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RESUMO

A leishmaniose cutanea tem sido uma preocupacgdo em diversos paises e isso tem
culminado em uma grande quantidade de experimentos que buscam a descoberta de
novas substancias que possam ser utilizadas no tratamento e combate desta doenca.
Apesar disso, 0s antimoniais pentavalentes ainda permanecem como os farmacos
mais amplamente utilizados no tratamento da leishmaniose cutanea. Nos ultimos
anos, os parasitas das leishmanioses cutaneas tém desenvolvido mecanismos de
resisténcia aos antimoniais pentavalentes, implicando na necessidade de novas
drogas que tratem ou que participem como adjuvantes no tratamento. Como
alternativa, h4 a busca por substancias leishmanicidas de acédo tépica. Por isso, o
objetivo geral deste trabalho foi verificar a eficacia in vivo da utilizacdo sistémica do
antimoniato de N-metil-glucamina associado a terapia fotodindmica tdpica com
ftalocianina cloro-aluminio de formulagdo lipossomal para o tratamento da
leishmaniose causada por Leishmania (L.) amazonensis. Para tanto, a metodologia
empregada foi experimental com testes em 54 camundongos isogénicos - C57BL/6
espécie Mus musculus que foram divididos em 09 grupos, cada um com um esquema
terapéuticos distinto, utilizando ftalocianina cloro-aluminio de formulacéo lipossomal e
antimoniato de N-Metil glucamina. Para a verificacdo da eficacia do tratamento, foram
avaliadas medida das patas, culturas, laminas e MTT (brometo de 3(4,5 dimetiltiliazol-
2,5-difenil-tetrazélio)). A comparacdo dos niveis de toxicidade foi feita por avaliacéo
histopatolégica e bioquimica do sangue. Os resultados demonstraram que a
utilizacao associada do antimoniato de N-metil-glucamina e terapia fotodindmica com
ftalocianina cloro-aluminio de formulacdo lipossomal foi mais eficiente no tratamento
contra o parasita da Leishmania (L.) amazonensis, principalmente na dose de 20 mg
do SbV por kg por dia. O grupo N-Metil-glucamina 10mg com terapia fotodinamica
demonstrou resultados muito parecidos com o grupo tratado com N-Metil-glucamina
20 mg (padrao ouro). Um dos desafios no tratamento da leishmaniose cutanea é a
recidiva da doenca apds 0 esquema terapéutico preconizado pelas agéncias
reguladoras de saude, portanto esta associacdo de drogas (N-Metil Glucamina e

ftalocianina) representa uma esperanca nesta abordagem do problema.

Palavras chaves: Leishmaniose cutanea; Terapia fotodindmica; Antimoniato de N-

metil-glucamina; Ftalocianina Cloro-Aluminio.



ABSTRACT

Cutaneous leishmaniasis has been a concern in several countries and this has
culminated in a large number of experiments that seek the discovery of new
substances that can be used in the treatment and combat of this disease. Despite this,
pentavalent antimonials still remain as the most widely used drugs in the treatment of
cutaneous leishmaniasis. In recent years, parasites of cutaneous leishmaniasis have
developed mechanisms of resistance to pentavalent antimonials, implying the need for
new drugs that treat or participate as adjuvants in treatment. Alternatively, there is the
search for leishmanicidal substances of topical action. Therefore, the general objective
of this work was to compare the in vivo efficacy of the systemic use of N-methyl
glucamine antimoniate associated with topical photodynamic therapy with chloro-
aluminum phthalocyanine liposomal formulation for the treatment of leishmaniasis
caused by Leishmania (L) amazonensis. To do so, the methodology used was
experimental with tests in 54 isogenic mice - C57BL / 6 Mus Musculus species that
were divided into 09 groups, each with a distinct therapeutic scheme, using
phthalocyanine chloro-aluminum of liposomal formulation and N-Methyl antimoniate
glutamine. To verify the efficacy of the treatment, the measurement of legs, cultures,
slides and Total Mass of Tubers were evaluated. The toxicity levels were compared by
histopathological and biochemical evaluation of the blood. The results demonstrate
that the associated use of systemic N-methyl glucamine associated with photodynamic
therapy with phthalocyanine chloro-aluminum of liposomal formulation were more
efficient in the treatment of the Leishmania (L) amazonensis parasite, especially at 20
mg/day dose. The N-methyl glucamine 10mg group with photodynamic therapy
showed results very similar to the group treated with N-methyl glucamine 20mg (gold
standard). One of the challenges in the treatment of cutaneous leishmaniasis is the
relapse of the disease after the therapeutic regimen recommended by the health
regulatory agencies, so this drug association (N-Methyl Glucamine and

phthalocyanine) represents a hope in this approach to the problem.

Keywords: Cutaneous leishmaniasis; Photodynamic therapy; N-methylglucamine

antimonate; Phthalocyanine Chlorine-Aluminum.
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RESUMEN

La leishmaniasis cutdnea ha sido una preocupacién en varios paises y eso ha
culminado en una gran cantidad de experimentos que buscan el descubrimiento de
nuevas sustancias que puedan ser utilizadas en el tratamiento y combate de esta
enfermedad. A pesar de ello, los antimoniales pentavalentes alin permanecen como
los farmacos mas ampliamente utilizados en el tratamiento de la leishmaniasis
cutdnea. En los ultimos afos, los parasitos de la leishmaniasis cutanea han
desarrollado mecanismos de resistencia a los antimoniales pentavalentes, implicando
en la necesidad de nuevas drogas que traten o que participen como adyuvantes en el
tratamiento. Como alternativa, hay la busqueda de sustancias leishmanicidas de
accion tépica. Por lo tanto, el objetivo general de este trabajo fue comparar la eficacia
in vivo de la utilizacion sistémica del antimoniato de N-metil-glucamina asociado a la
terapia fotodinamica topica con ftalocianina cloro-aluminio de formulacién liposomal
para el tratamiento de la leishmaniasis causada por Leishmania (L) amazonensis.
Para ello, la metodologia empleada fue experimental con pruebas en 54 ratones
isogénicos - C57BL / 6 especie Mus musculus que fueron divididos en 09 grupos, cada
uno con un esquema terapéutico distinto, utilizando ftalocianina cloro-aluminio de
formulacion liposomal y antimoniato de N-Metil glutamina. Para la verificacion de la
eficacia del tratamiento, se evaluaron medidas de las patas, cultivos, ldminas y masa
total de tubérculos. La comparacion de los niveles de toxicidad fue hecha por
evaluacion histopatoldgica y bioquimica de la sangre. Los resultados demuestran que
la utilizacién asociada del antimoniato de N-metil-glucamina sistémicas asociadas a la
terapia fotodinamica con ftalocianina cloro-aluminio de formulacién liposomal, fueron
mas eficientes en el tratamiento contra el parasito de Leishmania (L) amazonensis,
principalmente a la dosis de 20 mg/dia. El grupo N-Metil-glucamina 10 mg con terapia
fotodinamica demostré resultados muy parecidos al grupo tratado con N-Metil-
glucamina 20 mg (patron de oro). Uno de los desafios en el tratamiento de la
leishmaniasis cutanea es la recidiva de la enfermedad después del esquema
terapéutico preconizado por las agencias reguladoras de salud, por lo que esta

asociacion de drogas representa una esperanza en este abordaje del problema.

Palabras claves: Leishmaniasis cutanea; Terapia fotodinamica; Antimoniato de N-

metil-glucamina; Ftalocianina Cloro-Aluminio.
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1 INTRODUCAO

7z

A leishmaniose € uma doenca infecciosa e nao contagiosa causada por
parasitas do género Leishmania que pertencem a varias espécies difundidas por todo
o mundo. Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), existem mais de 20
espécies de Leishmania® (WHO, 2016). E uma doenca em grande expanséo e ainda
é negligenciada, tendo diferentes formas de manifestagéo nos Velho e Novo Mundos,
sendo causada por varias espécies de Leishmania, transmitida por flebotomineos
(COX, 2002).

Estédo envolvidos no ciclo de desenvolvimento da leishmaniose, o hospedeiro
vertebrado e o invertebrado. Tratando especificamente dos vertebrados, pode-se citar
o0 homem, os roedores e o cdo. O vetor disseminador da doenca é o flebétomo (WHO,
2017), também conhecido popularmente como mosquito palha, pertencente a Ordem
Diptera, Familia Psychodidae, Subfamilia Phlebotominae, Género Lutzomyia. (Figura
1).

Figura 1: Fémea de flebotomineo ingurgitada

-

Fonte: Brasil (2007).

Os fleb6tomos, que inicialmente habitavam apenas regides rurais e de mata,
tém cada vez mais se aproximado do ambiente urbano devido a grande expansao das
cidades. Por se desenvolver em matéria organica, o flebétomo é de dificil controle.
Apds picar o hospedeiro e reservatdrio contaminado, a fémea passa a transmitir a

doenca a novos vertebrados susceptiveis.

1 Disponivel em: < http://www.who.int/leishmania/disease/en/ >. Acesso em: 01 dez 2017.
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A manifestacéo clinica da doenca se da de forma tegumentar e visceral, sendo
a visceral a mais grave. Segundo a OMS, quando analisou os casos mundiais de
leishmaniose, constatou que 90% dos casos foram reportados em apenas seis paises:
Brasil, Etiopia, India, Somalia, Sud&o e Sudéo do Sul (WHO, 2017).

A forma tegumentar possui especificacdées em sua manifestacdo que variam
dependendo da regido ou do pais em que se apresenta. A Figura 2 mostra a situacao
endémica da leishmaniose cutanea (LC), segundo a OMS. A patogénese da LC
envolve uma resposta imune desregulada com superproducdo de citocinas pro-
inflamatorias, deficiéncia reguladora de citocinas, e mecanismos de lise pelos quais

0s parasitas intracelulares escapam.

Figura 2: Situagdo endémica da leishmaniose cuténea

Countries reported
imported CL cases

Lebanon - 1033
Jordan - 103
Nepai - 28

Irag- 13

Beigium - 12
Kuwait - 11
Germany - 10
Qatar - &

Russian Federation - 5
Armenia - 2
Finland - 2
Lithuania - 1
Bangladesh - 1
Raly - 1

Czech Republic - 1

0060

Number of new CL cases
reported, 2013

N >5000
BN 1000-4 999

B 100-9% [ No autochthonous cases reported
" = <100 [ Nodata
o ] Notapplicable

Fonte: (WHO, 2017).

No Brasil, ha ocorréncia da leishmaniose tegumentar americana (LTA) e o
tratamento tem sido feito com os mesmos farmacos ha muitos anos, como antimoniato
de metil-glucamina, a anfotericina B (SUNDAR, CHAKRAVARTY, 2012), a
pentamidina e miltefosina (DORLO et al., 2012). No entanto, a resisténcia que o
parasita tem desenvolvido a esses farmacos pode representar uma preocupacao para
a comunidade cientifica da area, pois, em muitos casos, a resisténcia ao tratamento
pode chegar a mais de 90%. Assim, persiste a necessidade de se encontrar novas
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formas de tratamento que envolva tanto a utilizacdo de novas drogas, quanto
tratamentos alternativos que visem a cura dos pacientes e erradicagéo da doenca em
questdo. Infelizmente, as terapias utilizadas para o tratamento da infeccdo de
Leishmania ainda sdo limitadas, sendo os antimoniais pentavalentes (ShY) os
farmacos de escolha por mais de 60 anos (SANTAREM et al., 2014).

Desde a descoberta dos primeiros farmacos para o tratamento da leishmaniose
(por exemplo, os antimoniais pentavalentes - ShV), até os dias atuais, a procura de
substancias com atividade antileishmania sem efeitos toxicos e capaz de superar
cepas resistentes aos medicamentos permanece como desafio (SANTOS et al.,
2008). A definicdo pelo tipo de tratamento a ser adotado contra a leishmaniose
depende das espécies causais, tendo ainda os antimoniais sistémicos como padrao
ouro para o tratamento da doenca (MINODIER; PAROLA, 2006).

O tratamento topico tem sido estudado com diferentes substancias e as
ftalocianinas tém apresentado resultados interessantes na manifestagéo tegumentar
por causar uma reacao toxica na regido com potencial de morte dos parasitas. Para o
tratamento, € preciso determinar a espécie de Leishmania e o tipo de infec¢ao (WHO,
2017). Quando Ribeiro et al. (2015) associaram terapia fotodinamica (TFD) com
ftalocianina cloro-aluminio (AICIPC) para o tratamento de LTA, promoveram reducao
significativa da viabilidade e no nimero de parasitas quando comparado com outros
grupos infectados. Assim, € importante realizar cada vez mais estudos relacionados a

efetividade destas drogas, bem como a toxicidade causada por elas.

Segundo Gonzales (2016), diante da expansao da leishmaniose no Brasil, além
das caracteristicas epidemiolégicas da doenca, é necessario o estabelecimento de
medidas que a limite. O tratamento da leishmaniose preconizado no Brasil utiliza
multiplas injecdes de antimoniais pentavalentes, que tém efeitos colaterais e toxidade,

mesmo com compostos recentes que tém efeitos positivos no combate desta doenca.

Como afirmam Pacheco et al. (2017), leishmaniose cutanea representa
relevante problema de saude publica no Brasil e em muitos paises do mundo. Séao
registrados, por ano, aproximadamente 25 mil casos de leishmaniose tegumentar
americana no Brasil, sendo este o primeiro pais da América Latina em matéria de

numero de casos e um dos mais endémicos do mundo.
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A leishmaniose é uma enfermidade de origem parasitaria presente em mais de
98 paises, com incidéncia anual de mais de 02 milhdes de casos (LOPERA
SEPULVEDA, 2017). Para que a leishmaniose seja erradicada, é preciso fazer o
constante controle em areas infestadas com o vetor responsaveis pela transmissao
dos parasitas e possiveis reservatorios urbanos, incluindo a¢ées de combate aos
insetos com o0 uso de inseticidas. Se estas acbes forem cumpridas a ocorréncia da
doenca na populacédo pode ser reduzida. A¢cdes de prevencdo devem ser sempre a
primeira opcéo. Para os casos de pacientes acometidos, o diagnostico rapido e
preciso que propicie um tratamento adequado é o melhor caminho para evitar o

aumento dos casos.

Para Sundar e Chakravarty (2012), ha uma urgéncia necessaria para novos
estudos exploratérios com combinacdes terapéuticas mais eficientes contra a
leishmaniose para atender, sobretudo, areas negligenciadas e os pacientes que
apresentam resisténcia ao tratamento. Neste sentido, portanto, este estudo traz uma
abordagem nova para o tratamento da LC, pois apresenta um esquema terapéutico
gue associa droga de aplicacao tépica e o farmaco padrao ouro com acao sistémica,

ressaltando a necessidade da realizacao da andlise tdxica da ftalocianina.
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1.1 REVISAO DE LITERATURA

1.1.1 Leishmaniose — aspectos gerais e manifestacdes

A leishmaniose compreende um conjunto complexo de enfermidades causadas
por mais de vinte espécies de protozoarios hemoflagelados do género Leishmania
(WHO, 2017), os quais sao transmitidos por mais de trinta espécies de vetores do
género Phlebotumus e Lutzomyia (REITHINGER et al., 2007) e um variado espectro
de manifestac@es clinicas (Quadro 1), que podem ser classificadas em trés grupos de
leishmaniose: (i) leishmaniose visceral (LV); (ii) LC; e (iii) leishmaniose mucocutanea
(LMC).

Quadro 1: Espécies da leishmaniose e manifesta¢des clinicas

ESPECIE IMPLICADA | MANIFESTACAO CLINICA
Leishmania do Novo Mundo
L. (Viannia) braziliensis LC, LMC
L. (Viannia) panamensis LC, LMC
L. (Viannia) peruviania LC
L. (Viannia) guyanensis LC
L. (Viannia) colombiensis LC
L. (Leishmania) amazonenses LC, LV. LCD
L. (Leishmania) mexicana LC, LCD
L. (Leishmania) pifanoi LC
L. (Leishmania) venezuelensis LC
L. (Leishmania) garnhami LC
Leishmania do Velho Mundo
L. (Leishmania) aethiopica LC, LCD
L. (Leishmania) major LC
L. (Leishmania) tropica LC
L. (Leishmania) donovani LV, LC
L. (Leishmania) infantum LV, LC
Leishmania do Novo/Velho Mundo
L. (Leishmania) infantum | LV, LC

LC: Leishmaniose cutanea, LMC: Leishmaniose mucocutanea, LCD: Leishmaniose cutanea difusa, LV:
Leishmaniose visceral. B
Fonte: Adaptado de PENARANDA (2010)

Para Desjeux (2004), a LV é a manifestacdo mais severa, também conhecida
como kalazar, que pode ocasionar a morte dos pacientes que néo sdo submetidos a
tratamento. Segundo Laveram e Mesnil (1903), pode ser causada pela Leishmania
(L.) donovani, e pela Leishmania (L.) infantum e Leishmania (L.) chagasi, sendo as
duas ultimas do Velho Mundo e do Novo Mundo, respectivamente. A LV caracteriza-

se pela presenca de esplenomegalia, hepatomegalia, perda de peso, febre,
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linfadenopatia e anemia (Figura 3). Alguns pacientes em recuperacdo podem

desenvolver LC cronica, também conhecida como leishmaniose dérmica pos kalazar”.

Segundo a OMS?, se n&o for tratada, a LV pode ser fatal em 95% dos casos. E
altamente endémica no subcontinente indiano e na Africa Oriental. Cerca de 50.000 a
90.000 novos casos de LV ocorrem a nivel mundial a cada ano. Em 2015, mais de
90% dos novos casos notificados & OMS ocorreram em 7 paises: Brasil, Etiopia, india,
Quénia, Somalia, Sudao do Sul e Sudao (WHO, 2017).

Figura 3: Caracteristicas da
leishmaniose visceral

Fonte: (WHO, 20173)

A LC é caracterizada pelo desenvolvimento de lesBes ulcerativas na pele
(Figura 4), que podem ser Unicas ou multiplas e, em alguns casos, sdo curadas
espontaneamente, enquanto outros tiram a capacidade ou deixam cicatrizes nos
pacientes. Segundo Gonzales (2016, p.6), a LC “pode ser causada por L. tropica, L.
aethiopica no velho mundo, e por L. mexicana, L. major, L. guyanensis, L.

amazonensis e L. braziliensis, entre as mais estudadas, no Novo Mundo”.

2 Disponivel em: < http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs375/en/>. Acesso em: 29 jan 2017.
3 Disponivel em: <http://www.who.int/leishmaniasis/visceral_leishmaniasis/en/>. Acesso em: 29 dez
2017.
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Segundo a OMS*, cerca de 95% dos casos da LC ocorrem nas Américas, na
bacia do Mediterraneo, no Oriente Médio e na Asia Central. Mais de dois tergos dos
novos casos de LC ocorrem em 6 paises: Afeganistdo, Argélia, Brasil, Coldmbia, Ira e
Siria. Estima-se que entre 0,6 milhdo e 1 milhdo de novos casos ocorrem anualmente
em todo o mundo (WHO, 2017). Sobre a LTA, segundo a OMS, esté incluida entre as
seis doencas infectoparasitarias mais importantes do mundo, afetando a pele e/ou
membranas mucosas; apresenta duas formas clinicas mais frequentes, a cutanea e a
mucocutanea (NAME et al., 2005).

Figura 4: Caracteristicas da leishmaniose cutanea

Fonte: (WHO, 2017°)

A LMC causa inflamacgéo destrutiva das mucosas, com lesbes desfigurativas
na face (Figura 5), em decorréncia da destruicdo das cavidades oral, nasal e da
faringe, e € causada na maioria das vezes por espécies como L. braziliensis e L.
guyanensis (RIBEIRO, 2014). Esta forma clinica se caracteriza pela presenca de
lesbes destrutivas e desfigurantes na regido oral e nasofaringea, com granuloma
constituido de linfocitos e macréfagos, com poucos parasitos (MAGALHAES et al.,
1986).

4 Disponivel em: < http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs375/en/>. Acesso em: 29 jan 2017.
5 Disponivel em: <http://www.who.int/leishmaniasis/visceral_leishmaniasis/en/>. Acesso em: 29 jan
2017.
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Fonte: (WHO, 2017%)

A leishmaniose cutanea difusa (LCD) se manifesta em pacientes com
deficiéncia na reposta imune mediada por células e se caracteriza pelo aparecimento
de nédulos na pele. Segundo Costa et al. (1992, p.115), “as primeiras descricoes da
LCD, sob o ponto de vista clinico, histopatologico e parasitolégico, ocorreram no Brasil
em 1945”. O complexo L. amazonensis, L. mexicana, L. pifanoi esta associado a LCD
no continente Americano, observando-se, como caracterizagfes clinicas a formacgéo

de mécula, papula ou nédulo no local da inoculacéo.

A leishmaniose mucocutédnea (LMC) leva a destruicdo parcial ou total das
membranas mucosas do nariz, boca e garganta. Mais de 90% dos casos de LMC
ocorrem na Bolivia, Brasil, Etiopia e Peru (WHO, 2017). A Figura 6 apresenta a relacdo
entre casos e distribuicdo temporal de leishmaniose cutdnea e mucosa em paises

endémicos das Américas.

6 Disponivel em: <http://www.who.int/leishmaniasis/visceral_leishmaniasis/en/>. Acesso em: 29 jan
2017.
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Figura 6: Distribuicdo anual de casos de leishmaniose cutanea e mucosa em paises endémicos

das Américas
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As leishmanioses séo, portanto, doencas infeto-parasitarias que apresentam

diferentes formas clinicas, em funcao da espécie de Leishmania envolvida e de sua

relacdo de parasita e hospedeiro (SARAVIA, 1989). O Quadro 2 apresenta a posi¢ao

sistematica dos parasitas, conforme Levine et al. (1980).

Quadro 2: Posicdo sistemética dos parasitas - Leishmania

Reino: PROTISTA

Sub-reino PROTOZOA

Filo SARCOMASTIGOPHORA
Sub-filo MASTIGOPHORA

Classe ZOOMASTIGOPHOREA
Ordem KINETOPLASTIDA
Sub-ordem TRYPANOSOMATINA
Familia TRYPANOSOMATIDAE
Género Leishmania

Fonte: Adaptado de Levine et al.(1980).

Como exemplo, a Figura 7 mostra formas amastigotas de Leishmania donovani

em uma célula da medula 6ssea.

27



Flgura 7: Caracterlstlcas da leishmaniose mucocutanea
7 g ~
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Fonte: WHO (2017)

A leishmaniose, com raras excegbes, como afirmaram Gontijo e Carvalho
(2003), constitui zoonoses de animais silvestres, e mais raramente domésticos,
incluindo marsupiais, desdentados, carnivoros e mesmo primatas. Nesse sentido, o0
homem seria representado como hospedeiro acidental e ndo determinante para a

manutenc¢ao do parasita na natureza.
1.1.2 Leishmaniose — ciclo de desenvolvimento

O género Leishmania, para Gontijo e Carvalho (2003, p.72), compreende
“protozoarios parasitas, com um ciclo de vida digenético (heteroxénico), vivendo
alternadamente em hospedeiros vertebrados e insetos vetores, estes ultimos sendo
responsaveis pela transmissao dos parasitas de um mamifero a outro”. O ciclo de vida

da leishmaniose esta apresentado na Figura 8.
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Figura 8: Ciclo de vida — Leishmania
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Fonte: FREZARD (2015). Adaptado pelo Autor.

A Figura 8 apresenta o ciclo de vida da Leishmania com um fluxo que mostra a
transmissdo desde a picada do flebétomo infectado, o qual transmite a Leishmania,
gue é um protozoario da familia Trypanosomatidae o qual apresenta duas formas
principais: (i) a forma flagelada ou promastigota; e (i) a forma aflagelada ou
amastigota. A primeira forma, refere-se aquela encontrada no tubo digestivo do inseto
vetor. A segunda forma, aflagelada ou amastigota, pode ser observada nos tecidos
dos hospedeiros vertebrados (BRASIL, 2007).

O ciclo de vida das leishmanias inclui uma fase extracelular, que ocorre na parte
interior do trato digestivo, e outra fase intracelular, que ocorre dentro de macrofagos
dos mamiferos (RAMOS et al., 2011). Os flebétomos injetam o estagio infeccioso,
promastigotas metaciclicos. Os promastigotas metaciclicos que atingem a ferida de
puncao sao fagocitados, com reducdo da imunidade, por macréofagos e transformados
em amastigotas, com liberacdo de interleucinas no processo inflamatorio (OTA et al.,
2008). Os amastigotas multiplicam-se em células infectadas e afetam diferentes
tecidos, dependendo da espécie de Leishmania envolvida. Estas especificidades

teciduais causam as diferentes manifestacdes clinicas e formas de leishmaniose. Os
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flebotomineos fémeas séo infectados durante a ingestdo de sangue em hospedeiros
infectados quando ingerem macréfagos infectados com amastigotas. No intestino
meédio do mosquito, os parasitas se diferenciam em promastigotas, que se multiplicam,

se diferenciam em promastigotas metaciclicos e migram para a proboscide.

As formas infectantes de leishmanias sdo denominadas metaciclicas, e as
formas ndo infectantes sdo conhecidas como prociclicas, e ambas podem ser
encontradas em culturas de células livres. As formas néo infectantes sdo mais
abundantes na fase estacionéria, quando uma variedade de genes apresenta

diferentes padrdes, e algumas codificam fatores virulentos (RAMOS et al., 2011).

O ciclo bioldgico da Leishmania é favorecido pelo estimulo ao recrutamento de
células do Sistema Fagocitico Mononuclear (SFM) pelas formas promastigotas
metaciclicas, as quais estéo localizadas no local do repasto sanguineo (GONCALES,
2016).

Segundo Carvalho (2011), a invasdo do patégeno ndo causa a doenca em si,
mas € necessaria para estabelecer a infeccdo sendo um pré-requisito para a
viruléncia. O autor agrega que dois mecanismos de viruléncia da Leishmania tém sido
propostos por envolver dois grupos diferentes de moléculas do parasita, sendo que
um deles é constituido principalmente na superficie celular e em substancias
secretadas, e o outro inclui moléculas intercelulares, denominadas patoantigenos. O
primeiro grupo é constituido por determinantes invasivos que protegem os parasitas e
evitam que as células do hospedeiro sofram lise prematuramente, contribuindo para a
manutencdo da infeccao pelas formas amastigotas, por conta do crescimento baixo
em vacuolos parasitéforos dos macréfagos do hospedeiro. Nesse sentido, as
manifestacdes clinicas sao decorrentes do segundo grupo que causa imunopatologia
da doenca. Tais moléculas sdo altamente conservadas por proteinas citoplasméticas,
nas quais sao encontradas por possuirem epiteto Leishmania-Unico,
imunologicamente ativo na leishmaniose. As leishmanias passam por citdlise
periddica durante a infeccéo natural, feita a exposi¢cao dos antigenos intracelulares ao
sistema imune do hospedeiro (CHANG et al., 2003).
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Figura 9: Estagios de flebotomineos e em humanos
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A Figura 9 apresenta os estagios humano e do parasita do género Leishmania.
No que se refere ao estdgio humano, o0 mosquito injeta promastigota na pele ao se

alimentar com sangue, em nivel infeccioso.

Segundo Desjeux (2001) existem duas formas principais no ciclo da leishmania,
gue séo a forma flagelada promastigota (Figura 10) e a forma amastigota (Figura 11).
Sobre a primeira forma, a flagelada promastigota encontra-se no tubo digestivo, assim
como na saliva do inseto vetor. A segunda forma, a amastigota tem seu
desenvolvimento no vacuolo fagolisossdémico dos macrofagos quando € inoculada no

mamifero pelo vetor hematéfago (RIBEIRO, 2014).
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Figura 10: Leishmania — Forma flagelada ou promastigota
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Figura 11: Leishmania — Forma aflagelada ou amastigota -
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Fonte: BRASIL, 2007

As formas promastigotas séo fagocitadas por neutrofilos que sédo rapidamente
recrutados para o local da picada. Os neutrdfilos infectados libertam as leishmanias,
gue, entdo, sdo consumidos por macrofagos, em nivel de diagnéstico. Os amastigotas
sdo multiplicados em células (incluindo macréfagos) de varios tecidos. Para os
estagios do parasita, este ingere macrofagos infectados quando sofre uma reacao
sanguinea. Ha ingestéo de células parasitadas. Os amastigotas se dividem e migram
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para o intestino anterior e médio. O mosquito injeta promastigota na pele durante a

picada.
1.1.3 Leishmaniose no Brasil — cenarios e desafios

Quando Maia-Elkhoury et al. (2008) analisaram o cenario da leishmaniose no
Brasil, considerando o periodo de 1980 até 2005, perceberam a expansao gradativa
da doenca, sendo que o controle vetorial e de reservatorios representavam os maiores
desafios para o controle da doencga, dado a necessidade de melhor conhecer o
comportamento do vetor no ambiente urbano, as dificuldades operacionais e o alto
custo de execucdo (p.2946), mesmo com 0s investimentos do Ministério da Saude
(MS) em “pesquisas sobre diagndstico laboratorial humano e canino, tratamento dos
pacientes, avaliacdo da efetividade das estratégias de controle, bem como de novas
tecnologias que possam contribuir na implementacdo das acdes de vigilancia e
controle da leishmaniose visceral no Brasil” (p.2946). Considerando a crescente
expansdo da LV no Brasil e as caracteristicas epidemiolégicas da doenca, é
necessario o desenvolvimento de medidas que limitem a transmissdo da doenca
(GONCALES, 2016).

Para Marcondes e Rossi (2013), a leishmaniose visceral continua entre as
doencas transmitidas por vetores mais importantes no Brasil, pois esta presente em
quase todo o territorio nacional e o tratamento ainda representa um desafio para
médicos veterinario e demais agentes de salde publica. Tal expansdo da
leishmaniose visceral € um fenbmeno decorrente também da urbanizacéo
(WERNECK, 2008), entretanto, ndo h& evidéncias suficientes para afirmar que héa
idiossincrasias na transmisséo urbana, ao contrario do que ocorre nas zonas rurais.
Essa heterogeneidade acarreta nuances em relacdo ao padréo epidemioldgico rural.
Ha de se compreender os processos de introducdo e disseminacdo da leishmaniose
me meio urbano, por meio de métodos de analise das transformacdes demograficas
e ambientais (WERNECK, 2008).

Para Lainson e Shaw (1974), no que se referia a Amazonia brasileira, tratando
especificamente da leishmaniose cutanea difusa, ja havia estudos de referéncia sobre
0 seu ciclo ecoldgico, sendo o Proechimys guyanensis 0 reservatorio primario e 0os

marsupiais e outros roedores como reservatdrios secundarios. Por outro lado,
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Grimaldi et al. (1989) ja apontavam a leishmaniose tegumentar como endémica e um

dos maiores problemas de saude no Brasil.

Para Domingos (2012, p.11), no Brasil, as leishmanioses caracterizam-se como
“‘enfermidades emergenciais em franca expanséao. A Portaria Ministerial n° 1943 de 18
de outubro de 2001, determina a doenga como um agravo de notificagdo compulsoria
em todo o territdrio nacional. As formas tegumentares foram notificadas em 27
unidades federativas brasileiras, e casos autdctones de leishmaniose visceral
americana foram notificados nas regides Nordeste, Centro-Oeste e Sudeste”. As
leishmanioses persistem, portanto, um importante impacto para a saude publica, com

influéncia nos ambitos sociais e econémicos (BRASIL, 2003).
1.1.4 Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA)

A LTA é uma doenca infecciosa transmitida por um vetor e causada pelo
protozoario intracelular do género Leishmania (JIRMANUS et al., 2012). ALTA é “uma
doenca infecciosa, ndo contagiosa, causada por diferentes espécies de protozoarios
do género Leishmania, que acomete pele e mucosas. Primariamente, € uma infeccao
zoonotica, afetando outros animais que ndo o ser humano, o qual pode ser envolvido
secundariamente” (BRASIL, 2007, p.20). Com excecao do Uruguai e do Chile, esta
compreendida em todos os paises das Américas. No Brasil, também esta presente
praticamente em todos os Estados da Federacdo (GONTIJO; CARVALHO, 2003),
com sete espécies identificadas, sendo seis do subgénero Viannia e uma do
subgénero Leishmania. “As trés principais espécies s&o: L. (V.) braziliensis, L.(V.)
guyanensis e L.(L.) amazonensis e, mais recentemente, as espécies L. (V.) lainsoni,
L. (V.) naiffi, L. (V.) lindenberg e L. (V.) shawi foram identificadas em estados das
regides Norte e Nordeste” (BRASIL, 2007, p.21).

A Figura 12 apresenta a incidéncia e a densidade de casos de leishmaniose
cutdnea e mucosa no Brasil, com nivel regional conforme risco de transmissao,

diferenciadas pela intensidade das cores.
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Figura 12: Incidéncia de casos de leishmaniose cutanea e mucosa

Fonte: SisLeish-OPAS/OMS (2017).

Segundo Gontijo e Carvalho (2003), Alexandre Cerqueira foi o primeiro a
identificar a doenca em 1885, sendo que, em 1991, Gaspar Vianna denominou o
agente especifico de LTA no Brasil de Leishmania braziliensis. Sua primeira citacédo
esta no livro de Tello, “Antiguidadde la Syfilis en el Peru”, da Pastoral Religiosa
Politico-Geografica (1827), que relatava a viagem do Frei Dom Hipdlito Sanches de

Fayas y Quiros de Tabatinga ao Peru.

