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RESUMO 

Lima SKS. Tratamento tópico da leishmaniose cutânea experimental com 8-hidroxiquinolina 
[dissertação]. São Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo; 2023. 
 
O presente trabalho objetiva avaliar a sensibilidade de diferentes espécies à 8-hidroxiquinolina 
(8-HQ), formular um creme contendo 8-HQ para uso tópico e avaliar sua eficácia na 
leishmaniose cutânea experimental. Estudos com L. (L.) amazonensis, L. (L.) infantum, L. (V.) 
guyanensis, L. (V.) lainsoni, L. (V.) naiffi e L. (V.) shawi demonstraram que a 8-HQ foi seletiva 
em promastigotas e amastigotas após 24 e 72 h de incubação, sendo que as espécies do 
subgênero Viannia foram mais suscetíveis ao composto; adicionalmente a 8-HQ foi mais 
seletiva que a miltefosina em todas as espécies avaliadas. Macrófagos infectados tratados com 
8-HQ produziram NO principalmente em 72 h, sugerindo que o composto possui ação 
imunomoduladora. A 8-HQ foi formulada na base de Beeler a 1 e 2% e do ponto de visto físico, 
foi observado que o creme 2% continha partículas maiores que o creme 1% e somente o creme 
sem adição de 8-HQ. Experimentos de permeação cutânea em pele suína demonstraram maior 
fluxo em estado estacionário (μg/cm²/h), coeficiente de permeabilidade (cm²/h) e coeficiente de 
difusão (cm/h) do creme 1% em comparação a 2%. O coeficiente de difusão dos cremes 1 e 2% 
em membrana artificial e pele suína foi superior à CE50 da 8-HQ para L. (L.) amazonensis, 
sugerindo que ambos possuem capacidade de permeação na CE50 para exercer ação 
leishmanicida in vivo. Não foi detectada alteração histológica das peles suínas expostas ao 
creme durante o teste de permeação cutânea, e quando testados em camundongos BALB/c os 
cremes não induziram alterações macroscópicas ou histológicas em pele. Para avaliar a eficácia 
dos cremes, camundongos BALB/c foram infectados na base da cauda com L. (L.) amazonensis 
e após 4 semanas foram submetidos ao tratamento tópico com cremes contendo 1 ou 2% de 8-
HQ, por 14 dias. Em comparação aos animais controles infectados; observou-se que o 
tratamento com os cremes 1 ou 2% reduziu o tamanho da lesão dos animais e a carga parasitária 
da pele e linfonodos inguinais. Ressalta-se que na última semana de tratamento o creme 1% 
apresentou reduções mais expressivas no tamanho de lesão em comparação aos demais grupos, 
reduzindo em 56.4% o tamanho das lesões em relação ao grupo infectado. O tratamento 
intralesional com Glucantime® (50mg/kg) foi utilizado como controle e demonstrou redução no 
diâmetro das lesões e na carga parasitária dos animais. Nas avaliações imunológicas os grupos 
controles produziram altos níveis de IL-4 e baixos níveis de IFN-γ, correlacionados a um 
infiltrado inflamatório difuso na pele, com alta densidade de formas amastigotas e áreas de 
necrose tecidual. Em contrapartida, o tratamento com os cremes 1 e 2% causaram uma 
diminuição de amastigotas teciduais, associadas a um infiltrado inflamatório moderado e baixa 
densidade de macrófagos infectados; além da diminuição dos níveis de IL-4 e aumento de IFN-
γ. O tratamento com Glucantime® também diminuiu a carga parasitária, os níveis de IL-4 e 
aumento de IFN-γ. Todavia, um intenso infiltrado inflamatório e áreas de necrose tecidual 
foram observadas no tratamento intralesional. Deste modo, o tratamento tópico com 1 e 2% foi 
eficaz no tratamento da leishmaniose cutânea experimental e pode ser considerado um 
tratamento alternativo nesta doença negligenciada. 

Palavras-chave: Leishmaniose cutânea; L. (L.) amazonensis; Administração tópica; Quinolinas; 
8-hidroxiquinolina. 

 

 

 



 

 
 

ABSTRACT 

 

Lima SKS. Topical treatment of experimental leishmaniasis with 8-hydroxyquinoline 
[dissertation]. São Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo”; 2023. 
 

This work aims to evaluate the sensitivity of different species to 8-hydroxyquinoline (8-HQ), 
formulate a cream containing 8-HQ for topical use, and evaluate its effectiveness in 
experimentally detected leishmaniasis. Studies with L. (L.) amazonensis, L. (L.) infantum, L. 
(V.) guyanensis, L. (V.) lainsoni, L. (V.) naiffi and L. (V.) shawi discoveries that 8-HQ was 
selected in promastigotes and amastigotes after 24 and 72 h of incubation, with species of the 
subgenus Viannia were more susceptible to the compound; Furthermore, 8-HQ was more 
selective than miltefosine in all species evaluated. Infected macrophages treated with 8-HQ 
produced NO mainly within 72 h, indicating that the molecule has an immunomodulatory 
action. 8-HQ was formulated based on Beeler at 1 and 2% and from a physical point of view, 
it was observed that the 2% cream contained larger particles than the 1% cream and only the 
cream without the addition of 8-HQ. Permeation experiments on porcine skin revealed a higher 
steady-state flux (μg/cm²/h), permeability coefficient (cm²/h) and diffusion coefficient (cm/h) 
of the 1% cream compared to 2%. The diffusion coefficient of 1 and 2% creams in artificial 
membrane and porcine skin was higher than the 8-HQ EC50 for L. (L.) amazonensis, indicating 
that both have permeation capacity at EC50 to exert a leishmanicidal action in vivo. There were 
no histological changes in porcine skin exposed to the cream during the demonstrative 
permeation test, and when tested in BALB/c mice, the creams did not induce macroscopic or 
histological changes in the skin. To evaluate the effectiveness of the creams, BALB/c mice 
were infected at the base of the tail with L. (L.) amazonensis and after 4 weeks they were 
subjected to topical treatment with creams containing 1 or 2% 8-HQ for 14 days. Compared to 
infected control animals; it was observed that treatment with 1 or 2% creams reduced the size 
of the lesion in the animals and the parasite load in the skin and inguinal lymph nodes. It is 
noteworthy that in the last week of treatment, the 1% cream showed more significant reductions 
in the size of the lesion compared to the other groups, reducing the size of the lesions by 56.4% 
in relation to the infected group. Intralesional treatment with Glucantime® (50 mg/kg) was used 
as a control and demonstrated a reduction in the diameter of the lesions and the parasitic load 
of the animals. In immunological evaluation, control groups produced high levels of IL-4 and 
low levels of IFN-γ, correlated with a diffuse inflammatory infiltrate in the skin, with a high 
density of amastigotes and areas of tissue necrosis. On the other hand, treatment with 1 and 2% 
creams caused a reduction in tissue amastigotes, associated with moderate inflammatory 
infiltrate and low density of infected macrophages; in addition to a decrease in IL-4 levels and 
an increase in IFN-γ. Treatment with Glucantime® also reduced the parasite load, IL-4 levels 
and an increase in IFN-γ. However, an intense inflammatory infiltrate and tissue necrosis areas 
were observed in intralesional treatment. Therefore, topical treatment with 1 and 2% was 
effective in the treatment of experimental cutaneous leishmaniasis and can be considered an 
alternative treatment for this neglected disease. 

Keywords: Administration, Topical; 8-hydroxyquinoline; quinolines; L. (L.) amazonensis; 
cutaneous leishmaniasis. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1.  Aspectos gerais da leishmaniose  

A leishmaniose é uma doença infecciosa não contagiosa, causada por protozoários do gênero 

Leishmania, onde aproximadamente 31 espécies parasitam mamíferos, e ao menos 20 espécies 

podem ser patogênicas ao homem (1–3). As duas principais manifestações clínicas da doença são 

leishmaniose visceral (LV), que apresenta notoriedade por levar a óbito 95% dos casos não 

tratados; e a leishmaniose cutânea (LC) com grande relevância epidemiológica por apresentar o 

maior número de casos incidentes na leishmaniose (4,5). 

Segundo a organização mundial da saúde (OMS) juntas, as duas principais manifestações 

clinicas acometem aproximadamente 1 milhão de novos casos de leishmaniose anualmente, 

levando a aproximadamente 26.000 mortes em todo o mundo (6). Além disso, a doença é endêmica 

na Ásia, Oriente médio, Mediterrâneo, Norte da África, América Central e América do Sul (7), 

com cerca de 90% dos casos concentrados em apenas sete países: Etiópia, Índia, Quênia, Somália, 

Sudão do Sul, Sudão e Brasil (8). No Brasil casos de leishmaniose visceral foram relatados em 23 

estados, sendo a infecção causada por L. (L.) infantum (9). Por outro lado, a leishmaniose cutânea 

(LC) foi reportada em todos os estados brasileiros onde as três espécies com maior notoriedade 

são: L. (V.) braziliensis, L. (V.) guyanensis e L. (L.) amazonensis, mas também abrangendo casos 

com as seguintes espécies: L. (V.) lainsoni, L. (V.) naiffi, L. (V.) shawi e L. (V.) lindenberg (10). 

Ressalta-se ainda, que a L. (V.) braziliensis é a espécie mais prevalente não só no Brasil, mas 

na América Latina, com ampla distribuição desde a América Central até o norte da Argentina 

(11,12). Em sequência, as infecções por L. (L.) amazonensis também possuem ampla distribuição 

geográfica no Brasil, ocorrendo nos estados do Amazonas, Pará, Acre, Rondônia, Tocantins e 

Maranhão (em florestas primárias e secundárias da Amazônia), além da Bahia, Mato Grosso, 

Espirito Santo, Minas Gerais, São Paulo, Goiás e Paraná (13,14). Em contrapartida, os parasitos da 

espécie L. (V.) guyanensis que também apresentam alta incidência de casos diagnosticados, estão 

aparentemente restritos aos estados do norte do Brasil, como Acre, Amapá, Amazonas, Pará e 

Roraima (11).  

Durante o ciclo de vida da Leishmania sp. o protozoário apresenta características dimórficas 

podendo se diferenciar em promastigotas (forma flagelada e extracelular do protozoário) (Figura 1 

A), e em amastigotas (forma aflagelada e intracelular obrigatória) (Figura 1B) (5).  
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Figura 1. Formas promastigotas (A) e amastigotas fagocitadas por macrófagos (B) de Leishmania sp. Fonte: 
Figura A – Reddy, 2019 (15); Figura B - arquivo pessoal. 

O ciclo de infecção da Leishmania (Figura 2) tem início por meio de flebotomíneos fêmeas dos 

gêneros Phlebotomus (Velho mundo) ou Lutzomyia (Novo mundo). Tais vetores possuem hábito 

hematófago para completarem o ciclo de desenvolvimento dos ovos, e no momento do repasto 

sanguíneo acabam por ingerir macrófagos parasitados por amastigotas concomitantemente à sua 

alimentação (16). 

Após a alimentação, as formas amastigotas são liberadas dos macrófagos, e com o novo 

ambiente, fatores como a diminuição de temperatura e aumento do pH influenciam a rápida 

diferenciação das amastigotas para formas promastigotas. Estas promastigotas recém diferenciadas 

sofrem um processo de maturação que dura aproximadamente de 5 a 7 dias para se transformarem 

em formas promastigotas metacíclicas as quais apresentam alta concentração de duas principais 

moléculas superficiais, o lipofosfoglicano (LPG) e a metaloproteinase de 63kDa (gp63). Após a 

metaciclogênese as formas promastigotas se desligam do epitélio intestinal e migram para a 

probóscide do vetor, onde serão inoculadas no hospedeiro vertebrado durante o repasto sanguíneo, 

podendo acometer animais silvestres, domésticos e seres humanos (17). Além disso, estima-se que 

mais de 70 espécies de animais já tenham sido relatadas como reservatório de Leishmania sp. (6). 

Quando um novo vetor fêmea realizar o repasto sanguíneo no indivíduo infectado, o ciclo biológico 

de Leishmania será reiniciado; neste caso, ocorrerá a ingestão de formas amastigotas 

concomitantemente à sua alimentação, que passarão pela transformação em formas promastigotas 

no interior do vetor e poderão ser injetadas na pele do mesmo ou de novos hospedeiros.  
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Figura 2. Ciclo biológico de Leishmania sp. com início através do repasto sanguíneo de flebotomíneos 
infectados e da infecção em humanos (1); posteriormente as formas promastigotas são fagocitadas (2), se 
diferenciam em amastigotas (3), e se multiplicam no interior de macrófagos causando a ruptura da 
membrana das células (4). Após um novo repasto sanguíneo em hospedeiros vertebrados (5), os 
flebotomíneos ingerem células infectadas por Leishmania sp. (6), que serão rompidas liberando as formas 
amastigotas e se diferenciarão em promastigotas (7), se ligando à superfície intestinal e posteriormente 
migrando para a probóscide dos insetos (8), onde serão capazes de infectar novo hospedeiro vertebrado após 
um novo repasto sanguíneo, reiniciando o ciclo biológico do gênero Leishmania sp. Fonte: Adaptado de 
Center for Disease Control (CDC) (18).   

Uma vez que as formas promastigotas são inoculadas na derme do hospedeiro, células 

fagocíticas e componentes acelulares da imunidade são recrutados ao local da infecção. Neste 

momento se estabelecerá uma resposta imune contra o patógeno. Na fase inicial da infecção, os 

componentes séricos, como o sistema complemento, são capazes de atuar na contenção do 

protozoário, podendo lisar aproximadamente 90% das promastigotas inoculadas, que 

posteriormente tem seus antígenos enviados para os linfonodos regionais (19). 

Do mesmo modo, durante o estabelecimento da resposta imune os componentes da imunidade 

inata e adaptativa atuam simultaneamente para conter a infecção (Figura 3). As células dendríticas 

exercem a função de correlacionar a resposta imune inata e a resposta adaptativa, pois produzem 
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citocinas pró-inflamatórias, como a interleucina (IL)-12, que estimulam as células natural killer 

(NK) e linfócitos T na produção de IFN-γ, responsável pela ativação dos macrófagos (7,20). 

Já os macrófagos são células essenciais durante a infecção, pois exibem diferentes funções 

frente a estímulos das citocinas presentes no microambiente, podendo ser divididos em macrófagos 

classicamente ativados (M1), que exercem função microbicida e pró-inflamatória; mas também 

podem estimular macrófagos alternativamente ativados (M2), que atuam na função de reparo 

tecidual e resolução da inflamação, mas que também facilitam a multiplicação do protozoário na 

célula hospedeira (21).  

Neste sentido quando estiverem sob estímulos de mediadores pró-inflamatórios, os macrófagos 

são classicamente ativados e iniciam a síntese da enzima óxido nítrico sintase (NOS) que por sua 

vez, oxidam o aminoácido L-arginina e acabam por produzir L-citrulina e óxido nítrico (NO), capaz 

de restringir a disseminação dos protozoários (22). 

Concomitantemente, a resposta imune adaptativa desempenha seu papel através da ativação e 

maturação das células T CD4+ (Th1 ou Th2, Th17 e Treg) e CD8+ (Tc1 e Tc2). Deste modo as 

células T CD4+ quando estimuladas por componentes pró-inflamatórios, como a IL-12 induzem a 

maturação das células T CD4+ virgens em Th1. Por consequência a polarização dos linfócitos em 

Th1 acaba por produzir IFN-γ, que além de aumentar a expressão de moléculas do complexo 

principal de histocompatibilidade do tipo 1 (MHC I), podem ativar os macrófagos a um estado 

leishmanicida através da produção de NO e espécies reativas de oxigênio (EROs), que resultam na 

eliminação do protozoário e na consequente contenção da infecção (23,24).  

