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RESUMO

A ceratite amebiana (CA) ¢ uma inflamacao da cornea, frequentemente associada a usuarios
de lentes de contato, causada por espécies de Acanthamoeba. Dentre as caracteristicas da CA,
destacam-se o infiltrado neutrofilico e a dor desproporcional ao tamanho da lesdo. Devido as
dificuldades de eliminacao das formas do protozodrio no tecido corneano, tratamento
prolongado, recidivas e gravidade da infec¢do, que podem evoluir para a cronicidade e perda
da visdo, torna-se necessdrio o estabelecimento de tratamentos eficazes para a CA. O
antifungico voriconazol, capaz de bloquear a sintese do ergosterol, apresenta-se ativo contra
cistos e trofozoitos de Acanthamoeba spp. No entanto, ndo existem colirios disponiveis para
comercializacdao devido a baixa estabilidade do voriconazol. O objetivo do presente estudo foi
desenvolver uma nanoemulsao lipidica contendo voriconazol para aplicagdo topico ocular no
tratamento da CA. O método de emulsificagdo espontanea foi empregado para a obtencao da
nanoemulsdo composta de triglicerideos de cadeia média e L-fosfatidilcolina, com
incorporagdo de voriconazol. A caracterizagdo fisico-quimica da nanoemulsdo e estudo da
estabilidade ao longo de 90 dias foram determinados pelo tamanho das particulas, indice de
polidispersao, potencial zeta, pH, viscosidade e percentual de eficiéncia de encapsulagdo do
farmaco. Foram realizados testes para avaliar a atividade amebicida, citotoxicidade e irritagao
ocular do voriconazol livre (VL) e da nanoemulsdo contendo o voriconazol (NLV). Os
resultados obtidos nos testes de caracterizagdo e estabilidade apresentaram tamanho médio
das particulas de 163,9 = 6,7 nm, indice de polidispersao 0,109 + 0,010 e valor de potencial
zeta de - 6,50 = 0,06, enquanto os valores de pH foram de 6,90 = 0,06 e mantiveram-se
estaveis no periodo analisado. A nanoemulsdo apresentou comportamento newtoniano € o
percentual de eficiéncia de encapsulagdo foi considerado altamente satisfatorio (>90%). Os
resultados de atividade amebicida indicaram que as formulagdes de VL e NLV apresentaram-
se ativas contra Acanthamoeba spp., sem apresentar quaisquer sinais de citotoxicidade e
irritacao ocular frente a células de cornea de coelho. A NLV apresentou estabilidade bioldgica
ao longo de 90 dias, demonstrando-se um bom veiculo para incorporagcdo do farmaco e uma
possivel formulacdo para administracao topico ocular do voriconazol para o tratamento da
ceratite amebiana.

Palavras—chave: Acanthamoeba; voriconazol; nanoemulsao.



DEVELOPMENT OF LIPID NANOEMULSION CONTAINING VORICONAZOLE
FOR TOPICAL OCULAR TREATMENT OF AMOEBIC KERATITIS

Amoebic keratitis (AK) is an inflammation of the cornea, usually associated with contact lens
wearers, caused by species of Acanthamoeba. Among the characteristics of AK, neutrophilic
infiltrate and pain disproportionate to the size of the lesion stand out. Due to the difficulties in
eliminating the forms of the corneal tissue parasite, along with prolonged treatment, relapses
and severity of the infection, which can progress to chronicity and loss of vision, it is
necessary to establish effective treatments for AK. The antifungal voriconazole, capable of
blocking the synthesis of ergosterol, is active against cysts and trophozoites of Acanthamoeba
spp. However, there are no eye drops available for commercialization due to the low stability
of voriconazole. The aim of the present study was to develop a lipid nanoemulsion containing
voriconazole for topical ocular application in the treatment of AK. The spontaneous
emulsification method was used to obtain the nanoemulsion composed of medium-chain
triglycerides and L-phosphatidylcholine, with the incorporation of voriconazole. The
physical-chemical characterization of the nanoemulsion and stability study over 90 days were
determined by particle size, polydispersity index, zeta potential, pH, viscosity and percentage
of drug encapsulation efficiency. Tests were performed to evaluate the amoebicidal activity,
cytotoxicity and eye irritation of free voriconazole (FV) and the nanoemulsion containing
voriconazole (NLV). The results obtained in the characterization and stability tests showed
mean particle size of 163.9 £ 6.7 nm, polydispersion index 0.109 = 0.01 and zeta potential
value of - 6.5 = 0.06, while the values pH values were 6.9 £ 0.06 and remained stable in the
analyzed period. The nanoemulsion showed Newtonian behavior, and the percentage of
encapsulation efficiency was considered highly satisfactory (> 90%). The results of
amoebicidal activity indicated that the VL and NLV formulations were active against
Acanthamoeba spp. without showing any signs of cytotoxicity and eye irritation against rabbit
corneal cells. NLV showed biological stability over 90 days, proving to be a good vehicle for
incorporating the drug and a possible formulation for topical ocular administration of
voriconazole for the treatment of amoebic keratitis.

Keywords: Acanthamoeba; voriconazole; nanoemulsion.
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1 INTRODUCAO

Amebas de vida livre do género Acanthamoeba sdo consideradas organismos
anfizéicos e algumas espécies sdao associadas a casos de infeccdes em humanos
(VISVESVARA; MOURA; SCHUSTER, 2007). A ceratite amebiana (CA) consiste em uma
inflamagdo cronica e grave da cornea, com destrui¢dao do tecido corneano e consequentemente
a perda da visio (MARCIANO-CABRAL; CABRAL, 2003; VISVESVARA; MOURA;
SCHUSTER, 2007; CALIXTO et al., 2015; MAYCOCK; JAYASWAL, 2016). A maioria
dos casos sdo associados a usuarios de lente de contato pelo uso inadequado e ma higiene das
lentes e estojos de lentes de contato, porém casos acidentais de lesdo de cornea também ja
foram relatados (OMANA-MOLINA et al.,, 2016; BUCHELE ET AL., 2018). Sintomas como
vermelhiddo, lacrimejamento, opacidade, dor desproporcional ao tamanho da lesdo,
sensibilidade a luz e edema das palpebras sao comuns em pacientes portadores da infecg¢ao
(LORENZO-MORALES et al., 2013).

Derivados azolicos sao amplamente utilizados por via topico ocular para tratar
ceratites infecciosas (HERALGI et al., 2016; NEOH et al., 2016). Estudos utilizando agentes
azolicos demonstram que o fairmaco voriconazol consegue atingir concentragdes necessarias
para o tratamento da ceratite amebiana, e que o mesmo apresenta maior atividade amebicida
entre outros agentes da mesma classe (NAKAMINAMI, 2017). Assim como outros
antifingicos triazolicos, o voriconazol atua na inibicao da desmetilagdo da 14-alfa-lanosterol,
mecanismo de atividade especifico para as células do microrganismo causador da infecgao e
ndo seletivo para células de mamiferos, prejudicando a sintese de ergosterol, o que leva a
anormalidades na parede celular dos fungos e de protozoarios como Acanthamoeba spp.
(GREER, 2003).

Atualmente, as seguintes formas farmacéuticas do voriconazol encontram-se
disponiveis: comprimido, suspensdo oral e po6 liofilizado para injecdo — utilizados
principalmente para o tratamento de infecgdes invasivas pelos géneros Aspergillus, Candida,
Scedosporium e Fusarium (AL-BADRIYEH et al., 2009; HERALGI et al., 2016). Diante da
falta de disponibilidade de formulagdes topico ocular de voriconazol para o tratamento de
infeccdes oculares, preparagdes com solucao lacrimal, utilizando pé liofizilado para injecdo e
diluido em &gua para inje¢do ou solucdo lacrimal sdo utilizadas em ambulatorios de
oftalmologia, pois apresentam-se efetivas para o tratamento de ceratites infecciosas por

fungos e Acanthamoeba spp., apesar da baixa estabilidade e penetracdo intraocular quando em
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suspensdo, resultando na necessidade de administragdo de dosagens elevadas, provocando em
muitos casos toxicidade (SMITH; KORN, 1968; HERALGI et al., 2016). A administragdo por
via topico ocular apresenta desvantagens, principalmente em casos de macromoléculas como
compostos azolicos, pelo rapido clearance lacrimal, baixo tempo de residéncia na superficie
ocular e consequentemente pela baixa biodisponibilidade do firmaco no interior do tecido
(AMMAR et al., 2009; RUPONEN; URTTI, 2015).

Considerando a relevancia e o aumento da ocorréncia de casos de ceratite amebiana
que passou de 0,13 casos por milhdo (1994-1999) para 2,7 casos por milhdo (2013-2018)
(NIELSEN; IVARSEN; HIORTDAL, 2019), e ainda a falta de terapias especificas, que atuem
contra as duas formas do parasito, ndo induzam ao encistamento, € com baixa toxicidade
corneana, estudos de novas terapias para o tratamento desta infec¢do corneana e o
desenvolvimento de formulagdes inovadoras contendo voriconazol tornam-se promissores
(NAKAMINAMI et al., 2017). Com o avanco da nanotecnologia surge a possibilidade de
incorporacdo de fArmacos em sistemas de liberacdo em escala nanométrica, aumentando sua
biodisponibilidade, protegendo da degradagao em meio biolégico e diminuindo a frequéncia
de instilagdo (CHAUHAN; ROAD, 2018; VERMELHO et al., 2018).

Neste contexto, as nanoemulsdes proporcionam uma estratégia conveniente para a
liberagdo de farmacos na regido anterior ocular, compostas por o6leo, surfactante, co-
surfactante e fase aquosa, com caracteristicas isotrdpicas e tamanho de particulas variando
entre 20-200 nm (AZEEM et al., 2009; CHAUHAN; ROAD, 2018). A presenga de
surfactantes e cosurfactantes diminuem a tensdo superficial entre os lipidios presentes na
nanoemulsdo e na membrana celular, removendo camadas de muco e rompendo complexo
juncionais estreitos presentes na cornea, levando ao aumento da permeabilidade do farmaco
(AMMAR et al., 2009; CHAUHAN; ROAD, 2018). Logo, uma nanoemulsdo lipidica capaz
de incorporar o voriconazol, consiste em uma estratégia inovadora e promissora para a terapia
da ceratite amebiana, pois poderd combinar efeitos antiamebianos, baixa toxicidade ao tecido
corneano e manutengao da concentragdao ¢ da acao do fArmaco no tecido da cornea, a fim de

obter sucesso na resposta terapéutica.



17

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 O GENERO Acanthamoeba

O género Acanthamoeba foi descrito por Volkonsky em 1931 (VIVESVARA, 2013) e
descrito pela primeira vez como um patdégeno ocular em 1970. Patogénico e oportunista, este
protozoario de vida livre ¢ considerado um ser anfizoico devido a sua capacidade de viver
tanto na forma livre como na forma parasitaria. Espécies de Acantamoeba estao amplamente
distribuidas no meio ambiente, ja foram isoladas do ar, solo, poeira, agua, lagos, piscinas,
banheiras, hidromassagens, aparelhos de ar condicionado, lentes de contato, entre outros
(VISVESVARA; MOURA; SCHUSTER, 2007; MAYCOCK, JAYASWAL, 2016).

Algumas espécies de Acanthamoeba estdo associadas a doencas humanas,
principalmente em individuos imunocomprometidos, causando encefalite amebiana
granulomatosa (EAG), lesdes cutaneas, infecgdes renais, pulmonares e da nasofaringe. Ja em
individuos imunocompetentes, Acanthamoeba spp. podem causar ceratite amebiana, que tem
como consequéncia a destruicdo do tecido corneano pelo processo inflamatorio intenso e

cronicidade da infec¢gao (MARCIANO-CABRAL; CABRAL, 2003; CALIXTO et al., 2015).

2.1.1 Aspectos morfoldgicos e ciclo de vida

Acanthamoeba spp. apresentam um ciclo de vida, no qual pode ser encontrada sob
duas formas: a forma trofozoitica metabolicamente ativa, com capacidade de reprodugao,
alimentacao e invasao de células hospedeiras, ¢ a forma de cisto, conhecida por ser altamente
resistente, capaz de suportar condicdes adversas extremas (VISVESVARA; MOURA;
SCHUSTER, 2007).

Os trofozoitos (Figura 1A) medem cerca de 20-40 um de tamanho. Reproduzem-se
através de fissdo bindria, sdo uninucleados e em sua superficie possuem acantopodios, que sao
pseuddpodes finos semelhantes a agulhas, exclusivos do género e muito importantes para a
alimentacdo e movimentagdo do protozoario (VISVESVARA; MOURA; SCHUSTER, 2007;
CAUMO et al., 2009; LORENZO-MORALES et al., 2013).

O encistamento ocorre quando o trofozoito encontra-se frente a condi¢des adversas,
como alteragdes de pH, temperaturas extremas, falta de nutrientes, exposicdo a desinfetantes,
agentes quimioterapicos em baixa concentracdo ou inefetivos, e radiagdo UV (DART; SAW;

KILVINGTON, 2009). Os cistos (Figura 1B) podem ser menores que os trofozoitos,
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chegando a medir de 15-20 um de tamanho, e possuem ostiolos que sdo responsaveis pelo
monitoramente das condi¢des do ambiente, utilizados para o desencistamento quando o cisto
encontra-se em condi¢des favoraveis (AKSOZEK et al., 2002; LLOYD, 2014).

Os cistos possuem dupla parede celular, que lhes confere a alta resisténcia a farmacos -
formada por uma lamina granular, o endocisto - composto principalmente polissacarideos,
como a celulose e galactosel, € como caracteristica podem possuir formatos variados, como,
estrelado, oval, poligonal e esférico - e uma lamina fibrosa e rugosa, o ectocisto, composto
principalmente por proteinas, polissacarideos e lipidios (LORENZO-MORALES et al., 2010;
SIDDIQUI; KHAN, 2012).

Figura 1 — Formas de vida de Acanthamoeba spp.

