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Resumo:

A leishmaniose é uma doencga tropical negligenciada causada por
protozoarios do género Leishmania que atinge milhdes de pessoas no
mundo todo. Devido as limitagdes dos tratamentos atualmente disponiveis,
como a alta toxicidade e custo elevado, a busca por terapias alternativas
vem sendo estudada por cientistas do mundo todo. Nesse contexto, estudos
com plantas do género Copaifera e seu uso em sistemas de farmacos com
liberacdo controlada estdo em ascenséo devido a suas promissoras
atividades farmacologicas ja descritas. Assim, o presente estudo utilizou
diferentes formulagdes de uso topico contendo 6leo de copaiba, tendo como
objetivo avaliar sua atividade antiproliferativa frente a protozoarios da
espécie Leishmania amazonensis e citotoxica em macrofagos J774A.1.
Todas as formulacbes topicas testadas apresentaram atividade
antiproliferativa, com valores variados entre 466,30 e 757,68 pg.mL™.
Entretanto, a formulacdo F3 que mostrou melhor atividade antiproliferativa
(Clsp = 466,30 upg.mL?) também apresentou maiores valores de
citotoxicidade (CCso = 291,05 pg.mL™?). Com isso, os resultados obtidos
mostram que ainda é necessario a busca de uma formulacgéo eficiente e com
baixa toxicidade para continuidade dos estudos.

Introducéo

Um grande problema enfrentado pelos paises tropicais sdo as doencas
tropicais negligenciadas, causadas por agentes infecciosos e que
prevalecem nas populagdes mais pobres, agravando a desigualdade social.
Entre elas, encontra-se a leishmaniose, que afeta aproximadamente 15
milhdes de pessoas ao redor do mundo. Causada por diversas espécies de
parasitos do género Leishmania, a doenca apresenta manifestacdes clinicas
especificas, podendo ser cutdnea, mucocutanea e visceral, das quais a
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leishmaniose cutanea é responsavel por 1 milhdo de novos casos por ano,
sendo a forma clinica mais comum atualmente (WHO, 2021).
A leishmaniose € transmitida por fémeas do inseto Lutzomyia através do
repasto sanguineo, em que sdo inoculadas formas promastigotas do parasito
no hospedeiro vertebrado. Essas promastigotas séo fagocitadas e se
diferenciam em formas amastigotas, presente no tecido do hospedeiro
(NEVES, 2016).
N&do ha vacinas aprovadas para o uso humano e o0s medicamentos
atualmente disponiveis para o tratamento da doenca possuem eficacia
limitada e apenas uma parcela da populacdo tem acesso, visto que
apresenta grande toxicidade e custo elevado (SALEEM, 2019). Tendo isso
em vista, a pesquisa por terapias inovadoras surge a fim de fornecer a
populacdo tratamentos adequados, sendo os produtos naturais uma fonte
promissora de recursos. Estudos com plantas do género Copaifera,
endémicas na regido amazonica, popularmente conhecidas como copaiba,
vém crescendo cada vez mais devido as diversas propriedades medicinais ja
descritas, entre elas a atividade anti-inflamatdria, antitumoral, antimicrobiana
e antiproliferativa (ARRUDA, 2019). A necessidade do desenvolvimento de
uma intervencdo terapéutica eficaz e segura faz com que cresgam 0S
estudos com sistemas de liberagéo controlada de farmacos, possibilitando a
acdo local do principio ativo do medicamento, e consequentemente
reduzindo os efeitos adversos (SALEEM, 2019). Entre as possiveis formas
farmacéuticas de liberacdo controlada, os sistemas nanoestruturados
termoresponsivos se mostram como uma alternativa para o tratamento de
doencas como a leishmaniose. Dessa forma, o presente estudo avaliou a
atividade antiproliferativa de diferentes formulacdes de uso tépico contendo
0 Oleo resina de copaiba frente a protozoarios da espécie Leishmania
amazonensis.
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Materiais e métodos

As formulagdes semissolidas foram produzidas utilizando concentracfes
diferentes do Oleo resina de copaiba da espécie Copaifera reticulata,
coletada na Amazbnia e fornecida pelo Prof. Dr. Wilker Caetano do
Departamento de Quimica da Universidade Estadual de Maringa. Formas
promastigotas de L. amazonensis (IFLA/BR/67/PH8) foram cultivadas em
meio Warren (infuséo de cérebro e coracdo, hemina e acido fdlico, pH 7,2) e
macréfagos J774A.1 foram cultivados em meio RPMI 1640, suplementados
com 10% de soro fetal bovino (SFB) e mantidos a 37 °C com atmosfera de
5% de CO..