Por outro lado, a maturação de células T CD4+ em Th2 pode ser mediada pela presença da 

citocina IL-4, ativando macrófagos alternativamente (M2) capazes de modificar a via metabólica 

de NO. Ao serem ativados os macrófagos M2 produzem a arginase, que hidrolisa a L-arginina em 

ureia e ornitina, impossibilitando a produção de NO caracterizando um perfil de atividade anti-

inflamatória (25); e em consequência observa-se a suscetibilidade do hospedeiro à infecção por 

Leishmania (26,27).  

A diferenciação das células Th17 ocorre através do estímulo de citocinas como o TGF-β, IL-6, 

IL-1β e IL-23 (28). Esta série de eventos leva a produção das citocinas IL-17 que induz o 

recrutamento e ativação dos neutrófilos, aumentando a produção de EROs que leva a eliminação 

dos protozoários (29). Por outro lado, a IL-17, assim como outras citocinas (IL-17F, IL-21 e IL-



21 
 

 

22), coopera para a inflamação tecidual excessiva, que na ausência da regulação por IL-10 podem 

levar a lesão tecidual, podendo desempenhar um papel duplo na infecção por Leishmania sp. (30).  

De modo geral, as células T reguladoras (Treg) exercem uma importante função na manutenção 

da tolerância imunológica no hospedeiro através da imunossupressão, resultando no controle da 

inflamação prejudicial (31). Na leishmaniose o controle imunológico da infecção se dá pelo 

equilíbrio da resposta pró-inflamatória mediada pela polarização das células Th1, responsáveis por 

controlar a replicação dos parasitos, assim como neutrófilos e células Th17 que contribuem para 

um estado inflamatório, auxiliando na eliminação do parasito, mas que também levam à patologia 

(32). Deste modo a atuação das células Treg medeiam uma resposta regulatória e imunossupressora 

importante para atenuar uma inflamação acentuada, mas que se predominante pode resultar na 

progressão da infecção, ou ainda, em infecção assintomática (30,33). 

Por estes motivos, tanto o perfil de resistência quanto a suscetibilidade da infecção podem ser 

influenciados por células Treg, através da produção de citocinas imunorreguladoras (IL-10 e TGF-

β) (32). Estudos anteriores mostraram que para infecção por L. (L.) major as células Treg podem 

reativar infecções secundárias ou tornar camundongos suscetíveis à infecção (34). Já em relação a 

L. (L). amazonensis as células Treg podem controlar as respostas imunopatológicas (35). 

Assim como as células T CD4+, as células T CD8+ exercem influência no perfil da patogênese 

na leishmaniose. De modo geral as células T CD8+ são ativadas pelo reconhecimento de peptídeos 

específicos apresentados pelo MHC I nas células apresentadoras de antígeno (APC) nos órgãos 

linfáticos periféricos e sua atividade citolítica ocorre por meio das proteínas perforina e granzima, 

as quais induzem a formação de poros na membrana e apoptose nas células alvo (36).  

Adicionalmente, a liberação de citocinas por meio das APCs e células T CD4+ acabam por 

influenciar a diferenciação das células T CD8+ virgens, sendo que o estimulo de IL-12 leva a 

diferenciação em células citolíticas do tipo 1 (Tc1); ao contrário da citocina IL-4, que estimula sua 

diferenciação para células citolíticas do tipo 2 (Tc2) (37). Portanto, além de desempenhar atividade 

citotóxica, as células T CD8+ podem concomitantemente estimular a suscetibilidade ou a 

resistência da infecção por Leishmania sp. por meio da subpopulação de Tc1 que estimula a 

produção de componentes pró-inflamatórios (como TNF-α e IFN-γ); e a população Tc2, que produz 

componentes anti-inflamatórios (como IL-4, IL-5 e IL-10) (38–40).  
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Figura 3. Ilustração demonstrando a resposta imune direcionada a resistência ou susceptibilidade na 
leishmaniose por células apresentadoras de antígenos (APC), macrófagos (M), células natural killer (NK), 
linfócitos T CD4+ e CD8+ Fonte: Adaptado de Passero, 2011(38). Th – T helper, Tc – T citotóxica, NO – 
óxido nítrico.  

1.2.  Formas clínicas de leishmaniose 

Como abordado anteriormente, a leishmaniose é caracterizada por apresentar duas principais 

manifestações clínicas: a leishmaniose visceral e leishmaniose cutânea. A LV é uma manifestação 

clínica causada por L. (L.) donovani e L. (L.) infantum; contudo, eventualmente algumas espécies 

dermatotrópicas podem visceralizar e ocasionar a LV, principalmente em pacientes 

imunossuprimidos (41). A LV é considerada uma das manifestações mais graves da leishmaniose, 

por levar ao óbito aproximadamente 95% dos casos não tratados corretamente, adicionalmente na 

LV ocorre o comprometimento dos principais órgãos imunes dos hospedeiros e os  principais sinais 

clínicos mais característicos são hepatoesplenomegalia, febre, perda de peso e pancitopenia (42).  

Na América Central, principalmente em Honduras, Costa Rica, El Salvador e Nicarágua na 

infecção por L. (L.) infantum chagasi em áreas endêmicas para LV também ocorre o 

desenvolvimento de lesões cutâneas não ulceradas na face e extremidades de pacientes, 

caracterizando a forma clínica conhecida como leishmaniose cutânea não ulcerada, ou atípica 

(LCNU) (43), que acomete principalmente crianças com mais de 6 anos e jovens adultos, ao 

contrário da LV que nesta região acomete principalmente crianças com idade inferior a 5 anos (44).  
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Entre o período de 1 à 3 anos posteriores ao fim do tratamento para leishmaniose visceral, 

alguns pacientes podem apresentar casos de complicação dérmica, caracterizando a leishmaniose 

dérmica pós-calazar (LDPC) (45). A manifestação da LDPC é causada por L. (L.) donovani e ocorre 

em mais de 50% dos pacientes pertencentes aos países da África Oriental (Etiópia, Quênia, Sudão, 

Uganda) e tem ocorrência em até 10% nos pacientes do Sudeste asiático (Bangladesh, Índia, Nepal) 

(46). Existe divergência também no perfil das lesões encontradas nos pacientes em ambas regiões, 

sendo que no Sudeste asiático a LDPC se manifesta por lesões papulonodulares (polimórficas, 

enquanto na África Oriental a manifestação causa lesões hipomelanóticas (maculares) (47). 

Embora em nenhuma das regiões a manifestação seja uma ameaça à vida, a LDPC de fato, gera um 

estigma e afeta a qualidade de vida dos pacientes acometidos (48). 

Em contrapartida, a forma cutânea apresenta um amplo espectro de manifestações que variam 

de acordo com a espécie infectante de Leishmania e a resposta imune do hospedeiro, podendo ser 

subdividida em leishmaniose cutânea localizada (LCL), leishmaniose cutânea anérgica difusa 

(LCAD) e leishmaniose mucocutânea (LM) (5). 

A LCL é considerada a forma mais frequente da leishmaniose, onde são encontrados 

aproximadamente 95% dos casos de LC, podendo ser causada por qualquer espécie de Leishmania 

dermatotrópica. Pacientes com LCL geralmente apresentam lesões cutâneas autocuráveis, com 

borda elevada e uma ulceração central, podendo ser encontradas no local do repasto sanguíneo do 

vetor e respectiva infecção. As lesões geralmente não são dolorosas e não se disseminam. Também 

é possível encontrar as mesmas lesões espalhadas pelo corpo, ou graves lesões crônicas, ulcerações 

com crostas podendo ser dolorosas, principalmente se coinfectadas por bactérias, caracterizando 

formas mais graves da LCL (49).  

Por outro lado, na LCAD, que no Brasil é causada por L. (L.) amazonensis, os pacientes 

apresentam um quadro de imunodeficiência antígeno-específica e costumam apresentar lesões com 

grande quantidade de nódulos, pápulas e tubérculos, não ulcerados (13,50). Tais lesões possuem 

intensa quantidade de macrófagos parasitados e poucos linfócitos e células plasmáticas (51). 

Apesar de se apresentarem predominantemente em áreas expostas, as lesões também acabam se 

espalhando progressivamente para as demais extremidades do corpo, podendo envolver toda a 

superfície da pele e membrana mucosa, exceto a nasofaringe.  Deste modo, a LCAD acaba sendo 

difícil de tratar e não possui a resolução espontânea (52–54). 
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A LM também é considerada uma das formas clínicas mais debilitante da LC, podendo ser 

destrutiva ou até mesmo fatal devido a gravidade das lesões e a ausência de boa resposta ao 

tratamento (45). Essa manifestação clinica é endêmica nas Américas, onde aproximadamente 90% 

dos casos ocorrem no Peru, Bolívia e Brasil,  (55). Em sua caracterização clínica os sintomas podem 

ter início com inflamação, congestão, obstrução ou sangramento nasal e conforme a doença 

progride as lesões podem ocasionar destruição do septo nasal, lábios e palato, podendo causar 

deficiências e estigmas sociais severos, além de infecções disseminadas potencialmente letais 

(6,17).  

1.3.  Fármacos utilizados no tratamento da leishmaniose 

Embora a leishmaniose seja uma doença amplamente conhecida há muitas décadas, seu 

tratamento ainda é considerado desafiador, pois a eficiência das opções de fármacos atualmente 

disponíveis estão associadas a diversos fatores limitantes como a resistência de diferentes espécies 

de Leishmania, toxicidade dos órgãos e efeitos colaterais severos, alto custo e baixa seletividade 

em determinadas regiões (56).  

Há séculos o antimônio é utilizado para fins medicinais, sendo historicamente conhecido por 

suas propriedades eméticas, que em baixas quantidades podem resultar em vômito (57). Todavia, 

seu uso clínico mais significativo durante o último século tem sido no tratamento da leishmaniose, 

onde é utilizado como tratamento de primeira linha desde 1920 (58,59). No ambiente intracelular, 

o antimonial pentavalente torna-se ativo somente após sua biorredução em antimônio trivalente, 

que é capaz de inibir a ação da tripanotiona redutase (TR), uma enzima que desempenha um papel 

fundamental na sobrevivência do parasito (60). 

Tal inibição se torna importante pois os parasitos da família Trypanosomatidae são sensíveis 

ao estresse oxidativo e não possuem catalase ou glutationa peroxidase, enzimas responsáveis pelo 

controle redox em mamíferos; portanto, nesses protozoários o controle redox é realizado por uma 

cascata enzimática dependente de tripanotiona (61).  

A cascata que dá início ao controle redox nos tripanossomatídeos (Figura 4A) é iniciada pela 

reação de NADPH e a enzima TR, que convertem a tripanotiona oxidada [T(S)2] para seu estado 

reduzido (T[SH]2) (62). Uma vez reduzida, a T[SH]2 participa dos mecanismos redox no citosol e 

mitocôndria do parasito, envolvendo o conjunto de enzimas peroxirredoxinas: triparedoxina (TXN) 

e triparedoxina peroxidase (TXPNx). Neste sentido, a TXN atua como substrato para TXPNx, que 

em conjunto são capazes de reduzir o peróxido de hidrogênio em moléculas H2O, assim como 
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reduzir outros hidroperóxidos orgânicos importantes para metabolismo oxidativo e nitrosativo 

produzidos pelos macrófagos durante a infecção (63). 

 No tratamento da leishmaniose, os antimoniais pentavalentes atuam na inibição da TR (Figura 

4B), impedindo ação da cascata enzimática de tripanotiona e a atuação das peroxirredoxinas no 

controle redox, o que consequentemente leva ao acumulo de EROs culminando na morte do 

parasito (64,65). 

 
Figura 4. Cascata enzimática da neutralização de EROS pela TR em tripanossomatídeos (A), demonstrando 
a ação de TR a partir de NADPH (1); Redução de T(S)2 para T(SH)2 (2); mecanismo redox com TXN como 
substrato para TXPx e eliminação de H2O2, resultando na sobrevivência de Leishmania sp. (3). Ação do 
antimonial trivalente (B) demonstrando a inibição da TR, mantendo a tripanotiona no estado oxidado (1); 
resultando no acumulo de H2O2, gerando estresse oxidativo e morte do protozoário (2). Fonte: Arquivo 
pessoal. 

O tratamento com antimonial pentavalente (estibogluconato de sódio ou Pentostam® e 

antimoniato de meglumina ou Glucantime®) é realizado pela via intravenosa ou intramuscular (58). 

Porém mesmo em administração parenteral tal droga apresenta eficácia limitada (66,67). A taxa de 

cura no Brasil oscila entre 60 a 90%, e está associada ao desenvolvimento de cardiotoxicidade, 

pancreatite ou ainda, hepatotoxicidade em 15% dos pacientes durante o tratamento (68). O 

surgimento de parasitos resistentes aos antimoniais é uma preocupação constante, o que de fato 

vem impactando as taxas de cura, como observado em Bihar, na Índia, onde 60% dos casos são 

refratários ao tratamento com antimoniais (4,69,70). 

Em casos onde os antimoniais não demonstram ser eficazes a anfotericina B acaba sendo 

utilizada como um quimioterápico alternativo, e por isso, considerado como tratamento de segunda 

linha para a leishmaniose (71). A anfotericina B é um antimicótico cujo mecanismo de ação 

consiste na capacidade do fármaco em se ligar ao ergosterol da Leishmania, resultando na formação 
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de poros na membrana celular do parasito. Por consequência, após a formação de poros ocorre o 

fluxo de íons, macromoléculas e água através da bicamada lipídica, causando um desequilíbrio 

hídrico e iônico, levando o parasito à morte (72). Embora tenham sido observadas altas taxas de 

eficácia durante o tratamento, a anfotericina B interage com o colesterol, principal componente da 

membrana celular de mamíferos, desencadeando efeitos colaterais graves, que incluem febre, 

calafrios, artralgia, náuseas, vômitos, cefaleia, além de nefrotoxicidade que é observado em 

aproximadamente 53% dos pacientes (73). Além disso, esse tratamento é prolongado (necessitando 

de doses diárias do fármaco pelo período de 15 à 30 dias) e requer acompanhamento médico, 

tornando-o insatisfatório para os pacientes (6,72).  

Para tentar diminuir sua toxicidade, a anfotericina B vem sendo formulada em lipossomas, que 

em linhas gerais são vesículas unilamelares contendo 60 a 80 nm de tamanho, constituídas de 

fosfatidilcolina de soja hidrogenada e diestearoil fosfatidilglicerol de alta temperatura e 

estabilizada por colesterol em combinação com anfotericina B na bicamada lipossômica (74).  

Após a administração do fármaco, via intravenosa, o transportador lipossomal permanece 

intacto por longos períodos de tempo no sangue e demonstra ser uma alternativa interessante ao 

tratamento, pois apresenta baixa toxicidade ao paciente e mantém a eficácia no tratamento em 

comparação com a Anfotericina B convencional (4).  

Uma vez injetada na corrente sanguínea a formulação lipossomal da anfotericina B permanece 

intacta até chegar aos locais de infecção onde ocorre a captação do fármaco via células fagocíticas 

(75). A partir da fagocitose a formulação lipossomal permeia a membrana plasmática e é liberada 

no citoplasma das células infectadas, sem que ocorra a degradação das vesículas lipídicas e 

consequentemente sem causar dano as células hospedeiras (76). Após adentrar ao citoplasma da 

célula hospedeira, há uma interação do parasito e a formulação lipossomal, que se adere à parede 

celular da Leishmania (77). Em sequência a anfotericina B é liberada, e por possuir alta afinidade 

com esteróis, incluindo o ergosterol da Leishmania, leva a formação de poros na membrana celular 

de Leishmania, permitindo o extravasamento de componentes intracelulares, promovendo a morte 

do parasito (78). Entretanto, o custo do tratamento pode ser extremamente elevado para populações 

socioeconomicamente vulneráveis, limitando o uso da anfotericina B lipossomal (76).  