(A) Trofozoito (B) Cisto

N: nucleo; VC: vactiolo contratil; EC: ectocisto; EN: endocisto. Microscopio de contraste de fase (1000X).
Fonte: Laboratorio de Estudos de Protozoarios Emergentes e Oportunistas (LAPEO/UFSC).

A parede celular do cisto ¢ composta por 33% de proteinas, 35% de
carboidratos/polissacarideos — a celulose em sua grande maioria - cerca de 6% de lipidos e
20% de material nao identificado (KHAN, 2006; SIDDIQUI; KHAN, 2012). A estrutura
lipidica da parede dos cistos € a membrana dos trofozoitos apresenta ergosterol e 7-
dehidrostigmasterol, que representam cerca de 15% dos lipidios totais presentes no
protozoario. O ergosterol ¢ considerado o principal lipidio de membrana de Acanthamoeba
spp., sendo assim, um potencial alvo de investigacdo farmacolégica (SMITH; KORN, 1968;
MARTIN-NAVARRO et al., 2012; LLOYD, 2014; THOMSON et al., 2017).

2.1.2 Ceratites infecciosas
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A ceratite ¢ a principal causa global de cegueira monocular, afetando especialmente
populagoes marginalizadas, sendo responsavel por pelo menos 10% dos casos de perda de
visdo em paises em desenvolvimento (WHITCHER; SRINIVASAN; UPADHYAY, 2001;
PASCOLINI; MARIOTTI, 2012; AUSTIN; LIETMAN; ROSE-NUSSBAUMER, 2018).
Nota-se que em paises desenvolvidos, a principal causa de ceratite infecciosa esta relacionada
ao uso de lentes de contato (THYLEFORS, 1992; GUPTA et al., 2013).

Os casos de ceratites ja sdo considerados um problema de saude publica por ser a
segunda maior causa de cegueira do mundo, perdendo apenas para a catarata (DUARTE,
2016). Esses casos representam uma das maiores indicagdes para transplante de cornea de
emergéncia, devido a rapida progressao da doenca (SOBRAL, 2013).

As ceratites infecciosas tém como agentes causadores bactérias, fungos, virus e
protozoarios, € ocorrem por meio da invasdo e proliferacdo de microrganismo no tecido
corneano, o que leva a reagdo inflamatoria e destruicio do tecido (CLARKE;
NIEDERKORN, 2006; DUARTE, 2016). O grande desafio associado aos quadros de
infecgdes corneanas estdo relacionadas a dificuldade de diagndstico e seguimento de
tratamento adequado (SOBRAL, 2013).

Os principais sintomas dessa doenca sdo a dor ocular de diferentes intensidades
decorrente da cornea ser ricamente inervada, e a diminui¢ao da acuidade visual, que esta
relacionada ao local da lesdo na cdrnea. Existem também outros sintomas inespecificos
presentes em outras condi¢cdes oculares, como lacrimejamento, fotofobia e hiperemia ocular
(DUARTE, 2016).

O diagnostico diferencial tanto clinico como laboratorial das ceratites infecciosas sao
essenciais para o prognostico positivo, pois depende da terapéutica especifica de acordo com
o tipo de agente causador. A base do diagnostico laboratorial continua sendo ainda hoje a
coloragdo de Gram e cultura de materiais provenientes da cornea (KIM et al., 2008; AUSTIN;
LIETMAN; ROSE-NUSSBAUMER, 2018). A microscopia confocal in vivo e tomografia
Optica tiveram sua popularidade aumentada nos ultimos anos devido a alta sensibilidade e

rapidez diagnostica (MARTONE et al., 2010; NIELSEN et al., 2013).

2.1.2.1 Ceratite por Acanthamoeba spp.

A ceratite amebiana (CA) apesar de ser uma doenga rara, ¢ considerada uma infecgdo

ocular grave da cornea, com risco de perda de visdo, causada por diversas espécies do género



20

Acathamoeba (CLARKE; NIEDERKORN, 2006; LORENZO-MORALES; KHAN;
WALOCHNIK, 2015). Acomete individuos imunocompetentes com lesdo prévia na cornea e
pode ser caracterizada pela perda gradual da visdo, ja que a mesma ¢ uma doenga progressiva.
Os sintomas estdo relacionados a invasdo e degradacdo da coérnea, gerando fotofobia,
lacrimejamento, opacidade, vermelhiddo e edema das palpebras. A dor presente nos casos de
CA ¢ muito intensa, desproporcional ao tamanho da lesdo e ao quadro clinico que ¢
provocado pela ceratoneurite radial, em que ocorre o contato das amebas com os nervos do
estroma corneano (DART et al., 2009; LORENZO-MORALES et al., 2013).

Diferente de outras infec¢des oculares, a ceratite amebiana ndo costuma progredir para
além do tecido corneano, ou seja, sdo raros os casos de infec¢des intraoculares ou
endoftalmites. Essa caracteristica esta relacionada a cascata de patogénese de Acanthamoeba
spp., que em casos mais avangados pode ocasionar o aparecimento de um infiltrado no
estroma em forma de anel (Figura 2). A adesdo dos trofozoitos ao epitélio da cornea ocorre a
partir de microtraumas, seguido da adesdo de trofozoitos e destruicdo do tecido corneano,
resultando na penetragdo da membrana de Bowman, promovendo a degradagdo do tecido

estromal (CLARKE; NIEDERKORN, 2006; NUNES, 2014).

Figura 2 — Caso de ceratite amebiana.

Infiltrado neutrofilico indicado pela seta. Diagndstico realizado por meio de cultivo e isolamento de trofozoitos e
cistos de Acanthamoeba spp., a partir de raspado da cérnea pelo Laboratorio de Estudos de Protozoarios
Emergentes e Oportunistas, Departamento de Andlises Clinicas, Universidade Federal de Santa Catarina. Fonte:
LAPEO/UFSC.

Atualmente, ainda existe dificuldade no diagndstico clinico e laboratorial de CA,

principalmente pela falta de especializagdo dos laboratorios e desconhecimento do agente
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etiologico (LORENZO-MORALES; KHAN; WALOCHNIK, 2015). O diagnostico inicial
baseia-se nos sintomas, histérico e no exame biomicroscopico. Porém, os sinais clinicos nao
sdo especificos para a ceratite amebiana, o que dificulta a identificagdo da doenga, que
geralmente ¢ confundida por ceratite causada por herpes ou fungos. Quando diagnosticada
tardiamente, ocorrem complicagdes que podem acarretar na necessidade de transplante de
cornea e eventualment na perda total da capacidade de acuidade visual (CLAERHOUT, 2004;
LORENZO-MORALES et al., 2013).

O principal fator de risco identificado para ceratite amebiana ¢ o uso de lentes de
contato (LC) somado a falta de higiene pessoal do usudrio, a limpeza e armazenamento
inadequado das lentes e estojos, o desgaste das lentes por desrespeito ao tempo de uso,
formacao de biofilme e exposicdo a dgua contaminada (BRASILEIRA; LENTES; SOBLEC,
2000; BHARATHI, 2002). Cerca de 10-15% dos casos de CA estdo relacionados a
traumatismos oculares, acompanhados de exposicao a dgua ou solo contaminado, associado
principalmente a pds-cirurgia ocular ou a trabalhadores rurais (CARVALHO et al, 2009;
PACELLA et al., 2013).

Mesmo com o aumento do niumero de usuarios de lente, os casos de CA ainda sdo
considerados raros em paises desenvolvidos se comparados com o nimero de casos de
ceratites bacterianas e fungicas. Estima-se que cerca de 1,36 casos de ceratite amebiana ocorra
a cada 1 milhdo de usuarios de lentes de contato nos Estados Unidos, pais em que cerca de 40
milhdes de habitantes faz uso de lentes de contato, contra 17 a 21 casos por milhdo de
usudrios de LC no Reino Unido (SEAL, 2003; COPE et al., 2017). J& na Franga, estima-se 1
caso a cada 30.000 usuarios de lentes de contato, com perspectivas de aumento a cada ano
(TRABELSI et al., 2012).

A qualidade da informagao sobre a distribui¢ao da doenca no Brasil ainda ¢ baixa por
ndo haver notificagdo obrigatdria, no entanto, um centro de estudos oftalmolégicos no estado
de Sao Paulo realizou uma pesquisa retrospectiva com informagdes de 20 anos, em que foram
feitas 581 culturas diagnésticas de ceratite, sendo que 185 diagnodsticos foram confirmados
para CA. O estudo constatou um aumento significativo no nimero de casos da doenga a partir
de 1996, e que cerca de 85% dos casos positivos para CA ocorreram em pacientes que faziam

uso de lentes de contato (CARVALHO et al, 2009).

2.1.2.2 Cascata patogénica da ceratite amebiana
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A compreensdo do mecanismo patogénico da Acanthamoeba spp. € importante para o
entendimento de como o protozodrio consegue aderir as células do hospedeiro e causar o
processo infeccioso (WINCK; CAUMO; ROTT, 2011; LORENZO-MORALES; KHAN;
WALOCHNIK, 2015; MAYCOCK; JAYASWAL, 2016). Inicialmente, a cascata de
patogénese da CA ocorre quando os trofozoitos ligam—se ao tecido corneano por meio da
proteina de ligacdo aos recepetores de manose (PLM) (GARATE et al, 2004;
ALKHARASHI et al., 2016).

Apos a adesdo do trofozoito a cornea, ocorre a destrui¢do do tecido corneano através
da producdo de serino- (MIP-133), cisteino- e metalo- proteases, além de outras proteinas
facilitadoras, que permitem que os trofozoitos invadam as membranas intermediarias do
estroma corneano, mediando a resposta inflamatoria (Figura 3) (MARCIANO-CABRAL;
CABRAL, 2003; ALIZADEH et al., 2005; OMANA-MOLINA et al, 2016). A serino-
protease MIP-133 ¢ responsavel por promover a apoptose dos ceratocitos, ou seja, € a proteina
facilitadora mais importante no processo de invasdo tecidual (NEELAM; NIEDERKORN,
2017).

O proximo passo € a dissolucdo do estroma colagenoso, por meio da produgdo de
multiplas proteases com propriedades colagenoliticas (HURT; NIEDERKORN; ALIZADEH,
2003; HUSTON, 2004; NEELAM; NIEDERKORN, 2017), que levam ao efeito citopatico por
meio do aumento da concentragdo de célcio, ocasionando mudangas na morfologia e estrutura
do citoesqueleto celular, gerando aumento da permeabilidade da membrana celular,
degradacao da matriz extracelular e a morte da célula (KHAN, 2006; CASTRILLON;
OROZCO, 2013).
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Figura 3 — Patogénese de Acanthamoeba spp.
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Representacdo da cascata patogénica da ceratite amebiana. Adesdo dos trofozoitos de Acanthamoeba spp. a
superficie do tecido corneano tecidual através da expressdo de receptores de Manose e a produgdo de enzimas
hidroliticas que degradam a matriz extracelular, seguindo do agrupamento dos trofozoitos em torno dos nervos

corneanos, gerando a ceratoneurite e dor intensa, seguido de morte celular. Fonte: Adaptado de CLARKE e

NIERDERKORN (2006).

2.1.2.3 Tratamentos para ceratite amebiana

O objetivo da terapia medicamentosa para a CA ¢ a total erradicacdo dos cistos e
trofozoitos viaveis e a rapida resolugdo da resposta inflamatdria. Como os tratamentos ainda
sdo inespecificos, na maioria das vezes a combinacdo de fAirmacos antimicrobianos ¢ realizada
(LORENZO-MORALES et al., 2010; ALKHARASHI et al., 2016). O desafio do tratamento
da ceratite amebiana consiste em farmacos que atuem contra trofozoitos, ndo induzam o
encistamento e atuem contra os cistos, porém a maioria dos farmacos utilizados possuem boa
acdo sobre os trofozoitos, mas sdo pouco efetivos contra os cistos, o que gera recidiva da
infeccdo  (SCHUSTER; VISVESVARA, 2004; LORENZO-MORALES; KHAN;
WALOCHNIK, 2015; MAYCOCK; JAYASWAL, 2016).

Embora os antimicrobianos utilizados tenham pouca agdo contra os cistos, as
diamidinas e biguanidas sdo atualmente os anti-amebianos cisticidas mais eficazes. Entre os
farmacos mais utilizados econtram-se as biguanidinas, como o polihexametileno biguanida
(PHMB) e o digluconato de clorexidina (CLX), as diamidinas hexamidina (Desomedine®) e o

isetionato de propamidina (Brolene®) (DART et al., 2009; TRABELSI et al., 2012). Outros



24

farmacos também utilizados para o tratamento da ceratite amebiana incluem alguns
antibidticos (ex. aminoglicosideos, neomicina) e antifungicos (ex. azoles, itraconazol,
voriconazol) (SUN et al., 2006; THEBPATIPHAT et al., 2007).

O tratamento topico-ocular da CA, independente do farmaco escolhido, ¢ considerado
dificil, pois os medicamentos devem ser administrados de hora em hora e por muitos dias. Ao
longo do tempo, a frequéncia da administracdo dos farmacos vai diminuindo, porém o tempo
de tratamento pode durar meses até um ano (LORENZO-MORALES et al, 2010;
LORENZO-MORALES; KHAN; WALOCHNIK, 2015; NAKAMINAMI et al., 2017).

Quando ocorre diagndstico errado ou o tratamento de CA ¢ indicado tardiamente, nem
sempre os resultados esperados sdo adequados, o que leva a necessidade de tratamentos
cirargicos, como o transplante de cornea. Em casos graves, o paciente desenvolve ulceragao
da cornea, enucleagdo e consequente perda da visao (MARCIANO-CABRAL; CABRAL,
2003; SAEED et al., 2009; LORENZO-MORALES; KHAN; WALOCHNIK, 2015).

2.2 A CORNEA E ADMINISTRACAO TOPICO OCULAR DE FARMACOS

A administragdo topico ocular de fArmacos ¢ considerada a via ideal de administragao
para tratamento de doengas oculares relacionadas ao segmento anterior do olho. No entanto, a
aplicacdo de formulacdes convencionais estd associada a uma série de desafios devido as
barreiras fisico-quimicas, metabolicas e biologicas do olho ( YELLEPEDDI; PALAKURTHI,
2015; DUXFIELD et al., 2016).

