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RESUMO

Espécies de Leishmania sdo agentes causadores das leishmanioses, classificadas como
doencgas tropicais negligenciadas. O Brasil ¢ um dos paises de maior prevaléncia nas
Américas, onde estdo concentrados 90% dos novos casos de leishmanioses, configurando
mais de 16 mil novos casos/ ano de Leishmaniose tegumentar. A Leishmaniose Tegumentar
Americana (LTA) caracteriza-se por lesdes cutdneas, com uma depressao central com bordas
endurecidas e elevadas. Estas lesdes podem desaparecer um tempo apos a picada do mosquito,
ou podem evoluir para um quadro mucocutaneo ou cutaneo-difuso. Leishmania (Leishmania)
amazonensis pode incapacitar a resposta imune do hospedeiro, agravando o quadro clinico e
por isso representa uma das espécies mais importantes, pelo alto indice de morbidade. No
Brasil, os medicamentos usados no tratamento de LTA sdo de uso sistémico, e destaca-se a
Anfotericina B associada ao desoxicolato de sodio (AB-DOC) por ser a mais eficiente no
tratamento da forma cutaneo-difusa. A AB-DOC ¢ um medicamento antibiotico, associado a
cura de lesdes cutaneas e de mucosas. Apresenta-se como um desafio do ponto de vista
clinico, porque requer altas doses durante um longo periodo, tornando-se bastante toxico,
especialmente aos rins e figado. Para solucionar este problema, no mercado farmacéutico
encontram-se disponiveis alternativas baseadas em sistemas nanocarreadores, como a
Anfotericina B Lipossomal (AmBisome®). Esta formulagdo lipossomal comparativamente ¢ a
mais segura e eficaz, pois apresenta menor toxicidade e melhor biodisponibilidade, porém
possui um alto custo e a necessidade de resfriamento. Estes fatores dificultam o amplo acesso
da populagdo ao tratamento, o que leva a necessidade de estudos na busca de novas
formulacdes como alternativas. Ja foi relatado que o aquecimento de AB-DOC permite a
formacao de superagregados, que possuem toxicidade reduzida comparada a AB-DOC, sem
interferir na atividade biologica do farmaco. Neste estudo, preparou-se uma nanoparticula
lipidica soélida associada a AB-DOC (AB-NLS), que apresentou tamanho de particula (TP) de
77,7 £ 4,1 nm, compativel com o sistema nanoparticulado, indice de polidispersao (Pdl) de
0,192 £ 0,040, e potencial zeta (PZ) de -39,2 + 1,81 mV, mantendo-se estavel por 90 dias a 4
°C e protegida da luz. O resultado de TP foi confirmado por microscopia eletronica de
transmissao (MET), mostrando uma populagdo de distribuicdo homogénea. Os ensaios de
atividade biologica com AB-NLS frente a promastigotas de L. (L.) amazonensis mostraram
potencial leishmanicida, com valores de Clso de 353 nM, 458 nM e 1719 nM, e IS de 30,23 ¢
6, para tratamentos de 24h, 48h e 72h, respectivamente. Nao houve atividade citotoxica frente
a macrofagos, nem com altas concentragdes-teste (10822nM). O ensaio de hemolise
apresentou dados promissores quanto ao potencial uso da formulacdo via sistémica, visto que
nao houve atividade hemolitica frente aos eritrocitos humanos. A produg¢do de TNF-a de 602
+ 48 pg/mL indicou que em testes futuros, a AB-NLS frente a amastigotas intracelulares
poderad apresentar atividade. Os resultados demonstraram que AB-NLS apresenta-se eficaz
frente as formas promastigotas, mas sem afetar a viabilidade celular de macréfagos.

Palavras-chave: nanoparticulas lipidicas s6lidas; Anfotericina B; atividade leishmanicida;
Leishmania (Leishmania) amazonensis.



ABSTRACT

Leishmania species are agents that cause leishmaniasis, classified as neglected tropical
diseases. Brazil is one of the countries with the most prevalence on the American continent, a
continent that concentrates 90% of the leishmaniasis new cases, concentrating over 16
thousand of new cases per year of tegumentary leishmaniasis. American Tegumentary
Leishmaniasis (ATL) is characterized by cutaneous lesions, with a central depression and
hardened elevated edges. These lesions may disappear after the mosquito bite or may evolve
to a mucocutaneous or cutaneous-diffuse condition. Leishmania (Leishmania) amazonensis
may incapacitate the immune response of the host, aggravating the clinical condition and
representing one of the most important species, for the high morbidity rate. In Brazil, the
drugs used in ATL treatment are of systemic use, and Amphotericin B deoxycholate (AB-
DOC) features as the most efficient for cutaneous-diffuse treatment. AB-DOC is an antibiotic,
related to the cure of cutaneous and mucocutaneous lesions. It is a challenge from the clinical
aspect, because the drug requires high doses during a long period, becoming very toxic,
especially to kidneys and liver. To circumvent this problem, the pharmaceutical market
provides alternatives based on nanocarriers systems, as liposomal Amphotericin B
(AmBisome®). Comparatively, this liposomal formulation is more secure and efficient,
presents lower toxicity and better bioavailability, however, has a high cost and the necessity
for cooling. These factors impair the wide access to the treatment by the population, leading
to the search for new formulations as alternatives. It has been reported that AB-DOC heating
allows the formation of super-aggregates, which have lower toxicity compared to AB-DOC,
without interfering in its biological activity. In this study, it was developed a solid lipid
nanoparticle associated with AB-DOC (AB-SLN), which presented a particle size of 77,7 +
4,1 nm, compatible with a nanoparticle delivery system, polydispersion index of 0,192 =+
0,040, and a zeta potential of -39,2 + 1,81 mV, remaining stable for 90 days at 4 °C protected
from light. The result of particle size was confirmed by transmission electron microscopy
(TEM), demonstrating a homogeneous distribution of the population. The biological activity
assays with AB-SLN against L. (L.) amazonensis promastigotes demonstrated a
leishmanicidal potential, with ICso values of 353 nM, 458 nM and 1719 nM, and SI of 30, 23
e 6, for treatments of 24 h, 48 h, and 72 h, respectively. There was no cytotoxic activity
against macrophages, not even with the highest test concentration (10822nM). Hemolysis
assay showed promising data as for potential systemic use of the AB-SLN formulation, since
the formulation presented no hemolytic activity against human erythrocytes. TNF-a
production of 602 + 48 pg/mL was an indicative that it might have activity against
intracellular amastigotes. The results inferred that AB-SLN shows efficacy against
promastigotes, without affecting macrophages viability.

Key-words: solid lipid nanoparticles; Amphotericin B; leishmanicidal activity; Leishmania
(Leishmania) amazonensis.
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1. INTRODUCAO

Um conjunto de doengas conhecido como Doengas Tropicais Negligenciadas (DTNs)
esta presente em mais de 149 paises, atingindo aproximadamente 1 bilhdo de pessoas (OMS,
2018), entre as quais a leishmaniose ¢ uma das mais prevalentes (LINDOSO; LINDOSO,
2009). A leishmaniose ¢ uma doenca causada por varias espécies de protozodrio do género
Leishmania (KILLICK-KENDRICK, 1999; PACE, 2014). Foram descritas mais de 50
espécies, e 20 delas sao conhecidas como patogénicas para o ser humano (AKHOUNDI et al.,
2016).

Existem quatro quadros clinicos principais de leishmaniose, mas a forma mais comum
da doenga ¢ a leishmaniose tegumentar americana (LTA). Anualmente, s3o estimados 1
milhdo de novos casos, ¢ o Brasil ¢ o pais de maior prevaléncia nas Américas, com
notificacdo de 16.537 novos casos entre os anos de 2015 a 2017 (ALVAR et al., 2012;
BRASIL, 2018, OMS 2019).

A LTA caracteriza-se por lesdes cutidneas, com uma depressdo central e bordas
endurecidas e elevadas (HERWALDT, 1999). Estas lesdes podem desaparecer apos a picada
do mosquito ou podem evoluir para cicatrizes desfigurantes, com o desenvolvimento de um
quadro mucocutaneo (LMC) ou cutaneo-difuso (LCD) (AKBARI; ORYAN; HATAM, 2017;
FERNANDEZ-FIGUEROA et al., 2016; REITHINGER et al., 2007).

No Brasil, a LTA pode ser causada por varias espécies de Leishmania, mas a que
apresenta quadro clinico mais relevante ¢ Leishmania (Leishmania) amazonensis, que tem a
capacidade de tornar ineficiente a resposta imune do hospedeiro, agravando o seu quadro
clinico (BARRAL et al., 1991; BRASIL, 2017, MENDONCA et al., 2016).

No estado de Santa Catarina, casos autoctones de LTA sdo relatados desde 1987 em
municipios de area rural e destacaram-se L. (L.) amazonensis e L. (Viannia) braziliensis como
os principais agentes etiologicos no estado (GRISARD et al., 2000).

Desde 2001, o nimero de casos da doenga tem aumentado no estado. Entre os anos de
2001 a 2009, foram relatados 401 casos autdctones em Santa Catarina (MARLOW et al.,
2013). Na cidade de Blumenau, o primeiro caso registrado foi em 2005, chegando a 259 casos
em 2008 (GROTT et al., 2014).

Apesar de se tratar de uma doenga de maior predominancia em area rural, os casos de
leishmaniose demonstram um perfil de expansdo para as areas urbanas (MARLOW et al.,
2013). Desde 2010, o estado de Santa Catarina ¢ considerado regido endémica para
leishmaniose visceral canina (SANTA CATARINA, 2018), com o primeiro caso autoctone

em humanos relatado em Florianopolis em 2017 (BUENO et al., 2019).
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Os medicamentos disponibilizados pelo Ministério da Saude para o tratamento de
LTA sdo de uso sistétmico (BRASIL, 2018). Sao eles: antimoniais pentavalentes, como o
antimoniato de N-metilglucamina (NMG) (Glucantime®); anfotericina B em desoxicolato de
sodio (AB-DOC) e formulagao lipossomal; e isotionato de pentamidina (BRASIL, 2017).

A anfotericina B (AB) ¢ um medicamento antibidtico, associado a cura de lesdes
cutaneas e da mucosa no tratamento de LTA (CANNELLA et al., 2011). Porém, apresenta-se
como um desafio do ponto de vista clinico, porque requer altas doses durante um longo
periodo de tempo, tornando-se bastante toxico, especialmente frente a érgdos vitais, como rins
e figado (AKBARI; ORYAN; HATAM, 2017; CORWARE et al., 2011).

Para melhorar a toxicidade associada a AB foram desenvolvidas alternativas baseadas
em sistemas nanocarreadores, como a AB lipossomal (Ambisome®). Esta formulagdo ¢
menos toxica e apresenta melhor biodisponibilidade (AKBARI; ORYAN; HATAM, 2017;
MULLER; JACOBS; KAYSER, 2001), porém com um alto custo. Em média, o custo de
tratamento com AB-DOC ¢ de aproximadamente R$1.036,00, enquanto o tratamento com
AmBisome® ¢ de R$60.000,00 (ANVISA, 2019).

Yardley e Croft (1997) demonstraram que AmBisome® apresenta citotoxicidade 10
vezes menor quando comparado com AB-DOC. De Carvalho et al. (2013) demonstrou que
AB nanoencapsulada diminui significativamente a carga parasitaria em lesdo cutanea de
modelos in vivo. Estes estudos favorecem a busca pela nanoterapia como alternativa
importante ao tratamento convencional com AB-DOC, demonstrando eficacia e seguranca.

Outra alternativa encontrada em substituicdo a AB lipossomal foi o aquecimento de
AB-DOC (HARTSEL et al., 2001), durante 20 minutos a 70 °C, o que leva a formacao de
superagregados, sem prejuizo da atividade antimicrobiana (VAN ETTEN et al., 2000).

Diante do exposto, o objetivo do presente trabalho foi avaliar o potencial
leishmanicida in vitro de formulacdes de AB (coloidal, aquecida, e associada a nanoparticulas
lipidicas solidas) frente ao parasito L. (L.) amazonensis causador da leishmaniose tegumentar

americana.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Leishmania spp.

Os parasitos do género Leishmania spp. sao flagelados, da familia Trypanosomatidae,
ordem Kinetoplastida. Esta ordem caracteriza-se por apresentar uma mitocondria Unica
(chamada cinetoplasto), rica em DNA mitocondrial (kKDNA) (LAINSON; SHAW, 1978;
SHAW et al., 1994).

O kDNA esta localizado dentro da matriz mitocondrial, perpendicular ao flagelo.
Diferente de qualquer outra estrutura de DNA na natureza, o KkDNA de tripanossomatideos ¢
composto de moléculas circulares que se entrelacam formando uma rede singular (SOUZA;
ATTIAS; RODRIGUES, 2009).

Tripanossomatideos representam a familia mais diversa e adaptavel de parasitos
flagelados, com um amplo espectro de hospedeiros, incluindo humanos e animais, sendo
geralmente transmitidos via inseto vetor. Além das espécies de Leishmania, também faz parte
deste grupo as espécies do género Trypanosoma (JACKSON, 2015). Leishmania spp. sao
transmitidos vetorialmente por mosquitos pertencentes aos géneros, Lutzomyia no Novo
Mundo (Américas) e Phlebotomus no Velho Mundo (Africa, Europa e Asia) (KILLICK-
KENDRICK, 1999).

Os parasitos de Leishmania spp. sdo dixénicos, ou seja, alternam suas formas de vida
entre promastigotas, que sao a forma livre existente no mosquito vetor; e a forma amastigota,
parasito obrigatorio de macrofagos e que existe dentro de vactiolos parasitoforos nas células
(ALEXANDER; RUSSELL, 1992; PROUDFOOT et al., 1996).

A forma promastigota habita o trato digestivo da fémea do mosquito vetor (que ¢
hematofaga), e caracteriza-se por ser alongada, flagelada e mdvel, medindo entre 16 ¢ 40 um
(Figura 1A) (LAINSON; SHAW, 1978).

A mobilidade flagelar ¢ uma vantagem que o parasito adquire para sobreviver em
ambientes hostis. Quando parasitam um hospedeiro, eles precisam lidar com barreiras e
obstaculos fisicos; faz-se necessario o uso do flagelo para adaptacdo nesses ambientes, como
contra respostas imunoldgica e bioquimica (KRUGER; ENGSTLER, 2015).

O segundo estagio morfologico, chamado amastigota, ¢ obrigatoriamente intracelular
do sistema fagocitico mononuclear de mamiferos e que se multiplica por divisdo binaria
dentro de macréfagos humanos. E uma forma arredondada, com flagelo interno e imével e
que mede entre 1,5 ¢ 6,5 um, dependendo da espécie (LAINSON; SHAW, 1978). Nos

macrofagos, as amastigotas ficam dentro de um vactolo parasitoforo, chamado
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fagolisossoma, que as separa do citoplasma celular. Esta ¢ a forma encontrada nos
hospedeiros vertebrados, como roedores, cdes e humanos, responsavel pela doenca (Figura

1B) (REAL et al., 2014).