Por fim, a miltefosina foi originalmente desenvolvida como uma droga antitumoral, mas tem 

sido considerada outra alternativa de segunda linha para o tratamento da leishmaniose, e a única 

disponível como tratamento oral (79). O mecanismo de ação da miltefosina consiste na alteração 
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do potencial da membrana mitocondrial do protozoário por meio da modificação do metabolismo 

fosfolipídico na membrana celular, que resulta na morte celular programada (80). Apesar de ser 

inicialmente considerado um medicamento com alta atividade terapêutica, com taxa de cura de 

98% em humanos, os casos relatados na Índia e no Nepal começaram a apresentar resistência 

crescente ao tratamento, sugerindo que sua eficácia depende da espécie de Leishmania envolvida 

na infecção (7,81,82). No entanto, em países onde predominam L. (L.) amazonensis e L. (L.) 

mexicana, a taxa de cura da miltefosina é de apenas 53%, significativamente inferior à taxa de cura 

dos antimoniais (83). Embora a administração oral seja considerada uma característica interessante, 

a miltefosina também induz efeitos colaterais significativos, incluindo toxicidade gastrointestinal, 

renal e hepática, além de teratogenicidade em gestantes (56). 

1.4.  Busca por um tratamento alternativo para o tratamento das leishmanioses  

Diante do exposto acima, é possível considerar que os tratamentos disponíveis para 

leishmaniose não são ideais pois possuem inúmeros efeitos colaterais sistêmicos, e em algumas 

situações o alto custo impede que populações em vulnerabilidade financeira tenham acesso aos 

medicamentos com maior eficácia e menores efeitos colaterais. Adicionalmente, a baixa 

efetividade e a existência de parasitos resistentes são preocupações constantes (84,85). Desta 

forma, torna-se extremamente importante desenvolver novos medicamentos e novas terapias que 

contemplem um baixo custo, fácil aplicação, alta eficácia e que reduzam os efeitos colaterais (86).  

Considerando que o maior número de casos registrados de leishmaniose se relaciona à LCL, 

torna-se importante a formulação de drogas para uso tópico como cremes ou mesmo loções, pois 

as mesmas são de fácil aplicação, não necessitam de monitoramento médico constante, não causam 

dor como as injeções e podem ser aplicados diretamente no local das lesões pelo próprio paciente, 

solucionando parte da problemática envolvendo a quimioterapia das leishmanioses (87).  

Considerando a necessidade de se encontrar um novo tratamento voltando às leishmanioses, 

nosso grupo de pesquisa vem trabalhando com uma série de compostos de origem sintética e 

natural. Entre elas, destaca-se a 8-HQ, uma quinolina que apresenta alto índice de seletividade em 

formas amastigotas de L. (L.) amazonensis (88).  

As quinolinas são compostos aromáticos heterocíclicos à base de nitrogênio, que tem chamado 

a atenção de pesquisadores nas últimas décadas (89). Atualmente sabe-se que as principais fontes 

de quinolina incluem petróleo, processamento de carvão e óleo de xisto, além disso, as quinolinas 

estão inclusas em diversos produtos naturais, especialmente em alcaloides (90).  
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Em um contexto histórico, o quinino (derivado de quinolina) é um composto encontrado nas 

cascas da árvore Cinchona, que foi utilizado no tratamento de malária (91); em 1820 o composto 

foi isolado como princípio ativo e se tornou um dos primeiros isolados de quinolina relatados entre 

os inúmeros derivados existentes (92). O uso do quinino substituiu a utilização das cascas brutas 

no tratamento de malária, que se tornou uma das primeiras doenças a serem tratadas com um 

produto natural (93). Apesar de apresentar baixa eficiência e tolerabilidade, o quinino possui um 

papel historicamente importante no desenvolvimento de alcaloides de quinolina, bem como no 

tratamento de malária multirresistente (94).  

A quinolina, de fato, foi extraída em 1834 do alcatrão de carvão, que continua sendo a maior 

fonte de extração comercial da quinolina (95). O composto começou a demonstrar grande 

versatilidade química e biológica, atuando como um agente antimalárico e anticâncer em potencial, 

despertando interesse de pesquisadores nas áreas de química medicinal, industrial, e química 

orgânica sintética (90,96). Consequentemente uma ampla variedade de derivados de quinolina 

começou a ser isolada de maneira natural e produzida de maneira sintética, pois a partir de uma 

matriz de origem natural pode-se obter diversos compostos sintéticos que apresentaram diferentes 

aplicações biológicas (97).  

Entre estes compostos destaca-se a 8-hidroxiquinolina (8-HQ), que foi sintetizada pela primeira 

vez em 1953 e despertou um aumento exponencial de interesse por pesquisadores da área medicinal 

nas últimas duas décadas. Este composto apresenta uma estrutura heterocíclica bicíclica com um 

anel fenol fundido a um anel de piridina em dois átomos de carbono adjacentes (Figura 5) (98). 

Tais características conferem a 8-HQ ampla variedade de atividades farmacológicas, como 

neuroproteção, ação antitumoral, antimicrobiana e como agente antiparasitário (96,99). 
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Figura 5. Estrutura química da 8-hidroxiquinolina. Fonte: Adaptado de Pubchem (100).  

Neste sentido, a ação da 8-HQ demonstrou eliminar epimastigotas de Trypanosoma cruzi, com 

resultados similares ao Nifurtimox, medicamento de referência utilizado no tratamento da doença 

de Chagas (101). Foi demonstrado também que as derivações de 8-HQ apresentaram atividade para 

formas sanguíneas de Trypanosoma brucei, demonstrando índices de seletividades entre 11-48, 

superiores aos resultados apresentados pelo medicamento de referência para doença do sono. Além 

disso, também foi observado que todos os derivados interagiram com o DNA do parasito, 

eliminando o protozoário por estresse oxidativo (102).  

Também foi demonstrado que camundongos machos MF1 infectados com Schistosoma 

mansoni tiveram uma redução do parasitismo hepático em 65% após administração oral de 8-HQ. 

Além disso, foi observada diminuição do volume dos granulomas hepáticos nos animais tratados 

com 8-HQ e o aumento dos níveis de anticorpos IgG anti-S. mansoni. Embora o praziquantel tenha 

reduzido a carga parasitaria em 62%, o medicamento referência no tratamento da esquistossomose 

humana não reduziu o volume dos granulomas hepáticos nem elevou os níveis de anticorpos IgG 

anti-S. mansoni, sugerindo que no tratamento por 8-HQ a atividade imunomoduladora poderia ter 

auxiliado na eliminação do protozoário (103).  

Estudos anteriores já demonstraram que a 8-HQ inibe o crescimento de formas promastigotas 

e amastigotas de L. (L.) amazonensis, L. (L.) infantum e L. (V.) braziliensis (104). Além disso, 

observou-se baixa toxicidade do composto à macrófagos murinos, diferente de fármacos utilizados 

atualmente no tratamento como a anfotericina B (104). Ainda, demonstrou-se que em formas 

promastigotas de L. (L.) infantum a 8-HQ alterou o potencial de membrana mitocondrial, por meio 

da depolarização da membrana após 1 hora de incubação, induzindo a morte celular programada 
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nesses parasitos, sugerindo uma ação seletiva (104). Em trabalhos anteriores abordando a infecção 

experimental por L. (L.) infantum ou L. (L.) amazonensis também foi observada a diminuição 

expressiva no diâmetro das lesões cutâneas e carga parasitaria em camundongos BALB/c tratados 

subcutaneamente com 8-HQ e clioquinol; adicionalmente, foi demonstrado que a 8-HQ induziu a 

polarização da resposta imune Th1 (105,106). Reforça-se que  não foram relatados quaisquer danos 

hepáticos ou renais durante o tratamento com a 8-HQ e o clioquinol em animais experimentais 

(107); sugerindo que a 8-HQ deva possuir características importantes para o desenvolvimento de 

um novo fármaco direcionado à leishmaniose. 

Embora a ação leishmanicida da 8-HQ já tenha sido demostrada, até o momento nenhum estudo 

apresentou a ação in vitro deste composto em formas promastigotas e amastigotas de L. (V.) 

lainsoni, L. (V.) naiffi e L. (L.) infantum (agente etiológico da leishmaniose cutânea atípica), L. (L) 

guyanensis e L. (L.) shawi. Adicionalmente, não há estudos que demonstrem o potencial 

terapêutico deste composto administrada de maneira tópica nas leishmanioses. Neste contexto, 

seria de extrema importância desenvolver uma terapia tópica com a 8-HQ, pois embora o composto 

tenha sugerido desempenhar ação multiespectral em Leishmania, os estudos in vivo elaborados até 

então abordaram o uso do composto com o tratamento via parenteral. 

Contudo, atualmente um dos maiores desafios relacionados a quimioterapia da leishmaniose é 

desenvolver um tratamento mais humanizado, em que o próprio paciente seja capaz de gerir 

evitando, por exemplo, a hospitalização e todos os custos associados a ela. Portanto o 

desenvolvimento de uma medicação de administração tópica representaria um marco importante 

no tratamento da leishmaniose cutânea.  

  



31 
 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

OBJETIVOS 



32 
 

 

 

2. OBJETIVO GERAL  

O objetivo geral deste trabalho é avaliar o potencial leishmanicida multiespectral in vitro da 8-

HQ e avaliar sua atividade terapêutica formulada em creme (base de Beeler) para o tratamento 

tópico da leishmaniose cutânea experimental causada por L. (L.) amazonensis. 

2.1. Objetivos específicos 

 Avaliar o potencial leishmanicida da 8-HQ em formas promastigotas e amastigotas 

intracelulares de L. (L.) amazonensis, L. (L.) infantum, L. (V) guyanensis, L. (V.) lainsoni, 

L. (V.) naiffi e L. (V) shawi;  

 Avaliar o potencial citotóxico da 8-HQ em macrófagos;  

 Produzir cremes contendo 8-HQ e avaliar seus tamanhos de partículas;  

 Avaliar a permeação cutânea dos cremes contendo 1 ou 2% de 8-HQ; 

 Avaliar as alterações histológicas que os cremes contendo 1 ou 2% de 8-HQ induzem em 

camundongos BALB/c; 

 Avaliar a eficácia terapêutica dos cremes contendo 1 ou 2% de 8-HQ na leishmaniose 

cutânea americana experimental. 
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3. Métodos 

3.1.  Materiais 

O meio RPMI 1640 (Thermo Scientific, EUA) foi suplementado com 10% de soro fetal 

bovino inativado (SFB), 1% de piruvato, 1% de aminoácidos não essenciais, 10 μg/mL de 

gentamicina e 1.000 U/mL de penicilina, 0,1% de 2-mercaptoetanol (R10). O meio de cultura 

Schneider (Sigma-Aldrich, EUA) foi suplementado com 10% de SFB, 10 μg/mL de gentamicina e 

1.000 U/mL de penicilina (S10). A miltefosina e 8-hidroxiquinolina (pureza > 99%) foram obtidas 

da Sigma-Aldrich (EUA). O Glucantime® foi obtido da Sanofi-Aventis (São Paulo; Brasil). A 

pureza dos compostos foi confirmada através de espectroscopia por ressonância magnética nuclear 

(RMN) e por cromatografia liquida de alta eficiência (UHPLC). 

3.2.  Parasito 

As cepas L. (L.) amazonensis (MHOM/BR/73/M2269), L (L.) infantum 

(MHOM/HND/2017/AMA-65); L. (V.) guyanensis (IUMB/BR/85/M9945); L. (V.) lainsoni 

(MHOM/BR/1993/M14263); L (V.) naiffi (MHOM/BR/1979/M5533) e L. (V.) shawi 

(MHOM/BR/96/M15789) foram gentilmente doadas pela Profª Drª Marcia Dalastra Laurenti, do 

criobanco do “Laboratório de Patologia de Moléstias Infecciosas”, da Faculdade de Medicina da 

USP, e pelo Prof. Dr. Fernando T. Silveira do criobanco do “Laboratório de Leishmaniose Prof. 

Dr. Ralph Laison”, Departamento de Parasitologia, Evandro Chagas Instituto, Ministério da Saúde, 

Belém, Pará, Brasil. Os protozoários foram cultivados em meio de cultura S10. Em todos os 

experimentos, foram utilizados parasitos em fase estacionária de crescimento, com quatro 

passagens de cultura para os experimentos in vitro e na primeira passagem para experimentos in 

vivo. 

3.3.  Avaliação do potencial leishmanicida da 8-HQ em formas promastigotas 

Para avaliar o potencial leishmanicida da 8-HQ foram utilizadas formas promastigotas de L. 

(L.) amazonensis, L. (L.) infantum, L. (V) guyanensis, L. (V.) lainsoni, L. (V.) naiffi e L. (V) shawi 

que foram cultivadas em meio S10 e incubadas a 25° C, até atingirem a fase estacionária de 

crescimento; posteriormente foram coletadas, centrifugadas (1200 × g, 10 min, 4° C) e contadas 

em câmara de Neubauer, onde tiveram a concentração do parasito ajustada para 2×106 

parasito/poço. A 8-HQ foi solubilizada com dimetilsulfóxido (DMSO) e adicionada a placa de 

cultura de 96 poços na concentração de 0,08 a 100 μg/mL, juntamente aos parasitos; a miltefosina 
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foi utilizada como fármaco controle (0,08 a 100 μg/mL). O controle positivo foi composto por meio 

S10 com 1% de DMSO e os parasitos (2×106 parasito/poço). O controle negativo foi composto 

apenas por meio S10 com 1% de DMSO. As placas de 96 poços foram incubadas a 25° C durante 

24 ou 72 horas, posteriormente foram centrifugadas (1200 × g, 10 min, 4° C), lavadas três vezes 

com 200 µL de tampão fosfato (PBS); e a viabilidade dos parasitos foi analisada com o reagente 

PrestoBlue® (Thermo, EUA) diluído em meio S10 (1:20). Após ser adicionado às células, o 

PrestoBlue® é reduzido por enzimas mitocondriais de parasitos viáveis, tornando-se avermelhado 

e altamente fluorescente. Assim, poços com alta fluorescência estão associados a uma alta 

porcentagem de células viáveis; contrariamente, amostras com coloração azul apresentam baixa 

viabilidade celular. Após 45 minutos de incubação as placas foram levadas a um leitor de 

microplacas, com uma sonda de fluorescência com 416 nm de excitação e 574 nm de emissão. A 

concentração efetiva de 50% (CE50) foi estimada usando o software GraphPad Prism 8.0. 

3.4.  Macrófagos derivados da medula óssea (MMO) 

Para produção de MMO utilizaram-se fibroblastos de linhagem celular L929 que foram 

cultivados em meio R10, e quando as células apresentaram 80% de confluência foram coletadas 

das garrafas de cultura utilizando um cell scraper (Corning®, EUA), contadas com solução Trypan 

Blue 0.4% (ThermoFisher, EUA), ajustadas a 5x106 de células em 80 mL de meio R10 e mantidas 

durante 10 dias em estufa a 37º C. Na fase final de seu ciclo de vida, o meio sobrenadante (LCCM) 

rico em M-CFS (fator estimulador de colônia de macrófagos/ monócitos) foi coletado, esterilizado 

por filtração (0,32 m) e armazenado à -20º C. 

Camundongos BALB/c com 7 semanas de idade foram eutanasiados segundo o protocolo 

determinado pelo comitê de ética no uso de animal (CEUA) n° 1648/2022, e o fêmur e tíbia foram 

coletados assepticamente. As epífises destes ossos foram cortadas, e o conteúdo da medula óssea 

foi extraído injetando solução salina balanceada de Hanks (HBSS) no canal da medula. A medula 

óssea foi submetida a duas etapas de lavagem a 2000 RPM, 5 min, 4° C, com HBSS. Em seguida 

0,17 M de NH4Cl (7,4 pH) foi incorporado aos glóbulos vermelhos, e incubados à 4° C durante 

2 minutos. Após o período estipulado o HBSS foi adicionado, interrompendo a reação de lise de 

eritrócitos; as células foram centrifugadas a 2000 RPM, 5 min, 4° C e o sobrenadante foi 

descartado. 

