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Resumo

A Leishmaniose visceral (LV), € uma doenca fatal e negligenciada, considerada
pela OMS uma das seis doengas endémicas de maior relevancia no mundo. A doenga € uma
zoonose que tem o cdo doméstico como principal reservatério urbano do parasito L. infantum;

e a infec¢do de caes domésticos € denominada Leishmaniose Visceral Canina (LVC).

Os cées sdo considerados alvos estratégicos para o controle da doenca. A infecc¢do
canina, geralmente, precede o aparecimento de casos humanos e € ainda, mais prevalente que a
LV em humanos. No ambito doméstico, a maioria dos cdes com sorologia positiva nao
apresentam sinais clinicos, mas podem, como reservatdrios,infectar os flebotomineos. LVC é
uma doenga complexa e com altas taxas de prevaléncia, chegando a acometer 80 % de toda
a populacdo canina nas dreas endémicas. A maioria dos estudos de candidatos a farmacos
e sistemas de tratamentos para LVC foram realizados in vivo, sem condi¢cdes experimentais
controladas. Por isso, justifica-se 0 uso de linhagem de macréfagos de cdo para estudos de
toxicidade de farmacos in vitro. Além disso, considerando-se que ndo existe tratamento que
garanta a cura parasitolégica da LVC, € preciso desenvolver novas formulacdes farmacéuticas
que ajudem melhorar a eficidcia dos firmacos e tratamentos leishmanicidas, aumentando sua

atividade e reduzindo a toxicidade.

Neste trabalho se objetivou desenvolver, caracterizar e avaliar, um sistema de
infeccdo de macrofagos DH82 com L.infantum (in vitro), uma formulagdo lipossomal de
liberacao sustentada para o farmaco leishmanicida antimoniato de meglumina (AME), um dos
principais farmacos utilizados no tratamento da LV, com uma nova abordagem terapéutica para
o tratamento da LVC.

Lipossomas unilamelares grandes (LUV) compostos por fosfatidilcolina de ovo,
fosfatidilserina e colesterol (4:0,4:3-razdo molar) foram preparados por extrusdo, em pH 7.4. A
formulagdo lipossomal foi caracterizada quanto a eficiéncia de encapsulacdo do AME (23 %).
As
formulagdes foram acompanhadas por 180 dias de armazenamento a 4 °C, quanto ao tamanho
das vesiculas polidispersdo e potencial zeta. O didmetro médio dos lipossomas encapsulados foi
de 359 +£3,1 nm e o potencial zeta mostrou-se bastante negativo (-61,5 mV) pela presenca do
lipidio (PS) carregado negativamente, na formulagdo. Os niveis de peroxidacdo ndo
ultrapassaram 1 % do total de lipidios da formulacdo. Testes de citotoxicidade in vitro, em
culturas de células DH82 revelaram que a AME livre induziu morte celular concentracao
dependente, com reducdo de 50 % da viabilidade celular ap6s 96 horas com 0,005 M; efeito
diminuido com o AME lipossomal (L-AME), o qual ndo atingiu 50 % da diminuicdo da
viabilidade celular em nenhuma das concentragdes testadas, indicando menor potencial téxico

contra macréfagos para a formulag@o proposta.

Testes de avaliacdo da atividade leishmanicida, revelaram capacidade do sistema



AME lipossomal em diminuir a carga parasitaria dos macréfagos de cao em 30 vezes, comparado
com o controle de macréfagos infectados mas ndo tratados, também mostrou uma diminuicao
de 49 % da carga parasitdria em macréfagos infectados quando comparada com o AME livre

na sua méxima concentrag¢do (0,01 M) apds 96 horas de tratamento.

Finalmente encontrou-se colocalizacdo e internalizacdo dos lipossomas LUV
(marcados com NDB-PE) e o parasito L.infantum-mcherry dentro dos macréfagos DH82 com
um numero superior as 3000 colocalizagdes nas 8 h e tratamento o que indica que quanto os
lipossomas e o parasita tem o mesmo local de acdo ajudando 4 entender os resultados obtidos

nesta pesquisa quanto ao efeito leishmanicida do sistema lipossomal.



Abstract

Visceral Leishmaniasis (VL) is a fatal and neglected disease, considered, by the WHO, as one of
the six endemic diseases with major relevance in the world. It is a zoonosis that have domestics
dogs as main urban reservoir for the parasite L. infantum, and the infection in domestic dogs is

named as Canine Visceral Leishmaniasis (CVL).

Dogs are considered strategic targets for the disease control measures. The canine infection
usually precedes the onset of human cases being more prevalent than VL in humans. The most
dogs with positive serology do not exhibit clinical signs, but may, as reservoirs, infect sand flies.
CVL is a complex disease with high prevalence rates, up to 80 % of the canine population in
endemic areas. Most studies of candidates to be drugs and treatments for CVL systems were
performed in vivo without any control over the experimental conditions. In consequence, the
use of dog macrophage lineages for in vitro drug toxicity studies are necessary. Furthermore,
considering that, there is no treatment to guarantee the parasitological cure for CVL, it is
necessary to develop pharmaceutical formulations to improve the effectiveness of

leishmanicidial drugs and treatments, increasing this activity and reducing toxicity.

The aim of this work was to, develop, characterize and to assess a system to treat DH82
macrophage infection with L.infantum (in vitro), a sustained relase liposomal formulation for
the meglumine antimoniate (AME), the main drug used in VL treatment, thus, introducing a

new therapeutic approach for the treatment of CVL.

Large unilamellar lipossomes (LUVs) composed by egg-phosphatidylcholine, phosphatidylserine
and cholesterol (4:0.04:3,molar ratio) were prepared by extrusion at pH 7.4. The liposomal
formulation was characterized regarding the encapsulation efficiency of AME (23 %). The
formulations was followed for 180 days of storage at 4 °C. The size, polydispersity index and
zeta potential of the vesicles were measuared. The mean diameter of encapsulated liposomes
was found to be 359 £ 3.1 nm and the zeta potential was negative (-61.5 mV), by the presence
of negatively charged lipid (PS), in the formulation. Peroxidation levels did not exceed 1 % of
the total lipids in the formulation. Citotoxicity studies using DH82 cells demonstrated that free
AME induced cell death in a concentration dependent manner, showing a reduction of 50 %
of cell viability in 96 hours at 0.005 M; the reduced citotixicity of lipossomal-AME (L-AME),
(which could not achieve the 50 % reduction of cell viability at any of the concentration tested),

revealed lower toxic potential for the proposed formulation in macrophages.

The evaluation tests of leishmanicidal activity revealed the ability of L-AME system to decrease
the amount/load of parasites in dogs macrophages by 30 times compared to the infected but
not treated controlled macrophages and also showed a 49 % decrease of the parasites when
compared with free AME treatment in its maximum concentration (0.01 M), after 96 hours of

treatment.



Finally it was found colocalization and internalization of the liposome LUV (labeled with
NBD-PE) and the parasite L.infantum-m-cherry within macrophages DH82 with a superior
number of 3000 colocalizacdes at 8 h of treatment indicating that as the liposomes and the
parasite has the same site of action, help us to understand the results obtained in this study as

the leishmanicide effect of liposomal system



Figural —
Figura2 -
Figura3 -
Figura4 -

Figura5 -

Figura6 —

Figura7 —

Figura 8 —

Figura9 -

Figura 10 —

Figura 11 —

Figura 12 —

Figura 13 —

Figura 14 —

Indice de Ilustracdes

Distribugdo das especies de Leishmania nas Américas (PAHO, 2015).. . . . 19
Vetor da Leishmania nas Américas, o flebotomineo Lutzomyia. . . . . . . . 20
Espécies reservatdrias da Leishmania. Fileira superior, da esquerda a direita:
raposa, marsupial e roedor. Fileira inferior, da esquerda a direita: tamandua,
PregUICA € CAO. . . « v v v v v v i e e e e e e e e e e e e 20

Formas celulares da Leishmania. Esquerda: forma promastigota. Direita:

forma amastigota. (Adaptada de Xavier Studio, 2015). . . . . . .. .. ... 20
Ciclo de vida da Leishmania. Adaptado de CDC-Centers for Disease Control
and Prevention, 2015). . . . . . . . . .. 21

Paciente com leishmaniose visceral, drea palpdvel do figado e bago marcados

por caneta, mostrando grande aumento desses dois 6rgdos. (Adaptado de
CDC-Centers for Disease Control and Prevention, 2015). . . . . . ... .. 21
Lesdes apresentadas nos cdes pelo aparecimento da leishmaniose visceral
canina. Atrofia muscular, anemia e emagrecimento (A), dermatite, descamacao,
queda de pelo e ulceracdes (B-D), crescimento desmedido das unhas (C). . . 23
Esquerda: Glucantime® forma comercial do antimoniato de meglumina.
Direita: estrutura molecular do antimoniato de meglumina . . . . . . . . .. 25
Representacdo esquematica dos tipos de lipossomas (vesiculas unilamelares
pequenas (SUV), vesiculas unilamelares grandes (LUV), GUV e vesiculas
multilamelares grandes (MLV)), seus respectivos tamanhos e vista ampliada

das bicamadas de fosfolipidios. (Adaptado de Fonseca-Santos, 2015) . . . . 29
Representacdo esquematica da organizacdo de um lipossoma remetendo as
possiveis formas de inser¢ao de compostos hidrofilicos, lipofilicos e anfifilicos.

Esquerda: lipossoma unilamelar. direita: lipossoma multilamelar. (Adaptado

de: De Araujo, 2008) . . . . . ... 30
Diagrama da caracterizacdo fisicoquimica realizada ao sistema lipossomal
L-AME. . . . . e 40

Diagrama dos ensaios in vitro realizados aos macréfagos DHS82 e os parasitos
Leishmania infantum, para a avaliagao bioldgica do sistema lipossomal L-AME. 40
Curva padrao de calibra¢do de fosfato inorganico (r=0,99991), realizada por
medic¢do espectrofotométrica da absorbancia (UV vis) a795nm. . . . . . . 51
Medidas do didmetro médio (nm) obtidas por distribuicdo de intensidade

(barras superiores), indice de polidispersdo (PDI-tracejado), e potencial zeta

(£-) (barras inferiores), das vesiculas lipossomais (5 mM) ndo estéreis, encapsulando
ou ndo antimoniato de meglumina (AME) (0; 0,001; 0,005 e 0,01 M), em

funcdo do tempo de armazenamento (180 dias-4 °C), obtidas por DLS. (n=3). 53



Figura 15 —

Figura 16 —

Figura 17 —

Figura 18 —

Figura 19 —

Figura 20 —

Figura 21 —

Figura 22 —

Figura 23 —

Figura 24 —

Medidas do tamanho (barras superiores), indice de polidispersdo (PDI-tracejado),

e potencial zeta ({-) (barras inferiores) das vesiculas lipossomais (5 mM)
estéreis LUV encapsulando ou ndao AME (0 e 0,01 M), durante 180 dias,
obtidaspor DLS. (n=3). . . . . . . . . . ... ... .. ... 54
Microfotografias das vesiculas lipossomais contendo AME. (A-B) Formulacao

nao estéril. (C-D) Formulagao estéril. Imagens obtidas por microscopia eletronica
de transmissdo, por coloracdo negativa das vesiculas com uranila. . . . . . . 58
Curva padrao de calibracdo do TEP; utilizada para a determinagdo da taxa

de peroxidacao lipidica das formulacdes lipossomais avaliadas com 5 mM

de lipidios totais. . . . . . . . . . . ... 59
Curva de proliferacio celular de macréfagos DH82, aproximadamente 1x10°
células foram cultivadas em meio de cultura DME, incubados com 5 % CO»,