Figura 1. Formas morfoldgicas de Leishmania spp.
A B
1

Nuacleo

Cinetoplasto‘\ "'-‘ o '
-

(A) Forma promastigota de Leishmania spp. (B) Formas amastigotas intracelulares indicadas pela seta.
Fonte: adaptado de CDC (2017)

Foram descritas mais de 50 espécies de Leishmania, entre as quais 31 espécies sao
conhecidas por infectar mamiferos, e 20 delas sdo patogénicas para o ser humano, resultando
em doenga classificada de acordo com o estabelecimento da lesdo: leishmanioses visceral ou
calazar (LV); cutanea (LC); cutaneo-difusa (LCD) e mucocutanea (LMC) (AKHOUNDI et
al., 2016).

2.1.1. Ciclo de vida de Leishmania spp.

De maneira geral, a leishmaniose ¢ uma doenca transmitida por fémeas de insetos
hematofagos, conhecidos como flebotomineos, e classificados como pertencente a ordem
Diptera, familia Psychodidae, e subfamilia Phlebotominae (AKHOUNDI et al., 2016).

No ciclo de vida de Leishmania spp., as promastigotas migram em grande numero
para a parte anterior do intestino do vetor e se fixam pelo flagelo. A posterior migrac¢ao destas
formas para a faringe e probdscide leva a inoculacdo das mesmas na pele de hospedeiros
vertebrados quando o vetor faz o repasto sanguineo (ANTONELLI et al., 2005; LAINSON;
SHAW, 1978).

Da mesma forma, quando o vetor se alimentar de um hospedeiro ja acometido pela

doenga, ele ird ingerir macroéfagos contendo amastigotas de Leishmania spp. presentes na pele
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e no sangue periférico, que se transformardo em promastigotas no seu trato digestivo,
permitindo que a doenca seja transmitida para outros hospedeiros saudéaveis (Figura 2)

(KRUGER; ENGSTLER, 2015; LAINSON; SHAW, 1978)

Figura 2. Ciclo de vida de Leishmania spp.
Armastigola infracehlar

Fonte: Adaptado de AMARAL, 2011; CHAPPUIS et al., 2007

Nos macréfagos, as amastigotas ficam dentro de um vacuolo parasitéforo, chamado
fagolisossoma. Esta organela ¢ derivada da fusdo de outras duas organelas celulares dos
macrofagos: o fagossoma, que ¢ responsavel pela fagocitose e o lisossoma, responsavel pela
lise de microrganismos. (REAL et al., 2014).

O parasito de Leishmania spp. habita também a pele do hospedeiro, permitindo que o
vetor faga a ingestao ao se alimentar. O vetor tem comportamento telméfago, ou seja, ao picar
o hospedeiro produz uma lesao e se alimenta do sangue extravasado, permitindo a ingestao de

parasitos presentes na pele do hospedeiro previamente infectado (CAPEWELL et al., 2016).
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2.1.2. Imunopatogénese de Leishmania spp.

O estabelecimento da infec¢do primaria e o desenvolvimento de sintomas clinicos
dependem de fatores relacionados ao parasita, ao hospedeiro, a0 mosquito transmissor, como
a quantidade e rota de inoculagdo e da manutengdo de macrofagos em um estado inerte e
inativo. Sabe-se que o mosquito tem papel fundamental no estabelecimento da infeccao, tendo
em vista que a sua saliva possui substincias vasodilatadoras, aumentando o eritema, a
quantidade de parasitos inoculados, persisténcia e tamanho da lesao (REITHINGER et al.,
2007).

A patogénese segue um sistema complexo de interagdes entre varios fatores
desencadeados pela resposta imune do hospedeiro, sendo ela inata ou adquirida (por exemplo:
macrofagos, células natural killer (NK), neutrdfilos). Essas respostas inflamatorias sdo
mediadoras da expressdao da doenca e podem resultar em leishmaniose assintomatica, auto
cura em casos de LC ou ainda na cronicidade da leishmaniose, como nos casos que evoluem
para LMC ou LCD (PHILLIP, 2005; REITHINGER et al., 2007).

O sistema imune humano possui varias células apresentadoras de antigenos, mas uma
das principais sdo os linfocitos T helper CD4+ (REITHINGER et al., 2007). A sub-populagio
conhecida como linfocitos Th2 ¢é responsavel pela produgdo de interleucinas como IL-4, IL-5,
e IL-10, que estdo associados a processos alérgicos e protecdo contra agentes extracelulares.
Essas células, quando ativadas, levam ao agravamento da doenga, quando esta envolve
parasitos intracelulares (CHRISTENSEN et al., 2018; REITHINGER et al., 2007).

Por outro lado, a sub-popula¢do conhecida como linfocitos Thl, é responsavel por
produzir citocinas IL-12, IFN-y e fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a), responsaveis pela
protecao contra patdgenos intracelulares. Essas cé€lulas estdo relacionadas ao controle da
infeccdo, pois ajudam na ativagdo dos macrdofagos, tornando-os capazes de eliminar o parasito
(ANTONELLI et al., 2005; CHRISTENSEN et al., 2018).

Na pele do hospedeiro, encontram-se células do sistema imune, como macrofagos,
linfoécitos T e B e mastocitos. Por um mecanismo que envolve receptores e ligantes de
superficie, o parasito adere-se a superficie dos macréfagos, passando para o meio intracelular
por fagocitose (ANTONELLI et al., 2005). A protease Gp63, principal glicoproteina de
superficie das espécies de Leishmania, ¢ um fator de viruléncia que facilita o primeiro contato
entre o parasito e o macrofago, favorecendo a ligagdo entre eles, e consequente sobrevivéncia
do parasito dentro dos fagolisossomos da célula (AKHOUNDI et al., 2017).

Células NK sao capazes de produzir IFN-y e TNF-a, duas citocinas necessarias para

potencializar a atividade leishmanicida de células fagociticas. Essas citocinas também
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contribuem na formac¢ao de granulomas nos tecidos infectados para conter a propaga¢do do
parasito. As células NK sdo ativadas pelo lipofosfoglicano (LPG) presente nas espécies de
Leishmania por meio de receptores TLR2 (do inglés Toll-like receptor) que induzem a
produgdo das citocinas (FERNANDEZ-FIGUEROA et al., 2016).

Promastigotas de Leishmania spp. sintetizam LPG, sendo o principal glicoconjugado
presente na superficie do parasito, incluindo o flagelo. Este complexo ¢ composto por um
nucleo fosfossacaridico, ligado a uma molécula de fosfatidilinositol lipidico, a mais uma
regido fosfossacaridica e a uma pequena estrutura oligossacaridica (TURCO;
DESCOTEAUX, 1992).

O LPG interage diretamente com sitios de ligagdo presentes nos macréfagos, ou
indiretamente com os receptores do sistema complemento CR1 e CR3. A sinergia desta
molécula com IFN-y pode induzir a expressdo de iNOS (6xido nitrico sintase induzida por
citocina) em macrofagos. Esta expressdo ¢ diretamente relacionada a atividade leishmanicida
(PROUDFOOT et al., 1996).

O efeito protetor de IFN-y ¢ alcancado por meio de diversos mecanismos, como pela
indugdo da expressdo do gene NO sintase 2 (NOS2); favorecendo a polarizagdo de células T
CDA4+, garantindo assim a producdo dessa citocina; e induzindo a maturagao de células
dendriticas e sua migra¢do para os linfonodos (DE MARIA et al., 2011; FERNANDEZ-
FIGUEROA et al., 2016).

Portanto, o mecanismo de controle da progressio de LC pode ser sugerido pela
ativacdo de macrofagos frente a promastigotas que expressam LPG, levando a producdo de
IL-12, a qual leva a diferenciacao de células Th1l que produzem IFN-y, ativando macrofagos a
produzir NO e levando assim a morte de parasitos intracelulares. O fosfoglicano presente na
molécula de LPG pode inibir a sintese de NO pelos macréfagos, tendo papel modulador
determinante na relacdo parasito-hospedeiro, pois pode resultar na sobrevivéncia do parasito
(FERNANDEZ-FIGUEROA et al., 2016; PROUDFOOT et al., 1996).

Tendo em vista as condi¢cdes para a instalacdo da doenga, pacientes com uma
comorbidade pré-existente, como por exemplo HIV/AIDS, geralmente apresentam uma
manifestagdo clinica mais grave (REITHINGER et al., 2007). Apesar de LC ser uma doenga
benigna onde grande parte dos casos evoluem para cura, os pacientes com esse quadro clinico
podem apresentar disseminagdo da infecgdo para outros sitios da pele, bem como anergia a
resposta imune € ma resposta ao tratamento com quimioterapicos, desenvolvendo LCD

(LAINSON; SHAW, 2005).
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A migragdo de neutrofilos para o local da picada do inseto ¢ fator determinante para o
estabelecimento da infeccdo (PETERS et al., 2008). H4 evidéncias de que promastigotas de L.
donovani mantém-se em compartimentos nao-liticos de neutréfilos e sdo transferidas para os
macrofagos quando estes internalizam neutrdfilos infectados ou apoptoticos, funcionando
assim como um “Cavalo de Troia” (GETTI; CHEKE; HUMBER, 2008; GUEIRARD et al.,
2008; REAL et al., 2014). Esta tatica sugere que a transferéncia do parasito de célula para
célula ¢ essencial para o estabelecimento da infecgdo, especialmente nas primeiras horas apds
a picada do vetor, pois ndo ha contato com o meio extracelular do hospedeiro (REAL et al.,
2014).

A liberagcdo de amastigotas ¢ consequéncia do ambiente citolitico modulado pela
resposta imune do hospedeiro ¢ pode ndo ser promovida ativamente pelo parasito. As
amastigotas sdo liberadas por um processo similar a exocitose, ou seja, ndo existe um
processo litico resultado da multiplicagdo de amastigotas intracelulares. A saida de
Leishmania spp. das células hospedeiras ¢ mediada por extrusdo de vacuolos parasitoforos,
que sdo englobados por macrofagos vizinhos, levando a propagagdo da doenca (REAL et al.,

2014).

2.2. Leishmanioses

De acordo com a Organizagdo Mundial da Saude (OMS, 2018), um conjunto de 20
doencas conhecidas como DTNs esta presente em 149 paises do mundo. Atingem
aproximadamente 1 bilhdo de pessoas na faixa tropical do globo, com maior prevaléncia na
populagdo de baixa renda, que possui acesso limitado a 4gua potavel e saneamento basico. As
leishmanioses fazem parte deste grupo de doencgas, sendo o Brasil o pais de maior prevaléncia
nas Américas (ALVAR et al., 2012).

As leishmanioses sdo zoonoses, € os hospedeiros principais sdo animais de vida
selvagem na floresta; ou de vida doméstica, como caes, no ambiente urbano. O ser humano ¢
um hospedeiro acidental, pois quando os vetores fazem o repasto sanguineo nestes
hospedeiros, a doenga ¢ transmitida. Nas Américas, provavelmente a origem da doenca em
humanos surge junto com a coloniza¢do ¢ desmatamento de areas de floresta da regido
Amazonica, onde o flebotomineo precisou adaptar-se a um habitat peridoméstico (LAINSON;
SHAW, 2005).

A doenca conhecida como LV ou calazar foi descrita pela primeira vez em 1901,
quando Leishman e Donovan descreveram um protozoario em tecido de bago de pacientes

indianos, o qual recebeu o nome de corpos Leishman-Donovan (AKHOUNDI et al., 2016;
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HERWALDT, 1999). A LV tem o primeiro registro nas Américas em 1913, no Paraguai, e
desde entdo foi encontrada em quase todos os paises da América Latina. Em 1937 foi dado o
nome de L. chagasi ao parasito, diferenciando de L. donovani encontrado em outros casos na
ndia (LAINSON; SHAW, 1978). O quadro clinico da doenga pode ser fatal se ndo tratado a
tempo, e € causado por espécies do Complexo Leishmania donovani, sendo elas L. donovani,
L. chagasi e L. infantum (OGUNGBE; ERWIN; SETZER, 2014).

Anualmente, a OMS estima 400 mil novos casos de LV. Um estudo mostrou que entre
os anos de 1990 a 2016, o nimero de casos no Brasil foi de 84.922, atingindo um indice de
mortalidade de 7,4% em 2016 (TRINDADE BEZERRA et al., 2018). Somente no ano de
2017, 94% dos novos casos aconteceram em sete paises do mundo, sendo o Brasil o unico
representante das Américas (OMS, 2019).

A LV canina também ¢ uma doenga presente em diversos paises, com indice superior
a 20% de caes contaminados em regides endémicas (OMS, 2019), sendo o principal agente
etioldgico o parasito L. infantum (NAUCKE; LORENTZ, 2012).

No ano de 2010 quatro casos autoctones de LV canina foram notificados no municipio
de Floriandpolis, e desde entdo Santa Catarina passou a ser considerada regido endémica para
a doenca (SANTA CATARINA, 2018).

Entre os anos de 2015 e 2016, 6.489 novos casos foram notificados em 22 das 27
unidades federativas do pais, sendo Santa Catarina um dos cinco estados sem nenhum caso
autoctone registrado (BRASIL, 2016). O primeiro caso autdctone no estado foi registrado em
2017, no municipio de Florianépolis, onde o agente etiologico encontrado foi L. infantum. O
paciente nao viajou para nenhuma localidade endémica, mas possuia varios cachorros doentes
sem acompanhamento veterinario (BUENO et al., 2019).

A leishmaniose, de maneira geral, ¢ uma doenca transmitida vetorialmente. Mas
existem relatos de transmissdo vertical, ou seja, independente de mosquito vetor. Em 2011 na
Alemanha, regido ndo-endémica para a doenca, um filhote de cachorro foi diagnosticado com
L. infantum adquirido da mae, de maneira congénita (NAUCKE; LORENTZ, 2012).

Em seres humanos, transmissao nao-vetorial também ja foi relatada. Em 1960 no
Reino Unido, regido ndo-endémica, o primeiro caso de transmissdo sexual de LV foi relatado.
A mulher apresentou lesdes genitais contendo Leishmania spp. dois anos apds o casamento
com o marido, que ja havia feito o tratamento oito anos antes para a doenca (SYMMERS,
1960). Em 2003 na India, uma crianca de 7 meses de idade adquiriu LV apés transfusio

sanguinea de um tio infectado (DEY; SINGH, 2006).
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A LTA, popularmente conhecida como "Ulcera de Bauru", foi descrita pela primeira
vez em 1909 por Paranhos e colaboradores (AKHOUNDI et al., 2016). E a forma mais
comum da doenca, com um nimero estimado de 1 milhao de novos casos anualmente, sendo
Brasil o pais de maior prevaléncia nas Américas (ALVAR et al., 2012; OMS, 2019). Entre os
anos de 1990 a 2016 foram reportados 687.780 novos casos no Brasil, e entre 2015 a 2017
foram notificados em média 16.537 (TRINDADE BEZERRA et al., 2018; BRASIL, 2018).