As células foram semeadas em placas de Petri estéreis tratadas para cultura de tecidos em R10 

juntamente com 15% de meio LCCM, como uma fonte de fator estimulador de colônia-1 (CSF-1), 
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em uma incubadora à 35° C com 5% de CO2. Após a incubação de 24 h as células não aderidas a 

placa de cultura foram coletadas, adicionadas em placas de Petri estéreis com R10 e 15% de LCCM, 

e nos dias 2; 3; 5 e 7 do experimento foram suplementadas com 15% de LCCM.  

No oitavo dia, as células aderentes foram coletadas com auxílio de um cell scraper, contadas 

em câmara de Neubauer e adicionadas em placas estéreis de 96 poços ou em lamínulas redondas 

para placas de 24 poços. 

3.5.  Teste de citotoxicidade 

Os MMOs coletados foram contados, ajustados na concentração de 106 macrófagos/poço, 

adicionados a uma placa de cultura de 96 poços juntamente ao meio R10 e incubados por 24 h em 

uma incubadora umidificada à 35° C e 5% de CO2. Após o determinado período de incubação a 8-

HQ ou miltefosina (0,08 a 100 μg/mL) foram adicionadas aos macrófagos, e as células foram 

incubadas novamente por 24 h em uma incubadora umidificada à 35° C e 5% de CO2. A 

citotoxicidade dos compostos foi analisada 24 e 72 horas depois da adição dos fármacos. Os MMO 

controles foram incubados apenas com R10. Após 24 ou 72 h de incubação as células foram 

centrifugadas a 1200 x g, 10 min, 4° C e os macrófagos lavados três vezes com 200 μL de PBS. 

Em seguida, a viabilidade celular foi avaliada com PrestoBlue®, de acordo com as instruções do 

fabricante (Thermo Fischer, EUA). A concentração citotóxica 50% (CC50) foi estimada usando o 

software GraphPad Prism 8.0. (108). O índice de seletividade (IS) da 8-HQ foi determinado pela 

razão entre CC50 e CE50 (109). 

3.6.  Infecção de macrófagos 

Para tanto os MMOs foram ajustados em 106 macrófagos/poço, adicionados em lamínulas 

redondas em placa de 24 poços, juntamente ao meio R10 e incubados por 24 h à 35° C. Após a 

incubação os macrófagos foram infectados com: L. (L.) amazonensis, L. (L.) infantum, L. (V) 

guyanensis, L. (V.) lainsoni, L. (V.) naiffi e L. (V) shawi, na proporção de 10 parasitos por 1 

macrófago e incubados por 24 h uma incubadora umidificada com 5% de CO2 à 35° C. 

Subsequentemente as placas foram foi lavadas com 500 µL de PBS à 35° C por três vezes, retirando 

os parasitos não aderidos e a 8-HQ ou miltefosina (1,25 – 10 µg/mL) foram adicionadas a cultura. 

As placas foram incubadas durante 24 e 72 h. Os controles infectados foram cultivados apenas com 

R10 e 1% de DMSO. Após os períodos de incubação, as lamínulas foram retiradas das placas de 

24 poços, secas à temperatura ambiente, fixadas em metanol e coradas com Giemsa (Sigma-
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Aldrich, EUA). Para cada lamínula ao menos 100 células foram quantificadas e os índices de 

infecção (II) foram determinados por meio da equação:  

II = % macrófagos infectados ×  amastigotas internalizadas

Macrófagos infectados
 

3.7. Determinação da produção de óxido nítrico intracelular 

Os MMO foram incubados com R10 durante 24 h em uma placa preta estéril de 96 poços, 

em uma incubadora umidificada com 5% de CO2 e 35° C por 24 h. Após o período determinado, a 

infecção foi realizada na proporção de 10:1 (parasitos : macrófagos), por promastigotas das 

seguintes espécies: L. (L.) amazonensis, L. (L.) infantum, L. (V) guyanensis, L. (V.) lainsoni, L. (V.) 

naiffi e L. (V) shawi. Vinte e quatro horas depois, os MMOs foram lavados três vezes com 200 µL 

de PBS a 35º C, para retirar parasitos não aderidos, e a 8-HQ (1,25 a 10 µg/mL) foi incubada por 

24 ou 72 h. Para os controles foram adicionados apenas meio R10, e 100 ng/mL de LPS (Sigma-

Aldrich, EUA) foi adicionado ao controle positivo. A cada período experimental, as células foram 

lavadas três vezes com 200 µL de PBS aquecido, seguido pela incubação com 0.2 µL de sonda 

DAF-FM diacetato/poço (5 mM diluído em 20 µL DMSO), por 60 minutos. Após permear a 

membrana celular passivamente o reagente DAF-FM diacetato é desacetilado por esterases 

intracelulares e então é convertido a DAF-FM, que na presença de NO torna-se reduzido a 

benzotriazol fluorescente. Em sequência três etapas de lavagens com PBS foram realizadas e as 

placas foram lidas em um leitor de microplacas fluorescentes, com emissão de 515 nm e excitação 

de 495 nm. Não houve qualquer interferência nos espectros de fluorescência da reação pelos poços 

brancos. 

3.8.  Preparo dos cremes contendo 8-HQ 

Para produzir 10 g da base de Beeler os componentes foram separados em dois recipientes 

de vidro distintos compondo a fase aquosa (FA) e fase lipídica (FL). Deste modo, para FL foram 

utilizados: cera branca (0,1 g); álcool cetílico (1,5 g) (Sigma-Aldrich, EUA) e 2 mg de 

butilhidroxitolueno. Para FA utilizou-se:  lauril sulfato de sódio (0,2 g), propilenoglicol (1 g) e 

água destilada (QSP 10 g). As fases FA e FL foram fundidas em banho-maria à 70° C. 

Subsequentemente os componentes de FA foram dispersos em FL e agitados energicamente para 

produzir o creme base, até que a mistura atingisse um aspecto homogêneo, branco e consistente. O 

composto ativo 8-HQ a 1% (0,1 g) e 2% (0,2 g) foi disperso em 50 µL de propilenoglicol e 
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incorporado à base de Beeler utilizando um almofariz. Os cremes foram acondicionados em frascos 

de vidro âmbar de 30 mL, isolados de luminosidade, e sua aparência física foi avaliada visualmente 

por um período de seis meses para detectar possíveis alterações na aparência.  

3.9.  Tamanho de partículas 

Amostras dos cremes 1 e 2% foram diluídas (1:100) em água deionizada e a determinação do 

tamanho das partículas e distribuição do creme 8-HQ foi detectada pelo analisador de tamanho de 

partículas (Microtrac S3500, Microtrac, EUA). O tamanho das partículas de cada creme foi 

determinado por meio da porcentagem referentes ao diâmetro (µm); sendo que 10, 50 ou 90% das 

partículas (D10, D50 e D90) possuíam o diâmetro com valor similar ao valor fornecido (110). Cada 

amostra foi medida em triplicata. 

3.10. Estudos de permeação cutânea empregando por células de Franz 

Os estudos de permeabilidade em células de Franz foram realizados com dois modelos de 

membranas diferentes, as artificiais (Strat-M®) e pele suína, onde parâmetros de permeabilidade de 

cada modelo de membrana foi avaliado individualmente.  

Para avaliar a permeabilidade em pele suína foram utilizados fragmentos pele provenientes 

da orelha de suínos com 3 meses de idade. A pele (espessura média: 1,66 ± 0,16 mm) foi limpa, 

retirada da cartilagem  e preparada  como membrana seguindo o protocolo estabelecido para 

utilização de peles de suínos em experimentos in vitro, por Silva et al  (111).  

As células de Franz foram montadas a partir do compartimento doador (área de 1.766 cm2); 

do compartimento receptor (capacidade de 12 mL); e as membranas, que foram fixadas entre ambos 

compartimentos. Antes de iniciar o experimento a membrana foi umidificada com PBS, adicionado 

através do compartimento doador; e o compartimento receptor foi preenchido com tampão fosfato 

(pH 5,5) e metanol (1: 1, v:v). Subsequentemente as células de Franz foram alocadas em banho 

maria a 35° C por 30 minutos. Posteriormente o PBS da câmara receptora foi removido com auxílio 

de pipeta e gaze estéril; 100 mg dos cremes 1% e 2% de 8-HQ foram adicionados sobre as 

membranas por meio do compartimento doador, que foi vedado.  

Aproximadamente 1 mL de amostra foi retirada do compartimento receptor de Franz nos 

seguintes tempos de coleta: 5, 10, 15, 30, 45, 60, 120, 240 e 360 minutos); as amostras foram 

armazenadas a -20° C, e o compartimento receptor foi preenchido novamente com tampão fosfato 

e metanol após cada coleta. Após a última coleta (360 min) as amostras de pele foram limpas com 
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um cotonete impregnado com etanol para remover o excesso de creme. Cada amostra foi dividida 

em dois fragmentos: o primeiro foi submetido a rotina histológica para demonstrar possíveis 

alterações estruturais causadas por 8-HQ; e o segundo fragmento foi pesado, homogeneizado com 

2 mL de tampão PBS (pH 7,4), diluído 1:2 com metanol e centrifugado (10 min, 10.000 RPM) 

(110). O sobrenadante submetido a analise por UHPLC para determinar a quantidade de 8-HQ 

retida na membrana (μg/mg). 

Adicionalmente foram testadas membranas artificiais Strat-M® (Transdermal Diffusion 

Test, 25 mm, Sigma-Aldrich, Madrid) com 0,33 mm de espessura, projetadas para mimetizar a pele 

humana. As propriedades físicas e químicas das Strat-M® permitem que compostos realizem a 

permeação de modo similar ao que ocorre na pele humana, podendo exibir correlações melhores 

se comparadas a outros modelos de membranas biológicas (112). A composição de multicamadas 

associadas a estrutura lipídica das membranas artificiais exibe características semelhantes ao 

estrato córneo humano; além disso, a membrana é constituída por uma camada porosa  que se 

assemelha às camadas da epiderme e da derme (113).  

As membranas artificiais (Strat-M®), assim como as membranas obtidas por pele de suíno, 

foram montadas entre a câmara doadora e receptora de células de difusão de Franz repetindo o 

mesmo processo descrito anteriormente, e 100 mg de cremes contendo 1% ou 2% de 8-HQ foram 

adicionados ao compartimento doador em contato estrito com as membranas. Amostras de 1 mL 

foram retiradas após 5, 10, 15, 30, 45, 60, 120, 240 e 360 minutos; a câmara receptora foi 

imediatamente reabastecida com tampão fosfato e metanol pré-aquecido após a retirada das 

amostras nos tempos indicados anteriormente. Após a última coleta as membranas artificiais foram 

limpas com um cotonete para remover o excesso de creme, diluídas  tampão fosfato (pH 5,5) e 

metanol (1:1, v:v) e centrifugadas (10 min, 10.000 RPM) (110). O sobrenadante submetido a 

analise por UHPLC para determinar a quantidade de 8-HQ retida na membrana (μg/mg). 

 As amostras foram analisadas por UHPLC (modelo Ultimate 3000 Standard Quaternary 

System). Os picos de 8-HQ foram detectados com o programa (Chromeleon 7.3.1.6535) e a 

detecção foi realizada à 246 nm. Para tanto foi utilizada uma coluna de UHPLC de fase reversa 

Analítica Kinetex EVO 5mm C18 (150 x 4,6 mm). A fase móvel foi composta por uma eluição de 

acetonitrila e metanol (52:48); a vazão foi ajustada em 1 mL/min e foram injetados 10 μL das 

amostras. A curva padrão com 8-HQ foi construída com as concentrações de 0,38 - 400 μg/mL-1 
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(R2>0,9906), e a análise de regressão foi utilizada para calcular as inclinações e interceptos da 

porção linear de cada gráfico.  

O fluxo em estado estacionário (Jss), o coeficiente de permeabilidade (P), o coeficiente de 

difusão (D) e o tempo de latência foram estimados conforme descrito anteriormente por Lalatsa et 

al (114). Os parâmetros de permeabilidade nas membranas foram calculados pelas seguintes 

equações: 

A equação do fluxo estacionário foi calculada pela razão entre quantidade de 8-HQ 

permeando a membrana (dC) em um determinado período de tempo (dX), versus a área de 

superfície de contato do para os cremes (A). Valores expressos em μg/cm2/h. 

𝐽𝑠𝑠 =  
ௗ஼

ௗ௑
 𝑋 𝐴   Equação do fluxo estacionário (1) 

A equação do coeficiente de permeabilidade (P) indica a razão entre o fluxo estacionário 

(Jss) e a quantidade de creme aplicada ao compartimento doador (cd). Valores expressos em 

mm2/h. 

𝑃 =  𝐽𝑠𝑠/𝑐𝑑     Equação do coeficiente de permeabilidade (2) 

A equação do coeficiente de difusão (D) foi calculada usando a espessura da membrana (h) 

versus o coeficiente de permeabilidade (P). Valores expressos em μm/h 

𝐷 = ℎ 𝑋 𝑃 Equação do coeficiente de difusão (3) 

3.11. Animais experimentais e considerações éticas 

Os camundongos BALB/c machos de aproximadamente 8 semanas de idade foram obtidos do 

Centro de Bioterismo do Instituto de Medicina Tropical da Universidade de São Paulo (IMT-USP), 

alojados de acordo com as normas do Comitê de Bem-Estar Animal e tiveram acesso a comida e 

água ad libitum durante todo o estudo, sob um ciclo de luz de 12 horas.  

O estudo em questão utilizou os parâmetros determinados pelo Guia para Cuidado e Uso de 

Animais de Laboratório, do Conselho Nacional de Experimentação Animal. O protocolo foi 

aprovado pelo Comitê de Ética em Experimentação Animal do Comitê Institucional de Cuidado e 

Uso de Animais da Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo (CEP1648/2022). Para 

todos os procedimentos experimentais, os animais foram anestesiados com quetamina (100 mg/kg) 

e xilazina (10 mg/kg) e eutanasiados com dose letal de pentobarbital via intraperitoneal. 
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3.12. Animais saudáveis tratados com cremes 1 e 2% 

Após o período de aclimatação, 20 camundongos BALB/c machos foram divididos em 4 grupos 

saudáveis (GS) e submetidos diariamente ao tratamento tópico na base da cauda com 1.6 mg do 

creme 1% de 8-HQ (GS1); creme com 2% de 8-HQ (GS2); base de Beeler (GS3); e ao tratamento 

por Glucantime® (50 mg/kg) pela via intradérmica (GS4). Os animais foram tratados uma vez ao 

dia, durante 14 dias. Após o período experimental os animais foram eutanasiados, tiveram os 

fragmentos de pele retirados com auxílio de punch dermatológico para biópsia (6 mm); 

subsequentemente foram fixados em formaldeído 10% tamponado, submetidos a rotina histológica 

e corados com hematoxilina e eosina, onde foram avaliadas possíveis alterações histológicas. 

3.13. Infecção e tratamento 

Após o período de aclimatação, 30 camundongos BALB/c foram divididos em seis grupos 

experimentais, contendo cinco animais por grupo. Os cinco animais pertencentes ao grupo saudável 

(G1) receberam apenas cloreto de sódio 0,9% (p/v) pela via subcutânea e os demais animais foram 

infectados na base da cauda pela mesma via, com 106 formas promastigotas de L. (L.) amazonensis 

na fase estacionária de crescimento em um inóculo de 20 µL.  