21 % O, e N, balanceado, 4 37 °C durante 25 dias. As células foram retiradas

com intervalo de 3 dias dos frascos de cultivo e contadas em camara de
Neubauer. . . . . . . . . . 61
Imagens de microscopia confocal: (A, D, G) macréfagos DH82 marcados

com anticorpo primario Mouse anti-dog CDI11c em canal verde; (B, E, H)
macréfagos DH82 com marcador de nicleo TO-PRO-3 em canal azul; (C,

F, I) macréfagos DH82 em sobreposicio de canais verde (Mouse anti-dog
CDllIc)eazul (TO-PRO-3).. . . . . . ... ... . . . ... 62
Andlise de citometria de fluxo das células DH82 e J774, marcadas com
anticorpo priméario Mouse anti-dog CD11c, anticorpo secundario Alexa 488
anti-mouse. O grafico da esquerda mostra a percentagem de células fluorescentes

e o da direita, a intensidade da fluorescéncia registrada. . . . . . . .. ... 63
Curva de proliferacdo celular de promastigotas de L.infantum,cerca de log(10)
2,0x10° promastigotas/mL foram cultivados em meio Schneider, e mantidos

em estufa a 26 °C. Os parasitas foram retirados diariamente dos frascos de
cultivo e contados em camara de Neubauer . . . . . . . ... ... .. ... 64
Percentagem de infec¢do de macréfagos DH82 com promastigotas (A) e
amastigotas (B) de L.infantum, nas proporcdes 5:1, 10:1, 20:1 parasita: célula.
Numero de amastigotas por célula, células infectadas com promastigotas (C)
eamastigotas (D). . . . . . . ... L 65
Micrografia da célula DH82 com a forma intracelular amastigota do parasita

L. infantum, na propor¢ao 20:1. Colorada com Giemsa. aumento de 100X. . 65
Logaritmo do niimero de promastigotas de L. infantum por mL apds tratamento
com diferentes concentracdes de AME , durante 48 e 96 h. Células cultivadas

em meio Schneider a 26 °C, contadas em cdmara de Neubauver. . . . . . . . 66



Figura 25 —

Figura 26 —

Figura 27 —

Figura 28 —

Figura 29 —

Figura 30 —

Figura 31 —

Viabilidade celular de macréfagos DH82 nao infectados e tratados com diferentes
concentracdes de AME e L-AME, durante 48 e 96 h. Células cultivadas

em meio DME a 37°C. Imagens correspondentes a: técnica de exclusio por

azul de tripan; tratado com AME (A), tratado com L-AME (B); técnica de
redu¢do do MTT: com AME (C), com L-AME (D). . ... ... ... ... 68
Percentagem de infec¢io de macrofagos DH82 infectados com L.infantum e
tratados com: AME livre (A), AME lipossomal (L-AME) (B), ap6s 48 e 96 h. 69
Micrografias de macréfagos DH82, corados com Giemsa (100x). Faixa superior,
macréfagos ndo infectados apds 96 h de tratamento: (A) sem tratamento, (B)
tratados com AME, (C) tratados com L-AME. Faixa inferior, macréfagos
infectados com promastigotas de L.infantum, apés 96 h de infecgdao: (D)

sem tratamento, (E) ap6s tratamento com AME 0,01M, (F) ap6s tratamento

com L-AME 0,01M. As setas indicam a presenca de amastigotas. . . . . . . 70
Percentagem da viabilidade celular de macréfagos DH82 infectados com
L.infantum ap06s 48 e 96 h.(A) macréfagos tratados com AME; (B) macrofdgos
tratadoscom L-AME . . . . . ... oo L 71
Numero de colocalizagdes intracelulares em macréfagos DH82 do parasito

L. infantum e dos lipossomas LUV com NDB-PE ap6s 2,4,6 e 8h de tratamento.
Analise realizado por tratamento de imagens obtidas por microscopia confocal
como programa ImageJ. . . . . .. .. ... ... o . 73
Numero de colocalizac¢des intracelulares em macréfagos DH82 com marcador

de nicleo DRAQS (canal azul) do parasito L. infantum-mcherry (canal vermelho)

e dos lipossomas LUV com NDB-PE (canal verde) apds 2,4,6 e 8h de tratamento.
Andlise realizado por tratamento de imagens obtidas por microscopia confocal
como programaImageJ. . . .. ... ... o000 74
Numero de colocaliza¢des intracelulares em macréfagos DH82 do parasito

L. infantum e dos lipossomas LUV com NDB-PE apds 8h de tratamento. (A)
Marcacao do nucleo dos macréfagos DH82 com DRAQS observado no canal

azul. (B)Macrofagos DH82 infectados com parasitos L.infantum-mcherry
observados no canal vermelho. (C) Macréfagos DH82 com lipossomas LUV
marcados com NDB-PE observados no canal verde. (D) Colocaliza¢ido dos
lipossomas marcados com NDB-PE e os parasitos L.infantum-mcherry dentro

dos macréfagos DH82 observada pela emissao no canal amarelo. Andlise
realizado por tratamento de imagens obtidas por microscopia confocal com

oprogramalmageJ. . . . . ... ... oL L Lo oo 75



Figura 32 — Microfotografias das amostras liofilizadas: (A,B,C,D) complexo AME:HP-BCD
revelando o ponto de congelamento, borda liofilizagdo, micro e macro colapso,
respectivamente; (E,F,G,H) antimoniato de meglumina livre revelando o ponto
de congelamento, borda liofilizada, micro e macro colapso, respectivamente;
(IJ,K,L) ponto de congelamento, borda liofilizada, micro e macro colapso.
Apesar de o processo de liofilizacdo ter se mostrado apropriado ao preparo
do complexo AME:HP-BCD, algumas caracteristicas fisicas macroscépicas
do complexo mostraram-se instaveis apos re-solubilizagcdo, nos levando a
questionar a estabilidade do mesmo. Desta forma, usamos medidas de espalhamento
de luz dindmico (DLS) para investigar a presenca de possiveis agregados
macromoleculares, no complexo AME:HP-BCD. . . ............ 95

Figura 33 — Difratogramas de Raios-X da HP-BCD livre (linha preta), complexo AME:HP-SCD
(linha vermelha), AME livre (azul), mistura fisica da HP-BCD e do AME

(verde). . . . . . . e 97
Figura 34 — Espectros de 1H-RMN para AME (A) e meglumine (B, retirado da literatura)

em 400,13 MHz, temperatura 25°C. . . . . . . . . . .. .. ... ... 98
Figura 35 — Espectros de 1H-RMN da HP-BCD (A) e do complexo AME:HP-BCD (B),

medidos em 400,13 MHz, temperatura25°C. . . . . .. ... ... .... 99

Figura 36 — Espectros DOSY de 1H-RMN da HP-BCD (A) e do complexo AME:HP-BCD
(B), medidos em 400,13 MHz, temperatura25°C . . . . ... ... .... 100



Tabela 1l —
Tabela 2 —

Tabela 3 —

Tabela4 —

Tabela 5 —
Tabela 6 —

Tabela 7 —

Tabela 8 —

Tabela9 —

Indice de Tabelas

Componentes do reagente de trabalho . . . . . . ... ... 0000 42
Medidas do diametro médio das formulacdes lipossomais LUV nao estéreis

sem e com diferentes concentracoes de AME (0; 0,001; 0,005 e 0,01 M)

em fun¢do do tempo de armazenamento (180 dias-4 °C). Andlise estatistico
realizado com o teste ANOVA duas vias/tukey (teste de comparacdes multiplas).
(n=3). Valores de significancia estatistica: p<0,0001 (¥***), p<0,001 (*¥*%*),
p<0,05 (*). Anélises estatisticas realizadas: 1- comparacdo da variacido dos
valores do diametro médio das diferentes formulacdes encapsuladas respeito

ao controle em cada um dos tempos de armazenamento (representada pelas
letras) 2- comparacdo da variacdo dos valores do didmetro médio de cada

uma das formulagdes (controle e encapsulada) ao longo do tempo respeito

ao tempo inicial (O)(representada pelas letras mais nimeros). . . . . . . . . 55
Medidas do didametro médio das formulag¢des lipossomais LUV estéreis sem

e com AME (0; 0,01 M) em funcdo do tempo de armazenamento (180
dias-4 °C). Analise estatistica realizada com o teste ANOVA duas vias/tukey

(teste de comparacdes multiplas). n=3. Valores de significancia estatistica:
p<0,0001 (****), p<0,001 (¥**), p<0,01 (**) p<0,05 (*). Andlises estatisticas
realizadas: 1- comparacdo da variacdo dos valores do didmetro médio da
formulacdo encapsulada respeito ao controle em cada um dos tempos de
armazenamento (representada pelas letras); 2- comparagdo da variagdo dos
valores do didmetro médio das formulacdes (controle e encapsulada) ao

longo do tempo respeito ao tempo inicial (0), (representada pelas letras mais
NUINETOS).  © & v v v o e e e e e e e e e e e e e e 57
Percentagem de lipidios oxidados nas formulagdes lipossomais, em relagao

a concentracdo de lipidios totais determinado pelo teste de TBA. . . . . . . 59
Eficiéncia de encapsulacdo (%EE) das formula¢des lipossomais. (n=3) . . . 60
Didmetro médio e polidispersao (PDI) em amostras de AME: HP-BCD (proporg¢io
molar 1:1) antes do processo de liofilizagdo, medidos durante 4 dias. . . . . 96
Diametro médio e PDI de amostra do complexo AME:HP-BCD na propor¢io

molar 1:1; liofilizado ap6s 1 dia de equilibrio e ressuspenso em dgua desionizada

ou tampao HEPES 20 mM pH 7,4 + NaCl 150 Mm . . . . .. ... .. .. 96
Deslocamentos quimicos (0A em ppm) e atribui¢do de hidrogénios para as
amostra de HP-BCD (de acordo com a figura36). . . ... ... ... ... 99

Coeficientes de Difusdo (D) do AME, HP-BCD, e do complexo AME:HP-BCD,
fracdo molar do complexo e constante de associacio (Kas) AME:HP-BCD. . 100



Indice de Abreviaturas e Siglas

AmB anfotericina B. 24, 26, 28, 31, 32
AME antimoniato de meglumina. 16, 17, 24, 31, 32, 34-36, 41, 43, 48, 49, 51-54, 66

ASB albumina sérica bovina. 46
BHT hidroxitoluenobutilado. 44
CHOL colesterol. 35, 36, 41, 50, 51, 76

DHS82 macréfagos de cdo de linhagem tumoral. 17, 34, 35, 39, 40, 45, 46, 48

DMEM meio de cultura celular de Eagle modificado por Dulbecco. 45, 46

EAA espectrometria de absorcao atomica. 45

EPC fosfatidilcolina de ovo. 35, 36, 41, 44, 50-52, 76
IC50 concentragdo inibitéria média. 33

L-AmB anfotericina B lipossomal. 32

L-AME antimoniato de meglumina liposomal. 33, 35, 40, 43, 45, 48, 49, 69
LUV vesiculas unilamelares grandes. 29, 35, 41, 52, 54