2.2.1. Leishmaniose Tegumentar Americana

A LTA caracteriza-se pela formagdo de lesdes cutdneas que surgem, em média, entre
dois a seis meses apos a picada do mosquito vetor € normalmente evoluem para a cura apos o
tratamento (LAINSON; SHAW, 2005; REITHINGER et al., 2007). Essas lesdes iniciam
como papulas, evoluem para nddulos e posteriormente para ulceras, que apresentam uma
depress@o no centro e bordas endurecidas e elevadas (HERWALDT, 1999; LAINSON;
SHAW, 2005; REITHINGER et al., 2007).

A doenga esta associada a 14 espécies de Leishmania conhecidas pertencentes aos
subgéneros Viannia e Leishmania. Apos novos estudos de revisdo taxonOmica baseada em
analise molecular, a etiologia de LTA agora inclui duas novas espécies: Leishmania
(Mundinia) martiniquensis e Leishmania (Leishmania) waltoni (SILVEIRA, 2019).

O primeiro caso de LTA no Brasil foi registrado por Lindenberg; e Carini e Paranhos,
em paciente do estado de Sao Paulo em 1909. O nome Leishmania braziliensis foi dado a um
caso que surgiu mais tarde em Minas Gerais em 1911, por Gaspar Vianna (LAINSON;
SHAW, 1978, 2005).

Na América Latina, o maior agente etioldgico de LTA € o parasito de L. (Viannia)
braziliensis devido sua ampla distribuicdo, da América Central at¢é a América do Sul,
especialmente no Brasil. Este parasito possui amplos espectros clinico e patoldgico de LTA,
principalmente LMC (SILVEIRA, 2019). O segundo agente com maior patogenicidade ¢ L.
(Leishmania) amazonensis, que também pode induzir as formas localizada e disseminada,
mas principalmente induz a forma clinica mais severa e incuravel, conhecida como LCD
anérgica. Esta manifestacdo da doenca ¢ grave e acomete aproximadamente 1% dos casos de
LTA por ano no Brasil (BRASIL, 2017; CHRISTENSEN et al., 2018; SILVEIRA, 2019).

Macrofagos infectados transportam os parasitos para outras partes do corpo
produzindo lesdes secundarias extremamente desfigurantes, como nas mucosas de nariz,
faringe e laringe. Estas feridas aparecem dentro de alguns meses apds a lesdo inicial ter

surgido, ou ainda anos apos, quando o paciente ja estd supostamente curado. O primeiro surto
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de LMC no Brasil foi relatado por Pessoa, em 1941, no estado de Sao Paulo. De 110 pessoas
com lesdes cutaneas que duraram mais de um ano, 80,9% delas apresentaram feridas
mucocutaneas (LAINSON; SHAW, 2005).

No estado de Santa Catarina, casos de LTA sao relatados desde 1987 em municipios
de area rural e destacaram-se L. (L.) amazonensis e L (V.) braziliensis como os principais
agentes etiologicos no estado (GRISARD et al., 2000).

O diagnostico para LTA ¢ feito pela pesquisa do parasito em lamina de esfregago
corada por Giemsa. O teste de reagdo de Montenegro pode ser feito, mas ndo ¢ critério para
diagnoéstico da doenga ativa porque pode ser positivo em pacientes que desenvolveram

leishmaniose previamente (LAINSON; SHAW, 2005).

2.2.2. Leishmaniose Cutianeo-Difusa

O primeiro relato de uma forma incomum de LC ocorreu na Venezuela, em 1948, por
Convit e Lapenta. As lesdes eram nodulares e difusas por todo o corpo, contendo grande
nimero de amastigotas, reacdo de Montenegro negativa e quase total resisténcia a
quimioterapia (LAINSON; SHAW, 2005).

A LCD ¢ uma forma grave da doenca, altamente invasiva e destrutiva, resultado da
falta de resposta imune mediada por célula por parte do hospedeiro. E caracterizada por
macrofagos intensamente parasitados dentro de nédulos que se espalham descontroladamente
pela pele. Essa forma agressiva também invade as mucosas nasal e orofaringea de pacientes
em estagios avangados da doenga. Em alguns casos as lesdes podem ser ulcerativas, similar ao
que se encontra em doengas como lepra, levando a amputa¢do de dedos dos pés e das maos
(FERNANDEZ-FIGUEROA et al., 2016; LAINSON; SHAW, 2005).

Nas Américas, essa condicdo ¢ associada somente a infeccdes do complexo L.
mexicana, como L. (Leishmania) mexicana, L. (L.) pifanoi e L. (L.) amazonensis. Estes
agentes sdo encontrados principalmente no México, Venezuela e Brasil, respectivamente. Na
América do Sul, L. (L.) amazonensis ¢ transmitida pelo vetor Lutzomyia (Nyssomyia)
flaviscutellata, encontrada principalmente em regioes de floresta, em espécies de roedores e
raposas como hospedeiro intermediario (LAINSON; SHAW, 2005).

A LCD anérgica ¢ resultado da falta de protecdo por parte das células T (CD4+/
ativacdo de resposta imune do tipo Thl) em controlar a infecc¢do, resultando em resposta
CD4+/ativagao imunologica de Th2 com alta produgao de IL-10 e transformagdo de fator de
crescimento-beta (TGF-B) culminando em uma resposta muito fraca a tratamentos tradicionais

como antimoniais pentavalentes e anfotericina B (CAMPOS et al., 2018; SILVEIRA, 2019).
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Em modelos murinos, macréfagos infectados sofrem mudangas transcricionais e
morfoldgicas que permitem a sobrevivéncia do parasito. Tais mudancgas incluem a inibi¢do de
iINOS, TNF-a e IL-12, com aumento de IL-10 e expressao de TGF-B (CHRISTENSEN et al.,
2018; GUPTA; OGHUMU; SATOSKAR, 2013). A resposta de células B também esta
relacionada a progressdo da doenca, produzindo anticorpos locais que ajudam a ativar um
fenotipo regulador de macrofagos que € permissivo com o crescimento parasitario. Altos
niveis de imunoglobulinas sdo indicativos de agravamento da doenca, € no caso de LCD,
especialmente a IgG4 estd presente nas lesdes de pacientes. Este anticorpo ¢ o isotipo mais
raro de IgG, compreendendo somente 1% da populacao adulta (CHRISTENSEN et al., 2018).

Pacientes com LCD possuem resposta imune diminuida e menor numero de células
NK no sangue e nos tecidos lesionados, além de menor capacidade em produzir IFN-y e TNF-
a quando estimuladas com LPG de Leishmania spp. A falta destas citocinas também pode ser
responsavel pela propagagio descontrolada do parasito (FERNANDEZ-FIGUEROA et al.,
2016).

2.2.3. Tratamento para leishmaniose tegumentar americana

O tratamento para leishmaniose teve inicio em 1912, quando foi introduzido no Brasil
o antimonial trivalente, também conhecido como tartaro emético. Os antimoniais
pentavalentes sdo medicamentos de escolha desde 1945. Sua agdo ¢ bastante eficaz in vitro,
mas em modelo animal depende de fatores como células T e citocinas (DE LIMA et al., 2007;
MURRAY, 2001).

No Brasil, os medicamentos disponiveis para o tratamento para LTA sdo de uso
sisttmico (BRASIL, 2018). O Ministério da Satde preconiza o uso de antimoniais
pentavalentes, como o antimoniato de N-metilglucamina (Glucantime®); anfotericina B em
desoxicolato de sodio (AB-DOC) e formulagdo lipossomal; e isotionato de pentamidina
(BRASIL, 2017).

Nos tultimos anos, a miltefosina (hexadecilfosfocolina), um alquilfosfolipidio,
demonstrou boa eficidcia como o primeiro medicamento oral administrado para leishmaniose
visceral (KEDZIERSKI et al., 2009). Em 2018, o Ministério da Saude passou a incorporar a
miltefosina para tratamento de LTA, mas ainda nao ¢ disponibilizado pelo SUS por ndo ter
registro na Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) (BRASIL, 2018). Estudos
demonstram que miltefosina possui potencial teratogénico e tempo de meia-vida alto, o que
impede que mulheres em idade fértil engravidem em até quatro meses apos o término do

tratamento com miltefosina (MOSIMANN et al., 2018).
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fatores limitantes relacionados aos medicamentos usados no

tratamento de LTA, como dores musculares e articulares, febre, dor de cabeca, nausea,

vomitos, alteragdes de funcdo hepatica, cardiaca, e renal podendo evoluir para casos agudos
de insuficiéncia renal, relatados para todos eles (AKBARI; ORYAN; HATAM, 2017;
MINODIER; PAROLA, 2007). A AB lipossomal apresenta menor citotoxicidade quando

comparada aos demais tratamentos (MANZONI et al., 2012), porém devido seu alto custo, o

acesso a este tratamento € limitado.

O Quadro 1 apresenta a comparacdo entre a posologia dos medicamentos

disponibilizados pelo Ministério da Satude (2017; 2019), bem como o custo para o tratamento

e uso clinico.

Quadro 1. Tempo de uso e custo dos medicamentos disponiveis no SUS

Medicamento

Dose indicada

Custo

Uso indicado

Desoxicolato

Anfotericina B

de

0,7 a 1,0mg/kg/dia,
com dose total de 25 a
40mg/kg.

Um paciente de 60kg
pode usar 36 ampolas,
durante o tratamento de
42 a 43 dias

consecutivos.

B®
(Cristalia) - R$518,43

Anforicin

caixa com 25 ampolas

2* escolha em
casos de LC e
LMC qualquer que
seja o  agente

etiologico.

2%  escolha em

casos de LCD.

2%  escolha em

casos de LV.

1*  escolha nos
casos de pacientes
coinfectados

HIV  ou

com
outras

imunossupressoes.

Anfotericina

lipossomal

2 a Smg/kg/dia, com
dose total de 25 a
40mg/kg.

Um paciente de 60kg

Ambisome®  (United
Medical) -
R$15.330,66 caixa com

10 ampolas

1*  escolha em
casos de LC e
LMC quando o

agente etiologico
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pode usar 36 ampolas,

for qualquer um,

durante o tratamento de inclusive L.
9 dias consecutivos (4 guyanensis.
ampolas/dia).
2* escolha em
casos de LCD.
1*  escolha em
casos de LV.
1*  escolha nos
casos de pacientes
coinfectados com
HIV  ou outras
imunossupressoes
Antimoniato de N-| 10 a20mg Sb™/kg/dia | Glucantime® (Sanofi- | 1* escolha em
metilglucamina Um paciente de 60kg | Aventis) - R$456,70 | casos de LC e
pode usar de 1,5 | caixacom 50 ampolas | LMC quando o
ampola a 3 ampolas por agente etiologico
dia de tratamento, for qualquer um,
durante 20 dias exceto L.
consecutivos. guyanensis.
Nao responde ao
tratamento de
LCD.
2* escolha em
casos de LV.
Isotionato de | 3 a 4mg/kg/dia, em dias | N/A 1*  escolha em
pentamidina alternados. casos de LC e

Um paciente de 60kg

pode usar 4,2 ampolas

LMC quando o

agente etiologico
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durante o tratamento de for qualquer um,
7 dias. inclusive L.
guyanensis.

Fonte: adaptado de BRASIL, 2017; ANVISA, 2019.

Apesar da variedade de medicamentos disponiveis para tratamento de LTA, ainda se
enfrentam problemas como a alta toxicidade, necessidade de internagdo hospitalar para
administracdo medicamentosa, longos periodos de tratamento, e resisténcia do parasito

(CORWARE et al., 2011).

2.3. Anfotericina B

A AB ¢ um antibidtico poliénico produzido pelo processo de fermentagdo o
actinomiceto Streptomyces nodosus (CORWARE et al., 2011; FILIPPIN; SOUZA, 2006;
HAMILL, 2013). Apresenta atividade frente a um amplo espectro de agentes causadores de
micoses sistémicas (PAPPAS et al., 2016), e de parasitos intracelulares obrigatorios, como
Trypanosoma spp. € Leishmania spp. (ADLER-MOORE; GANGNEUX; PAPPAS, 2016;
YARDLEY; CROFT, 2000).

O primeiro relato de uso de AB para tratamento de leishmaniose foi no inicio de
1960, quando estudos demonstraram que Leishmania spp. apresentava o ergosterol abundante

nas membranas celulares (CANNELLA et al., 2011; SAMPAIO et al., 1960).

2.3.1. Estrutura quimica

A AB possui 37 atomos de carbono em sua estrutura, formando um anel macrociclico
fechado por lactonizacdo (Figura 3). Possui uma cadeia hidrofobica de duplas ligagdes
conjugadas ndo-substituidas (heptaeno) e, na por¢ao oposta, uma cadeia hidrofilica poli-
hidroxilada com sete grupos hidroxila livres, o que lhe confere caracteristica anfipatica. Em
uma das extremidades da molécula, encontra-se um residuo micosamina (lactona) com um
aminogrupo livre, formando uma cadeia lateral (FILIPPIN; SOUZA, 2006; GANIS et al.,
1971; KLEINBERG, 2006).
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Figura 3. Estrutura quimica da Anfotericina B
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Fonte: Ganis, et al. (1971)

A AB apresenta baixa solubilidade em solventes aquosos, e diversos solventes
organicos (TORRADO et al., 2008). Apresenta solubilidade em dimetilsulfoxido (DMSO),
com solubilidade aumentada a partir da adi¢do de lauril sulfato de sédio ou desoxicolato de
sodio (DOC), contudo ndo ha a formacgao de um sistema homogéneo, podendo apresentar em
sua constituicdo trés formas diferentes: monomérica, oligomérica e agregados de AB-DOC

(FILIPPIN; SOUZA, 2006; LEGRAND et al., 1992).

2.3.2. Mecanismo de acao

A membrana celular dos microrganismos possui ergosterol em sua composicao, um
esterol semelhante ao colesterol presente nas células de mamiferos. O mecanismo de acdo
sugerido envolve a seletividade da AB para se ligar ao ergosterol, aumentando a
permeabilidade da membrana celular (CORWARE et al.,, 2011; CROFT; SUNDAR;
FAIRLAMB, 2006). A alteragdo da permeabilidade celular permite o escape de pequenos ions
e metabdlitos, principalmente ions potassio, levando eventualmente a morte celular
(FILIPPIN; SOUZA, 2006).

Na presenca de ergosterol, a cadeia hidrofobica contendo polienos promove a ligagao
e insercao do medicamento junto as camadas bilamelares lipidicas da membrana celular. Os
mondmeros de AB formam um poro devido a ligacdo dessa cadeia hidrofobica junto aos
lipideos de membrana. A cadeia hidrofilica que contém poli-hidroxilas forma um poro na
parede interna. Dessa maneira, a AB aumenta significativamente a permeabilidade da
membrana, permitindo que cations promovam a deplecdo de potéassio intracelular e,

consequentemente, a morte celular (KLEINBERG, 2006).
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2.3.3. Toxicidade associada a Anfotericina B

Em um ambiente aquoso, a AB estd presente como uma mistura equilibrada de
mondmeros e agregados soluveis e insoluveis (PETIT et al., 1997; TORRADO et al., 2008;
ZIA et al., 2016). Suas propriedades anfipaticas levam a formacao de agregados soliveis em
agua, que sdo toxicos para o ser humano (CORWARE et al., 2011). Os agregados soluveis de
AB demonstram mais eficiéncia ao induzir a permeabilidade das membranas que contém
colesterol, enquanto que os agregados insoluveis € mondmeros apresentam maior eficacia ao
induzir danos a células que contém ergosterol (PETIT et al., 1997). Embora a AB possua
maior afinidade por ergosterol, muitos dos efeitos tdxicos que lhe sdo atribuidos sdo
resultados da sua capacidade em ligar-se ao colesterol e outros constituintes da membrana
celular de mamiferos (CORWARE et al., 2011; FILIPPIN; SOUZA, 2006).