As barreiras fisico-quimicas correspondem as propriedades do farmaco, como
lipofilicidade, solubilidade e tamanho de particula (RUPONEN; URTTI, 2015). As barreiras
metabolicas estdo relacionadas a acdo da enzima citocromo P450 no tecido ocular (NAKANO
et al.,, 2014). Ja, as barreiras biologicas incluem a cornea, a absor¢do sistémica do saco
conjuntival e a barreira hemato-ocular (URTTI, 2006).

A cornea ¢ a camada mais externa do olho que cobre a pupila, a iris e a cAmara
anterior, a qual juntamente com o cristalino, ¢ responsavel pela focalizagdo da visdo através
da refragcdo da luz, atuando como uma lente fixa (LUDWIG, 2005; DUXFIELD et al., 2016).
A cbrnea possui como caracteristica ser transparente por ndo conter vasos sanguineos, no
entanto, ¢ densamente inervada por nervos sensoriais. A distribuicdo de nutrientes e oxigénio
na cornea ¢ feita por meio do humor aquoso e do fluido lacrimal (WILLOUGHBY et al.,

2010).
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O tecido corneano ¢ composto por cinco camadas (Figura 4): o epitélio corneano,
membrana de Bowman, estroma, membrana de Descemet ¢ endotélio corneano (LUDWIG,
2005). A soma dessas cinco camadas representa uma barreira de 500 a 700 um de espessura,
efetiva tanto contra a entrada de microrganismos, quanto contra a absor¢do de farmacos
(WILLOUGHBY et al., 2010).

A camada epitelial é composta por cinco camadas de células com jungdes bem
estreitas, que promovem estabilidade e uma certa impermeabilidade do epitélio. A membrana
de Bowman ¢ composta por fibras de colageno dispostas irregularmente e protege o estroma
onde encontram-se os ceratinocitos. A membrana Descemet ¢ composta por duas camadas e ¢
secretada pelo epitélio subjacente. J& o endotélio ¢ formado por uma camada Unica de células
cuboides com baixo potencial de regeneracio (MAURICE, 1969; BOURNE; CAMPBELL,
1982; WILLOUGHBY et al., 2010).

Figura 4 — Representacdo esquematica das camadas da cornea.
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Fonte: Adaptado de DUXFIELD et al. (2016).

2.2.1 Nanoemulsdes para administra¢do ocular de fArmacos

Formulagdes para uso topico-ocular representam cerca de 90% das formulagdes
farmacéuticas utilizadas para tratamentos oculares, apesar de ser considerado um dos sitios de

administracao mais desafiador (CHAUHAN; ROAD, 2018; DUBALD et al., 2018). Devido a



26

estrutura ocular, a drenagem lacrimal e outras barreiras protetivas dos olhos, ocorre baixa
absor¢do dos farmacos, que limita-se a menos de 5% da dose administrada. Portanto, sdao
necessarias diversas instilagdes ao longo do dia para manter as concentragdes adequadas dos
farmacos, dificultando o tratamento e podendo levar a lesdo do tecido ocular, além de outros
efeitos adversos (YELLEPEDDI; PALAKURTHI, 2015; AKHTER et al, 2016; AL
KHATEB et al., 2016).

Para superar esses desafios, outros veiculos oftalmicos vém sendo estudados, como
suspensdes, pomadas, g€is aquosos, lipossomas, nanoparticulas, microemulsdes e
nanoemulsdes. Alguns desses sistemas trouxeram melhorias em relagdo aos sistemas antigos
de distribuicdo de farmacos, porém, nem sempre sdo bem aceitos pelos pacientes por
provocarem visdo turva e sensacdo de desconforto (AMMAR et al., 2009; DUBALD et al.,
2018). Para uma administracdo eficaz de medicamento via ocular, € necessario uma
formulagdo que permita a manuten¢do da concentracdo e da agdo do farmaco no tecido da
cornea, a fim de que o sucesso na resposta terapéutica seja alcancado (CHAURASIA et al.,
2015; REIMONDEZ-TROITINO et al, 2015). Por esses motivos, os principais focos de
pesquisa tém sido o prolongamento do tempo de permanéncia ocular dos medicamentos ¢ a
melhora da permeabilidade tecidual corneana (AGRAWAL; DAS; JAIN, 2012).

Os sistemas emulsionados vém recebendo maior atencdo nos ultimos anos, pois
possuem diversas vantagens se comparadas com outros veiculos oftalmolégicos (AKHTER et
al., 2016; MOGHIMIPOUR; SALIMI; YOUSEFVAN, 2017). As nanoemulsdes sdo descritas
como dispersoes finas de o0leo/agua ou agua/dleo, estabilizadas por moléculas de surfactantes
com goticulas na faixa de 20-200 nm (Figura 5). Possuem grande area de superficie, baixa
tensao superficial e interfacial, que lhes conferem o aumento da permeabilidade do farmaco
levando ao aumento da biodisponibilidade do mesmo. A presenga de surfactantes e co-
surfactantes facilitam a permeabilidade da membrana tecidual, levando novamente ao
aumento da absor¢do do firmaco, ou seja, as nanoemulsdes agem como facilitadores da
penetracdo do farmaco ao tecido corneano (AMMAR et al., 2009; CHAUHAN; ROAD,
2018).
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Figura 5 — Esquema de estrutura de nanoemulsdo.
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Fonte: Propria autora.

Do ponto de vista de producao, a nanoemulsdao ¢ considerada uma formulagao
simples e de baixo custo e ainda pode ser utilizadas para distribuir farmacos poucos soluveis
ou insoluveis em agua, uma vez que estes farmacos poderdao ser solubilizados na sua fase
oleosa (Figura 5). Além dessas vantagens, as nanoemulsdes ainda conseguem proporcionar
um sistema de liberacao controlado e promovem penetragao profunda dos farmacos no tecido
da cornea (BENITA et al., 2012; DAULL; LALLEMAND; GARRIGUE, 2013; AKHTER et
al., 2016). Com a melhora da retencdo e penetragdo do farmaco no tecido corneano,
consequentemente € necessario um regime de dosagens menor, o que proporciona a melhora
na gestdo da doenga ocular e na adesdo do paciente ao tratamento, além de diminuir efeitos de
toxicidade no tecido (AGARWAL; RUPENTHAL, 2016; KALAM, 2016).

A descoberta das nanoemuldes promoveu o desenvolvimento de varios medicamentos
na area de oftalmologia. Em 2002, houve a primeira aprovacdo do FDA (Food and Drugs
Administration) de uma ciclosporina incorporada a uma nanoemulsdo oftalmica com nome
comercial Restasis® (Allergan INC., Irvine, CA, EUA), utilizada para sindrome do olho seco.
Em 2008, ocorreu a segunda aprovagdo de uma nanoemulsio semelhante, o Durezol® (Alcon
Laboratories, Fort Woth, TC, EUA), utilizado para tratar doengas oculares inflamatérias. Em
seguida, outros dois produtos comegaram a ser comercializados: o Lipimix® (Tubilux pharma,
Italia) e o Soothe XP Emollient® (Bausch e Lomb, Roschesrter, NY, EUA), utilizados para a
restaura¢do da camada lipidica do fluido lacrimal (CHAURASIA et al., 2015).

Vale ressaltar que nanoemulsdes 6leo/dgua sdo mais interessantes para administra¢ao
ocular de fAirmacos do que nanoemulsdes agua/dleo, porque as goticulas das nanoemulsdes

6leo/agua logo sdo retidas por uma fase aquosa biologica, facilitando a entrega do farmaco ao
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tecido (AMMAR et al., 2009). Diante de todas as vantagens descritas, formula¢des de
nanoemulsdes para o tratamento topico ocular da ceratite por Acanthamoeba spp. sdo

interessantes de serem estudadas.

2.3 VORICONAZOL

O voriconazol ¢ um antifungico triazolico derivado do fluconazol, cuja estutura
quimica difere da estrutura do fAirmaco de origem. A diferenga consiste na substituicdo do
heterociclo triazélico por uma fluoroprimidina e pela presenca de uma metila a mais (SHAH
et al.,, 2003; BERGOLD; GEORGIADIS, 2004). Assim como outros farmacos triazolicos, o
mecanismo de a¢do do voriconazol baseia-se na inibicdo da enzima envolvida na sintese do
esgosterol, a citocromo P450 demetilase, levando ao acumulo de 14-metilsterodis,
interrompendo o empacotamento das cadeias de fosfolipidios, alterando a permeabilidade da
membrana celular e o crescimento fungico (GREER, 2003; LAU, 2008; HERALGTI et al.,
2016).

Figura 6 - Estrutura quimica do fluconazole e voriconazol.

fluconazol voriconazol

Fonte: Adaptado de Adams (2007).

Os farmacos triazolicos fazem parte da classe farmacoldgica dos azois, descobertos na
década de 1990 por um grupo de cientistas que observou atividade antifingica em um
composto imidazélico. Essa classe farmacolégica acabou dividida em 2 subgrupos: os
imidazolicos — farmacos que possuem alta toxicidade e por isso de menor utilizagdo —

cetoconazol, clotrimazol, miconazol e os triazélicos (Figura 6) — farmacos com amplo
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espectro de acdo, com melhor perfil de seguranca e consequentemente mais utilizados —
fluconazol, voriconazol e itraconazol (ARNOLD et al., 2010; VASCONCELOS; MENEZES;
CUNHA, 2011; CASTRO et al., 2016).

A descoberta da classe dos az6is mudou a abordagem do tratamento das infecgdes
fungicas, no entanto, ainda ndo havia um agente quimico ideal. O fluconazol apresentou mais
limites do que o esperado quanto ao espectro de agdo e induzia rapidamente o
desenvolvimento de resisténcia ao farmaco. Em 2002, o voriconazol foi aprovado pelo FDA
como agente promissor para tratamento de infecgdes fingicas resistentes, dando origem a
segunda geracao dos agentes triazdlicos (GREER, 2003; JOHNSON; KAUFFMAN, 2003).

O voriconazol estd disponivel sob trés formas farmacéuticas: as formas para
administracao por via oral - comprimidos revestidos € o pd para suspensao oral - € a para via
intravenosa — poé liofilizado para injecdo. Possui acdo contra Candida spp., Aspergillus spp,
Scedosporium apiospermum, Fusarium spp. e Cryptococcus spp. Os principais efeitos
adversos sdo relacionados a distarbios visuais transitorios, aumento da atividade das enzimas
hepaticas e rash cutaneo (BERGOLD; GEORGIADIS, 2004; ADAMS, 2007; HERALGI et
al., 2016).

O voriconazol ¢ considerado apropriado para o uso oftalmologico, devido a respectiva
elevada lipossolubilidade, apesar de um estudo prospectivo demonstrar que o farmaco
sistémico pode chegar a elevadas concentragdes no humor aquoso, conseguindo exercer sua
funcdo nos casos de infecgdes oculares. Porém o uso sistémico induz de efeitos indesejados
(HARIPRASAD et al, 2004). Outro estudo, utilizando “colirio de voriconazol” 1%,
demonstrou como a instilagdo ocular ¢ bem tolerada e capaz de atingir concentragdes
suficientes para tratar agentes infecciosos causadores de ceratite, concluindo ser uma forma de
terapia muito mais acessivel e com menor risco potencial de causar efeitos adversos (LAU,
2008).

Em muitos ambulatérios oftalmologicos, o voriconazol ¢ utilizado diluido em &agua
para injecdo ou solugdo lacrimal para o tratamento de ceratite em pacientes. No entanto, um
frasco de voriconazol liofilizado contém 10 mg/mL do farmaco e 160 mg/mL de hidroxipropil
betaciclodextrina, excipiente utilizado em complexos hidrofobicos para aumentar a
solubilidade e biodisponibilidade do fAirmaco que, por sua vez, possui citotoxicidade dose
dependente comprovada em epitélio de células de cornea humana (JANAGAM; WU; LOWE,
2017; SOBOLEWSKA et al., 2015).

Um dos grandes desafios do desenvolvimento e comercializagdo de um colirio de

voriconazol ¢ a baixa estabilidade do firmaco. Alguns estudos sugerem que apesar de ndo
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ocorrer modificagdes fisico-quimicas, a atividade do farmaco pode ser comprometida,
perdendo a eficacia, mesmo quando mantido em baixas temperaturas. Pois, mesmo em baixas
temperaturas apos trés semanas de armazenamento, o farmaco ja demonstra menor atividade
in vitro (CURTI et al., 2017; TEJERA, 2005). Outros testes feitos com o congelamento do
farmaco a - 20 °C, sugerem boa atividade por 90 dias e quando armazenado a 5 °C, o
voriconazol apresentou estabilidade de 14 dias (GARZAS et al., 2005; BARDIN et al., 2011;
AMOROS-REBOREDO et al., 2015).

Resultados promissores foram observados quanto a utilizagdo tdépica ocular de
voriconazol no tratamento de ceratite amebiana, porém ndo ha consenso entre os varios
protocolos médicos sobre qual seria a dosagem de uso apropriada para a terapéutica
(MARTIN-NAVARRO et al., 2012; MARTIN-NAVARRO et al., 2015). A baixa estabilidade
das formulacdes e a baixa absorcao intraocular do farmaco nao facilitam a comercializagao de
colirios de voriconazol.

A problematica do voriconazol em relacao a baixa estabilidade e baixa absor¢ao ocular
poderia ser resolvida com uma nanoemulsdo associada ao voriconazol, pois havera a
combinagao de efeitos amebicidas, sem indu¢ao ao encistamento, com baixa citotoxicidade,
permintido a manutencdo da concentragdo e acdo do farmaco no tecido corneano, com

sucesso na resposta terapéutica.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a atividade amebicida de uma nanoemulsdo lipidica contendo voriconazol,

visando a administragdo topico ocular para o tratamento da ceratite amebiana.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Preparar e caracterizar uma nanoemulsdo lipidica contendo voriconazol quanto as

propriedades fisico-quimicas;

e Avaliar a estabilidade fisico-quimica da nanoemulsdo lipidica contendo voriconazol;
e Avaliar a atividade amebicida do voriconazol livre frente aos trofozoitos e cistos de

Acanthamoeba spp.;

e Verificar o efeito irritativo e citotoxico do voriconazol livre frente a células de epitélio

de cornea de coelho;

e Analisar a atividade amebicida da nanoemulsao lipidica contendo voriconazol frente a

cistos e trofozoitos de Acanthamoeba spp.;

e Verificar o efeito citotoxico da nanoemulsdo contendo o voriconazol frente a células

de epitélio de cornea de coelho.