LV leishmaniose visceral. 16, 20, 22, 23, 31, 32

LVC leishmaniose visceral canina. 16, 22, 27, 28, 34

MET microscopia electronica de transmissao. 43
MLV vesiculas multilamelares grandes. 29, 41, 44

MTT brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazélio]. 49

PBS tampao fosfato salino. 46, 48, 50

PS fosfatidilserina. 17, 33-36, 41, 50-52, 76

Schneider meio de cultura para o crescimento de linhagens celulares de insetos. 47, 48

SDS dodecilsulfato de sodio. 44



SEFB soro fetal bovino. 45, 47
SFM sistema fagocitico mononuclear. 20

SUV vesiculas unilamelares pequenas. 29, 32

TBA Aacido tiobarbitirico. 44

TEP tetraetoxipropano. 44



Sumario

indice de llustracBes . . . . . . . . o o v i

Indice de Abreviaturas e Siglas . . . . . . ... . ... . ... ..
1 INTRODUCAO . . . . . . . e 16
2 REVISAO DA LITERATURA . . . . . . i 18
2.1 Leishmaniose . . . . . . . . . . . . . . e 18
2.2 Leishmaniose Visceral . . . . . . .. .. ... ... ... ... .. ..., 20
2.3 Leishmaniose Visceral Canina . . . . . . .. .. .. ... .. ......... 21
2.4 Prevencdo e Controle da Leismaniose . . . . . .. ... ... ... ...... 22
2.5 Diagnostico da Leishmaniose . . . . . . . . .. ... L oL 24
2.6 Tratamento da Leishmaniose . . . .. . ... ... ... ... ......... 24
2.6.1 Antimoniais Pentavalentes . . . . ... ... .. ... ......... 24
2.6.2 AnfoterictnaB . .. ... ... 26
2.6.3 Pentamidina . . . . .. .. ... 26
2.6.4 Paromomicina . . . . . . . ... Lo 26
2.6.5 Miltefosina . . . . . .. . ... 27
2.6.6 Alopurinol . . . . . . . ... 27
2.7 Tratamento da Leishmaniose Visceral Canina . . . . ... ... ... ..... 27
2.8 LIPOSSOMAS . . . . . .. e e e e e e 28
2.8.1 Lipossomas no Tratamento da Leishmaniose . . . . . . . .. ... ... 31
3 JUSTIFICATIVA . . o e e e e e e e 34
4 OBJETIVOS . . . . . e 35
4.1 ObjetivoGeral . . . . . . . . . . e 35
4.2 Objetivos Especificos . . . . . . . . . ... 35
5 MATERIAL E METODOS . . . . . ...ttt 36
5.1 MateriaiS . . . . . ... e e e e e e e 36
5.1.1 Reagentes . . . . . . . . . . . e 36
5.1.2 Equipamentos . . . . . . . ... 38
5.1.3 Sofwares . . . . .. .. 39
514 Células . . . . . oL 39
52 MEtodos . . . ... e 40
5.2.1 Ensaios Quimicos . . . . . . . . . ... 41

5.2.1.1 Lipossomas para o carregamento do antimoniato de meglumina

(L-AME). . . . . . e 41
5.2.1.2 Medida da Concentracdo Total de Fosfolipidios . . . . . . . . 41

5.2.1.3 Medida da Distribui¢do de Tamanho,Polidispersado e Potencial
Zeta ({-)dos Lipossomas . . . . . ... ........... 42



5.2.1.4 Morfologia das Formulac¢des: Microscopia Eletronica de Transmissao 43

5.2.1.5 Estimativa da Peroxidagdo de Fosfolipidios . . . . . . . . .. 43
5.2.1.6  Determinacao da Eficiéncia da Encapsulagdao . . . ... ... 45
5.2.2 Ensaios Biolégicos . . . . . .. ... Lo 45
5.2.2.1 Macrofagos da linhagem DH82 . . . . .. ... ... . ... 45
5.2.2.1.1 Contagem dos Macrofagos DH82 . . . . . .. . .. 45
5.2.2.1.2  Curva de Proliferagdo dos Macréfagos DH82 . . . . 46
5.2.2.2 Imunofluorescéncia dos Macréfagos DH82 . . . . . .. . .. 46
5.2.2.3 Analise por Citometria de Fluxo da linhagem de Macr6fagos
DHS82 . . . . o 46
5.2.2.4 Cultura dos parasitos de L.infantum . . . . . . .. ... ... 47
5.2.2.4.1 Contagem dos parasitos de L.infantum . . . . . . . 47

5.2.2.4.2 Curva de proliferacdo de Promastigotas de L.infantum 47
5.2.2.5 Ensaio de Infec¢ao dos Macréfagos DH82 com L.infantum . . 48
5.2.2.6  Ensaios de Citoxicidade e Viabilidade Celular . . . . . . .. 48

5.2.2.6.1 Toxicidade do AME em Promastigotas de L. Infantum 48

5.2.2.6.2  Citotoxicidade do AME e do AME lipossomal (L-AME)

em macréfagos DH82 . . . . . ... .. ... ... 48
5.2.2.6.3  Atividade Antileishmania do AME livre e AME lipossomal
(L-AME) em macréfagos DHS8?2 infectados com L.infantum. 49

5.2.3 Estudos de colocalizacdo intracelular lipossoma-parasita. . . . . . . . . 50
5.2.4 Andlise Estatistica . . . . . .. .. .. ... 50

6 RESULTADOS EDISCUSSAO . . ... ................... 51
6.1 Ensaios Quimicos . . . . . . . . . ... e 51
6.1.1 Lipossomas para carregamentode AME . . . . . ... ... .. ... 51

6.1.2 Medida da Concentracdo Total de Fosfolipidios . . . . . .. ... ... 51

6.1.3 Medida da Distribui¢do de Tamanho e Potencial Zeta ({-) dos Lipossomas 52

6.1.4 Morfologia das formulagdes: Microscopia Eletronica de Transmissdo . 58

6.1.5 Estimativa da Oxidacao de Fosfolipidios . . . . . . . .. ... ... .. 58

6.1.6 Determinacao da Eficiéncia daencapsulagdo . . . . . . ... ... ... 60

6.2 Ensaios Bioldgicos . . . . . . ... 60
6.2.1 Curva de Proliferacdo dos Macrofagos DH82 . . . . . ... ... ... 60

6.2.2 Imunofluorescéncia dos macréfagos caninos DH82 . . . . . ... ... 61
6.2.2.1 Analise por Citometria de fluxo dos Macréfagos DH82 . . . . 62

6.2.3 Curva de Proliferacdo celular dos Promastigotas deL.infantum . . . . . 63

6.2.4 Padronizag¢ao do ensaio de Infec¢do dos Macréfagos DHS82 com L.infantum 64
6.2.5 Ensaios de Toxicidade e Viabilidade Celular . . . . . . . .. ... ... 66
6.2.5.1 Toxicidade do AME em promastigotas de L. Infantum . . . . 66



6.2.5.2 Citotoxicidade do AME e do AME lipossomal (L-AME) em

Macréfagos DH82 . . . . . . ... ..o 67
6.2.5.3 Atividade Antileishmania do AME e do L-AME em macroéfagos

DHS2 infectados com L.infantum . . . . . . ... ... ... 69
6.2.6 Estudos de colocalizagdo intracelular lipossoma-parasita. . . . . . . . . 72
7 CONCLUSOES . . .. .. . . .. 76
Referéncias . . . . . . . . . . L 77
A Anexo . . . .. e 94
A.1 Preparo e caracteriza¢ao do complexo AME em Hidroxipropil Bciclodextrina . 94

A.2 Calorimetria exploratéria diferencial (DSC) e microscopia 6ptica acoplada a
liofilizacdo (FDM) . . . . . . . . . . . 94

A.3 Medidas de espalhamento de luz dinAmico para avaliar possivel agregacdo do
complexo HP-BCD:AMEporDLS . . . . . .. .. ... ... ... ...... 94
A4 DifracdodeRaios X . . . . . . ..o 96
A.5 Medidas de Ressonancia Magnética Nuclear . . . . . . .. ... ... ... .. 97
A.6 Publicagdes relacionadas ao tratamento da Leishmaniose através do uso de antimoniato

de meglumina (AME) encapsulado em lipossomas . . . . . . . ... ... ... 101



16

1 INTRODUCAO

O termo leishmaniose compreende um grupo de doengas cujos agentes etiologicos
sdo protozodrios do género Leishmania. A leishmaniose € uma doencga tropical negligenciada
que acomete principalmente populacdes de baixa renda, e figura como importante problema de
Saude Publica. Encontra-se presente em todos os continentes, predominando em dreas tropicais
e subtropicais do planeta, sendo endémica em 98 paises com mais de 350 milhdes de pessoas
em risco (ALVAR et al., 2012; BOER et al., 2011; PAHO, 2015).

Nas Américas, a leishmaniose representa um importante problema de saide publica
devido a sua alta morbidade e ampla distribuicao geografica. Seu ciclo de transmissao complexo
inclui diferentes espécies de parasitas, vetores e reservatorios. Populacdes pobres com

dificuldade de acesso aos servigos de saude sdo as mais afetadas (PAHO, 2015).

As leishmanioses sdo doencas com largo espectro de sintomas, lesdes cutineas
simples, que se curam espontaneamente, lesdes mucosas com destruicdo tecidual intensa e
lesdes mais profundas na leishmaniose visceral (LV), quando o parasita tem tropismo pelo
sistema fagocitico mononuclear do baco, figado, medula éssea e tecidos linfoides. A LV € uma

doenca sistémica, cronica e que pode ser fatal, se ndo tratada (MOUGNEAU et al., 2011).

O cao preenche as condicdes necessdrias para ser considerado o mais importante
reservatorio urbano, da forma zoondtica da leishmaniose visceral, denominada leishmaniose
visceral canina (LVC), sendo responsével pela manutencdo do parasita nos focos endémicos,
quer pela alta prevaléncia da doenca entre estes animais, quer pela sua proximidade ao homem
(MORENO; ALVAR, 2002; ALVAR et al., 2012; BANETH; AROCH, 2008).

Nao ha um tratamento eficaz contra a leishmaniose. As medidas de controle atuais
sdo baseadas unicamente na quimioterapia. Antimoniais pentavalentes, como o antimoniato
de meglumina (AME), sdo o tratamento de primeira escolha, mas os efeitos colaterais tais
como cardiotoxicidade, pancreatite e nefrotoxicidade e o surgimento de resisténcia por parte
do parasita a eles tem limitado a sua utilidade. Por isso os atuais desafios de quimioterapia
leishmanicida incluem a baixa disponibilidade de medicamentos, surgimento e desenvolvimento
de resisténcia a farmacos existentes e sua alta toxicidade. Portanto, é extremamente importante
encontrar medicamentos e tratamentos eficazes para o tratamento da leishmaniose (CHAWLA;
MADHUBALA, 2010).

Os objetivos dos sistemas de entrega de farmacos sao prolongar, melhorar e controlar
a administra¢do do farmaco. Muitos estudos estdo sendo feitos nesta drea, a fim de desenvolver
novas formulacdes com vantagens sobre as formulagdes convencionais. Estratégias para a
entrega de farmacos nos sistemas de liberacao incluem importantes aplicacdes da nanotecnologia
(RAWAT et al., 2006; ANTON et al., 2008; MISHRA et al., 2010).
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Os lipossomas tém sido o sistema de entrega de firmacos mais utilizado nos dltimos
30 anos, eles consistem de agregados coloidais de fosfolipidios e colesterol amplamente usados
para encapsulacdo de medicamentos, podem levar ao aumento da especificidade da interagao
dos compostos ativos com os seus locais de acdo, protecdo de ativos sujeitos a degradacao,
reducdo da toxicidade e efetiva liberagdo dos fadrmacos carregados (ALLEN; CULLIS, 2013).