No seu estudo de 2003, Gontijo e Carvalho destacavam que, daquele ano h&a
vinte anos atras, a incidéncia da leishmaniose tegumentar no Brasil veio aumentando
em praticamente todos os Estados da Federacgéo, constituindo um problema de salde

publica, residindo sua importancia na sua alta incidéncia e ampla distribuicdo
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geografica, e também na possibilidade de assumir formas que podem determinar

lesbes destrutivas, desfigurantes e também incapacitantes, com grande repercussao

no campo psicossocial do individuo. No Brasil, a LTA é “uma doenca com diversidade

de agentes, de reservatérios e de

vetores que apresenta diferentes padrdes de

transmissao e um conhecimento ainda limitado sobre alguns aspectos, 0 que a torna

de dificil controle” (BRASIL, 2007, p.13). O Quadro 3 apresenta uma adaptacéo de

Gontijo e Carvalho (2003, p.72-73) com as principais espécies de Leishmania

envolvidas na leishmaniose tegumentar no Brasil.

Quadro 3: Espécies envolvidas LC no Brasil

Espécie

Descricao

Leishmania (Viannia) braziliensis

“E a espécie mais prevalente no homem e pode causar
lesbes cutaneas e mucosas. E encontrada em todas as
zonas endémicas do Pais, desde o norte até o sul, tanto
em areas de coloniza¢Bes antigas ou recentes, estando
geralmente associada a presenca de animais
domésticos. E transmitida por diferentes espécies de
flebotomineos como Lutzomyia whitmani, Lu. wellcomei
e Lu. intermedia, dentre outras”(p.72).

Leishmania (V.) guyanensis

“Causa sobretudo lesbes cutaneas. Ocorre na margem
norte do Rio Amazonas em 4&reas de colonizacédo
recente, estando associada com desdentados e
marsupiais. As principais espécies de flebotomineos
envolvidas na transmissdo s&o a Lu. umbratilis, Lu.
anduzei e Lu. whitman” (p.73).

Leishmania (V.) naiffi

“Ocorre na Amazdnia, nos Estados do Para e Amazonas,
tendo o tatu como reservatorio natural. O parasita causa
LTA de evolucdo benigna e seus principais vetores sao
a Lu. squamiventris, Lu. paraensis e Lu. Ayroza” (p.73)

Leishmania (V.) shawi

“Responséavel por casos esporadicos no Amazonas e
Pard, tem como reservatorios varios animais silvestres
COMO macacos, pregui¢as e procionideos e como vetor
a Lu. whitmani’(p.43).

Leishmania (V.) lainsoni

“Registrada apenas na Amazbnia, tem a paca como
animal suspeito de reservatério natural e como vetor a
Lu. ubiquitalis”(p.73)

Leishmania (Leishmania) amazonensis

“Agente etiolégico de LTA, incluindo a forma anérgica ou
leishmaniose cutanea difusa. Seus reservatorios sao
roedores e marsupiais e a Lu. flaviscutellata e Lu. olmeca
0s principais vetores”(p.73).

Fonte: Gontijo e Carvalho (2003, p.72-73)
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1.1.5 Epidemiologia

Nas ultimas décadas, as analises epidemioldgicas da leishmaniose tegumentar
americana (LTA) tém sugerido mudancas no padrdo de transmissdo da doenca,
inicialmente considerada zoonoses de animais silvestres, que acometia
ocasionalmente pessoas em contato com as florestas. Posteriormente, a doenga
comecou a ocorrer em zonas rurais, ja praticamente desmatadas, e em regides
periurbanas (BRASIL, 2007, p.13).

Sobre os diferentes fatores que intervém na difuséo e propagacao de doencas,
como se comportam suas frequéncias e distribuicdes, bem como o posicionamento
dos meios necessario para sua prevengao, no que se refere ao Brasil, “existem
atualmente 6 espécies de Leishmania responséaveis pela doenca humana, e mais de
200 espécies de flebotomineos implicados em sua transmissao”, tendo ocorréncia
geografica ampla, em todos os Estados brasileiros, porém com diferentes coeficientes
de ocorréncia. Ainda segundo o0s autores, as caracteristicas periurbanas de
transmissao estao relacionadas a saneamento basico, a situacdo econémica precaria,
a migracao da populacao para as periferias das cidades, aos materiais de construcao
inadequados e ao convivio com animais ermos ou mesmo domesticados que servem
de novos reservatérios da doenca, aliados ao aumento da populagéo de ratos que se
concentram nos “depdsitos” de lixo destas areas (BASANO; CAMARGO, 2004).

A LTA ocorre também em funcéo de surtos endémicos que ocorrem em regides
em situacdo de colonizacdo, com massiva derrubada de matas, grande ocorréncia do
ser humano na biocenose do meio e consequente infeccdo por meio de animais
silvestres (MARSDEN; JONES, 1985). Segundo Rocha et al. (2015, p.49), no Brasil,
ha ampliagao dos casos de LTA, “principalmente por meio de surtos epidémicos nas
Regibes Nordeste, Sul, Sudeste, Centro-Oeste, e, mais recentemente, na Regido
Norte (area amazonica), que tem como destaque epidémico o Estado do Amazonas,
uma regido que, em 2011, apresentou uma incidéncia de 64,5 casos por 100.000

habitantes”.
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Ha trés perfis epidemioldgicos da LTA (BRASIL, 2007) (Quadro 4):

Quadro 4: Padrdes epidemiolégicos da leishmaniose tegumentar americana

Padrdo epidemiolégico

Descricao

Silvestre

“Ocorre em area de vegetacdo primaria e é, fundamentalmente uma
zoonose de animais silvestres, que pode acometer o ser humano quando
este entra em contato com o ambiente silvestre, onde esteja ocorrendo
enzootia” (p.25).

Ocupacional e Lazer

“Associado a exploragdo desordenada da floresta e derrubada de matas
para construcdo de estradas, usinas hidrelétricas, instalagdo de
povoados, extragdo de madeira, desenvolvimento de atividades
agropecuarias, de treinamentos militares e ecoturismo” (p.25).

Rural e periurbano em
areas de colonizagéo

“Relacionado ao processo migratério, ocupacdo de encostas e
aglomerados em centros urbanos associados a matas secundarias ou
residuais” (p.26).

Fonte: Brasil (2007).

No Brasil, a LTA é uma das afec¢bes dermatologicas que demandam maiores

atencdes, em decorréncia de suas dimensfes e pelas implica¢des clinicas no ser

humano, refletindo nos ambitos psicoldgicos, sociais e econémicas (BRASIL, 2007).

Segundo a OMS, de um modo geral a epidemiologia da leishmaniose depende

das caracteristicas de cada espécie, ecologia local, exposicéo corrente e passada da

populacdo ao parasita. O Quadro 5 apresenta a epidemiologia por regido (WHO,

2017). No que se refere a LTA, o modo de transmisséo é através da picada de insetos

transmissores infectados. Nao hé transmisséo de pessoa a pessoa (BRASIL, 2007).
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Quadro 5: Epidemiologia Leishmaniose por Regido

Bacia
mediterranica

leishmaniose
visceral

Na bacia do Mediterraneo, a leishmaniose visceral é a principal
forma da doenga. Ocorre em areas rurais, aldeias em regifes
montanhosas, e também algumas areas periurbanas onde os
parasitas de Leishmania vivem principalmente em cées.

Sudeste
Asiatico

leishmaniose
visceral

No Sudeste Asiatico, a leishmaniose visceral é a principal forma
da doenca. A transmissao ocorre geralmente em areas rurais com
uma precipitacdo anual pesada, uma umidade média acima de
70%, um intervalo de temperatura de 15-38 ° C, vegetacéo
abundante, agua do subsolo e solo aluvial. A doenca é mais
comum em aldeias agricolas onde as casas sdo frequentemente
construidas com paredes de lama e pisos de terra, e gado e outros
animais vivem perto de seres humanos. As pessoas Sao
consideradas como o Unico reservatério dos parasitas de
Leishmania nesta regiao.

Leste da
Africa

leishmaniose
visceral
leishmaniose
cutanea

Na Africa Oriental, ha frequentes surtos de leishmaniose visceral
na savana de acacia-balanite do norte e nas areas de savana e
floresta do sul, onde os mosquitos vivem em torno de monticulos
de cupins. Os seres humanos sédo considerados o reservatério
principal dos parasitas de Leishmania que causam a leishmaniose
visceral nesta parte de Africa. A leishmaniose cutanea ocorre nas
terras altas da Etiopia e em outros lugares da Africa Oriental, onde
0 aumento do contato humano-mosca ocorre em aldeias
construidas em colinas rochosas ou nas margens de rios, que séo
o habitat natural de hyraxes.

Africa do
Norte-Eurasia

leishmaniose
cutanea

No norte da Africa-Eurasia, a leishmaniose cutinea ¢ a principal
forma da doenca. Projetos agricolas e sistemas de irrigacéo
podem aumentar a prevaléncia de leishmaniose cutdnea. Grandes
surtos em cidades densamente povoadas também ocorrem,
especialmente durante a migracdo populacional em larga escala.
Os parasitas que causam a leishmaniose cutanea vivem
principalmente em humanos ou roedores.

Américas

leishmaniose
visceral
leishmaniose
cutanea

A leishmaniose visceral nas Américas € muito semelhante a
encontrada na bacia do Mediterrdaneo. A epidemiologia da
leishmaniose cutanea nas Américas € muito complexa, com
variagcdes nos ciclos de transmisséo, hospedeiros reservatorios,
vetores de mosquistos, manifestacdes clinicas e resposta a
terapia e multiplas espécies de Leishmania circulantes na mesma
area geografica.

Fonte: Adaptado de WHO (2017)”.

Segundo Carneiro (2013), a leishmaniose é transmitida por uma dolorosa
picada por fémeas infectadas dos dipteros da subfamilia Phlebotominae, constituintes
do género Lutzomyia (nos casos do Novo Mundo) e Phlebotomus (nos casos do Velho
Mundo).

s

A LTA causada por Leishmania (V.) braziliensis € caracterizada por
cronicidade, laténcia e tendéncias metastaticas. Em alguns casos, apds a aparicdo de
uma lesdo cutanea inicial, podem ocorrer lesbes cutaneas multiplas e/ou lesdes

mucosas como conseqiiéncia da disseminacdo do parasita através dos sistemas

7 Disponivel em: < http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs375/en/ >. Acesso em: 01 dez 2017.

39



sanguineo e linfatico. As lesdes cutaneas podem permanecer ativas por muitos anos
e podem coexistir com lesbes mucosas, como exibido na forma de leishmaniose
mucocutanea (OLIVEIRA et al., 2013).

Figura 13: Mosquito do género Phlebotomus.

Fonte: Oliveira et al. (2013)

Conforme Basano e Camargo (2004), a LTA esta distribuida em todo o Brasil.
O principal hospedeiro silvestre é o roedor Proechimys sp. (rato-soia), além de outros
roedores, tais como Oryzomys sp., Neacomys sp., Nectomys sp e Dasyprocta sp.; 0s
marsupiais Metachirus sp., Philander sp., Didelphis sp. e Marmosa sp.; e a raposa
Cerdocyon thous. Segundo Carneiro (2013), h& outros pequenos animais silvestres
no ciclo da doenca, como macacos, tatus e preguicas. O vetor Lutzomyia
flaviscutellata tem habito noturno e pouco antropofilico, sendo responsavel pela
leishmaniose cutanea, cutdneo-mucosa, e cutanea difusa anérgica. Esta ultima forma
ainda é pouco conhecida e ndo responde favoravelmente ao tratamento (BASANO;
CAMARGO, 2004).

1.1.6 Tratamento

Minodier e Parola (2006) discutiram os tratamentos disponiveis, relacionando
as formas de administracdo dos medicamentos mais comuns para cada espécie de
Leishmania estudada. O Quadro 6 apresenta a relagédo entre espécie de Leishmania

e terapia indicada, segundo Minodier e Parola (2006).
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Quadro 6: Espécie de Leishmania e indicacdo terapéutica

ESPECIE TERAPIA
Leishmania major, L. tropica, L. mexicana, e | Pomadas de paromomicina, antibiético da classe
L. panamensis dos aminoglicosideos
L. braziliensis Paromomicina
L. major Fluconazol oral e sulfato de zinco

Azitromicina oral (eficaz em ratos; necessita de
investigacao adicional em leishmaniose humana).

L. donovani Miltefosina oral
(leishmaniose visceral)

L. guyanensis Pentamidina intramuscular
(leishmaniose cutanea)

L. braziliensis e L. guyanensis Anfotericina B lipossomal

(leishmaniose cutdnea americana)
Fonte: Adaptado de Minodier e Parola (2006).

Por outro lado, e ainda conforme Minodier e Parola (2006), o Quadro 7
apresenta a relacao entre o tipo de administracdo em funcdo da medicacao utilizada

para o tratamento contra a Leishmaniose.

Quadro 7: Tipo de administracdo em funcéo da droga contra Leishmaniose
ADMINISTRACAO DROGAS

InjecBes intralesionais de antimdnio pentavalente
Outras injecdes intra-lesionais

Pomadas de paromomicina (aminosidina)

o S Imiquimod
Tratamentos topicos e injecbes — —
. e Anfotericina B topica
intralesionais - -
Crioterapia

Calor controlado localizado
Laser de CO>

Terapia fotodinAmica
Azoles

Azitromicina

Miltefosina

Sulfato de zinco oral
Antimonial sistémico
Medicamentos intramusculares ou Combinagdes de medicamentos com antimoniais
intravenosos Pentamidina

Anfotericina B

Fonte: Adaptado de Minodier e Parola (2006).

Tratamentos orais

O tratamento classico requer administracdo de farmacos toxicos e pouco
toleraveis. Os SbY, como o antimoniato de meglumina (Glucantime) e o
estibogluconato sédico (Pentostam), sdo a primeira linha de componentes usados
para tratar da leishmaniose (TIUMAN et al., 2011). Para Frezard et al. (2009), os ShY,
como o antimdénio de meglumina, Glucantime®, estibogluconato de sédio, como o
Pentostam®, tém sido utilizados ha mais de 60 anos como medicamentos de primeira

linha. Nao se conhece a estrutura exata destas moléculas e o mecanismo de agao
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ainda nao foi bem definido. Ha indicios de que os ShYse comportam como um pré-
farmaco que ao ingressar na célula é reduzido a sua forma trivalente Sbh', a qual é
toxica para a Leishmania, além de inibir a sintese de ADN, ARN e proteinas do
parasita, reduzir os niveis de tripanotion e glutation e induz a fragmentacao de ADN e
a expressdo de fosfatidilserina (SERENO et al., 2001). A anfotericina B e a
pentamidina sdo os farmacos anti-Leishmania de segunda linha, embora necessitem
de longos periodos de administracao parentérica. A escolha do tratamento depende

da espécie de Leishmania que causa a doenca (TIUMAN et al., 2011).

Segundo Tiuman et al. (2011), a maioria dos medicamentos utilizados para o
tratamento contra a leishmaniose ndo € muito eficaz, muitas vezes, em decorréncia
da quimiorresisténcia. Assim, torna-se ainda mais relevante o estudo de alternativas
terapéuticas para substituir ou alterar os tratamentos atuais, sendo que ha avancos
na quimioterapia nos ultimos anos. Os ShY sdo utilizados para o tratamento de todas
as formas clinicas da leishmaniose. Uma meta-analise de 23 estudos mostrou que
76% dos pacientes com LC no Novo Mundo respondem a terapia com SbhY, sendo a
L. braziliensis a espécie que prevalece, com 87,5% dos casos (TUON et al., 2008).
Segundo Tuon et al. (2008), foram observadas diferencas na resposta ao tratamento
com antimoniato de N-metil-glucamina segundo a regiédo estudada, como no caso de
310 pacientes no Brasil que apresentaram uma média de cura de 71,3%, enquanto
que em 449 dos pacientes na Colémbia, foi de 91,0%. N&o foram observadas

diferencas nas atividades entre Glucantime e o Pentostam.

A dose de SbY administrada aos pacientes tem aumentado muito. Em meados
dos anos 70, a dose total para um paciente adulto de 65 kg era de 4,25 g de antimdnio
(~6,5mg/Kg x 10 dias). Em 1984, a OMS aumentou a dose e recomendou gue fosse
administrada a um paciente de 65 Kg o total de 26 g (20mg/Kg por dia durante 20
dias), critério que ainda se mantém vigente (RIBEIRO, 2014). As maiores
desvantagens que se apresentam neste tratamento sdo a aparicdo de cepas
resistentes aos antimoniais, como o caso de Bihar na india, que em algumas regides
passa de 50% (SUNDAR, 2001), e os numerosos efeitos colaterais, como: dores no
local de aplicacdo durante a injecao intramuscular, vdomito, nauseas, elevacédo de
transaminases, mialgias, artralgias, nefrotoxidade, hepatotoxidade, cefaleia, diarreia,
alteracdes eletrocardiograficas, falhas cardiacas e morte associada a fibrilacdo

ventricular (SAMPAIO et al., 1997). Em estudos com pacientes com LV, na india,
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Sundar et al. (2007) verificaram que a paromomicina administrada por injecéo
intramuscular glatea profunda (11 mg/kg/dia) durante 21 dias foi igualmente eficaz

como a perfusdo de anfotericina B (1mg /kg/dia) durante 30 dias.

Pefiaranda (2010) considera o tratamento baseado no uso de antimoniato de
N-metil-glucamina administrado parenteralmente em doses de 20 mg/Kg durante 20
dias para o tratamento da LC e 28 dias para LCM e LV. Agrega que quando hé falha
terapéutica, administra-se novamente SbY 20 mg/Kg por mais 20 dias. Como
tratamento de segunda opcao, utiliza-se o isotionato de pentamidina (Pentacarinat®)
em dose de 3mg/Kg/dia, com aplicacdo de quatro vezes em dias alternados para LC,
enquanto que para LMC o tratamento deve ser aplicado durante 22 dias, o que
aumenta os riscos de toxidade. Em tratamentos de maior complexidade, aplica-se a
anfotericina B (Fungizone®), que € um antibiético polienomacroélido produzido por
Streptomyces nodosus, cujo mecanismo de agao esta relacionado com a afinidade do
medicamento pelos esterois que causam a permeabilidade da membrana celular pela
formacdo de poros aquosos. Para este caso, quando ha ocorréncia de falha
terapéutica e para o tratamento de LMC e LV, aplica-se com SbY com dose de 0,5-
1,0mg/Kg durante 20 a 40 dias por administragcédo intravenosa, seguindo a resposta
clinica do paciente (BRAJTBURG; BOLARD, 1996). A anfotericina B apresenta uma
excelente atividade leishmanicida e tem sido de grande utilidade para o tratamento de
LMC, LCD e LV (RODRIGUEZ et al., 1995). Duas apresentacdes de anfotericina B
sdo disponibilizadas pelo Ministério da Saude que sédo (i) o desoxicolato de
anfotericina B e (ii) a anfotericina B lipossomal, com eficacias comparaveis, sendo que
esta Ultima apresentou menor toxicidade em trabalhos desenvolvidos na india
(THAKUR; NARAYAN, 2004; MEYERHOFF, 1999).0s maiores limitantes da
anfotericna B sdo o custo, a hospitalizacdo do paciente para tratamento e os efeitos
colaterais, uma vez que pode ser cardiotoxico e nefrotoxico (CLEMENTS; PEACOCK,
1990).

A despeito dos farmacos comumente utilizados, as plantas sdo uma fonte
potencial de novas drogas antiprotozoarios. A atividade biol6gica dos extratos de
plantas tem sido atribuida a compostos pertencentes a diversos grupos quimicos,
incluindo alcaloides, flavonoides, fenilpropanoides, esteroides e terpenoides (TIUMAN
et al., 2011).
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1.1.6.1 Miltefosina

A miltefosina (Impavido®) foi incluida ao tratamento da leishmaniose e constitui
a primeira opgao em caso de tratamento oral. A miltefosina (hexadecilfosfocolina),
medicamento originalmente desenvolvido como antineoplasico, tem acéo eficaz sobre
as leishmanias (COSTA FILHO, LUCAS, SAMPAIO, 2008). Estudos comprovam sua
atividade antiprotozoaria em Trypanosoma cruzi, Trypanosoma brucei, Entamoeba
hystolitica e Leishmania, exibindo um consideravel potencial microbicida (SEIFERT et
al, 2001). Paris et al. (2004) consideram que seu mecanismo de agdo esta relacionado
com a interferéncia em vias de sinalizacéo celular, ativacdo de macrofagos citotoxicos,
alteracdes na membrana lipidica e apoptose. Perez-Victoria et al. (2006) falam sobre
os efeitos teratogénicos e reagdOes adversas resultantes da miltefosina, sugerem que
o desenvolvimento de cepas resistentes pode ser decorrente da larga vida média do

composto no organismo humano.

Segundo Costa Filho, Lucas e Sampaio (2008), corroborando Mohebali et al.
(2007), a miltefosina tem ag&o que interfere na membrana celular do parasita, n&o
interage com o DNA, e “modula a composigao lipidica, a permeabilidade e fluidez da
membrana, assim como o metabolismo de fosfolipideos, induzindo morte celular por
apoptose” (p.424), ressaltando-se como medicamento promissor para o tratamento
contra a LT, com administracdo por via oral e menor indice de efeitos colaterais.
Outros estudos apresentam resultados de eficacia da miltefosina para o tratamento
contra a leishmaniose. Soto et al. (2008) utilizaram miltefosina para o tratamento de
LT, em estudos envolvendo humanos na Bolivia, e obtiveram cerca de 88% de eficacia
no tratamento de lesGes cutaneas. Em outros estudos, Vélez et al. (2010), Machado
et al. (2010), e Chrusciak-Talhari et al. (2011), obtiveram percentuais de cura de,
respectivamente, 69,8%, 88,2% e 71,4%.

1.1.6.2 Antimoniato de N-metil-glucamina

O antimoniato de N-metil glucamina surgiu na Frangca como um medicamento
alternativo ao antiménio sddico, comercializado como Glucantime® (Rhéne-Poulenc-
Rohrer) ou antimoniato de meglumina (RATH et al., 2003), obtida previamente a partir
da aminacao redutora da glicose em presenca de metilamina. Segundo Costa Filho,
Lucas e Sampaio (2008, p.424), o tratamento de primeira linha da LMC & N-metil-

glucamina administrado por via parenteral. Da mesma forma, Alvarenga et al., 2010
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também consideraram o antimoniato de N-metil-glucamina como farmaco de primeira
escolha para o tratamento contra a leishmaniose, recomendando cuidados que devem
ser observados: “avaliacdo e estabilizacdo das condicdes clinicas e comorbidades
presentes no diagnostico da leishmaniose visceral, além da realizacdo do
eletrocardiograma” (p.194), além de contra indicar para pacientes que fazem uso de
“beta-bloqueadores e medicamentos antiarritmicos, com insuficiéncia renal ou

hepatica, em mulheres gravidas nos dois primeiros trimestres de gestagao” (p.195).

O antimoniato de N-metil-glucamina, segundo Rath et al. (2003, p.552), “é
especialmente eficaz no tratamento de LC, LMC e LV. O medicamento provoca
regressao rapida das manifestacdes clinicas e hematol6gicas da doenca, bem como
provoca a esterilizacdo do parasita”. Devido a sua alta toxidade, a OMS nao
recomenda o uso de antimoniato de N-metil-glucamina em quantidade superior a
20mg/kg/dia e sem ultrapassar o limite de 850mg de antimbnio e pode haver
ocorréncia de efeitos colaterais, tais como mialgias, dores abdominais, alteracoes
hepéticas e distlrbios cardiologicos (RATH et al., 2003) e € ineficaz em alguns casos
(COSTA FILHO; LUCAS; SAMPAIO, 2008).

No Brasil, a formulacéo distribuida pelo Ministério da Saude para o tratamento
da leishmaniose foi antimoniato de N-metil-glucamina (Glucantime®) até 1996,
entretanto, com valor muito elevado. Por conta disto, o Ministério da Saude passou a
licitar a producdo chinesa do estibogluconato de sodio BP88®, distribuida pela
Shandong Xinhua Pharmaceutical Factory (DEPS et al., 2000).

Quando Deps et al. (2000) compararam a eficacia e a toxidade do antimoniato
de N-metil-glucamina e do estibogluconato de sédio BP88® no tratamento da LC
localizada, avaliaram gque houve cura de 81% dos pacientes tratados com antimoniato
de N-metil-glucamina, sendo que o grupo tratado com estibogluconato de sodio
BP88® apresentou 77% de cura e com maior toxidade. “A toxicidade e o indice de
recidivas e resisténcia as drogas justificam a busca de novas drogas para tratar a LT”
(COSTA FILHO, LUCAS, SAMPAIO, 2008, p.424).

1.1.6.3 Terapia fotodinamica (TFD)
Segundo, Simplicio et al. (2002, p.802), ha evidéncias de que ha mais de 4.000

anos atras os egipcios deram inicio a essa terapia, por meio da ingestao de plantas
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(contendo os psoralenos, furo[3,2-g]-coumarina ou &cido  6-hidroxi-5-
benzofuranoacrilico d-lactona) e luz solar, para tratar doencas como o vitiligo. ATFD é
uma reacdao fotoquimica associada a um fotossensibilizador (luz e oxigénio) (DAI et al., 2009)
e seu manuseio inicial foi para o tratamento de cancer cutaneo (O’RIORDAN et al., 2005),
ainda em 1903, por Von Tappeiner. Por outro lado, para Dolmans et al. (2003), a TFD foi
desenvolvida por Oscar Raab em 1900 e Thomas Dougherty realizou o primeiro
estudo clinico em 1978. Trata-se de uma modalidade terapéutica que parte da
administracao de agente fotossensibilizador (FS) com aplicacdo de laser (MOSTAFA,
TARAKJI, 2015) para o tratamento de neoplasias malignas (TEDESCO et al., 2003)
e, posteriormente, adotada para o tratamento de doengcas como cancer, displasias,
liquen plano, periodontite, entre outras (GURSOY et al., 2013), para reparo de tecidos
e cicatrizacdo, com efeito analgésico, anti-inflamatério e antibacteriano (PRIMO et al.,
2008). A TFD é adequada em casos de tumores médios e pequenos e degeneragao
macular do tipo classica, desde que com rigoroso diagndéstico e avaliacdo, com
processo de infuséo lento e cuidadoso para que se evite extravasamento (SIMPLICIO;
MAIONCHI; HIOKA, 2002).

1.1.6.3.1 Funcionamento

Segundo Lambrechts (2005), a TFD pode ser administrada tépica ou
sistemicamente por meio de agente fotossenbilizador ndo toxico, com irradiacdo em
comprimento de onda adequado, que produzem radicais livres e transferem energia e
oxigénio, reagindo, portanto, com as moléculas de oxigénio das células. Essa
administracdo deve ser compativel ao espectro de absorcéo do FS (TOREZAN et al.,
2009). Da mesma maneira, segundo Machado (2000, p.237), a TFD “parte do principio
de que a interacdo de luz de comprimento de onda adequado com um composto nao
téxico (fotosensitizador) e oxigénio, resulta em espécies reativas capazes de induzir a
inviabilizacao de células”, causando a morte de microrganismos, compreendendo trés
fases: (i) excitacdo do FS, producdo de Espécie Reativas de Oxigénio (ERO); e (iii)
morte celular (CHATTERJEE et al., 2008). Segundo Longo (2008), essa geracao de
agentes citotoxicos — decorrentes das interagfes dindmicas entre FS — ativam geracao
de fétons, decorrendo em instabilidades quimicas nas moléculas, alterando o padréo
de organizacéo eletrénica normal. A molécula retoma seu estado original por meio da

excitacao eletrbnica em intensidade de energia um pouco menor do que da absorcéo
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de foton pelo farmaco FS. Segundo Issa e Manela-Azulay (2010, p.502), para o
tratamento de tumores gastrointestinais, cerebrais ou broncopulmonares, o0s
fotossensibilizantes sdo administrados via oral ou endovenosa; para tumores do
endométrio e carcinoma da bexiga, por instilacdo predominantemente; e para
tratamento de tumores cutaneos, as drogas podem ser aplicadas topicamente, com

boa eficacia.

No que se refere aos grupos de fontes de luz correlacionados a TFD, a acéo
de cada um varia em funcéo do espectro de emissao, da irradiacdo, da distribuicéo
espacial da luz e da poténcia do aparelho, e Toreza et al. (2009) apontaram trés: (i)
lampadas de amplo espectro, (ii) lampadas de diodo; e (iii) lasers. A Figura 14
apresenta o esquema de funcionamento da reacdo fotoquimica presente na TFD,
descrevendo a producdo de radicais livres apés excitacdo do FS com irradiacdo a
laser (RIBEIRO, 2014).

Figura 14: Reacdo fotoquimica presente na TFD

Tipo I: reacdo direta com
substrato formando radicais —
livres.

Tipo Il: reagdo com oxigénio
formando oxigénio singlete

Radicais Livres

Citotoxidade aos tecidos

s

Aumento de energia

vAg
q@f

Fluorescéncia

Fotossensibilizador
Estado Fundamental

Fonte: Ribeiro (2014).
Silva (2013) representou o0 esquema da sequéncia de eventos que ocorrem na
TFD, conforme apresentado da Figura 15, onde: (i) administracéo do FS; (ii) acamulo
do FS preferencialmente no tecido neoplasico; (iii) irradiacdo com laser, LED ou fonte
de luz monocromética para ativagdo do FS; e (iv) morte do tecido neoplasico

lesionado.
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Figura 15: TFD - Representacédo esquematica

Fonte: Silva (2013).

Simplicio, Maionchi e Hioka (2002, p.803) enumeraram 09 caracteristicas das

drogas a serem utilizadas em TFD:

1. aspectos fotofisicos favoraveis;

2. baixa citotoxicidade;

3. fotossensibilidade ndo prolongada;

4. simplicidade na formulacéo, reprodutibilidade e alta estabilidade do formulado
(tempo minimo de 2 anos);

5. farmacocinética favoravel (rapida eliminacdo do corpo);

6. facilidade de manuseio sintético, permitindo modificacdes de propriedades;

7. disponibilidade e baixo custo, com boa reprodutibilidade;

8. facilidade de analise total dos componentes da féormula, com fornecimento de

roteiros de validacéo; e

9. alta penetracéo no tecido doente.

1.1.6.4 Fotossensibilizadores
Os FS sao “compostos que absorvem energia da luz em comprimentos de onda

especificos e utilizam essa energia para induzir reacdes de foto oxidagao na presenca
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de oxigénio molecular em outras moléculas que n&o absorvem energia” (SILVA;
SANTOS; RICCI-JUNIOR, 2009, p.213), com actimulo no tecido tumoral para gerar
agentes citotoxicos, induzindo o efeito fotobiol6gico desejado. Segundo Dougherty et
al. (1998), os FS sao essenciais a TFD, por meio de energia luminosa, gerando
espécies quimicas altamente reativas para destruicdo das células-alvo. Ainda
conforme os mesmos autores, os FS podem ser classificados em trés geracoes,
sendo: (i) a primeira, desenvolvida ao final dos anos setenta; (ii) a segunda, nos anos
noventa; e (iii) a terceira, com associacoes terapéuticas aos FS. Como apresenta o
Quadro 8, outros autores classificam familias de FS conforme semelhancas quimicas
entre os farmacos (ALISSON et al., 2004).

Quadro 8: Classificacdo dos FS por familias

Familia Precursor Quimico Nome Comercial
Porfirinas Derivados de hematoporfirina Photofrin®
Acido aminolevulinico (ALA) Levulan®
Verteporfirina Visudyne®
Clorinas Temoprofina Foscan®
Talaprofin LS11®
Photochlor (HPPH) Photochlor®
Ftalocianina Aluminio-Sulfonada-Ftalocianina Photosesns®

Fonte: Alisson et al., 2004.

Por outro lado, Silva et al. (2009) também classificaram os fotossensibilizadores

em familias, de acordo com a estrutura quimica (Quadro 9).

Quadro 9: Classificagdo dos fotossensibilizantes
FAMILIAS DE FOTOSSENSIBILIZANTES
Derivados da Porfirina

Hematoporfirina, Benzoporfirina e Acido 5-aminolevulinico e Metil-aminolevulinato
Derivados da Clorofila

Clorinas e Bacterioclorinas
Corantes

Ftalocianinas e Naftalocianinas
Fonte: Silva, Santos e Ricci-Junior (2009).

No que se refere aos FS, ha varios tipos, sendo que os mais adotados para
TFD séo as classes das porfirinas, clorinas e ftalocianinas. Segundo Longo (2008) a
escolha pelo FS depende de cada caso, da “toxidade e carcinogenicidade dos

farmacos, seletividade pelas células-alvo, possiveis efeitos adversos ocasionados
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pela exposicdo a luz branca, via de administragéo, custos, capacidade de eliminagéo

das drogas, e comprimento de onda para ativagao e efetividade clinica”.

1.1.6.5 Ftalocianina cloro-aluminio (AICIPC)

Segundo Oliveira et al. (2015), as ftalocianinas estdo contidas na classe de
compostos aromaticos com atomos de nitrogénio, com estruturas de elevada
conjugacgao eletronica e absorcdo. As ftalocianinas sdao FS promissores em TFD,
conforme Silva (2013, p.06), contudo “sédo soluveis apenas em solventes organicos,
uma vez que sua estrutura quimica € altamente conjugada”, apresentando vantagens
como alta estabilidade térmica, alta absorcéo de luz visivel e capacidade de ajustar
seu potencial de oxidagcao e redugdo, “quando é alterado o atomo central do anel
pirrélico permitindo a insercdo de substituintes periféricos que mudam suas

propriedades quimicas” (p.07).