Diferentes estratégias foram estudadas para diminuir a toxicidade da AB-DOC. Uma
delas ¢ aquecer o medicamento, para induzir a sua agrega¢do, formando uma mistura de
mondémeros ¢ superagregados de AB (ESPADA et al., 2008; PETIT et al., 1997; VAN
ETTEN et al., 1998).

Van Etten e colaboradores ( 2000) reportaram um aumento no tamanho dos agregados
de AB apos aquecimento, a 70°C por 20 minutos, sem apresentar nenhum prejuizo a atividade
antimicrobiana do farmaco. O tratamento térmico nao induziu a dispersdo molecular, mas sim
aumentou o tamanho dos agregados até ocorrer floculagdo. Na temperatura de 70°C ocorre a
formagdo de ‘superagregados’, resultantes da condensacdo das formas monoméricas com
agregados de AB (PETIT et al., 1997).

Zia e colaboradores (2016) ao avaliar a diminuigdo da citotoxicidade de AB apos o
aquecimento, ressaltam que a elevada estabilidade quimica de AB aquecida aumenta a
especificidade do farmaco em induzir a formagdo de poros em membranas contendo
ergosterol.

Os efeitos adversos do uso de AB-DOC sao relacionados a administracao do
tratamento em um ciclo completo (aproximadamente 40 dias), ou as altas doses utilizadas
(AKBARI; ORYAN; HATAM, 2017). Reagdes relacionadas a infusdao incluem: nausea,
vOmitos, febre, hipertensdo ou hipotensdo e hipoxia. Acredita-se que estes efeitos estdo
ligados ao fato de a AB estimular a producdo de citocinas pro-inflamatérias (ADLER-
MOORE; GANGNEUX; PAPPAS, 2016).

A nefrotoxicidade, principal efeito adverso relacionado ao tratamento com AB, ¢
causado pela vasoconstricdo e interagdo do medicamento com o tibulo distal das células

renais. A ligagdao da AB com o colesterol das membranas celulares do tabulo distal resulta em
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perda de eletrolitos, o que interfere na taxa de filtracdo glomerular , sobrecarregando o rim
devido a constrigdo das arteriolas aferentes (ADLER-MOORE; GANGNEUX; PAPPAS,
2016).

2.3.4. Formas farmacéuticas de Anfotericina B

O uso de doses elevadas de AB-DOC (acima de 1,0 mg/kg/dia) torna o tratamento
limitado, devidos aos efeitos toxicos citados. Para solucionar estes problemas,
desenvolveram-se formula¢des menos toxicas e novos métodos para veiculagio de AB
(FILIPPIN; SOUZA, 2006). Contudo, o fator limitante ao tratamento € que as novas
formula¢des de AB apresentam alto custo, o que inviabiliza sua utilizacdo por grande parte da
populagdo afetada (KEDZIERSKI et al., 2009; YARDLEY; CROFT, 2000).

Atualmente sdo utilizadas formulagodes lipidicas de AB (AmBisome®, Amphocil® e
Abelcet®), as quais tem sido eficazes no tratamento das leishmanioses visceral e tegumentar
(MOSIMANN et al.,, 2018). O DOC foi substituido por fosfolipideos (Abelcet®), por
colesterol (Amphocil®), ou pelos dois (AmBisome®). Estas formula¢des demonstraram
maior seguranga como medicamentos, ja que apresentam nefrotoxicidade inferior a gerada
pela AB-DOC (KLEINBERG, 2006).

A baixa toxicidade de AmBisome® ¢ relacionada ao pequeno tamanho dos lipossomas
(<100 nm), o que resulta em circulagdo prolongada permitindo a distribui¢cdo em diferentes
orgdos e a captacao seletiva pelos macréfagos (ADLER-MOORE; GANGNEUX; PAPPAS,
2016; AKBARI; ORYAN; HATAM, 2017).

O aquecimento de AB-DOC ¢ um procedimento alternativo em relacdo as formulagdes
lipidicas, que possuem alto custo. A indu¢do de superagregacdo por aquecimento altera a
interacdo de AB com colesterol e proteinas séricas, pois apresentam-se mondmeros mais
estaveis, o que explica a redu¢do da toxicidade, sem comprometimento da atividade
antibiotica (HARTSEL et al., 2001).

Os estudos de biodisponibilidade de AB demonstraram que a formagdo de super-
agregados permite o acimulo em 6rgaos ricos em células que constituem o sistema fagocitario
mononuclear, ou reticulo endotelial, poupando assim o tecido renal, o que colabora para a

diminui¢do da nefrotoxicidade (ZIA et al., 2016).
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2.4. Nanoterapia para leishmaniose

No decorrer da ultima metade do século XXI, varios sistemas nanoparticulados como
lipossomas, nanoesferas e nanocapsulas foram desenvolvidos como estratégia terapéutica. Sao
utilizados como carreadores para entrega de medicamentos em sitio especifico, em sua
maioria administrados via intravenosa, € que agregam pequenas ou grandes moléculas
(MOGHIMI; HUNTER; ANDRESEN, 2011).

Esses sistemas conseguem proteger o medicamento da degradacdao ou inativacao até
atingir o local especifico, aprimorando as propriedades farmacocinéticas, e também diminuir a
toxicidade, aumentar o tempo de meia-vida de medicamentos, aumentando a eficacia do
tratamento (AKBARI; ORYAN; HATAM, 2017, MOGHIMI; HUNTER; ANDRESEN,
2011; VYAS; GUPTA, 2006).

O aumento da biodisponibilidade e protecdo dos medicamentos nanocarreados da
metabolizacdo ocorre também pelo aumento do tempo de retengdo destes nos 6rgdos, como
figado, rins e bago, resultando em um espacamento maior entre administragdes (AKBARI;
ORYAN; HATAM, 2017; GERSHKOVICH et al., 2009).

As nanoparticulas, vesiculas multilamelares ou niossomas, lipossomas e microsferas
sd0 novas estratégias para entrega medicamentosa no vacuolo parasitoforo onde as formas
amastigotas de Leishmania spp. residem. Os macrdofagos fagocitam como corpos estranhos os
medicamentos nanoparticulados resultando em um alvo especifico para o tratamento de
amastigotas intracelulares (AKBARI; ORYAN; HATAM, 2017; KUMARA et al., 2014;
MULLER; JACOBS; KAYSER, 2001).

Como representante desse sistema, existe o AmBisome®, que devido ao pequeno
tamanho dos lipossomas (<100nm), resulta em circulacdo prolongada permitindo a
distribui¢do em diferentes 6rgdos e a captagdo seletiva pelos macréfagos (ADLER-MOORE;
GANGNEUX; PAPPAS, 2016; AKBARI; ORYAN; HATAM, 2017)

Os lipossomas de AmBisome® sdo compostos por colesterol, que se ligam a AB.
Outros estabilizantes, como fosfatidilglicerol e fosfatidilcolina de soja, possuem carga
negativa que interagem com a carga positiva do grupo amina de AB formando um complexo
no lipossoma bilamelar, permitindo a ligagdo especifica ao ergosterol do parasito (ADLER-
MOORE; GANGNEUX; PAPPAS, 2016).

Yardley e Croft (1997) compararam o tratamento de AmBisome® e AB-DOC frente a
promastigotas de L. major, outro agente causador de LTA. A primeira apresentou um valor de
Clso maior quando comparado com AB-DOC. Quando confrontado com amastigotas

intracelulares, este valor diminuiu, sugerindo que a forma lipossomal seja captada
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seletivamente pelos macrofagos, permitindo a entrega de medicamento dentro do vacuolo
parasitoforo. Além disso, a citotoxicidade foi dez vezes menor em AmBisome® do que em
AB-DOC.

Modelos murinos foram infectados com L. major para comparacao da
farmacodindmica de AB-DOC e AmBisome® (WIINANT et al.,, 2018). Apds vdrias
administracdes, no dia 10 foi observado que a concentracdo da forma lipossomal era trés
vezes maior do que AB-DOC, com relacao direta entre a concentragdo do medicamento e a
diminui¢do do tamanho das lesdes cutaneas e numero de parasitos na lesao.

Ensaios in vitro com AmBisome® nio costumam ter resultados compativeis com o
observado em ensaios in vivo. Concentragdes significativamente maiores precisam ser
empregadas quando comparadas com AB-DOC, o que ndo ¢ observado em estudos com
modelos murinos, possivelmente pelo fato de sua atividade bioldgica estar relacionada a
captagdo por macrofagos (FILIPPIN; SOUZA, 2006; SOUZA et al., 2018).

Recentemente, novas formulagdes nanoparticuladas associadas a AB vém
apresentando atividade leishmanicida, e tornando-se alternativas promissoras de tratamento
comparado as formulacdes ja existentes (DE CARVALHO et al., 2013; MENDONCA et al.,
2016; MULLER; JACOBS; KAYSER, 2001; SOUZA et al., 2018; YARDLEY; CROFT,
1997).

Jung e colaboradores (2009) apresentaram testes in vitro e in vivo de nanoparticulas
lipidicas contendo AB-DOC. A citotoxicidade frente as células renais foi a menor, quando
comparada com AB-DOC e AmBisome®. A forma nanoparticulada aumentou o tempo de
meia-vida de AB-DOC na circulagdo sanguinea de modelos murinos.

Beheshti e colaboradores (2013) avaliaram a atividade de nanoparticulas metalicas de
selénio frente a L. major, onde foi observada a diminui¢do da proliferacdo de amastigotas e
promastigotas limitando o aumento de LC em modelo murino, e até cura das lesdes quando a
administracao foi feita apds o inicio das lesdes.

De Carvalho e colaboradores (2013) desenvolveram nanoparticulas de AB
nanoencapsuladas em PLGA e DMSA. Este estudo utilizou modelo murino e avaliou
atividade in vivo do composto nanoencapsulado frente a LTA. Observou-se que a carga
parasitaria na lesao diminuiu significativamente comparado ao tratamento com AB-DOC e
permitiu atingir o mesmo potencial terapéutico com menor frequéncia de administragdes.

Estes estudos sdo alguns exemplos de que a nanoterapia revela um futuro promissor
para a diminui¢do da toxicidade associada ao tratamento com AB, devido suas propriedades

farmacocinéticas. Um medicamento ideal deve surtir efeito em doses minimas, ndo induzir a
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resisténcia do parasito por meio de administracdes menos frequentes, ser de baixo custo e ter

o minimo possivel de efeitos adversos (ORYAN, 2015).
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OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Avaliar o potencial leishmanicida in vitro de formulagdes de Anfotericina B e

associada a uma formulagdo de nanoparticulas lipidicas so6lidas sobre L. (L.) amazonensis.

3.2. Objetivos especificos

e Padronizar o cultivo e teste de avaliagdo de viabilidade celular de formas

promastigotas de L. (L.) amazonensis,

e Preparar e caracterizar fisico-quimicamente uma formula¢ao de nanoparticulas
lipidicas s6lidas contendo AB (AB-NLS);

e Avaliar a atividade leishmanicida in vitro de AB-DOC, AB-HT e AB-NLS
frente a formas promastigotas de L. (L.) amazonensis;

e Avaliar a citotoxicidade das formas farmacéuticas AB-DOC, AB-HT e AB-
NLS sobre macrofagos.

e Auvaliar o potencial hemolitico das formas farmacéuticas AB-DOC, AB-HT e
AB-NLS e AmBisome® frente a eritrocitos humanos;

e Avaliar a produgdo e quantificagdo de TNF-a pelas formas farmacéuticas AB-

DOC, AB-HT e AB-NLS.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Cultivo e manutenc¢io de parasitos e linhagem celular

As formas promastigotas de L. (L.) amazonensis (MHOM/BR/1977/LTB0016) foram
cultivadas em meio 199 (Sigma-Aldrich), suplementado com biotina lpg/mL, adenina
0,1mM, 1% de penicilina/estreptomicina e 10% de soro fetal bovino inativado. O pH foi
ajustado para 7,3, mantidas a 26 °C por meio de repiques semanais.

Os macréfagos da linhagem Raw 264.7 foram gentilmente cedidos pelo prof. Dr.
Eduardo Monguilhott Dalmarco. O meio RPMI foi utilizado para cultivo de macrofagos,
suplementado com HEPES 10mM, 1% penicilina/estreptomicina e 10% de soro fetal bovino.

O pH foi ajustado para 7,2 e mantidas em estufa a 36 °C e 5% de COx.

4.2. Curva de crescimento de L. (L.) amazonensis

Promastigotas na fase exponencial de crescimento em meio 199 (Sigma-Aldrich)
foram inoculadas (1,5x10* promastigota/mL), em placa de 96 pogos. O crescimento foi
monitorado por contagem manual diaria em hemocitometro, sendo expressa em nimero de
promastigotas/mL de meio de cultivo. A contagem foi realizada durante um periodo de 9
dias, sendo a primeira contagem 24 h apos o plaqueamento (T=1). A placa foi mantida em
estufa a 26 °C durante o periodo da contagem. O resultado foi expresso em média e desvio

padrao de trés experimentos independentes.

4.3. Padronizacio do teste de viabilidade celular pela resazurina

O sal de resazurina foi adquirido da Sigma Chemical Co (St Louis, MO) e diluido a 2
mM com agua para injetavel. Um volume final de 10% (v/v) foi adicionado em cada pogo.

Primeiramente, ensaios de padronizagio com um inéculo inicial de 3x10°
promastigotas/mL foram conduzidos em placas de 96 pogos em triplicata e tratadas durante 48
h com 11 concentragdes de AB-DOC (10,5; 21; 43; 86; 173; 335; 682; 1353; 2705; 5411 e
10822 nM).

Os tempos de leitura de fluorescéncia foram iniciados apos a adicdo de resazurina,
sendo eles: 5 minutos; 15 minutos; 30 minutos; 45 minutos; 60 minutos; 75 minutos; 90
minutos; 105 minutos; 120 minutos; ¢ 180 minutos.

A determinagdo do melhor comprimento de onda foi avaliada para obtencdo da

condi¢do de leitura do teste de viabilidade de promastigotas. Foram feitas avaliagdes em
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comprimentos de onda de 530 nm e 560 nm de excitacdo e 590 nm de emissdo. Estes dois

tempos foram observados com relacdo a concentracdo de inibi¢do das promastigotas.

4.4. Formas farmacéuticas de Anfotericina B

4.4.1. Preparacao de AB-DOC

Para o preparo das solugdes-teste contendo AB foi utilizado o medicamento Anforicin
B®, adquirido do laboratério Cristalia (Campinas, Sdo Paulo, Brasil). O pd, que contém
desoxicolato de sédio (DOC) como excipiente, foi diluido em 4gua para a solugdo injetavel
com concentragdo final de 5 mg/mL. A solugdo foi mantida sob refrigeracdo e protegida da
luz, conforme orientagdo do fabricante.