Os lipossomas sao biodegradaveis, ndo-toxicos e capazes de interagir com as células,
devido a semelhanca entre a sua composicao e as membranas celulares, o que lhes confere
uma grande capacidade de absor¢do no local de a¢do; sendo veiculos de entrega de farmacos
(drug-delivery systems, DDS). Este tipo de sistema proporciona uma maior eficicia e segurancga
ao tratamento, uma vez os farmacos sdo adsorvidos ou encapsulados em transportadores,

reduzindo a dose e reagdes adversas das formulagdes convencionais.

Considerando as dificuldades encontradas no tratamento da leishmaniose, a pesquisa
desenvolvida e apresentada nesta dissertacao foi focada no melhoramento do tratamento desta
doenca de importancia médica e sanitdria, através do desenvolvimento de uma formulacao de
AME encapsulado em lipossomas contendo fosfatidilserina (PS) na sua composicdo, e sua
avaliacdo em macrdfagos de c@o de linhagem tumoral (DH82) num sistema de infeccdo in vitro

com o parasita Leishmania infantum.

Cabe mencionar que a proposta inicial da pesquisa era o desenvolvimento de um
sistema de duplo carregamento, que envolvia um complexo AME-ciclodextrina encapsulado
nos lipossomas. Ciclodextrinas sdo oligossacarideos ciclicos usados como carreadores em DDS,
conhecidas por sua capacidade de aumentar a solubilidade de farmacos (KURKOV, 2013).
Porém ndo foi possivel atingir o objetivo planejado por dificuldades encontradas na complexagdo
do AME com ciclodextrina e por esta razao a proposta da pesquisa teve que ser redirecionada,
focando no sistema AME-lipossomal. Os dados referentes aos ensaios de complexa¢cdo do AME

com a ciclodextrina podem ser encontrados na sec¢do de ANEXOS no final desta dissertagao.
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2 REVISAO DA LITERATURA

Este capitulo contém na primeira se¢do uma revisdo da literatura, relacionada a
leishmaniose e sua classificacdo (em leishmaniose visceral e leishmaniose visceral canina),
métodos de prevengdo, controle, diagndstico e tratamento. Na segunda sec@o encontra-se um
levantamento bibliografico de estudos relacionados com lipossomas e sua aplicacdes ao

tratamento da leishmaniose.

2.1 Leishmaniose

Nas Américas, as leishmanioses sdo doencgas zoondticas (transmitidas dos animais
as pessoas) causadas por diferentes espécies protozodrios Leishmania, transmitidas aos seres

humanos e animais por insetos fleb6tomos da familia Psychodidae (PAHO, 2015).

O parasita € um protozodrio pertencente a familia Tripanosomatidae. O género
Leishmania é dividido em dois subgéneros, Leishmania e Viannia e compreende 22 espécies
patogénicas para o homem, dos quais 15 foram identificados nas Américas, como mostrado na
figura 1 (PAHO, 2015).

Vetores do parasita Leishmania sao hematéfagos Diptera (familia Psychodidae,
subfamilia Phlebotominae), comumente conhecidos como flebotomineos. Os géneros
Phlebotomus e Lutzomyia, vetores da leishmaniose, Lutzomyia € o transmissor da L.infantum
nas Américas (Figura 2). No Brasil, Lutzomyia longipalpis é considerada a principal espécie

transmissora do parasito para o homem e animais reservatdrios (LAINSON; RANGEL, 2005).

Nas Américas, o ciclo de transmissdo da leishmaniose é zoondtica, requerendo a
presenca de um reservatorio animal para a manuten¢do do parasita no meio ambiente.
Reservatorios silvestres identificados para diferentes espécies de Leishmania incluem marsupiais
(Didelphis spp.), preguica (Choloepus spp., Bradypus spp.), tamandud (Tamandua tetradactyla),
raposa (Cerdocyon thous) e roedores (Rattus spp., Proechimys spp., Nectomys spp., Oryzomys
spp., etc.) (Figura 3). No meio urbano, o cdo € o principal reservatorio de L. infantum (Figura 3),
e sua infec¢do com leishmania € denominada leishmaniose visceral canina que pode ser grave,
subclinica ou uma patologia auto-limitante (PAHO, 2015; MORENO; ALVAR, 2002).
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Figura 1 — Distribucio das especies de Leishmania nas Américas (PAHO, 2015).

A Leishmania infecta mamiferos através do repasto sanguineo (ato do inseto se
alimentar de sangue diretamente do animal) de um flebotomineo (HANDMAN, 2001). Ao
picar um mamifero, o vetor transmite a forma promastigota do parasita, que se adere a fagécitos
mononucleares teciduais (macréfagos e células dendriticas) por fagocitose e insercdo do
lisossomo. Nessas células hd formagdo do vactolo parasitéforo, resultado da fusdao do vactolo
citoplasmatico com endossomos e lisossomos. Neste ambiente intracelular, o parasita passa
da forma promastigota para a forma amastigota (Figura 4), por meio da divisdo bindria, os
amastigotas se multiplicam até o rompimento da célula hospedeira, liberando amastigotas que
serdo fagocitados por outros macréfagos. A continuacio do ciclo se dd quando um inseto, se
infecta ao picar um mamifero ja infectado, passando assim a transmitir o protozodrio (SOUZA,
2005; HANDMAN, 2001). O ciclo de vida da Leishmania é mostrado na figura 5.
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Figura 3 — Espécies reservatorias da Leishmania. Fileira superior, da esquerda a direita: raposa,
marsupial e roedor. Fileira inferior, da esquerda a direita: tamandud, preguica e cao.

Figura 4 — Formas celulares da Leishmania. Esquerda: forma promastigota. Direita: forma
amastigota. (Adaptada de Xavier Studio, 2015).

2.2 Leishmaniose Visceral

A LV ¢€ causada pela espécie L. infantum, se apresenta quando o parasita tem
tropismo pelo sistema fagocitico mononuclear (SFM) do baco, figado, medula 6ssea e tecidos
linfoides. A LV tem como caracteristica, em humanos, causar lesdes viscerais, acompanhadas de
esplenomegalia, hepatomegalia e afeccao na medula dssea, observando-se acessos irregulares
de febre, perda de peso, aumento de volume do bago, do figado e anemia (Figura 6), chegando
a ser fatal, principalmente em criangas e imunodeprimidos, se ndo tratada (MOUGNEAU et al.,
2011; MURRAY et al., 2005).
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Figura 5 — Ciclo de vida da Leishmania. Adaptado de CDC-Centers for Disease Control and
Prevention, 2015).

Figura 6 — Paciente com leishmaniose visceral, area palpéavel do figado e baco marcados por
caneta, mostrando grande aumento desses dois 6rgaos. (Adaptado de CDC-Centers
for Disease Control and Prevention, 2015).

2.3 Leishmaniose Visceral Canina

O cdo preenche as condi¢des necessarias para ser considerado o mais importante
reservatorio urbano, quer pela alta prevaléncia da doenga entre estes animais, quer pela presenca
de formas amastigotas na pele ou pela sua proximidade ao homem. Por esta razdo, esses animais

sdo considerados alvos estratégicos para medidas de controle da doenca (BANETH; AROCH,
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2008; ALVAR et al., 2004; MORENO; ALVAR, 2002).

A infecc¢ao canina, geralmente, precede o aparecimento de casos humanos e € ainda,
mais prevalente que a LV em humanos. No ambito doméstico, a maioria dos cdes com sorologia
positiva ndo apresenta sinais clinicos, mas pode, como reservatdrio, infectar os flebotomineos
(MORENO; ALVAR, 2002).

A leishmaniose visceral canina LVC € uma doenca complexa e com altas taxas de
prevaléncia, chegando a acometer 80 % de toda a populacdo canina nas dreas endémicas. Nos
caes, as manifestacoes clinicas da doenca niao seguem um padrio, apresentando diferentes sinais
clinicos que refletem o grau de gravidade da doenca (BANETH; AROCH, 2008; ALVAR et al.,
2004).

A LV € endémica em mais de 70 paises, sendo encontrada no Sul e Sudoeste da
Europa, na Africa, Asia e nas Américas (SOLANO-GALLEGO et al., 2011).

O niimero de caes infectados por L. infantum nas Américas € estimado em milhdes.
Na América Latina, a doencga ja foi descrita em pelo menos 13 paises e a maior prevaléncia
(90%) dos casos ocorre na Venezuela e no Brasil (PAHO, 2015).

A LVC € caracterizada por marcante pleomorfismo, com os sinais clinicos variando
de acordo com a resposta imune dos animais ante a infeccio (BANETH; AROCH, 2008).
O periodo de incubagdo da doenca é de dificil determinagdo, podendo variar de trés meses
até varios anos, e devem ser levados em conta fatores relacionados a condic¢ao individual dos
animais, como o estado nutricional e a raca (BARBIERI, 2006; ALVAR et al., 2004).

As lesdes em cdes sdo variadas, inespecificas e incluem a linfadenopatia
generalizada, crescimento desmedido das unhas, perda de pélos ao redor dos olhos, nariz,
boca e orelhas, lesdes de pele com ou sem descamagdes e as vezes Ulceras, perda de apetite
ocasionando depressdo e emagrecimento, ornicogrifose dificuldade de locomocdo, febre,

disturbios de coagulacdo, lesdes renais, hepdticas e lesdes oculares (Figura 7).

2.4  Prevencdo e Controle da Leismaniose

O controle das leishmanioses nos dias de hoje estd baseado: i) no exterminio de
caes infectados que sdo reservatorios de parasitas em dreas peri domiciliares; ii) em medidas
profilaticas de combate ao vetor; e iii) no tratamento farmacolégico dos individuos infectados
(MCGWIRE et al., 2014).

A expansdo da doenca canina, associada ao dominio insuficiente dos pardmetros de
controle da endemia, levaram as autoridades sanitarias do Brasil a direcionarem o controle da
LV em humanos para a populacio canina, amparando-se no inquérito sorolégico e na eutandsia
dos animais soropositivos (RIBEIRO et al., 2008).

Como medidas preventivas para o0 homem e a populacdo canina, o Ministério da



Capitulo 2. REVISAO DA LITERATURA 23

Figura 7 — Lesdes apresentadas nos cdes pelo aparecimento da leishmaniose visceral canina.
Atrofia muscular, anemia e emagrecimento (A), dermatite, descamacgdo, queda de
pelo e ulceracdes (B-D), crescimento desmedido das unhas (C).

Saude no Brasil recomenda o uso de medidas de protecdo pessoal com uso de repelentes,
saneamento ambiental, controle da populagdo canina errante, uso de telas em canis individuais
e coletivos, uso de coleiras impregnadas com deltametrina a 4% em caes (Ministério da Saude,
2011).

Nesse contexto, alternativas para a eutandsia dos caes t€ém sido propostas, como o
uso de vacinas profildticas para limitar e interromper a cadeia epidemioldgica da transmissao
da LV e o tratamento da doenca nos caes (SILVA et al., 2012).