A ftalocianina cloro-aluminio (AICIPC) tem sido associada as terapias para
tratamentos dermatologicos e parasitarios, como o estudo de Bastos et al. (2013), que
apresenta a analise de sua acdo com a quimioterapia fotodinamica antimicrobiana. As
ftalocianinas foram desenvolvidas para reduzir os problemas com as hematoporfirinas
e seus derivados, isso por apresentarem caracteristicas de serem puras, eficientes
geradoras de oxigénio singleto e “apresentarem alta absorgéo entre 650 a 800nm, que
€ a faixa de comprimento de onda onde ocorre maxima transmitancia da luz pelos
tecidos e, portanto, a mais utilizada no tratamento de canceres de pele” (SILVA;
SANTOS; RICCI-JUNIOR (2009, p.215), além de alta seletividade para tecidos
tumorais e rapida eliminacdo do organismo, 0 que minimiza a fotossensibilizacédo
sistémica. Isso porque a ftalocianina € um farmaco fotossensivel classificado como de
segunda geracdo e que apresenta grande lipofilicidade (BASTOS, NITSCHKE,
PARIZOTTO, 2013). Segundo Camur et al. (2011), a penetragdo tecidual da luz é
maior em decorréncia de sua alta absorcdo na faixa de espectro de luz por sua

propriedade fotossensibilizadora.

Segundo Bastos et al. (2013), a TFD associada a AICIPC apresentou acao
sobre a proliferacéo fibroblastica em feridas de ratos, resultando em re-epitelizacdo e
maior presencga de colageno no local da lesdo. Outros estudos e ensaios pré-clinicos

demonstraram resultados promissores para a sua aplicacdo na TFD. Dentre suas
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vantagens, as ftalocianinas séo ativadas por luz em comprimento de onda elevados
(650-750 nm), o que permite maior penetracdo. Outro fator é sua hidrofobicidade que
a incorpora a sistemas de liberacdo de drogas especificas para que possam circular
por meio do plasma sanguineo (ALISSON et al., 2004). Segundo Carneiro (2013,
p.10), “as propriedades fotofisicas desses compostos estdo diretamente relacionados
ao ion metal central, que deve ser escolhido de acordo com a aplicagdo de TFD”.
Carneiro (2013, p.10) complementa que “as ftalocianinas séo fortes candidatas a
utilizacdo em TFD pela eficiente incorporacédo nas células alvo, por exibir altas taxas
de geracéo de tripletos e induzem a uma étima penetracao tecidual da luz, devido aos

seus altos coeficientes de absor¢ao na faixa de 650 a 680 nm”.

Assim como em Ribeiro (2014), para o presente estudo, a AICIPC foi
microencapsulada dentro de lipossomas, com o objetivo de se alcancar uma maior
absorcdo da pele das moléculas. Segundo Oliveira et al. (2006), a associacdo de
ftalocianinas a lipossomas permite maior captacdo por células tumorais. A presenca
de lipidio na parede lipossomal amplia a captacdo dos farmacos pelos tecidos
tumorais, pelo aumento de receptores de membrana, e essa afinidade quimica permite

maior captacao de FS pelas células neoplasicas.

A microencapsulacdo é uma técnica que tem sido amplamente adotada por
indastrias farmacéuticas, alimenticias, téxteis e cosméticas, em decorréncia de sua
caracteristica de protecédo de substancias labeis e volateis, controle da liberacdo do
farmaco, apoiando, desta forma, a melhoria na biodisponibilidade, reducédo de doses
terapéuticas e toxidade. Lasic (1998) apontou a aplicabilidade da microencapsulacéo
como modelo para técnicas mais sofisticadas, em escala nanométrica, permitindo o
desenvolvimento de nanoparticulas. Com a descoberta dos lipossomas na década de
60, a quantidade de tecnologias para o desenvolvimento da nanotecnologia
farmacéutica aumentou com sistemas lipidicos para vetorizacdo de farmacos,
permitindo posteriormente o desenvolvimento de nanossistemas, como lipossomas e
nanoparticulas e microssistemas, como microparticulas, emulsdes mudltiplas e
microemulsdes (SILVA, 2004).

Lasic (1998) definiu lipossomas como vesiculas aquosas circundadas por
bicamada concéntrica de fosfolipidios, que agem de forma sistémica na liberacéo de
farmacos devido a sua flexibilidade estrutural (tamanho, composicdo e fluidez da

bicamada lipidica), e também a sua capacidade de incorporar variedade de compostos
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hidrofilicos e hidrofébicos, como afirmou Pontes et al. (1999). Diebold et al. (2006)
consideraram que os lipossomas sdo os sistemas nanométricos mais estabelecidos
clinicamente para a entrega de farmacos citotoxicos, genes e vacinas. O tamanho dos
lipossomas varia de 20 nm até alguns micrometros, com espessura de bicamada
lipidica em torno de 6 nm. Para Bergstrand et al. (2003), os lipossomas possibilitam a
vetorizagdo e a protecdo do farmaco e o possivel direcionamento para sitios

especificos de células ou 6rgaos.

1.1.7. Importancia do modelo experimental C57BL no estudo da Leishmania

Os modelos experimentais animais tém sido utilizados desde a antiguidade
para o conhecimento humano, como Aristételes e Hipdcrates, para o conhecimento
médico. No decorrer da histéria sdo inUmeros os ganhos de conhecimento vindos do
uso de animais de pesquisa. Atualmente, ainda sdo necessarios. O uso de animais
experimentais permite o conhecimento de fatos que ndo sdo possiveis utilizando

métodos in vitro.

Na busca do conhecimento dos fenémenos fisiopatolégicos que ocorrem na
leishmaniose, 0 uso de animais tem sido de intensa importancia. Os modelos mais
utilizados sédo o C57BL/6, C57BL/10 e BALB/C, além de outras linhagens, utilizadas

quando sao procurados aspectos mais especificos.

A linhagem C57BL € composta de animais geneticamente idénticos
(isogénicos) e foi desenvolvida em 1921, por Charles Cook Little, no centro de
pesquisa Cold Spring Harbour. A partir dessa linhagem inicial, em 1932, no Jackson
Laboratory, foram criadas as linhagens C57BL/6 e C57BL/10 (SNELL; LITTLE, 1975).
A sub linhagem C57BL/6J foi a primeira a ter seu sequenciamento genético finalizado,
em 2002, e cujo cadigo genético foi comparado ao humano, em 2009 (WATERSTON
etal., 2002, CHURCH et al., 2009), o que tem gerado inUmeras pesquisas em genética
e transgenia. Por serem isogénicos, € possivel coletar dados e combina-los com
outros obtidos anteriormente, levando a uma caracterizagao fenotipica bem definida.
Esse conhecimento permite que a pesquisa seja mais acurada, clara e objetiva,
explorando os fatos conhecidos, considerando pontos de susceptibilidade e

resisténcia, de interacdes que permitem avangos precisos.
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Estudos realizados com a sub linhagem C57BL/6 demonstraram que a
resisténcia a Leishmania major € relacionada com a resposta imunolédgica associada
ao linfocito CD4+ Thl, que respondem a infecc¢des, produzindo Thl, que induz a
producao de interferon gama (INF-y) e Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF-a). Ambos
induzem a producéo de 6xido nitrico, que é toxico para o parasita (LORIA, 2011; LIEW
et al., 1997, MURRAY, DELPH-ETIENNE, 2000). Além disso, devido a resposta do
tipo Thl, ha diminuicdo da resposta do tipo Th2, comum em animais susceptiveis a

essa espécie de Leishmania (MILLS, 2000).

Ainda que a infeccdo cutanea pela Leishmania major esteja bem conhecida, ha
ainda a necessidade de conhecer como agem as outras espécies e a patofisiologia
dos diferentes tipos de quadros clinicos. O camundongo C57BL/6, resistente a L(L.)
major, € susceptivel a L. (L.) amazonensis e L. (L.) mexicana e apresenta quadro
clinico crénico. Entre as espécies do parasito, existem fatores de viruléncia diferentes,
que resultam em acles diferenciadas no sistema imunolégico do hospedeiro e,
consequentemente, patologias diferenciadas (MCMAHON-PRATT; ALEXANDER,
2004) A susceptibilidade varia, de acordo com a linhagem, como também a resposta
imunoldgica. Ainda ndo é conhecido como a L. (L.) amazonensis age nesses animais.
E, quanto a L. (L.) mexicana, sabe-se que a resposta esta, em parte, relacionada a
Interleucina 12 (IL-12) no estagio tardio da doeng¢a, mas n&o no inicio da infec¢édo
(AGUILAR-TORRENTERA et al., 2002) e que a resposta Th2 é presente, ainda que
em baixo nivel, com controle da replicacdo do parasito e da disseminacéo visceral,
demonstrando uma susceptibilidade intermediaria (AGUILAR-TORRENTERA et al.,
2002; ROSAS et al., 2005)

A partir do conhecimento da patofisiologia da infeccao, € possivel desenvolver
medicamentos e vacinas. A partir dos estudos na linhagem C57BL/6 sobre a patologia
da L. (L.) major, foi possivel iniciar o desenvolvimento de uma vacina, que tem
protecdo de até 80%. Diante do desconhecimento da forma como se desenvolve a
doenca causada por outras espécies de Leishmania, ainda € necessario o uso de
modelos animais como o camundongo C57BL/6. O fato de ser parcialmente
susceptivel permite a avaliagdo de tratamentos e a eficacia de vacinas nessa

linhagem.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Verificar a eficacia in vivo da utilizacao sistémica do antimoniato de N-metil-glucamina

associado a terapia fotodinamica topica com ftalocianina cloro-aluminio de formulacéo

lipossomal para o tratamento da leishmaniose cutanea causada por Leishmania (L)

amazonensis.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a eficacia do tratamento da leishmaniose cutanea causada pela
Leishmania (L) amazonensis por meio da associacao da terapia fotodinamica
com ftalocianina cloro-aluminio de formulacdo lipossomal e tratamento

sistémico com N-metil-glucamina.

Comparar os resultados do tratamento por meio da associacdo da terapia
fotodindmica com ftalocianina cloro-aluminio de formulacdo lipossomal e
tratamento sistémico com antimoniato de N-metil-glucamina com o tratamento

considerado como padrao ouro.

Avaliar a possibilidade de reducdo das doses do antimoniato de N-metil-
glucamina associadas a terapia fotodinamica com ftalocianina cloro-aluminio

lipossomal no tratamento da Leishmaniose cutanea.

Investigar a possibilidade de reducédo dos efeitos adversos do antimoniato de
N-metil-glucamina, associada a terapia fotodindmica com ftalocianina cloro-

aluminio lipossomal.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 TIPO DE ESTUDO
Estudo in vivo, do tipo experimental em modelo animal camundongo C57BL/6.
3.2 CEPAS DE Leishmania

Foram utilizadas formas promastigotas de Leishmania (L.) amazonensis
(MHOM/BR/PHS8) oriundas da OMS, identificadas pela técnica de isoenzimas e
anticorpos monoclonais, mantidas em culturas crio preservadas em nitrogénio liquido
(—=196°C). As culturas foram periodicamente inoculadas em camundongos isogénicos

para assegurar a infectividade e garantir a viruléncia dos indculos.
3.3 CONTAGEM DOS PARASITOS

Feita a replicagcdo das formas promastigotas, a contagem de parasitos foi
realizada com o uso da camera de Neubauer Inlab (S&o Paulo, Brasil) (FIGURA 16).
Dois quadrantes opostos foram contados calculada a média, e 0 nimero de parasitos
foi dividido por dois. Os parasitos foram suspensos em uma diluicdo com 10 pL do
meio de cultura e 90 yL de PSB, homogeneizada, e a camara de Neubauer foi
preenchida com uma por¢do aliquota dessa suspensdo, na fase logaritmica de

crescimento.

Figura 16: CaAmara de Neubauer utilizada na contagem dos
parasitas

\' CAMARA DE NEUBAUER
. Dupla Espelhada

IMPROVED
BRIGHTUNE
| mewacyromeren 0.100 M. DEEP
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Figura 17: Adapta(;ao da camara para microscopio de campo claro

| fillll lIIlIII =
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A Figura 17 mostra a camara de contagem adaptada para microscopio de
campo claro. Ainda conforme a Figura 16, a area destacada com “L” corresponde a
parte da camara para contagem de parasitos. Foram estabelecidos os critérios de
contagem: ndo foram contadas rosetas ou emaranhados e as formas promastigotas
em divisdo avancada foram contadas como dois. Por outro lado, as formas no inicio
da divisdo foram contadas como um. As formas que estavam sobre a linha e muito
proximas ao quadrante também foram contadas. A quantidade em volume de meio de
cultura que contém 3x10° formas de promastigotas de Leishmania amazonensis por
poco foi obtida apos trés contagens em camara de Neubauer e obtencdo da média

das formas promastigotas.

3.4 ANIMAIS

Foram adotados 9 grupos, cada grupo composto por 6 animais fémeas adultas,
(n = 54 animais) da espécie Mus musculus, cepa C57BL/6, com aproximadamente
239, e provenientes do Centro Multidisciplinar para Investigacio Biolégica na Area da
Ciéncia em Animais de Laboratério (CEMIB), da Universidade Estadual de Campinas

(UNICAMP). Todos os animais utilizados neste estudo possuiam atestado sanitério,
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gue comprova que o0s animais estavam livres de agentes patogénicos. Desses grupos,
7 foram de tratamento. O oitavo grupo foi mantido com infeccéo e sem tratamento
para servir como controle comparativo. O nono grupo foi o controle saudavel, sem

infeccdo e sem tratamento.

Sobre a imunologia da Leishmania amazonensis, € possivel descrever que ela
induz uma resposta imune de células T auxiliares do tipo Th2, isso ajuda a ativar
células B, que por sua vez atua na producdo de anticorpos. Ja a L. major induz
resposta do tipo Thl em camundongos CBA, atuando na ativacdo de macréfagos,
possibilitando a ocorréncia de resposta imune mediada por células. E possivel que a
suscetibilidade dos camundongos C57BL/6 para L. amazonensis a auséncia de
resposta imune Th1l, entretanto ela ndo € controlada exclusivamente por células Th2.
Existem relatos demonstrando que a infec¢cdo desencadeada por L. amazonensis em
camundongos C57BL/10 esteja relacionada a falta da resposta do tipo Thl e por ela
ser suficiente para causar a multiplicacdo parasitaria € como consequéncia o

desenvolvimento da lesdo (RIBEIRO, 2014).

O Quadro 10 apresenta 0 esquema com padrdes gerais para o tratamento com
terapia fotodinamica tépica com ftalocianina cloro-aluminio de formulacao lipossomal

associadas ao antimoniato de N-metil-glucamina.

Quadro 10: Tratamento com TFD com AICIPC associadas ao antimoniato de N-metil-glucamina

CARACTERISTICA ESPECIFICACAO
Cepa de Camundongo C57BL/6
Peso Médio por Camundongo 239
Sexo dos Camundongos Fémea
Idade dos Camundongos 3-4 meses
Via de Administracao Topica e intraperitonial
Tempo de Tratamento 20 dias
Ftalocianina Cloro-Aluminio de formulacéo lipossomal (AICIFt) 0,5 ml
Antimoniato de N-metil-glucamina 10 e 20mg/kg/dia

Fonte: Dados da pesquisa.

A Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia (FMUB) possui Biotério
com ambiente adequado com gaiolas forradas com maravalha esterilizada e controle
de luminosidade, para a manutencéo dos camundongos, cuja idade minima para inicio
do tratamento era de 10 semanas. Ha medico veterinario responsavel pelo Biotério. O

controle de luminosidade foi feito com ciclo de 12 horas no claro e 12 horas no escuro,
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e com agua e racao ad libitum durante todo experimento. Os camundongos C57BL/6
foram adotados por ser o modelo experimental que mais se aproxima do modelo
humano na resposta ou manifestacdo de LC. A maioria das lesbes em cepas de
camundongos C57BL/6 infectados por L. amazonensis, hdo tem cura espontanea e a
suscetibilidade a infeccdo apresenta diferentes graus podendo desenvolver lesdes

cronicas que nao curam.

3.5 AMOSTRAS

Os farmacos empregados para o grupo de tratamento foram fornecidos por
duas Universidades, sendo o antimoniato de N-metil-glucamina fornecido pelo
Hospital Universitario de Brasilia (HUB), Universidade de Brasilia (UnB), e a AICIPC
lipossomal GelPC fornecido professor Claudio Tedesco por meio da Universidade de
Séo Paulo (USP), campus Ribeirdo Preto (FIGURA 18).

Figura 18: Ftal de cloro-aluminio

3.6 CARACTERIZACAO DOS GRUPOS

Os 9 grupos definidos para esta pesquisa foram estabelecidos de acordo com

0S seguintes critérios:
0] Grupo Controle Negativo;
(i) Grupo Controle Positivo;
(i)  N-metil glucamina 10mg SbV/kg/dia-20 dias;
(iv)  N-metil glucamina 20mg ShV/kg/dia-20 dias (padrédo ouro);
(v) Somente laser 10 dias, em dias alternados;

(vi)  Somente AICIPC lipossomal 10 dias, em dias alternados;
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(vi)  Somente TFD com AICIPC lipossomal 10 dias, em dias alternados;

(vii)  N-metil glucamina 10 mg SbV/kg/dia-10 dias + TFD com AICIPC

lipossomal 10 dias, em dias alternados;

(ix)  N-metil glucamina 20mg SbV/kg/dia-20 dias + TFD com AICIPC
lipossomal em dias alternados.

3.7 VIA DE ADMINISTRACAO

Antimoniato de N-metil-glucamina intraperitoneal e AICIPC lipossomal topica.

3.8 QUESTOES ETICAS

A Comissédo de Etica no Uso Animal (CEUA-FM) da Faculdade de Medicina da
Universidade de Brasilia aprovou todos os procedimentos metodolégicos do estudo
(UnBDoc 83795/2012) (APENDICE ).

3.9 DESENHO EXPERIMENTAL in vivo

O desenho experimental definido para este estudo segue o fluxo conforme

demonstrado na Figura 19.
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Figura 19: Fluxo do desenho experimental in vivo.
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3.9.1 Infeccéao

Todos os sete grupos que receberam os tratamentos e 0 grupo controle positivo,
que foi o infectado e néo tratado, foram infectados com 100 pL concentrado parasitario
de promastigotas de L. amazonensis (MHOM/BR/PHS8) na pata traseira direita, via

intradérmica com o auxilio de uma seringa de insulina contendo 3x10° parasitos.

Apéds 30 dias da inoculacao, realizou-se a confirmacéo da infeccao: (i) por meio
da medida das patas; (ii) com a coleta do exsudado das patas traseiras direitas, o qual
foi analisado mediante a confeccéo de dezesseis laminas de extensdo coradas com
Giemsa, sendo duas para cada grupo, e observagdo em microscopio luz Zeiss Axiopht
(Jena, Alemanha); e (ii) o exsudado foi colocado em meio de cultura NNN, também
avaliado em microscoépio de luz invertida Zeiss Axiopht (Jena, Alemanha). Confirmada

a infeccdo dos animais, iniciou-se o tratamento dos grupos TFD e Sb.

Os animais dos grupos 3 a 9 foram tratados durante o periodo de 20 dias,
periodo que é preconizado pela OMS para tratamento em humanos. Para animais dos
grupos 3, 4, 8 e 9, nos 20 dias, foram realizadas aplicacdes diarias do antimoniato de
N-metil-glucamina. Neste tratamento de 20 dias, a aplicacdo de TFD foi realizada em

dias intercalados, totalizando 10 aplicacdes para 0s grupos.

Para os dias de aplicacdo da TFD, foi necesséario manter o animal sedado para
a aplicacéo do laser sobre a pata. Para tanto, optou-se por anestesiar e sedar os
animais com associacao e aplicacdo intramuscular de xilazina (cloridrato de xilazina),
que produz sedacdo no animal com analgesia e 0 animal retorna ao seu estado
normal, e quetamina (cloridrato de ketamina), que leva normalmente 1 a 5 minutos
para produzir sedagao na qual o animal apenas adormece. Os animais foram mantidos

anestesiados por 40 minutos para aplicacdo das medicacfes (FIGURA 20).
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Figura 20: Sedac&o sob exposicéo aluz vermelha

R :

Esta técnica consiste na imobilizagdo do camundongo em decubito ventral,
extensdo do membro posterior esquerdo e inje¢do da solucdo na regiao postero-lateral
da coxa. A associacao padrdo € de 10 mg/kg de xilazina e 90 mg/Kg de quetamina,
sendo o célculo realizado para o peso médio do animal, que foi de 23g. Para isso, foi
utilizada uma seringa de 1 ml. Entdo, esperou-se cerca de 3 minutos até que a
associacdo dos anestésicos fizesse efeito e, com o animal sedado, foi aplicado 500
pL do gel contendo AICIPC sobre a leséo, perfazendo uma camada de 1 a 2 mm na
pata direita traseira, que foi envolvida em folha de aluminio de 3x4 cm para evitar
penetracdo da luz (FIGURA 21).
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Este valor foi determinado pela area da lesdo (tamanho da pata). Apds a

sedacao, os animais foram levados a uma sala reservada do laboratorio de cirurgia
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experimental (CIEX), por apresentar um ambiente totalmente escuro, impedindo a
ativacdo da ftalocianina antes da absor¢cdo. Foram aguardados mais 15 minutos até
gue houvesse absorcao (pelo menos parcial) do gel pela pele do animal. A aplicacéo
do gel foi feita com o auxilio de uma haste flexivel estéril descartada apos a aplicacao
para cada animal. A folha de aluminio foi removida e entdo a pata contendo o gel foi
exposta a irradiagdo de luz visivel, com comprimento de onda 670 nm, liberando 100
J/cm? a uma intensidade de 80 mW/cm?, o que determina um tempo de exposi¢do de
15 minutos. Durante os 15 minutos de aplicacdo do laser, optou-se por aplicar gaze
embebida em solucéo fisiolégica a 0,9% para evitar o ressecamento do globo ocular
dos animais. A distancia entre a fonte de luz e a leséo foi de 05 cm. ApGs cada sessao
de TFD, os residuos do gel foram removidos utilizando-se soro fisiolégico 0,9% e o
animal retornou ao seu estado de alerta apds cerca de 10 minutos do término da
aplicacéo, em sala especifica sob observagdo para avaliagdo do retorno anestésico.
Confirmado o retorno anestésico, os animais foram devolvidos ao biotério da

Faculdade de Medicina.

No grupo ShY, os animais receberam aplicacbes de SbY (N-metil-
glucamina/antimoniato de N-metil-glucamina®) por via intraperitoneal na dose 0,04 e
0,02g Sh¥Y/mg/dia (adaptado da dosagem humana usada que é de 20mgShb'/Kg/dia),
com seringas de 1mL durante 20 dias corridos, realizando-se uma aplicacéo diaria, no
periodo das 14 as 16 horas. Para chegar a essa concentracdo, optou-se por realizar
a diluicdo do antimoniato de N-metil-glucamina: 1 mL de antimoniato de N-metil-
glucamina foi diluido em 19 mL de &gua de injecédo. Desta forma, foi possivel realizar
a aplicacdo com seringa de 1 mL. Ja a TFD com AICIPC lipossomal foi feita em dias
alternados. Para evitar vieses na avaliacdo de lesdo hepatica e renal ocasionada pelo
anestésico todos os animais foram anestesiados, independente da necessidade da
utilizacdo da TFD, e os animais que ndo estavam em tratamento, ou seja, grupo
infectado sem tratamento (Grupo 08) e o grupo saudavel (Grupo 09) receberam a
mesma dose de solucdo fisiolégica a 0,9% para que passassem pelo mesmo estresse

gue os demais grupos.
3.9.2 Confirmacéao da infeccéo

Apbs 30 dias da inoculagédo das formas promastigotas de L. amazonensis, 0s
camundongos foram submetidos a avaliagdo que objetivou confirmar a infeccdo para

gue o tratamento fosse iniciado. Para tanto, foram utilizados trés testes: (i) o primeiro
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foi teste clinico, com avaliacdo das patas dos camundongos; (ii) realizou-se também

culturas em meio NNN; e (iii) laminas de extensdo coradas com Giemsa.

3.10 EUTANASIA DOS ANIMAIS

Para a coleta de sangue que ocorreu no momento que antecedeu a eutandsia,
0s animais foram anestesiados com 10mg/kg de xilazina e 90mg/kg de quetamina, ou
seja, a mesma dose administrada no tratamento com TFD. Entretanto, como foi
realizada a puncdo intracardiaca, para evitar o sofrimento, foi feito um botéo

anestésico com 0,02ml de xilocaina logo abaixo do externo do animal.

ApoOs anestesia dos animais por via intramuscular; foi feita a coleta do sangue
por puncéo cardiaca para envio ao Nucleo de Apoio a Pesquisa (NAP) dos laboratorios
SABIN, para avaliacdes hematoldgicas e bioguimicas. Feita a coleta, os animais foram
levados a camara de saturacdo de CO: (fornecida pelo Laboratério de Cirurgia
Experimental da Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia), fechada de
maneira a atingir uma saturacéo superior a 70%, onde 0s animais foram eutanasiados
individualmente até a parada cardiorrespiratoria. Na sequéncia, realizou-se a
dissecacdo mais asséptica possivel da pata traseira direita de dois camundongos de
cada grupo. Esta técnica consistiu em fazer assepsia das patas inoculadas com alcool
iodado que, em seguida, foram maceradas com o auxilio do homogeneizador
(FIGURA 22), em meio de cultura Schneider acrescido de 20% de soro fetal bovino

inativado a 0,2% de sulfato de gentamicina.

Figura 22: Homogeneizador utilizado para a
trituracdo e preparo das patas dos camundongos
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ApOs a retirada da pata, foi realizada uma incisédo na linha alba dos animais
para extracdo do rim e do figado para a avaliacdo de toxidade da droga, conforme
sera apresentado no item 3.14. Logo apds, o rim e o figado foram retirados e levados
a solucéo de formalina a 10% a fim de serem encaminhados a confeccéo de laminas
histoldgicas. Para o descarte, os cadaveres foram devidamente alocados em sacos
plasticos brancos e mantidos sob refrigeracdo a -20°C, no freezer do biotério da

Faculdade de Medicina da UnB, para posterior incineracao.

3.11 CRITERIOS DE AVALIACAO DE EFICACIA

Apos as formas de tratamento indicadas, os animais foram avaliados segundo
os critérios de: (i) medicdo das patas; e (ii) critérios parasitoldgicos (diluicédo limitante,

esfregaco de linfa).

3.12 MEDICAO DAS PATAS

O diametro das patas inoculadas dos camundongos foi medido com o auxilio
de dois paquimetros milimétricos Mitutoyo® (S&o Paulo, Brasil) (Figura 23), com
precisao de décimos de milimetro. A medic&o ocorreu em seis momentos distintos: (i)
antes de infectar os animais; (ii) dois dias ap0s a infeccao; (iii) 30 dias ap0s a infeccao;
(iv) apés 10 dias de tratamento; (v) apos 20 dias de tratamento; e (vi) 60 dias apés o

término do tratamento.

Figura 23: Paquimetros milimétricos utilizados para medi¢cédo das patas dos
animais em diferentes momentos
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A medicdo das patas foi realizada de forma duplicada durante todo o
experimento, de forma a garantir a integridade dos resultados métricos, sendo
adotada a média dos valores obtidos em cada medi¢do. Sobre o processo de medicao,
0 paquimetro foi posicionado na parte central do coxim plantar dos animais, para

padronizar a realizacao das medidas.

3.13 AVALIACAO DA EFICACIA POR MEIO DE CRITERIOS
PARASITOLOGICOS

Apos 10 e 20 dias que os animais estavam sendo tratados e apds 60 dias do
término do tratamento, foram coletadas amostras por puncéo das patas inoculadas de
todos os animais do experimento para a confeccdo das culturas tradicionais
suspensas no meio bifasico NNN e pesquisa de amastigotas em esfregacos fixado e

posteriormente corado pela coloracdo de Giemsa em laminas de extensao.

A avaliacdo das laminas foi feita com o auxilio do microscopio de luz Zeiss
Axiopht um dia apés a confeccdo das laminas e a as culturas foram avaliadas
diariamente por um periodo de um més. Como critério parasitoldgico, foi feito também
o método da diluicdo limitante. Por meio deste método, é possivel fazer a estipulacéo
da quantidade provavel de formas amastigotas de Leishmania viaveis na pata do
animal, feito a partir da sua disseccéo e assepsia para evitar contaminagéo. Para isso,
foi feita a trituracdo em meio de cultura liquido Schneider (Sigma®) acrescido de 10%
de soro fetal bovino e 0,2% de gentamicina, seguido de culturas em placas tipo ELISA
(96 pocos) em sucessivas diluicdes de 10 vezes. Para esse método, foram utilizadas
as patas de dois camundongos diferentes por grupo de estudo. Caso houvesse uma
amastigota em cada poco, cresceriam formas promastigotas apos cerca de 24 a 72

horas em estufa a 26°C.

Para a realizacdo da leitura, utilizou-se microscopio de luz invertida com
objetiva de aumento 40 vezes, onde observou-se a presenca ou auséncia de formas
promastigotas em cada poco que foram anotadas para controle. Os resultados obtidos
foram analisados com auxilio do software ELIDA que calculou o niumero provavel de
formas amastigotas por pata utilizada. A confeccao das culturas de diluicédo limitante
seguida pelo método colorimétrico com o uso de MTT (brometo de 3(4,5 dimetiltiliazol-

2,5-difenil-tetrazolio) teve o objetivo de estimar as formas amastigotas de L.
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amazonensis viaveis na pata do animal, ou seja, € analisado se o tratamento diminui
o numero de Leishmanias, por meio do processo de dissecacao da pata do animal,
sua trituracdo em meio de cultura liquido Schneider (Sigma®), seguida de culturas em
placas ELISA de 96 pocos em sucessivas diluices de 10 vezes da linha A até a H
sendo as trés ultimas colunas deixadas sem a solugdo com a pata macerada para

servir de controle negativo.

Figura 24: Microplaca de Elisa de 96 poc¢os a dilui¢&o limitante
"j,l s D T e 4 AC Rtwwst (@ )y i | 1.2.

Conforme a Figura 24, que apresenta a microplaca de Elisa de 96 pocos a
diluicdo limitante, a linha A representa a linha mais densa e a H, a mais diluida. No

caso das colunas, as de numero 10, 11 e 12 sao os controles negativos.

3.14 CRITERIOS DE AVALIACAO DE TOXIDADE

Para a avaliagédo da toxidade do protocolo de tratamento estabelecido para este
estudo, foram confeccionadas laminas histologicas do rim e do figado, bem como
realizadas dosagens bioguimicas de albumina, transaminase glutamico oxalacética
(TGO ou AST), transaminase glutamico piravica (TGP ou ALT), fosfatase alcalina,
gamaglutamil transferase (GGT), bilirrubinas (total, direta e indireta), ureia e
creatinina, a partir do sangue coletado por puncao cardiaca (antes da eutanasia, com
0S animais previamente anestesiados).

3.15 AVALIACAO HISTOLOGICA POR LAMINA

Apbs a eutanasia dos animais por saturacao de oxigénio CO: foi realizada uma
incisdo, mais asseéptica possivel, na cavidade abdominal, para a extracdo do rim e do
figado, sendo dois animais por grupo, considerando o conjunto total. Os 6rgaos foram

67



lavados com solugéo salina a 0.9% e colocados no fixador Davidson/acido acético, na
proporcgéo de 1:9, por 10 horas, a 4°C. Feito isso, o fixador foi substituido pelo alcool
a 70° e entdo o material foi mantido a 4°C até a proxima etapa. Para a inclusdo em
parafina, os orgdos foram mantidos na solucdo de alcool 70°C e passaram por
sucessivas fases de desidratagcdo em alcool 80°, 90°, 100°. Os fragmentos foram
diafanizados com uma solucao alcool/xileno na propor¢ao de 1:1, seguida de 3 banhos
em xileno. Apds isso, foram colocados em 3 banhos de parafina a 56°C e o material
foi incluido na parafina com o auxilio de barras metalicas (3x3cm). Todas as etapas,
da desidratacéo até os banhos de parafina, tiveram duracdo de uma hora. Quando a
parafina solidificava, o material era retirado das barras.

Os orgaos foram cortados com o uso de um micrétomo. Os cortes tiveram
espessura aproximada de 4 a 5 micrémetros, e entdo levados ao banho-maria a 35°C
e coletados com laminas limpas e identificadas. As laminas foram mantidas por 24
horas na estufa a 37°C para que o material tivesse perfeita adesdo. A analise foi
realizada em microscopia de luz Zeiss Axiopht (Jena, Alemanha), sob supervisédo de

um patologista.

3.16 EXAMES BIOQUIMICOS REALIZADOS EM PARCERIA COM OS
LABORATORIOS SABIN

Logo apds o término do tratamento, que ocorreu no 21° dia, os animais foram
anestesiados com xilazina e quetamina por via intramuscular e entéo foi procedida a
coleta de sangue por puncao cardiaca, utilizando-se seringa de insulina sem EDTA,
sendo este transferido para microtubos préprios para soro, fornecidos pelos
Laboratérios Sabin. O soro foi separado por centrifugacéo, devidamente etiquetado

pelos pesquisadores, e levado aos Laboratérios Sabin para as dosagens solicitadas.