32

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 PREPARACAO DO VORICONAZOL

O voriconazol (>98%, HPLC, Sigma-Aldrich, Alemanha) foi reconstituido em
dimetilsulféxido (DMSO - P.A Neon, Brasil) em concentra¢do final de 2,0 mg/mL,
denominada solucao estoque 1 (SE1). A SE1 foi armazenada em aliquotas de 100 puL a - 80
°C, de acordo com instrucdes descritas pelo fabricante. Amostras foram armazenadas a 4 °C,

ao abrigo de luz, para realizag¢do de testes de estabilidade.

4.2 PREPARO DA NANOEMULSAO LIPIDICA CONTENDO O VORICONAZOL

A nanoemulsdo lipidica final branca (NLB) foi preparada pelo método de
emulsificacdo espontanea, utilizando uma sonda sonicadora do tipo Vibra cell — ultrasonic
processor (Sonics & Materials, Inc, EUA), conforme descrito por Filippin e Souza (2008)
com modificacdes. A composi¢do da nanoemulsdo lipidica foi de 70% de triglicerideos de
cadeia média (Miglyol 812N® Alemanha) — fase oleosa, 30% de lecitina de ovo (Sigma-
Aldrich, Alemanha) — agente emulsificante. Para a incorporacdo do voriconazol (NLV), a
dissolucao foi realizada em cloroférmio-metanol (2:1, v/ v) com 1 mg do farmaco, obtendo-
se uma NLV final com concentracao de 0,25 mg/mL de voriconazol. A Tabela 1 mostra a
composicdo da nanoemulsdo lipidica final banca (NLB) e a Figura 7 mostra a estrutura

quimica dos componentes da NLB.

Tabela 1 - Composi¢cdo da nanoemulsdo.

COMPOSTO PROPORCAO (p/v)
Tiglicerideos de cadeia média 70%
Lecitina de ovo 30%

Fonte: Propria autora.
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Figura 7 - Estrutura quimica dos componentes empregados no desenvolvimento da

nanoemulsio.
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Estrutura quimica do triglicerideo de cadeia média (Miglyol 812N®) (A) e estrutura quimica da lecitina de ovo
(B). Fonte: Adaptado de GUIDECHEM (2020).

A mistura foi seca em capela de exaustdo para remover totalmente o solvente
organico. Posteriormente, adicionou-se 4 mL de PBS e a mistura foi emulsionada com sonda
sonicadora por 30 minutos. As dispersdes finais (NLB e NLV) foram obtidas apds 24 horas de
descanso em temperatura de 4 °C, ao abrigo de luz, para precipitagdao do titanio liberado pela
sonda sonicadora. As dispersoes finais de NLB e NLV foram mantidas a temperatura de 4 °C,

ao abrigo de luz.

4.2.1 Determinaciao do tamanho das particulas, indice de polidispersao (Pdi) e potencial

zeta

A caracterizagdo da NLB e NLV foi realizada pela determinagdo do tamanho de
particula, indice de polidispersdo (Pdi) e a carga de superficie (potencial zeta), por meio da
técnica de espalhamento de luz dindmico (DLS - Dynamic Light Scattering), utilizando o
equipamento Zetasizer Nano Zs (Malvern Instruments, Worcestershire, Reino Unido). Todas
as medidas foram realizadas a partir das amostras diluidas em proporc¢ao 1:10 em PBS — para

tamanho das particulas e Pdi — e também em soro fisioldgico — para poténcial zeta, sempre em
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triplicata com trés leituras, a temperatura de 25 °C com feixe de laser HeNe (633 nm), em
angulo de detecc¢ao de 173° em cubeta ZEN0040.

Apds a obtengdo dos dados a partir do decaimento da taxa de correlagdo de fotons, a
analise foi feita utilizando método cumulante para informar os didmetros hidrodindmicos (Z-
average) - quando em valores inferiores a 200 nm impedem a floculagdo da formulagio,
protegendo inclusive de degracdo natural o principio ativo incoporado a nanoemulsdo
(ALSHAHRANI, 2019) - e o Pdi das moléculas - quanto mais proximos de zero demonstram
maior uniformidade do sistema nanoemulsionado (SOUZA et al., 2012). O potencial zeta foi
medido através de microeletroforese Doppler a laser, em que a carga das particulas foram
determinadas a partir da mobilidade i6nica, no qual valores a cima de 25 mV e a baixo de -25

mV indicam estabilidade ao sistema.

4.2.2 Estudo de estabilidade da nanoemulsio lipidica contendo voriconazol

Os sistemas nanoemulsionados finais NLB e NLV foram armazenadas a 4 °C e
submetidas a um estudo de estabilidade fisico-quimica por 90 dias, periodo baseado no teste
de prateleira determinado pela ANVISA (2004). Para tanto, apds 24 horas do preparo dos
lipossomas, avaliou-se tamanho médio das particulas, Pdl, potencial zeta, valor de pH em
periodos de tempo pré-determinados, sendo estes: 1, 2, 6, 16, 22, 30, 38, 45, 60, 75 ¢ 90 dias.
As andlises fisico-quimicas foram realizadas conforme descrito no item 5.2.1 utilizando
equipamento Zetasizer Nano Zs.

O pH das formulag¢des, com diluicdo das amostras 1:100 em PBS, foi determinado
através da leitura da tensdo gerada pelo eletrodo quando em contato com a formulagdo,
utilizando o pHmetro de bancada pHB-500 (Ionlab, Brasil). A viscosidade da amostra NLV
foi determinada a 4 °C e 37 °C utilizando o viscosimetro Brookfield (DV-II+Pro Brookfield.,
EUA), com spindle SC4-18. Com excecdo da determinacdo da viscosidade, todas as medidas

foram realizadas a partir das amostras em triplicata com trés leituras.

4.2.3 Determinacio da eficiéncia de encapsulacio do voriconazol

O encapsulamento do voriconazol com a NLB foi avaliado utilizando o equipamento
de UHPLC Jasco X-LC TM (Reino Unido), equipado com uma bomba de alta pressao X-LC
TM3185-PU, injetor automatico X-LC TM3159AS, forno para coluna X-LC 3067-C0O, com
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um detector de diodos (DAD) modelo X-LC TM3110-MD. A coluna analitica utilizada foi
uma Agilent ZORBAX Eclipse plus TM, C18 (4,6 mm x 150 mm, 5,0 pm), Agilent
Technologies®. A fase mdvel foi constituida de Acetonitrila/Metanol/0,05 M de acetato de
amonio em agua (20/40/40), em fluxo 0,5 mL/m e o comprimento de onda (£) escolhido foi
de 256 nm (CURTI et al., 2017; TANG, 2013). Uma curva de calibragdo de voriconazol puro
diluido em fase mével organica foi estabelecida, contendo cinco pontos de concentragdes
diferentes. Para analise da nanoemulsdo contendo o voriconazol (0,25 mg/mL), a mesma foi
digerida em fase movel do solventes organicos (1:1 v/v). Todas as leituras foram feitas em
triplicata. Apos analise dos dados, a eficiéncia de encapsulacdo (EE%) para a nanoemulsdo
contendo voriconazol foi determinada através da massa real encontrada de voriconazol nas
leituras do UHPLC e da massa teorica de voriconazol presente na Equacdo 1 (KHARE et al.,
2016).

Equacao 1 - Eficiéncia de encapsulagao:

(massareal de voriconazol)

EE (%) = x 100

(massateérica de voriconazol)
Fonte: KHARE et al., 2016.

4.3 CULTURA E OBTENCAO DE PROTOZOARIOS

Neste estudo foram utilizadas as cepas de Acanthamoeba castellanii Neff (ATCC
30010), A. castellanii T4 (ATCC 50492) e o isolado clinico regional AM T4 caracterizado no
LAPEO - Laboratoério de Estudo de Protozodrios Emergentes e Oportunistas (BUCHELE et
al., 2018). As acantamebas foram cultivadas axenicamente em meio proteose peptona, extrato

de levedura e glicose (PYG) em temperatura de 30 °C (SCHUSTER; VISVESVARA, 2004).

4.3.1 Curva de crescimento de trofozoitos

Os trofozoitos em fase exponencial de crescimento das duas cepas de A. castellanii
incluidos no estudo e o isolado clinico regional foram contados em hemocitometro. A
concentragdo celular foi ajustada de modo a obter 1x10° trofozoitos/mL em PYG. As
acantamebas foram incubadas a 30 °C de 1 a 8 dias, com trés repeticdes para cada amostra. A
cada 24 horas realizou-se a contagem dos trofozoitos em hemocitométro utilizando o corante

de viabilidade Azul de Tripan 0,4%, sendo expressa em numero de trofozoitos/mL de meio de
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cultivo. Apds a analise destes dados, foi avaliada a taxa de velocidade média de crescimento
dos trofozoitos, que pode ser calculada a partir da Equagao 2.

Equacio 2 — Taxa de velocidade de crescimento

(logNF —logNQ)
0301xT

Taxa de velocidade de crescimento =

NF refere-se ao nimero maximo de trofozoitos, NO é o nimero de trofozoitos do indculo inicial e T significa o
tempo em que foi atingida a densidade maxima. Fonte: FINCO (2012).

Os dados gerados permitiram obter o perfil de crescimento das cepas e isolado

incluidos no estudo.

4.4 ESTUDO DA ATIVIDADE ANTIAMEBIANA E CITOTOXICIDADE DO
VORICONAZOL LIVRE E NANOEMULSAO LIPIDICA CONTENDO VORICONAZOL

4.4.1 Avaliacio da atividade amebicida de voriconazol livre frente a trofozoitos de

Acanthamoeba spp.

As concentragdes de 0,25 pg/mL, 0,50 pg/mL, 1,25 pg/mL, 2,5 pg/mL, 5,0 pg/mL e
12,5 pg/mL de voriconazol foram testadas frente a 8x10* trofozoitos/mL das cepas de
Acanthamoeba castellanii Neff (ATCC 30010), A. castellanii T4 (ATCC 50492) e o isolado
clinico AM T4 para avaliagdo da atividade amebicida. Os testes foram realizados em placas
de 96 pogos, no periodo de 24 e 48 horas de incubagao a 30 °C, com observacdo da cinética
de crescimento em 6, 12, 24 e 48 horas de incubacdo. Como controle negativo foi utilizada
solucdo de DMSO 0,125% em PYG. A viabilidade dos trofozoitos foi determinada por
contagem em hemocitometro, utilizando o corante de viabilidade Azul de Tripan (0,4%). Os
experimentos foram realizados em triplicatas independentes. Os resultados obtidos no teste de

avaliagdo de atividade amebicida foram expressos como porcentagem de trofozoitos viaveis.

4.4.2 Avaliaciao da atividade amebicida frente a trofozoitos de Acanthamoeba castellanii
durante 30 dias de armazenamento do voriconazol livre

As concentracdes de 0,5 pg/mL, 1,25 pg/mL, 2,5 pg/mL, 5,0 pg/mL e 12,5 pg/mL de

voriconazol livre foram testadas frente a 8x10* trofozoitos/mL das cepas de A. castellanii T4
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(ATCC 50492) para avaliacdo da atividade amebicida. Os testes foram realizados em placas
de 96 pocos, no periodo de 48 e 72 horas de incubacdo a 30 °C, com observagdo da cinética
de atuagdo do farmaco em 24, 48 e 72 horas de incuba¢do. Como controle negativo foi
utilizada solugao de DMSO 0,125% em PYG. A viabilidade dos trofozoitos foi determinada
por contagem em hemocitometro, utilizando o corante de viabilidade Azul de Tripan (0,4%).
Os experimentos foram realizados em triplicatas e tempos independentes, ja que havia a
necessidade de observar se a atividade amebicida mantinha-se em um periodo de 30 dias. Os
testes foram iniciados apos 7, 15 e 30 dias apos o preparo da SE1 que ficou armazenado a
4°C, ao abrigo de luz. Os resultados obtidos no teste de avaliagdo de atividade amebicida

foram expressos como porcentagem de trofozoitos viaveis.

4.4.3 Avaliacao da atividade cisticida de voriconazol livre

Para a obtencdo de cistos, 5x10° trofozoitos/mL do isolado clinico AM T4 foram
incubados em meio de encistamento Tris-HCI. Apos a obtengdo de cistos, retirou-se o meio de
encistamento e uma solucdo de SDS 0,5% foi adicionada por 5 minutos para a lise de pré-
cistos e trofozoitos ainda presentes. Os cistos foram suspensos em PBS e inoculados em
placas de 96 pocos, com cerca de 8x10* cistos/mL, juntamente com os seguintes tratamentos
em triplicata técnica e bioldgica: controle negativo (PBS contendo 0,125% de DMSO),
controles positivos (clorexidina 0,02% e colirio de polihexametileno biguanida 0,02%) e
quatro concentragdes de voriconazol (0,50 ug/mL, 2,50 pg/mL, 5,0 pg/mL e 12,5 pg/mL)
para avaliacao da atividade cisticida do farmaco. As placas foram incubadas por 24 horas a 30
°C. A viabilidade dos cistos foi determinada por contagem em hemocitometro utilizando o

corante de viabilidade azul de tripan.

4.4.4 Teste de curta exposicio de tempo in vitro adaptado - Short time exposure (STE) in
vitro test method (OECD 491)

Para verificacdo da irritagdo ocular, foi escolhido o método Short time exposure (STE)
in vitro test method (OECD 491, 2018), utilizando células SIRC (Statens Seruminstitut Rabbit
Cornea) (ATCC® — CCL 60) cultivadas em meio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle
Medium — Sigma-Aldrich, Alemanha), suplementado em 10% com soro fetal bovino (SBF)

em garrafas de cultura e incubadas em estufa com atmosfera de 5% de COz a 37 °C.