Atualmente, existem duas vacinas contra a leishmaniose visceral canina, registradas
no Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA) e comercializadas no Brasil, a
vacina Leish — tec® e a vacina Leishmune® sendo que a licenga da Leishmune® foi suspensa
temporariamente, em 2014. O Ministério da Saide preconiza a eutandsia de animais soro-
reagentes, mesmo vacinados, que porventura sejam encontrados nas dreas de transmissao
(Ministério da Saude, 2011).
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2.5 Diagnéstico da Leishmaniose

O diagnoéstico das leishmanioses € feito por exame clinico e laboratorial dos
pacientes, tais como exame parasitoldgico direto, teste intradérmico, exames soroldgicos,
imuno-histoquimica, reacio em cadeia da polimerase (PCR), seguidos de hemograma e

bioquimica sérica para acompanhamento de reacdes inespecificas (BRASIL, 2005).

Em cdes, sdo empregados o exame parasitologico direto e as técnicas sorolégicas
(Ministério da Saude, 2011).

O diagnéstico clinico da LVC ¢ precdrio e complexo, pois os sinais clinicos da
doenca sdo varidveis e inespecificos, comuns a outras enfermidades que acometem o cdo.
A imunossupressdo causada pela Leishmania pode gerar infec¢des oportunistas, dificultando
também o diagnoéstico da LV (SILVA, 2007).

2.6 Tratamento da Leishmaniose

O interesse comercial no desenvolvimento de novos compostos farmacéuticos para
doencas negligenciadas como a leishmaniose € limitado, porque o seu tratamento tem que
ser acessivel para garantir o acesso da populacdo pobre afetada. Além disso, os avangos na
compreensdo da biologia de Leishmania nao tem sido traduzidos satisfatoriamente em
compostos quimioterapéuticos eficazes (CROFT et al., 2006; SINDERMANN et al., 2004).
Farmacos que visam agentes patogénicos intracelulares devem ultrapassar as barreiras de
membrana celular e manter-se intracelularmente, com nivel terapéutico e por periodo de tempo
desejado. Além disso, o desenvolvimento de multirresisténcia aos farmacos existentes é

crescente, o que torna o tratamento intracelular da doenga ainda mais desafiador.

Nas udltimas décadas, alguns medicamentos alternativos ou novas formulacdes de
ativos cldssicos tornaram-se disponiveis, porém nenhum deles se mostrou ideal para o tratamento
da leishmaniose devido a alta toxicidade e reacdes adversas graves, como disfuncdes
gastrointestinais e arritmias, longa dura¢do do tratamento ou pelo modo inadequado de
administracdo, que leva ao abandono do tratamento. Além disso, os farmacos mais
frequentemente utilizados, como o antimoniato de meglumina (AME), e a anfotericina B (AmB)
ndo eliminam completamente os parasitas, gerando problemas de resisténcia (GRIENSVEN;

BOELAERT, 2011; SUNDAR et al., 2011).

2.6.1 Antimoniais Pentavalentes

Os farmacos de primeira escolha para o tratamento de leishmanioses tém sido, até
hoje, os antimoniais pentavalentes Sh°*. Eles foram usados pela primeira vez pelo médico
brasileiro Gaspar Vianna, em 1912, na sua forma trivalente (antimonio trivalente, Sh3t, o

chamado tartaro emético ou tartarato de potdssio e antimodnio, obtendo algum sucesso, visto



Capitulo 2. REVISAO DA LITERATURA 25

que naquela época 90 % dos casos evoluiam para 6bito por ndo haver tratamento (LAINSON;
RANGEL, 2005). No entanto, esta formulacao apresentava toxicidade, ocasionando tosse, dor

no peito e depressdo. Além disso, era de dificil administracdo.

Em 1937, Smith introduziu a o estibogluconato de sédio Pentostam® um
medicamento derivado do 4cido estibonico, em que o antimdnio estd na forma pentavalente,
Sh>*. Desta forma, houve reducio de alguns efeitos colaterais e da toxicidade, em relacio
tartaro emético. O acido estibonico complexado a carboidratos (duas moléculas de acido
gliconico) € usado para o tratamento das leishmanioses em paises de lingua inglesa. Em paises
de lingua francesa, espanhola e no Brasil, o fairmaco utilizado € o antimoniato de meglumina,
(Gl ucantime®) também um antimonial pentavalente (BERMAN et al., 1986) (Figura 8).
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Figura 8 — Esquerda: Glucantime® forma comercial do antimoniato de meglumina. Direita:
estrutura molecular do antimoniato de meglumina

Os antimoniais tém mostrado eficdcia varidvel contra a leishmaniose cutinea e
visceral, e exigem a administracdo injetdvel, seja por via intravenosa, intramuscular ou
intralinfatica (MURRAY et al., 2005).

Devido aos efeitos secunddrios, tais como elevada cardiotoxicidade, pancreatite e
nefrotoxicidade os pacientes devem ser hospitalizados e monitorados, ja que o tratamento pode
ter que ser suspenso (MATOUSSI et al., 2007; SHAHIAN; ALBORZI, 2009; ZAGHLOUL,;
AL-JASSER, 2004).

Os antimoniais parecem ter um amplo mecanismo de ac¢do. Os dados sugerem que o
antiménio pentavalente Sh3T entra nas células hospedeiras, atravessa a membrana
fagolisossomica e € convertido em antimonio trivalente Sp3+ (FREZARD et al., 2009).
Acredita-se que o mecanismo anti-leishmania do Sh* estd relacionado com a sua interacio
com biomoléculas que contenham grupos sulfidrila, nos grupos tiéis dos peptideos, proteinas e
enzimas (WYLLIE et al., 2004). Entdo, o Sh>* age contra os amastigotas, por comprometer o
potencial redox dos tidis intracelulares, induzindo seu efluxo e, consequentemente, inibindo a
tripanotiona redutase (DENTON et al., 2004).

A redugio do Sh>T pode ser ndo-enzimdtica (sob condigdes dcidas tais como as

encontradas no fagolisossoma), induzida por glutationa, glicilcisteina e tripanotiona, ou
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enzimdtica pela redutase tiol-dependente (ASHUTOSH et al., 2007) e antimoniato redutase
(PATHAK; Y1, 2001).

O Sh>* também pode matar parasitas por mecanismos indiretos, como o aumento
dos niveis de citocinas (LIMA et al., 2009). Os antimoniais também podem causar danos ao
DNA e inibi¢do da topoisomerase I (CHEESMAN, 2000).

2.6.2 Anfotericina B

O Desoxicolato de anfotericina B AmB, F ungizone® € um antiftingico sist€émico
também utilizado no tratamento para a leishmaniose, desde a década de 1960 (SAHA et al.,
1986). Devido a crescente resisténcia aos antimoniais, o AmB € usado como medicamento
alternativo para a leishmaniose (ALVAR et al., 2004).

E altamente téxico, o que requer uma administracio cuidadosa e lenta, por via
intravenosa, ja que frequentemente causa rigidez, calafrios e febre associada a miocardite e
nefrotoxicidade (BERMAN, 2009).

O AmB liga-se ao ergosterol, o esterol predominante na Leishmania, mas também
reconhece o colesterol em células humanas, formando complexos que abrem poros na membrana,

alterando o balango i6nico e provocando a morte celular (BASU; LALA, 2004).

2.6.3 Pentamidina

A pentamidina, é uma diamidina aromdtica, que apresenta atividade
antitripanossomatidea, antifiingica, antibacteriana, antiviral e antitumoral (BERMAN et al.,
1986). O farmaco € muito toxico e provoca efeitos adversos importantes, tais como a diabetes
mellitus, a hipoglicemia grave, hipotensdo, miocardite e toxicidade renal, podendo causar morte
(SINGH et al., 2012).

Este farmaco € atualmente pouco utilizado, devido ao aparecimento de casos de
resisténcia (BRAY et al., 2003), elevada toxicidade e baixa eficacia (JAIN; JAIN, 2013). O alvo
celular da pentamidina € desconhecido, mas ela parece desempenhar um papel na mitocondria,

a medida que se acumula nesta organela (BRAY e al., 2003).

2.6.4 Paromomicina

A Paromomicina é um antibiético aminoglicésidico, extraido de
Streptomyces rimosus, licenciado na Europa para o tratamento parenteral de infecgdes
bacterianas. Seu mecanismo de ac¢do consiste na inibicao de sintese protéica, através de ligacao
as proteinas ribossomicas induzindo a leitura equivocada do RNA mensageiro. Desta forma,

interfere no complexo de formacdo de peptideos, causando ruptura dos polissomos em
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monossomos ndo funcionais. A paromomicina possui um espectro de atividade parasitaria, que

ndo € apresentado por qualquer outro antibidtico aminoglicosidico (BERMAN, 2009).

E usada alternativamente contra a leishmaniose; de forma tépica para tratar a
leishmaniose cutinea por via intravenosa, e contra a LV (JAIN; JAIN, 2013). No entanto, as
formulagOes parenterais podem causar reagdes adversas graves, incluindo nefrotoxicidade e
ototoxicidade e, mais raramente, hepatotoxicidade (FONG et al., 1994; JAIN; JAIN, 2013). A
paromomicina afeta o potencial de membrana mitocondrial, inibe a sintese proteica e leva a uma
disfunc¢do das vias respiratorias além de alterar a fluidez da membrana e o metabolismo lipidico
(JHINGRAN et al., 2009).

2.6.5 Miltefosina

A Hexadecilfosfocolina ou miltefosina (Impavid0®) ¢ uma alquilfosfocolina
desenvolvida originalmente para o tratamento do cancer. O fairmaco vem sendo utilizado na
India para o tratamento de pacientes com leishmaniose refratdria ao tratamento convencional
com antimoniais, apresentando resultados bastante promissores (SINDERMANN et al., 2004)
e € altamente utilizado no tratamento das leishmanioses, uma vez que pode ser administrado
por via oral (SUNDAR; OLLIARO, 2007). Estudos experimentais in vitro € in vivo mostraram

a eficicia deste farmaco para o tratamento de infec¢des por L. donovani (CROFT et al., 1991).

2.6.6  Alopurinol

O alopurinol é um farmaco de segunda escolha no tratamento humano da
leishmaniose (BANETH; SHAW, 2002). Ele pertence a classe das hipoxantinas e ¢ amplamente
usado na terapia da LVC, sozinho ou em combinac¢do com outros farmacos, sendo eficiente
na remissao dos sinais clinicos da LVC (SILVA et al., 2012). Assim como o Glucantime®,
também € contraindicado em casos de insuficiéncia renal, hepdtica ou cardiaca. Entre as reacdes
adversas mais comuns destacam-se as reagoes cutaneas e de hipersensibilidade. Seu mecanismo
de acdo consiste na interferéncia no metabolismo das purinas (SILVA et al., 2012). E um
farmaco de baixo custo e possui a conveniéncia de ser administrado por via oral (BANETH,;
SHAW, 2002; SILVA et al., 2012).