Aos Laboratérios Sabin couberam as dosagens de albumina, transaminase
glutamico oxalacética (TGO ou AST), transaminase glutamico piravica (TGP ou ALT),
fosfatase alcalina, gamaglutamil transferase (GGT), bilirrubinas (total, direta e

indireta), ureia e creatinina nos animais dos grupos de 1 ao 9, totalizando 54 animais.
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3.17 ANALISE ESTATISTICA

As andlises estatisticas foram realizadas usando o software IBM SPSS
Statistics versao 22.0. As variaveis quantitativas foram testadas para distribuicdo
normal com o teste de Shapiro-Wilk. Para a comparacao das médias do diametro das
patas entre os grupos analisados (comparacdes verticais), foi usada Analise de
Variancia (ANOVA; dados normalizados), seguida pelo pos-teste de Tukey. Possiveis
diferencas dentro de cada grupo (comparacdes horizontais: antes da infeccéo, 2 e 30
dias apds a infeccdo, 10 e 20 dias ap0s o tratamento, e 60 dias apdés o fim do
tratamento) foram verificadas pelo teste T para amostras pareadas. Valores de p<0.05

foram considerados estatisticamente significativos.

Para analise estatistica da variavel “MTT” foi aplicado o teste de Kruskal Wallis
para a comparacao entre os grupos (dados ndo-normalizados) e, a posteriori, 0 teste
de Mann Whitney, para as comparacdes 2-a-2. Para avaliar a diferenga entre os
tempos, dentro de um mesmo grupo, foi utilizado o teste de Friedman e, apds, o teste
de Wilcoxon. Valores com p-valor < 0,05 foram considerados significativos.

Como base de célculo do MTT, célculo de % de células viaveis, foi utilizada a

formula;

Absorbancia das amostras—absorbancia do branco

% de viabilidade celular =

Absorbancia do controle positivo—absorbancia do branco

A média usada para os calculos do % de células viaveis dos controles positivos
foi a média de apds 20 dias de tratamento (mais alta e considerada como 100% em
relacdo aos controles positivos). Para os tratamentos, as médias usadas foram
aguelas dos controles positivos de cada tempo de tratamento (consideradas como

100% em relacdo aos tratamentos).

Para avaliar a associacdo das variaveis culturas em meio NNN e laminas de
extensdo com o grupo apos 30 dias de infeccdo, 10 e 20 dias apos o tratamento e 60
dias apos o fim do tratamento, foi aplicado o Teste Exato de Fisher que, esse teste
quando significativo, indica que ha associacdo entre as variaveis em estudo, ou seja,
demonstra que o grupo influencia o resultado nas laminas de extensao ou cultura em
meio NNN (FIELD, 2009).
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A fim de comparar o peso entre os grupos, foi utilizado o teste ndo-paramétrico
de Kruskal-Wallis. Para as comparacgfes 2 a 2, aplicou-se o teste ndo-paramétrico de
Mann-Whitney. Para avaliar estatisticamente a toxicidade dos dados bioquimicos,

utilizou-se o software SPSS.

3.18. PROCEDIMENTOS PARA CARACTERIZACAO DA PARTICULA
DE LIPOSSOMA

As amostras de particulas de lipossoma em gel foram colocadas com auxilio
de espatula sobre as telas de MET previamente cobertas com Formvar®, aguardou-
se 3h para secagem em temperatura 25°+ 2°C e, em seguida, as eletromicrografias
foram obtidas pelo Microscépio Eletrénico Transmissdo (MET), JEOL 1011 (Jeol,
Toquio, Japao). As particulas foram levadas para Microscopio de Varredura (MEV),
JEOL JSM-7001F (Jeol, Téquio, Japéo / sistema EDS (Energia dispersiva de raio-X)
no Laboratério de Microscopia Eletrénica da UnB. Dessa forma, foi possivel verificar
as caracteristicas morfologicas e arquitetbnicas da solucao em gel do lipossoma e a
constituicdo de seus atomos. O diametro médio das particulas de lipossoma foi
calculado pelo programa Image-Pro Plus 6.0 com imagens do MET.

Para verificar o indice de polidispersdo (ldp), potencial Zeta e diametro
hidrodindmico das particulas lipossomais, utilizou-se o equipamento ZetaSizer Nano
ZS (Malvern Instruments, Malvern, UK) do Laboratério de Nanobiotecnologia da UnB.
As amostras da solucdo em gel do lipossoma foram diluidas na propor¢édo 1:50 com

agua destilada para leitura no ZetaSizer.

4 APRESENTACAO DOS RESULTADOS

Esta sessdo tem uma estrutura na qual os resultados sdo apresentados por
categoria, as quais sejam: particulas de lipossoma; diametro das patas; eficacia por
meio da confeccdo de culturas em meio bifasico NNN; eficacia do tratamento por meio
da confeccdo de laminas de extenséo; eficacia do tratamento por meio da avaliagéo

da viabilidade celular.
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4.1 PARTICULAS DE LIPOSSOMA

O didametro médio da solucéo lipossomal analisadas pelo MET foi 52.9 + 12.4
nm (FIGURA 25). A caracteristica morfolégica foi obtida pelo MEV, a solucédo em gel
de lipossoma apresentou varias camadas e entre elas presenca dos lipossomas em

formatos disformes provavelmente pelo processamento da técnica.

Figura 25: Didmetro médio da soluc¢ao lipossomal
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Fonte: Ribeiro (2014).

Foi possivel também observar mais livres (fora das camadas do gel) a presenca

de fragmentos do aluminio no formato cubico com superficie lisa (FIGURA 26).

Figu
b

ra 26: Fragmentos cUbicos e lisos de aluminio
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Fote: Ribeiro et al. (2015).
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O sistema EDS confirmou a presenca marcante dos ions Si, Na, Mg, Al, K, Ca

em toda amostra analisada (FIGURA 27). Esses dados confirmam a natureza dos

compostos presente nas amostras sintetizadas.

Figura 27: Presenca dos ions Si, Na, Mg, Al, K, Ca
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Fonte: Ribeiro et al. (2015).

Quadro 11: Resultados quantitativos para SDS
Linha Elemento | Contagem liquida Peso % Atom % Férmula Compnd %
CK 1327 2.89 5.87 C 2.89
OK 20709 34.07 51.95 6] 34.07
Na K 4706 2.83 3.00 Na 2.83
Mg K 5516 2.70 2.71 Mg 2.70
Al K 1162 0.51 0.46 Al 0.51
Si K 79930 34.66 30.11 Si 34.66
K K 640 0.48 0.30 K 0.48
CakK 7238 5.95 3.62 Ca 5.95
Au M 13891 15.91 1.97 Au 15.91
Total 100.00 100.00 100.00

Fonte: Ribeiro et al. (2015).

O diametro médio das particulas lipossomais medido pela ZetaSize foi

266.915.2. O indice de polidisperséo da solucao lipossomal ficou em 0.55+0.04.
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4.2 DIAMETRO DAS PATAS EM DIFERENTES MOMENTOS

Este topico apresenta as medidas das lesGes cutaneas (diametro das patas):
antes da infeccéo; 02 dias apos a infeccao; apds 10 dias de tratamento; apés 20 dias

de tratamento; e 60 dias apds o término do tratamento.

4.2.1 Avaliacéao clinica

Em avaliacdo clinica, foi possivel perceber que os animais dos grupos que
receberam o concentrado parasitario apresentaram aumento do didmetro da pata
apos 30 dias de infeccdo. Esse aumento pode ter ocorrido pelo desenvolvimento dos
parasitas na pata do animal que teve, por consequéncia, edema, eritema e reacdes

inflamatorias, que causaram irregularidade e aumento dos tecidos da pata.

A Figura 28 demonstra a diferenca entre as patas dos animais que receberam
infeccdo parasitaria e os que ndo receberam a infec¢do parasitaria. A pata do
camundongo a esquerda, é representada por um dos animais do grupo controle
negativo, ou seja, que nao recebeu infeccdo, apenas solucéo fisioldgica aplicada da

mesma forma que os animais que receberam infecgao.

Figura 28: Patas do camundongo C57BI/6 - Grupo ndo infectado (esquerda) e infectado (direita)

Ndo houve aumento do didametro da pata, os tecidos ndo apresentam
alteracdes. A Figura 28, a direita, mostra a pata de um dos camundongos que foi
infectado com o concentrado parasitario de 3x10® de formas promastigotas de L.

amazonensis em fase metaciclica. Para os animais que receberam o concentrado
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parasitario, foi possivel perceber, apos 30 dias de infec¢do, que houve aumento das
patas e grande sensibilidade na pisada. Os camundongos evitavam a pisada com a

pata que recebeu a infeccao.
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Figura 29: Didmetros das patas antes da infeccédo, 02 e 30 dias ap6s a infeccéo (confirmacgdo da infec¢ao e inicio do tratamento), 10 e 20 dias apds
o tratamento, e 60 dias ap6s o fim do tratamento
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Conforme a Figura 29, os dados correspondem a média e ao erro padréo da
média (EPM). As letras mindsculas indicam diferencas significativas detectadas pelo
teste de Tukey nas comparacgdes verticais (entre 0s grupos), sendo a= significativo
comparado com o controle negativo; b= significativo comparado ao controle positivo
(PBS); c= significativo comparado ao grupo tratado com N-metil glucamina 10 mg; d=
significativo comparado ao grupo tratado com N-metil glucamina 20 mg; e=
significativo comparado ao grupo tratado com laser; f= significativo comparado ao
grupo tratado com ftalocianina cloro-aluminio de formulacéo lipossomal. Os asteriscos
indicam diferencas significativas ao nivel de *p<0,05 ou **p<0,01. As letras mailusculas
indicam diferencas significativas (p<0,05) nas comparacdes horizontais (dentro de
cada grupo) detectadas pelo teste T para amostras pareadas, sendo: A (—) =
significativo comparado a antes da infeccao; B (----- ) = significativo comparado a 02
dias apos infecgdo; C (-..—..) = significativo comparado a 30 dias apés infeccao; D (
—..) = Significativo comparado a 10 dias ap0s o tratamento; E (-......) = significativo

comparado a 20 dias apos o tratamento.

A Figura 30 demonstra a pata de um animal de cada grupo fotografada apdés

60 dias do término do tratamento.

Figura 30: Lesdo cutanea apds 60 dias do término do tratamento
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Foi possivel verificar que dentre os grupos que receberam a infeccdo, o
diametro da pata que mais se aproximou ao grupo do Controle Negativo foi o diametro
da pata dos animais do grupo N-Metil. 20 mg + TFD. Os demais grupos apresentaram
lesdo cutanea indicando menor regressao de infiltrado e possivel maior abundancia

de desenvolvimento do parasita.

4.3 EFICACIA POR MEIO DA CONFECCAO DE 54 CULTURAS EM
MEIO BIFASICO NNN

4.3.1 Avaliacao por culturas em meio NNN

Por meio de culturas em meio NNN, apds 30 dias da infeccdo dos animais,
confirmou-se que praticamente todos os animais que receberam o concentrado
parasitario apresentaram positividade e crescimento dos parasitas nas culturas
(FIGURA 31).

Figura 31: Parasitas visualizados em culturas realizadas em meio NNN

Para a confeccdo das culturas de Leishmania, foi feita puncéo aspirativa de

formas amastigotas do parasita nas patas direitas de dois camundongos por grupo de
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estudo (FIGURA 32). Assim, as formas amastigotas do parasita, inoculadas em meios
de cultura, contendo &gar e sangue de coelho, transformaram-se em formas
promastigotas. Foi utilizado meio liquido Scheneider sobre o NNN para o crescimento
da cultura. As culturas foram mantidas entre 24- 26°C e observadas em microscopia

Optica invertida.

Figura 32: Tubos de culturas de Leishmaniose

A Tabela 1 demostra que em apenas dois dos 48 animais que receberam a
infeccdo nao foi possivel visualizar o parasita antes do inicio do tratamento, para que
assim a infeccéo fosse confirmada, sendo um animal do grupo controle positivo e outro
animal do grupo que foi submetido a agéo do laser como tratamento. Entretanto, apds
10 dias de tratamento, foi feito novamente o teste de culturas em meio NNN e nos dois
grupos os 6 animais positivaram ao teste. ISso comprova que ao inicio do tratamento

todos os animais dos grupos que receberam a infeccdo desenvolveram a doenca.

Tabela 1: Confirmacgéo da infec¢cdo dos animais por pesquisa direta do parasita por culturas
em meio NNN

Culturas
Negativo Positivo Total

p-valor

30 Dias Apos a Infecgao
Controle Negativo
Controle Positivo
N-Metil. glucamina 10 mg
N-Metil. glucamina 20 mg
Laser
Ftalocianina
TFD
N-Metil. glucamina 10 mg + TFD
N-Metil. glucamina 20 mg + TFD
Total

0,000
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No decorrer do desenvolvimento da pesquisa, as culturas em meio bifasico
foram realizadas em 04 momentos diferentes. A primeira confeccao de cultura foi feita
30 dias apds os animais serem infectados, com o objetivo de confirmar a infeccao
antes do inicio do tratamento. Neste momento, 95,89% das culturas realizadas dos
animais que foram infectados positivaram, apresentando crescimento dos parasitas.
Apenas 4,1% das culturas realizadas néo apresentaram positividade. O grupo controle
negativo, no qual os animais receberam aplicacdo de solucéo fisiolégica na pata,

apresentou negatividade em 100% das culturas realizadas, como ja era esperado.

Tabela 2: Relagao de culturas negativas e positivas 30 dias ap6s ainfeccéo, apés 10 dias de
tratamento, ap6s 20 dias de tratamento e 30 dias ap6s o término do tratamento

. Culturas
Teste Exato de Fisher Negalivo POSITIVO p-valor
30 Dias Apoés a Infeccéo
Controle Negativo 6 0
Controle Positivo 1 5
N-Metil. glucamina 10 mg 0 6
N-Metil. glucamina 20 mg 0 6
Laser_ . 1 5 0,000
Ftalocianina 0 6
TFD 0 6
N-Metil. glucamina 10 mg + TFD 0 6
N-Metil. glucamina 20 mg + TFD 0 6
Total 8 46
Apés 10 dias de Tratamento
Controle Negativo 6 0
Controle Positivo 0 6
N-Metil. glucamina 10 mg 0 6
N-Metil. glucamina 20 mg 1 5
Laser 0 6
Ftalocianina 1 5 0,000
TFD 1 5
N-Metil. glucamina 10 mg + TFD 2 4
N-Metil. glucamina 20 mg + TFD 3 3
Total 14 40
Apo6s 20 dias de Tratamento
Controle Negativo 4 0
Controle Positivo 0 4
N-Metil. glucamina 10 mg 1 3
N-Metil. glucamina 20 mg 2 2
Laser 0 4
Ftalocianina 0 4 0,000
TFD 1 3
N-Metil. glucamina 10 mg + TFD 3 1
N-Metil. glucamina 20 mg + TFD 4 0
Total 15 21
60 Dias ApOs o término do tratamento
Controle Negativo 2 0
Controle Positivo 0 2 0,167
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N-Metil. glucamina 10 mg 0 2
N-Metil. glucamina 20 mg 1 1
Laser 0 2
Ftalocianina 0 2
TFD 0 2
N-Metil. glucamina 10 mg + TFD 1 1
N-Metil. glucamina 20 mg + TFD 2 0
Total 6 12

As culturas foram realizadas novamente apos 10 dias de tratamento, utilizando
0 esquema terapéutico estabelecido em estudo. Para este momento, cinco dos 09
grupos em estudo apresentaram culturas negativas. Nos grupos N-Metil. glucamina
20 mg, Ftalocianina e TFD 16% das culturas foram negativas. Ja os grupos N-Metil.
glucamina 10 mg e Laser todas as culturas positivaram, ou seja, 100% estavam
positivas indicando que o esquema terapéutico nao surtiu efeito esperado. O grupo N-
Metil. glucamina 10 mg + TFD apresentou negatividade em 33,3% das culturas

realizadas, sendo o segundo grupo em tratamento com maior efetividade.

Apos 20 dias de tratamento, dois dos 07 grupos em tratamento continuaram
100% positivos: o grupo tratado com Laser e o grupo tratado apenas com Ftalocianina.
Os grupos tratados com N-Metil. glucamina 10 mg e o tratado apenas com TFD foram
equivalentes com 25% das culturas negativas. No grupo N-Metil. Glucamina 20 mg,
apenas 50% das culturas foram positivas. O melhor esquema terapéutico para a
avaliagcdo por culturas foi o grupo N-Metil. glucamina 20 mg + TFD, com 100% das

culturas negativas.

As culturas foram realizadas novamente apds 60 dias do término do tratamento.
Neste momento, os grupos N-Metil. glucamina 10 mg, Laser, Ftalocianina e TFD
apresentaram 100% das culturas positivas. O grupo padrao ouro apresentou 50% das
culturas realizadas positivas. O grupo N-Metil. glucamina 10 mg + TFD permaneceu
com percentual de culturas negativas 50%, apés 60 dias de cessado o tratamento. O

grupo N-Metil. glucamina 20 mg + TFD apresentou 100% de culturas negativas.
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4.4 EFICACIA DO TRATAMENTO POR MEIO DA CONFECCAO E
ANALISE DE LAMINAS DE EXTENSAO FIXADAS E CORADAS COM
GIEMSA

Neste subitem, apresenta-se a avaliacdo por pesquisa direta do parasita por
laminas de extens&do, com a demonstracdo da infec¢cdo dos animais e a relacao de
laminas de extensdo negativas e positivas 30 dias apés a infec¢ao, apds 10 dias de

tratamento, apos 20 dias de tratamento e 60 dias apds o término do tratamento.

4.4.1 Avaliagdo por pesquisa direta do parasita por laminas de extenséo

Para a avaliacdo por meio da confecgéo de laminas de extensdo, foi feita a
coleta do exsudado das patas traseiras direitas de todos os animais do experimento.
Em seguida, foi feita a analise das 54 laminas de extensdo que foram coradas com
Giemsa, sendo seis para cada grupo, avaliadas em microscopio invertido para a

presenca ou auséncia do parasita.

Tabela 3: Confirmacgao da infec¢cdo dos animais por pesquisa direta do parasita por laminas de
extenséo

Culturas

Negativo Positivo  Total p-valor
30 Dias Apds a Infecgéo
Controle Negativo 6 0 6
Controle Positivo 4 2 6
N-Metil. glucamina 10 mg 4 2 6
N-Metil. glucamina 20 mg 4 2 6
Laser 4 2 6
Ftalocianina 5 1 6 0.811
TFD 4 2 6
N-Metil. glucamina 10 mg + TFD 3 3 6
N-Metil. glucamina 20 mg + TFD 5 1 6
Total 39 15 54

Para este teste nao foi possivel encontrar o parasita em todos 0s animais que
receberam a infeccdo, em apenas 15 das 48 laminas de extenséo confeccionadas foi
possivel identificar a fixacdo dos parasitas. Este resultado, que demonstra baixa

sensibilidade, pela pouca quantidade de parasitas coletadas da pata do camundongo.
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Como a pata é muito pequena, muitas vezes a quantidade de material coletada é

pequena e isso pode prejudicar a fixagdo em lamina.

Tabela 4: Relacdo de laminas de extensao negativas e positivas 30 dias ap0s a infec¢ao, ap6s
10 dias de tratamento, ap6s 20 dias de tratamento e 60 dias ap6s o término do tratamento

. Laminas de Extensao
Teste Exato de Fisher . . p-valor
Negativo Positivo

30 Dias Apoés a Infeccéo

Controle Negativo 6 0
Controle Positivo 4 2
N-Metil. glucamina 10 mg 4 2
N-Metil. glucamina 20 mg 4 2
Laser_ . 4 2 0,811
Ftalocianina 5 1
TFD 4 2
N-Metil. glucamina 10 mg + TFD 3 3
N-Metil. glucamina 20 mg + TFD 5 1
Total 39 15
Ap6s 10 dias de Tratamento
Controle Negativo 6 0
Controle Positivo 4 2
N-Metil. glucamina 10 mg 4 2
N-Metil. glucamina 20 mg 4 2
Laser 3 3
Ftalocianina 4 2 0.507
TFD 4 2
N-Metil. glucamina 10 mg + TFD 5 1
N-Metil. glucamina 20 mg + TFD 6 0
Total 40 14
Apo6s 20 dias de Tratamento
Controle Negativo 4 0
Controle Positivo 2 2
N-Metil. glucamina 10 mg 2 2
N-Metil. glucamina 20 mg 3 1
Laser. . 2 2 0,484
Ftalocianina 1 3
TFD 3 1
N-Metil. glucamina 10 mg + TFD 3 1
N-Metil. glucamina 20 mg + TFD 4 0
Total 24 12
60 Dias ApOs o término do tratamento
Controle Negativo 2 0
Controle Positivo 1 1
N-Metil. glucamina 10 mg 1 1
N-Metil. glucamina 20 mg 2 0
Laser 1 1
Ftalocianina 1 1 1,000
TFD 1 1
N-Metil. glucamina 10 mg + TFD 2 0
N-Metil. glucamina 20 mg + TFD 2 0
Total 13 5
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No decorrer do periodo experimental, foram confeccionadas laminas de
extensdo em quatro periodos distintos: (i) aos 30 dias, para confirmar a infeccao,
permitindo o inicio do tratamento; (i) com 10 dias de tratamento, para verificar a
eficacia do esquema terapéutico utilizado; (iii) apos 20 de tratamento, novamente para
verificar se houve eficacia no tratamento; e (iv) apds 60 dias que o tratamento havia
sido finalizado, e verificar se apds cessar o tratamento os parasitas voltariam a se

desenvolver na pata do camundongo (Tabela 4).

Para confeccao das laminas de extensdo (FIGURA 33), foram feitas puncdes
de exsudato das patas traseiras direitas dos animais e, em seguida, fixadas com
metanol absoluto por 1 minuto e coradas pela coloracao de Giemsa.

Figura 33: LAminas de extensdo fixadas para avaliacdo parasitolégica

GPL (R

Apo6s 10 dias de tratamento, os grupos Controle Positivo, N-Metil. glucamina 10
mg, Laser, Ftalocianina e TFD demonstraram resultados, com aproximadamente 33,3

das laminas positivas, ou seja, com a presenca do parasita fixado e corado.

Com 20 dias de tratamento, como pode ser observado na Tabela 4, os grupos
Controle Negativo, N-Metil 20 mg + TFD e N-Metil 10 mg + TFD tiveram resultados
diferentes dos demais grupos. O grupo N-Metil. glucamina 10 mg + TFD apresentou
apenas 75% das laminas positivas e o grupo N-Metil 20 mg + TFD teve 100% das
laminas negativas. Ap6s 60 dias do término do tratamento, foi possivel observar que
os grupos N-Metil. glucamina 20 mg, N-Metil 20 mg + TFD e N-Metil 10 mg + TFD

tiveram 100% das laminas negativas.
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4.5 EFICACIA DO TRATAMENTO POR MEIO DA AVALIACAO DA
VIABILIDADE CELULAR E QUANTIFICACAO DE PARASITAS POR

PATA
Como descrito na metodologia deste estudo, no decorrer do experimento, o

teste MTT, que analisa a viabilidade celular, e o teste de quantificacdo de parasitas
por pata na pata dos animais foram feitos em trés momentos: (i) apés 10 dias de
tratamento, realizados para verificar a eficacia do esquema terapéutico utilizado; (ii)
apos 20 dias de tratamento, novamente para verificar se houve eficacia no tratamento
ao qual os camundongos foram submetidos; e (iii) apds 60 dias que o tratamento havia
sido finalizado, e assim verificar se apds cessar o tratamento os parasitas voltariam a

se desenvolver na pata do camundongo.

Figura 34: Distribuicdo da porcentagem de células viaveis (A) e do nUmero de parasitas por pata
(B) em camundongo C57BL/6 infectados por Leishmania (L.) amazonensis, apds 10 dias de
tratamento, apos 20 dias de tratamento e 60 dias apds o término do tratamento.
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Na Figura 34, as letras mindsculas indicam diferencas significativas detectadas
pelo teste de Mann-Whitney nas comparacdes verticais (2-a-2; entre 0S grupos),
sendo a= significativo comparado com o controle positivo (PBS); b= significativo
comparado ao grupo tratado com N-metil glucamina 10 mg; c= significativo comparado
ao grupo tratado com N-metil glucamina 20 mg; d= significativo comparado ao grupo
tratado com laser; e= significativo comparado ao grupo tratado com ftalocianina cloro-
aluminio de formulacéo lipossomal; f= significativo comparado ao grupo tratado com
TFD; g= significativo comparado ao grupo tratado com N-metil glucamina 10 mg +
TFD. Os asteriscos indicam diferencas significativas ao nivel de *p<0,05 e **p<0,01.
As letras maiusculas indicam diferencas significativas (p<0,05) nas comparacdes
horizontais (dentro de cada grupo) detectadas pelo teste de Wilcoxon pareado, sendo:

A (T ) = significativo comparado a 10 dias de tratamento; B ( ) = significativo

comparado a 20 dias de tratamento.

Apés 10 dias de tratamento, ndo houve diferenca estatisticamente significativa
entre 0 controle positivo e os tratamentos com laser e ftalocianina, que também néo
apresentaram diferenca entre si. Os demais tratamentos reduziram significativamente
0 % células viaveis em relacao a este controle (p=0,001 para os tratamentos com N-
metil glucamina 10 mg, N-metil glucamina 20 mg, TFD e N-metil glucamina 10 mg +
TFD; p=0,002 para o tratamento com N-metil glucamina 20 mg + TFD). O grupo
tratado com N-metil glucamina 10 mg apresentou resultado semelhante ao grupo
tratado com TFD (p=0,462), e ambos foram estatisticamente diferentes dos demais
grupos de tratamento. Ja o grupo tratado com N-metil glucamina 20 mg foi semelhante
ao grupo tratado com N-metil glucamina 10 mg + TFD (p=0,700), e ambos
apresentaram diferencas significativas em relacdo aos demais tratamentos (p=0,000),
enquanto o percentual de células viaveis do grupo tratado apenas com N-metil
glucamina 20 mg+ TFD foi estatisticamente menor ao dos demais grupos (p<0,01)
(Figura 34a).

Em relacdo ao numero de parasitas por pata, apés 10 dias de tratamento n&o
houve diferenca estatisticamente significativa entre o controle positivo e o0s
tratamentos com laser, ftalocianina e TFD, enquanto os tratamentos com N-metil
glucamina 10 mg (p=0,009), N-metil glucamina 20 mg (p=0,003), N-metil glucamina
10 mg + TFD (p=0,16) e N-metil glucamina 20 mg + TFD (p=0,002) reduziram
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significativamente o numero de parasitas em relagdo a este controle. Outras

diferencas podem ser observadas na Figura 34b.

Apo6s 20 dias de tratamento, o % de células viaveis do controle positivo
continuou estatisticamente semelhante aos tratamentos com laser e ftalocianina, que
também continuaram sem apresentar diferenca entre si. Os demais tratamentos
continuaram reduzindo significativamente o % células viaveis em relacdo a este
controle (p=0,001 para os tratamentos com N-metil glucamina 10 mg, N-metil
glucamina 20 mg, TFD e N-metil glucamina 10 mg + TFD; p=0,002 para o tratamento
com N-metil glucamina 20 mg + TFD). O tratamento com N-metil glucamina 10 mg
promoveu reducéo significativa da viabilidade celular comparado ao tratamento com
TFD (p=0,005), e ndo se diferenciou do grupo tratado com N-metil glucamina 20 mg,
enquanto os grupos tratados com N-metil glucamina + TFD foram os que
apresentaram maior reducdo no % de células viaveis e se diferenciaram e de todos
0S outros tratamentos, particularmente o grupo tratado com N-metil glucamina 20 mg+
TFD, que continuou estatisticamente menor aos dos demais grupos (p<0,01) (Figura
34a).

Todos os tratamentos promoveram reducdo significativa do numero de
parasitas por pata em relacdo ao controle positivo apos 20 dias de tratamento,
inclusive aqueles dos grupos tratados com laser e ftalocianina (N-metil glucamina 10
mg, N-metil glucamina 20 mg, TFD, N-metil glucamina 10 mg + TFD e N-metil
glucamina 20 mg + TFD: p= 0,001; laser: p=0,009; ftalocianina: p=0,012). Outras

diferencas podem ser observadas na Figura 34b.

Com 60 dias apos o final do tratamento, 0 % de células viaveis do controle
positivo continuou semelhante aqueles dos tratamentos com laser e ftalocianina, se
diferenciando dos demais grupos (p=0,000). O grupo tratado com N-metil glucamina
10 mg se diferenciou dos demais, por apresentar aumento significativo na viabilidade
celular, inclusive quando comparado ao controle positivo. Os tratamentos com N-metil
glucamina 20 mg e N-metil glucamina 10 mg + TFD apresentaram resultado de
viabilidade celular semelhante entre si e, juntamente com o tratamento com N-metil
glucamina 20 mg + TFD continuaram se diferenciando dos demais (p<0,01), sendo
que a maior reducédo na viabilidade celular continuou sendo observada no grupo

tratado com N-metil glucamina 20 mg + TFD (Figura 34a).
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As andlises do numero de parasitas por pata mostraram resultados
semelhantes em relag&o ao controle positivo, embora algumas diferengas tenham sido
encontradas nas comparagfes entre alguns os tratamentos. Entretanto, a maior
reducdo no numero de parasitas por pata continuou sendo observada no grupo tratado

com N-metil glucamina 20 mg + TFD (Figura 34b).

Em andlise horizontal das Figuras 34a e 34b, ou seja, andlise entre os tempos
de tratamento, foi possivel perceber que ndo houve diferenca estatistica entre os
grupos do controle positivo (PBS), do Laser e o grupo da Ftalocianina. No teste que
avalia a viabilidade celular, (Figura 34a) ocorreu um pico no desenvolvimento dos
parasitas no periodo de 20 dias de tratamento com uma leve reducéo apos 60 dias do
término do tratamento. J& no teste que avalia o nUmero de parasitas por pata, estes
trés grupos também foram semelhantes e apresentaram a maior concentracdo de

parasitas na avaliacdo entre os tempos de tratamento (p<0,05).

O grupo N-metil glucamina 10 mg, tanto no teste que avalia a células viaveis
guanto no teste que avalia o numero de parasitas por pata (Figuras 34a e 34b),
apresentou diminuicdo da quantidade de parasitas entre o periodo de 10 dias de
tratamento e 20 dias de tratamento. Entretanto, teve um aumento significativo apés
60 dias do término do tratamento (p<0,05). Isso indica que o parasita voltou a se

desenvolver apds o encerramento do tratamento.

O grupo N-metil glucamina 20 mg, que é considerado o tratamento padrdo ouro
no teste que avalia a viabilidade celular (Figura 34a) teve aumento da quantidade de
parasitas entre os periodos de 10 e 20 dias, mas apés 60 dias do término do
tratamento, permaneceu estavel com relagdo ao desenvolvimento dos parasitas. Ja
no teste que avalia o numero de parasitas por pata (Figura 34b), ocorreu diminuicao
da quantidade de parasitas entre os periodos de 10 e 20 dias de tratamento com um

leve aumento apo6s 60 dias que o tratamento havia sido finalizado (p<0,05).

O grupo TFD, no teste que avalia 0 % de células viaveis (Figura 34a), teve um
aumento da quantidade de parasitas entre os periodos de 10 e 20 dias. Apoés 60 dias,
os resultados foram os mesmos do periodo 10 dias de tratamento. Ja na avaliacdo de
parasitas por pata (Figura 34b) ocorreu diminuicdo da quantidade de parasitas entre

os tempos de 10 e 20 dias de tratamento e aumento do desenvolvimento dos parasitas

87



apos 60 dias que o tratamento havia sido finalizado, indicado que o parasita voltou a
se desenvolver (p<0,05).

Na avaliacdo do % de células viaveis (Figura 34a) do grupo N-metil glucamina
10 mg + TFD, houve reducdo significativa entre os periodos de 10 e 20 dias de
tratamento. Entretanto, houve aumento da quantidade de parasitas apos 60 dias que
o tratamento havia sido finalizado. No teste que avalia 0 nUmero de parasitas por pata
(Figura 34b), ocorreu diminuicdo da quantidade de parasitas no tratamento realizado
apos 10 e 20 dias de tratamento e uma nova redugdo apés 60 dias do término do

tratamento (p<0,05).

Na avaliacdo horizontal entre os diferentes tempos de tratamentos no grupo N-
metil glucamina 20 mg + TFD, nos testes que avalia 0 % de células viaveis e parasitas
por pata, houve reducdo da quantidade de parasitas entre os periodos de 10 e 20 dias
de tratamento e uma nova reducdo apos 60 dias do término do tratamento (p<0,05),
indicando que apds o encerramento do tratamento o parasita ndo voltou a se

desenvolver (p<0,05).

4.6 TOXIDADE DOS ESQUEMAS TERAPEUTICOS
Neste subitem ser&o apresentados os resultados do peso dos animais durante
e apos o término do tratamento e da comparacdo dos niveis de toxidade feita por

avaliacao histopatoldgica e bioquimica do sangue.

4.6.1 Peso dos animais durante e apds o término do tratamento

A Figura 35 apresenta o peso dos animais nos diferentes periodos de

tratamento conforme metodologia proposta para este estudo.
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Figura 35: Peso dos animais em diferentes periodos do tratamento.
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Na Figura 35, € possivel perceber que ndo houve diferenca significativa entre
0S grupos, exceto no momento de 20 dias de tratamento. Foi feito o teste Mann-
Whitney para comparagéo 2 a 2 em todos oS momentos.