38

As células foram plaqueadas em placas de 96 pogos com 30x10° células/pogo e
incubadas durante quatro dias. Apds o periodo de incubagdo, o meio foi retidado e em seguida
foram adicionados os seguintes tratamentos: DMEM como controle negativo, DMSO 0,125%
e soro fisiolégico para controle de viabilidade; SLS 0,01% diluido em soro fisiologico,
clorexidina 0,02% e PHMB 0,02% como controles positivos, € as cinco concentracdes de
voriconazol (0,25 pg/mL, 0,50 pg/mL, 1,25 pg/mL, 2,50 pg/mL, 5,0 ug/mL, 12,5 pg/mL)
para verifica¢do da taxa de irritagdo ocular in vitro do farmaco. Todos os tratamentos ficaram
em contato com as cé€lulas por 5 minutos e retirados, seguidos da adigdo de MTT (3-(4,5-
Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide — Sigma-Aldrich, Alemanha) 0,5
mg/mL, com incubac¢do em atmosfera de 5% de CO2 a 37 °C por 2 horas. Apds esse Ultimo
periodo de incubacdo, o MTT foi retirado e adicionou-se DMSO para a solubilizagdo do
produto de reducdo do MTT ser revelado. A leitura foi realizada em espectrofotometro ELX-
800 (BIOTEK®, EUA) em comprimento de onda de 540 nm. A viabilidade das células foi
calculada utilizando a seguinte Equagao 3.

Equacao 3 — Viabilidade celular
(DO, substincia teste) — (DO.,, branco)

Viabilidade Celul = 100
tabilidade Celular (%) (DO, cotrale) — (DOgyy brance) *

DOs49 € a densidade Optica obtida em leitura em espectrofotdmetro em comprimento de onde de 540 nm. Fonte
(OECD, 2018).

A interpretacdo dos resultados foi realizada de acordo com a Tabela 2 de classificagao

de substancias irritativas ou causadoras de danos teciduais graves da OECD.
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Tabela 2 - Tabela de classificacao de substancias testes pelo método STE (OECD, 2018).

Viabilidade celular Classificacdo UN Aplicabilidade
as5% 20,05 % GHS
>70 % >T70 % Sem categoria Substancias e misturas, com excecao de:

i) Substancias altamente volateis com
pressdo de vapor acima 6KPa and

ii) produtos quimicos solidos (substancias
e misturas), exceto surfactantes e
misturas compostas apenas de
surfactantes

<70 % >70 % Sem previsao Nao aplicavel

<70 % <70 % Categoria I Substancias e misturas

Na Tabela 2 5 % e 0,05 % correspondem as concentragoes testes das substancias analisadas pelo método STE.
Os valores >70 % e <70 % correspondem a viabilidade celular, que ao ser determinada classifica a substancia na
UN GHS. Fonte: Adaptado de OECD, 2018.

4.4.5 Avaliacao da citotoxicidade do voriconazol livre frente a células SIRC

Para avaliagdo da citotoxicidade do voriconazol, a linhagem celular de cornea de
coelho SIRC (ATCC® — CCL 60) foram inoculadas cerca 5x10° células/pogo em placas de 96
cavidades. Apos 24 horas de incubagdo, as células foram tratadas com as diferentes
concentragdes de voriconazol (0,25 pg/mL, 0,50 pg/mL, 1,25 pg/mL, 2,50 pg/mL, 5,0
pg/mL, 12,5 pg/mL), e também com os controles: DMSO 0,125% em DMEM como controle
negativo, clorexidina 0,02% diluido em DMEM e colirio de polihexamedina 0,02% como
controles positivos. Depois de 24 horas em contato com o tratamento, para mimetizar o
tratamento continuo, retirou-se totalmente o volume dos tratamentos dos pogos e¢ 150 uL de
MTT 0,5 mg/mL foi adicionado, seguido de 2 horas de incubagdo em atmosfera de 5% de
COz a 37 °C e adigao de DMSO, para posterior leitura realizada em espectrofotometro ELX-
800 (BIOTEK®, EUA) em comprimento de onda de 540 nm.
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4.4.6 Avaliacio da atividade amebicida do voriconazol encapsulado a nanoemulsio
lipidica frente a trofozoitos de Acanthamoeba castellanii durante noventa dias de
armazenamento

Inicialmente, as concentragdes de 2,5 ug/mL, 5,0 pg/mL, 12,5 pg/mL, 25,0 pg/mL e
50 pg/mL de voriconazol encapsulado foram testadas frente a 8x10* trofozoitos/mL das cepas
de 4. castellanii T4 (ATCC 50492) para avaliagdao da atividade amebicida, mantendo-se em
teste posteriormente apenas a concentracdo de 12,5 pg/mL. Os testes foram realizados em
placas de 96 pocos, no periodo de 48 ¢ 72 horas de incubag¢do a 30 °C, com observacao da
cinética de atuacdo do fAirmaco em 24, 48 e 72 horas de incubagd@o. Como controle negativo
foi utilizada solugdo de nanoemulsdo branca 4% em PYG. A viabilidade dos trofozoitos foi
determinada por contagem em hemocitdometro, utilizando o corante de viabilidade Azul de
Tripan (0,4%). Os experimentos foram realizados em triplicatas técnica e bioldgica e tempos
independentes, ja que havia a necessidade de observar se a atividade amebicida mantinha-se
em um periodo de 90 dias, tempo baseado no teste de prateleira determinado pela ANVISA
(2004). Os testes foram iniciados 7, 15, 30, 45, 60, 75 e 90 dias apos o preparo das
nanoemulsdes. Os resultados obtidos no teste de avaliagao de atividade amebicida foram

expressos como porcentagem de trofozoitos viaveis.

4.4.7 Avaliacio da atividade amebicida do voriconazol encapsulado a nanoemulsiao
lipidica frente a cistos de Acanthamoeba castellanii

Para a obtencdo de cistos, 5x10° trofozoitos/mL do isolado de A. castellanii T4
(ATCC 50492) foram incubados em meio de encistamento NEM. Apds 96 horas de incubagao
houve a obtencdo de cistos, no entanto, ainda haviam trofozoitos e pré-cistos, e por esse
motivo adicionou-se sarcosyl 150 mg/mL, um agente lisante que ficou em contato com a
cultura durante 10 minutos. Apds a lavagem da cultura com PBS para retirada do meio de
encistamento e do agente lisante, os cistos foram suspensos em PBS e inoculados em placas
de 96 pogos, com cerca de 8x10* cistos/mL, juntamente com os seguintes tratamentos em
triplicata: controle negativo NLB, a CI50 de voriconazol livre encontrado nos testes de
padronizacdo e 3 concentragcdes de NLV (12,5 pg/mL, 25,0 pg/mL e 50 pg/mL) para
avaliagdo da atividade cisticida da formulacdo. As placas foram incubadas por 48 e 72 horas a

30 °C. A viabilidade dos cistos foi determinada por contagem em hemocitometro utilizando o
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corante de viabilidade Azul de Tripan. Os resultados obtidos no teste de avaliacdo de

atividade amebicida foram expressos como porcentagem de trofozoitos vidveis.

4.4.8 Avaliacao da citotoxicidade da nanoemulsao lipidica contendo voriconazol frente
as células de cornea de coelho - SIRC

Para avaliagdo da citotoxicidade do Voriconazol encapsulado, a linhagem celular de
cornea de coelho SIRC (ATCC® — CCL 60) foram inoculadas cerca 5x10° células/pogo em
placas de 96 cavidades. Apos 24 horas de incubacgdo, as células foram tratadas com as duas
diferentes concentracdes da formulag¢ao (30 pg/mL e 60 pg/mL), e também com os controles:
DMEM como controle negativo, nanoemulsdo branca 24% em DMEM para controle de
viabilidade, clorexidina (0,3 pg/mL e 0,6 ug/mL) diluido em DMEM como controle positivo.
Depois de 24 horas em contato com o tratamento, foi retirado totalmente o volume dos
tratamentos dos pogos e adicionado 150 pL de MTT 0,5 mg/mL para posterior leitura

realizada em espectrofotdmetro em comprimento de onda de 540 nm.

4.5 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram apresentados com médias e erro padrao da média, desvio da
média e foram analisados através do teste Kruskal-Wallis seguido do pos-teste de Conover

por do programa MedCalc. Os valores de p < 0,05 foram considerados significativos.



42

5 RESULTADOS

5.1 PREPARO E CARACTERIZACAO DA NANOEMULSAO LIPIDICA

A preparacdo da nanoemulsdo lipidica para encapsular o voriconazol baseou-se em
estudos iniciais das composi¢des lipidicas/tensoativos mais comumente utilizados para
encapsular farmacos com lipofilicidade intermediaria como o voriconazol (FILIPPIN;
SOUZA, 2008; JANAGAM; WU; LOWE, 2017). Assim, a nanoemulsao de triglicerideos de
cadeia média/lecitina de ovo foram preparadas para incorporar o voriconazol na concentracao
de 0,25 mg/mL. A nanoemulsdo lipidica apresentou aspecto final branco leitosa, sem
agregados, separacao de fases ou precipitagdo visivel.

Os parametros fisico-quimicos das formulagdes resultantes foram analisados e sdo
apresentados na Tabela 3. O tamanho médio observado para a NLB foi 155,4 a 180,6 nm e de
151,8 a 161,0 nm para a NLV, armazenadas ao abrigo de luz, a temperatura de 4 °C durante
90 dias. A incorporacao do voriconazol diminuiu a variagdo do tamanho médio das particulas
e as formula¢des mantiveram seus tamanhos de particulas inferiores a 200 nm por 90 dias.

Os valores de Pdi encontrados foram de 0,087 a 0,122 para a NLB e de 0,096 a 0,119
para a NLV, indicando boa homogeneidade entre o tamanho das particulas ja que os valores
se aproximam de 0 (Tabela 3). O potencial zeta apresentou valores negativos em 90 dias de -

5,2a-8,0paraa NLB e-6,7a-12,4 paraa NLV.



43

Tabela 3 - Caracteristicas fisico-quimicas das nanoemulsdes lipidicas sem e com voriconazol.

Formulacgio Dias Tamanho Médio de PDI = DP Potencial Zeta
Particula (mV) = DP
(nm) = DP

Nanoemulsao branca 1 155,4+3,4 0,109 + 0,056 -73+6,6
2 164,0 £ 9,6 0,108 0,042 -7,6+48

6 165,6 +9,4 0,118 £ 0,037 -6,1£0,9

16 157,9+4,9 0,088 + 0,058 -52+1,1

22 166,2 + 10,8 0,104 + 0,047 -6,5+1,0

30 159,1 +£4,5 0,087 + 0,005 -6,7+14

38 159,0 + 5,6 0,114 + 0,047 -5,8+0,5

45 180,6 + 2,6 0,119 +£ 0,045 -80+238

60 163,5+7,5 0,119 +£ 0,041 -6,0+2,4

75 166,2 + 10,5 0,114 + 0,083 -58+0,0

90 165,6 £ 6,9 0,122 + 0,020 -6,6+33

Nanoemulsao 1 159,3+0,4 0,109 + 0,024 -8,0+4,3
contendo 2 155,9+5,1 0,119 +0,029 -6,7+2,3
voriconazol 6 158,4 +£3,8 0,112 +£0,002 -10,4 +£3,1
16 151,8+8,5 0,106 + 0,005 -7,1+£3,1

22 158,5+1,2 0,099 + 0,023 -9,0+1,0

30 160,4 + 1,6 0,102+ 0,012 -97+42
38 157,5+2,6 0,102 + 0,005 -10,3+32
45 152,4+9.2 0,103 £ 0,018 -10,5+2,6
60 161,0+7,7 0,108 £ 0,015 -12,4+1,7

75 153,8+3,9 0,100 + 0,053 -11,8+£0,8
90 156,3+0,0 0,108 + 0,008 -12,2+35

Resultados expressos em média = desvio padrdo (DP), N=3. Pdi — indice de polidispersdo Fonte: Propria autora.

Ao longo de 90 dias de armazenamento das formulagdes NLB e NLV, observou-se
que os valores de pH das mesmas permaneceram entre 6,8 a 7,0 para ambas as formulagdes

(Tabela 4).
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Tabela 4 — Determinacdo do pH das formula¢des de nanoemulsdo lipidica sem e com

voriconazol a 4°C durante 90 dias de armazenamento.

Dias Nanoemulsao branca (pH) Nanoemulsiao com voriconazol
(pH)

7,0+0,1 7,0+ 0,0
6 7,0+0,0 7,0+ 0,1
16 6,9+ 0,1 6,9+ 0,0
22 7,0+ 0,1 6,9+0,1
30 6,9+ 0,1 6,9+0,0
38 6,9+ 0,1 6,9+0,0
45 6,9+ 0,1 6,9+0,2
60 7,0+ 0,2 6,9+0,2
75 7,0+ 0,1 7,0+ 0,0
920 6,8+ 0,0 7,0+ 0,0

Resultados expressos em média + desvio padrdo, N=3. Fonte: Propria autora.

Sabe-se que a viscosidade ¢ uma propriedade fisica caracterizada pela resisténcia de
um fluido, ao seu proprio escoamento (JUNIOR et al, 2003; BORRIN, 2015). As
nanoemulsdes preparadas neste trabalho demonstraram-se fluidas, em que a NLV apresentou
valores de 1,02 cP a temperatura de 4 °C (temperatura de armazenamento) e de 0,96 cP a 37
°C (temperatura do corpo humano). A Figura 8 mostra que, em ambas as temperaturas, a NLV
apresenta um comportamento newtoniano, ou seja, a viscosidade nao sofre variagdes

significativas quando se aplicam diferentes tensdes de cisalhamento.
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Figura 8 — Viscosidade da nanoemulsdo em diferentes temperaturas em funcao da taxa de

cisalhamento.
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Fonte: Propria autora.