2.7 Tratamento da Leishmaniose Visceral Canina

Atualmente tem sido bastante discutida a possibilidade de tratamento dos caes,
infectados por leishmania, principalmente dos domésticos. A questdo é controversa, pois se
discute se o tratamento € eficaz para a “cura parasitolégica” do animal, ou se somente fornece a
“cura clinica”, mantendo o c@o ainda como um reservatorio do parasita. O tratamento destinado
aos humanos ndao é recomendado para os cdes pela toxicidade dos farmacos utilizados
(BANETH; AROCH, 2008; BANETH; SHAW, 2002).
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Em 2008, a portaria interministerial n® 1.426 proibiu a utilizacdo de produtos de
uso humano, registrados no mapa no tratamento de caes infectados pela Leishmania (BRASIL,
2005). No entanto, em 16 de janeiro de 2013 esta portaria foi derrubada, permitindo o tratamento

dos cées infectados, e retirando a obrigatoriedade da eutandsia destes animais.

Os principais farmacos utilizados no tratamento da LVC sdo os antimoniais, AmB,
alopurinol, pentamidina e recentemente, miltefosina (ALVAR et al., 2004; SILVA, 2007; MIRO
etal.,2011).

Na tentativa de melhorar os resultados terapéuticos obtidos pelo tratamento
convencional da LVC, principalmente os relacionados a reducdo da carga parasitaria, tem
ocorrido a busca constante por novos farmacos ou por novas formulacdes para os farmacos ja

consagrados, que tenham mais eficdcia no tratamento da doenga no cao (GOMES et al., 2008).

Uma abordagem alternativa para o tratamento da LVC € a utilizacdo de veiculos
de entrega de farmacos, tais como lipossomas. Este tipo de sistemas proporciona uma maior
eficicia e seguranca, uma vez os farmacos sdo adsorvidos ou encapsulados em transportadores,

reduzindo a dose e reagdes adversas das formulagdes convencionais.

2.8 Lipossomas

Como veiculos de entrega de farmacos, os lipossomas sdao microcdpsulas de
fosfolipidios organizados em bicamadas e de forma concéntrica, encerrando um espago aquoso
interno. Quando alguns lipidos s@o suspensos e agitados em excesso de solu¢do aquosa, eles
ddo origem, espontaneamente, a uma populacdo de vesiculas que pode variar em didmetro
desde dezenas de nandmetros (nm) a dezenas de microns ({m); € no nimero de bicamadas
lipidicas. Dependendo do tamanho e do nimero de lamelas, os lipossomas sdo classificados

como vesiculas grandes ou pequenas, uni ou multilamelares (SAMAD et al., 2007).

Durante sua formagdo, o lipossoma encapsula parte do meio aquoso em que se
encontra disperso, englobando as substancias hidrofilicas presentes no meio. A bicamada, por
sua vez, é capaz de acomodar moléculas hidrofébicas e comporta-se como uma membrana
semipermedvel, em relacdo ao material encapsulado no cerne aquoso das vesiculas. Além disso,
algumas substancias con cardter anfifilico podem se alojar na interface lamelar. Por essa
versatilidade em carrear compostos soldveis em dgua e em lipidios, os lipossomas sao

considerados nanocarreadores de ampla aplicagdo (BAWARSKI ez al., 2008).

Os lipossomas sdo biodegraddveis, ndo téxicos e capazes de interagir muito bem
com as c€lulas devido a similaridade om membranas naturais, em termos de propriedades como
transporte i0nico, permeabilidade, propriedades de fusdo, etc. Eles sdo também capazes de
entregar farmacos, proteinas, enzimas, e material genético para células vivas (TORCHILIN,
2013).
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A utilizacdo dessas nanoparticulas para a veiculagdo de farmacos protege o ativo
de degradacdo, leva a reducdo da toxicidade do farmaco e possibilita tratamentos de liberacao
sustentada (LASIC, 1993).

Costuma-se classificar os lipossomas com base em suas propriedades fisico-quimicas
ou mecanismo de acao em: catidnicos ou anidnicos, sensiveis ao pH, eldsticos, imunolipossomas,
entre outros (BAWARSKI et al., 2008).

A classificacdo mais comum descreve os lipossomas em relacdo o nimero de
bicamadas lipidicas concéntricas que possuem: multilamelares (MLV’s do inglés multilamelar
vesicles) ou unilamelares, que podem ser gigantes, grandes ou pequenos (GUV, LUV ou SUV),

respectivamente, como pode se observar na figura 9 (TORCHILIN, 2013).

e Vesiculas multilamelares grandes (MLV): consistem de varias bicamadas concéntricas e
tém tamanho de 500 a 1000 nm.

e Vesiculas unilameres grandes (LUV): t€ém unibicamadas e varia¢dao no tamanho de 200-800

nm.

e Vesiculas unilamelares pequenas (SUV): formadas por uma bicamada simples e com
tamanho de 20 a 100 nm.

100 nm - >1pm Guv
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< 100 nm el
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Figura 9 — Representagdo esquematica dos tipos de lipossomas (SUV, LUV, GUV e MLV), seus
respectivos tamanhos e vista ampliada das bicamadas de fosfolipidios. (Adaptado de
Fonseca-Santos, 2015)

As moléculas de farmacos podem ser encapsuladas no espaco aquoso interno do
lipossoma ou ainda podem se intercalar entre os lipidios que compdem a bicamada, dependendo
de suas caracteristicas fisico-quimicas ou da composi¢do dos lipidios que constituem o

lipossoma (Figura 10). A capacidade dos lipossomas em aprisionar farmacos hidrofilicos e
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hidrofébicos com modulagdo de sua atividade, além de sua versatilidade e capacidade de
modifica¢do da sua superficie sdo os principais fatores responsdveis pela sua popularidade na

pesquisa de entrega de farmacos.
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Figura 10 — Representacdo esquemdtica da organizacdo de um lipossoma remetendo as
possiveis formas de inser¢do de compostos hidrofilicos, lipofilicos e anfifilicos.

Esquerda: lipossoma unilamelar. direita: lipossoma multilamelar. (Adaptado de: De
Araujo, 2008)

A funcdo dos lipossomas como veiculos € liberar os farmacos nele encapsulados em
alvos especificos, evitando a toxicidade sist€mica das substancias que ficam disponiveis no local
de acao (GRANT; BANSINATH, 2001). Os lipossomas tém sido utilizados em imunoensaios
(RONGEN et al., 1997) e como sistemas de liberacdo sustentada para varios farmacos incluindo
antivirais (LAW et al., 2000), antifingicos (KOTWANI er al., 2002), medicamentos
antineoplasicos (STUART et al., 2000).

Em geral, varias propriedades influenciam o desempenho in vivo dos lipossomas,
dentre os quais a composicao lipidica, a temperatura de transi¢cdo de fases dos fosfolipidios
constituintes, 0 método de preparacdo, a lamelaridade, o tamanho e a carga superficial. Em
2013, cerca de 20 formulagdes lipossomais estavam em fases de ensaios clinicos, para serem

langadas no mercado, para o tratamento em humanos (ALLEN; CULLIS, 2013).

O farmaco encapsulado em lipossomas surge como alternativa de tratamento, uma
vez que o principio ativo fica protegido de eliminagdo e/ou degradacdo rdpida pelo sistema
celular do hospedeiro. Os lipossomas podem ser internalizados pela célula e a liberacao lenta do
farmaco no interior da célula alvo, potencializa sua acio e reduz efeitos secunddrios indesejdveis,

como a toxicidade induzida por niveis plasmaticos altos (FREZARD ez al., 2000).
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2.8.1 Lipossomas no Tratamento da Leishmaniose

Os lipossomas, depois de inje¢do intravenosa, sao removidos rapidamente pelas
células fagociticas do bago e figado (também denominado como direcionamento passivo) e,
pelo menos em parte, sdo localizados nos lisossomos dessas células, o que tem estimulado
cientistas a explorar sua aplicacdo para o tratamento de infec¢des intracelulares bacterianas
e parasitarias (BAKKER-WOUDENBERG, 1995). De fato, uma das primeiras aplicacdes de
lipossomas foi seu direcionamento para macréfagos, no tratamento de infeccado por Leishmania
(OWALIS; GUPTA, 2005).

A eficdcia das formulacdes lipossomais no tratamento das leishmanioses estda
relacionada a tendéncia natural de remog¢ao dos lipossomas da circulagio sanguinea, através de
fagocitose por macréfagos residentes no figado, baco e medula 6ssea (FREZARD et al., 2000).

Desta forma, o farmaco carregado pelos lipossomas atinge como sitio de a¢cdo, os macrofagos.

Os lipossomas sdo mais bem estudados para tratamento da leishmaniose do que
para qualquer outra doenga parasitéria, devido principalmente ao fato da Leishmania colonizar
macréfagos, que sdo também responséveis pela depuracio de lipossomas in vivo (FREZARD et
al., 2000).

Assim, foi pensada a utilizacao de lipossomas convencionais para o direcionamento
de farmacos anti-leishmaniose com a possivel redu¢a@o no seu perfil de toxicidade. Para a terapia
da leishmaniose, como mencionado anteriormente os antimoniais sdo os firmacos de escolha,
apesar de seus reconhecidos efeitos toxicos. A eficicia de vdrias fairmacos antimoniais como
o AME ou estibogluconato de sédio quando encapsulados em lipossomas tem se mostrando
superior nos lipossomas que a do farmaco livre (FREZARD et al., 2000; KALAT et al., 2014,
SCHETTINI et al., 2006; SINHA et al., 2015).

Por exemplo, New e col. mostraram que o estibogluconato de sédio encapsulado em
lipossomas aumentou sua atividade contra a leishmaniose cutdnea em camundongos, quando os
parasitas estavam localizados nos macréfagos de tecidos periféricos (NEW; CHANCE, 1980).
Alving e col. demonstraram pela primeira vez a utilidade dos lipossomas no
tratamento de LV em hamsters (ALVING et al., 1978). Antimoniais encapsulados em lipossomas
mostraram-se 700 vezes mais ativos do que o farmaco livre (ndo encapsulado), confirmando
assim o potencial dos sistemas de lipossomas. Além disso, estudos de microscopia eletronica
revelaram uma dramatica desintegracdo da Leishmania em células de Kupfer de hamster, apos
tratamento com agentes antimoniais lipossomais o que ocorre, possivelmente, como um
resultado da fusdo fagolisossomica (ALVING et al., 1980a).

Considerando-se o problema da resisténcia associada com antimoniais, foram
também feitos esforcos para avaliar a eficicia de agentes de segunda linha, tais como (AmB) em
formulacdo lipossomal, para o tratamento de todos os tipos de leishmaniose
(BRAY et al., 2003; HAMMARTON et al., 2003; NYLEN; GAUTAM, 2010). A AmB
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lipossomal (L-AmB) foi 350-750 vezes mais ativa do que o AME, e de 2 a 5 vezes mais ativa
do que a AmB ndo encapsulada, quando testada contra LV experimental. Além disso, quando
testada em macacos-esquilo, a anfotericina B lipossomal (L-AmB) atingiu 99% de supressao
de amastigotas de Leishmania no figado com uma melhora concomitante no indice terapéutico
da AmB (BODHE et al., 1999).

Posteriormente, com a comercializa¢do bem sucedida da L-AmB (AmBiosome®),
a eficdcia da L-AmB em seres humanos para o tratamento de leishmaniose cutianea e visceral
foi testada por varios investigadores (AMATO et al., 2004; BODHE et al., 1999; MARTINO et
al., 1997, RUSSO et al., 1996). Croft e col. utilizaram a L-AmB (AmBiosome®) no tratamento
de pacientes que padeciam de LV e que estavam sofrendo de resisténcia a multiplos fairmacos
(CROFT; COOMBS, 2003). Outros produtos a base de lipidos como o a dispersdo coloidal
de AmB (Amphocil ®) e o complexo lipidico de AmB (Amphotec®) também mostraram-se
eficazes contra a LV, porém, na maior parte dos estudos que compararam a eficicia das
formulacdes de AmB a base de lipidios, a formulacao lipossomal L-AmB mostrou-se superior
aos outros, em estudos in vivo (YARDLEY; CROFT, 2000).