4.6.2. Comparacao dos niveis de toxicidade foi feita por avaliacéo

histopatoldgica e bioquimica do sangue

Os grupos foram tratados de acordo com 0s seguintes esquemas terapéuticos
(Tabela 5):

Tabela 5: Esquema terapéutico para andlise da toxidade

Grupo Representacao cor Numero
Controle Negativo Azul Escuro 1
Controle Positivo Laranja 2
N-Metil. glucamina 10 mg Cinza 3
N-Metil. glucamina 20 mg Vermelho 4
Laser Azul Claro 5
Ftalocianina Roxo 6
TFD Preto 7
N-Metil. glucamina 10 mg + TFD Amarelo 8
N-Metil. glucamina 20 mg + TFD Verde 9

Outra ferramenta proposta para o estudo da toxicidade dos tratamentos foi a
analise histopatolégica do figado e do rim. Para o figado definiram-se cinco critérios:

alteracdo arquitetural (AA), infiltrado inflamatdrio lobular (IL), infiltrado inflamatério
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portal (IP), degeneracao hidrépica (DH) e degeneracdo gordurosa (DG). Para o rim
foram definidos seis critérios: glomeruloesclerose (GE), infiltrado inflamatério tabulo
intersticial (ITI), infiltrado inflamatério glomerular (IG), degeneracdo tubular (DT),
necrose tubular aguda (NTA) e presenca de cilindros proteicos (CC). Os achados
foram graduados de 0 até 4+. Sendo O = auséncia; + = baixa frequéncia; ++ =
frequente; +++ = muito frequente; ++++ = frequéncia alta. Além disso, outros achados

histopatolégicos ndo esperados também foram registrados.

A analise estatistica dos dados bioquimicos, realizada no programa SPSS, foi
feita com o objetivo de comparar os nove grupos entre si considerando a média de
cada parametro pesquisado. As amostras foram coletadas no 20° dia de tratamento e
os dados bioquimicos estudados estédo representados, de acordo com 0s grupos, no

Tabela 6 e graficamente na Figura 36.
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Tabela 6: Resultados das dosagens biogquimicas de camundongos Mus Musculus C57BL/6 fémeas inoculados com Leishmania amazonensis

GRUPO

AZUL
ESCURO

LARANJA

CINZA

VERMELHO

AZUL
CLARO

ROXO

PRETO

AMARELO

VERDE

TRATAMENTO

Saudavel

Infectado s/
tto

Nmg 10 mg

Nmg 20 mg
Laser
FCL

TFD

Nmg 10 mg +
TFD

Nmg 20 mg +
TFD

BILIRRUBINA

TOTAL
(mg/dL)

0,38 +/-
0,125

0,35 +/-
0,150

0,30 +/-
0,000
0,1
0,43 +/-
0,075
0,27

0,23 +/-
0,025

1,10 +/-
0,900

0,99 +/-
0,785

BILIRRUBINA

DIRETA
(mg/dL)

0,32 +/-
0,100

0,29 +/-
0,120

0,24 +/-
0,000
0,04
0,39 +/-
0,070
0,22

0,18 +/-
0,035

0,90 +/-
0,800

0,84 +/-
0,665

BILIRRUBINA
INDIRETA
(mg/dL)

0,06 +/-
0,025

0,06 +/-
0,030

0,06 +/-
0,000
0,06
0,04 +/-
0,005
0,05

0,05 +/-
0,010

0,20 +/-
0,100

0,15 +/-
0,120

TGO
(UIL)

183 +/-
5,000

132,50
+/-
22,500
190,50
+/-
29,500
66,00

260,00
+/-
42,00

219,00
120,50
+/-
7,500
286,50
+/-
169,50
0
798,50
+/-
685,50
0

TGP
(UIL)

38,50
+/-
1,500
40,50
+/-
1,500
36,00
+/-
2,00
41,00
82,00
+/-
34,00
0
31,00
27,50
+/-
1,500
69,00
+/-
45,00
0
136,0
0 +/-
101,0
0

GGT
(UIL)

7,50 +/-
3,500

12,50 +/-
0,500

13,00 +/-
1,00
12,00
11,50 +/-
0,500
10,00

10,50 +/-
0,500

8,50 +/-
2,500

10,50 +/-
1,500

FOSFATASE
ALCALINA
(UIL)

81 +/- 11,000

87,00 +/-
20,000

41,50 +/-
11,500
87,00
44,00 +/-
5,000
70,00

76,00 +/-
3,000

48,50 +/-
36,500

34,50 +/-
18,500

CREATININA
(mg/dL)

0,44 +/- 0,080

0,41 +/- 0,025

0,51 +/- 0,005

0,36

0,42 +/- 0,005

0,29

0,52+/- 0,055

0,57 +/- 0,005

0,53 +/- 0,125

UREIA
(mg/dL)
56,50
+/-
9,500
57,00
+/-
2,000
45,50
+/-
3,500
45,00

46,00
+/- 7,00

48,00
49,00
+/-
5,000

50,50
+/-
3,500

59,00
+/-
8,000

ALBUMINA
(d/dL)

2,85 +/-
0,150

3,15 +/-
0,050

3,30 +/-
0,100
2,70
3,25 +/-
0,050
2,30

3,00 +/-
0,000

4,00 +/-
1,000

3,6 +/- 0,500

Os dados correspondem a média e ao erro padrdo da média (EPM). Onde: TGO =transaminase glutamico oxalacética; TGP =transaminase glutamico
piravica; GGT=gama-glutamil tranferase; mg/dL= miligramas por decilitro; U/L= unidades por litro.
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Figura 36: Médias e o erro padréo dos parametros bioquimicos dos 9 grupos
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O outro critério para o estudo da toxicidade dos tratamentos por meio da analise
histopatolégica foi feito de acordo com as imagens adquiridas em microscépio de luz
Zeiss Axiopht. Neste estudo, os animais de todos 0S grupos apresentaram
macroscopicamente figado aparentemente normal, com coloragdo marrom
avermelhada e consisténcia firme. Ao microscopio de luz, a organizacdo histolégica
do figado dos camundongos consistia em arranjo dos hepatdcitos em corddes
dispostos radialmente a partir de uma veia centro lobular contendo sinusoides e

células de Kupffer. As alteracdes encontradas nas laminas foram as seguintes:

(1) Controle Negativo: Grupo azul escuro, os 2 animais do tempo 1
apresentaram alteragbes. Um deles apenas IL(1+) e o outro IL(1+) e
IP(1+), sendo que nesse animal também foram vistas células de

Kuppfer. No tempo 2, um dos animais apresentou IL(1+) e IP(1+).

(2) Controle Positivo: Grupo laranja, houve alteragcbes em 4 animais: 2
animais do tempo 1, ambos apresentaram IL(1+) e IP(1+); e 2 animais
do tempo 3, sendo que um deles apresentou apenas IL(1+) e o outro
apresentou alteracbes arquiteturais(2+), IL(1+), IP(3+) e necrose em

ponte entre 2 espagos porta.

(3) N-Metil glucamina 10 mg: Grupo cinza, um dos animais no tempo 2
apresentou degeneracdo hidrépica(l+) e o outro animal apresentou
IL(1+), IP(1+) e degeneracao hidropica portal/zona3 (1+). No tempo 3

apenas um dos animais apresentou IL(1+) e IP(1+).

(4) N-Metil glucamina 20 mg: Grupo vermelho: a Unica alteragéo
encontrada foi IL(1+) em um dos camundongos tratados no tempo 1.
Em um dos camundongos do tempo 3 foram encontrados IL(1+) e um
IP(1+).

(5) Laser: Grupo azul claro, um dos animais do tempo 1 apresentou IL(1+)
e IP(1+); ja no tempo 3 um dos animais apresentou IL(1+), IP(2+) e 0

outro animal apresentou IP(1+) e degeneracao hidropica(1+).

(6) Ftalocianina: Grupo roxo, um dos animais do tempo 2 apresentou
IL(1+), IP(1+) e degeneracéo hidrépica(1+); os dois animais do tempo 3
apresentaram alteragbes - um apresentou IP(1+) e o outro

degeneracéo hidréopica(1+).
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(7) TED: Grupo preto apresentou alteracdes nos 3 tempos: no tempo 1 um
dos camundongos apresentou AA(1+), IP(1+) e fibrose portal(1+) com
formacdo de septo entre dois espacos portais; no tempo 2 um dos
camundongos apresentou IL(1+) e degeneracdo hidropica(1+); no
tempo 3 os dois camundongos apresentaram alteracao - um deles com

IL(1+) e 0 outro com degeneracao hidrépica(1+).

(8) N-Metil glucamina 10 mg + TFD: Grupo amarelo: apenas um
camundongo do tempo 1 apresentou IL(1+) e IP(1+) e um camundongo

do tempo 2 apresentou apenas degeneracao hidropica (1+).

(9) N-Metil glucamina 20 mg + TFD: Grupo verde: somente um
camundongo do tempo 2 apresentou IL(1+), IP(1+) e degeneracdo

hidropica(1+)

Vide Quadros 12, 13 e 14.

Quadro 12: Alterac8es hepaticas nos animais tratados durante 10 dias (tempo1l)

. INFILTRADO DEGENARACAO DE
ALTERACAO <

ARQUITETURAL INFLAMATORIO HEPATOCITOS TEMPO

GRUPOS

LOBULAR | PORTAL | HIDROPICA | GORDUROSA

Onde: Foram selecionados ao acaso 02 animais por grupo para coleta dos 6rgéos.
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Quadro 13: Alterac8es hepéticas nos animais tratados durante 20 dias (tempo?2)

GRUPOS

ALTERACAO
ARQUITETURAL

INFILTRADO
INFLAMATORIO

DEGENARACAO DE
HEPATOCITOS

LOBULAR | PORTAL

HIDROPICA | GORDUROSA

Onde: Foram selecionados ao acaso 02 animais por grupo para coleta dos érgéos.

Quadro 14: AlteracGes hepaticas nos animais, apds 60 dias do término do tratamento

GRUPOS

ALTERACAO
ARQUITETURAL

INFILTRADO
INFLAMATORIO

DEGENARACAO DE
HEPATOCITOS

LOBULAR | PORTAL

HIDROPICA | GORDUROSA

TEMPO

Onde: Foram selecionados ao acaso 02 animais por grupo para coleta dos érgéos.
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Com relagdo ao rim, todos os animais deste estudo apresentaram
macroscopicamente aparéncia normal, com coloragédo rosa-vermelha e consisténcia
firme. Ao microscopio de luz, os rins de todos os animais apresentavam-se divididos
em duas zonas: cortical localizada mais externamente, e medular com localizacao
mais central (Figura 37). Na regido cortical, encontram-se os corpusculos renais e 0s
tubulos contorcidos proximais e distais.

Figura 37: Fotomicrografia do tecido hepatico e renal de camundongos C57BL/6 expostos aos
diversos esquemas terapeutlcos

Onde (a) flgado com degeneragao hldroplca (b) infiltrado mflamatorlo lobular (seta); (c) flgado com
infiltrado lobular (grupo laranja); (d) figado infiltrado lobular portal; (e) figado com infiltrado portal (grupo
laranja); (f) figado com infiltrado portal (grupo laranja); (g) glomérulos renais (grupo preto); (h) tibulos
renais sem alteracdes (grupo azul escuro); e (i) rim com cilindros proteicos (grupo verde).

As alteracdes encontradas nas laminas foram as seguintes:
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Controle Negativo: Grupo azul escuro: no tempo 1 um dos animais
apresentou um CC e o outro trés CC. J& no tempo 3, um dos animas

apresentou um CC e o outro do mesmo tempo apresentou trés CC.

Controle Positivo: Grupo laranja: foram encontrados no tempo 1 um
animal contendo um CC e o outro com ITI (1+) além de trés CC; No tempo

2, um dos animais com quatro CC e o outro com apenas 1.

N-Metil. glucamina 10 mg: Grupo cinza: nenhum dos animais apresentou

achados em nenhum dos 3 tempos.

N-Metil glucamina 20 mg: Grupo vermelho: apenas um camundongo do
tempo 3 apresentou um CC.

Laser: Grupo azul claro: ndo foi encontrado nenhum achado nos 3 tempos

observados.

Ftalocianina: Grupo roxo: um animal do tempo 1 apresentou ITI (1+); um
animal do tempo 2 apresentou quatro CC e ITI(1+); no tempo 3 um dos

animais apresentou quatro CC.

TFD: Grupo preto: foram encontrados achados nos trés tempos: trés CC
em um dos camundongos do tempo 1; trés CC em um dos camundongos
do tempo 2; No tempo 3, um dos camundongos apresentou um CC e o
outro animal desse mesmo tempo apresentou edema intersticial além de
trés CC.

N-Metil. glucamina 10 mg + TFD: Grupo amarelo: trés animais
apresentaram os seguintes achados: trés CC em um dos animas do tempo
1; um CC em um dos animais do tempo 2 e no outro desse mesmo tempo

foi encontrado quatro CC.

N-Metil glucamina 20 mg + TFD: Grupo verde: um animal do tempo 1

apresentou um CC e um dos animais do tempo 2 apresentou 9 cilindros.

Vide Quadros 15, 16 e 17.
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Quadro 15: Alterac8es renais nos camundongos, no tempo 1 (ap6s 10 dias de tratamento)

INFILTRADO INFLAMATORIO

TUBULO
ITERSTICIAL GLOMERULAR

DEGENERAGAO
TUBULAR

Onde: Foram selecionados ao acaso 2 camundongos por grupo para coleta dos 6rgéos.

Quadro 16: Alterac6es renais nos camundongos, no tempo 2 (ap6s 20 dias de tratamento)

INFILTRADO INFLAMATORIO

TUBULO GLOMERULAR

ITERSTICIAL

DEGENERAGAO
TUBULAR

NECROSE

TUBULAR | CILINDROS

AGUDA

Onde: Foram selecionados ao acaso 2 camundongos por grupo para coleta dos drgaos.
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Quadro 17: Alteragdes renais nos camundongos, no tempo 3 (apds 60 dias do término do tratamento)
INFILTRADO INFLAMATORIO % NECROSE

GRUPO | GLOMEROESCLEROSE [ TUBULO | o\ oo o | Dooimoian | TUBULAR | CILINDROS | TEMPO
ITERSTICIAL AGUDA

Onde: Foram selecionados ao acaso 2 camundongos por grupo para coleta dos 6rgéos.
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5 DISCUSSAO

Pesquisas relacionadas ao tratamento de pacientes diagnosticados com
leishmaniose tém sido realizadas em todo o mundo. Apesar disso, ainda nao vivemos
um cenario favoravel no que se refere ao arsenal terapéutico que pode ser utilizado
para o tratamento de doentes acometidos por essa parasitose. Para Lopera
Sepulveda (2017), as formas de tratamento atuais consistem em administracdo de
farmacos (parenteral), sobretudo de compostos antimoniais pentavalentes, com
efeitos adversos e alto grau de toxidade que alteram a saude do paciente. A
descoberta de medicamentos efetivos e substancias que auxiliem no tratamento pode
ser o caminho que representa uma medida de controle para a diminuicdo da
ocorréncia de infeccdo e desenvolvimento da doenca na populacdo. Nesse sentido,
os resultados deste estudo podem contribuir para a configuragcdo de novos cenarios
para o tratamento da leishmaniose. O esquema terapéutico que apresentou 0sS
resultados mais promissores foi 0 que utilizou a associacdo do tratamento tépico com
o antimonial pentavalente. Tal associacdo € positiva por permitir que as doses do
antimonial pentavalente sejam reduzidas, reduzindo, assim, os efeitos toxicos
causados por altas doses prescritas para a cura dos pacientes. Resultados
semelhantes e significativos foram encontrados nos estudos de Escobar et al. (2006)
e Dutta et al. (2005), quando demonstraram que houve reducdo na viabilidade de
células que receberam quimioterapia fotodinAmica, quando comparadas as do grupo

controle, comprovando acéo fototoxica e possivel alternativa aos tratamentos atuais.

Existem estudos demonstrando a expansao da doenca em diversas partes do
mundo, indicando a alta capacidade de progressdo e estabelecimento da doenca
entre os mamiferos susceptiveis, sobretudo, o homem. A contencéo dessa parasitose
€ outro fator muito dificil de ser realizado principalmente por possuir um ciclo que
permite o estabelecimento de reservatérios urbanos e de zona rural e silvestre.
Conforme Negréo e Ferreira (2009), a LTA é considerada uma das grandes endemias
no Brasil e na América Latina, com ocorréncias desde o norte da Argentina até a
peninsula de Yucatad. Essa expanséao tornou estudos com este sao essenciais, por
permitirem que médicos humanos e veterinarios tenham a oportunidade de utilizar

mais de uma forma de tratar os pacientes que sao acometidos por esta parasitose.
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O diagnéstico da leishmaniose em pacientes humanos e veterinérios ainda é
muito demorado sobretudo quando os testes séo realizados em estabelecimentos que
nao sao equipados para a realizacao de testes mais complexos que isolem o parasita
ou detectem a presenca do DNA do parasita em pacientes com suspeitas clinicas. Tal
enfermidade é agravada pela incapacidade diagnostica, baixa ocorréncia de
capacitacao técnica dos profissionais de salde e programas especificos e dificuldade

de acesso a cuidados de saude dessas populacdes rurais (ROCHA et al., 2015).

Diante deste cenario, a resisténcia do parasita tem se desenvolvido de forma
muito agressiva e progressiva. Muitos pacientes tém sido tratados por anos com
esquemas terapéuticos que nao surtem efeitos desejados, mas melhoram o quadro
clinico e mantém a infeccdo. Deste cenario, ressalta-se a necessidade de novas
descobertas de substancias e tratamentos que possam agir no combate aos parasitas
de forma mais eficaz. A frequéncia de recidivas ap0s o tratamento foi semelhante a

encontrada por Netto et al. (1999) em outra area de LTA por L. braziliensis.

Conforme a Organizacdo Mundial da Saude, a ocorréncia superior a 90% de
recidivas em até um ano destaca necessidade de controle clinico por, pelo menos, um
ano apos o tratamento (WHO, 2014). Segundo Saravia (1990), a recidiva de LTA pode
ser decorrente de infec¢des persistentes ou reinfecgdes, sendo que 0 autor somente
considerou como recidiva aquela lesdo que ocorresse na cicatriz da leséo original ou
de forma priméria na mucosa, o que pode indicar a reativacdo de infeccéo devido a
faléncia do tratamento ou, no caso da leishmaniose por L. braziliensis, a cura clinica
seria alcancada sem a erradicacdo dos parasitas. Os resultados da associacado da
medicacdo sistémica com a medicacao tépica que foram alcancados neste estudo
podem ser um dos caminhos para a realizacdo de um tratamento mais eficaz. Isso
porque, além do tratamento realizado de dentro para fora, ou seja, com medicacdo
sistémica, foi realizado também o tratamento topico com ftalocianina e TFD, que teve

acao no local especifico da leséo, onde havia muitos parasitas.

O alto custo do tratamento € outro fator que precisa ser observado. Além disto,
Lopera et al., (2017) relacionaram outras desvantagens das drogas tradicionais
usadas para o tratamento da LC, tais como alta toxidade e, mais recentemente, 0
aparecimento de parasitas resistentes as drogas. A opc¢édo de um tratamento topico
gue ajude ou que trate definitivamente o paciente pode representar um grande avanco

para evolucao dos pacientes diagnosticados com LC em todo o mundo. A TFD é uma

101



terapia de interesse atual para o tratamento de enfermidades localizadas e tem
demonstrado efeito anti-Leishmania (LOPERA SEPULVEDA, 2017). Neste estudo, a
terapia topica demonstrou ter eficacia e esse resultado pode impactar nos custos do
tratamento dos pacientes acometidos pela LC Isso porque 0s pacientes precisam
fazer o tratamento em ambiente ambulatorial e o tratamento tépico pode dispensar a

ida do paciente ao ambiente hospitalar.

A toxicidade do tratamento medicamentoso realizado atualmente é outro fator
muito importante e que requer atencdo. J4 na década de 90, Cucé et al., (1990)
apontaram a grande toxicidade do tratamento convencional como sendo um fator
limitante para a cura de pacientes acometidos por LC e descreveram a ocorréncia de
insuficiéncia renal aguda associada a necrose tubular e hipersensibilidade
desenvolvida no decorrer do tratamento com antimoniato de metil-glucamina que
regrediram apos a suspensao do tratamento. Um resultado promissor deste estudo foi
qgue o grupo N-Metil 10 mg + TFD teve resultado semelhante os do grupo N-Metil 20
mg (tratamento padrao ouro), iSso porqgue em muitos casos as doses terapéuticas dos
pacientes tratados com LC é bastante alta. A possibilidade de reducéo destas doses

pode representar avangos para o tratamento de leishmaniose.

Muitos pacientes que desenvolvem a doenga possuem o sistema imunoldgico
debilitado por estarem sendo tratados de outras enfermidades como o HIV e outras
doencas que deprimem o sistema imunolégico. Nestes casos, a toxicidade pode ser
associada a alta quantidade de medicamentos que o paciente € submetido ao decorrer
do tratamento. Neste sentido, a possibilidade de utilizagdo de tratamento adjuvantes,
principalmente os tépicos, pode diminuir os fatores agressivos ao organismo,
aprimorando o tratamento dos pacientes diagnosticados com LC. Nesta perspectiva,
ha de se considerar o uso de fotossensibilizantes, como afirmou Py-Daniel (2017),
com resultados promissores na TFD, destacado o uso das ftalocianinas. Os resultados
deste estudo podem contribuir para 0s pacientes que estdo com o0 sistema
imunoldgico deprimido causado por alguma enfermidade e ja tomam uma grande
guantidade de medicamentos sistémicos e sdo acometidos com leishmaniose, porque
0 tratamento topico causa menores efeitos colaterais e interagbes medicamentosas

nos pacientes.

A principal forma de tratamento do LC consiste na administracao parenteral de

ShV gue apresenta alto grau de toxicidade, e cuja resisténcia tem sido demonstrada
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de forma progressiva e preocupante. Nesse cenario, esquemas terapéuticos mais
eficazes e menos toxicos representariam um avanco como medida de controle da
doenca, uma vez que o tratamento até agora representa a primeira arma a combater
a leishmaniose (NAME et al., 2005; SHARMAN; ALEEN; VAN LIER, 1999).

A TFD é uma terapia topica e promissora de interesse atual para o tratamento
de doencas localizadas que emprega a associacao da triade de oxigénio, fonte de luz
e agente fotossensibilizante, fatores que quando combinados produzem substancias
citotoxicas letais que podem destruir seletivamente células e parasitas como a
Leishmania (AURELIANO et al., 2014; LOPERA et al., 2018; SHARMAN; ALLEN; VAN
LIER, 1999; PELLOSI; DE JESUS; TEDESCO, 2017). O uso de ftalocianina de
aluminio e ftalocianina de zinco sob acao da luz visivel a 670 nm inibiu o crescimento
in vitro de promastigotas de L. chagasi e L. panamensis (ESCOBAR et al., 2006).
Estudos de TFD no tratamento do LC experimental em roedores tém sido promissores,
com reducdo significativa da carga parasitaria e diminuicdo da extensdo da leséo
(RIBEIRO et al., 2016; SBEGHEN et al., 2015; AKILOV et al., 2007), além da
ocorréncia de modulacdo do processo inflamatério (AKILOV et al., 2007). Em
humanos com LC, o uso de TFD obteve bons resultados, embora os dados ainda
sejam limitados (EVANGELOU et al., 2011; VAN DER SNOEK et al., 2008).

O didametro médio das particulas lipossomais medido pela Zetasizer foi 266,9 +
5,2. Esse tamanho é extremamente importante para conduc¢éo de estudos in vivo e in
vitro. Caso o tamanho dos lipossomas fosse grande, acima de 500 nm, comprometeria
sua utilizacdo como veiculo de entrega de farmacos, pois ele seria rapidamente
removido da corrente sanguinea por células de defesa (macréfagos) (IMMORDINO et
al., 2006; RIBEIRO et al., 2016). O indice de polidispersao da solucédo lipossomal (0,55
+ 0,04); indicande-indicou pouca homogeneidade de dispersado. Isso pode ter sido
provocado pela adicdo do farmaco, gerando perda da homogeneidade da composicao
lipossomal. No que se refere ao indice de polidisperséo, alguns fatores puderam ser
determinantes, assim como a adicdo de compostos, 0s quais sejam aluminio,
ftalocianina, entre outros. Foram identificados fragmentos de aluminio na superficie
dos lipossomas, caracterizando os lipossomas com ftalocianina de cloro aluminio. O
hidroxido de aluminio € um adjuvante utilizado em vacinas humana e veterinaria
(SILVA et al., 2004), e aumenta a migracdo macrofagica e neutrofilica para o local de
inoculacdo (RESENDE et al., 2004), o que é positivo, pois pode auxiliar no tratamento
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local da lesdo causada pela leishmaniose (RIBEIRO, 2014). Logo, pode ser
considerado que o aluminio pode ter contribuido para a eficacia do resultado deste

estudo.

Alem-disso,—00 fato de que fragmentos de aluminio foram encontrados em
superficies de lipossomas nao pode ser ignorado. O aluminio, amplamente utilizado
como adjuvante na composicao de vacinas (GUPTA; SIBER, 1995; DA SILVA et al.,
2004), tem sua atividade biol6gica baseada em pelo menos 3 aspectos: (i) formacéo
de deposito de antigeno em tecidos que produzem uma exposi¢do prolongada; (ii)
producdo de antigenos particulados e ativacdo do complemento e estimulacdo dos
macrofagos; e (iii) ativacdo de linfécitos auxiliando no tratamento local da leséo
causada por LC (RIBEIRO et al., 2016; COX; COULTER, 1997; MOTA,; LIMA; MELO,
2006; RESENDE et al., 2004).

Ressalta-se nesta pesquisa a possibilidade de esquema terapéutico que
associa a terapia topica com uma substancia fotossensivel, que quando unidas
possam melhorar a resposta ao tratamento contra LC. Nesse contexto, como indicado
por Py-Daniel (2017), a nanotecnologia tem servido como importante aliada no uso de
AICIPC com a sua associac¢ao a lipossomas, nanoemulsdes, dentre outros (LONGO,
2008). A nanotecnologia permite o desenvolvimento de fatores sensibilizadores de
entrega especifica, possibilitando eficacia fotodinamica para aprimorar o conceito de
outros protocolos de tratamentos, com impacto em varias aplicacdes biomédicas
(PELLOSI et al., 2017).

A nanotecnologia tem contribuido muito para o desenvolvimento de
sensibilizadores especificos para o parto, resultando em maior eficacia fotodinamica
e melhores protocolos de tratamento, com impacto em diversas areas médicas
(PELLOSI; DE JESUS; TEDESCO, 2017). Desta forma, a ftalocianina de cloro-
aluminio na formulagéo lipossomal (AICIPC) foi desenvolvida para mediar a terapia
fotodinamica (TFD) como uma nova abordagem para tratar o CL, com base em
experiéncias ao longo de seus 50 anos de uso no tratamento do cancer (ESCOBAR
et al., 2006; RIBEIRO et al.,, 2016). Os lipossomas séao sistemas de liberacdo de
drogas (DDS) interessantes, pois suas propriedades podem ser reguladas de acordo
com a composicao lipidica, tamanho, carga superficial e método de preparo
(PELLOSI; DE JESUS; TEDESCO, 2017).
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A disponibilizagéo da AICIPC dentro dos lipossomas pode ter representado um
grande avango no que se refere a biodisponibilizacdo da substancia para a acdo no
foco da lesdo cutanea. Os lipossomas facilitam a absor¢cédo e acédo da substancia no
organismo. Como afirmaram Almeida et al. (2011), a ampla disposicdo de
possibilidades que a nanotecnologia viabiliza por meio dos nanossistemas indica que
a biodisponibilizagdo seja avaliada, pois implica na eficacia e seguranca nos sistemas
de liberacdo de farmacos. Assim, no contexto deste estudo, outro ponto que precisa
ser esclarecido esta relacionado a absorcao dos lipossomas contendo AICIPC, pois,
como afirmou Py-Daniel (2017), a biodistribuicdo de nanossistemas é influenciada por
uma miriade de fatores, dentre eles a via de administracdo, propriedades dos

nanossistemas e o ambiente fisiolégico onde sdo administrados.

Pela avaliacao horizontal de cada grupo nos diferentes tempos em que as patas
dos animais foram medidas, foi possivel inferir que o diametro da pata dos animais de

todos os grupos apresentava valores semelhantes antes da infeccao.

A avaliacdo dos diametros da pata dos animais antes e apos o tratamento € um
critério de cura que se aproxima do que é feito na pratica clinica com o paciente no
seguimento da involucdo da lesdo durante o tratamento. Além disso, a diluicao
limitante para a quantificacdo de Leishmania € um método estabelecido e mais
comumente usado (RIBEIRO et al., 2016; CARVALHO et al., 2013; SILVA et al., 2015;
CARDOSO et al., 2010; SAMPAIO; LUCAS; COSTA FILHO, 2009). Os resultados da
diluicdo limitante corroboram os achados de medidas do diametro da pata, onde o
grupo tratado com N-metil glucamina 20mg + TFD superou todos os grupos, incluindo
agueles tratados apenas com N-metil glucamina, mantendo a reducdo no diametro da
pata, % de células viaveis e nUmero de parasitas por pata, mesmo 60 dias apos o final
do tratamento. Isto aproxima-o do controlo negativo (animais saudaveis), indicando
gue o AICIPC foi eficaz como agente fotossensibilizador. Os resultados da contagem

de amastigotas e culturas confirmaram isso.

Além disso, pode ser reduzida a dose do Sbv quando associado a TFD com
AICIPC, sem prejuizos de eficacia em relagéo ao esquema terapéutico ja padronizado
(20mg SbV/kg/dia -20) para a LC. O estudo de Cabral (2017) que utilizou TFD para o

tratamento de LC em modelo murino constatou o efeito benéfico da TFD em duas
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sessbes, sugerindo a ocorréncia de modulagdo do processo inflamatorio. Os
resultados do estudo de Carneiro (2013), que também avaliou a quantidade de
parasitas por pata por meio do método de diminuicdo limitante, indicaram que o
tratamento da leishmaniose com a associacdo de TFD com ftalocianina cloro-aluminio
in vivo reduziram os parasitas da espécie L. amazonensis. Por outro lado, também
ndo houve diferenca estatistica entre os resultados do grupo que foi tratado somente

com ftalocianina cloro-aluminio e o grupo tratado com antimonial pentavalente.

A descoberta de culturas positivas e aumento do nimero de parasitas apés 60
dias do final do tratamento na maioria dos grupos, incluindo N-metil glucamina 10mg
e N-metil glucamina 20mg, pareceu tornar esses grupos vulneraveis a recorréncia.
Doses baixas e descontinuas de SbV e o uso de uma Unica droga parecem ser a
principal causa de recaidas e resisténcia a leishmaniose (SUNDAR; CHAKRAVARTY,
2013; SUNDAR et al., 2001). Os melhores resultados do grupo N-metil glucamina 10
mg + TFD que o N-metil glucamina 10mg e sua semelhangca com os grupos N-metil
glucamina 20mg 60 dias apds o tratamento poderiam indicar a possibilidade de
resisténcia ao farmaco isolado e reiteram os achados de reducao da viabilidade celular
com TFD com AICIPC, corroborando outros estudos (RIBEIRO et al., 2016; DUTTA et
al., 2005; ESCOBAR et al., 2006).

Sobre a negatividade das laminas, para Barbosa (2012), a sensibilidade esta
relacionada com o grau de infeccao parasitaria, do tipo de material biolégico coletado
e do modo que for feito o processamento e coloracdo. A baixa sensibilidade do teste
pode estar associada a pequena quantidade de material coletada da pata do
camundongo. Como a pata é muito pequena, fica dificil coletar grandes quantidades
de material. O isolamento dos parasitas para exame em microscépico é diretamente
dependente de uma grande quantidade de parasitas na amostra coletada (DISCH et

al.,20086).

No estudo de Escobar et al. (2006), que testaram um método para para
determinar se as promastigotas de L. chagasi e L. panamensis eram sensiveis a TFD
in vitro, demostraram que o tratamento de promastigotas de Leishmania com cloreto
de ftalocianina de aluminio e ftalocianina de zinco seguido de iluminacdo com luz
visivel a 670 nm inibiu o crescimento in vitro de promastigotas de L. chagasi e L.
panamensis, concluindo que a TFD contra Leishmania pode ser uma estratégia

promissora para o tratamento da leishmaniose.
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Para os trés momentos apds o inicio do tratamento, ou seja, com 10 dias, 20
dias e 60 dias ap0s a finalizacdo do tratamento, foi possivel observar que o grupo N-
metil glucamina 20 mg + TFD foi também o mais eficaz entre os grupos analisados.
Nos trés momentos, este grupo nao positivou em nenhuma das laminas e se igualou
ao controle negativo. Outro resultado importante foi que o grupo N-metil glucamina 10
mg + TFD se igualou ao resultado do grupo N-metil glucamina 20 mg, demonstrando
que a associacdo da terapia fotodinamica com a ftalocianina cloro-aluminio em
formulacdo lipossomal e o antimoniato de N-metil glucamina pode superar 0s
resultados do uso isolado do antimoniato de N-metil glucamina. Quando
acompanharam pacientes com lesdo cutanea ocasionada por leishmaniose, cujo
tratamento utilizava TFD, Evangelou et al. (2011) lograram resultados positivos,
entretanto, recomendaram estudos com quantidades maiores de pacientes para que

se pudesse confirmar a proposi¢cao do esquema terapéutico.