5.1.1 Eficiéncia de encapsulacio do voriconazol

A Figura 9 mostra um cromatograma tipico do voriconazol, bem como o espectro de UV do
farmaco. Os dados encontrados através dos cromatogramas (Tabela 5), como area do pico e
tempo de retencdao, foram utilizados para calcular a massa real do farmaco incorporado na
formulagao (KHARE et al., 2016), na qual o tempo de retengdo caracteriza a liberacao do
voriconazol em tempo médio ja descrito na literatura (TANG 2013,CURTI et al., 2017). O
percentual correspondente a eficiéncia de encapsulacdo do voriconazol foi de 91,50 + 0,03%,

obtida através da Equacao 1.
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Figura 9 — Cromatogramas obtidos dos ensaios das nanoemulsdes contendo voriconazol.

Voriconazol ativo livre

Intensidade (V)

50 fampo de retengSo fmin} 10,0

Manoemulsdo contendo voriconazol

Intensky [uV]

5,0 Tempo de retengso (min) 10,0

Os picos referem-se ao firmaco voriconazol em comprimento de onda de 256 nm A) voriconazol livre (ativo de
referéncia) e B) NLV. Fonte: Propria autora.

Tabela 5 — Area do pico e tempo de rentengdo das nanoemulsdes contendo voriconazol

Concentracao Area do pico (uV:-sec) Tempo de retencio
(min)
Nanoemulsio 0,1 pg/mL 467379 10,500
contendo voriconazol 0,1 pg/mL 467409 10,503
0,1 pg/mL 467090 10,500

Fonte: Propria autoria.

5.2 DETERMINACAO DE PERIODO EXPERIMENTAL DE Acanthamoeba spp.

As curvas de crescimento geradas para as cepas de A. castellanii Neff (ATCC30010),
A. castellanii T4 (ATCC50492) e o isolado clinico AM T4 caracterizado no LAPEO,
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mostraram-se proximas a um platé apds 144 horas de incubagao (Figura 10), com excecdo da
cepa A. castellanii T4 (ATCC50492) que continuou demonstrando crescimento. Assim o0s
experimentos realizados com as cepas ocorreram sempre apds 72 horas de incubagdo. A taxa
de velocidade média de crescimento foi calculada para cada cepa utilizada e esta representada

na Tabela 6.

Figura 10 — Curvas de crescimento.
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Fonte: Propria autora.

Tabela 6- Taxa média de crescimento de culturas de Acanthamoeba spp. com inoculo de

1x10° trofozoitos/mL.

Cepas Acanthamoeba spp. Taxa de crescimento (geragoes/h)
Neff (ATCC30010) 0,026
T4 (ATCC50492) 0,025
Isolado clinico AM T4 0,027

Fonte: Propria autora.
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5.2.1 Avaliacio da atividade amebicida do voriconazol frente a trofozoitos de

Acanthamoeba spp.

O estudo da viabilidade de trofozoitos de duas cepas de A. castellanii ¢ um isolado
clinico regional foi realizado para avaliar o perfil das acantamoebas frente a diferentes
concentragdes de voriconazol. Em um primeiro momento, realizou-se a observacdo dos
trofozoitos tratados no periodo de 6, 12, 24 e 48 h. No periodo de 6 ¢ 12 horas, observou-se
que ocorreu o arredondamento de varios trofozoitos, alguns apresentavam-se vacuolizados e
granulosos. O periodo de 24 e 48 horas foi selecionado para contagem de células vidveis, pois

observou-se alteracdo de membrana, presenga de debris celulares e lise celular (Figura 11).

Figura 11 — Trofozoitos de Acanthamoeba spp. apds tratamento com voriconazol.

Atividade amebicida de voriconazol 0,25 pg/mL, apds 24 de tratamento. A) Acanthamoeba castellanii Neff
(ATCC30010), B) 4. castellanii T4 (ATCC50492) e C) isolado clinico AM T4. A seta representa trofozoitos
arredondados, vacuolisados e granulosos. Imagens com aumento de 400x. Barra = 15 um. Fonte: Propria autora.

A Figura 12 demonstra a porcentagem de viabilidade de trofozoitos de A. castellanii
Neff (ATCC 30010), 4. castellanii T4 (ATCC 50492) e o isolado clinico regional AM T4
frente a faixa de concentragdo de 0,25 a 12,5 ug/mL de voriconazol no periodo de exposicao
de 24 horas. Os resultados demonstram diminui¢cdo da viabilidade dos trofozoitos apds o
tratamento em relacdo ao controle negativo (DMSO 0,125%), nas concentra¢des de 0,5
pg/mL, 1,25 pg/mL, 2,5 pg/mL 5,0 pg/mL e 12,5 pg/mL de voriconazol nas cepas A.
castellanii Neff (ATCC30010) e A. castellanii T4 (ATCC 50492). No isolado clinico AM,
observou-se diminui¢do da viabilidade celular significativa nas concentragdes de 0,25 pg/mL,
0,5 pg/mL, 2,5 pg/mL, 5,0 pg/mL e 12,5 pg/mL. Além de trofozoitos invidveis e debris
celulares, foram observados trofozoitos arredondados e hipervacuolisados no periodo

analisado, e ndo observou-se a formagao de cistos.
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Figura 12 - Atividade amebicida do voriconazol frente a trofozoitos de Acanthamoeba spp.

em 24 horas de incubacao
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Ensaios de viabilidade das cepas de trofozoitos A. castellanii Neff (ATCC 30010), A. castellanii T4 (ATCC
50492) e o isolado clinico regional AM T4 apos incubagdo de 24 horas com voriconazol. Os resultados
correspondem a média + erro padrao da média de trés experimentos independentes em triplicata. #Valor de
P<0,05 comparado com o controle negativo (A) - DMSO 0,125% e B* concentragdes testes de voriconazol com
P>0,05 comparadas entre si (pos-teste de Kruskall-Wallis). O tracejado indica a Cls, célculada através de
regressdo linear. Fonte: Propria autora.

Os valores de Clso encontrados para A. castellanii T4 (ATCC50492) foi de 4,72
ug/mL. Para a cepa A. castellanii Neff (ATCC30010) e o isolado clinico AM T4 nao foi
possivel célcular a Clsono periodo de 24 horas de exposi¢ao ao farmaco.

A partir dos dados obtidos de 24 horas de incubagdo, trés concentragdes foram
selecionadas para avaliacdo da viabilidade em 48 horas. A Figura 13 demonstra a
porcentagem de viabilidade de trofozoitos frente as concentra¢des de 0,25 pg/mL, 0,50
pg/mL e 1,25 pg/mL no periodo de exposicdo de 48 horas. As cepas de A. castellanii Neff
(ATCC 30010) mostraram viabilidade média de 44,4 + 2,6%, 37,6 =£4,7% ¢ 28,4 +2,3%. Ja o
perfil de viabilidade média de A. castellanii T4 (ATCC 50492) foi de 56,8 + 5,7%, 47,1 +
5,3% e 36,8 £ 5,7%. No isolado clinico regional AM T4, os valores de viabilidade média
foram de 61,2 + 9,3%, 48,6 = 8,1% e 45,7 + 8,0%. Os resultados demonstram menor
viabilidade média dos trofozoitos apds o periodo de incubag¢do em relacdo ao controle
negativo entre todas as concentragdes das cepas e isolado. Novamente, foram observados

trofozoitos arredondados e hipervacuolisados no periodo analisado, sem a formacao de cistos.
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Figura 13 - Atividade amebicida do voriconazol frente a trofozoitos de Acanthamoeba spp.

em 48 horas de incubacao.

i i Iselado clinico AM
150 Acanthamoeba castellanni Neff 150 Acanthamoeba castellanni T4 1501
= £ =
5 A 5 A = A .
= 5 = I ——
S 100 % 100 e — S 100
"
K 8 B 8 B
v o
&1 B B o I B B
* [} —

:E 50 g B B* g 504 = T B’ § 50+ £ - -T=
3 == 3 - + = == p= =
= l‘-‘l & |
> = =

0- T T T 0- T T T 0- T T T

&69 o¥ o N & o¥ of A & o¥ o? ¥
&
& & &
Voriconazol (pg/mL) Voriconazol (pg/mL) Voriconazol (pg/mL)

Ensaios de viabilidade das cepas de trofozoitos 4. castellanii Neff (ATCC 30010), 4. castellanii T4 (ATCC
50492) e o isolado clinico regional AM T4, apds incubacdo de 48 horas com voriconazol. Os resultados
correspondem a média = erro padrao da média de trés experimentos independentes em triplicata.#Valor de
P<0,05 comparado com o controle negativo (A) - DMSO 0,125% e B* concentragdes testes de voriconazol com
P>0,05 comparadas entre si (pos-teste de Kruskall-Wallis). Fonte: Propria autora.

5.2.2 Avalia¢ao da atividade amebicida do voriconazol livre frente a trofozoitos de

Acanthamoeba castellanii ao longo de trinta dias de armazenamento

Este estudo da viabilidade de trofozoitos de A. castellanii T4 (ATCC 50492) foi
realizado com o objetivo de avaliar se o perfil de atividade do voriconazol livre mantido a
4°C, ao abrigo da luz, permaneceria estavel ao longo de trinta dias de armazenamento.

A Figura 14A demonstra a porcentagem de viabilidade de trofozoitos de A. castellanii
T4 (ATCC 50492) apos a 48 horas de exposi¢ao a 0,5, 1,25, 2,5, 5,0 e 12,5 pg/mL de
voriconazol em diferentes tempos de armazenamento (7, 15 e 30 dias). Os resultados
demonstram diminui¢do significativa da viabilidade dos trofozoitos apds o tratamento em
relacdo ao controle negativo (DMSO 0,125%) em todos os tempos de armazenamento. Em
sete dias, os valores de viabilidade variaram entre 22,5 + 4,5 ¢ 29,8 &+ 2,8%, em quinze dias a
viabilidade foide 33,7 £ 4,5 a 40 + 4,5%, ¢ em trinta dias o valores ficaram entre 46,8 + 2,8 ¢
52,4 £ 4,3%. Nas microfotografias, observa-se a diminuicdo da densidade dos trofozoitos,
debris celulares, trofozoitos arredondados e hipervacuolisados, sem formagdo de cistos

(Figura 14B).
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Figura 14 — Avaliacdo da estabilidade da atividade biologica de voriconazol livre frente a

trofozoitos de Acanthamoeba castellanii T4.
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Ensaios de viabilidade da cepa de trofozoitos 4. castellanii T4 (ATCC 50492) apds incubacdo de 48 horas (A e
B) e 72 horas (C e D) com voriconazol livre armazenado por 7, 15 e 30 dias.. As micrografias (B e D)
demonstram a diminuigdo da viabilidade frente a diferentes concentragdes de voriconazol. Os resultados
correspondem a média + erro padrio da média de trés experimentos independentes. *Valor de P<0,05
comparado com o controle negativo (pos-teste de Kruskall-Wallis). Imagens com aumento de 200x. Fonte:

Propria autora.

A Figura 14C demonstra a porcentagem de viabilidade de trofozoitos de 4. castellanii

T4 (ATCC 50492) frente as mesmas concentracdo e condicdes de armazenamento de

voriconazol, no entanto, os experimentos foram realizados com 72 horas de incubagdo. Os

resultados demonstram menor viabilidade dos trofozoitos apos o periodo de incubagdo em

relacdo ao controle negativo entre todos os tempos, € o comportamento da perda da atividade

do voriconazol manteve-se 0 mesmo, em que obteve-se valores de viabilidade variando entre

4,2+ 1,7 e 6,5 £ 1,2% em sete dias apds o preparo da formulagdo, 6,8 £1,5a 11,2 £ 1,3% em

quinze dias ap6s o preparo da NLV e de 17,8 + 1,6 a 25,0 + 2,2% ap0ds trinta dias.



52

5.2.3 Atividade amebicida do voriconazol livre frente aos cistos de Acanthamoeba spp.

A atividade cisticida de voriconazol livre foi avaliada frente a cistos do isolado clinico
AM T4 nas concentragdes de 0,25 - 12,5 pg/mL no periodo de 24 horas. A Figura 15
demonstra a porcentagem de viabilidade de cistos em comparacdo ao controle negativo
(DMSO 0,125%). As viabilidades médias obtidas demonstram a atuagdo do voriconazol frente
aos cistos do isolado clinico regional AM em relagdo ao controle negativo em todas as
concentragoes testes com valores de 57,3 = 11,3, 62,2 + 9,4, 55,6 + 10,1, 55,8 = 8,2, 60,7 =+
8,8 e 64,3 = 9,2% respectivamente, demonstrando um platd na atividade do farmaco em

rela¢do aos cistos (p< 0,05).
Figura 15 — Avaliagdo da atividade cisticida do voriconazol frente a Acanthamoeba spp.
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Ensaios de viabilidade de cistos do isolado clinico regional AM T4 de Acanthamoeba spp., apds 24 h de
incubagdo com voriconazol livre. Os resultados correspondem a média =+ erro padrdo da média de trés
experimentos independentes em triplicata. *Valor de P<(0,05 comparados com o controle negativo - DMSO
0,125% (teste de Kruskall-Wallis). Fonte: Propria autora.

5.3 AVALIACAO DA IRRITACAO OCULAR CAUSADA PELO CONTATO DO
VORICONAZOL COM AS CELULAS SIRC PELO METODO SHORT TIME EXPOSURE
(STE) IN VITRO TEST METHOD (OECD 491)

O objetivo deste teste foi observar se o voriconazol nas concentragdes testes induziria

a algum dano ou irritacdo ocular definidos pelo UN GHS (United Nations Globally
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Harmonized System of Classification and Labelling of Chemicals). O teste foi adaptado
devido a dificuldade de solubilidade do voriconazol.

Os resultados demonstrados na Figura 16 mostram que a exposi¢do ao voriconazol
gerou viabilidade celular superior a 70%, mesmo havendo diminui¢do significativa de
viabilidade em trés concentragdes de voriconazol — 0,025, 5,0 e 12,5 pg/mL — em relagdo ao
controle negativo, o que de acordo com a Tabela 2, faz com que o voriconazol permanega fora

de alguma categoria de classe irritativa ou causador de danos teciduais graves.