Subsequentemente, Papagiannaros e col. demonstraram vantagens do uso da
miltefosina liposomal sobre a miltefosina livre, como a melhora na susceptibilidade de
promastigotas de Leishmania resistentes a miltefosina (PAPAGIANNAROS et al., 2005).

Embora multiplos farmacos encapsulados em lipossomas tenham sido usados para
o tratamento dos diferentes tipos de leishmaniose, relatos que envolvam o direcionamento do
fadrmaco ativo ao alvo em seres humanos s6 foram encontrados para a L-AmB (AmBiosome®)
(CROFT; COOMBS, 2003; GRADONI et al., 1993; RUSSO et al., 1996).

Também hé relatos de sucesso no tratamento com L-AmB para leishmaniose cutanea
resistente ao tratamento com antimonio (TORRE-CISNEROS et al., 1994) e para
pacientes com LV infectados com o Virus de Imunodeficiéncia Humana (VIH) e Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) (LAZANAS et al., 1993; RUSSO et al., 1996).

Infelizmente, ndo ha outras formulag¢des propostas até agora que tenham o potencial
de ser usadas amplamente como a AmB sob a forma de lipossomas. Assim, novos
medicamentos e sistemas de distribui¢c@o precisam ser desenvolvidos para combater as epidemias

da leishmaniose.

A Tabela 1 (Anexo) traz um levantamento detalhado dos trabalhos na literatura,

envolvendo o uso de antimoniais encapsulados em lipossomas no tratamento da leishmaniose.

Como mostrado na tabela os primeiros relatos ocorreram na década de 1980, quando
diferentes autores verificaram, em modelos de roedores e no cao, que as formulagdes lipossomais
foram até 700 vezes mais eficazes no tratamento da LV, quando comparadas ao tratamento
convencional com os antimoniais ndo encapsulados (ALVING et al., 1980a), usando SUV de

composicdo: distearoil-glicero-fosfocolina, colesterol, dodecilfosfocolina, 5:4:1 mol %
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liofilizadas e depois reconstituidas por ressuspensdo em tampao fosfato em pH 7,2 (ALVING
et al., 1980Db)

Formulagdes lipossomais para trés farmacos antileishmaniais: glucantime,
miltefosina e paromomicina foram preparadas por Momeni e col. com diferentes composi¢des
de lipidios, usando um método modificado de emulsao/liofilizagao. A eficiéncia de encapsulacao
dos lipossomas preparados por esse método foi de até 90 %, porém os
lipossomas tinham tamanho de distribui¢cao bimodal, o que causou diminui¢do da porcentagem
de encapsulagdo (% EE) para 50 % durante a filtragem de esterilizacao. Estes autores mostraram
também que o efeito da carga de superficie € significativo sobre o processo de preparacgao,
o tamanho dos lipossomas e a eficiéncia de encapsulacdo, apresentando maior eficiéncia de
encapsulacdo e menor tamanho as formulacdes com carga negativa (-60 mV) (MOMENI ez al.,
2013).

Borborema e col. desenvolveram formulagdes de AME lipossomal e determinaram
sua atividade leishmanicida e absor¢do em macréfagos, mostrando que o valor concentracao
inibitéria média (IC50) com o antimoniato de meglumina liposomal (L-AME) foi 10 vezes
menor que a do farmaco livre, apresentando ainda toxicidade reduzida nos macréfagos
(BORBOREMA et al., 2011). Usando L-AME com fosfatidilserina PS, Tempone e col.
demostraram uma alta eficacia in vivo, reduzindo em 133 vezes a dose de antimdnio total
administrada em hamsters infectados (TEMPONE; JR., 2008).

Até o momento nao € de nosso conhecimento, estudos envolvendo a avaliacdo de

lipossomas anidnicos, num sistema de infeccdo in vitro com Leishmania infantum.
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3 JUSTIFICATIVA

O uso de formulacdes de liberagdo sustentada (drug delivery) baseadas em

lipossomas tem sido propostas, para melhorar a solubilidade e biodisponibilidade de farmacos.

A proposta desenvolvida nesta dissertacao foi baseada no desenvolvimento de uma
formulacdo do AME encapsulado em lipossomas anidnicos (contendo fosfatifilserina, PS) na
sua composi¢do, e sua avaliagdo em macréfagos de cdo (linhagem DHS82), num sistema de

infecc¢ao in vitro com Leishmania infantum.

Este sistema foi desenvolvido considerando a hipétese de aumento da solubilidade,
de prolongamento da duragdo de acdo e de reducdo da toxicidade celular apresentada pelo AME,

bem como da diminuicdo da dose necessdria deste, para reduzir a carga parasitaria.

Embora vérios trabalhos ja tenham sido feitos na tentativa de melhorar a eficicia
terapéutica do AME através de sua incorporaciao em lipossomas (Tabela 1-ANEXOS), nenhum
deles ainda se mostrou eficaz para melhorar a adesdo ao tratamento ou eliminar completamente

os parasitas de caes portadores da LVC, sem recaida da doenga.

Ressalta-se também um diferencial na composicdo dos lipossomas, que contém
uma pequena fracdo de PS, para aumentar a internalizacdo das vesiculas pelos macréfagos
(BORBOREMA et al., 2011).

A maioria dos estudos de LVC e investigagdes de farmacos sdo realizados in vivo,
isto é, com caes naturalmente infectados, sem as condi¢des experimentais controladas dos
modelos in vitro, tais como as culturas de macréfagos infectados com L.infantum. Por outro
lado, a maioria dos estudos de interacio macréfago-leishmania e dos testes com candidatos
a farmacos leishmanicidas sdo realizados com linhagens de macréfagos humanos e murinos
(NYLEN; GAUTAM, 2010). Considerando-se que a resposta de cdes ao tratamento ¢ diversa
daquela de humanos, faz-se necessario o desenvolvimento de tratamentos, protocolos e ensaios,

utilizando-se macréfagos de cao.

Por isso nesta dissertagdo foi adotada uma abordagem inovadora de aplicacdo de
um sistema lipossomal anidnico, desenvolvido objetivando o tratamento de numa doenca de
importancia médica e sanitdria, num modelo in vitro de infec¢do de macréfagos de cao DH82

por L.infantum.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Preparar e caracterizar formulagdes lipossomais para o fairmaco antileishmania AME
encapsulado em lipossomas (L-AME), compostos de fosfatidilcolina de ovo (EPC), colesterol
(CHOL) e fosfatidilserina (PS), bem como a avalia¢do de sua eficicia num modelo in vitro de

infeccdo de macréfagos da linhagem canina DH82 com o parasita L.infantum.

4.2 Objetivos Especificos

Para alcancar o objetivo geral supracitado foram estabelecidos os seguintes objetivos

especificos:

1. Preparacdo da formulagdo do AME, em lipossomas tipo LUV (L-AME composta dos
lipidios EPC/CHOL/PS e o agente antioxidante o-tocoferol, na razdo molar 4:3:0,04:0,07
mol%.

2. Caracterizacao fisico-quimica do sistema L-AME em termos de tamanho das particulas,
polidispersao, potencial zeta, porcentagem de encapsulacdo do farmaco e concentracio

de fosfolipidios.

3. Avaliacdo da eficécia in vitro do sistema lipossomal em culturas celulares de macréfagos
DHS2 infectados com a forma promastigota e amastigota do parasito Leishmania infantum
(MHOM/BR/1972/LD), em comparacdo com a eficdcia do farmaco livre.

4. Realizacdo de estudos de colocalizagdo celular do parasito Leishmania infantum e do

sistema lipossomal dentro dos macréfagos DHS2.
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5 MATERIAL E METODOS

Este capitulo apresenta na primeira secdo uma descricdo dos materiais (reagentes,
equipamentos, softwares e células) utilizados para o desenvolvimento deste projeto. A segunda
secdo apresenta os métodos realizados para atingir os objetivos planejados durante o
desenvolvimento desta dissertacdo. A terceira secdo mostra programas de andlise estatistica

que foram usados para o processamento dos dados aqui mostrados.

Os experimentos realizados e os resultados obtidos na tentativa de desenvolvimento
do complexo AME em ciclodextrinas podem ser encontrados, na secdo de ANEXOS desta

dissertacdo.

5.1 Materiais

5.1.1 Reagentes

e Antimoniato de meglumina, (AME) (SANOFI AVENTIS)

e Fosfatidilcolina de ovo, (EPC) (SIGMA-ALDRICH)

e Fosfatifilserina,(2-oleoil-1-palmitoil-sn-glicero-3-fosfo-L-serina), (PS) (SIGMA-ALDRICH)
e Colesterol, (CHOL) (SIGMA-ALDRICH)

e Acetato de alfa-tocoferol, (a-TOC) (SIGMA-ALDRICH)

e 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-brometo de difeniltetraz6lio, (MTT) (SIGMA-ALDRICH)

e Meio de cultura celular para o crescimento de linhagens celulares de insetos (SCHNEIDER)
(SIGMA-ALDRICH)

e Meio Eagle modificado por Dulbecco (DME) (NUTRICELL)
e Acido cloridrico, (HCI)

e Tampao fosfato salino, (PBS)

e Cloroférmio

e Etanol

e Glicina

e Acido tiobarbitirico, (TBA)
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Tetraetoxipropano, (TEP)

Fosfato de sédio dibasico heptahidratado

Acido perclérico

Fosfomolibdato de amonio, (FMA)

Acido ascérbico

Uranila, (SIGMA-ALDRICH)

Cloreto de soédio, (NaCl)

Paraformaldeido, (PFA)

Detergente Triton-X100

Albumina sérica bovina, (ASB)

Soro fetal bovino, (SFB)

Anticorpo primadrio, (Anti-dog CD11c¢) (BiO-RAD)

Anticorpo secunddrio, (Alexxa488) anti-mouse (Molecular Probes)
Corante fluorescente para contraste nuclear, (TO-PRO-3) (Molecular Probes)
Gentamicina, (SIGMA-ALDRICH)

Tripsina, (SIGMA-ALDRICH)

Urina humana masculina

Corante celular azul de tripan, (SIGMA-ALDRICH)

Fixador de 1aminas, Entellan (SIGMA-ALDRICH)

Metanol

Corante celular, Giemsa (SIGMA ALDRICH)

Tampao HEPES para uso em cultura celular (SIGMA-ALDRICH)
Dodecilsulfato de sédio (SDS)

Acido nitrico

Per6xido de hidrogénio

Acido acético glacial

Formalina
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5.1.2 Equipamentos

e Extrusora, (Lipex Biomembranes Inc.)

e Ultracentrifuga, (Beckman®Coulter)

e Espectrofotometro UV-vis, (Varian®Cary50)

e Microscopio eletronico de transmissao, (Zeiss®LE 050)

e Analisador de tamanho de particulas e potencial zeta por espalhamento de luz (DLS),
(ZetaSizer®N anoZS90) (Malvern Instruments Co.)

e Difratdmetro de raios-X, (Rigaku®RIN 72100)

e Equipamento de Ressonancia Magnética Nuclear, (Bruker®AvanceHI 400MH?z)
e Microscopio 6ptico, (Zeiss®Prim0starAxi0cam)

e Mcroscopio 6ptico invertido, (Olympus Optical Co.)

e Shaker, (GoShaker®)

e Cabine de seguranca bioldgica (Pachane®PA420)

e Leitor de placas

e Bomba vicuo

e Estufas para crescimento celular (27°C e 37°C) (labcienti fica®SL101 e Brunswick®
Galaxy48R)

e Agitador magnético (Gostirrer®MS —H — Pro)

o Balanca Analitica (Shimadzu® AY220)

e Centrifuga,(Eppendorf ®s5 130)

e Meio de montagem para cobertura de tecidos marcados com fluorocromos, (Dako® ,USA)
e Microscépio confocal, (Leica® TCSSP5)

e Camara de Neubauer

e Citdmetro de fluxo

e Bloco digestor

e Autoclave (Sercon®AHMC)

e Extrusora
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Banho Maria (Precisi0n®)

Espectrometro de absorc¢ao atdmica

pHmetro (Qm'mis®)

Banho seco (N ovatecnica®)

5.1.3 Sofwares

e Programa de processamento de imagem, projetada para imagens cientificas multidimensionais,
ImageJ, NIH.

e Programa para andlise de leitura de placas por espectometria UVvis, KC4-.(BIO—TEK ®).

e Programa de obten¢do de imagens,Axio-vision 4,3 (Zeiss®).