O teste que avalia a presenca ou auséncia de parasitas por meio da confeccao
de laminas de extensdo apresentou pouca sensibilidade no processo de fixacdo e
identificacdo dos parasitas. Apesar disto, os resultados das laminas corroboram com
os resultados dos outros testes, onde o grupo N-metil glucamina 20 mg + TFD foi o
gue mais se aproximou dos resultados do grupo controle negativo, seguido dos grupos
N-metil glucamina 10 mg + TFD e N-metil glucamina 20 mg.

No teste que avalia a viabilidade celular entre os diferentes esquemas
terapéuticos deste estudo foi possivel verificar que o Unico grupo gue se aproximou
do grupo controle negativo foi o grupo N-metil glucamina 20 mg + TFD. Um ponto
muito importante neste grupo foi que apds 60 dias do término do tratamento néo
ocorreu crescimento da quantidade de parasitas no camundongo. Outro resultado
muito importante ocorreu no grupo N-metil glucamina 10 mg + TFD. Os resultados
deste grupo, apesar de néo terem se aproximado do controle negativo, superou os
resultados apresentados no grupo considerado padréo ouro N-metil glucamina 20 mg.
Além disso, o grupo N-metil glucamina 20 mg demonstrou aumento da quantidade de
parasitas ap6s 60 do termino do tratamento. Isso pode ter ocorrido devido a resisténcia
que o parasita da LC tem desenvolvido. Esses resultados foram ao encontro do que
foi sugerido por Escobar et al., (2006), ocasiao em que, ao avaliarem a atividade

fotodindmica da ftalocianina aluminio e zinco em promastigotas de Leishmania,
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indicaram a perspectiva promissora desta associagdo para o tratamento contra a

Leishmaniose.

Quando Pefaranda (2010) realizou estudos utilizando a TFD associada a
ftalocianina de cloro-aluminio, segundo o método, para tratamento de lesdo cutanea
em hamsters resultante da inoculacdo de L. amazonensis. Os resultados deste estudo
mostraram que todos os animais foram curados da leséo clinica apds 12 semanas de
tratamento, entretanto, ndo houve reducédo completa das formas amastigotas no local

das lesoes.

Em um estudo com materiais e método semelhantes desempenhado por Dutta
et al. (2005), houve resultados que mostraram que a L. amazonensis
fotossensibilizada por ftalocianina foram altamente suscetiveis a citdlise, em situacao
de radiacdo por luz, indicando a ocorréncia de geracdo de espécies reativas de
oxigénio, possivelmente, em funcdo da baixa eficacia dos mecanismos antioxidantes
do parasita, demonstrando, também, que a associacdo de TFD com ftalocianina e n-
metil glucamina, além da cura clinica, pode eliminar uma maior quantidade de
parasitas. Tal constatacao vai ao encontro, por exemplo, ao relato de Perussi (2007),
quando a utilizacao de ftalocianina em quimioterapia fotodinamica mostrou-se eficaz,
por possuir caracteristicas necessérias para promover eficientemente a reducao da
viabilidade celular maior do que um FS padréao (RIBEIRO, 2014).

A perda de peso nos animais pode ser um alerta de intoxicacdo. Por este
motivo, 0s animais foram pesados em diferentes momentos do estudo para que assim
fosse feita a avaliacdo de intoxicacdo dos esquemas terapéuticos que os animais de
cada grupo foram submetidos.

A baixa toxicidade foi outro fator muito importante apresentado neste trabalho.
Em relacdo aos efeitos adversos, as alteracdes bioquimicas ndo corresponderam as
alteracbes morfolégicas. Parece que as mudancas foram aleatOrias, mais uma
consequéncia do estresse cativo do que das préprias terapias e, portanto, que 0s
esquemas terapéuticos eram seguros. No entanto, devido ao pequeno nimero de
animais avaliados, nao foi possivel realizar andlises estatisticas para confirmar isso,
sugerindo um estudo com grupos maiores. Embora um nimero maior de animais seja
desejavel para evitar viés no estudo de efeitos adversos, o0 niumero total atendeu aos
padrdes do Comité de Etica Animal. Além disso, durante o experimento ndo houve
perda de animais. No momento do teste, todos 0s animais estavam vivos. Os testes
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foram divididos em trés etapas. Assim, achamos importante avaliar a eficacia do
tratamento a longo prazo (principal objetivo do estudo), por isso ndo fomos capazes
de sacrificar todos os animais de uma so vez para a avaliacdo dos critérios de eficacia

e efeitos adversos.

Tratando-se dos parametros bioquimicos do figado, os esquemas terapéuticos,
em geral, ndo apresentaram toxidade. Tratando-se do rim, foi observado que tanto os
grupos tratados com N-Metil. glucamina 20 mg + TFD, quanto 0s grupos que
receberam N-Metil. glucamina 10 mg + TFD, assim como os que foram tratados
somente com TFD, manifestaram niveis de ureia e creatinina semelhantes. Por outro
lado, o grupo que usou a maior dose de N-Metil. glucamina apresentou menores niveis

de ureia e creatinina quando comparados aos citados anteriormente.

Sobre a andlise histopatolégica do rim e do figado, os animais do grupo
controle, tanto o saudavel quanto o infectado sem tratamento, apresentaram
alteracdes histoldgicas. Tais alteracdes ndo foram, necessariamente, resultado do uso
do medicamento, visto que 0s animais que nao receberam tratamento apresentaram
0 mesmo tipo de alteracdo do que os animais que receberam a medicacao. Por outro
lado, como afirmaram Ortega et al. (2017), o uso de formulacfes lipossomais tém

ampliado a efetividade de agentes antileishmaniais.

Os varios esquemas terapéuticos de uma forma geral ndo evidenciaram
toxicidade. Entretanto, ndo se pode afirmar que as drogas ndo sao toxicas, pois iSso
depende da dose administrada e do tempo de tratamento. Além disso, 0 nimero de
animais em cada grupo foi muito pequeno — pela limitagcdo de nédo podermos eliminar
todos os animais para dar continuidade ao estudo — e n&o permitiu que houvesse uma
confirmacédo mais evidente com andlise estatistica inferencial sobre as interacdes das

drogas.

Sobre os vieses deste estudo, a quantidade de animais deste experimento
poderia ser maior, assim resultaria maior expressao do ponto de vista estatistico. A
guantidade de sangue a ser retirada dos animais € muito pequena em muitos casos
insuficiente para a realizagdo dos exames necessarios para a realizacdo da analise
de toxicidade. Entretanto, tal cenario foi decorrente do que foi estabelecido pelo
Comité de Etica, impossibilitando o aumento da quantidade de animais por grupo. Da
mesma forma, uma andlise téxica com uma quantidade maior de amostras seria 0
ideal para confirmar se houve ou ndo lesdo causada pelo esquema terapéutico
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utilizado. A andlise bioquimica e hematoldgica ficou prejudicada pela pequena
quantidade de sangue coletado. Uma possibilidade de melhorar este cenario, seria a
realizacdo dos exames em apenas um momento. Assim, a quantidade de animais

utilizada para coletar o material seria maior, melhorando os resultados da toxicidade.

Diante das andlises realizadas é licito dizer, apesar do pequeno numero de
animais utilizados, que, baseado em parametros bioquimicos do sangue e em
parametros histopatolégicos, ndo se verificou diferenca de toxicidade entre as
diversas alternativas de tratamento propostas. Mais especificamente, sugere-se que
uso da associagcdo N-Metil 10mg ou 20mg + TFD com ftalocianina ndo apresentou
menor toxicidade que o uso do N-Metil 10mg ou 20mg isoladamente.

A associacdo de TFD com AICIPC e N-metil glucamina mostrou-se eficaz no
tratamento de LC experimental causada por L. amazonensis. O esquema terapéutico
N-metil glucamina 20mg + TFD apresentou maior eficdcia do que o esquema padréao
para LC (20mgSbV / Kg / dia) e todos os outros esquemas terapéuticos testados. O
tratamento com N-metil glucamina 10mg + TFD com AICIPC teve resultados
semelhantes ao grupo N-metil glucamina 20mg, indicando que a combinacéo tem a
possibilidade de reduzir a dose de antimonio, diminuindo os efeitos adversos do
farmaco. O esquema terapéutico testado com a associacao de N-metil glucamina +
TFD com AICIPC nao teve alteracdes significativas na funcéo renal, funcao hepatica
e lesdes histopatologicas, mas a andlise de uma amostra maior de exames seria
desejavel. Sugere-se testar a eficacia do SbV + TFD com AICIPC em outras espécies
de Leishmania, para testar a solucao tépica por via intralesional, a fim de permitir uma

entrega maior e mais adequada da substancia.

Consoante aos estudos de Silva-Lopes (2010), o teste de MTT é valido porque
0S seus resultados apontam a mitocondria como alvo de utilizacdo de farmacos
eficazes. Nesse sentido, conforme os achados de Ferreira et al. (2004), foi possivel
gue se avaliasse a interacdo da ftalocianina com as enzimas mitocondriais, 0 que

reforca o teste e viabilidade por MTT.

O grupo tratado com grupo N-Metil. 20 mg + TFD foi 0 grupo que mais se
aproximou do controle negativo. Da mesma forma, os resultados sdo promissores
relacionados a associacdo do miltefosina com a terapia fotodinamica para o
tratamento da leishmaiose (RIBEIRO et al., 2015).
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Ainda, os resultados semelhantes entre os grupos tratados com N-metil
glucamina 10 mg + TFD e N-metil glucamina 20 mg poderiam indicar que a utilizacao
da TFD com AICIPC pode potencializar os resultados do tratamento padréo ouro, que
utiliza apenas a droga sistémica isolada. Resultados parecidos a estes foram
encontrados por Beck (2016) que fez o tratamento in vitro de sangue de cao infectado
com Leishmania infantum chagasi utilizando AICIPC e ap0s o tratamento inoculou o
sangue em hamster para verificar se estes desenvolviam a doenca. Este estudo
demonstrou que ocorreu significativa reducdo parasitaria. Entretanto, o parasita nao

foi eliminado do organismo hamster (BECK, 2016).

O tempo de exposicao utilizado na TFD é fator fundamental para os resultados
positivos, e deve ser determinado pelos protocolos pré-estabelecidos (ISSA;
MANELA-AZULAY, 2010). Assim, os resultados dos grupos N-metil glucamina mg +
TFD e apenas TFD poderiam ter sido melhorados caso o tempo de exposi¢cdo a ao
tratamento da TFD fosse maior. O local da infec¢do e o nUmero de sessdes também
sao variaveis fundamentais para o éxito do tratamento utilizando a TFD. Neste sentido,
a utilizacdo da TFD com uma maior quantidade de sessées e um tempo de exposi¢ao
maior poderia melhorar os resultados destes dois grupos (CABRAL, 2017). Por outro
lado, os resultados aqui obtidos ainda podem ser limitados, visto que nao avaliam a
toxidade in vivo, e, assim, a associagao ainda ndo pode ser recomendada para a rotina
clinica (BASTOS et al., 2012).

111



6 CONCLUSAO

Os resultados deste experimento foram muito promissores, indicaram que a
associagao da TFD com a AICIPC e o tratamento de primeira escolha com N-metil
glucamina 20 mg pode trazer resultados terapéuticos superiores quando associados.
A associacdo da TFD com ftalocianina cloro aluminio e N-metil glucamina 20 mg
apresentou resultados superiores que o tratamento utilizando apenas N-metil

glucamina 20 mg.

Outro resultado interessante foi o observado no grupo tratado com AICIPC e N-
metil glucamina 10 mg. Os resultados deste grupo foram muito proximos dos
resultados obtidos no grupo N-metil glucamina 20 mg, indicando que a associacao
tem grande potencial e a possibilidade de redugdo das doses do antimonio,

alcancando um dos objetivos deste estudo.

Sugere-se, ainda, a realizacdo de trabalhos futuros que testem esquemas
terapéuticos utilizando a AICIPC com outras drogas ja consagradas no tratamento da
LC pode demonstrar resultados promissores. Outro ponto importante é testar o
tratamento utilizando a AICIPC em outras espécies de leishmaniose. Seria
interessante ainda testar a acdo da AICIPC por meio da aplicacao injetavel, visto que
esta via de administracao permite que a entrega da substancia no foco da lesdo seja

maior aumentando assim a acao.

Por fim, os objetivos deste estudo foram alcancados e os testes realizados
demonstraram que um caminho muito importante para o tratamento da LC pode ser
alcancado quando associamos a TFD com AICIPC e o tratamento convencional
considerado de primeira escolha que utiliza o antimoniato de grupo N-metil glucamina.
Conclui-se, portanto, que a utilizagao sistémica do antimoniato de N-metil-glucamina
associado a TFD topica com AICIPC para o tratamento da leishmaniose causada por

Leishmania (L) amazonensis foi eficaz nos pardmetros deste estudo.
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Apéndice | - Comisséo de ética no uso de animais — Declaracao

Faculdade de Medicina
Universidade de Brasilia
Comissio de Etica no Uso de Animais — CEUA/FM

Brasilia, 01 de agosto de 2012

DECLARACAO

Declaramos que o projeto intitulado “Avaliagao in vivo da efetividade quanto & resposta ao tratamento contra o
parasita Leishmania (L) amazonenses, por meio da utilizagio das drogas sistémicas miltefosine e antimoniato de n-metil-
glucamina associadas  terapia fotodindmica com ftalocianina cloro-aluminio”, UnBDoc 83795/2012, sob responsabilidade
da Raimunda Nonata Ribeiro Sampaio, foi avaliado ¢ aprovado pela Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA-FM) da

Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia.

(m;»;; Universitdrio Darcy Ribeiro, Asa Norte Prédio FM/FS CEP: 70.910-900
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Apéndice Il: Teste de normalidade dos dados das medidas das patas

Tests of Normal ityb,c,d,e,f,g,h,i,j,k,l,m,n,o,p,q,r,s,t,u,v

Kolmogorov-Smirnov?

Grupo Statistic df Sig.
Antes de infectar Controle Negativo ,260 2l
Controle Positivo ,260 2|.
N-Metil. 20 mg ,260 2|.
Laser ,260 2].
02 dias ap6s a infecgdo Controle Positivo ,260 2[.
N-Metil. 20 mg ,260 2[.
Laser ,260 2l.
Ftalocianina ,260 2[.
TFD ,260 2].
N-Metil. 10 mg + TFD ,260 2|.
30 dias apds a infecgao Controle Negativo ,260 2|.
N-Metil. 10 mg ,260 2|.
N-Metil. 20 mg ,260 2].
Laser ,260 2.
Ftalocianina ,260 2|.
N-Metil. 20 mg + TFD ,260 2|.
ApOs 10 dias de tratamento Controle Positivo ,260 2|.
N-Metil. 20 mg ,260 2].
Ftalocianina ,260 2[.
TFD ,260 2|.
N-Metil. 20 mg + TFD ,260 2|.
Ap0s 20 dias de tratamento Controle Negativo ,260 2[.
N-Metil. 20 mg ,260 2].
Laser ,260 2[.
Ftalocianina ,260 2|.
60 dias apds o termino do Controle Positivo ,260 2|.
tratamento N-Metil. 10 mg 260 2].
N-Metil. 20 mg ,260 2].
Laser ,260 2.
Ftalocianina ,260 2|.
TFD ,260 2|.
N-Metil. 10 mg + TFD ,260 2|.
N-Metil. 20 mg + TFD ,260 2|.

Fonte: Dados da pesquisa.

128



Apéndice lll: Estatistica descritiva dos dados das medidas do
paquimetro
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Descriptive Statistics

N |Minimum|Maximum Mean Desitgt'ion
Std.

Grupo Statistic| Statistic | Statistic |Statistic| Error Statistic

Controle Negativo Antes de infectar 6 1,9 2,11 2,000f ,0258 ,0632
02 dias apés a infec¢éo 6 2,0 2,11 2,033 ,0211 ,0516
30 dias apés a infec¢do 6 2,0 2,2| 2,083 ,0401 ,0983
Apds 10 dias de tratamento 6 2,0 2,11 2,033 ,0211 ,0516
Apds 20 dias de tratamento 4 2,0 2,2| 2,075 ,0479 ,0957
60 dias apés o termino do 2 2,0 2,0 2,000f ,0000 ,0000
tratamento
Valid N (listwise) 2

Controle Positivo  Antes de infectar 6 1,9 2,1 2,017 ,0307 ,0753
02 dias apés a infeccdo 6 2,3 2,71 2,433 ,0615 , 1506
30 dias ap0s a infecgao 6 2,2 2,7\ 2,400 ,0730 ,1789
Apds 10 dias de tratamento 6 2,3 2,6] 2,433 ,0494 1211
Apo6s 20 dias de tratamento 4 2,3 2,6 2,425 ,0750 ,1500
60 dias apds o termino do 2 2,5 2,6|] 2,550 ,0500 ,0707
tratamento
Valid N (listwise) 2

N-Metil. 10 mg Antes de infectar 6 1,8 2,2| 2,000 ,0516 ,1265
02 dias apés a infeccdo 6 2,1 2,6|] 2,350 ,0719 , 1761
30 dias ap0s a infecgao 6 2,3 2,6 2,433] ,0422 ,1033
Ap0s 10 dias de tratamento 6 2,3 2,4 2,333 ,0211 ,0516
Apo6s 20 dias de tratamento 4 2,2 2,4 2,300 ,0408 ,0816
60 dias apds o termino do 2 2,4 2,5 2,450 ,0500 ,0707
tratamento
Valid N (listwise) 2

N-Metil. 20 mg Antes de infectar 6 1,9 2,11 2,000f ,0258 ,0632
02 dias ap0s a infecgao 6 2,2 2,6 2,373 ,0636 ,1558
30 dias apés a infecgdo 6 2,2 2,61 2,417 ,0703 , 1722
Apo6s 10 dias de tratamento 6 2,2 2,3| 2,283] ,0167 ,0408
Apo6s 20 dias de tratamento 4 2,1 2,3| 2,200 ,0408 ,0816
60 dias apds o termino do 2 2,2 2,3 2,250 ,0500 ,0707
tratamento
Valid N (listwise) 2

Laser Antes de infectar 6 2,0 2,1 2,033] ,0211 ,0516
02 dias ap0s a infecgao 6 2,3 2,41 2,350 ,0224 ,0548
30 dias apés a infeccéo 6 2,3 2,5 2,400 ,0365 ,0894
Ap0s 10 dias de tratamento 6 2,3 2,6] 2,433| ,0422 ,1033
Ap0s 20 dias de tratamento 4 2,3 2,5 2,425 ,0479 ,0957
60 dias apds o termino do 2 2,5 2,6] 2,550 ,0500 ,0707
tratamento
Valid N (listwise) 2

Ftalocianina Antes de infectar 6 2,0 2,1 2,033] ,0211 ,0516
02 dias ap0s a infecgao 6 2,1 2,6] 2,350 ,0764 , 1871
30 dias ap0s a infecgao 6 2,2 2,61 2,417 ,0543 , 1329
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Apobs 10 dias de tratamento 6 2,4 2,6] 2,483 ,0307 ,0753
Ap0s 20 dias de tratamento 4 2,4 2,6/ 2,500/ ,0408 ,0816
60 dias apés o termino do 2 25 2,6/ 2,550/ ,0500 ,0707
tratamento
Valid N (listwise) 2

TFD Antes de infectar 6 2,0 2,1 2,033] ,0211 ,0516
02 dias ap0s a infecgao 6 2,1 2,6 2,367 ,0667 , 1633
30 dias ap0s a infecgao 6 2,2 2,61 2,417 ,0543 , 1329
Apo6s 10 dias de tratamento 6 2,3 2,41 2,333 ,0211 ,0516
Apds 20 dias de tratamento 4 2,3 2,3] 2,300/ ,0000 ,0000
60 dias apés o termino do 2 2,3 2,41 2,350 ,0500 ,0707
tratamento
Valid N (listwise) 2

N-Metil. 10 mg+  Antes de infectar 6 2,0 2,1 2,033 ,0211 ,0516

TFD 02 dias ap6s a infecgo 6 2,2 2,6| 2,350 0619 1517
30 dias apés a infecgéo 6 2,3 2,6/ 2,400/ ,0516 ,1265
Apds 10 dias de tratamento 6 2,1 2,3 2,233] ,0333 ,0816
Ap0s 20 dias de tratamento 4 2,1 2,3 2,175 ,0479 ,0957
60 dias apés o termino do 2 2,2 2,3 2,250 ,0500 ,0707
tratamento
Valid N (listwise) 2

N-Metil. 20 mg +  Antes de infectar 6 2,0 2,1 2,017 ,0167 ,0408

TFD 02 dias ap6s a infecgao 6 2,2 25| 2,333 0422 1033
30 dias apés a infecgéo 6 2,3 2,5 2,383 ,0307 ,0753
Apds 10 dias de tratamento 6 2,0 2,3 2,117 ,0477 ,1169
Apos 20 dias de tratamento 4 2,1 2,2l 2,125 ,0250 ,0500
60 dias apds o termino do 2 2,0 2,2 2,100 ,1000 , 1414
tratamento
Valid N (listwise) 2
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Apéndice IV: Analise do teste de normalidade viabilidade celular

Teste de Normalidade

Shapiro-Wilk
Grupo Graus de
Estatistica Liberdade p-valor

N-Metil. 20 mg ,947 30 ,140

N-Metil. 10 mg ,912 30 ,016

N-Metil. 20 mg + TFD ,897 30 ,007

N-Metil. 10 mg + TFD ,934 30 ,063
Diluigdo  pp 898 30 008
Farmol —

Ftalocianina ,860 30 ,001

Laser 878 30 ,002

Controle Negativo , 751 30 ,000

Controle Positivo 947 30 , 141
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Apéndice V: Andlise descritiva da viabilidade celular

Comparacao aos Pares

Intervalo de 95%0 de

) Grupo ) Grupo D|':/¢Ieér§ina(;a paEcr'rr(;o p-valor Confianca para a D:ien:ei:::a
Limite Inferior Superior

N-Metil. 10 mg -,047 ,034 1,000 -,202 ,108
N-Metil. 20 mg + ,087 ,034 1,000 -,068 242
TFD
N-Metil. 10 mg + ,062 ,034 1,000 -,093 217
TFD

N-Metil. 20 mg TED -,022 ,034 1,000 -177 ,133
Ftalocianina -,113 ,034 ,320 -,268 042
Laser -,122 ,034 ,218 =277 ,033
Controle Negativo , 212 ,034 ,006 ,057 , 367
Controle Positivo -,063 ,034 1,000 -,218 ,092
N-Metil. 20 mg ,047 ,034 1,000 -,108 ,202
N-Metil. 20 mg + ,L133 ,034 ,128 -,022 ,.288
TFD
N-Metil. 10 mg + ,108 ,034 ,405 -,047 263
TFD

N-Metil. 10 mg TED ,025 ,034 1,000 -,130 , 180
Ftalocianina -,067 ,034 1,000 -,222 ,088
Laser -,075 ,034 1,000 -,230 ,080
Controle Negativo ,258 ,034 ,001 ,103 413
Controle Positivo -,017 ,034 1,000 -,172 ,138
N-Metil. 20 mg -,087 ,034 1,000 -,242 ,068
N-Metil. 10 mg -,133 ,034 ,128 -,288 ,022
N-Metil. 10 mg + -,025 ,034 1,000 -,180 ,130
TFD

N-Metil. 20 mg + TFD -,108 ,034 ,405 -.263 047

TFD Ftalocianina -,200 ,034 ,009 -,.355 045
Laser -,208 ,034 ,006 -,363 ,O053
Controle Negativo ,125 ,034 ,187 -,030 ,280
Controle Positivo -,150 ,034 ,062 -,305 ,005
N-Metil. 20 mg -,062 ,034 1,000 -,217 ,093
N-Metil. 10 mg -,108 ,034 ,405 -,263 ,047
N-Metil. 20 mg + ,025 ,034 1,000 -,130 , 180
TFD

N-Metil. 10 mg + TFED -,083 ,034 1,000 -,238 ,072

TFD Ftalocianina -175 ,034 022 -.330 020
Laser -,183 ,034 ,016 -,338 ,028
Controle Negativo ,150 ,034 ,062 -,005 ,305
Controle Positivo -,125 ,034 , 187 -,280 ,030
N-Metil. 20 mg ,022 ,034 1,000 -,133 A77
N-Metil. 10 mg -,025 ,034 1,000 -,180 ,130
N-Metil. 20 mg + ,108 ,034 ,405 -,047 263
TFD
N-Metil. 10 mg + ,083 ,034 1,000 -,072 ,238

TFD TED
Ftalocianina -,092 ,034 ,896 -,247 ,063
Laser -,100 034 ,601 -.255 ,055
Controle Negativo ,233 ,034 ,003 ,078 ,388
Controle Positivo -,042 ,034 1,000 -,197 ,113
N-Metil. 20 mg ,113 ,034 ,320 -,042 ,268
N-Metil. 10 mg ,067 ,034 1,000 -,088 222
N-Metil. 20 mg + ,200 ,034 ,009 ,045 ,355
TFD
N-Metil. 10 mg + A75 ,034 ,022 ,020 ,330

Ftalocianina TED
TFEFD ,092 ,034 ,.896 -,063 247
Laser -,008 ,034 1,000 -,163 , 147
Controle Negativo ,325 ,034 ,000 ,170 480
Controle Positivo ,050 ,034 1,000 -,105 ,205
N-Metil. 20 mg 122 034 218 ~,033 277
N-Metil. 10 mg ,075 ,034 1,000 -,080 ,230
N-Metil. 20 mg + ,208 ,034 ,006 ,O53 ,363
TFD
N-Metil. 10 mg + ,183 ,034 ,016 ,028 ,338

Laser TED
TED ,100 ,034 ,601 -,055 255
Ftalocianina ,008 ,034 1,000 -, 147 163
Controle Negativo ,333 ,034 ,000 , 178 , 488
Controle Positivo ,058 ,034 1,000 -,097 , 213
N-Metil. 20 mg 212 034 006 -.367 057
N-Metil. 10 mg -,258 ,034 ,001 -,413 ,103
N-Metil. 20 mg + -,125 ,034 ,187 -,280 ,030
TFD

Controle N-Metil. 10 mg + -.150 034 062 -,.305 005

Negativo TFD
TFD -,233 ,034 ,003 -,388 ,O078
Ftalocianina -,325 ,034 ,000 -,480 ,A70
Laser -,333 ,034 ,000 -,488 , 178
Controle Positivo -.275 034 ,001 -,430 ,120
N-Metil. 20 mg ,063 ,034 1,000 -,092 ,218
N-Metil. 10 mg ,017 ,034 1,000 -,138 LAA72
N-Metil. 20 mg + ,150 ,034 ,062 -,005 ,.305
TFD
N-Metil. 10 mg + ,125 ,034 ,187 -,030 ,280

Controle Positivo g
TFED 042 034 1,000 -,113 197
Ftalocianina -,050 ,034 1,000 -,205 ,105
Laser -,058 ,034 1,000 -,213 ,097
Controle Negativo 275 ,034 ,001 ,L120 430
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Apéndice VI: Analise do teste de normalidade viabilidade celular

Testes de Normalidade

Kolmogorov-Smirnov Shapiro-Wilk
- Graus de i Graus de
Estatistica Liberdade p-valor  Estatistica Liberdade p-valor
Antes de infectar ,142 18 ,200" ,934 18 ,232
02 dias ap6s a infecgdo ,145 18 ,200" ,942 18 ,310
30 dias ap6s a infecgédo ,142 18 ,200" ,951 18 444
Apo6s 10 dias de tratamento ,200 18 ,056 ,927 18 172
Apds 20 dias de tratamento ,128 18 ,200" ,904 18 ,067
60 dias ap6s o término do 157 18 200" 894 18 045

tratamento
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Apéndice VII: Relatorio estatistico

Descriptive Statistics?

N|]  Minimum | Maximum | Mean | Std. Deviation

Grupo Statistic Statistic Statistic Statistic Std. Error Statistic

Controle positivo ﬁ;’t‘;sm?nf;as de 8| 2109,26702986114000 |  3164,84725351247240 | 2889,000000000000000 | 122,010562545211460 | 345,097984608417700
ﬁ:&sréOn?;as de 8| 2601,21427109625500 |  4134,63401323418900 | 3600,000000000000000 | 178,738070806892840 | 505,547607695020900
Sgg:i;‘;‘r’f{o°term'”° 8 | 2650,8204516474030000 | 3933,6636090658544000 | 3544,000000000000000 | 146,074289123700450 | 413,160481585491770
Valid N (listwise) 8

N-mefil glucamina 10 mg ﬁ;’;ﬁ;ﬁfs de 8| 101878281704603830 |  2802,04278623994470 | 2279,000000000000000 | 211,506939930725300 | 598,231965972126500
ﬁ;’gfeonf;as de 8| 1213,30661896243300 |  2576,12021466905200 | 2009,000000000000000 | 192,669235554759130 | 544,950891947193800
ngrf;;ﬁo‘”erm'”° 8 | 2316,2097863542380000 | 3591,7403170227440000 | 3167,000000000000000 | 148,086760899082070 | 418,852611342767260
Valid N (listwise) 8

N-metil glucamina 20 mg ﬁ;’t‘;ﬂeonf;as de 8|  62331177958954160 |  2615,19032892887340 | 1767,000000000000000 | 261,618892802779560 | 739,969972749447500
ﬁ;’;ﬁ)ﬂfjs de 8|  54345266882925400 | 1905,14892362135170 | 1299,000000000000200 | 180,125275023775830 | 509,471213729615000
ggﬁfg;‘;‘;ﬁo‘”erm'”" 8| 564,3984810050583000 | 2104,9654323581950000 | 1433,000000000000500 | 195,644923936322020 | 553,367409680398400
Valid N (listwise) 8

Laser ﬁg&s‘m?nf;as de 8| 1649,77624413651800 |  3602,69585377689100 | 2800,000000000000000 | 237,624013554620660 | 672,102205428945500
ﬁ:&ﬁeonf;as de 8| 1887,87763538652350 |  3336,09094667217870 | 2858,999999999999500 | 160,203735827931580 | 453,124591901394750
Sg?rf;;ﬁo‘”erm'”o 8 | 2166,2335176520630000 | 4426,0603998298600000 | 3549,000000000000000 | 283,260594629463870 | 801,181949221710600
Valid N (listwise) 8
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Ftalocianina Apos 10 dias de 8| 1857,67768766895440 | 3803,58910376377660 | 2867,000000000000500 | 230,058555770113140 | 650,703859420122200
Apos 20 dias de 8| 2081,76260028800700 | 3345,63176301172600 | 2967,000000000000000 | 141,035655846293050 | 398,909074552023900
ggﬂfg;‘;ﬁo"témi”o 8 | 2140,7626817278530000 | 4037,4153331241500000 | 3278,000000000000000 | 232,289445538233140 | 657,013768552591500
Valid N (listwise) 8

TFD Apos 10 dias de 8| 1083,18086404686350 | 3005,66853795460070 | 2432,999999999999500 | 219,345222278291800 | 620,401976375402900
ﬁ:?asm2e0n?oias de 8| 1174,87709375679800 | 2498,32281922993200 | 2095,000000000000000 | 152,198405640848400 | 430,482098857699160
ggﬁfg;ﬁo"témi”" 8 | 1319,2029739776950000 | 3144,8703841387855000 | 2589,000000000000000 | 213,229449130105200 | 603,103957714277500
Valid N (listwise) 8

N-mefil glucamina 10 mg + TFD ﬁ;’t‘;sm?nf;as de 8|  284,07001693958200 | 3386,67871259175700 | 1784,000000000000500 | 331,363839590052240 | 937,238472056549200
ﬁ;’gﬁnzeonf;as de 8|  247,53230769230790 |  2123,36307692307670 | 1257,000000000000000 | 235,924701812051900 | 667,295826002864300
0 dlas apos o termino 8| 193,2864201227726500 | 1958,6357239107651000 | 978,000000000000000 | 190,927696494620500 | 540,025075630692800
Valid N (listwise) 8

N-mefil glucamina 20 mg + TFD ﬁ;’t‘ﬁn?nfgas de 8 71,24032825322391 | 2916,89566236811200 | 843,999999999999800 | 398,305765722822600 | 1126,578831713232800
Apds 20 dias de 8|  6081123792800724 |  687,63476733977150 | 332,999999999999940 | 82,396448836356500 | 233,052350871512400
ggﬁ;ﬁ;‘;ﬁo‘”ém”" 8| ,0000000000000000 | 152,4390243902438700 | 44,999999999999986 | 22,303074377993077 | 63,082620535947385
Valid N (listwise) 8

a. No statistics are computed for one or more split files because there are no valid cases.
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Tests of Normality

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Grupo Statistic Df Sig. Statistic df Sig.
Apos 10 dias de tratamento Controle positivo ,308 8 ,024 767 8 ,013
N-metil glucamina 10 mg ,260 8 ,120 ,824 8 ,051
N-metil glucamina 20 mg ,210 8 ,200" ,909 8 ,349
Laser ,154 8 ,200 ,946 8 ,671
Ftalocianina ,116 8 ,200" ,982 8 974
TFD 211 8 ,200 ,829 8 ,058
N-metil glucamina 10 mg + 178 8 200" 978 8 952
TFD
_Il\_ll-:nsetll glucamina 20 mg + 325 8 013 718 8 004
Apés 20 dias de tratamento Controle positivo ,178 8 ,200" ,909 8 ,346
N-metil glucamina 10 mg ,259 8 122 ,864 8 ,131
N-metil glucamina 20 mg ,209 8 ,200" ,907 8 ,333
Laser ,194 8 ,200" ,866 8 ,136
Ftalocianina ,240 8 ,197 ,817 8 ,044
TFD ,336 8 ,008 ,806 8 ,033
N-metil glucamina 10 mg + 240 8 195 923 8 453
TFD
_Il\_l'-:getll glucamina 20 mg + 213 8 200" 902 8 300
60 dias apds o término do Controle positivo ,207 8 ,200" ,843 8 ,081
tratamento N-metil glucamina 10 mg 174 8 ,200" ,892 8 244
N-metil glucamina 20 mg ,140 8 ,200" ,946 8 ,675
Laser 174 8 ,200" ,932 8 ,5637
Ftalocianina ,166 8 ,200" ,939 8 ,606
TFD ,213 8 ,200" ,862 8 ,125
N-metil glucamina 10 mg + 196 8 200" 960 8 809
TFD
1l\_ll-:rlr;etll glucamina 20 mg + 330 8 010 705 8 003

*. This is a lower bound of the true significance.
a. Lilliefors Significance Correction
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Nonparametric Tests

Hynpothesis Test Summary
Mull Hypothesis Test Sig. Decision
The medians of Apos 10 dias de  Independent Feject the
1 tratamento are the same across Samples JooE  null
categories of Grupo . Median Test hypothesis.
The distribution of Apos 10 dias de 2P endent Reject the
tratamento iz the zame across Hruskl:.lal-'lﬂl'allis 200 null
categaries of Grupa . hypothesis.
Test
The medians of Apas 20 dias de  Independent Feject the
tratamento are the same across Samples 00 null
categaries of Grupa . Median Test hypothesis.
The distribution of Apds 20 dias de I2Pendent Reject the
tratamento isthe same across l{ruskF.laI-'lﬂl'allis 000 null
categories of Grupo . hypothesis.
Test
The medians of G0 dias apds o Independent- Feject the
térming do tratamento are the zam&amples 00 null
across categoaories of Grupa . Median Test hypothesis.
The distribution of 60 dias apbs o DoePendent Reject the
tarmino do tratamento is the same Hruskpal-Wallis 200 null
across categories of Grupa . Test hypathesis.
Aoymptotic significances are displayed. The significance lewel is 05,

Kruskal-Wallis Test

Test StatisticsaP

60 dias apés o
Apos 10 dias de | Apds 20 dias de término do
tratamento tratamento tratamento
Chi-Square 26,760 52,768 50,735
Df 7 7 7
Asymp. Sig. ,000 ,000 ,000

a. Kruskal Walllis Test
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b. Grouping Variable: Grupo

Mann-Whitney Test

Ranks
Grupo N Mean Rank Sum of Ranks
Apos 10 dias de tratamento  Controle positivo 8 11,63 93,00
N-metil glucamina 10 mg 8 5,38 43,00
Total 16
ApoOs 20 dias de tratamento  Controle positivo 8 12,50 100,00
N-metil glucamina 10 mg 8 4,50 36,00
Total 16
60 dias apés o término do Controle positivo 8 10,88 87,00
tratamento N-metil glucamina 10 mg 8 6,13 49,00
Total 16

Test Statistics?