Figura 16 — Viabilidade das células SIRC pelo método STE n°491.
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Ensaio de irritagdo ocular causada pelo contato do voriconazol com células SIRC (Statens Seruminstitut Rabbit

Cornea) (ATCC® — CCL 60) em curta exposi¢do de tempo. Os resultados correspondem a média + erro padrio

da média de trés experimentos independentes. O tracejado incida viabilidade de 70% das células SIRC. *Valor
de P<0,05, comparados com o DMSO 0,125%).

5.3.1 Avaliacio da citotoxicidade de voriconazol frente a células SIRC

A citotoxicidade do voriconazol foi avaliada frente a linhagem SIRC apds 24 horas de
exposicdo na faixa de concentracdio de 0,25 a 12,5 pg/mL (Figura 17). Observou-se
viabilidade celular acima de 74% (Figura 17). Nas menores concentracdes de voriconazol
testadas - 0,25, 0,50, 1,25 pg/mL - a viabilidade média (%) encontrada foi de 85,35 + 3,07,
85,15 £2,70 e 89,27 £ 2,44 respectivamente. Em 2,5 ng/mL, obteve-se viabilidade média (%)
de 81,65 £+ 2,86 . Ja nas maiores concentracdes — 5,0 e 12,5 pg/mL — a viabilidade média (%)
foi de 79,71 £ 5,03 e 74,33 + 1,41, respectivamente. O controle negativo de DMSO 0,125%
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demonstrou-se pouco toxico as células SIRC, com viabilidade (%) de 90,69 + 0,60. Ja as
biguanidas utilizadas como controle positivos, Clorexidina 0,02% e PHMB 0,02%,

promoveram 100% de morte celular.

Figura 17 — Viabilidade celular da SIRC apds tratamento com voriconazol.
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Ensaio de citotoxicidade com células SIRC (Statens Seruminstitut Rabbit Cornea) (ATCC® — CCL 60) em
exposi¢do ao voriconazol por 24 horas, seguido da adicdo de MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide) 0,5 mg/mL. Os resultados correspondem a média + erro padrdo da média de trés
experimentos independentes em triplicata. *Valor de P<(0,05, comparados com o controle negativo - DMSO
0,125% (pos-teste de Kruskall-Wallis). A linha tracejada indica viabilidade de 70%. Fonte: Propria autora.

5.4 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIAMEBIANA DA NANOEMULSAO LIPIDICA
CONTENDO VORICONAZOL FRENTE A TROFOZOITOS DE Acanthamoeba castellanii

Neste estudo da viabilidade de trofozoitos de A4. castellanii T4 (ATCC 50492), o
objetivo foi avaliar o perfil das acantamebas frente a NLV na concentragdo de 12,5 pg/mL e
também observar se a nanoemulsdo manteria a atividade antiamebiana do voriconazol estivel
ao longo de 90 dias de armazenamento a 4 °C, ao abrigo da luz. Primeiramente fez-se a
observagdo dos trofozoitos tratados em 24 e 48 horas, em que observou-se que ocorreu o
arredondamento de varios trofozoitos, alguns apresentavam-se vacuolizados e granulosos

(Figura 18), porém alteragdes nas membrana, presenca de debris celulares e lise celular foram
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observadas apenas a partir do periodo de 48 horas. O periodo de 48 horas para contagem de

células viaveis foi assim selecionado.

Figura 18 — Trofozoitos de Acanthamoeba castellanii apds tratamento com a nanoemulsao

lipidica contendo voriconazol.

Trofozoitos da cepa de Acanthamoeba castellanii T4 apds 24 horas de tratamento com A) nanoemulsio lipidica
branca observa-se trofozoitos com morfologia normal, com presenga de acantopodios, vacuolizagdes e nucléolo
evidente; B) nanoemulsio lipidica contendo voriconazol (12,5 pg/mL), observa-se, arredondamento de varios
trofozoitos, alguns apresentam-se vacuolizados e granulosos. Imagens com aumento de 200x. Barra = 30 pm.
Fonte: Propria autora.

A Figura 19A demonstra a porcentagem de viabilidade de trofozoitos de A. castellanii
T4 (ATCC 50492) em 48 horas de exposicao a 12,5 pg/mL de voriconazol encapsulado com
diferentes tempos de armazenamento (sete dias — 26 + 1,7% de viabilidade, quinze dias — 20,9
+ 1,4% de viabilidade, trinta dias — 30,7 £ 4,5% de viabilidade, quarenta e cinco dias — 39,5 +
2,4% de viabilidade, sessenta dias — 33,9 + 4,1% de viabilidade, setenta e cinco dias — 37,7 +
2,0% de viabilidade e noventa dias — 47,1 + 2,9% de viabilidade). Os resultados demonstram
diminui¢do significativa da viabilidade dos trofozoitos apds o tratamento em relagdo ao
controle negativo (NLB) em todos os tempos de armazenamento. Nao houve diferenca de
viabilidade significativa entre a nanoemulsdo de 7 dias com relagdo as demais, constatando-se
a estabilidade do farmaco encapsulado. Em se tratando de 48 horas de incubacdo, além de
trofozoitos inviaveis e debris celulares, foram observados trofozoitos arredondados e

hipervacuolisados no periodo analisado, e ndo foram observados cistos (Figura 19B).
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Figura 19 — Avaliacdo da atividade amebicida da nanoemulsdo lipidica contendo voriconazol

frente a trofozoitos de Acanthamoeba castellanii apds 48 e 72 horas de tratamento.
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A) Ensaios de viabilidade de trofozoitos de 4. castellanii T4 (ATCC 50492) apds 48 e 72 horas de incubagio
com NLV na concentragdo de 12,5 pg/mL em diferentes tempos de armazenamento, com relagdo a NLB -
controle negativo nanoemulsdo lipidica branca. B e C correspondem a 48 e 72 horas de incubagao,
respectivamente. No qual, as imagens demonstram trofozoitos normais quando expostos a NLB e apos exposi¢ao
a NLV, os trofozoitos apresentaram-se arredondados, com vacualizag¢des, granulos e diminui¢do da densidade de
trofozoitos. Os resultados correspondem a média + erro padrdo da média de trés experimentos independentes. * e
# valor de P<0,05 comparado com o seu respectivo controle negativo (pos-teste de Kruskall-Wallis). AB
indicam valor de P<0,05 quando comparados entre si. Imagens com aumento de 200x. Fonte: Propria autora

A partir da analise dos dados obtidos apds 48 horas de incubagdo, constatou-se a
necessidade de analisar a atividade antiamebiana das formulagdes por 72 horas, a fim de
observar se a atividade foi tempo dependente de acordo com o perfil de liberacao da
nanoemulsdo estudada e a atividade do fAirmaco. A Figura 19A demonstra a porcentagem de
viabilidade de trofozoitos de A. castellanii T4 (ATCC 50492) frente a concentragdo de 12,5
pg/mL. de NLV no periodo de exposicdo de 72 horas com diferentes tempos de
armazenamento (sete dias - 12,6 + 2,2% de viabilidade, quinze dias — 7 + 0,6% de viabilidade,
trinta dias — 12 + 2,8% de viabilidade, quarenta e cinco dias - 3,5 = 0,9% de viabilidade,
sessenta dias - 9,4 £+ 0,8% de viabilidade, setenta e cinco dias - 8,2 + 0,8% de viabilidade e
noventa dias - 11,7 £ 1,9,% de viabilidade). Os resultados demonstraram menor viabilidade
dos trofozoitos apds o periodo de incubagdo em relagdo ao controle negativo entre todos os
tempos, ou seja, houve diminuicdo significativa da viabilidade tanto na formulagdo preparada
a sete dias quanto na formulagdo preparada a noventa dias em relacio NLB. Nao houve
diferenca significativa da viabilidade dos trofozoitos quando comparando os diferentes

tempos de armazenamento em relagdo a nanoemulsdo de sete dias de armazenamento, o que
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demonstra estabilidade da atividade biologica do voriconazol. No entanto, quando
comparados os resultados com as viabilidades obtidas em 48 horas, nota-se diferenca
significativa entre os periodos de incubagdo de 45, 75 e 90 dias. Na Figura 19C novamente

observa-se trofozoitos arredondados e hipervacuolisados, sem a formagao de cistos.

5.4.1 Avaliacdo da atividade cisticida da nanoemulsido lipidica contendo voriconazol

frente a cistos de Acanthamoeba castellanii

A atividade cisticida da NLV foi avaliada frente a cistos de A. castellanii T4 (ATCC
50492) nas concentragdes testes de 12,5, 25,0 e 50 pg/mL por 48 e 72 horas. A Figura 20
demonstra a porcentagem de viabilidade de cistos em comparagdo ao controle negativo
(NLB). As viabilidades médias obtidas em 48 horas foram de 86,8 + 11,4, 80,6 + 6,3 e 88,4 +
5,2% para 12,5, 25 e 50 pg/mL, respectivamente. Em 72 horas de incubagdo a viabilidade foi
de 89,8 £ 19,1, 80,6 £ 9,4 ¢ 88,4 + 10,2%, para as concentracdes de 12,5, 25 e 50 pg/mL,
respectivamente. Em 72 horas houve diferenga significativa da viabilidade apenas na

concentracdo de 25 pg/mL em relagdo ao controle NLB.

Figura 20 — Avaliagdo da atividade cisticida do voriconazol frente a A. castellanii.
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A) Ensaios de avaliagdo da atividade cisticida de NLV frente a 4. castellanii T4 (ATCC 50492), ap6s incubagio
por 48 e 72 horas. NLB refere-se ao controle negativo e VL ao voriconaol livre na concentragao de 4,719 pg/mL.
B) Representa o ensaio cisticida de 48 horas e C) refere-se ao ensaio cisticida de 72 horas. Os resultados
correspondem a média + erro padrdao da média de trés experimentos independentes. *Valor de P<0,05
comparados com o NB (pos-teste de Kruskall-Wallis). Fonte: Propria autora.
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5.5 AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE DAS CELULAS SIRC FRENTE A
NANOEMULSAO LIPIDICA CONTENDO VORICONAZOL

J& conhecendo o perfil de baixa toxicidade do voriconazol livre a partir dos resultados
obtidos neste trabalho, a citotoxicidade da NLV foi avaliada em concentragdes presentes em 1
gota de tratamento, considerando que haja absorcdo de 10% da formulag¢do aplicada (60
pg/mL), ou 5% do volume total da gota aplicada (30 pug/mL). Com os controles positivos foi
tomado o mesmo cuidado em relagdes as concentragdes testadas, levando-se em consideragao
a indicacdo médica da clorexidina — 10% igual a 0,6 pg/mL e 5% igual a 0,3 pg/mL. Nao
houve diferenga significativa entre os valores de viabilidade celular do controle negativo em
relagdo a NLB 68,9 + 6,6%, ¢ as duas concentragdes de NLV— 73,7 + 10% e 72,2 + 9,4%
(Figura 21). No entanto, como ja evidenciado, a clorexidina apresentou alto grau de

toxicidade frente as células SIRC (Figura 16 e 17).

Figura 21 — Viabilidade celular da SIRC frente a nanoemulsao lipidica.
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Ensaio de citotoxicidade com células SIRC (Statens Seruminstitut Rabbit Cornea) (ATCC® — CCL 60) em
exposi¢do a nanoemulsdo lipidica contendo voriconazol por 24 horas de incubagao seguido da adicdo de MTT
(3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) 0,5 mg/mL. C - corresponde ao controle
negativo - DMEM; NLB — nanoemulsao lipidica branca; NLV — nanoemulsao lipidica contendo voriconazol;
CLX - clorexidina. Os resultados correspondem a média + erro padrdo da média de trés experimentos
independentes. *Valor de P<0,05, comparados com o controle negativo (teste de Kruskall-Wallis). A linha
tracejada indica viabilidade de 70%. Fonte: Préopria autora.
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6 DISCUSSAO

Devido a falta de terapias especificas para o tratamento de ceratite amebiana,
associada a alta resisténcia da forma de vida cistica de Acanthamoeba spp., estudos de
reposicionamento de fAirmacos ganharam importancia nos ultimos anos, como o antifingico
triazdlico voriconazol, que apresenta atividade antiamebiana, atuando na sintese do ergosterol,
ocasionando a mad formacdo da parede celular de Acanthamoeba spp. (GREER, 2003;
NAKAMINAMI, 2017).

Apesar do voriconazol apresentar amplo espectro de atividade para varios agentes
causadores de infecgdes oculares, ndo existe nenhuma formulacdo topico ocular comercial
disponivel no mercado, pois este fArmaco apresenta baixa estabilidade quando em suspensao
(HERALGI et al., 2016). Mesmo sem um consenso da melhor condi¢do de armazenamento e
estabilidade do voriconazol, preparacdes utilizando pd liofilizado para injegdo, diluido em
agua para injecdo ou solucdo lacrimal, apresenta-se como uma pratica muito utilizada em
ambulatorios oftalmolégicos (SEFH, 2017)

Considerando a necessidade de novas terapias para o tratamento da ceratite amebiana,
desenvolveu-se neste trabalho uma nanoemulsdo rica em lipidios (NLB) de acordo com a
caracteristica de hidrofobicidade intermediaria do voriconazol (Item 2.3). A incorporagao do
voriconazol em nanoemulsao lipidica pode ser uma boa estratégia para o uso do voriconazol
no tratamento topico ocular da ceratite amebiana, pois mostra-se adequada para aplicagao
topica, pela alta area superficial, como também podera permitir um sistema de liberagao
controlado, facilitar a absor¢do através da membrana celular, além de proteger a molécula da
degradacdo natural quando em suspensdo e no meio biolégico como demonstrado para o
farmaco diclofenaco (CHAUHAN; ROAD, 2018).