AmBisome® foi somente utilizado em ensaio comparativo de hemolise, pois ha
relatos de que sua atividade in vitro ndo € compativel com a atividade in vivo. Concentragdes
significativamente maiores precisaram ser empregadas para obter atividade antifingica
semelhante a de AB-DOC, possivelmente pelo fato da formulagdo lipossomal ter liberagdo
prolongada, sendo captada por macrofagos e 6rgaos do sistema reticuloendotelial (FILIPPIN;

SOUZA, 2006).

4.4.2. Obtencao de superagregados de AB-DOC

Como descrito por Petit et al (1997), a obtenc¢do de superagregados de AB-DOC foi
feita por aquecimento constante. Aliquotas de 1 mL de AB-DOC foram acondicionadas em
microtubos e aquecidas em banho-maria a 70 °C por 20 minutos. A formulagdo obtida foi
denominada de Anfotericina B aquecida (AB-HT), com concentracdo final de 5 mg/mL e

mantidas sob as mesmas condi¢oes de acondicionamento.

4.4.3. Obtencao de Nanoparticulas Lipidicas Solidas

Para o preparo das nanoparticulas lipidicas solidas (NLS) foi utilizado o método de
homogeneizacao por alto cisalhamento (NEVES et al., 2013), com modificagdes (SOLDATI
et al., 2018).

Inicialmente, a fase organica composta por manteiga vegetal foi aquecida a 45 °C até a
completa fusdo. Em seguida, adicionou-se a esta fase AB-DOC liofilizada a fim de obter uma
solucdo final de 1 mg/mL. Simultaneamente, uma fase aquosa constituida de Pluronic®F-127

(Sigma, USA) foi aquecida a mesma temperatura. Apds, verteu-se a fase aquosa sobre a fase
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oleosa e essa dispersdo foi imediatamente submetida a alta agitacdo (11.500 rpm por 1
minuto), utilizando o Ultraturrax disperser (T 10 Basic Ultra Turrax, IKA®), seguido de
irradiacdo ultrassonica (Vibra Cell, Sonics, USA) por 10 minutos com intensidade de 35%,
auxiliado por uma ponta de ultrassom.

Desta mesma forma, uma nanoparticula vazia foi preparada para ser utilizada como

controle nos ensaios de viabilidade (C-NLS).

4.5. Caracterizaciao de NLS

4.5.1. Caracterizacio fisico-quimica

O tamanho de particula (TP) da nanoparticula foi analisado pela técnica de
espalhamento dindmico de luz a 90° (Dynamic Light Scattering - DLS) utilizando o
equipamento Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, Worcestershire, UK). Este método ¢
baseado no movimento browniano, no qual as particulas em suspensao estdo em movimento
permanente e se difundem em todas as direcdes (RODRIGUES et al., 2003). DLS ¢ utilizada
somente para particulas com diametro entre 3 nm até 1 um (HEURTAULT et al., 2003;
UNER, 2006). Dessa forma, a intensidade da luz dispersa ird variar com o didmetro das
particulas e a velocidade dos movimentos brownianos, sendo que as particulas menores tém
um movimento mais rapido, dispersando menos luz (HEURTAULT et al., 2003).

As amostras foram diluidas em agua ultrapura (1:400), e as medidas foram realizadas a
25 °C com laser HeNe (633 nm) como feixe incidente em angulo de deteccdo de 173° em uma
cubeta de quartzo. O indice de polidispersdo (PdI) da nanoparticula foi determinado a partir
dos dados obtidos da velocidade de decaimento da fungao de correlacao de fotons.

O potencial zeta (PZ) foi medido por microeletroforese Doppler a laser utilizando o
equipamento Zetasizer Nano ZS. O volume de 1 mL das amostras puras foi analisado a 25 °C,
a carga das particulas foi calculada pela medida da sua velocidade de migracdo usando a

equagao de Smoluchowski, em cubeta DTS propria para a andlise.

4.5.2. Estudo da estabilidade
As amostras de C-NLS e AB-NLS foram mantidas a 4 °C durante o periodo de
avaliacdo, em frascos protegidos da luz. As medidas de TP, Pdl e PZ de AB-NLS foram

avaliados em trés amostras diferentes, nos dias 1, 30, 60 e 90, ap6s o preparo.
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4.5.3. Microscopia Eletronica de Transmissao

Previamente a analise por MET, as amostras de AB-DOC, AB-HT e AB-NLS foram
diluidas em agua para injetavel (1:5; 1:5; e 1:10 v/v, respectivamente) e depositadas sobre um
grid de niquel (200 mesh), previamente revestido com parlodium® e carbono amorfo, e
corada com acetato de uranila para contraste. A amostra foi seca em temperatura ambiente
durante 48 h sob papel filtro. As particulas foram visualizadas em microscopio eletronico de
transmissado (MET JEM-1011, JEOL, EUA), no Laboratério Central de Microscopia
Eletronica (LCME), em uma magnitude de 100.000 vezes, operado a 100 kV.

4.6. Avaliacdo da atividade biologica das formulacoes de Anfotericina B frente a
promastigotas de L. (L.) amazonensis

As promastigotas de L. (L.) amazonensis em fase exponencial foram centrifugadas a
390 x g por 5 minutos. O pellet obtido foi ressuspenso com meio 199, e preparada uma
suspensdo para inoculacdo de 3x10° promastigotas/mL em placa de 96 pogos.

AB-DOC, AB-HT ¢ AB-NLS, nas concentragoes de 21; 43; 86; 173; 335; 682; 1353;
2705; 5411 e 10822 nM, foram diluidas a partir da solu¢do-mae em meio 199 e testadas frente
a promastigotas. O controle negativo foi preparado apenas promastigotas € meio 199. Como
controle positivo nos testes com AB-NLS, foram feitos pogos com tratamento C-NLS
referente & maior concentragdo testada (10822 nM). Os valores de viabilidade foram
normalizados de acordo com este controle e o resultado esta expresso nos graficos de AB-
NLS, junto ao controle negativo. Para cada uma das concentracdes, foi feito um pogo de
branco, contendo a formulacdo diluida em meio 199, sem células, para posterior subtragdo da
unidade de fluorescéncia.

O tratamento foi adicionado junto com a suspensao de células, e ambos ficaram em
contato durante 24 h, 48 h e 72 h, em estufa a 26°C.

Apos os periodos de incubagdo, adicionou-se 10% (v/v) de resazurina 2mM em cada
um dos pocos de tratamento, incluindo os pogos de controle e branco. A fluorescéncia foi
obtida em fluorimetro (Multileitora Spectramax Paradigma) apo6s 1 hora, 12 horas e 24 horas

da adi¢do do resazurina, em comprimento de onda de 530 nm excitacao/590 nm emissao.

4.7. Avaliacao da citotoxicidade das formas farmacéuticas de Anfotericina B
Os macréfagos da linhagem Raw 264.7 foram centrifugados a 390 x g por 5 minutos.

O pellet obtido foi ressuspenso com meio RPMI para obten¢io de uma suspensio de 10°
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macrofagos/mL, em placa de 96 pogos. Durante 24 h, a placa foi incubada a 37°C e 5% CO»
permitindo a adesdo das células, para posterior tratamento.

AB-DOC, AB-HT e AB-NLS, nas concentragdes de 21; 43; 86; 173; 335; 682; 1353;
2705; 5411 e 10822 nM, foram diluidas a partir da solucdo-mae em meio RPMI. Foram
preparados pocos de controle, contendo apenas células e meio RPMI. Como controle positivo
nos testes com AB-NLS, foram feitos pogos com tratamento C-NLS referente a maior
concentracdo testada (10822 nM). Os valores de viabilidade foram normalizados de acordo
com este controle e o resultado estd expresso nos graficos de AB-NLS, junto ao controle
negativo. Para cada uma das concentragdes, preparou-se um pogo de branco, contendo a
formulagdo diluida em meio RPMI, sem células.

O tratamento foi adicionado apos 24h de adesdo e ficou em contato durante 24 h, 48 h
e 72 h em estufa de 37 °C e 5% COx.

Ap0s esse periodo, o sobrenadante foi retirado e adicionou-se uma dilui¢do de 10%
(v/v) de resazurina 2mM em cada um dos pogos de tratamento, incluindo os pogos de controle
e branco. A fluorescéncia foi lida em fluorimetro (Multileitora Spectramax Paradigma) apos 1
hora, 12 horas e 24 horas da adi¢do do resazurina, em comprimento de onda de 530 nm

excitacdo/590 nm emissao.

4.8. Quantificacdo de TNF-a

Os macrofagos da linhagem Raw 264.7 foram inoculados em placa de 96 pogos,
conforme descrito no ensaio de atividade biologica.

Para o teste de quantificacdo de TNF-a, foi utilizado o sobrenadante de macrofagos
que ficaram em contato com o tratamento durante 48 h com os compostos AB-DOC, AB-HT,
AB-NLS e C-NLS, na concentragao de 10822 nM. O controle utilizado foi o sobrenadante de
pocos que continham apenas células e meio RPMI.

De acordo com bula do fabricante (BD OptEIA®), uma placa de ELISA (Ensaio de
imunoabsor¢do enzimatica) de 96 pogos foi coberta com 100 pL de anticorpo de captura anti-
mouse monoclonal e incubada overnight a 4 °C. Posteriormente, foi aspirado e lavado com
tampao de lavacao, bloqueado com diluente constituido de PBS e SBF 10% a temperatura
ambiente durante 1 h, e lavado novamente com tampao.

Uma curva de calibracdo foi construida contendo concentragdes conhecidas de padrao,
concomitantemente ao ensaio com as amostras. Uma aliquota de 100 pL de cada componente
foi adicionado a placa, e incubado a temperatura ambiente durante 2 h. Apds este periodo, os

pocos foram lavados com tampao, e 100 uL de uma solucao de deteccdo contendo anticorpo
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anti-mouse ¢ um conjugado de peroxidase (Streptavidin-HRP) foram adicionados em cada
pogo. As placas foram incubadas a temperatura ambiente por 1 h.

Posteriormente, a adicdo de uma solugdao para bloquear a reagdo, a placa foi levada
para leitura da absorbancia em espectrofotdmetro com comprimento de onda de 450 nm. O
ensaio foi realizado em triplicatas, e os valores de média da curva analitica foram utilizados
para determinar a equacdo da reta. Com esses valores, as concentragdes das amostras foram

calculadas, em pg/mL.

4.9. Teste de Hemolise

O ensaio de hemolise foi realizado conforme descrito por Wang et al. (2009) com
modificagoes. Utilizou-se uma amostra de um individuo saudavel, ndo fumante e voluntario,
coletada por pungao venosa em tubo contendo anticoagulante citrato de sodio (3,2%).

Os eritrocitos foram separados do plasma por centrifugagdo durante 10 min a 390 x g,
em que o sobrenadante foi descartado e os eritrocitos lavados com solugao salina (0,9% NaCl)
sucessivas vezes. Posteriormente, foram feitas dilui¢des seriadas em placa de ELISA 96 pocos
com diferentes volumes de dispersao de eritrocitos, e esta placa foi lida em espectrofotometro
a fim de obter valores em absorbancia entre 1,8 ¢ 2,2 UA. A faixa de diluicdo entre estes
valores foi selecionada, sendo 90 pL de eritrécitos e 910 pL de salina.

As concentragOes-teste utilizadas foram as Clso e Clop encontradas em ensaio
leishmanicida das formulagcdes AB-DOC, AB-HT, AB-NLS, C-NLS ¢ AmBisome®. Como
controle negativo, utilizou-se a solugdo salina, € como controle positivo, agua. Os valores

utilizados para teste estdo na Tabela 1.

Tabela 1. Concentracoes-teste utilizadas no teste de hemolise

Clso Cloo

SOLUCAO CONCENTRACAO SOLUCAO CONCENTRACAO
(nM) (nM)
C-NLS 654 C-NLS 2413
AB-NLS 654 AB-NLS 2413
AMBISOME 654 AMBISOME 2413
AB-DOC 364 AB-DOC 1750
AB-HT 269 AB-HT 3548
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Em microtubos de centrifugagdo, foram adicionados 90 pL de eritrécitos, 910 pL de
salina e as concentragdes-teste para cada uma das solugdes, e entdo as amostras foram
incubadas a 37 °C por 1 h com agitacao leve. Apos incubagao, foram centrifugadas a 500 x g
por 10 minutos.

Posteriormente, 100 uL. do sobrenadante foi retirado e inoculado em placas de 96
pogos em triplicata com posterior leitura em espectrofotdmetro em comprimento de onda de
450 nm (ELX800, Biotek, Vermont, EUA). A taxa de hemdlise foi calculada de acordo com a
densidade Optica das amostras e controles, sendo que os controles negativos foram
descontados (Equagdo 1). O resultado obtido indica a quantidade de hemoglobina liberada no

sobrenadante pela ruptura dos eritrocitos.

Equacio 1. Calculo da taxa de hemdlise

DOz = DO0cy
Taxa de hemolise = S S o 7 100
DOcp — DOy

DOT: densidade oOptica da amostra teste; DOCN: densidade optica do controle negativo, DOCP: densidade
optica do controle positivo.

4.10. Analise estatistica

As andlises estatisticas para estimar os valores de Clso e CCso foram realizadas
utilizando o software GraphPad Prism (La Jolla, CA, EUA). Os resultados foram expressos
em média e desvio-padrao e analisados por meio de regressdo nao-linear, com interpolacao de
50%. Para testes que necessitam comparacao entre grupos, foi usado One-way ANOVA com
pos teste de Tukey. O nivel de significancia adotado para os testes foi definido como p< 0,05.

Para comparagao da viabilidade celular entre os grupos de tratamento, os resultados
sao apresentados com médias e desvio padrdo e analisados pelo teste de Kruskal-Wallis
seguido de pos teste de Conover utilizando o programa MedCalc. O nivel de significancia
adotado para os testes foi definido como p< 0,05.

O Indice de Seletividade foi calculado com base na razio entre CCso e Clso

encontrados nos ensaios de atividade biologica.
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5. RESULTADOS

5.1. Curva de crescimento de L. (L.) amazonensis

A curva de crescimento de L. (L.) amazonensis foi construida a partir da contagem de
promastigotas durante 9 dias de cultivo, com a finalidade de observar o perfil de crescimento
da cepa e determinar o tempo de cultivo para os testes de atividade bioldgica. O inicio da fase
exponencial foi entre o 4° e 5° dia de cultivo (Figura 4), o que permitiu determinar o tempo
ideal para uso da cultura de promastigotas para os testes de atividade bioldgica entre o 4° ¢ 6°

dia de cultivo.

Figura 4. Curva de crescimento de promastigotas de L. (L.) amazonensis

Fase exponencial

Fase de laténcia

1004 csnssssnssnsns

N° de células x 10°

n® de dias

Curva de crescimento de promastigotas de L. (L.) amazonensis ap6s inoculagdo de concentragdo inicial 1,5x10%
parasito/mL em meio 199. Os valores correspondem a média + desvio padrdo de trés replicatas. Fonte: a autora.