60 dias ap6s o
Apos 10 dias de | Apds 20 dias de término do
tratamento tratamento tratamento
Mann-Whitney U 7,000 ,000 13,000
Wilcoxon W 43,000 36,000 49,000
z -2,626 -3,361 -1,995
Asymp. Sig. (2-tailed) ,009 ,001 ,046
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,007° ,000° ,050°
a. Grouping Variable: Grupo
b. Not corrected for ties.
Ranks
Grupo N Mean Rank Sum of Ranks
Apos 10 dias de tratamento  Controle positivo 8 12,00 96,00
N-metil glucamina 20 mg 8 5,00 40,00
Total 16
Apo6s 20 dias de tratamento  Controle positivo 8 12,50 100,00
N-metil glucamina 20 mg 8 4,50 36,00
Total 16
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60 dias apds o término do

tratamento

Controle positivo

N-metil glucamina 20 mg

Total

8 12,50
8 4,50
16

Test Statistics?

60 dias apés o
Apos 10 dias de | Apds 20 dias de término do
tratamento tratamento tratamento
Mann-Whitney U 4,000 ,000 ,000
Wilcoxon W 40,000 36,000 36,000
z -2,941 -3,361 -3,361
Asymp. Sig. (2-tailed) ,003 ,001 ,001
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,002° ,000° ,000°
a. Grouping Variable: Grupo
b. Not corrected for ties.
Ranks
Grupo N Mean Rank Sum of Ranks
Apos 10 dias de tratamento  Controle positivo 8 8,50 68,00
Laser 8 8,50 68,00
Total 16
ApoOs 20 dias de tratamento  Controle positivo 8 11,63 93,00
Laser 8 5,38 43,00
Total 16
60 dias apés o término do Controle positivo 8 8,13 65,00
tratamento Laser 8 8,88 71,00
Total 16

Test Statistics?

60 dias apés o

Apos 10 dias de | Apds 20 dias de término do

tratamento tratamento tratamento
Mann-Whitney U 32,000 7,000 29,000
Wilcoxon W 68,000 43,000 65,000
z ,000 -2,626 -,315
Asymp. Sig. (2-tailed) 1,000 ,009 , 753
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] 1,000° ,007° ,798P

a. Grouping Variable: Grupo
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b. Not corrected for ties.

Ranks
Grupo N Mean Rank Sum of Ranks
Apos 10 dias de tratamento  Controle positivo 8 8,63 69,00
Ftalocianina 8 8,38 67,00
Total 16
Apo6s 20 dias de tratamento  Controle positivo 8 11,50 92,00
Ftalocianina 8 5,50 44,00
Total 16
60 dias apds o término do Controle positivo 8 9,50 76,00
tratamento Ftalocianina 8 7,50 60,00
Total 16
Test Statistics?
60 dias ap6s o
Apos 10 dias de | Apds 20 dias de término do
tratamento tratamento tratamento
Mann-Whitney U 31,000 8,000 24,000
Wilcoxon W 67,000 44,000 60,000
z -,105 -2,5621 -,840
Asymp. Sig. (2-tailed) ,916 ,012 ,401
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,959° ,010° 4420
a. Grouping Variable: Grupo
b. Not corrected for ties.
Ranks
Grupo N Mean Rank Sum of Ranks
Apos 10 dias de tratamento  Controle positivo 8 10,75 86,00
TFD 8 6,25 50,00
Total 16
Apo6s 20 dias de tratamento  Controle positivo 8 12,50 100,00
TFD 8 4,50 36,00
Total 16
60 dias apés o término do Controle positivo 8 12,00 96,00
tratamento TFD 8 5,00 40,00
Total 16
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Test Statistics?

60 dias apés o
Apos 10 dias de | Apds 20 dias de término do
tratamento tratamento tratamento
Mann-Whitney U 14,000 ,000 4,000
Wilcoxon W 50,000 36,000 40,000
z -1,890 -3,361 -2,943
Asymp. Sig. (2-tailed) ,059 ,001 ,003
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,065° ,000° ,002°
a. Grouping Variable: Grupo
b. Not corrected for ties.
Ranks
Grupo Mean Rank Sum of Ranks
Apos 10 dias de tratamento  Controle positivo 8 11,38 91,00
N-metil glucamina 10 mg +
TFD 8 5,63 45,00
Total 16
ApoOs 20 dias de tratamento  Controle positivo 8 12,50 100,00
N-metil glucamina 10 mg +
TED 8 4,50 36,00
Total 16
60 dias apds o término do Controle positivo 8 12,50 100,00
tratamento N-metil glucamina 10 mg +
TFD 8 4,50 36,00
Total 16

Test Statistics?

60 dias apés o

Apos 10 dias de | Apds 20 dias de término do

tratamento tratamento tratamento
Mann-Whitney U 9,000 ,000 ,000
Wilcoxon W 45,000 36,000 36,000
z -2,415 -3,361 -3,361
Asymp. Sig. (2-tailed) ,016 ,001 ,001
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,015° ,000° ,000P

a. Grouping Variable: Grupo

142



b. Not corrected for ties.

Ranks
Grupo N Mean Rank Sum of Ranks
Apos 10 dias de tratamento  Controle positivo 8 12,13 97,00
N-metil glucamina 20 mg +
8 4,88 39,00
TFD
Total 16
Apo6s 20 dias de tratamento  Controle positivo 8 12,50 100,00
N-metil glucamina 20 mg +
8 4,50 36,00
TFD
Total 16
60 dias apés o término do Controle positivo 8 12,50 100,00
tratamento N-metil glucamina 20 mg +
8 4,50 36,00
TFD
Total 16

Test Statistics?

60 dias apo6s o
Apos 10 dias de | Apds 20 dias de término do
tratamento tratamento tratamento
Mann-Whitney U 3,000 ,000 ,000
Wilcoxon W 39,000 36,000 36,000
z -3,048 -3,361 -3,363
Asymp. Sig. (2-tailed) ,002 ,001 ,001
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,001° ,000° ,000°
a. Grouping Variable: Grupo
b. Not corrected for ties.
Ranks
Grupo N Mean Rank Sum of Ranks
Apos 10 dias de tratamento  N-metil glucamina 10 mg 8 10,63 85,00
N-metil glucamina 20 mg 8 6,38 51,00
Total 16
Apo6s 20 dias de tratamento  N-metil glucamina 10 mg 8 11,13 89,00
N-metil glucamina 20 mg 8 5,88 47,00
Total 16
N-metil glucamina 10 mg 8 12,50 100,00
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60 dias apds o término do

tratamento

N-metil glucamina 20 mg

Total

16

4,50

36,00

Test Statistics?

60 dias apés o
Apos 10 dias de | Apds 20 dias de término do
tratamento tratamento tratamento
Mann-Whitney U 15,000 11,000 ,000
Wilcoxon W 51,000 47,000 36,000
z -1,785 -2,205 -3,361
Asymp. Sig. (2-tailed) ,074 ,027 ,001
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,083° ,028° ,000°
a. Grouping Variable: Grupo
b. Not corrected for ties.
Ranks
Grupo N Mean Rank Sum of Ranks
Apos 10 dias de tratamento  N-metil glucamina 10 mg 8 6,88 55,00
Laser 8 10,13 81,00
Total 16
ApoOs 20 dias de tratamento  N-metil glucamina 10 mg 8 5,13 41,00
Laser 8 11,88 95,00
Total 16
60 dias apés o término do N-metil glucamina 10 mg 8 7,25 58,00
tratamento Laser 8 9,75 78,00
Total 16

Test Statistics?

60 dias apés o

Apos 10 dias de | Apds 20 dias de término do

tratamento tratamento tratamento
Mann-Whitney U 19,000 5,000 22,000
Wilcoxon W 55,000 41,000 58,000
z -1,365 -2,836 -1,050
Asymp. Sig. (2-tailed) 172 ,005 ,294
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,195° ,003° ,328P

a. Grouping Variable: Grupo

b. Not corrected for ties.
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Ranks

Grupo Mean Rank Sum of Ranks

Apos 10 dias de tratamento  N-metil glucamina 10 mg 8 6,50 52,00
Ftalocianina 8 10,50 84,00
Total 16

Ap0s 20 dias de tratamento  N-metil glucamina 10 mg 8 5,00 40,00
Ftalocianina 8 12,00 96,00
Total 16

60 dias apés o término do N-metil glucamina 10 mg 8 8,00 64,00

tratamento Ftalocianina 8 9,00 72,00
Total 16

Test Statistics?

60 dias apés o
Apos 10 dias de | Apds 20 dias de término do
tratamento tratamento tratamento
Mann-Whitney U 16,000 4,000 28,000
Wilcoxon W 52,000 40,000 64,000
z -1,680 -2,941 -,420
Asymp. Sig. (2-tailed) ,093 ,003 ,674
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,105P ,002° ,721°
a. Grouping Variable: Grupo
b. Not corrected for ties.
Ranks
Grupo Mean Rank Sum of Ranks
Apos 10 dias de tratamento  N-metil glucamina 10 mg 8 7,50 60,00
TFD 8 9,50 76,00
Total 16
Ap0s 20 dias de tratamento  N-metil glucamina 10 mg 8 8,88 71,00
TFD 8 8,13 65,00
Total 16
60 dias apds o término do N-metil glucamina 10 mg 8 11,13 89,00
tratamento TFD 8 5,88 47,00
Total 16
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Test Statistics?

60 dias apés o
Apos 10 dias de | Apds 20 dias de término do
tratamento tratamento tratamento
Mann-Whitney U 24,000 29,000 11,000
Wilcoxon W 60,000 65,000 47,000
VA -,840 -,315 -2,207
Asymp. Sig. (2-tailed) ,401 ,753 ,027
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] 4420 ,798P ,028P
a. Grouping Variable: Grupo
b. Not corrected for ties.
Ranks
Grupo N Mean Rank Sum of Ranks
Apos 10 dias de tratamento  N-metil glucamina 10 mg 8 10,25 82,00
N-metil glucamina 10 mg +
TED 8 6,75 54,00
Total 16
Apés 20 dias de tratamento  N-metil glucamina 10 mg 8 10,88 87,00
N-metil glucamina 10 mg +
TFD 8 6,13 49,00
Total 16
60 dias apés o término do N-metil glucamina 10 mg 8 12,50 100,00
tratamento N-metil glucamina 10 mg +
TED 8 4,50 36,00
Total 16

Test Statistics?

60 dias apds o

Apos 10 dias de | Apds 20 dias de término do

tratamento tratamento tratamento
Mann-Whitney U 18,000 13,000 ,000
Wilcoxon W 54,000 49,000 36,000
z -1,470 -1,995 -3,361
Asymp. Sig. (2-tailed) ,141 ,046 ,001
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,161° ,050° ,000P

a. Grouping Variable: Grupo

b. Not corrected for ties.
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Ranks

Grupo N Mean Rank | Sum of Ranks
Apos 10 dias de tratamento  N-metil glucamina 10 mg 8 11,13 89,00
N-metil glucamina 20 mg +
8 5,88 47,00
TFD
Total 16
Apo6s 20 dias de tratamento  N-metil glucamina 10 mg 8 12,50 100,00
N-metil glucamina 20 mg +
8 4,50 36,00
TFD
Total 16
60 dias apés o término do N-metil glucamina 10 mg 8 12,50 100,00
tratamento N-metil glucamina 20 mg +
8 4,50 36,00
TFD
Total 16

Test Statistics?

60 dias apés o
Apos 10 dias de | Apds 20 dias de término do
tratamento tratamento tratamento
Mann-Whitney U 11,000 ,000 ,000
Wilcoxon W 47,000 36,000 36,000
z -2,207 -3,361 -3,363
Asymp. Sig. (2-tailed) ,027 ,001 ,001
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,028° ,000° ,000P
a. Grouping Variable: Grupo
b. Not corrected for ties.
Ranks
Grupo N Mean Rank Sum of Ranks
Apos 10 dias de tratamento  N-metil glucamina 20 mg 8 5,75 46,00
Laser 8 11,25 90,00
Total 16
Ap0s 20 dias de tratamento  N-metil glucamina 20 mg 8 4,63 37,00
Laser 8 12,38 99,00
Total 16
N-metil glucamina 20 mg 8 4,50 36,00
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60 dias apds o término do

tratamento

Laser

Total

8 12,50

16

100,00

Test Statistics?

60 dias apés o
Apos 10 dias de | Apds 20 dias de término do
tratamento tratamento tratamento
Mann-Whitney U 10,000 1,000 ,000
Wilcoxon W 46,000 37,000 36,000
z -2,310 -3,256 -3,361
Asymp. Sig. (2-tailed) ,021 ,001 ,001
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,021° ,000° ,000°
a. Grouping Variable: Grupo
b. Not corrected for ties.
Ranks
Grupo N Mean Rank Sum of Ranks
Apos 10 dias de tratamento  N-metil glucamina 20 mg 8 5,50 44,00
Ftalocianina 8 11,50 92,00
Total 16
ApoOs 20 dias de tratamento  N-metil glucamina 20 mg 8 4,50 36,00
Ftalocianina 8 12,50 100,00
Total 16
60 dias apés o término do N-metil glucamina 20 mg 8 4,50 36,00
tratamento Ftalocianina 8 12,50 100,00
Total 16

Test Statistics?

60 dias apo6s o

Apos 10 dias de | Apds 20 dias de término do

tratamento tratamento tratamento
Mann-Whitney U 8,000 ,000 ,000
Wilcoxon W 44,000 36,000 36,000
z -2,521 -3,361 -3,361
Asymp. Sig. (2-tailed) ,012 ,001 ,001
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,010° ,000° ,000P

a. Grouping Variable: Grupo

b. Not corrected for ties.




Ranks

Grupo N Mean Rank Sum of Ranks

Apos 10 dias de tratamento  N-metil glucamina 20 mg 8 6,25 50,00
TFD 8 10,75 86,00
Total 16

Apo6s 20 dias de tratamento  N-metil glucamina 20 mg 8 5,50 44,00
TFD 8 11,50 92,00
Total 16

60 dias apés o término do N-metil glucamina 20 mg 8 5,13 41,00

tratamento TFD 8 11,88 95,00
Total 16

Test Statistics?

60 dias ap6s o
Apos 10 dias de | Apds 20 dias de término do
tratamento tratamento tratamento
Mann-Whitney U 14,000 8,000 5,000
Wilcoxon W 50,000 44,000 41,000
z -1,890 -2,521 -2,838
Asymp. Sig. (2-tailed) ,059 ,012 ,005
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,065° ,010° ,003°
a. Grouping Variable: Grupo
b. Not corrected for ties.
Ranks
Grupo N Mean Rank Sum of Ranks
Apos 10 dias de tratamento  N-metil glucamina 20 mg 8 8,38 67,00
N-metil glucamina 10 mg +
TED 8 8,63 69,00
Total 16
Ap0s 20 dias de tratamento  N-metil glucamina 20 mg 8 8,88 71,00
N-metil glucamina 10 mg +
TED 8 8,13 65,00
Total 16
60 dias apds o término do N-metil glucamina 20 mg 8 10,25 82,00
tratamento N-metil glucamina 10 mg +
8 6,75 54,00
TFD
Total 16
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Test Statistics?

60 dias apés o
Apos 10 dias de | Apds 20 dias de término do
tratamento tratamento tratamento
Mann-Whitney U 31,000 29,000 18,000
Wilcoxon W 67,000 65,000 54,000
z -,105 -,315 -1,470
Asymp. Sig. (2-tailed) ,916 , 753 ,141
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,959° ,798° ,161°
a. Grouping Variable: Grupo
b. Not corrected for ties.
Ranks
Grupo Mean Rank Sum of Ranks
Apos 10 dias de tratamento  N-metil glucamina 20 mg 8 10,75 86,00
N-metil glucamina 20 mg +
TFD 8 6,25 50,00
Total 16
ApoOs 20 dias de tratamento  N-metil glucamina 20 mg 8 12,38 99,00
N-metil glucamina 20 mg +
TED 8 4,63 37,00
Total 16
60 dias apds o término do N-metil glucamina 20 mg 8 12,50 100,00
tratamento N-metil glucamina 20 mg +
TFD 8 4,50 36,00
Total 16

Test Statistics?

60 dias apés o

Apos 10 dias de | Apds 20 dias de término do

tratamento tratamento tratamento
Mann-Whitney U 14,000 1,000 ,000
Wilcoxon W 50,000 37,000 36,000
z -1,892 -3,256 -3,363
Asymp. Sig. (2-tailed) ,059 ,001 ,001
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,065° ,000° ,000P

a. Grouping Variable: Grupo
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b. Not corrected for ties.

Ranks
Grupo N Mean Rank Sum of Ranks
Apos 10 dias de tratamento  Laser 8 8,38 67,00
Ftalocianina 8 8,63 69,00
Total 16
Apo6s 20 dias de tratamento  Laser 8 7,50 60,00
Ftalocianina 8 9,50 76,00
Total 16
60 dias apds o término do Laser 8 9,75 78,00
tratamento Ftalocianina 8 7,25 58,00
Total 16

Test Statistics

a

60 dias ap6s o
Apos 10 dias de | Apds 20 dias de término do
tratamento tratamento tratamento
Mann-Whitney U 31,000 24,000 22,000
Wilcoxon W 67,000 60,000 58,000
z -,105 -,840 -1,050
Asymp. Sig. (2-tailed) ,916 ,401 ,294
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,959° ,442° ,328°
a. Grouping Variable: Grupo
b. Not corrected for ties.
Ranks
Grupo N Mean Rank Sum of Ranks
Apos 10 dias de tratamento  Laser 8 9,75 78,00
TFD 8 7,25 58,00
Total 16
ApoOs 20 dias de tratamento  Laser 8 11,75 94,00
TFD 8 5,25 42,00
Total 16
60 dias apés o término do Laser 8 11,25 90,00
tratamento TFD 8 5,75 46,00
Total 16
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Test Statistics?

60 dias apés o
Apos 10 dias de | Apds 20 dias de término do
tratamento tratamento tratamento
Mann-Whitney U 22,000 6,000 10,000
Wilcoxon W 58,000 42,000 46,000
z -1,050 -2,731 -2,312
Asymp. Sig. (2-tailed) ,294 ,006 ,021
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,328° ,005° ,021°
a. Grouping Variable: Grupo
b. Not corrected for ties.
Ranks
Grupo Mean Rank Sum of Ranks
Apos 10 dias de tratamento  Laser 8 11,00 88,00
N-metil glucamina 10 mg +
TFD 8 6,00 48,00
Total 16
ApoOs 20 dias de tratamento  Laser 8 12,38 99,00
N-metil glucamina 10 mg +
TED 8 4,63 37,00
Total 16
60 dias apds o término do Laser 8 12,50 100,00
tratamento N-metil glucamina 10 mg +
TFD 8 4,50 36,00
Total 16

Test Statistics?

60 dias apés o

Apos 10 dias de | Apds 20 dias de término do

tratamento tratamento tratamento
Mann-Whitney U 12,000 1,000 ,000
Wilcoxon W 48,000 37,000 36,000
z -2,100 -3,256 -3,361
Asymp. Sig. (2-tailed) ,036 ,001 ,001
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,038° ,000° ,000P

a. Grouping Variable: Grupo
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b. Not corrected for ties.

Ranks
Grupo N Mean Rank Sum of Ranks
Apos 10 dias de tratamento  Laser 8 11,75 94,00
N-metil glucamina 20 mg +
8 5,25 42,00
TFD
Total 16
Apo6s 20 dias de tratamento  Laser 8 12,50 100,00
N-metil glucamina 20 mg +
8 4,50 36,00
TFD
Total 16
60 dias apés o término do Laser 8 12,50 100,00
tratamento N-metil glucamina 20 mg +
8 4,50 36,00
TFD
Total 16

Test Statistics?

60 dias apo6s o
Apos 10 dias de | Apds 20 dias de término do
tratamento tratamento tratamento
Mann-Whitney U 6,000 ,000 ,000
Wilcoxon W 42,000 36,000 36,000
z -2,733 -3,361 -3,363
Asymp. Sig. (2-tailed) ,006 ,001 ,001
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,005° ,000° ,000°
a. Grouping Variable: Grupo
b. Not corrected for ties.
Ranks
Grupo N Mean Rank Sum of Ranks
Apos 10 dias de tratamento  Ftalocianina 8 9,88 79,00
TFD 8 7,13 57,00
Total 16
Apo6s 20 dias de tratamento  Ftalocianina 8 11,75 94,00
TFD 8 5,25 42,00
Total 16
Ftalocianina 8 10,88 87,00
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60 dias apds o término do TFD 8 6,13 49,00
tratamento Total 16
Test Statistics?
60 dias apés o
Apos 10 dias de | Apds 20 dias de término do
tratamento tratamento tratamento
Mann-Whitney U 21,000 6,000 13,000
Wilcoxon W 57,000 42,000 49,000
z -1,155 -2,731 -1,997
Asymp. Sig. (2-tailed) ,248 ,006 ,046
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,279° ,005° ,050°
a. Grouping Variable: Grupo
b. Not corrected for ties.
Ranks
Grupo N Mean Rank Sum of Ranks
Apos 10 dias de tratamento  Ftalocianina 8 11,25 90,00
N-metil glucamina 10 mg +
TFD 8 5,75 46,00
Total 16
Apo6s 20 dias de tratamento  Ftalocianina 8 12,38 99,00
N-metil glucamina 10 mg +
TFD 8 4,63 37,00
Total 16
60 dias apds o término do Ftalocianina 8 12,50 100,00
tratamento N-metil glucamina 10 mg +
TED 8 4,50 36,00
Total 16

Test Statistics?

60 dias apés o
Apos 10 dias de | Apds 20 dias de término do
tratamento tratamento tratamento
Mann-Whitney U 10,000 1,000 ,000
Wilcoxon W 46,000 37,000 36,000
z -2,310 -3,256 -3,361
Asymp. Sig. (2-tailed) ,021 ,001 ,001
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Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,021° ,000° ,000P
a. Grouping Variable: Grupo
b. Not corrected for ties.
Ranks
Grupo N Mean Rank Sum of Ranks
Apos 10 dias de tratamento  Ftalocianina 8 11,75 94,00
N-metil glucamina 20 mg +
8 5,25 42,00
TFD
Total 16
Apo6s 20 dias de tratamento  Ftalocianina 8 12,50 100,00
N-metil glucamina 20 mg +
8 4,50 36,00
TFD
Total 16
60 dias apds o término do Ftalocianina 8 12,50 100,00
tratamento N-metil glucamina 20 mg +
8 4,50 36,00
TFD
Total 16

Test Statistics?

60 dias apés o
Apos 10 dias de | Apds 20 dias de término do
tratamento tratamento tratamento
Mann-Whitney U 6,000 ,000 ,000
Wilcoxon W 42,000 36,000 36,000
z -2,733 -3,361 -3,363
Asymp. Sig. (2-tailed) ,006 ,001 ,001
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,005° ,000° ,000P
a. Grouping Variable: Grupo
b. Not corrected for ties.
Ranks
Grupo N Mean Rank Sum of Ranks
Apos 10 dias de tratamento  TFD 8 10,50 84,00
N-metil glucamina 10 mg +
8 6,50 52,00
TFD
Total 16
Ap0s 20 dias de tratamento  TFD 8 11,88 95,00
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N-metil glucamina 10 mg +
8 5,13 41,00
TFD
Total 16
60 dias apds o término do TFD 8 12,25 98,00
tratamento N-metil glucamina 10 mg +
8 4,75 38,00
TFD
Total 16

Test Statistics?

60 dias apés o
Apos 10 dias de | Apds 20 dias de término do
tratamento tratamento tratamento
Mann-Whitney U 16,000 5,000 2,000
Wilcoxon W 52,000 41,000 38,000
z -1,680 -2,836 -3,153
Asymp. Sig. (2-tailed) ,093 ,005 ,002
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,105° ,003° ,001°
a. Grouping Variable: Grupo
b. Not corrected for ties.
Ranks
Grupo Mean Rank Sum of Ranks
Apos 10 dias de tratamento  TFD 8 11,38 91,00
N-metil glucamina 20 mg +
TFD 8 5,63 45,00
Total 16
ApoOs 20 dias de tratamento  TFD 8 12,50 100,00
N-metil glucamina 20 mg +
TFD 8 4,50 36,00
Total 16
60 dias apds o término do TFD 8 12,50 100,00
tratamento N-metil glucamina 20 mg +
TED 8 4,50 36,00
Total 16

Test Statistics?




60 dias apés o
Apos 10 dias de | Apds 20 dias de término do
tratamento tratamento tratamento
Mann-Whitney U 9,000 ,000 ,000
Wilcoxon W 45,000 36,000 36,000
z -2,417 -3,361 -3,366
Asymp. Sig. (2-tailed) ,016 ,001 ,001
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,015° ,000° ,000P
a. Grouping Variable: Grupo
b. Not corrected for ties.
Ranks
Grupo N Mean Rank Sum of Ranks
Apos 10 dias de tratamento  N-metil glucamina 10 mg +
8 10,75 86,00
TFD
N-metil glucamina 20 mg +
8 6,25 50,00
TFD
Total 16
ApoOs 20 dias de tratamento  N-metil glucamina 10 mg +
8 11,63 93,00
TFD
N-metil glucamina 20 mg +
8 5,38 43,00
TFD
Total 16
60 dias apds o término do N-metil glucamina 10 mg +
8 12,50 100,00
tratamento TFD
N-metil glucamina 20 mg +
8 4,50 36,00
TFD
Total 16

Test Statistics?

60 dias apds o

Apos 10 dias de | Apds 20 dias de término do

tratamento tratamento tratamento
Mann-Whitney U 14,000 7,000 ,000
Wilcoxon W 50,000 43,000 36,000
z -1,892 -2,626 -3,363
Asymp. Sig. (2-tailed) ,059 ,009 ,001
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,065° ,007° ,000P

a. Grouping Variable: Grupo
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b. Not corrected for ties.

Friedman Test

Test Statistics?

Controle positivo N 8
Chi-Square 12,250
df 2
Asymp. Sig. ,002
N-metil glucamina 10 mg N 8
Chi-Square 14,250
df 2
Asymp. Sig. ,001
N-metil glucamina 20 mg N 8
Chi-Square 7,750
df 2
Asymp. Sig. ,021
Laser N 8
Chi-Square 13,000
df 2
Asymp. Sig. ,002
Ftalocianina N 8
Chi-Square 7,750
df 2
Asymp. Sig. ,021
TFD N 8
Chi-Square 12,250
df 2
Asymp. Sig. ,002
N-metil glucamina 10 mg + N 8
TFD Chi-Square 9,000
df 2
Asymp. Sig. ,011
N-metil glucamina 20 mg + N 8
TFD Chi-Square 12,250
df 2
Asymp. Sig. ,002

a. Friedman Test
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Wilcoxon Signed Ranks Test

Test Statistics?