Os sistemas nanoemulsionados possuem alta estabilidade termodindmica, favorecendo
a taxa de absor¢ao dos farmacos, proporcionando aumento da solubilidade, com consequente
diminuigdo da toxicidade e irritabilidade (VERMELHO et al., 2018). O tamanho reduzido das
goticulas (<20 a 200 nm) impede a floculagdo e mantém o sistema disperso, além disso, ¢ uma
ferramenta eficiente para aumentar a biodisponibilidade e oportunamente proteger contra
hidrolise e reduzir a degrada¢do do ativo associado a formulacdo, consequentemente,
aumentando a respectiva poténcia antimicrobiana e reduzindo a resisténcia aos medicamentos
(ALSHAHRANI, 2019).

Para verificar a homogeneidade das particulas, o Pdi foi acompanhado ao longo de 90

dias. A homogeneidade das particulas das nanoemulsdes demonstrou-se bastante uniforme
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com valores proximo de zero € mesmo ao longo de 90 dias de armazenamento, com o longo
tempo de preparagdo, ndo surgiram novas populacdes de particulas nas formulagdes NLB e
NLV (SOUZA et al., 2012).

Outra propriedade das particulas importante de se analisar € o potencial zeta, ja que este
reflete a composi¢do das cargas presentes na interface da formulagdo. De acordo com a
literatura valores a cima de 25 mV e abaixo de -25 mV conferem estabilidade ao sistema,
enquanto valores proximo de zero indicam que as forcas de atracdo e repulsdo excedem,
conferindo baixa estabilidade fisica (LI et al., 2018).

O pH ideal de uma formulacao oftalmolégica fica em torno de 7,4, mimetizando o pH
das lagrimas. No entanto, solu¢cdes que contenham pH entre 5,5 a 11,4 sdo consideradas nao
causadoras de lesdes aos olhos (TEJERA et al., 2005; DUBALD et al., 2018). Os valores de
pH analisados durante o periodo de 90 dias, mativeram-se estaveis, ¢ dentro da faixa
preconizada para solucdes oftalmicas.

A viscosidade, propriedade fisica caracterizada pela resisténcia de um fluido ao seu
proprio escoamento, pode ter comportamentos diferentes em um fluido nos olhos, ja que o
piscar envolve altas taxas de cisalhamento (TIFFANY, 1991; BORRIN, 2015). Neste
trabalho, a viscosidade da nanoemulsao lipidica na sua temperatura de acondicionamento de 4
°C foi de 1,02 cP e na temperatura do corpo humano de 37 °C de 0,96 Cp. A NLV foi uma
formulagdao bastante soluvel, em ambas as temperaturas, com comportamento newtoniano,
nao sofrendo variagdes significativas quando aplicadas diferentes tensdes de cisalhamento
(Figura 8).

O percentual correspondente a eficiéncia de encapsulacdo do voriconazol foi
considerado satisfatério - 91,5 + 0,1%, conceituando o método de emulsificacao através da
sonda sonicadora eficaz, principalmente pela capacidade do método em formar particulas de
tamanhos reduzidos, se comparado a outras técnicas (KHARE et al., 2016).

Apds o desenvolvimento da nanoemulsdo, o presente trabalho investigou a atividade
amebicida do firmaco voriconazol com > 98% de pureza. Durante a padronizagdo, foram
realizados testes que mostraram evidente atividade amebicida frente a trofozoitos de
Acanthamoeba spp.. J& em 48 horas de incubacdo nota-se uma maior atuagdo do farmaco
frente as trés cepas do protozoario (Figura 13).

A atividade amebicida in vitro do VL foi tempo dependente, pois observou-se que a
viabilidade amebiana variou entre 24 ¢ 48 horas de incubag¢do, ocorrendo diminuicdo da
viabilidade quanto maior o tempo de incubagdo. Isto demonstrou-se de acordo com o

mecanismo de a¢do do fAirmaco, por inibicdo da via de sintese do ergosterol também relatado
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em alguns estudos. Um estudo de Cabello-Vilches et al. (2014) avaliou a atividade amebicida
do voriconazol em comparacdo com a clorexidina (antisséptico padrdo ouro da familia das
biguanidas). Em 96 horas de tratamento, a CI50 encontrada para o voriconazol para as cepas
de Acanthamoeba spp. gendtipo T4 foram de 2,72 + 0,14, 1,29 + 0,03, 0,89 = 0,11 ¢ < 0,74
pg/mL, concentragdes inferiores as CI5S0 encontradas para a clorexidina. Portanto, neste
estudo o voriconazol foi selecionado como primeira linha de tratamento frente as cepas
utilizadas. Outro estudo fez a comparacdo da atividade amebicida entre alguns agentes
triazolicos e traz resultados positivos a respeito do voriconazol, em que apos 48 horas de
incubacao das cepas de Acanthamoeba polyphaga e Acanthamoeba castellanii, foi encontrado
o valor de concentracdo minima inibitoria (CIM) de 1 a 2 mg/L, confirmando a efetiva
inibicao da ploriferagdo dos trofozoitos (LAMB et al., 2015).

Outros testes de atividade com o farmaco VL foram realizados com o objetivo de
analisar se a solu¢do armazenada ao longo de 30 dias (7, 15 e 30 dias) em temperatura de +
4°C, ao abrigo da luz, manteve seu perfil de atividade constante, como demonstrado por meio
do percentual de viabilidade na Figuras 14A e C. O VL permaneceu ativo ao longo de 30 dias
de armazenamento, porém observou-se aumento da viabilidade dos trofozoitos quanto maior o
tempo de armazenamento do voriconazol a 4 °C, ao abrigo da luz. Houve perda da
estabilidade ao longo do periodo analisado, demonstrado através do aumento da viabilidade
dos trofozoitos, porém faz-se necessario estudos ampliando a faixa de tempo de avaliacao da
estabilidade biologica do VL frente a trofozoitos de Acanthamoeba spp.

Alguns estudos com voriconazol demonstram dados sobre sua estabilidade (TEJERA,
2005; BARDIN et al., 2011; AMOROS-REBOREDO et al., 2015; CURTI et al., 2017). A
pesquisa de Tejera et al. (2005) demonstrou que voriconazol solubilizado em agua para
inje¢ao/NaCl 0,9%/solu¢do estéril para irrigacdo e armazenado a 22-24 °C e 2-8 °C de
temperaturas, apresentou estabilidade das caracteristicas fisico-quimicas entre as temperaturas
avaliadas das formulacOes durante 30 dias de armazenamento. No entanto, as solucoes
tiveram perda de atividade bioldgica apds trés semanas de preparagdo. Um outro estudo de
Amoros-Reboreo et al. (2005), relatou que mesmo apods 90 dias da solucao de voriconazol 1%
acondicionada a — 20 °C, a solu¢do manteve sua atividade biologica.

Testes de avaliacdo da atividade antiamebiana utilizando cistos de Acanthamoeba spp.
do isolado clinico regional AM T4 foram realizados no presente estudo e, apesar de pouco
tempo de incubacdo e das baixas concentragdes testadas, observou-se reducao significativa do
numero de cistos, porém com atividade cistica do voriconazol limitada (Figura 15). O

resultado observado deve-se a baixa atividade metabolica do cisto, que encontra-se em estado
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de laténcia, pois o voriconazol ndo apresenta a¢do direta sobre as membranas e parede celular
do protozoario, mas atua na inibicdo da sintese do ergosterol na fase ativa de formacao de
membranas do trofozoito e parede do cisto (THOMSON et al., 2017).

A indu¢do da morte celular programada em parasitos € uma alternativa exploravel para
encontrar moléculas que induzam a apoptose ao invés da necrose, uma vez que células
necroticas aumentam a resposta inflamatoria no tecido corneano do hospedeiro. O estudo de
Martin-Navarro et al. (2015) teve como objetivo avaliar em qual via de indu¢do de morte
celular o voriconazol se enquadrava frente a A. castellanii, e puderam concluir que o
voriconazol promove a morte celular das acantamoebas por mecanismos ndo necroticos,
tornando-o um farmaco promissor no combate da ceratite amebiana.

Estudos ja relatados na literatura avaliaram a atividade amebicida do voriconazol - p6
liofilizado para injecao, reconstituido — uso topico ocular, demonstrando que a terapia ¢ bem
tolerada e capaz de tratar agentes infecciosos causadores de ceratite com baixo risco potencial
de efeitos adversos (HERALGI et al., 2016; LAU, 2008).

Avaliamos a citotoxicidade do VL pelo teste de corrosdo e irritacio ocular (STE
N°491) de curta exposicao de tempo, com contato de apenas cinco minutos das células de
cornea com o tratamento. O método simula o tempo de exposi¢do real no processo de
aplicacdo, avaliando assim a presenga de possivel dano ocular (OECD, 2018). Neste caso, os
valores de viabilidade apresentados pelas células SIRC foram superiores a 70% que, de
acordo com a Tabela 2, o voriconazol permanece sem categoria, diferente da realidade
apresentada pelas biguanidas utilizadas no teste (Figura 16). No teste de citotoxicidade, apesar
da exposicao de 24h ao tratamento, o resultado demostrou viabilidade celular superior a 70%,
confirmando a baixa toxicidade do farmaco ao tecido corneano, trazendo maior seguranca
para seguir com novos testes.

Para os ensaios de atividade antiamebiana com a NLV, durante a padronizacao,
observou-se que os testes de viabilidade ndo poderiam ser realizados em 24 horas de
tratamento, j4 que a nanoemulsdo possui liberagdo controlada do fidrmaco, e teve como
resultado apenas o arredondamento de varios trofozoitos, sendo que alguns apresentavam-se
vacuolizados e granulosos (Figura 18). Como o objetivo deste experimento também foi
avaliar a estabilidade bioldgica do voriconazol ao longo de 90 dias de armazenamento,
observou-se a capacidade amebicida da formula¢do na concentragdo testada (Figura 19A),
sem induzir ao encistamento, que apesar de ndo demonstrar linearidade, propdem uma
tendéncia de estabilidade em relacdo a sua atividade bioldgica. Se comparados os resultados

obtidos com o voriconazol livre na concentragdo de 12,5 pg/mL em sete, quinze e trinta dias
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de armazenamento, com a mesma concentracdo da NLV também em sete, quinze e trinta dias
de preparo, observa-se melhor atividade do fArmaco encapsulado na NLV.

Nos testes de atividade frente aos cistos de 4. castellanii T4 (ATCC50492), observou-
se baixa atividade cisticida da NLV. Os resultados com VL mostraram que o farmaco possui
atividade, porém quando incorporado a nanoemulsdo lipidica, que apresenta perfil de
liberagdo controlada, novos testes com maior tempo de incuba¢do e ampliagdo da faixa de
concentracdo sdao indicados, ja4 que o voriconazol atua na fase ativa da formagdo das
membranas celulares, sem proporcionar acdo direta sobre estas e sobre as paredes do
protozoario (THOMSON et al., 2017). No entanto, a combinacdo de fAirmacos apresenta-se
como alternativa para a obtencdo de efetiva atividade cisticida, como por exemplo, a
combinacao do voriconazol (adjuvante) a propamidina ou a CLX, em concentragdes menores
(TALBOTT et al., 2019).

Nos testes de citotoxicidade da NLV, avaliou-se se a nanoemulsao traria algum tipo de
prejuizo para o tecido corneano. Através da Figura 21, observa-se que o firmaco encapsulado
nao causou diminui¢do significativa da viabilidade das células SIRC. No entanto, se
comparado ao teste com VL, que ndo houve diminuicdo da viabilidade superior a 70% tanto
em NLB, quanto em NLV. Esse comportamento se da pela presenga dos componentes da
formulagdo. O estudo de Busmann et al. (2020) descreve o agente surfactante como
responsavel por situacdo semelhante, em que as particulas com maior presenca do agente
levam a menor viabilidade celular, o que sugere que as particulas de NLV possuem menor
concentragdo de surfactante por conta da presenca do farmaco, diferentemente da formulacao
de NLB que possui maior concentracdo de surfactante, com consequentemente menor
viabilidade.

O voriconazol associado a nanoemulsdo lipidica inibiu significativamente a
viabilidade de trofozoitos de A. castellanii T4 (ATCC50492) sem levar a formagdo de cistos,
além de manter a baixa toxicidade frente a células de cornea. Sendo assim, a formulagao tem
potencial para ser utilizada para o tratamento da ceratite amebiana. Devido a obten¢dao de uma
formulacdo estavel, que além de apresentar a vantagem de proporcionar um sistema de
liberacdo controlado, também ¢ um excelente veiculo para firmacos pouco soliveis ou
insoluveis em meio aquoso, servindo como protdtipo para aplicagdo de outros fArmacos topico

ocular.
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7 CONCLUSOES

e A nanoemulsdo lipidica contendo o voriconazol foi estavel mascroscopicamente,
monodispersa, apresentando caracteristicas fisico-quimicas estaveis ao longo de 90
dias e adequadas para aplicagdo topico ocular;

e O voriconazol livre apresentou atividade antiamebiana frente a trofozoitos e cistos de
Acanthamoeba spp.;

e O voriconazol livre apresentou atividade antiamebiana ao longo de trinta dias de
armazenamento, porém com diminui¢do de estabilidade da atividade biologica em
quinze e trinta dias, comparada a sete dias de armazenamento;

e O voriconazol livre ndo apresentou potencial irritativo/corrosivo ou citotoxico frente
as células de cornea de coelho;

e O sistema nanoemulsionado manteve a acdo amebicida do voriconazol estavel ao
longo de noventa dias de armazenamento e a atividade amebicida foi dependente do
tempo de incubacao;

e A nanoemulsao lipidica contendo voriconazol apresentou baixo potencial citotoxico
frente as células de cornea de coelho.

e A nanoemulsio contendo voriconazol demonstrou ser um sistema de liberagao
controlado apropriado para firmacos pouco soliveis ou insoluveis em meio aquoso,
tornando-se um protdtipo para aplicagdo de farmacos topico ocular. E ainda,
permaneceu estavel ao longo de noventa dias, combinando efeitos amebicida, sem
inducdo do encistamento e baixa citotoxicidade, demonstrando potencial para o

tratamento da ceratite amebiana.
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