb 1% e MbAmMB 3%) demonstraram grande atividade de inibi¢cdo do crescimento de
formas promastigotas de L. major, apos 48 horas de incubagdo, com atividade dependente da
concentracdo. E interessante notar que a Mb obteve Clso de 134,77 pg/mL evidenciando que
esta planta tem potencial atividade antileishmania, corroborando com os dados obtidos por
Souza et. al., 2017 ao pesquisar essa atividade relacionada ao extrato etandlico e fracdo
hexanica obtidas da casca do caule dessa planta.

A associagdo da Mb com a AmB potencializou seu efeito antileishmania, como pode
ser observado pela reducao nos valores de Clso da ordem de 1,23 vezes para a MbAmb 1% e
de 3,71 vezes para a MbAmMB 3%. Essa associagdo torna-se interessante, uma vez que
havendo sinergismo entre os constituintes dessa formulacéo, poderé obter-se resultados mais

satisfatorios na terapéutica das leishmanioses.
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O emulgel MbAmb 3% apresentou-se mais potente e mais eficaz em relacédo aos
demais quanto a sua atividade antileishmania, porém mais toxico para os macrofagos
murinos, conforme pode-se observar atraves dos valores de CCsg apresentados. A formulacéo
MbAmMB 1% apresentou-se menos tdxico e, por isso, mais seletivo ao parasito, com indice de
seletividade (IS) de 6,33, sendo considerado um bom indice. Este fato pode ser justificado
pela associacdo da Amb nessa concentragdo com as propriedades farmacoldgicas das
moléculas constituintes da manteiga, rica em acidos graxos insaturados (&cido oléico e
linoleico), diterpenos, e benzofenonas preniladas (Garcinialiptona - GFC), uma molécula com
potencial atividade antileishmania e baixa citotoxicidade para esse tipo celular (COSTA
JUNIOR et al., 2011; COSTA JUNIOR et al., 2013*; ARCANJO et al., 2014; SILVA et al.,
2016; UEKANE et al., 2017).

Um importante critério na prospeccdo de novos produtos com acdo antileishmania é
que eles tenham como finalidade serem mais seletivos para promover toxicidade aos parasitos
em comparacao as células do hospedeiro (NWAKA; HUDSON, 2006; OSORIO et al., 2007).
Para tanto, nossas formulacbes obtiveram sucesso nessa avaliacdo. Ou seja, apresentaram-se
mais toxicidade para L. major do que para 0os macréfagos murinos.

Comercialmente, ndo ha no mercado medicamento a base de AmB especifico para o
tratamento tdpico das formas cutaneas da doenca em humanos. Contudo, varios estudos tém
mostrado a eficacia de tratamentos com este farmaco em formulacgdes diversas e com variadas
concentracdes. Layegh et al., (1999) utilizaram AmB a 5 mg/mL em formulacdo lipidica
topica para o tratamento da CL em humanos obtendo bons resultados. Uma abordagem com o
objetivo de estudar o efeito da AmB complexada com a B-gama ciclodextrina contra diversos
fungos e contra diferentes espécies de leishmania foi conduzida por Ruiz et al., (2014), tendo
os autores encontrado resultados satisfatorios. Mais recentemente, Pinheiro et al. 2016,
tratando experimentalmente camundongos com emulgel de AmB a 3% para aplicacéo topica
obteve excelentes resultados, mostrando a utilizagdo de concentragdes cada vez menores do
farmaco como sendo o ideal para a seguranca do paciente e para a industria.

A manteiga de bacuri também potencializou a acdo antileishmania da AmB,
apresentando maior seletividade e menor toxicidade, mesmo na menor concentracdo da AmB
(1%) a presenca da manteiga de bacuri apresentou eficacia equivalente, podendo reduzir

efeitos adversos relacionados ao farmaco.
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4 CONCLUSAO

Quanto as caracteristicas fisico-quimicas, os emulgéis apresentaram-se estaveis ao
teste de centrifugacdo, e ap6s o ciclo gelo-degelo as formulacdes F1, F3, F4, F7 e F8
mantiveram-se estaveis. As formulacBes apresentaram caracteristicas de fluidos ndo-
newtonianos e apresentaram melhor modelo cinético de liberacdo de primeira ordem para
todas as formulacgdes a partir da analise do residuo do quadrado médio. Foi possivel observar
que quantidades maiores da manteiga de bacuri (Platonia insignis Mart.) podem proporcionar
uma maior liberagdo de AmB.

Neste trabalho pode-se demonstrar que a manteiga de bacuri é eficaz sobre formas do
parasito e que sua associacdo com a anfotericina B pode potencializar seu efeito em funcéo de
possivel sinergismo existente entre este farmaco e os constituintes da manteiga. Ficou
evidenciado também que concentracdo mais baixa de anfotericina B no emulgel (1%) pode ser
igualmente eficaz contra Leishmania, quando comparada a concentracbes maiores (3%),
tornando-se mais interessante do ponto de vista da seguranca, uma vez que reduz sua
toxicidade e aumenta seu indice de seletividade.

Um dos fatores limitadores para a utilizagdo da AmB em pacientes com qualquer uma
das formas de leishmaniose sdo seus efeitos adversos e, sendo assim, essa associa¢do pode
significar a reducdo da quantidade de AmB usada nas recomendacdes terapéuticas.

Conclui-se que o emulgel de acdo topica, a base de AmB e manteiga de bacuri é promissor
para ser testado no tratamento da leishmaniose cutanea, de modo a reduzir os efeitos toxicos
promovidos pelos tratamentos convencionais. Pode ser utilizado em formas menos graves e
sem risco de disseminagcdo ou como terapia combinada junto a outro tratamento sistémico,
facilitando a adesdo do paciente ao tratamento com consequente melhora na sua qualidade de

vida.
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