60 dias apés o | 60 dias apos o

Apo6s 20 dias de término do término do

tratamento - tratamento - tratamento -
Apos 10 dias de | Apos 10 dias de | Apds 20 dias de

Grupo tratamento tratamento tratamento
Controle positivo Z -2,521b -2,521b -,420¢
Asymp. Sig. (2-tailed) ,012 ,012 ,674
N-metil glucamina 10 mg Z -2,100¢ -2,521b -2,521°
Asymp. Sig. (2-tailed) ,036 ,012 ,012
N-metil glucamina 20 mg Z -2,380¢ -2,380¢ -1,400°
Asymp. Sig. (2-tailed) ,017 ,017 ,161
Laser z -, 700 -2,521° -2,521b
Asymp. Sig. (2-tailed) ,484 ,012 ,012
Ftalocianina Z -,560P -2,521b -1,960°
Asymp. Sig. (2-tailed) ,575 ,012 ,050
TFD 4 -2,380° -2,380° -2,521°
Asymp. Sig. (2-tailed) ,017 ,017 ,012
N-metil glucamina 10 mg + Z -2,100¢ -2,621°¢ -1,820¢
TFD Asymp. Sig. (2-tailed) ,036 ,012 ,069
N-metil glucamina 20 mg + Z -,980¢ -2,521¢ -2,521°
TFD Asymp. Sig. (2-tailed) 327 ,012 012

a. Wilcoxon Signed Ranks Test
b. Based on negative ranks.

c. Based on positive ranks.
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Descriptive Statistics

N Minimum Maximum Mean Std. Deviation
Grupo Statistic Statistic Statistic Statistic Std. Error Statistic
Controle positivo Apos 10 dias de tratamento 60,795415785524 | 91,220410669213 | 83,269663687836 | 3,5167111490147 | 9,9467612037705
2560 4400 810 25 90
Apés 20 dias de tratamento 72,255951974895 | 114,85094481206 | 99,999999999999 | 4,9649464113025 | 14,042989102639
9600 08200 990 77 464
60 dias ap6s o término do 62,023330377242 | 92,039020397025 | 82,921754553516 | 3,4178149969793 | 9,6670406448207

tratamento 6600 7100 600 77 87
Valid N (listwise)
N-metil glucamina 10 mg Apos 10 dias de tratamento 21,398435259902 | 58,853889321263 | 47,867939212714 | 4,4424753592238 | 12,565217807045
5160 2460 546 83 405
Apo6s 20 dias de tratamento 23,030220342451 | 48,898287741319 | 38,133569820588 | 3,6571258070217 | 10,343913831189
7400 3200 036 65 662
60 dias apds o término do 87,302044342067 | 135,37904652215 | 119,36983258607 | 5,5816519913915 | 15,787295893345
tratamento 3800 05000 2160 75 519

Valid N (listwise)

N-metil glucamina 20 mg

Apos 10 dias de tratamento

Apo6s 20 dias de tratamento

60 dias apés o término do

tratamento

Valid N (listwise)

9,7652889853766
400
14,516679173204
1740
10,793467977458
7630

40,971613484618
8640
50,890238078995
8600
40,255028587882
0300

27,683201572932
454
34,698819837642
404
27,404467113652
256

4,0987258317751
86
4,8114968947311
65
3,7414828220278
67

11,592947319490
825
13,608968327689
691
10,582511500595
540
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Laser Apos 10 dias de tratamento 44,763036087330 | 97,751198132142 | 75,971818293532 | 6,4474029928398 | 18,236009509117
5200 7200 140 07 878
Ap6s 20 dias de tratamento 65,379630261272 | 115,53311958523 | 99,010846578893 | 5,5480613883962 | 15,692287320697
9200 77100 490 66 007
60 dias apos o término do 47,221422401382 | 96,483073505820 | 77,364156143309 | 6,1747582057369 | 17,464853597855
tratamento 0850 4100 610 87 612
Valid N (listwise)
Ftalocianina Apos 10 dias de tratamento 51,054765903412 | 104,53446934010 | 78,794085118584 | 6,3227252966895 | 17,883367731475
1200 56900 360 28 566
Apo6s 20 dias de tratamento 69,800122791459 | 112,17681970120 | 99,481547172385 | 4,7288322379714 | 13,375157370252
1900 74200 550 63 715
60 dias ap6s o término do 51,367693636625 | 96,877956480605 | 78,655752540002 | 5,5737953465252 | 15,765073945895
tratamento 4040 4900 470 12 999
Valid N (listwise)
TFD Apos 10 dias de tratamento 22,414287469790 | 62,196370786056 | 50,346127063449 | 4,5389159192698 | 12,837992903005
6900 6100 806 40 105
Apés 20 dias de tratamento 35,172931305000 | 74,793642131113 | 62,719148645883 | 4,5564460272337 | 12,887575535870
3500 9800 070 83 050
60 dias apds o término do 25,371231129941 | 60,482908971247 | 49,792275101805 | 4,1008804136317 | 11,599041397256
tratamento 1800 5960 770 89 526
Valid N (listwise)
N-metil glucamina 10 mg + Apos 10 dias de tratamento 4,6204890836849 | 55,085405316839 | 29,017326834063 | 5,3897381358603 | 15,244481538746
TFD 190 4000 823 36 340
Apés 20 dias de tratamento 1,7463674193328 | 14,980558018964 | 8,8682720512995 | 1,6644744942649 | 4,7078448080270
345 4550 42 15 82
60 dias apds o término do 5,4296409032947 | 55,020361153387 | 27,473160297807 | 5,3633816064293 | 15,169934015989
tratamento 990 3560 578 09 453
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Valid N (listwise)
N-metil glucamina 20 mg + Apos 10 dias de tratamento ,58984967025764 | 5,7346495719493 | 2,0753969879435 | ,77591223008546 | 1,9005890488943
TFD 97 715 82 8 74
Ap6s 20 dias de tratamento ,70946176410396 | 6,1122859676649 | 3,1016213020442 | 1,0104705112600 | 2,4751371527163
59 140 51 33 25
60 dias apds o término do ,00000000000000 | 4,8702233556826 | 1,5521094703357 | ,71043463654476 | 1,7402023551342
tratamento 00 120 88 3 92
Valid N (listwise)
Tests of Normality
Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Grupo Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Apos 10 dias de tratamento Controle positivo ,308 8 ,024 , 767 8 ,013
N-metil glucamina 10 mg ,260 8 ,120 ,824 8 ,051
N-metil glucamina 20 mg ,210 8 ,200" ,909 8 ,349
Laser , 154 8 ,200" ,946 8 ,671
Ftalocianina , 116 8 ,200" ,982 8 974
TFD 211 8 ,200 ,829 8 ,058
N-metil glucamina 10 mg + 178 g 200° o78 g 952
TFD
N-metil glucamina 20 mg +
329 6 ,042 J74 6 ,034
TFED
Apo6s 20 dias de tratamento Controle positivo , 178 8 ,200" ,909 8 ,346
N-metil glucamina 10 mg ,259 8 ,122 ,864 8 ,131
N-metil glucamina 20 mg ,209 8 ,200" ,907 8 ,333
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Laser ,194 8 ,200" ,866 8 ,136
Ftalocianina ,240 8 ,197 ,817 8 ,044
TFD ,336 8 ,008 ,806 8 ,033
N-metil glucamina 10 mg +
,240 8 ,195 ,923 8 ,453
TFD
N-metil glucamina 20 mg +
,279 6 ,159 ,826 6 ,098
TFD
60 dias apés o término do Controle positivo ,207 8 ,200 ,843 8 ,081
tratamento N-metil glucamina 10 mg 174 8 ,200" ,892 8 244
N-metil glucamina 20 mg ,140 8 ,200" ,946 8 ,675
Laser 174 8 ,200" ,932 8 ,537
Ftalocianina ,166 8 ,200" ,939 8 ,606
TFD ,213 8 ,200" ,862 8 ,125
N-metil glucamina 10 mg +
,196 8 ,200" ,960 8 ,809
TFD
N-metil glucamina 20 mg +
,350 6 ,021 ,804 6 ,064

TFD

*. This is a lower bound of the true significance.

a. Lilliefors Significance Correction
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Comparacdes entre os grupos em cada tempo

Kruskal-Wallis Test

Test StatisticsaP

60 dias apds o
Apos 10 dias de | Apds 20 dias de término do
tratamento tratamento tratamento
Chi-Square 49,222 54,264 53,036
df 7 7 7
Asymp. Sig. ,000 ,000 ,000
a. Kruskal Wallis Test
b. Grouping Variable: Grupo
Mann-Whitney Test
Ranks
Grupo N Mean Rank Sum of Ranks
Apos 10 dias de tratamento  Controle positivo 8 12,50 100,00
N-metil glucamina 10 mg 8 4,50 36,00
Total 16
ApoOs 20 dias de tratamento  Controle positivo 8 12,50 100,00
N-metil glucamina 10 mg 8 4,50 36,00
Total 16
60 dias apés o término do Controle positivo 8 4,88 39,00
tratamento N-metil glucamina 10 mg 8 12,13 97,00
Total 16

Test Statistics?

60 dias apds o
Apos 10 dias de | Apds 20 dias de término do
tratamento tratamento tratamento
Mann-Whitney U ,000 ,000 3,000
Wilcoxon W 36,000 36,000 39,000
z -3,361 -3,361 -3,046
Asymp. Sig. (2-tailed) ,001 ,001 ,002
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Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,000° ,000° ,001°

a. Grouping Variable: Grupo

b. Not corrected for ties.

Ranks

Grupo N Mean Rank Sum of Ranks

Apos 10 dias de tratamento  Controle positivo 8 12,50 100,00
N-metil glucamina 20 mg 8 4,50 36,00
Total 16

Apés 20 dias de tratamento  Controle positivo 8 12,50 100,00
N-metil glucamina 20 mg 8 4,50 36,00
Total 16

60 dias apés o término do Controle positivo 8 12,50 100,00

tratamento N-metil glucamina 20 mg 8 4,50 36,00
Total 16

Test Statistics?

60 dias apés o
Apos 10 dias de | Apds 20 dias de término do
tratamento tratamento tratamento
Mann-Whitney U ,000 ,000 ,000
Wilcoxon W 36,000 36,000 36,000
z -3,361 -3,361 -3,361
Asymp. Sig. (2-tailed) ,001 ,001 ,001
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,000° ,000° ,000P
a. Grouping Variable: Grupo
b. Not corrected for ties.
Ranks
Grupo N Mean Rank Sum of Ranks
Apos 10 dias de tratamento  Controle positivo 8 9,13 73,00
Laser 8 7,88 63,00
Total 16
Ap0s 20 dias de tratamento  Controle positivo 8 8,38 67,00
Laser 8 8,63 69,00
Total 16
Controle positivo 8 9,00 72,00
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60 dias apds o término do Laser 8 8,00 64,00
tratamento Total 16
Test Statistics?
60 dias apés o
Apos 10 dias de | Apds 20 dias de término do
tratamento tratamento tratamento
Mann-Whitney U 27,000 31,000 28,000
Wilcoxon W 63,000 67,000 64,000
z -,525 -,105 -,420
Asymp. Sig. (2-tailed) ,600 916 ,674
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,645° ,959° ,721°
a. Grouping Variable: Grupo
b. Not corrected for ties.
Ranks
Grupo N Mean Rank Sum of Ranks
Apos 10 dias de tratamento  Controle positivo 8 9,38 75,00
Ftalocianina 8 7,63 61,00
Total 16
ApoOs 20 dias de tratamento  Controle positivo 8 8,50 68,00
Ftalocianina 8 8,50 68,00
Total 16
60 dias apés o término do Controle positivo 8 8,88 71,00
tratamento Ftalocianina 8 8,13 65,00
Total 16

Test Statistics?

60 dias apés o

Apos 10 dias de | Apds 20 dias de término do

tratamento tratamento tratamento
Mann-Whitney U 25,000 32,000 29,000
Wilcoxon W 61,000 68,000 65,000
z -, 735 ,000 -,315
Asymp. Sig. (2-tailed) ,462 1,000 , 753
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,505P 1,000° ,798P

a. Grouping Variable: Grupo

b. Not corrected for ties.
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Ranks

Grupo N Mean Rank Sum of Ranks
Apos 10 dias de tratamento  Controle positivo 8 12,38 99,00
TFD 8 4,63 37,00
Total 16
Apds 20 dias de tratamento  Controle positivo 8 12,38 99,00
TFD 8 4,63 37,00
Total 16
60 dias apés o término do Controle positivo 8 12,50 100,00
tratamento TFD 8 4,50 36,00
Total 16
Test Statistics?
60 dias apés o
Apos 10 dias de | Apds 20 dias de término do
tratamento tratamento tratamento
Mann-Whitney U 1,000 1,000 ,000
Wilcoxon W 37,000 37,000 36,000
z -3,256 -3,256 -3,363
Asymp. Sig. (2-tailed) ,001 ,001 ,001
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,000° ,000° ,000P
a. Grouping Variable: Grupo
b. Not corrected for ties.
Ranks
Grupo Mean Rank Sum of Ranks
Apos 10 dias de tratamento  Controle positivo 8 12,50 100,00
N-metil glucamina 10 mg + g 450 96,00
TFD
Total 16
Ap0s 20 dias de tratamento  Controle positivo 8 12,50 100,00
N-metil glucamina 10 mg +
TED 8 4,50 36,00
Total 16
Controle positivo 8 12,50 100,00
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60 dias apds o término do

tratamento

N-metil glucamina 10 mg +

TFD

Total

8 4,50

16

36,00

Test Statistics?

60 dias apés o
Apos 10 dias de | Apds 20 dias de término do
tratamento tratamento tratamento
Mann-Whitney U ,000 ,000 ,000
Wilcoxon W 36,000 36,000 36,000
z -3,361 -3,361 -3,361
Asymp. Sig. (2-tailed) ,001 ,001 ,001
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,000° ,000° ,000°
a. Grouping Variable: Grupo
b. Not corrected for ties.
Ranks
Grupo Mean Rank Sum of Ranks
Apos 10 dias de tratamento  Controle positivo 8 10,50 84,00
N-metil glucamina 20 mg +
TFD 6 3,50 21,00
Total 14
ApoOs 20 dias de tratamento  Controle positivo 8 10,50 84,00
N-metil glucamina 20 mg +
TFD 6 3,50 21,00
Total 14
60 dias apds o término do Controle positivo 8 10,50 84,00
tratamento N-metil glucamina 20 mg +
TED 6 3,50 21,00
Total 14

Test Statistics?

60 dias apés o
Apos 10 dias de | Apds 20 dias de término do
tratamento tratamento tratamento
Mann-Whitney U ,000 ,000 ,000
Wilcoxon W 21,000 21,000 21,000
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VA -3,102 -3,098 -3,102
Asymp. Sig. (2-tailed) ,002 ,002 ,002
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,001° ,001° ,001°
a. Grouping Variable: Grupo
b. Not corrected for ties.
Ranks
Grupo N Mean Rank Sum of Ranks
Apos 10 dias de tratamento  N-metil glucamina 10 mg 8 11,56 92,50
N-metil glucamina 20 mg 8 5,44 43,50
Total 16
Apés 20 dias de tratamento  N-metil glucamina 10 mg 8 8,63 69,00
N-metil glucamina 20 mg 8 8,38 67,00
Total 16
60 dias apds o término do N-metil glucamina 10 mg 8 12,50 100,00
tratamento N-metil glucamina 20 mg 8 4,50 36,00
Total 16
Test Statistics?
60 dias apo6s o
Apos 10 dias de | Apos 20 dias de término do
tratamento tratamento tratamento
Mann-Whitney U 7,500 31,000 ,000
Wilcoxon W 43,500 67,000 36,000
z -2,575 -,105 -3,361
Asymp. Sig. (2-tailed) ,010 ,916 ,001
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,007° ,959° ,000°
a. Grouping Variable: Grupo
b. Not corrected for ties.
Ranks
Grupo N Mean Rank Sum of Ranks
Apos 10 dias de tratamento  N-metil glucamina 10 mg 8 5,25 42,00
Laser 8 11,75 94,00
Total 16
Apo6s 20 dias de tratamento  N-metil glucamina 10 mg 8 4,50 36,00
Laser 8 12,50 100,00
Total 16
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60 dias apds o término do

tratamento

N-metil glucamina 10 mg

Laser

Total

8 12,13
8 4,88
16

97,00
39,00

Test Statistics?

60 dias apés o
Apos 10 dias de | Apds 20 dias de término do
tratamento tratamento tratamento
Mann-Whitney U 6,000 ,000 3,000
Wilcoxon W 42,000 36,000 39,000
z -2,731 -3,361 -3,046
Asymp. Sig. (2-tailed) ,006 ,001 ,002
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,005° ,000° ,001°
a. Grouping Variable: Grupo
b. Not corrected for ties.
Ranks
Grupo N Mean Rank Sum of Ranks
Apos 10 dias de tratamento  N-metil glucamina 10 mg 8 5,13 41,00
Ftalocianina 8 11,88 95,00
Total 16
ApoOs 20 dias de tratamento  N-metil glucamina 10 mg 8 4,50 36,00
Ftalocianina 8 12,50 100,00
Total 16
60 dias apés o término do N-metil glucamina 10 mg 8 12,13 97,00
tratamento Ftalocianina 8 4,88 39,00
Total 16

Test Statistics?

60 dias apés o

Apos 10 dias de | Apds 20 dias de término do

tratamento tratamento tratamento
Mann-Whitney U 5,000 ,000 3,000
Wilcoxon W 41,000 36,000 39,000
z -2,836 -3,361 -3,046
Asymp. Sig. (2-tailed) ,005 ,001 ,002
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,003° ,000° ,001°

a. Grouping Variable: Grupo
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b. Not corrected for ties.

Ranks
Grupo N Mean Rank Sum of Ranks
Apos 10 dias de tratamento  N-metil glucamina 10 mg 8 7,63 61,00
TFD 8 9,38 75,00
Total 16
Apo6s 20 dias de tratamento  N-metil glucamina 10 mg 8 5,13 41,00
TFD 8 11,88 95,00
Total 16
60 dias apds o término do N-metil glucamina 10 mg 8 12,50 100,00
tratamento TFD 8 4,50 36,00
Total 16

Test Statistics?

60 dias ap6s o
Apos 10 dias de | Apds 20 dias de término do
tratamento tratamento tratamento
Mann-Whitney U 25,000 5,000 ,000
Wilcoxon W 61,000 41,000 36,000
z -,735 -2,836 -3,363
Asymp. Sig. (2-tailed) ,462 ,005 ,001
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,505° ,003° ,000°
a. Grouping Variable: Grupo
b. Not corrected for ties.
Ranks
Grupo N Mean Rank Sum of Ranks
Apos 10 dias de tratamento  N-metil glucamina 10 mg 8 11,13 89,00
N-metil glucamina 10 mg +
TED 8 5,88 47,00
Total 16
Ap0s 20 dias de tratamento  N-metil glucamina 10 mg 8 12,50 100,00
N-metil glucamina 10 mg +
TED 8 4,50 36,00
Total 16
N-metil glucamina 10 mg 8 12,50 100,00
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60 dias apds o término do

tratamento

N-metil glucamina 10 mg +

TFD

Total

8 4,50

16

36,00

Test Statistics?

60 dias apés o
Apos 10 dias de | Apds 20 dias de término do
tratamento tratamento tratamento
Mann-Whitney U 11,000 ,000 ,000
Wilcoxon W 47,000 36,000 36,000
z -2,205 -3,361 -3,361
Asymp. Sig. (2-tailed) ,027 ,001 ,001
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,028P ,000P ,000P
a. Grouping Variable: Grupo
b. Not corrected for ties.
Ranks
Grupo Mean Rank Sum of Ranks
Apos 10 dias de tratamento  N-metil glucamina 10 mg 8 10,50 84,00
N-metil glucamina 20 mg +
TFD 6 3,50 21,00
Total 14
Apés 20 dias de tratamento  N-metil glucamina 10 mg 8 10,50 84,00
N-metil glucamina 20 mg +
TFD 6 3,50 21,00
Total 14
60 dias apés o término do N-metil glucamina 10 mg 8 10,50 84,00
tratamento N-metil glucamina 20 mg +
TFD 6 3,50 21,00
Total 14

Test Statistics?

60 dias ap6s o
Apos 10 dias de | Apds 20 dias de término do
tratamento tratamento tratamento
Mann-Whitney U ,000 ,000 ,000
Wilcoxon W 21,000 21,000 21,000
z -3,102 -3,098 -3,102
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Asymp. Sig. (2-tailed) ,002 ,002 ,002

Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,001P ,001°P ,001°P

a. Grouping Variable: Grupo

b. Not corrected for ties.

Ranks

Grupo N Mean Rank Sum of Ranks

Apos 10 dias de tratamento  N-metil glucamina 20 mg 8 4,50 36,00
Laser 8 12,50 100,00
Total 16

ApoOs 20 dias de tratamento  N-metil glucamina 20 mg 8 4,50 36,00
Laser 8 12,50 100,00
Total 16

60 dias apés o término do N-metil glucamina 20 mg 8 4,50 36,00

tratamento Laser 8 12,50 100,00
Total 16

Test Statistics?

60 dias apés o
Apos 10 dias de | Apds 20 dias de término do
tratamento tratamento tratamento
Mann-Whitney U ,000 ,000 ,000
Wilcoxon W 36,000 36,000 36,000
z -3,361 -3,361 -3,361
Asymp. Sig. (2-tailed) ,001 ,001 ,001
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,000° ,000° ,000P
a. Grouping Variable: Grupo
b. Not corrected for ties.
Ranks
Grupo N Mean Rank Sum of Ranks
Apos 10 dias de tratamento  N-metil glucamina 20 mg 8 4,50 36,00
Ftalocianina 8 12,50 100,00
Total 16
Ap0s 20 dias de tratamento  N-metil glucamina 20 mg 8 4,50 36,00
Ftalocianina 8 12,50 100,00
Total 16
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60 dias apds o término do N-metil glucamina 20 mg 8 4,50 36,00
tratamento Ftalocianina 8 12,50 100,00

Total 16

Test Statistics?

60 dias apés o
Apos 10 dias de | Apds 20 dias de término do
tratamento tratamento tratamento
Mann-Whitney U ,000 ,000 ,000
Wilcoxon W 36,000 36,000 36,000
z -3,361 -3,361 -3,361
Asymp. Sig. (2-tailed) ,001 ,001 ,001
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,000° ,000° ,000°
a. Grouping Variable: Grupo
b. Not corrected for ties.
Ranks
Grupo N Mean Rank Sum of Ranks
Apos 10 dias de tratamento  N-metil glucamina 20 mg 8 5,25 42,00
TFD 8 11,75 94,00
Total 16
ApoOs 20 dias de tratamento  N-metil glucamina 20 mg 8 4,88 39,00
TFD 8 12,13 97,00
Total 16
60 dias apés o término do N-metil glucamina 20 mg 8 5,13 41,00
tratamento TFD 8 11,88 95,00
Total 16

Test Statistics?

60 dias apés o

Apos 10 dias de | Apds 20 dias de término do

tratamento tratamento tratamento
Mann-Whitney U 6,000 3,000 5,000
Wilcoxon W 42,000 39,000 41,000
z -2,731 -3,046 -2,838
Asymp. Sig. (2-tailed) ,006 ,002 ,005
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,005° ,001° ,003P

a. Grouping Variable: Grupo
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b. Not corrected for ties.

Ranks
Grupo N Mean Rank Sum of Ranks
Apos 10 dias de tratamento  N-metil glucamina 20 mg 8 8,38 67,00
N-metil glucamina 10 mg +
8 8,63 69,00
TFD
Total 16
Apo6s 20 dias de tratamento  N-metil glucamina 20 mg 8 12,38 99,00
N-metil glucamina 10 mg +
8 4,63 37,00
TFD
Total 16
60 dias apés o término do N-metil glucamina 20 mg 8 8,88 71,00
tratamento N-metil glucamina 10 mg +
8 8,13 65,00
TFD
Total 16

Test Statistics?

60 dias apo6s o
Apos 10 dias de | Apds 20 dias de término do
tratamento tratamento tratamento
Mann-Whitney U 31,000 1,000 29,000
Wilcoxon W 67,000 37,000 65,000
z -,105 -3,256 -,315
Asymp. Sig. (2-tailed) ,916 ,001 ,753
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,959° ,000° ,798°
a. Grouping Variable: Grupo
b. Not corrected for ties.
Ranks
Grupo N Mean Rank Sum of Ranks
Apos 10 dias de tratamento  N-metil glucamina 20 mg 8 10,50 84,00
N-metil glucamina 20 mg +
TED 6 3,50 21,00
Total 14
Ap0s 20 dias de tratamento  N-metil glucamina 20 mg 8 10,50 84,00
N-metil glucamina 20 mg +
TED 6 3,50 21,00

175



Total 14
60 dias apés o término do N-metil glucamina 20 mg 8 10,50 84,00
tratamento N-metil glucamina 20 mg +
6 3,50 21,00
TFD
Total 14

Test Statistics?

60 dias apés o
Apos 10 dias de | Apds 20 dias de término do
tratamento tratamento tratamento
Mann-Whitney U ,000 ,000 ,000
Wilcoxon W 21,000 21,000 21,000
z -3,102 -3,098 -3,102
Asymp. Sig. (2-tailed) ,002 ,002 ,002
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,001° ,001° ,001°
a. Grouping Variable: Grupo
b. Not corrected for ties.
Ranks
Grupo N Mean Rank Sum of Ranks
Apos 10 dias de tratamento  Laser 8 8,38 67,00
Ftalocianina 8 8,63 69,00
Total 16
Apés 20 dias de tratamento  Laser 8 8,50 68,00
Ftalocianina 8 8,50 68,00
Total 16
60 dias apds o término do Laser 8 8,25 66,00
tratamento Ftalocianina 8 8,75 70,00
Total 16

Test Statistics?

60 dias apds o

Apos 10 dias de | Apds 20 dias de término do

tratamento tratamento tratamento
Mann-Whitney U 31,000 32,000 30,000
Wilcoxon W 67,000 68,000 66,000
z -,105 ,000 -,210
Asymp. Sig. (2-tailed) ,916 1,000 ,834
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Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,959P 1,000P ,878°
a. Grouping Variable: Grupo
b. Not corrected for ties.
Ranks
Grupo N Mean Rank Sum of Ranks
Apos 10 dias de tratamento  Laser 8 11,63 93,00
TFD 8 5,38 43,00
Total 16
Apés 20 dias de tratamento  Laser 8 11,75 94,00
TFD 8 5,25 42,00
Total 16
60 dias apés o término do Laser 8 11,75 94,00
tratamento TFD 8 5,25 42,00
Total 16

Test Statistics?

60 dias apés o
Apos 10 dias de | Apds 20 dias de término do
tratamento tratamento tratamento
Mann-Whitney U 7,000 6,000 6,000
Wilcoxon W 43,000 42,000 42,000
z -2,626 -2,731 -2,733
Asymp. Sig. (2-tailed) ,009 ,006 ,006
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,007° ,005° ,005P
a. Grouping Variable: Grupo
b. Not corrected for ties.
Ranks
Grupo N Mean Rank Sum of Ranks
Apos 10 dias de tratamento  Laser 8 12,38 99,00
N-metil glucamina 10 mg +
8 4,63 37,00
TFD
Total 16
ApGs 20 dias de tratamento  Laser 8 12,50 100,00
N-metil glucamina 10 mg +
TED 8 4,50 36,00
Total 16
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60 dias apds o término do

tratamento

Laser

N-metil glucamina 10 mg +

TFD

Total

8 12,38
8 4,63
16

99,00

37,00

Test Statistics?

60 dias apés o
Apos 10 dias de | Apds 20 dias de término do
tratamento tratamento tratamento
Mann-Whitney U 1,000 ,000 1,000
Wilcoxon W 37,000 36,000 37,000
z -3,256 -3,361 -3,256
Asymp. Sig. (2-tailed) ,001 ,001 ,001
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,000P ,000P ,000P
a. Grouping Variable: Grupo
b. Not corrected for ties.
Ranks
Grupo Mean Rank Sum of Ranks
Apos 10 dias de tratamento  Laser 8 10,50 84,00
N-metil glucamina 20 mg +
TFD 6 3,50 21,00
Total 14
Apés 20 dias de tratamento  Laser 8 10,50 84,00
N-metil glucamina 20 mg +
TFD 6 3,50 21,00
Total 14
60 dias apés o término do Laser 8 10,50 84,00
tratamento N-metil glucamina 20 mg +
6 3,50 21,00
TFD
Total 14

Test Statistics?

60 dias ap6s o
Apos 10 dias de | Apds 20 dias de término do
tratamento tratamento tratamento
Mann-Whitney U ,000 ,000 ,000
Wilcoxon W 21,000 21,000 21,000
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VA -3,102 -3,098 -3,102
Asymp. Sig. (2-tailed) ,002 ,002 ,002
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,001° ,001° ,001°
a. Grouping Variable: Grupo
b. Not corrected for ties.
Ranks

Grupo N Mean Rank Sum of Ranks
Apos 10 dias de tratamento  Ftalocianina 8 11,88 95,00

TFD 8 5,13 41,00

Total 16
Apés 20 dias de tratamento  Ftalocianina 8 12,13 97,00

TFD 8 4,88 39,00

Total 16
60 dias apds o término do Ftalocianina 8 12,00 96,00
tratamento TFD 8 5,00 40,00

Total 16

Test Statistics?
60 dias apo6s o
Apos 10 dias de | Apds 20 dias de término do
tratamento tratamento tratamento
Mann-Whitney U 5,000 3,000 4,000
Wilcoxon W 41,000 39,000 40,000
z -2,836 -3,046 -2,943
Asymp. Sig. (2-tailed) ,005 ,002 ,003
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,003° ,001° ,002°
a. Grouping Variable: Grupo
b. Not corrected for ties.
Ranks

Grupo N Mean Rank Sum of Ranks
Apos 10 dias de tratamento  Ftalocianina 8 12,38 99,00

N-metil glucamina 10 mg +

TED 8 4,63 37,00

Total 16
Ap0s 20 dias de tratamento  Ftalocianina 8 12,50 100,00
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N-metil glucamina 10 mg +
8 4,50 36,00
TFD
Total 16
60 dias apds o término do Ftalocianina 8 12,38 99,00
tratamento N-metil glucamina 10 mg +
8 4,63 37,00
TFD
Total 16

Test Statistics?

60 dias apés o
Apos 10 dias de | Apds 20 dias de término do
tratamento tratamento tratamento
Mann-Whitney U 1,000 ,000 1,000
Wilcoxon W 37,000 36,000 37,000
z -3,256 -3,361 -3,256
Asymp. Sig. (2-tailed) ,001 ,001 ,001
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,000° ,000° ,000°
a. Grouping Variable: Grupo
b. Not corrected for ties.
Ranks
Grupo Mean Rank Sum of Ranks
Apos 10 dias de tratamento  Ftalocianina 8 10,50 84,00
N-metil glucamina 20 mg +
TFD 6 3,50 21,00
Total 14
Apo6s 20 dias de tratamento  Ftalocianina 8 10,50 84,00
N-metil glucamina 20 mg +
6 3,50 21,00
TFD
Total 14
60 dias apds o término do Ftalocianina 8 10,50 84,00
tratamento N-metil glucamina 20 mg +
TED 6 3,50 21,00
Total 14

Test Statistics?




60 dias apés o
Apos 10 dias de | Apds 20 dias de término do
tratamento tratamento tratamento
Mann-Whitney U ,000 ,000 ,000
Wilcoxon W 21,000 21,000 21,000
VA -3,102 -3,098 -3,102
Asymp. Sig. (2-tailed) ,002 ,002 ,002
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,001° ,001° ,001°
a. Grouping Variable: Grupo
b. Not corrected for ties.
Ranks
Grupo Mean Rank Sum of Ranks
Apos 10 dias de tratamento  TFD 8 11,38 91,00
N-metil glucamina 10 mg +
TED 8 5,63 45,00
Total 16
Apos 20 dias de tratamento  TFD 8 12,50 100,00
N-metil glucamina 10 mg +
TFD 8 4,50 36,00
Total 16
60 dias apés o término do TFD 8 11,38 91,00
tratamento N-metil glucamina 10 mg +
TFD 8 5,63 45,00
Total 16

Test Statistics?

60 dias ap6s o

Apos 10 dias de | Apds 20 dias de término do

tratamento tratamento tratamento
Mann-Whitney U 9,000 ,000 9,000
Wilcoxon W 45,000 36,000 45,000
Z -2,415 -3,361 -2,417
Asymp. Sig. (2-tailed) ,016 ,001 ,016
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,015° ,000° ,015°

a. Grouping Variable: Grupo

b. Not corrected for ties.




Ranks

Grupo N Mean Rank Sum of Ranks
Apos 10 dias de tratamento  TFD 8 10,50 84,00
N-metil glucamina 20 mg +
6 3,50 21,00
TFD
Total 14
Ap6s 20 dias de tratamento  TFD 8 10,50 84,00
N-metil glucamina 20 mg +
6 3,50 21,00
TFD
Total 14
60 dias apés o término do TFD 8 10,50 84,00
tratamento N-metil glucamina 20 mg +
6 3,50 21,00
TFD
Total 14

Test Statistics?

60 dias apés o
Apos 10 dias de | Apds 20 dias de término do
tratamento tratamento tratamento
Mann-Whitney U ,000 ,000 ,000
Wilcoxon W 21,000 21,000 21,000
z -3,102 -3,098 -3,105
Asymp. Sig. (2-tailed) ,002 ,002 ,002
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,001° ,001° ,001°
a. Grouping Variable: Grupo
b. Not corrected for ties.
Ranks
Grupo N Mean Rank Sum of Ranks
Apos 10 dias de tratamento  N-metil glucamina 10 mg +
8 10,38 83,00
TFD
N-metil glucamina 20 mg +
6 3,67 22,00
TFD
Total 14
Apo6s 20 dias de tratamento  N-metil glucamina 10 mg +
8 9,75 78,00
TFD
N-metil glucamina 20 mg +
6 4,50 27,00
TFD
Total 14
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60 dias apds o término do

tratamento

TFD

N-metil glucamina 20 mg +

TFD

Total

N-metil glucamina 10 mg +

8 10,50
6 3,50
14

84,00

21,00

Test Statistics?

60 dias ap6s o
Apos 10 dias de | Apoés 20 dias de término do
tratamento tratamento tratamento
Mann-Whitney U 1,000 6,000 ,000
Wilcoxon W 22,000 27,000 21,000
z -2,973 -2,324 -3,102
Asymp. Sig. (2-tailed) ,003 ,020 ,002
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,001° ,020° ,001°
a. Grouping Variable: Grupo
b. Not corrected for ties.
Comparagées entre os tempos
Friedman Test
Test Statistics?
Controle positivo N 8
Chi-Square 13,067
df 2
Asymp. Sig. ,001
N-metil glucamina 10 mg N 8
Chi-Square 14,250
df 2
Asymp. Sig. ,001
N-metil glucamina 20 mg N 8
Chi-Square 6,750
df 2
Asymp. Sig. ,034
Laser N 8
Chi-Square 13,000
df 2
Asymp. Sig. ,002
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Ftalocianina N 8
Chi-Square 12,250
df 2
Asymp. Sig. ,002
TFD N 8
Chi-Square 12,250
df 2
Asymp. Sig. ,002
N-metil glucamina 10 mg + N 8
TFD Chi-Square 14,250
df 2
Asymp. Sig. ,001
N-metil glucamina 20 mg + N 6
TFD Chi-Square 6,333
df 2
Asymp. Sig. ,042

a. Friedman Test

Wilcoxon Signhed Ranks Test

Test Statistics?

Apos 20 dias de
tratamento -
Apos 10 dias de

60 dias apés o
término do
tratamento -
Apos 10 dias de

60 dias apés o
término do
tratamento -
ApoOs 20 dias de

Grupo tratamento tratamento tratamento
Controle positivo z -2,521° -,210° -2,621¢
Asymp. Sig. (2-tailed) ,012 ,833 ,012
N-metil glucamina 10 mg Z -2,380¢ -2,521b -2,521P
Asymp. Sig. (2-tailed) ,017 ,012 ,012
N-metil glucamina 20 mg Z -1,960° -,140¢ -2,100¢
Asymp. Sig. (2-tailed) ,050 ,889 ,036
Laser z -2,521° -1,680° -2,521¢
Asymp. Sig. (2-tailed) ,012 ,093 ,012
Ftalocianina Z -2,521b -, 4200 -2,521¢
Asymp. Sig. (2-tailed) ,012 ,674 ,012
TFD 4 -2,5621P -,140¢ -2,521°¢
Asymp. Sig. (2-tailed) ,012 ,889 ,012
VA -2,521°¢ -2,100¢ -2,521b
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N-metil glucamina 10 mg +  Asymp. Sig. (2-tailed

9 9 ym- Sig. ( ) ,012 ,036 ,012
TED
N-metil glucamina20 mg+ Z -,943P -2,201¢ -1,572¢
TFD Asymp. Sig. (2-tailed) ,345 ,028 116

a. Wilcoxon Signed Ranks Test

b. Based on negative ranks.

c. Based on positive ranks.
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