Quatro semanas após a infecção, camundongos BALB/c infectados com L. (L.) 

amazonensis foram divididos aleatoriamente nos seguintes grupos: grupo 2 (G2) constituindo o 

controle infectado; Grupo 3 (G3) e Grupo 4 (G4) foram constituídos por animais infectados e 

tratados com a formulação contendo 1 ou 2% de 8-HQ pela via tópica, respectivamente; O grupo 

5 (G5) foi tratado apenas com formulação base de Beeler por via tópica; e o grupo 6 (G6) foi tratado 

com 50 mg/kg de Glucantime® por via intralesional. O tratamento foi iniciado na quinta semana 

pós-infecção (PI), e os animais foram tratados por 14 dias consecutivos, uma vez ao dia. Para todas 

as aplicações tópicas foram utilizados 1.6 mg de creme por animal. As condições físicas dos 

animais foram monitoradas uma vez por semana. Ao fim do experimento, os animais foram 

eutanasiados, e os fragmentos de pele e linfonodo foram coletados para realização de experimentos 

visando avaliar o parasitismo tecidual, assim como as principais alterações histopatológicas dos 

animais submetidos ao tratamento. Todos os animais sobreviveram até o final do estudo. Os 

experimentos foram repetidos três vezes.  
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3.14. Evolução da lesão e avaliação da carga parasitária 

O curso clínico do desenvolvimento da lesão foi avaliado em todos os animais de cada 

grupo (G1 à G6), uma vez por semana, com o auxílio de um micrômetro digital com faixa de 0-25 

mm e precisão de 0,001 mm (Mitutoyo®, EUA).  

A carga parasitária na pele e linfonodo inguinal foi determinada usando o ensaio de diluição 

limitante quantitativa. Para isso, um fragmento de pele da base da cauda e o linfonodo inguinal 

obtido de cada grupo experimental (G1 à G6) foi coletado assepticamente, pesado e 

homogeneizado em meio S10 com auxílio de cell strainer (Corning®, EUA) estéril individual, com 

poros de 40 µm de espessura, diluídos em meio S10 (1:1000) e armazenados em -20° C. O volume 

de 200 µL do material homogeneizado e diluído (1:1000) de cada órgão foi adicionado na primeira 

coluna das placas de cultura de 96 poços; os demais poços foram preenchidos com 150 µL de meio 

S10. Posteriormente uma alíquota de 50 µL foi coletada da primeira coluna das placas e submetida 

a 12 diluições seriadas (1:4). Foram realizadas quadruplicatas para cada fragmento avaliado. As 

placas foram incubadas em estufa a 25° C durante 10 dias; posteriormente foram examinadas e o 

número de parasitos viáveis foi determinado com base na maior diluição que as promastigotas 

puderam crescer após os 10 dias de incubação. 

3.15. Avaliação da produção de IL-4 e IFN- 

Os linfonodos inguinais dos diferentes grupos foram coletados assepticamente e macerados 

em 1 mL de meio R10 com auxílio de cell strainer (Corning®, EUA) estéril individual, com poros 

de 40 µm de espessura. Em seguida, a suspensão celular foi centrifugada a 10.000 RPM, 5 min, 4° 

C e os sobrenadantes foram coletados e submetidos ao ensaio de imunoabsorção enzimática 

(ELISA) sanduíche, para quantificar citocinas IL-4 e IFN-γ (ThermoFisher, EUA).  

Para tanto, as placas de ELISA (Corning®, EUA) foram sensibilizadas com 100 µL/poço 

de solução tampão e anticorpo de captura (anti mouse; IL-4 ou IFN-γ) e incubadas overnight à 4° 

C. Em seguida os poços foram aspirados e lavados 3 vezes com 250 µL de solução de lavagem 

(Tween20 e PBS 1X, 1:1000). Posteriormente, 200 µL da solução de bloqueio (ELISPOT) foi 

adicionada em cada poço e a placa foi incubada por 1 h à 25° C. Em seguida a placa de ELISA foi 

submetida a mais três lavagens com solução de lavagem. Para o delineamento da curva padrão 

foram utilizadas duplicatas contendo 8 concentrações conhecidas das seguintes proteínas 

recombinantes IL-4 (4 a 500 pg/mL), e IFN-γ (16 a 2000 pg/mL). Nos poços determinados como 

branco triplicatas com 100 µL de solução ELISPOT foram adicionados; nos poços restantes foram 
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adicionados 100 µL das amostras de sobrenadante dos linfonodos inguinais dos diferentes grupos 

experimentais (G1 à G6) e as placas foram incubadas à 25° C por 2 h.  

Após o período de incubação os poços foram lavados 5 vezes com solução de lavagem. Em 

seguida, foi adicionado 100 µL dos anticorpos de detecção (anti-IL-4 ou anti-IFN-) conjugados 

com biotina e incubados por 1 h em temperatura ambiente. Após este período, os poços foram 

lavados 5 vezes e 100 µL de estreptavidina conjugada a peroxidase (HRP) (enzima com alta 

especificidade à biotina), foi adicionada à reação e incubada por 30 minutos à 25° C. Os poços 

foram lavados 7 vezes, e então 100 µL de solução substrato tetrametilbenzidina (TMB) foram 

adicionados. Ao final de 15 minutos a reação foi interrompida pela adição de 50 µL de H2SO4 (2N). 

A placa foi lida com sonda de 450 nm. 

3.16. Análise estatística 

Todos os dados obtidos nos experimentos foram normalizados em relação ao controle. Os 

valores foram expressos como média ± erro padrão. As análises estatísticas foram realizadas com 

o software GraphPad Prism 8.0 e o teste ANOVA foi utilizado para classificar as diferenças entre 

os grupos. A significância estatística foi fixada em p < 0,05 (115). 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1.  Atividade da 8-HQ em formas promastigotas e amastigotas 

Os estudos avaliando a concentração efetiva 50% (CE50) da 8-HQ em Leishmania sp. (Tabela 

1), demonstram que as promastigotas de L. (V.) shawi foram mais suscetíveis ao composto após 24 

h incubadas (CE50= 0,20 ± 0,03 µg/mL). Por outro lado, as promastigotas de L. (V.) lainsoni 

demonstraram maior suscetibilidade a 8-HQ às 72 h de incubação (CE50= 0,06 ± 0,01 µg/mL) 

(Figura 6). Embora a 8-HQ também tenha eliminado L. (L.) amazonensis, é importante ressaltar 

que essa foi a mais resistente entre todas as espécies testadas em 24 e 72 h de incubação, 

apresentando a CE50 de 2,9 ± 0,3 e 1,1 ± 0,1 µg/mL, respectivamente (Tabela 1).  

Em sequência, a incubação de 8-HQ durante 24 e 72 h resultou na CE50 de 2,1 ± 0,2 e 0,3 ± 0,1 

µg/mL para promastigotas de L. (L.) infantum, além da CE50 de 0,34 ± 0,08 e 0,13 ± 0,03 µg/mL 

para L. (V.) guyanensis. Já a incubação do composto com L. (V.) naiffi demonstrou a CE50 igual a 

0,8 ± 0,1 e 0,53 ± 0,08 µg/mL, seguidas pela atividade em L. (V.) shawi, com a CE50 de 0,25 ± 0,03 

e 0,30 ± 0,08 µg/mL quando incubadas durante 24 e 72 h, respectivamente.  

A miltefosina foi utilizada como fármaco controle e também demonstrou exercer atividade 

leishmanicida nas espécies avaliadas. Deste modo, em 24 h de tratamento, as formas promastigotas 

de L. (V.) shawi demonstraram maior sensibilidade; já em 72 h, as promastigotas de L. (V.) 

guyanensis foram mais suscetíveis. Em contrapartida, foi observado também que as formas 

promastigotas de L. (V.) naiffi foram as mais resistentes em 24 h, assim como L. (L.) amazonensis 

às 72 h (Tabela 1). 

A concentração citotóxica 50% (CC50) foi determinada em macrófagos, sendo demonstrado 

que nas respectivas 24 e 72 h de incubação, tanto a 8-HQ (36,3 ± 2,7 e 33,6 ± 2,2 µg/mL), quando 

a miltefosina (CC50 de 42,9 ± 1,3 e 32,8 ± 12,0 µg/mL) demonstraram valores relativamente 

aproximados em ambos períodos avaliados.  
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Tabela 1. A determinação da Concentração efetiva 50 (CE50) foi realizada em promastigotas das 
seguintes espécies: L. (L.) amazonensis, L. (L.) infantum, L. (V.) guyanensis, L. (V.) lainsoni, L. (V.) 
naiffi e L. (V.) shawi. Macrófagos foram utilizados para a determinação da Concentração Citotóxica 
50 (CC50). As promastigotas e macrófagos foram incubados com 8-HQ ou miltefosina durante 24 ou 
72 h. Os resultados foram expressos como média ± erro padrão de três experimentos independentes. 
*8-HQ – 8-hidroxiquinolina; * Milt – miltefosina. Os índices de seletividade (IS) foram expressos 
pela razão entre CC50 e CE50 e os resultados expressos por média e erro padrão a partir de três 
experimentos independentes. 

Promastigotas 

CE50 (g/mL) e Índice de Seletividade (IS) 
      24 h   72 h 

8-HQ Milt 8-HQ Milt 

L. (L.) amazonensis 
2,9 ± 0,3 8,5 ± 0,4 1,1 ± 0,1 16,1 ± 0,1 

IS (12,5) IS (5,0) IS (30,5) IS (2,0) 

L. (L.) infantum chagasi 2,1 ± 0.2 19,3 ± 1,6 0,3 ± 0,1 7,5 ± 1,5 
IS (17,3) IS (2,2) IS (98,8) IS (4,4) 

L. (V.) guyanensis 0,34 ± 0,08   5,0 ± 1,3  0,13 ± 0,03 1,8 ± 0,3 
IS (121) IS (8,6) IS (336) IS (18,2) 

L. (V.) lainsoni 0,6 ± 0,1 5,3 ± 0,1 0,06 ± 0,01 2,4 ± 0,2 
IS (60,5) IS (8,1) IS (560) IS (13,7) 

L. (V.) naiffi 0,8 ± 0,1  23,5 ± 5,7 0,53 ± 0,08 13,7 ± 0,5 
IS (45,4) IS (1,8) IS (67,2) IS (2,4) 

L. (V.) shawi 0,25 ± 0,03   1,79 ± 0,09  0,31 ± 0,08  2,4 ± 0,6 
IS (181) IS (25,2) IS (108,4) IS (13,7) 

CC50 (g/mL) 
Macrófagos 36,3 ± 2,7 42,9 ± 1,3 33,6 ± 2,2 32,8 ± 12,0 

     
Nas formas amastigotas (Tabela 2), observou-se que em 24 h de incubação com 8-HQ, L. (V.) 

lainsoni e L. (V.) shawi foram as espécies mais sensíveis (CE50 = 0,17 ± 0,09 e 0,16 ± 0,01 µg/mL) 

enquanto as amastigotas de L. (L.) infantum foram as mais resistentes (CE50 = 2,0 ± 0,8 µg/mL); 

Além disso, a 8-HQ induziu uma atividade leishmanicida intermediária em L. (L.) amazonensis 

(CE50 = 1,9 ± 0,1 µg/mL), L. (V.) guyanensis (CE50 = 0,8 ± 0,1 µg/mL) e L. ( V.) naiffi (CE50 = 

0,45 ± 0,02 µg/mL). Em 72 h de incubação, as amastigotas intracelulares de L. (V.) naiffi e L. (V.) 

guyanensis apresentaram alta sensibilidade à 8-HQ (CE50 = 0,0323 ± 0,0002 e 0,039 ± 0,002 

µg/mL, respectivamente) (Figura 6), seguidas por L (L.) infantum e L. (V.) shawi; 

comparativamente, as formas amastigotas de L. (L.) amazonensis foram as espécies mais resistentes 

à 8-HQ (Tabela 2 e Figura 6). As formas amastigotas intracelulares de L. (V.) lainsoni tratadas com 

miltefosina foram mais sensíveis, em contraste a espécie L. (L.) amazonensis, demonstrou ser a 
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mais resistentes em 24 h de incubação. Em sequência, a atividade da miltefosina em 72 h 

demonstrou maior sensibilidade para amastigotas de L. (L.) infantum, em contraste a maior 

resistência apresentada pelas formas amastigotas de L. (L.) amazonensis (Tabela 2). 

Tabela 2.  Para determinação da Concentração efetiva 50 (CE50) macrófagos foram incubados e a infecção 
foi realizada com as seguintes espécies: L. (L.) amazonensis, L. (L.) infantum, L. (V.) guyanensis, L. (V.) 
lainsoni, L. (V.) naiffi e L. (V.) shawi, que foram incubadas com 8-HQ ou miltefosina durante 24 ou 72 h. 
Os resultados foram expressos como média ± erro padrão de três experimentos independentes. *8-HQ – 8-
hidroxiquinolina; * Milt – miltefosina. Os índices de seletividade (IS) foram expressos pela razão entre CC50 
e CE50, e os resultados expressos por média e erro padrão a partir de três experimentos independentes. 

Amastigotas 

CE50 (µg/mL) e Índice de Seletividade (IS) 

24 h 72 h 

8-HQ Milt 8-HQ Milt 

L. (L.) amazonensis 
1,9 ± 0,1 6,53 ± 0,06 0,97 ± 0,09 3,5 ± 0,2 
IS (19,1) IS (6,6) IS (37,3) IS (9,3) 

L. (L.) infantum 
chagasi 

2,0 ± 0,8 4,1 ± 0,2 0,055 ± 0,001 0,05 ± 0,01 
IS (18,1) IS (10,4) IS (672) IS (656) 

L. (V.) guyanensis 
0,8 ± 0,1 4,9 ± 0,9 0,039 ± 0,002 0,8 ± 0,2 
IS (45,3) IS (8,8) IS (1120) IS (41) 

L. (V.) lainsoni 
0,17 ± 0,09 0,51 ± 0,03 0,51 ± 0,01 1,88 ± 1,04 

IS (363) IS (85,8) IS (67,2) IS (18,2) 

L. (V.) naiffi 
0,45 ± 0,02  2,0 ± 0,3 0,0323 ± 0,0002 0,19 ± 0,08  
IS (80,6) IS (21,4) IS (1120) IS (328) 

L. (V.) shawi 
0,16 ± 0,01  3,9 ± 0,4 0,218 ± 0,001 1,6 ± 0,5 

IS (363) IS (11) IS (168) IS (20,5) 
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A Figura 6 ilustra a eficácia da 8-HQ e miltefosina a 10 µg/mL durante 24 e 72 h nas formas 
amastigotas intracelulares de L. (V.) guyanensis (a espécie mais suscetível à 8-HQ em 72 h) e L. 
(L.) amazonensis (a espécie mais resistente à 8-HQ em 72 h). 

Figura 6. Macrófagos derivados da medula óssea foram infectados com L. (V.) guyanensis ou L. (L.) 
amazonensis e tratados com diferentes concentrações de 8-HQ ou miltefosina durante 24 h ou 72 h. Esta 
figura ilustra a ação de ambas as drogas a 10 µg/mL. 
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Os resultados apresentados acima demonstram que nos experimentos in vitro a 8-HQ 

desempenhou atividade leishmanicida nas espécies:L. (L.) amazonensis, L. (L.) infantum, L. (V.) 

guyanensis, L. (V.) lainsoni, L. (V.) naiffi e L. ( V.) shawi em 24 e 72 horas de incubação. Contudo, 

ressalta-se que para  formas promastigotas e amastigotas, as espécies do subgênero Viannia foram 

mais sensiveis à 8-HQ, eliminando ambas as formas do protozoário com alta seletividade. Além 

disso, às 72 h de tratamento, o composto foi 18,36 e 11,02 vezes mais seletivo para promastigotas 

de L. (V.) lainsoni e L. (V.) guyanensis do que L. (L.) amazonensis e 30 vezes mais seletivo para 

amastigotas de L. (V.) naiffi e L. (V.) guyanensis do que L. (L.) amazonensis, a espécie menos 

suscetível tratada com 8-HQ. Em sequência, L. (V.) shawi foi a terceira espécie mais suscetível à 

8-HQ em comparação às demais avaliadas; em contrapartida, L. (L.) infantum chagasi foi o 

segundo parasita mais resistente à 8-HQ. 