Para avaliacdo da atividade antiproliferativa, formas promastigotas de L.
amazonensis (1 x 10° parasitos mL™) com cultivo de 48 h foram adicionadas
em placa de 96 pocos estéril, na presenca e auséncia das diferentes
formulacdes e incubadas por 72 h. Apos o periodo de incubacéo, a
viabilidade celular foi determinada pelo método do XTT, e a concentragdo
inibitoria para 50% dos parasitos (Clso) foi determinada por regressdo nao
linear.
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Para avaliacdo da citotoxicidade, macréfagos (5,0 x 10° células mL™) foram
semeados em placas de 96 pocos e mantidos a 37 °C e 5% de CO, por 24
h. Em seguida, as células foram tratadas com diferentes concentra¢gfes das
formulacdes e incubadas novamente por 48 h. Apos o periodo de incubacéo,
a viabilidade celular foi determinada pelo método do MTT, a porcentagem de
morte celular foi calculada com base no controle (células ndo tratadas), os

resultados foram plotados e a concentracdo citotoxica para 50% das células
foi determinada por regressao nao linear.

Resultados e Discussao

As formulagbes semissolidas da C. reticulata foram codificadas em F1, F3 e
F5, com 8, 12 e 10% de Oleo resina de copaiba em cada uma delas,
respectivamente. A avaliacdo da atividade antiproliferativa foi feita em
diluicdo seriada nas concentracdes de 2000, 1000, 500, 250 e 125 ug.mL™.
Além disso, testou-se apenas a parte polimérica da formulacdo para
avaliacao da toxicidade, sendo chamada de BR.

Nesse estudo, pode-se perceber que todas as formulacdes topicas testadas
apresentaram atividade antiproliferativa, com valores variados entre 466,30 e
757,68 pg.mL™, conforme descrito na Tabela 1. Em um panorama geral, a
melhor atividade encontrada em promastigotas de L. amazonensis foi o F3,
com um Clso de 466,30 pg.mL™. A avaliacdo citotéxica do 6leo de copaiba
em macrofagos (J774A.1) apresenta o F3 como mais toxico, com um CCsg
de 291,05 ug.mL?, e o F1 como menos téxico, com um CCsy de 348,71
nug.mL™. A citotoxicidade do 6leo resina foi comparada com a atividade
antiproliferativa em promastigotas através do indice de seletividade (1S),
calculado pela razéo entre o CCsy/Clso. Considera-se mais seletivo para o
parasito quando € obtido um valor acima de 1. De acordo com os dados
obtidos, nenhuma das formula¢gdes se mostrou seletiva para o protozoario.

Tabela 1 — Avaliacdo da atividade antileishmania e citotoxica de diferentes
formulacdes com Oleos resina de copaiba.

Formulacio L. amazonensis J774A.1 IS
& Clso £ DP (ug.mL™?) CCs + DP (ug.mL™)

757,68 +11,43 348,71 £+ 12,42

Fl (60,61 + 0,91) (27.90 + 0,99) 0.46
466,03 + 41,62 291,05 +37,13

F3 (55,92 + 4.99) (34,93 + 4,46) 0.62
534,68 + 66,16 316,18 + 25,05

S (53,47 +6,62) (31,62 + 2,50) 0,59

BR >2000 >1000 -

Clso: concentracdo inibitério para 50% dos parasitos. CCsq: concentragado citotoxica para 50% das células. 1S: indice
de seletividade (CCso/Clsp). Resultados expressos em relagdo a concentracdo total da formulacdo e entre
parénteses a concentracao relativa de 6leo resina.
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Considerando que a formulacdo contendo apenas o polimero néo
apresentou toxicidade nas concentracdes testadas tanto para o protozoario
guanto para a célula, pode-se afirmar que a atividade descrita provém da
fracdo de Oleo da nanoestrutura avaliada. Isso explica a melhor atividade
antiproliferativa observada em F3, que, por ter uma porcentagem maior do
principio ativo permite o uso de uma quantidade menor de polimero para
obter o mesmo efeito observado nas formulagbes com concentracoes
menores do 6leo.

Estudos prévios descrevem o 6leo de copaiba com uma baixa citotoxicidade
e alto indice de seletividade para o parasito (SANTOS, 2008) divergindo dos
resultados observados nas analises realizadas. Pressupfe-se que estudos
em modelos in vivo sejam mais adequados para a avaliagdo da toxicidade
celular, visto que séo formulac¢des de uso tdpico, o que dificulta a simulacéo
real de um efeito através de cultura de células.
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Conclusoes

Por apresentar uma promissora atividade antiproliferativa contra a
Leishmania spp. em estudos prévios, o 6leo de copaiba pode representar
um possivel adjuvante no tratamento de leishmaniose cutanea. Ainda assim,
€ necessario que sejam realizados mais estudos a fim de elaborar uma
formulacdo com maior eficacia e menor toxicidade, possibilitando o uso
futuro em pacientes acometidos por essa doenca.
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