5.2. Padronizacio do ensaio de resazurina para avaliacio da viabilidade celular de
promastigotas de L. (L.) amazonensis

O método da resazurina (LANCASTER; FIELDS, 1996) apresenta-se como um
indicador fluorescente/colorimétrico de crescimento celular, baseado na deteccao de atividade
metabodlica da célula majoritariamente por desidrogenases mitocondriais. O ensaio consiste
em uma reagdo de oxirredu¢do do indicador, o qual ao mesmo tempo que muda de cor,
também emite fluorescéncia detectavel em comprimentos de onda de 530 a 560 nm. Sugere-se
que a célula necessita fazer a captacdo de resazurina para metabolizar o composto em
resorufina (rosa, reduzido).

Considerando que a incubagdo com resazurina pode acontecer em tempos de até 72 h,

e as leituras de fluorescéncia podem acontecer em dois comprimentos de onda, o objetivo da
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padronizagdo foi encontrar o tempo ideal e determinar qual o comprimento de onda para

utilizagdo nos ensaios de viabilidade celular.

Primeiramente, promastigotas de L. (L.) amazonensis foram tratadas durante 48 h com

11 concentragdes de AB-DOC (10,5; 21; 43; 86; 173; 335; 682; 1353; 2705; 5411 e 10822

nM) e um indculo inicial de 3x10° promastigota/mL.

leitura de fluorescéncia apos a adi¢ao de resazurina.

Os resultados obtidos s3o apresentados na Figura 5, de acordo com os tempos de

Figura S. Padronizacio do tempo de incubacio para avaliacdo da viabilidade celular de
promastigotas de L. (L.) amazonensis pelo método da resazurina
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Promastigotas tratadas com AB-DOC em concentragdes crescentes. Controle de promastigotas em meio 199.
Perfil de fluorescéncia de resazurina quanto ao tempo de leitura em fluorimetria 530/590 nm, onde (A) 5
minutos; (B) 15 minutos; (C) 30 minutos; (D) 45 minutos; (E) 60 minutos; (F) 75 minutos; (G) 90 minutos; (H)
105 minutos; (I) 120 minutos; ¢ (J) 180 minutos. One-way ANOVA e poés-teste de Tukey, *p<0,05 comparado
com o controle negativo.
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Neste ensaio, observou-se que para os tempos de até¢ 180 minutos ndo houve reducao
da resazurina a resorufina. Os graficos representam o perfil de fluorescéncia, que aumentou
com o tempo, pois as promastigotas metabolizam o indicador, gerando fluorescéncia. E
possivel observar que altas concentragdes de AB-DOC (acima de 173 nM) apresentaram
diferenga significativa com relagdo ao controle negativo (*p< 0,05). Entre os tempos de 75
minutos a 105 minutos, houve um pico de fluorescéncia, que se normaliza apds 120 e 180
minutos de incubagao, apresentando o mesmo perfil do que o tempo de 60 minutos.

Como nao foi observada mudanga na coloragao do fluoréforo, o tempo de incubagao
estendeu-se por até 12h, onde foi possivel observar a metabolizacdo do composto de azul
(resazurina) para rosa (resorufina), com emissdo de fluorescéncia detectavel e reprodugdo do
nimero de células viaveis.

Um ensaio foi feito para compara¢do dos comprimentos de onda com fluorescéncia

detectavel apos 12 h de incubagdo (Figura 6).
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Figura 6. Padronizacio da leitura por fluorescéncia para avaliacio da viabilidade
celular de promastigotas de L. (L.) amazonensis pelo método da resazurina
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Promastigotas tratadas com AB-DOC em concentragdes crescentes. Controle de promastigotas em meio 199.
Comprimentos de onda de fluorescéncia, onde (A) e (C) 530 nm de excitagdo 590 nm de emissdo; (B) e (D) 560
nm excitacdo 590 nm emissdo. (A) e (B) One-way ANOVA e pos-teste de Tukey, *p<0,05 comparado com o
controle negativo. (C) e (D) Regressdo ndo-linear com interpolagdo de 50%, Clso indicada pela linha tracejada.

Observou-se que a partir da concentracdo de 173 nM existe a diferenca significativa
com relacdo ao controle negativo (*p<0,05), assim como observado na padronizagdo dos
tempos de leitura. A Clso pdde ser calculada, apresentando valor semelhante de 186 nM para
530/590 nm; e 180 nM para 560/590 nm.

Optou-se entdo por fazer os ensaios de viabilidade com tempos de 12 h de incubagdo
com resazurina e comprimento de onda de 530/590 nm. Os resultados dos bioensaios serdo

apresentados nestas condicdes.

5.3. Caracterizaciao de formas farmacéuticas contendo AB-DOC
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5.3.1. Caracteristicas fisico-quimicas

Apds o preparo, as formulacdes foram analisadas pelo aspecto macroscopico. A
formulacado AB-DOC apresentou-se limpida, de cor amarelo palha (Figura 7-IA). Apos o
aquecimento a 70 °C (PETIT et al., 1997) a formagao de superagregados aumentou a turbidez
da solucdo, deixando-a com aspecto opaco (Figura 7- IB).

O aspecto macroscopico de AB-NLS apresentou-se como uma formulagdo opaca, de
cor amarelo claro, e baixa fluidez (Figura 7-IC). Da mesma forma, o aspecto de C-NLS
apresentou-se como uma solucao opaca, de cor branca, e turbidez semelhante a da formulagao
incorporada com AB-DOC (Figura 7-ID). Esta turbidez da-se principalmente por se tratar de
um veiculo de composi¢ao lipidica, visto que a utilizagdo de misturas de lipideos contribui

para a diminui¢@o da viscosidade (SOLDATI et al., 2018).
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Figura 7. Aspecto macroscopico das formulagdes contendo AB-DOC e distribuicio de
particulas de acordo com o tamanho
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I) Caracteristicas macroscopicas das formulagdes de AB. (A) AB-DOC; (B)- AB-HT; (C) AB-NLS; (D) C-NLS.
IT) Distribui¢ao de tamanho de particula de acordo com o volume. (A) AB-NLS; (B) C-NLS. Fonte: a autora.

A distribuicdo do tamanho de particulas (figura 7-II) apresenta um perfil de
distribuicao homogénea, com uma populagao de aproximadamente 100 nm de tamanho, o que
corrobora o aspecto macroscopico encontrado.

Previamente a andlise de DLS, as amostras AB-NLS e C-NLS foram diluidas em dgua
ultrapura para evitar interferéncias nos parametros de tamanho de particula (TP) e indice de

polidispersao (PdI).
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Os resultados obtidos demonstram um tamanho de particula pequeno
(aproximadamente 100 nm) e de distribuicdo homogénea. De acordo com a tabela 2, a C-NLS
apresentou TP de 95,63 nm e PdI de 0,103. A incorporagao de AB-DOC a esse sistema ndo
alterou suas caracteristicas de dispersao, mas contribuiu para a diminui¢cdo do TP, visto que
AB-NLS apresentou TP de 77,7 = 4,09 nm e PdI de 0,192 + 0,04.

Estes dados indicam que o sistema foi produzido pelo método adequado, tendo em
vista a distribui¢do uniforme de tamanho de particula e indice de polidispersao, e que se

mantém reprodutivel mesmo quando incorporado a AB-DOC.

Tabela 2. Tamanho médio de Particulas, PdI e Potencial Zeta de nanoparticulas
lipidicas sélidas

Tamanho Potencial
Formulacao Dias Médio de Pdl zeta
Particulas (mV)
(nm)
1 95,63 0,103 -31,7
Nanoparticulas
Lipidicas 30 115,9 0,376 18,5
solidas 60 113,5 0,323 -18,5
Branca
(C-NLS) 90 1244 0,468 -18,9
Nanoparticulas 1 77,7 = 4,09505 0,192 +0,049427  -39,2 +1,819341
Lipidicas
Solidas 30 85,7+ 10,24133 0,323 +0,03245 -27,4 + 4,582939
associadas a 60 84,54 + 2,360028 0,259 + 0,058184 -23,7 £1,967232
Anfotericina B 90 85,77 + 10,7476 0,334 £0,024556  -26,1 +0,916515
(AB-NLS)

5.3.2. Microscopia Eletronica de Transmissao
A morfologia das formas farmacéuticas de AB-DOC foi observada em microscopia

eletronica de transmissao (MET) (Figura 8).
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Na figura 8-A observam-se micelas de AB-DOC, compativel com a mistura coloidal
da formulacdo. Apds o aquecimento (figura 8-B), houve a formacdo de estruturas
pleomorficas e de superagregados, com diametro médio entre 150-200 nm.

Ja a figura 8-C apresenta a morfologia de AB-NLS, com uma populagao relativamente
homogénea e de tamanho esférico, e tamanho de particulas de aproximadamente 100 nm,

resultado que corrobora com a medida por DLS.

Figura 8. Microscopia eletronica de transmissao (MET) de formula¢des farmacéuticas
de AB-DOC

(A) AB-DOC; (B) AB-HT; (C) AB-NLS, indicadas pelas setas. Aumento de 100.000 vezes. Fonte: a autora.

5.4. Avaliagao da atividade biologica das formulacoes de Anfotericina B frente a
promastigotas de L. (L.) amazonensis

As promastigotas de L. (L.) amazonensis em fase logaritmica foram adicionadas na
concentracio de 3x10° promastigotas/mL em placa de 96 pocos, conforme descrito

anteriormente. AB-DOC, AB-HT e AB-NLS foram testadas nas concentracdes de 21; 43; 86;
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173; 335; 682; 1353; 2705; 5411 e 10822 nM. A Figura 9 demonstra a viabilidade celular
apos tratamento de 24 h. Os valores sdo considerados significativos em relagdo ao controle

nas concentracdes acima de 43,2 nM para AB-HT, acima de 335,4 nM para AB-DOC ¢ a
partir de 681,8 nM para AB-NLS.

Figura 9. Atividade leishmanicida das formulacoes de AB frente a promastigotas de L.
(L.) amazonensis ap6s 24 h de tratamento
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(A) AB-HT; (B) AB-DOC; (C) AB-NLS. A diferenga estatistica foi avaliada pelo software MedCalc, pos-teste
de Kruskall-Wallis (*p<0,05). Ensaio em trés triplicatas. Fonte: a autora.

Para 24 h de tratamento, os valores de Clso apresentados foram de 367 nM para AB-

DOC, 292 nM para AB-HT, e 353 nM para AB-NLS (Figura 10).

Figura 10. Determinacio da Clso das formulacoes de AB frente a promastigotas de L.
(L.) amazonensis ap6s 24 h de tratamento
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Ap6s 24 h de tratamento e 12 h de incubagdo com resazurina. Leitura de fluorescéncia em 530/590 nm. (A) AB-

HT; (B) AB-DOC; e (C) AB-NLS. Regressao ndo linear com interpolagdo de 50%, Clso indicada pela linha
tracejada. Ensaio em trés triplicatas. Fonte: a autora.

Para 48h de tratamento foi observada morte celular, com valores de Clso para AB-HT,

AB-DOC e AB-NLS de 504 nM, 526 nM e 458 nM, respectivamente (Figura 11).
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Figura 11. Determinacio da Clso das formulacoes de AB frente a promastigotas de L.
(L.) amazonensis ap6s 48 h de tratamento
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Apos 48 h de tratamento e 12 h de incubag@o com resazurina. Leitura de fluorescéncia em 530/590 nm. (A) AB-
HT; (B) AB-DOC; e (C) AB-NLS. Regressdo ndo linear com interpolagdo de 50%, Clso indicada pela linha
tracejada. Fonte: a autora.

Para 72h de tratamento foi observada morte celular, com valores de Clso para AB-HT,

AB-DOC e AB-NLS de 2051 nM, 1955 nM e 1719 nM, respectivamente (Figura 12).

Figura 12. Determinac¢io da Clso das formulacoes de AB frente a promastigotas de L.
(L.) amazonensis ap6s 72h de tratamento
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Apds 72 h de tratamento e 12 h de incubag@o com resazurina. Leitura de fluorescéncia em 530/590 nm. (A) AB-
HT; (B) AB-DOC; e (C) AB-NLS. Regressdo ndo linear com interpolagdao de 50%, Clso indicada pela linha
tracejada. Fonte: a autora.

A seguir, a Tabela 3 apresenta os valores de Clso encontrados nos diferentes tempos de

tratamento frente a promastigotas.
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Tabela 3. Valores de Clso frente a promastigotas de L. (L.) amazonensis das formulacoes

de AB-DOC
TRATAMENTO ClIso (nM)
24 h 48 h 72 h
AB-DOC 367 526 1955
AB-HT 292 504 2051
AB-NLS 353 458 1719

Clso: Concentracdo inibitoria que mata 50% de promastigotas de L. (L.) amazonensis.

5.5. Avaliacdo da citotoxicidade das formulacoes de Anfotericina B frente a células de
macréfagos Raw 264.7

Para avaliar o efeito citotoxico das formulagdes AB-DOC, AB-HT ¢ AB-NLS,
concentragdes crescentes foram testadas frente aos macréfagos da linhagem Raw 264.7 apos
24 h de tratamento. As concentracdes testadas ndo causaram a morte dos macrofagos (Figura
13). Os valores de CCso foram maiores do que o valor méximo utilizado para tratamento

(10822 nM) (Figura 14).

Figura 13. Citotoxicidade das formulacdes de AB frente a células de macrofagos Raw
264.7 apos 24h de tratamento
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Macréfagos tratados com (A) AB-HT; (B) AB-DOC; (C) AB-NLS, viabilidade celular determinada por
resazurina ap6s 24 h de tratamento e 12 h de incubagdo. Nenhuma das formulagdes causou morte celular
significativa em relagdo ao controle, avaliado pelo software MedCalc, pos-teste de Kruskall-Wallis. Fonte: a
autora.
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Figura 14. Determinac¢io da CCso das formulacées de AB frente a macrofagos apos 24h
de tratamento
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Macrofagos tratados com (A) AB-HT; (B) AB-DOC; ¢ (C) AB-NLS, ¢ a viabilidade celular foi determinada por
ensaio de resazurina ap6s 24 h de tratamento e 12 h de incubacdo. Regressdo ndo linear com interpolagao de
50%. Fonte: a autora.

Como as nanoparticulas podem ser um sistema de liberagdo prolongada, foram feitos
testes em outros tempos de tratamento para presumir se haveria citotoxicidade em tempos de
tratamento maiores do que 24 h, sendo testados os tempos de tratamento de 48 h e 72 h,

respectivamente (Figuras 15 e 16).

Figura 15. Determinac¢io da CCso das formulacdes de AB frente a macrofagos apos 48h
de tratamento
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Macroéfagos tratados com (A) AB-HT; (B) AB-DOC; e (C) AB-NLS, e a viabilidade celular foi determinada por
ensaio de resazurina apo6s 48 h de tratamento e 12 h de incubagdo. Regressdo ndo linear com interpolagdo de
50%. Fonte: a autora.