Apesar da maior sensibilidade apresentada pelas espécies do subgenero Viannia, a 8-HQ 

foi capaz de exercer atividade leishmanicida nos parasitos do subgênero Leishmania, que foram 

eliminados com alta seletividade, se comparados as incubações realizadas com miltefosina, que foi 

utilizada como fármaco controle para leishmaniose nestes experimentos. Trabalhos anteriores 

avaliaram a atividade da 8-HQ in vitro em espécies do subgenero Leishmania, demonstrando  alta 

seletividade da substância às 48 horas de incubação, com a CE50 de 0,05 µg/mL (IS 328) e CE50 de 

0,26 µg/mL (IS 62), para L. (L.) amazonensis e L.(L.) infantum, respectivamente (104). Da mesma 

forma, as promastigotas de L. (V.) braziliensis foram eliminadas pela ação da 8-HQ com CE50 de 

0,35 µg/mL (SI ~ 47); além disso, a 8-HQ reduziu as formas amastigotas intracelulares de L. (V.) 

braziliensis com maior eficácia em comparação à anfotericina B (104). Assim, os dados 

apresentados neste trabalho corroboram a sólida eficácia e seletividade da 8-HQ para eliminar 

Leishmania sp. e reforçar o potencial de tal composto para produzir medicamentos novos e eficazes 

para combater esta infecção.  

Reforça-se também que além do alto efeito leishmanicida, a 8-HQ exibiu baixa 

citotoxicidade em macrófagos, resultando nos elevados indices de seletividade apresentados pelo 

composto em 24 h (IS 12,5 – 363) e em 72 h (IS 30,5 a 1120), em comparação a miltefosina que 

apresentou a variação dos IS de 1,8 a 85,8 e  2 a 656 durante 24 e 72h de incubação, 

respectivamente. 
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4.2. Avaliação da produção de óxido nítrico em macrófagos infectados 

Considerando que a 8-HQ  foi capaz de exercer alta atividade leishmanicida em formas 

promastigotas e amastigotas, investigou-se se o mecanismo de ação do composto estava 

relacionado a produção de peróxido de hidrogênio e/ou óxido nítrico. 

Na comparação com o controle infectado (iMΦ) e macrófago controle não infectado (MΦ), os 

macrófagos infectados com L. (L.) amazonensis (Figura 7A), L. (L.) infantum (Figura 7B) que 

foram tratados com 8-HQ demonstraram a diminuição do NO intracelular nas incubações com 1,25 

– 5 µg/mL durante 24 h. Por outro lado, quando tratados com 10 µg/mL de 8-HQ, as células 

infectadas por L. (L.) amazonensis restauraram a capacidade de produzir NO, em comparação aos 

controles.  

Do mesmo modo, a comparação com o controle infectado em 72 h de incubação demonstrou 

que macrófagos infectados com L. (L.) amazonensis e tratados com 10 µg/mL de 8-HQ 

apresentaram níveis mais elevados de NO intracelular (p<0,05). Por outro lado, quando 

comparados ao controle infectado, macrófagos infectados por L. (L.) infantum chagasi e tratados 

com 8-HQ demonstraram maior produção de NO em todas as concentrações de 8-HQ (p<0,05). 

Adicionalmente, observou-se que a incubação por 8-HQ aumentou os níveis de NO produzidos 

pelos macrófagos na passagem de 24 h para 72 h (p<0,05). 

Na infecção por L. (V.) guyanensis (Figura 7C), L. (V.) lainsoni (Figura 7D), L. (V.) naiffi 

(Figura 7E) e L. (V.) shawi (Figura 7F) foi observado um padrão diferente de produção de NO. Na 

comparação de 24 h de incubação com seus respectivos controles infectados, macrófagos 

infectados por L. (V.) lainsoni ou L. (V.) naiffi que foram incubados 8-HQ (1,25 -10 µg/mL) 

reduziram expressivamente a produção de NO. Já as infecções causadas por L. (V.) guyanensis ou 

L. (V.) shawi não demonstraram qualquer modificação relacionada ao nível de NO. Em 72 h 

macrófagos infectados com L. (V.) lainsoni e tratados com 1,25 – 5 µg/mL exibiram uma redução 

significativa nos níveis de NO em comparação com o controle infectado, porém quando as células 

infectadas foram tratadas com 10 µg/mL houve a restauração nos níveis de NO em relação aos 

níveis do grupo iMΦ. No mesmo período de incubação, macrófagos infectados por L. (V.) 

guyanensis mostraram menor produção de NO em todas as concentrações de 8-HQ quando 

comparadas a iMΦ. Em sequência, a 8-HQ não alterou a produção de NO na infecção causada por 

L. (V.) naiffi e L. (V.) shawi em comparação com os respectivos controles infectados. 
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Adicionalmente, em macrófagos infectados por espécies do subgênero Viannia, os níveis de 

NO foram maiores em 72 h do que em 24 h de incubação com 8-HQ. Macrófagos incubados com 

LPS durante 24 ou 72 h produziram níveis mais elevados de NO em comparação com todas as 

condições experimentais (dados não mostrados). A produção de NO a partir de macrófagos 

controles (MΦ) foi considerada o fundo da reação. 
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Figura 7. Macrófagos foram infectados por espécies do subgênero Leishmania: L. (L.) amazonensis (A); L. 
(L.) infantum (B); e subgênero Viannia: L. (V) guyanensis (C); L. (V.) lainsoni (D); L. (V.) naiffi (E); L (V) 
shawi (F). Após a infecção, os macrófagos foram tratados com 8-HQ (1,25 -10 µg/mL) durante 24 e 72 h e 
a produção de óxido nítrico intracelular foi determinada. O LPS foi utilizado como controle positivo (dados 
não mostrados) e macrófagos não infectados e não tratados (MΦ) foram considerados controle negativo da 
reação. Os resultados foram expressos por média e erro padrão. A letra “a” demonstra resultados que 
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apresentaram diferença significativa (p<0,05) na comparação entre macrófagos infectados e tratados por 8-
HQ (1,25 -10 µg/mL) e macrófagos infectados (iMΦ) em 24 h, e a letra “b” a comparação em 72 h. 

Determinados compostos podem aumentar a atividade respiratória das células hospedeiras 

durante a fagocitose e processos infecciosos, resultando na produção de espécies reativas de 

oxigênio e/ou nitrogênio, que podem causar a eliminação de patógenos intracelulares (116,117). 

Nesse sentido, foram realizados testes para a detecção de peróxido de hidrogenio (H2O2) e NO no 

sobrenadante das células, que não puderam ser observados nas culturas de macrófagos infectados; 

contudo, a presença de NO intracelular foi identificada.  

Em geral, às 24 h de incubação com 8-HQ foi detectada a redução de NO em macrófagos 

infectados por espécies de Leishmania sp. em comparação aos respectivos controles. Por outro 

lado, com o aumento da concentração de 8-HQ (10 µg /mL) os macrófagos infectados tratados 

apresentaram baixa quantidade de formas amastigotas, assim como uma tendência a normalizar os 

níveis de NO. Possivelmente, o composto não foi capaz de exercer uma atividade 

imunomoduladora no período inicial de incubação, sobretudo nas concentrações de 1,25 - 5 µg/mL, 

pois em infecções por Leishmania sp. a produção de NO pela 8-HQ pode estar relacionada à um 

mecanismo de ação secundário do composto nos períodos iniciais de infecção. Estudos anteriores 

demonstraram que o tratamento com 8-HQ induziu a alteração no potencial de membrana 

mitocondrial em Leishmania sp. incubadas por 24 h, indicando que esta seja a principal via de ação 

do composto para desempenhar tal efeito leishmanicida (104,118). Por outro lado, a alta 

concentração de 8-HQ poderia modular a produção de NO  às 24 h, como visto em macrófagos 

infectados e tratados com 10 µg/mL do composto. 

Em especial, a atividade modulatória da 8-HQ foi potencializada às 72 horas de tratamento, nas 

infecções causadas pelo subgênero Leishmania, onde foi vista a produção de NO nos macrófagos 

infectados por L. (L.) amazonensis ou L. (L.) infantum e tratados em todas as concentrações de 8-

HQ avaliadas no experimento (1,25 – 10 µg/mL). 

Tendo em vista que estas espécies foram consideradas as menos suscetíveis ao composto, é 

justificável a ausência de produção de NO às 24 h. Estudos anteriores mostraram que o tratamento 

com 8-HQ em 48h de incubação não levou a produção de NO na infecção de macrófagos por L. 

(L.) infantum e L. (L.) amazonensis (104,107). A ausência de NO intracelular neste estudo deve 

indicar que no tratamento com 8-HQ a produção de NO é um processo tardio, além disso, sugere 

também que a atividade imunomoduladora pode desempenhar um papel secundário nos 
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mecanismos leishmanicidas. Todavia, a produção de NO por macrófagos peritoneais de 

camundongos BALB/c infectados com L. (L.) amazonensis foi observada após 72 h de tratamento 

com um agonista TLR7/8 à base de imidazoquinolina (derivado da quinolina), que resultaram 

também na eliminação de formas amastigotas (119). Outro estudo utilizando macrófagos 

infectados por L. (L.) infantum demonstrou o aumento na produção de NO quando tratados com 

quinolina (120); sugerindo que compostos estruturalmente relacionados podem compartilhar 

propriedades biológicas semelhantes, e possivelmente a estimulação de NO é um processo 

secundário e tardio, como foi observado no presente estudo. 

Adicionalmente, a 8-HQ demonstrou possuir um efeito tempo dependente nas espécies do 

subgênero Leishmania. Como visto anteriormente, em amastigotas intracelulares de L. (L.) 

amazonensis a 8-HQ apresenta uma CE50 de 1,9 µg/mL em 24 h de incubação e a CE50 de 0,9 

µg/mL em 72 h. Do mesmo modo, em amastigotas intracelulares de L. (L.) infantum a CE50 de 2 

µg/mL em 24 h incubação reduziu consideravelmente às 72 h do tratamento com 8-HQ (CE50 de 

0,05 µg/mL). Esses resultados demonstram que as concentrações necessárias para eliminar 50% 

dos parasitos viáveis às 72 h de incubação reduziram em 52,6% e 97% para espécies de L. (L.) 

amazonensis e L. (L.) infantum respectivamente; deste modo, podem ter contribuido como estímulo 

para potencializar a produção de NO intracelular nas espécies mais resistentes ao composto. 

Por outro lado, foi observado que em 72 h macrófagos infectados com L. (V.) guyanensis e L. 

(V.) lainsoni e tratados com 8-HQ diminuíram os níveis de NO; e ainda que nenhuma alteração nos 

níveis de NO foi observada em macrófagos infectados com L. (V.) naiffi e L. (V.) shawi.  

Possivelmente a redução de NO nos grupos tratados  ocorreu em função da comparação ao 

grupo de macrófagos infectados por L. (V.) guyanensis e L. (V.) lainsoni, que apresentou um 

aumento expressivo de NO quando comparados aos macrófagos não infectados, sugerindo que a 

partir do tratamento com 8-HQ houve a regulação nos niveis de NO intracelular nas espécies do 

subgênero Viannia.  

Corroborando com nossos resultados um estudo anterior utilizando alcaloides quinolínicos 

demonstrou que macrófagos infectados por L. (V.) panamensis apresentaram redução na produção 

de NO após 48 h de incubação (121). Esses resultados indicaram que houve uma alteração 

metabólica nos macrófagos, resultando na resolução da explosão oxidativa e consequente resolução 

da fase de infecção (122,123).   
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Deste modo, a partir da ação terapêutica da 8-HQ os macrófagos apresentaram um número 

baixo de amastigotas intracelulares remanescentes, sugerindo que com a atividade leishmanicida 

dos compostos nas células hospedeiras, os níveis de NO tendem a ser normalizados (relacionados 

ao MΦ), se aproximando dos niveis de NO produzidos por macrófagos não infectados, apesar de 

ainda serem considerados elevados. Além disso, a redução nos níveis de NO em comparação aos 

macrófagos infectados não deve ser considerada como uma recuperação no número de formas 

amastigotas, uma vez que às 72 h o índice seletivo da 8-HQ aumentou na infecção causada por 

estas espécies em comparação com 24 h. 

4.3. Produção do creme contendo 8-HQ, avaliação do tamanho de partículas 

Considerando que a 8-HQ apresentou seletividade superior à miltefosina em formas 

promastigotas e amastigotas de espécies cutâneas de Leishmania sp., foram idealizados estudos 

para avaliar a eficácia deste composto administrado como um creme dermatológico. 

Após produção do creme, foi realizada uma análise para verificar tamanho de partículas. Neste 

caso, observou-se que a distribuição 10% (D10) de todas as formulações apresentaram tamanho de 

partícula de aproximadamente 10 µm (Figura 8). A base de Beeler e a formulação contendo 1% de 

8-HQ apresentaram 50% (D50) das partículas em torno de 25 µm, porém, a formulação contendo 

2% de 8-HQ apresentou um aumento significativo em D50 (51,27 µm) em comparação com a base 

de Beeler e formulação 1%. A base de Beeler e a formulação de 1% exibiram D90 semelhantes, 

com 90% das partículas com tamanho de 92,84 e 89,93 µm, respectivamente. Em contraste, a 

formulação 2% apresentou o maior tamanho de partícula (146,77 µm) em comparação a todos os 

cremes. 
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Figura 8. Tamanho de partículas da base de Beeler e dos cremes com 1 ou 2% de 8-HQ indicando que 10% 
(D10), 50% (D50) e 90% (D90) das partículas possuem o diâmetro (µm) indicado no eixo Y. *<0,05 entre 
as porcentagens de partículas do mesmo grupo de creme. Em “a” e “b” os resultados de D50 e D90 do creme 
2% são <0,05 em relação a D50 e D90 dos grupos de Beeler e creme 1%, respectivamente.  
 

Como abordado anteriormente, o creme 1% apresentou um tamanho de partícula semelhante a 

base de Beeler, indicando que a 8-HQ é dispersa homogeneamente e provavelmente solubilizada 

dentro da emulsão. No entanto, o creme com 2% de 8-HQ apresentou tamanhos aumentados de 

suas partículas em D50 e D90, que provavelmente foram atribuídos a quantidade de partículas de 

8-HQ que permaneceram parcialmente insolúveis após a incorporação no creme, resultando em 

partículas de 8-HQ suspensas no interior do creme base.  

Deste modo, quando a 8-HQ permanecer suspensa na base do creme provavelmente não será 

capaz de permear a pele e apenas a fração solubilizada poderá atravessar a barreira cutânea. Estes 

fatores indicam que o creme 1% pode possuir maior quantidade de 8-HQ na forma solubilizada em 

comparação com o creme a 2%, pois gotículas de menor tamanho de partícula têm maior 

probabilidade de incorporar na emulsão (124). Todavia, o creme 2% apresentou partículas 

polidispersas, com tamanhos menores que 210 µm. Deste modo, mesmo em menor quantidade, as 

partículas do creme 2% com menores tamanhos, devem possuir capacidade de permeação na pele 

(125). 
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4.4. Análise da permeação  

Considerando a distribuição do tamanho de partículas, observa-se que os cremes contendo 1 e 

2% de 8-HQ possuem características morfológicas que permitem a permeação cutânea. Por tal 

razão foram realizados estudos de permeação cutânea empregando células de Franz contendo 1 e 

2% de 8-HQ em pele suína, bem como com uma membrana artificial (membrana Strat-M®) 

projetada para mimetizar a pele humana. Em relação ao teste de permeação cutânea empregando 

pele suína, observou-se que o fluxo em estado estacionário foi 1,57 maior com creme 1% em 

relação ao 2% (p < 0,05). Por outro lado, as membranas artificiais apresentaram similaridade nos 

resultados relacionados ao fluxo em estado estacionário dos cremes de 1 ou 2%. 

Na pele suína o creme 1% demonstrou parâmetros 3,33 e 3,18 vezes maiores quando ao 

coeficiente de permeabilidade e coeficiente de difusão, respectivamente, se comparado com creme 

de 2%. Contrariamente, as membranas artificiais não demonstraram qualquer diferença 

significativa em relação a tais parâmetros quando os cremes 1 e 2% foram comparados. Por fim, 

os tempos de latência foram semelhantes para os testes de pele suína, bem como para as membranas 

artificiais incubadas com cremes a 1 ou 2%. 

Tabela 3. O ensaio de permeação cutânea foi realizado isoladamente em peles de suínos ou membranas 
artificiais (Strat-M®) que foram incubadas com os cremes contendo 1 ou 2% de 8-hidroxiquinolina. *p<0,05 
entre os cremes contendo 1 e 2% de 8-HQ em um mesmo modelo de membrana 

  Pele de suíno Membrana Strat-M® 
Parâmetros Creme 1% Creme 2% Creme 1% Creme 2% 

Fluxo estacionário (μg/cm²/h) 40,24 ± 1,09 25,55 ± 1,21* 30,66 ± 3,25 33,49 ± 6,09 
Tempo de latência (h) 0,46 ± 0,03 0,60 ± 0,16 0,35 ± 0,03 0,24 ± 0,05 

Coeficiente de permeabilidade (mm²/h) 0,20 ± 0,02 0,06 ± 0,003* 0,31 ± 0,03 0,24 ± 0,03 
Coeficiente de difusão (μm/h) 33,83 ± 4,68 10,63 ± 0,50* 9,20 ± 0.97 7,33 ± 0,87 
8-HQ retida na pele (μg/mg) 0,20 ± 0,02  0,17 ± 0,04 0,10 ± 0,01 0,12 ± 0,01 

 

Após 360 minutos, foram coletados fragmentos da pele suína, os quais foram avaliados do 

ponto de vista histopatológico. Nesse contexto, verificou-se que os cremes contendo 1 (Figura 9A) 

ou 2% (Figura 9B) de 8-HQ não provocaram alterações na morfologia das peles de orelha dos 

suínos, uma vez que a epiderme, derme superficial e profunda, glândulas, folículos e capilares 

foram preservados. A partir da preservação da integridade histológica da pele dos suínos sugere-se 

que os cremes foram seguros, permitindo dar seguimentos às análises in vivo. 
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Figura 9 - Após a análise de permeação cutânea em células de Franz, os fragmentos de pele de suíno foram 
submetidos a rotina histológica e corados com hematoxilina e eosina (HE). A prancha histológica demonstra 
o creme com 1% de 8-HQ (A) e creme com 2% de 8-HQ (B). (Barras 10 µm). 

Tendo em vista que o creme 2% apresentava maiores concentrações de 8-HQ que o creme 1%, 

inicialmente foi esperado que os parâmetros mais favoráveis à permeação do composto pela 

membrana fossem exibidos pelo creme 2%. Todavia, de modo geral o creme 1% exibiu maior fluxo 

estacionário, coeficiente de permeabilidade e difusão. Tais resultados podem ser justificados 

novamente pelo tamanho das partículas encontradas em cada formulação, sugerindo que 

possivelmente a discrepância para menor permeabilidade do creme 2% possa estar relacionada ao 

elevado tamanho de partículas que não puderam ser solubilizadas na emulsão e por tanto, não 

permearam a pele suína se comparadas a maior permeação das partículas presentes no creme 1%, 

que possuíam partículas menores.  

Contudo, embora o creme 1% tenha demonstrado parâmetros mais favoráveis a permeação, 

ambos foram eficientes em permear a membrana suína. Além do tamanho das partículas presentes 

nos cremes, a permeação da 8-HQ através da pele pode ter sido potencializada pela função de 

alguns componentes presentes na base de Beeler como: o propilenoglicol que pode solubilizar 

drogas hidrofóbicas, permitindo a permeação da 8-HQ pela membrana (126); e o lauril sulfato de 

sódio que é capaz de reduzir a resistência do estrato córneo, facilitando a penetração da 8-HQ (127).  

É importante ressaltar ainda que, na pele suína tratada com creme contendo 1% ou 2% de 8-

HQ o coeficiente de difusão apresentado por ambos os cremes foi de 17,80 ou 5,60 vezes mais 8-

HQ, respectivamente, do que a concentração efetiva de 8-HQ capaz de eliminar 50% (CE50) das 

formas amastigotas intracelulares de L. (L.) amazonensis, que foi previamente estimada em 1,9 

µg/mL após 24 h de incubação (Tabela 2). Adicionalmente, constatou-se que os cremes contendo 
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8-HQ não promoveram modificações na estrutura histológica da pele suína, indicando assim, a 

segurança destes cremes para aplicação in vivo.  

Quando avaliados em membrana artificial (Strat-M®) não foram observadas diferenças 

significativas entre os cremes 1 ou 2%. A semelhança entre os parâmetros de permeabilidade dos 

cremes expressos nos testes com a membrana Strat-M® pode ter ocorrido pois no experimento 

foram utilizadas doses infinitas de creme 1 e 2%, indicando que a massa de creme espalhada sobre 

a área da membrana pode estar acima da capacidade máxima tolerável para que haja a absorção de 

8-HQ. Deste modo, ao atingir a capacidade máxima de permeação as demais partículas 

permaneceriam suspensas no compartimento doador da célula de Franz, em razão da saturação da 

membrana artificial, resultando na similaridade dos parâmetros de permeação dos cremes 1 e 2% 

apresentados na membrana Strat-M®. 

Um estudo anterior comparou parâmetros de permeabilidade das membranas artificiais Strat-

M® e pele de suínos aplicando compostos com dose finita e dose infinita, onde os resultados 

mostraram que a membrana artificial não foi um bom indicador de permeabilidade para aplicação 

de doses infinitas se comparado a pele de suínos  (128). 

Ainda considerando a membrana Strat-M®, o coeficiente de difusão de ambos os cremes 

também demonstrou ser superior à CE50 da 8-HQ em amastigotas de L. (L.) amazonensis. Reforça-

se que as discrepâncias na permeação dos cremes através da pele suína e das membranas Strat-M® 

podem estar vinculadas à disparidade na estrutura histológica complexa da espessura da pele suína 

em comparação com a membrana artificial (112,129). No entanto, os resultados obtidos em ambas 

as condições experimentais corroboram de maneira contundente a eficácia das formulações tópicas 

que incluem 8-HQ. 

Uma formulação de creme com 2% de iodocloridroxiquinolina, derivado de 8-HQ, foi testada 

em humanos e demonstrou uma absorção percutânea significativa de 40% do composto após 12 

horas da aplicação (130). Adicionalmente, a formulação de cremes e pomadas com 8-HQ foi 

estudada em pacientes com dermatoses generalizadas durante 10 dias, onde foi demonstrada a 

absorção de 0.3 – 1.3 µg/mL de 8-HQ após 24 horas de aplicação, além da meia-vida sérica do 

composto que durou entre 19 a 30 horas (131); demonstrando que a formulação tópica da 8-HQ 

apresenta a capacidade de permear a pele humana e uma longa duração após atingir a corrente 

sanguínea. No mesmo estudo, os pacientes não demonstraram nenhum sinal de toxicidade severa 
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com o uso dos cremes, sugerindo que além da atividade leishmanicida, a formulação tópica com 

8-HQ pode ser um método seguro para o tratamento de leishmaniose cutânea em humanos. 

4.5. Avaliação das alterações histológicas de pele de camundongos BALB/c 

saudáveis tratados com cremes 1 e 2%. 

Durante 14 dias camundongos BALB/c sadios foram tratados com 1.6 mg de base de Beeler, 

cremes 1 e 2% de 8-HQ por via tópica ou com Glucantime® 50 mg/kg por via intralesional. Após 

o período de tratamento os animais foram eutanasiados, fragmentos de pele foram coletados, 

submetidos a rotina de processamento histológico e em sequência corados com hematoxilina e 

eosina (HE). 

Secções histológicas da pele de animais saudáveis não submetidos a tratamento revelaram uma 

morfologia normal da epiderme, derme, assim como das glândulas, folículos capilares e capilares 

sanguíneos (Figura 10A). De maneira análoga, a pele dos animais tratados com a base de Beeler 

(Figura 10B), creme contendo 1% (Figura 10C) ou 2% (Figura 10D) de 8-HQ exibiu uma 

morfologia semelhante ao grupo controle (Figura 10A). 

Por outro lado, a pele dos animais tratados com Glucantime® por via intralesional exibia uma 

área focal de inflamação na derme caracterizada por infiltração de células mononucleares e 

polimorfonucleares (Figura 10E). 
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Figura 10. Cortes histológicos da pele de BALB/c corados com hematoxilina e eosina (HE) demonstrando 
a estrutura das camadas após tratamento tópico durante 14 dias. Grupo controle não tratado (A), Grupo 
tratado com a base de Beeler pela via tópica (B), Grupo tratado com o creme contendo 1% de 8-HQ pela 
via tópica (C), Grupo tratado com a creme contendo 2% de 8-HQ pela via tópica (D); e Grupo tratado com 
Glucantime® pela via intralesional (E). As setas sinalizam áreas de inflamação tecidual (Barras 20 µm). 

 Os resultados histológicos relacionados ao infiltrado inflamatório identificado no 

tratamento intralesional com Glucantime® (50 mg/kg) podem ser atribuídos à capacidade do 

fármaco em aumentar a atividade fagocítica de monócitos e neutrófilos, elevar a produção de 

superóxido, assim como a síntese de TNF-α e NO (132). Esses mecanismos justificam a inflamação 

observada na pele. Além disso, os animais foram submetidos ao tratamento intralesional, o que 

pode induzir uma resposta inflamatória devido a uma lesão mecânica (133). Em síntese, os 

resultados sugerem que os cremes com 1% ou 2% de 8-HQ preservaram a morfologia da pele após 

14 aplicações tópicas, validando sua consideração como formulações tópicas seguras para 

investigação no modelo experimental de leishmaniose cutânea.  
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4.6.  Avaliação da eficácia dos cremes contendo 8-HQ na leishmaniose cutânea 

experimental  

 Os camundongos BALB/c infectados na base da cauda foram tratados diariamente a partir 

da 5ª semana de infecção, por via tópica com 1,6 mg dos cremes contendo 1% ou 2% de 8-HQ; 

base de Beeler ou com o medicamento de referência Glucantime® pela via intralesional. 

Na 6ª semana PI (Figura 11) o grupo tratado com o creme 1% ou 2% de 8-HQ apresentou 

diminuição significativa no tamanho das lesões cutâneas (em 34,5% e 49,5% respectivamente), em 

comparação aos animais infectados, nos quais as lesões aumentaram progressivamente. Na 7ª 

semana, os tratamentos tópicos com o creme 1 e 2% continuaram a reduzir significativamente 

(p<0,05) o tamanho da lesão quando comparados aos animais infectados e o grupo tratado com 

base de Beeler. Contudo, reforça-se que na última semana de tratamento a maior redução foi 

observada no grupo tratado com o creme contendo 1% de 8-HQ em comparação aos grupos tratados 

com creme contendo 2% de 8-HQ.  Os animais tratados com Glucantime® (50 mg/kg) por via 

intralesional também demonstraram redução do tamanho de lesão na última semana de tratamento, 

quando comparados ao grupo infectado e ao grupo tratado com a base de Beeler. A lesão dos 

animais tratados com creme base de Beeler teve um aumento progressivo ao longo do tempo.  

Figura 11. Para a mensuração do diâmetro da lesão (A), os camundongos BALB/c foram infectados na 
base da cauda com 106 formas promastigotas de L (L.) amazonensis. Ao final da 4ª semana de infecção os 
animais foram submetidos ao tratamento com creme de 8-HQ à 1% ou 2%. O Glucantime® (50 mg/kg) foi 
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considerado o fármaco controle no experimento. Os animais receberam a aplicação única dos tratamentos 
por 14 dias consecutivos e tiveram o diâmetro das lesões mensuradas semanalmente por um micrômetro. 
*p<0,05 em relação ao grupo infectado. #p<0,05 na comparação entre o creme 1% e os demais grupos. 
Imagem do tamanho da lesão na cauda dos camundongos BALB/c referentes aos grupos: infectado 
(controle), e infectados e tratados com base de Beeler, creme 1% ou 2% de 8-HQ, e Glucantime (50 mg/kg), 
após o final do período experimental (B).  
 

Os animais submetidos ao tratamento apresentaram uma diminuição significativa no 

tamanho das lesões cutâneas após a primeira semana, em comparação ao grupo de controle e ao 

grupo tratado exclusivamente com o creme Beeler, indicando que ambos os cremes efetivamente 

influenciaram a evolução das lesões cutâneas nos camundongos BALB/c. Ainda, observou-se que 

o creme 1% induziu a redução mais expressiva do tamanho da lesão em comparação aos animais 

tratados pela via tópica com creme 2% e os animais tratados pela via intralesional com 

Glucantime®.  

Conforme observado anteriormente, sugere-se que este achado biológico pode estar 

relacionado ao menor tamanho das partículas do creme 1% que conferiu maior solubilidade da 8-

HQ na emulsão impactando diretamente no aumento da permeabilidade e coeficiente de difusão 

através da pele suína quando comparado ao creme 2%.  

Em estudos anteriores a redução do diâmetro da lesão também foi observada em 

camundongos BALB/c infectados por L. (L.) amazonensis e tratados subcutaneamente durante 15 

dias com 5 ou 10 µg/mL de 8-HQ  (104,134); mostrando que o composto pode exercer um efeito 

terapêutico em infecções por L. (L.) amazonensis, e que ainda preserva sua efetividade quando 

utilizado pela via de administração tópica. 

4.7.Avaliação de carga parasitária 

Por meio do ensaio de diluição limitante (Figura 12A) foi visto que os tratamentos com o 

creme a 1% e 2% de 8-HQ levaram a uma redução significativa da carga parasitária na pele em 

90,43% e 84,19% respectivamente, quando comparados ao controle infectado. O grupo tratado com 

Glucantime® (50 mg/kg) apresentou 98,24% de redução na carga parasitária da pele, e o nível de 

parasitismo para os animais infectados (controle) e os animais tratados com base de Beeler foi 

similar.  

No linfonodo inguinal os grupos tratados com o creme 1% e 2% apresentaram redução 

significativa da carga parasitária em 91,95% e 87,06%, respectivamente, quando comparados ao 

controle infectado e ao creme Beeler (p<0,05) (Figura 12B). O grupo tratado com Glucantime® 
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reduziu a carga parasitária do linfonodo em 94,73%. Os animais infectados e os animais infectados 

tratados com base de Beeler não apresentaram diferença significativa em relação a carga parasitária 

no órgão avaliado. 

 
Figura 12. Para avaliação de carga parasitária camundongos BALB/c foram infectados na base da cauda 
com 106 formas promastigotas de L (L.) amazonensis; ao final da 4ª semana de infecção os animais foram 
submetidos ao tratamento com creme de 8-HQ à 1% ou 2%. O Glucantime® (50 mg/kg) foi considerado o 
fármaco controle no experimento. Os animais receberam a aplicação única dos tratamentos por 14 dias 
consecutivos. A carga parasitária foi determinada pelo ensaio de diluição limitante. *p<0,05 na comparação 
ao grupo infectado e Beeler em relação ao tratamento com o creme de 8-HQ à 1% ou 2%, e Glucantime®. 
 

Somada à redução do tamanho das lesões cutâneas, foi observada diminuição significativa 

na carga parasitaria da pele e no linfonodo inguinal dos animais tratados com cremes contendo 1 

ou 2% de 8-HQ.  
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Estudos utilizando a 8-HQ como tratamento para a infecção por L. (L.) amazonensis em 

camundongos BALB/c também demonstraram a redução de carga parasitária na pele, baço, fígado 

e linfonodo, bem como a redução no diâmetro da lesão da cauda após 15 dias de tratamento, em 

comparação aos animais infectados, porém nos estudos em questão os animais foram tratados 

subcutaneamente e intralesionalmente (105,135). Esses resultados demonstram que a 8-HQ pode 

exercer atividade leishmanicida na infecção experimental por L. (L.) amazonensis, e que as 

características físicas da 8-HQ como o tamanho de partícula e alguns componentes da base de 

Beeler como o lauril sulfato de sódio e propilenoglicol podem ter facilitado a solubilização e a 

permeação de 8-HQ, impactando diretamente na redução significativa da carga parasitária da pele 

e linfonodo dos animais tratados topicamente.  