Para 48 h de tratamento, assim como observado em 24 h de tratamento, os valores de

CCso foram maiores do que 10822 nM, ou seja, ndo se observou citotoxicidade dentro dos

valores de tratamento utilizados.

n =
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Figura 16. Determinac¢ao da CCso das formulac¢oes de AB frente a macroéfagos apds 72 h
de tratamento
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Macroéfagos tratados com (A) AB-HT; (B) AB-DOC; e (C) AB-NLS, e a viabilidade celular foi determinada por
ensaio de resazurina ap6s 72 h de tratamento e 12 h de incubagdo. Regressdo ndo linear com interpolagao de

50%. Fonte: a autora.

Para 72 h de tratamento, assim como observado anteriormente, os valores de CCso

foram maiores do que 10822 nM, ou seja, ndo se observou citotoxicidade dentro dos valores

de tratamento utilizados.

Apos ter feito a andlise dos diferentes tempos de tratamento, foi possivel mensurar os

valores de indice de seletividade para cada uma das formas farmacéuticas de AB-DOC,

valores indicados na Tabela 4. O indice de seletividade foi calculado pela razdo de CCso

observado frente a macrofagos, pela Clso observada frente a promastigotas de L. (L.)

amazonensis.

Tabela 4. Valores de CCso, Clso e IS das formas farmacéuticas de AB-DOC

RAW 264.7 PROMASTIGOTA IS

CCso Clso

nM

AB-DOC 24 h >10822 367 29
48 h >10822 526 20
72 h >10822 1955 5
AB-HT 24 h >10822 292 37
48 h >10822 504 21
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72 h >10822 2051 5
AB-NLS 24 h >10822 353 30
48 h >10822 458 23
72 h >10822 1719 6

CCso: Concentragdo citotoxica que mata 50% de macrofagos Raw 264.7; Clso: Concentragdo inibitoria que mata
50% de promastigotas de L. (L.) amazonensis; 1S: Indice de Seletividade, calculado pela razdo CCso/Clso.

5.7. Quantificacao de TNF-a

Para o teste de quantificacdo de TNF-a por ELISA, utilizou-se o sobrenadante de
macrofagos que ficaram em contato com as formulagdes AB-DOC, AB-HT, AB-NLS e C-
NLS, na concentragdo de 10822 nM durante 48 h.

Primeiramente, a equacao da reta foi determinada pela curva de calibragdao, conforme
apresentado na figura 18. Um valor de R? de 0,92 foi encontrado. Com essa equagdo, as

concentragdes das amostras foram calculadas, em pg/mL.

Equacio 2. Equacio da reta referente a curva de calibragao do teste de ELISA

y =0,0021x +0,1652

Para os controles, o valor de produgdao de TNF-a foi indetectavel, ou seja, ficaram
abaixo do limite de sensibilidade do teste (4 pg/mL). Para AB-DOC, o valor encontrado foi de
610 + 33,6 pg/mL; para AB-HT, foi de 67,5 £ 9,5 pg/mL; e para AB-NLS, a concentracao foi

de 602 + 48 pg/mL. A Figura 17 apresenta a relagdo entre os grupos de tratamento.
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Figura 17. Produciao de TNF-a por macréfagos Raw 264.7 apds tratamento com
formulacoes de AB
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Macroéfagos tratados com AB-DOC, AB-HT e AB-NLS na concentragdo de 10822 nM durante 48 h de
incubacgdo. Comparagao entre grupos pela andlise de One-way ANOVA e pos-teste de Tukey onde *p<0,05

comparado com o controle negativo e C-NLS; ¢ @ p<0,05 comparado com AB-HT.

5.8. Teste de Hemolise

O teste de hemolise in vitro fornece dados simples e confiaveis sobre o potencial
terapéutico para a busca por promissores medicamentos injetaveis (WANG et al., 2009).

As concentragoes-teste utilizadas foram os valores de Clso e Clop encontradas em
ensaio leishmanicida apos o tratamento durante 24 h com os compostos AB-DOC, AB-HT, e
o dobro do valor (aproximadamente) de Clso para AB-NLS, C-NLS e Ambisome®. Uma
solucdo clara com pellet de eritrocitos foi observada no controle negativo, enquanto a

hemolise completa dos eritrocitos (solu¢do avermelhada) foi observada no controle positivo

(Figura 18).
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Figura 18. Efeito sobre eritrdcitos de sangue periférico das formulacoes de AB

Imagens representativas dos microtubos apos centrifugagdo, antes de ser feita a leitura das absorbancias, onde
(A) Controle negativo; (B) Controle positivo; (C) AB-DOC Clsp; (D) AB-DOC Cly; (E) AB-HT Clso; (F) AB-
HT Cloo; (G) C-NLS Clso; (H) AB-NLS Clso; (I) AMBISOME Clso; (J) C-NLS Cloo; (K) AB-NLS Cloo; (L)
AMBISOME Cly. Fonte: a autora.

O ensaio foi feito em triplicata, e os resultados sdo expressos em média + desvio
padrao (Tabela 5). Considerou-se a lise do controle positivo como sendo 100%. Para todos os
valores de concentragdes-teste, a taxa de hemolise observada ¢ menor que 3%, incluindo o

controle negativo que apresentou taxa de hemolise de 2,15 + 0,002.

Tabela 5. Concentracdes-teste das formulacoes de AB

Clso Clyo
FORMA CONCENTRACAO TAXA DE FORMA CONCENTRACAO TAXA DE
(nM) HEMOLISE (nM) HEMOLISE
(%) (%)

C-NLS 654 1,77 £ 0,001 C-NLS 2413 2,00 + 0,0005
AB-NLS 654 1,95 + 0,001 AB-NLS 2413 2,37 + 0,002
AMBISOME 654 1,90 + 0,002 AMBISOME 2413 2,15+ 0,003
AB-DOC 364 1,98 + 0,001 AB-DOC 1750 2,71 + 0,002
AB-HT 269 2,15+ 0,001 AB-HT 3548 2,42 +0,001
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6.  DISCUSSAO

Entre as espécies de Leishmania que causam LTA, L. (L.) amazonensis ¢ um dos
agentes etioldgicos mais prevalentes no Brasil, responsavel pelos casos graves da forma
disseminada ou difusa (LCD), caracterizada por ulceracdes secundarias resultantes de
metastases e geralmente associadas a infecgdes secundarias por fungos ou bactérias
(CARVALHO et al., 2019). Casos de LCD sao pouco responsivos e refratarios ao tratamento
com antimoniais pentavalentes (BRASIL, 2017; CHRISTENSEN et al., 2018; SILVEIRA,
2019).

A Anfotericina B (AB) ¢ considerada o tratamento de segunda escolha para a LTA em
areas com prevaléncia de resisténcia, em casos de contra-indicagdes e intolerdncia aos
antimoniais pentavalentes. Ao longo das ultimas duas décadas, as formulagdes lipidicas de
AB tém sido usadas clinicamente para o tratamento das leishmanioses a fim de combater a
toxicidade. Extensos esfor¢os tém sido feitos para o desenvolvimento de novas formulagdes
de AB contendo polimeros, lipideos ou agregados fisicos para substituir a formulagdo
lipossomal disponivel aprovada pelo FDA (AmBisome®), que apresenta alto custo.

Neste estudo foi realizada a avaliagdo da atividade leishmanicida in vitro de formas
farmacéuticas de AB e incorporada em uma nanoparticula lipidica sélida (AB-NLS),
utilizando como veiculo uma manteiga vegetal, rica em lipideos naturais. A vantagem de se
utilizar uma manteiga natural e ndo sintética ¢ a produgdo de nanoparticulas biodegradaveis,
segura para o uso em seres humanos e para o meio ambiente (SODDU et al., 2016; SOLDATI
et al., 2018).

A formulagao AB-HT utilizada no presente trabalho foi produzida de acordo com
estudos prévios feitos por Petit (1997) e Van Etten (2000) e colaboradores, que obtiveram
apos o aquecimento de AB-DOC a agregacdo de mondmeros, formando superagregados de
AB, diminuindo assim a citotoxicidade, porém sem prejuizo da atividade antimicrobiana.

As formulagdes obtidas foram avaliadas individualmente de acordo com as
caracteristicas macro € microscopicas, como também fisico-quimicas. Macroscopicamente, as
formulagdes de AB apresentaram a coloragdo amarela (Figura 7), variando o grau de turbidez
entre elas. A turbidez de AB-NLS da-se pelo fato de que a mistura de lipideos diminui a
viscosidade (SOLDATI et al., 2018), enquanto AB-HT apresentou-se como uma formulagao
opaca e turva, compativel com a formag¢ao de superagregados (VAN ETTEN et al., 1998).

Tal constatagdo pdde ser confirmada através de micrografias feitas por microscopia
eletronica de transmissdo (Figura 8). Observou-se que o sistema coloidal de AB-DOC possuia

uma populagdo heterogénea de agregados de DOC (Figura 8A), e que apds o aquecimento a



62

70 °C por 20 minutos, houve a formacdo de superagregados com tamanho de particula entre
150 nm-200 nm (Figura 8B). J& a AB-NLS apresentou tamanho esferéide e uma populagao
homogénea de nanoparticulas, com tamanhos de aproximadamente 100 nm (Figura 8C).

Com relacdo as caracteristicas fisico-quimicas das formulagdes, os parametros
avaliados foram: potencial zeta (PZ), indice de polidispersdo (Pdl), e tamanho médio de
particulas (TP) (Tabela 2), por método DLS e durante um periodo de até 90 dias. AB-NLS
apresentou TP de 77,7 £ 4,09 nm, compativel com o sistema nanoparticulado. Buchele (2017)
observou que AB-DOC apresentava TP de 82,16 = 9,93 nm, e que apds o aquecimento o
tamanho aumentou para 982 £+ 12,10 nm, o que demonstra a formacao de superagregados de
AB-DOC.

O mecanismo de agdo sugerido para AB lipossomal estd relacionado ao pequeno
tamanho dos lipossomas (<100 nm), que sdo captados de maneira seletiva pelos macréfagos,
permitindo a distribui¢do do medicamento em diferentes 6rgdos, aumentando assim a eficacia
do tratamento por ser alvo especifico (ADLER-MOORE; GANGNEUX; PAPPAS, 2016;
AKBARI; ORYAN; HATAM, 2017). Os macréfagos fagocitam estes corpos
nanoparticulados, entregando o medicamento diretamente no vactolo parasitoforo onde as
formas amastigotas de Leishmania spp. residem (AKBARI; ORYAN; HATAM, 2017;
KUMARA et al., 2014; MULLER; JACOBS; KAYSER, 2001). As -caracteristicas
apresentadas pela formulacio AB-NLS demonstram potencial aplicacdo para uso sistémico,
uma vez que houve a formagao de nanoparticulas de tamanho aproximado ao da formulagao
comercial AmBisome®.

O indice de polidispersdo (PdI) fornece informagdes sobre o grau de homogeneidade
de uma amostra. Este pode variar de zero, quando todas as particulas presentes na suspensao
apresentam o mesmo tamanho, até¢ um, quando o diametro das particulas tem uma distribui¢ao
bastante heterogénea (LIU; WU, 2010). Nanoparticulas lipidicas sdo consideradas
homogéneas quando um valor de Pdl ¢ inferior ou igual a 0,30. Devido aos métodos de
producao para NLS, valores mais elevados sdo aceitos, podendo chegar a 0,40
(BATTAGLIA; GALLARATE, 2012).

AB-NLS apresentou PdI de 0,192 + 0,04, o que corrobora que as nanoparticulas
lipidicas possuem uma distribuicdo homogénea de sua populagdo, previamente observado nas
caracteristicas microscopicas. Buchele (2017) apresentou para AB-DOC um valor de 0,317 +
0,03, e para AB-HT, 0,303 + 0,020.

Ao final de um periodo de 90 dias, AB-NLS ndo apresentou aumento de tamanho

significativo (85,77 £ 10,74 nm), mas o Pdl aumentou para 0,334 + 0,02, o que indica que
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este sistema manteve uma populacdo homogénea, ou seja, uma possivel degradagdo pelo
tempo ndo interferiu na distribuicdo das nanoparticulas.

AB-DOC e AB-HT apresentaram um TP de 371 + 35,03 nm e 799,86 = 16,15 nm,
respectivamente. Observou-se que, do ponto de vista de homogeneidade da solucao, AB-HT ¢
mais estavel do que AB-DOC. O PdI aumentou para 0,958 + 0,036 e¢ 0,383 = 0,043,
respectivamente, ao final de 90 dias (BUCHELE, 2017). AB-DOC apresentou aumento de TP
e PdI ao final de 90 dias, estocada a 4 °C e protegida da luz. Este dado esta de acordo com
estudos que indicam que AB-DOC possui um sistema coloidal, de mistura de mondmeros e
agregados soluveis e insoliveis, que podem agregar-se entre si (PETIT et al., 1997;
TORRADO et al., 2008; ZIA et al., 2016).

AB-NLS apresentou PZ de -26,1 £ 0,91 mV ao final de 90 dias, mantida sob
refrigeragdo a 4 °C e protegida da luz. Este resultado indica que as particulas podem estar
perdendo o potencial de repulsdo, mas insuficiente para o sistema perder a estabilidade.

Filippin e colaboradores (2008) demonstraram a estabilidade de AB-DOC incorporada
em nanoemulsdo contendo fosfolipideos de lecitina de soja. A formulagdo manteve-se estavel
durante um periodo de seis meses em temperaturas de estocagem de 4 °C e 25 °C. O TP
variou de 140 a 160 nm na menor temperatura, demonstrando que tamanhos menores de
particula t€ém uma melhor estabilidade.

Jain e colaboradores (2014) desenvolveram uma nanoparticula lipidica soélida
contendo quitosana e a incorporaram com AB-DOC. O estudo demonstrou um TP de 158,9 +
7,1 nm, o valor de PdI de 0,13 £+ 0,03, e PZ positivo no valor de 34,26 + 1,22 mV Apos trés
meses de estocagem a 4 °C, a NLS manteve-se estavel, com TP de 157,5 = 2,1 nm; Pdl 0,18 +
0,01; e PZ 35,46 £ 0,83 mV. Apesar de apresentar carga positiva devido a presenga de
surfactantes, a NLS apresentou dados de estabilidade e tamanho bastante parecidos com o que
foi apresentado neste trabalho.

No presente estudo, a estabilidade de AB-NLS em tempo de estocagem de até 90 dias,
com tamanho de particula que ndo aumentou significativamente e estabilidade do potencial de
repulsdo entre as particulas, apresentou-se como um sistema estavel e promissor para o uso
terapéutico.

As formulagdes farmacéuticas foram entdo testadas quanto a atividade bioldgica frente
a promastigotas de L. (L.) amazonensis e a macrofagos Raw 264.7, através de bioensaios de
resazurina. Na padroniza¢do quanto ao tempo de incubag¢do e ao comprimento de onda
utilizados nos ensaios, a fluorescéncia aumentou com o tempo de incubagdo, indicando que as

promastigotas metabolizam a resazurina (Figura 5). Em altas concentragoes de AB-DOC
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(acima de 173 nM) foi possivel observar que a viabilidade de promastigotas diminuiu,
apresentando diferenca significativa com relagdo ao controle negativo (*p<0,05). Entre os
tempos de 75 minutos a 105 minutos, ha um pico de fluorescéncia, que se normaliza apds
120 e 180 minutos de incubagao, apresentando o mesmo perfil do que o tempo de 60 minutos.

J& quando confrontados dois comprimentos de onda diferentes (Figura 6), o perfil de
fluorescéncia ¢ muito parecido entre os dois, onde observou-se que a partir da concentragao
de 173 nM houve diferenga significativa com relagcdo ao controle negativo (*p<0,05). O
resultado de Clso calculado foi muito proximo um do outro, apresentando valores de 186 nM
180 nM para os comprimentos de onda de 530/590 nm e 560/590 nm, respectivamente. Apds
12 h de incubagdo com resazurina foi possivel observar mudanca na coloragdo do fluor6foro,
o qual foi reduzido a resorufina, um composto rosa. A partir dos dados observados, definiu-se
o tempo de incubagdo de 12 h com resazurina, ¢ as leituras de fluorescéncia de 530 nm de
excitacdo e 590 nm de emissdo para os ensaios de bioatividade com promastigotas de L. (L.)
amazonensis.

Existem varios estudos de avaliagdo de viabilidade celular através do ensaio de
resazurina frente a espécies do género Trypanosoma (RAZ et al., 1997) e Leishmania
(CORRAL et al., 2013; E BASTOS et al., 2017, KULSHRESTHA et al., 2013; MIKUS;
STEVERDING, 2000).

Os resultados da padronizacdo de resazurina frente a L. (L.) amazonensis realizado no
presente estudo foram semelhantes aos resultados obtidos por Mikus e Steverding (2000), que
observaram que promastigotas de L. major reduzem a resazurina de maneira tempo-
dependente. O tempo ideal de incubacdo foi de no maximo 72h. Passado este periodo, o
ensaio foi comprometido devido a relagdo direta com a concentragdo celular. Tempos maiores
levam a maior concentragdo celular final, e a resorufina produzida é proporcional ao nimero
de células viaveis (CORRAL et al., 2013).

Kulshrestha e colaboradores (2013) demonstraram que a atividade leishmanicida de
miltefosina frente a promastigotas de L. donovani apresentava valores mais robustos em
tempos maiores de incubacdo. Corral e colaboradores (2013) reforcaram que o ensaio ¢
eficiente para avaliar multiplicagdo de promastigotas de Leishmania spp. e inibigdo do
crescimento celular relacionado a medicamentos leishmanicidas.

Os bioensaios foram feitos em diferentes tempos de tratamento (24 h, 48 h e 72 h). As
formas farmacéuticas de AB-DOC, AB-HT e AB-NLS foram testadas a fim de calcular os
valores de Clso e de CCso.
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Quando confrontados com promastigotas, os valores de Clso encontrados para AB-
DOC apés 24 h, 48 h e 72 h de tratamento foram 0,36 puM, 0,52 uM, e 1,95 uM
respectivamente. Para AB-HT, 0,30 uM, 0,50 uM, e 2,05 uM, respectivamente. E para AB-
NLS, 0,35 uM, 0,46 uM, e 1,72 uM, respectivamente.

Nos ensaios de citotoxicidade ndo foi observada morte celular pelos compostos nas
concentragdes testadas (até 10,8 uM), o que ¢ um resultado promissor quando se busca a
aplicacdo de um farmaco para tratamento de parasitos intracelulares, tendo em vista que a
citotoxicidade ¢ um dos maiores problemas quando se pensa em tratamento com AB-DOC.

Bastos e colaboradores (2017) testaram AB-DOC frente a promastigotas de L.
braziliensis utilizando ensaio de resazurina, ¢ encontraram um valor de Clso de 0,84 uM.
Mikus e Steverding (2000) utilizaram o ensaio de resazurina para investigar a toxicidade
celular de AB-DOC frente a promastigotas de L. major, e encontraram um valor de Clso de
0,31 pg/mL, bem proximo ao encontrado neste estudo (aproximadamente 0,34 ug/mL).

Mendonga e colaboradores (2016) avaliaram a atividade bioldgica de um sistema de
hidrogel Poloxamer P407® associado a AB-DOC frente a promastigotas de L. (L)
amazonensis, durante 48 h de tratamento. O valor de Clso do sistema micelar foi de 1,83 + 0,4
uM, e para AB-DOC foi de 1,2 + 0,3 uM, comparativamente bem acima dos valores para AB-
DOC e AB-NLS encontrados nesse estudo. J& quando comparado com macrofagos, a CCso do
sistema foi de 119,5 £ 9,6 uM, enquanto AB-DOC apresentou uma CCso de 9,5 +£ 0,4 uM. O
valor de indice de seletividade para o sistema foi muito maior (65,3) quando comparado com
o de AB-DOC (7,9), o que indica que AB-DOC incorporada a um sistema micelar tem
atividade biologica maior.

O indice de seletividade (IS) apresentado pela AB-NLS ¢ muito préoximo ao
apresentado por AB-HT, o que infere que o sistema nanocarreador deste trabalho tem grande
seletividade por promastigotas. Em 48 h de tratamento, o IS de AB-NLS foi o mais alto,
sugerindo um mecanismo de sistema de entrega controlado (SOLDATTI et al., 2018). Apos 72
h de incubacdo, esta seletividade decaiu para todas as formulagdes, indicando uma possivel
degradacdo de AB devido a mudanca de temperatura (de 4 °C de estocagem, para 26 °C de
incubagao na estufa).

Para poder ser usado in vivo, candidatos a medicamentos ndo podem desencadear
processo hemolitico (WANG et al., 2009). Este efeito ¢ caracteristico de moléculas
anfipaticas, como € o caso de AB, uma vez que estas moléculas interagem com a superficie de

membrana de eritrocitos (DA GAMA BITENCOURT et al., 2016).
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As formulagdes usadas neste estudo, incluindo AmBisome®, ndo apresentaram taxa
de hemolise nas concentracdes testadas. A AB lipossomal foi utilizada neste teste, com a
finalidade de comparacgao entre as formas comercial e a desenvolvida neste estudo.

Espada e colaboradores (2008) demonstraram que em baixas concentracdes (até 10
png/mL), ndo houve efeito hemolitico de AB-DOC, AB-HT ¢ AmBisome®, apresentando
taxas de hemolise menores que 1%. Este valor aumentou com o aumento da concentragdo, €
concentragdes 10 vezes maiores apresentaram taxa de hemolise proximo a 10%. Mesmo com
valores altos, AmBisome® apresentou o menor percentual hemolitico, 0,06% para
concentragdo 100 pg/mL.

Outros estudos demonstraram o potencial hemolitico de formulagdes contendo AB-
DOC. Darole (2008) desenvolveu uma microemulsdo a base de lecitina de soja carregada com
AB-DOC, que apresentou uma diminui¢do do efeito hemolitico em comparacdo com AB-
DOC comercial.

Singh e colaboradores (2017) desenvolveram nanomicelas cobertas com quitosana e
incorporadas com AB-DOC. Comparou-se a formulagdo comercial de AB lipossomal com as
nanomicelas e pdde-se observar efeito hemolitico similar. Nas condigdes avaliadas, valores de
até 10 pg/mL ndo induziam hemolise, com taxas inferiores a 5%.

O tratamento com AB-DOC pode apresentar efeito hemolitico, resultando em anemia
e outras desordens vasculares nos pacientes. Observou-se que AB-DOC estimula a morte
celular de eritrocitos (MAHMUD et al., 2009), mas tal efeito pode ser contornado com o
desenvolvimento de medicamentos nanoencapsulados, cuja liberagdo prolongada reduz o
efeito hemolitico (SINGH et al., 2017). A AB-NLS desenvolvida neste estudo ndo apresentou
hemolise, o que indica que devido a liberacao prolongada de AB-DOC, trata-se de um
potencial candidato para uso sistémico.

Leishmania spp. por atuarem como parasitos intracelulares obrigatorios em
macrofagos, os principais alvos de pesquisa para o tratamento desta patologia sdo substancias
que possam estimular as células hospedeiras para a producao de mediadores que culminariam
em uma atividade leishmanicida, os quais podem exercer uma variedade de respostas
bioldgicas como a indugdo de TNF-a por macrofagos.

Este estudo demonstrou a producdo de TNF-a pelos macréfagos, apds 48 h de
tratamento com a maior concentragdo testada (Figura 17). Observou-se que AB-DOC e AB-
NLS induziram esta producdo, quando comparados com AB-HT.

Pacientes com LCD possuem menor nimero de células NK circulantes, resultando em

menor capacidade de producao de citocinas IFN-y e TNF-a, que estdo associadas a resposta
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imune do tipo CD4+/Thl, responsavel pela protecdo contra patéogenos intracelulares pela
ativacdo de células fagociticas (ANTONELLI et al., 2005; CHRISTENSEN et al., 2018;
FERNANDEZ-FIGUEROA et al., 2016).

Singh e colaboradores (2017) também investigaram o potencial de produgdo de
citocinas, como o TNF- a. O sistema nanoencapsulado levou os macrofagos a producao de
mais de 400 pg/mL, indicando a possibilidade de ativacdo do tipo de resposta Thl, com

aumento de citocinas pro-inflamatorias.
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7. CONCLUSAO

Como conclusdo, mostramos que a formulacdo de nanoparticulas lipidicas solidas
associadas a AB-DOC possui um bom tamanho de particula para ser utilizado na nanoterapia,
proximo ao de AB lipossomal. A AB-NLS manteve-se estavel estocada a 4 °C e protegida da
luz, apresentou excelente IS e potencial leishmanicida préximo ao relatado para outras
formulagdes, com valores muito proximos ao indicado por AB-DOC e AB-HT. Nao foi
citotoxica frente a macréfagos, mesmo em altas concentragdes, como também observado
frente aos eritrocitos humanos. Além disso, a AB-NLS induziu a producdo de TNF-a pelos
macrofagos, tratando-se de um promissor candidato a apresentar atividade frente a
amastigotas intracelulares, mas sem comprometer a integridade da célula humana. Diante dos
resultados, apresenta-se a AB-NLS como uma nova formulagdo nanoparticulada, promissora

para futuros estudos contra formas amastigotas intracelulares e in vivo.
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PERSPECTIVAS

Avaliacao dos compostos contendo AB-DOC frente a amastigotas intracelulares;

Determinagdo de teor e eficiéncia de encapsulagdo de AB-DOC em nanoparticula
lipidica solida;

Avaliacdo da atividade biologica de AB-NLS frente a células renais;

Avaliacdo da utilizacdo de AB-NLS como formulagao topica.
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10. APENDICES

APENDICE A - Avaliacdo da atividade biolégica frente a promastigotas de Leishmania
amazonensis

Clso para tratamento de 24h: (A), (B) e (C) referem-se ao tratamento com AB-NLS; (D), (E) e
(F) referem-se ao tratamento com AB-DOC; e (G), (H) e (I) referem-se ao tratamento com
AB-HT. (A), (D) e (G) foram incubadas por 1h com resazurina; (B), (E) e (H) foram
incubadas por 12h; e (C), (F) e (I) foram incubadas por 24h.
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Clso para tratamento de 48h: (A), (B) e (C) referem-se ao tratamento com AB-NLS; (D), (E) e
(F) referem-se ao tratamento com AB-DOC; e (G), (H) e (I) referem-se ao tratamento com
AB-HT. (A), (D) e (G) foram incubadas por l1h com resazurina; (B), (E) e (H) foram
incubadas por 12h; e (C), (F) e (I) foram incubadas por 24h.
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Clso para tratamento de 72h: (A), (B) e (C) referem-se ao tratamento com AB-NLS; (D), (E) e
(F) referem-se ao tratamento com AB-DOC; e (G), (H) e (I) referem-se ao tratamento com
AB-HT. (A), (D) e (G) foram incubadas por l1h com resazurina; (B), (E) e (H) foram
incubadas por 12h; e (C), (F) e (I) foram incubadas por 24h.
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APENDICE B - Valores de Clso para promastigotas de L. (L.) amazonensis apés
tratamento com formas farmacéuticas de AB-DOC

1h resazurina TEMPO DE Clso
TRATAMENTO nM
AB-NLS 24h 412,5
48h 1023,8
72h 1027,8
AB-DOC 24h 199,0
48h 505,8
72h 1427,3
AB-HT 24h 1321
48h 713,7
72h 842
12h resazurina TEMPO DE Clso
TRATAMENTO nM
AB-NLS 24h 3534
48h 458,75
72h 1719,26
AB-DOC 24h 367
48h 526
72h 1954,8
AB-HT 24h 292
48h 504
72h 2051
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24h resazurina TEMPO DE Clso
TRATAMENTO nM
AB-NLS 24h 626
48h 532,16
72h 1821,8
AB-DOC 24h 461,44
48h 526
72h 1905
AB-HT 24h 397
48h 555
72h 2110




APENDICE C - Avalia¢io da atividade biologica das formulacées de Anfotericina B
frente a células de macrofagos Raw 264.7
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CCso para tratamento de 24h: (A), (B) e (C) referem-se ao tratamento com AB-HT; (D), (E) e

(F) referem-se ao tratamento com AB-DOC; e (G), (H) e (I) referem-se ao tratamento com

AB-NLS. (A), (D) e (G) foram incubadas por 1h com resazurina; (B), (E) e (H) foram

incubadas por 12h; e (C), (F) e (I) foram incubadas por 24h.
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CCso para tratamento de 48h: (A), (B) e (C) referem-se ao tratamento com AB-HT; (D), (E) e

(F) referem-se ao tratamento com AB-DOC; e (G), (H) e (I) referem-se ao tratamento com

AB-NLS. (A), (D) e (G) foram incubadas por 1h com resazurina; (B), (E) ¢ (H) foram

incubadas por 12h; e (C), (F) e (I) foram incubadas por 24h.
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CCso para tratamento de 72h: (A), (B) e (C) referem-se ao tratamento com AB-HT; (D), (E) e
(F) referem-se ao tratamento com AB-DOC; e (G), (H) e (I) referem-se ao tratamento com
AB-NLS. (A), (D) e (G) foram incubadas por 1h com resazurina; (B), (E) ¢ (H) foram
incubadas por 12h; e (C), (F) e (I) foram incubadas por 24h.
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APENDICE D - Valores de CCso para macrofagos Raw 264.7 apés tratamento com
formas farmacéuticas de AB-DOC

1h resazurina TEMPO DE CCso
TRATAMENTO nM

AB-NLS 24h <10822
48h <10822
72h <10822
AB-DOC 24h <10822
48h <10822
72h <10822
AB-HT 24h <10822
48h <10822
72h <10822

12h resazurina TEMPO DE CCso

TRATAMENTO nM

AB-NLS 24h <10822
48h <10822
72h <10822
AB-DOC 24h <10822
48h <10822
72h <10822
AB-HT 24h <10822
48h <10822
72h <10822




24h resazurina TEMPO DE CCso
TRATAMENTO nM

AB-NLS 24h <10822
48h <10822
72h <10822
AB-DOC 24h <10822
48h <10822
72h <10822
AB-HT 24h <10822
48h <10822
72h <10822
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