Além disso, considerando que a leishmaniose cutânea anérgica difusa seja uma 

manifestação clínica caracterizada por muitas lesões espalhadas pelo corpo do hospedeiro, e 

apresente alta gravidade entre outras manifestações clínicas da leishmaniose, estes dados 

demonstraram que os tratamentos tópicos possuem características vantajosas em comparação a via 

parenteral, como a necessidade de baixa dosagem cumulativa para um atingir efeito terapêutico, 

além de toxicidade sistêmica reduzida e a facilidade da autoaplicação com nível de incomodo 

reduzido, que podem contribuir para que os pacientes deem continuidade ao tratamento.  

Deste modo, sugere-se que o tratamento tópico a base de 8-HQ apresentou vantagens 

quando comparado ao tratamento intralesional por 8-HQ ou Glucantime®; reforça-se ainda que a 

formulação dos cremes 1 e 2% seguiu os critérios estabelecidos pelo DNDi aplicáveis para 

experimentação in vivo, como: o desenvolvimento de fármacos de uso tópico ou oral que cumpram 

um regime de tratamento de aproximadamente 14 dias, com fácil aplicação e que preferencialmente 

demonstre a redução do tamanho das lesões nos hospedeiros (87). 

4.8. Alterações histopatológicas em pele de animais infectados e tratados 

Os cortes histológicos de pele de camundongos BALB/c infectados (Figura 13A) e do grupo 

tratado com creme base de Beeler (Figura 13C) revelaram, na avaliação histopatológica, um 

aumento significativo no número de macrófagos infectados em ambos os grupos experimentais 

(detalhado em B e D). Esse aumento estava associado a um infiltrado inflamatório intenso e difuso, 

apresentando poucos linfócitos, mas uma expressiva quantidade de células mono e 

polimorfonucleares. Além disso, observaram-se áreas de necrose na derme profunda (indicadas 

pela cabeça de seta).  
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Diferentemente destes animais, foi observado que os grupos tratados topicamente com 

creme 1% (Figura 13E) ou 2% (Figura 13G) exibiram uma resposta inflamatória moderada, em 

comparação ao controle. Além disso, os infiltrados inflamatórios eram compostos principalmente 

por células mononucleares, adicionalmente observou-se que a densidade de parasitos foi menor em 

relação ao grupo infectado (detalhes na inserção em F e H). Igualmente, a avaliação histopatológica 

da pele de camundongos BALB/c, tratados com Glucantime® por via intralesional (50 mg/kg), 

revelou a presença de um infiltrado inflamatório intenso e difuso, predominantemente composto 

por células mononucleares (Figura 13I). Adicionalmente, foram identificadas algumas formas 

amastigotas em macrófagos, detalhadas na inserção J. No entanto, áreas focais de necrose tecidual 

foram evidenciadas na derme profunda (indicadas pela cabeça de seta na figura J).  
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Figura 13. Fragmentos de pele de camundongos BALB/c infectados por L. (L.) amazonensis foram 
submetidos ao processamento histológico e corados com Hematoxilina e eosina (HE). A prancha 
histológica demonstra o controle infectado (A e B); o tratamento tópico com creme 1% de 8-HQ (C e D); 
tratamento tópico com creme 2% de 8-HQ (E e F); tratamento por via intralesional com 50 mg/kg de 
Glucantime® (G e H). A estrutura da derme e epiderme de cada grupo é detalhada em A, C, E e G; o 
parasitismo tecidual é detalhado em B, D, F e G. A necrose pode ser observada na ponta das setas (Barras: 
40 μm). 
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A histopatologia na infecção por L. (L.) amazonensis é geralmente caracterizada por um 

infiltrado inflamatório intenso e difuso por toda pele causado predominantemente por macrófagos 

altamente infectados, muitas células polimorfonucleares e poucos linfócitos (136–138); o que 

corrobora com nossos achados.  

Neste sentido, numa infecção progressiva as células polimorfonucleares como os 

neutrófilos estão relacionadas aos momentos inicias de infecção, pois são células que se dirigem 

rapidamente ao local do inoculo, sugerindo atuação das alarminas (moléculas endógenas que 

sinalizam dano tecidual) (139). Apesar de serem capazes de eliminar formas promastigotas pelas 

armadilhas extracelulares de neutrófilos- NETS, produzindo um ambiente pró-inflamatório (140); 

essas células podem facilitar a propagação do parasito durante a infecção, transferindo 

promastigotas silenciosamente para macrófagos, através da fagocitose de neutrófilos apoptóticos 

(30).  

Os neutrófilos também foram encontrados em lesões cutâneas não cicatrizadas de pacientes, 

indicando induzir uma patologia tecidual imunomediada (141). Além disso, em achados 

histopatológicos o aumento no recrutamento de neutrófilos está relacionado a um processo 

inflamatório intenso e a necrose (142); Do mesmo modo, o acúmulo de macrófagos altamente 

infectados pode resultar em necrose tecidual (143). 

Deste modo fica evidente que os infiltrados polimorfonucleares e mononucleares 

identificados na histopatologia dos animais infectados podem indicar um processo inflamatório 

agudo e contribuir para a propagação do protozoário no hospedeiro resultando na persistência da 

doença. Assim, compostos capazes de diminuir o parasitismo tecidual e induzir a polarização das 

células Th1 podem ser importantes para o desenvolvimento de um tratamento eficaz.  

Por outro lado, um perfil de resistência à infecção pode ser caracterizado por meio dos 

infiltrados de células mononucleares, uma vez que ao sofrerem estímulos de citocinas pró-

inflamatórias, as células T ativam os macrófagos que por sua vez produzem NO eliminando o 

protozoário (144); o que justifica o intenso número de linfócitos, macrófagos e o baixo parasitismo 

tecidual encontrados na histopatologia de animais onde houve a efetivação da resposta imune 

adquirida polarizada para o perfil Th1.  

Deste modo os achados na histopatologia da pele dos animais tratados com creme 1 ou 2% 

e Glucantime® indicam fortemente a mudança do perfil da infecção, tanto pela ausência de 
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infiltrados de neutrófilos, quanto pelo aumento de linfócitos e macrófagos e a redução expressiva 

de formas amastigotas no tecido.  

É importante ressaltar também que, a ausência de neutrófilos nos animais tratados pode ter 

contribuído para um perfil de resistência à infecção, pois foi demonstrado que promastigotas de 

Leishmania internalizadas por neutrófilos bloqueiam a produção da quimiocinas (CXC e proteína-

10) que diminuem o recrutamento de células NK e Th1, contribuindo para a multiplicação do 

parasito (145). Além disso, ao avaliar biopsias de pacientes com leishmaniose cutânea um estudo 

anterior demonstrou que os neutrófilos consistiam em 95% das células com expressão de arginase, 

prejudicando a disponibilidade de L-arginina no ambiente extracelular, inviabilizando a produção 

de NO (146).  

Em um estudo anterior foi observado que o tratamento com 8-HQ intralesional leva à 

diminuição expressiva do processo inflamatório que passa a ser restrito a pequenos focos de área 

na derme, com infiltrado moderado de linfócitos, poucas células polimorfonucleares e amastigotas 

(135). Da mesma forma, compostos estruturalmente correlacionados, como os alcaloides 

quinolínicos, tiveram o mesmo efeito nas infecções por Leishmania (121). Portanto, esses dados 

indicam que a 8-HQ formulada como creme também é capaz de exercer efeito leishmanicida. 

4.9.  Avaliação da produção de IL-4 e IFN-γ. 

Na avaliação de produção de citocinas, uma elevada produção de IL-4 foi observada nos 

linfonodos dos animais controle infectados e nos tratados com creme base de Beeler. Em contraste, 

tanto o tratamento intralesional com Glucantime® quanto o tratamento tópico com cremes contendo 

1 ou 2% de 8-HQ resultaram em uma expressiva redução na produção de IL-4 em comparação com 

os animais infectados e tratados com o creme base de Beeler (p<0,05). Os níveis de IL-4 nos grupos 

submetidos aos tratamentos assemelharam-se aos dos animais não infectados e não tratados, 

conforme mostrado na Figura 14 A. 

Em relação ao IFN-γ (Figura 14 B), verificou-se que o grupo infectado e o grupo tratado com 

base de Beeler produziram baixos níveis da citocina. Os animais tratados com Glucantime® por via 

intralesional, e com creme contendo 1 ou 2% de 8-HQ, no entanto, apresentaram um aumento 

significativo (p<0,05) na produção de IFN-γ. 
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Figura 14. A quantificação de citocinas foi realizada pelo ensaio de ELISA sanduíche. Para tanto os 
linfonodos inguinais de camundongos BALB/c saudáveis, infectados, e infectados e tratados com creme (1 
e 2% de 8-HQ) ou Glucantime® (50 mg/kg) foram macerados, centrifugados e o sobrenadante foi utilizado 
para a dosagem de citocinas IFN-γ e IL-4. *p<0,05. 

Durante a progressão da infecção por L. (L.) amazonensis, a resposta imunológica do 

hospedeiro é caracterizada pela alta produção da citocina IL-4, que resulta em uma resposta imune 

Th2, levando os animais à suscetibilidade da infecção, e neste caso os parasitas sobrevivem e 

podem se espalhar pelo tecido (23,136). Porém, os componentes anti-inflamatórios como a citocina 

IL-10 também podem controlar a injuria tecidual nos momentos iniciais da infecção (147). Por 

outro lado, em uma resposta exacerbada da doença, o aumento da liberação de IL-4 e IL-10 pode 

adicionalmente suprimir a produção de IFN-γ, limitar a resposta Th1 e mediar uma resposta 
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regulatória e imunossupressora por meio de linfócitos Treg, podendo ocasionar a progressão da 

infecção ou ainda na infecção assintomática (30,33). 

Figura 15. Esquema da resposta imune nos grupos experimentalmente infectados por L. (L.) amazonensis 

demonstrando a polarização da resposta Th2 no grupo controle infectado e grupo tratado com base de Beeler 

(A); e a polarização da resposta imune Th1 nos grupos infectados e tratados com creme 1% ou 2% de 8-

HQ, e grupo tratado com Glucantime® (B). 

No presente estudo, constatou-se que os animais controles desenvolveram uma resposta 

imune Th2 clássica, caracterizada pela presença elevada de IL-4 e baixa de IFN-γ. Portanto, essa 

configuração de resposta imune está altamente correlacionada com a progressão da doença (148). 

Por outro lado, a polarização da resposta imune Th1 tem grande relevância para a resistência da 

infecção. Após a maturação, os linfócitos são capazes de estimular a produção de citocinas pró-

inflamatórias como (IL-12, TNF-α e IFN-γ), que participam da ativação de macrófagos para um 

estado leishmanicida, e consequentemente levam os parasitas à morte por NO (23). 

Por contraste, os animais submetidos ao tratamento com Glucantime®, cremes 1% e 2%, 

manifestaram uma resposta imune Th1, caracterizada pela elevada produção de IFN-γ e a reduzida 

presença de IL-4. Esse padrão sugere uma polarização da resposta imune em direção ao polo Th1. 

Deste modo, sugere-se que a 8-HQ apresenta a capacidade de induzir as células a um estado 

leishmanicida através do polo Th1, o que acaba por reduzir o parasitismo tecidual, eliminando 

formas promastigotas e amastigotas. Esses resultados corroboram com os achados da 

histopatologia cutânea e do teste de diluição limitante descritos no presente trabalho. 
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Estudos anteriores mostram que a imidazoquinolina, um composto estruturalmente 

relacionado à 8-HQ, pode exercer função de agonista de Toll like receptor-7 (TLR-7) e apresentar 

atividade leishmanicida estimulando o aumento na produção de citocinas pró-inflamatórias, ERO 

e NO (132,149). Neste caso, a ligação de imidazoquinolina ao TLR-7 estimula a ativação do fator 

de diferenciação mieloide (MyD88) que induz a produção de TNF-α, IL-6, IL-8 e IL-12, levando 

a produção de NO (119).  

Durante o experimento foi observado também que com o aumento da produção de IFN-γ 

houve a redução significativa de IL-4 em todos os grupos tratados. Sabe-se que as citocinas IFN-γ 

e IL-4 são antagonistas (150). A IL-4 estimula a ativação alternativa de macrófagos M2, 

relacionada ao estímulo do crescimento celular, formação de colágeno e reparo tecidual (7,21). Em 

contrapartida, esses macrófagos produzem altos níveis de arginase, alterando a via metabólica de 

NO e comprometendo o desenvolvimento da atividade leishmanicida no organismo do hospedeiro 

(139). Além disso, a citocina IL-4 suprime a expressão genica do fator regulador de interferon 1 

(IRF-1), responsável pela produção de IFN-γ (150,151).  

Esses dados podem indicar que a redução de IL-4 tenha ocorrido em razão de um 

mecanismo compensatório da resposta imune, que suprimiu a resposta Th2 através da redução de 

IL-4, em função do aumento de IFN-γ, reforçando a polarização da resposta Th1 encontrada nos 

animais tratados. Adicionalmente, a não cicatrização das lesões e a falta de resposta à quimioterapia 

nos pacientes foram relacionadas à alta produção de citocinas IL-4 na infecção por Leishmania, 

demonstrando que na doença ativa, além da alta produção de IFN-γ induzindo macrófagos a um 

estado leishmanicida, a diminuição dos níveis de IL-4 durante a infecção é relevante para 

recuperação de pacientes  (152). 

Considerando os dados aqui apresentados, sugere-se que os cremes contendo 1 ou 2% de 

8-HQ possuem atividade imunomoduladora no modelo experimental murino de leishmaniose 

cutânea, pois os mesmos uma polarização da resposta Th1, que é caracterizada pela resistência à 

infecção.  
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5. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Deste modo, conclui-se que: 

1) A 8-HQ é um composto que apresenta atividade leishmanicida multiespectral in vitro, 

com maior suscetibilidade para espécies do subgênero Viannia, adicionalmente este efeito pode ser 

potencializado pela atividade imunomoduladora do composto; 

2) Os cremes contendo 8-HQ apresentaram características físicas que permitiram a 

solubilização das partículas na emulsão resultando na permeação do composto pela membrana, 

sugerindo a capacidade de permeação de 8-HQ na pele; 

3) Os cremes não induziram alteração histológica nos testes in vitro, e os animais não 

infectados tratados com o creme não demonstraram qualquer toxicidade aparente, sugerindo que a 

utilização do tratamento tópico com 8-HQ é um método seguro; 

4) O tamanho de lesão e parasitismo tecidual foi reduzido durante o tratamento com tópico 

com os cremes contendo 8-HQ, sugerindo que além de permear a pele o composto possui atividade 

leishmanicida in vivo; 

5) Os animais tratados com 8-HQ produziram altos níveis de IFN-γ e baixos níveis de IL-

4, indicando que o composto induziu uma resposta polarizada Th1, que indica a resistência à 

infecção.  
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ANEXO A - APROVAÇÃO DO COMITE DE ÉTICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) 
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ANEXO B - ARTIGO PUBLICADO 

High Selectivity of 8-Hydroxyquinoline on Leishmania (Leishmania) and Leishmania (Viannia) 

Species Correlates with a Potent Therapeutic Activity In Vivo 
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ANEXO C – ARTIGO PUBLICADO 

Therapeutic Activity of a Topical Formulation Containing 8-Hydroxyquinoline for Cutaneous 
Leishmaniasis 
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