51.4 Células

e Formas celulares promastigotas e amastigotas do parasito Leishmania Infantum (MHOM/BR/
1972/LD), gentilmente cedidos pela Dra. Clara L. Barbieri Mestriner, Universidade Federal

de Sdo Paulo.

e Macréfagos DH82, linhagem de macréfagos caninos proveniente do Banco de Células da
Universidade Federal do Rio de Janeiro (ATCC nacional).
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52 Meétodos

Esta secdo estd dividida em duas subsecOes a primeira € denominada como Ensaios
Quimicos, na qual € apresentado o desenvolvimento da formulagdo lipossomal L-AME, desde
seu preparo até a realizacdo dos testes de caracterizacdo fisicoquimica. A segunda subseccao
¢ denominada como Ensaios Bioldgicos, a qual aborda os ensaios realizados com as culturas
celulares de macréfagos DHS8?2 e parasitos L.infantum, incluindo os experimentos de proliferacao

e toxicidade celular.

Os seguintes diagramas (Figuras 11 e 12) mostram os ensaios e testes realizados

para a avaliacdo fisicoquimica e bioldgica do sistema lipossomal L-AME.

Formulacdes lipossomais para o
carregamento de antimoniato de
meglumina (L-AME)
|

( Caracterizacéo w
L Fisico-quimica
Medida da Estimativa da Tamanho, Determinacdo Morfologia
concentragdo _total peroxidacdo dos PDLe da eficiéncia de das
de fosfolipidios fosfolipidios 1’02‘;“';““ encapsulacio | formulaces )
| \
. o =y
Ensaio do Método da Raio : Microscopia
fosfato reacdo do hidrodindmico Espectrometria de Eletrénica
(Rouser, 1970) MDA+TBA dae vastcilas ahsorcao atémica de
(Brito,1996) transmissdo

Figura 11 — Diagrama da caracterizacao fisicoquimica realizada ao sistema lipossomal L-AME.

Ensaios |
invitro |

Parasita
L.infantum

Macrofagos DH82

infectados com
Linfantum

Macrdfagos DHS2 I

1. Curva de crescimento
2. Imunofluorescéncia 1. Curvade

1. Padronizacdo da
proporcdo de infeccdo
2. Citotoxicidade do AME

3. Citometria de fluxo crescimento _li‘_u're e lipos_sso_mal )
4. Toxicidade do AME 2 Toxicidade do 3. Atividade antileishmania
livre e lipossomal AME livre do AME livre elipossomal

4, Colocalizacdo
parasita- lipossoma

Figura 12 — Diagrama dos ensaios in vitro realizados aos macréfagos DHS2 e os parasitos
Leishmania infantum, para a avaliacdo bioldgica do sistema lipossomal L-AME.
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5.2.1 Ensaios Quimicos
5.2.1.1 Lipossomas para o carregamento do antimoniato de meglumina (L-AME).

Lipossomas multilamelares (5 mM de lipidios totales), foram preparados pelo método
de hidratacdo de filme seco de lipidios. Aliquotas de EPC, CHOL, PS e a-tocoferol foram
pipetadas de solugdes estoque em cloroférmio (grau de pureza > 99 %), para uma propor¢ao

molar final de de 4:3:0,4:0,07 mol %, respectivamente.

Em seguida as aliquotas foram evaporadas sob fluxo de N, e mantidas sob vicuo
por 2 h a temperatura ambiente, para retirada do cloroférmio residual. Apds secagem, o filme
lipidico aderido a parede do tubo foi ressuspenso em tampao HEPES 20 mM, pH 7.4 contendo
AME, na concentracdo 0,01 M e agitado em vortex (3 min) obtendo a formacao de MLV.

As LUV foram obtidas por extrusdo das MLV, sob pressio de N> (3,0 kgf/cm? ou 40
psi) a temperatura ambiente, isto é acima da temperatura de transi¢do de fases da EPC (-5 °C);
passando-se a amostra de MLV 12 vezes por uma extrusora, contendo um disco de drenagem e
duas membranas de policarbonato com poros de tamanho controlado (0,4 tm) com o intuito de

que obter homogeneidade no tamanho das vesiculas obtidas.

Posteriormente a suspensdo lipossomal foi submetida a esterilizacdo durante 121
°C/5 min para eliminar microrganismos que pudessem causar contaminag¢io durante os ensaios
bioldgicos, foi usada esta temperatura considerando o ponto de fusdo do farmaco (128-132 °C)
e estudos de esterilizagdo de formulacdes lipossomais realizados previamente no laboratério de
Biomembranas IB/UNICAMP (CEREDA et al., 2008), foram realizadas medicoes de
peroxidacao, distribui¢do de tamanho, polidispersao e potencial zeta das vesiculas estéreis para

verificar o efeito do processo de esterilizacdo nos lipossomas.

5.2.1.2 Medida da Concentracdo Total de Fosfolipidios

A concentragdo total de fosfolipidios foi medida através do ensaio de fosfato,
segundo o método descrito por Rouser e col. (ROUSER et al., 1970), com modificacdes
introduzidas por (BRITO et al., 1996).

Foi preparada uma solugdo de (Na, HPO4) 1 mM, a apartir da qual foram pipetados

para tubos falcon aliquotas de 10, 30, 60 e 90 uL para uma curva de calibracdo.

Em paralelo foram pipetados 50 pL dos lipossomas e 450 uL de tampao HEPES
20 mM, pH 7.4 para outros tubos falcon. Todas as amostras foram mantidas em estufa pelo
pernoite noite para secagem do material. Apds secagem, foram adicionados aos tubos 50 uLL
de 4cido perclérico HCIO4 concentrado. Os tubos foram, entdo, colocados em bloco digestor
a 180 °C por 1 h. Em seguida, foram adicionados 900 uL de reagente de trabalho (contendo
fosfomolibdato de amonio e dcido ascérbico em meio dcido conforme a tabela 1), sob agitacao

e os tubos foram levados ao aquecimento em banho-maria a 45 °C de 15 a 20 min. Em seguida,
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foram medidas as absorbancias das amostras e padrdes da curva de calibracdo em 795 nm em
espectrofotometro UV-vis, utilizando reagente de trabalho e dcido percldrico como branco (para
zerar o equipamento). Foi calculada a quantidade de fosfolipidio presente na formulacao através

da comparagdo das leituras das amostras com as leituras do padrao.

Paro o reagente de trabalho foram utilizados:

Tabela 1 — Componentes do reagente de trabalho

Reagente Quantidade
Molibdato de Amonio 0,1757 g
Agua 38 mL
Acido ascérbico 38¢g
Acido sulfirico 1,1 mL

Para determinar a concentracio de fosfolipidio nos lipossomas foram aplicadas as

seguintes formulas:

_Abs
B

X (5.1)

Onde X corresponde aos moles da substancia, Abs ao valor de absorbancia e B o

valor do slope obtido da curva padrao.

X

M=—
Vm

(5.2)

onde M corresponde a molaridade, X aos moles da substancia obtidos da férmula

anterior € Vm volume de lipossomas adicionados para a medigao.

5.2.1.3 Medida da Distribuigdo de Tamanho,Polidispersdo e Potencial Zeta ({-) dos Lipossomas

As medidas de espalhamento de luz (light scattering) sdo muito importantes na
estimativa do tamanho, forma e interagao de particulas lipossomais, além de ser esta uma técnica
que oferece vantagens como rapidez das medidas, ndo interferir no sistema e promover analise

representativa das amostras, uma vez que o nimero de particulas € relativamente grande.

O principio da técnica considera que quando um feixe de luz é direcionado a uma
suspensao coloidal ou dispersdo, parte dessa luz pode ser absorvida, parte € dispersa e a restante
¢ transmitida através da amostra. A luz dispersa ou “espalhada” (scattered) resulta de um campo
elétrico associado a luz incidente, induzindo oscilagdes periddicas na nuvem eletronica dos
atomos do material analisado, que sdo detectadas pelo aparelho ao longo de um intervalo de
tempo; a dinamica das oscilagdes permite calcular o raio hidrodinamico e a distribui¢do das
particulas (SHAW, 1992).
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O equipamento utilizado para determinar o tamanho dos lipossomas (Zeta Sizer)
também mede o potencial zeta das particulas. Quase todos os materiais macroscopicos ou
particulados adquirem uma carga elétrica superficial quando estdo em contato com um liquido.
O potencial zeta é um indicador dessa carga e é importante nos estudos de quimica de superficie,
visto que pode ser usado para prever e controlar a estabilidade de suspensdes ou emulsdes
coloidais. Sua medida é obtida a partir de fendmenos decorrentes da movimentagdo das
particulas em relacdo ao meio em que estdo dispersas, provocando o rompimento da dupla
camada elétrica, no plano de cisalhamento (USKOKOVIC et al., 2010).

Foram realizadas medidas do raio hidrodindmico das vesiculas lipossomais em
equipamento (ZetaSizer®NanoZS90), utilizando o método de espalhamento dinamico de luz),
as medidas foram feitas na auséncia e presenga de AME nas concentracdes (0-0,005-0,001-0,01
M), com o objetivo de verificar o tamanho médio, potencial zeta ({-) e a homogeneidade das
suspensoes lipossomais antes e apds a encapsulacdo do farmaco.

Estas medi¢oes foram feitas com vesiculas lipossomais nao estéreis, e esterilizadas,

para verificar o efeito deste processo na estabilidade das particulas lipossomais.

As formulacdes foram diluidas em dgua Milli-Q na proporcao de 25 ul das
formulacdes para 975 uL de dgua. Foram realizadas as varreduras de cada amostra e as medidas
de tamanho (nm) e potencial zeta ({-,mV) foram obtidas a 25 °C, em equipamento
(ZetaSizer®NanOZS9O), com um angulo de deteccdo de 90°. Essas medidas foram também
usadas para avaliar a estabilidade das formula¢des fazendo medi¢des frequentes durante seis

meses de armazenagem, a 4 °C.

5.2.1.4 Morfologia das Formula¢ées: Microscopia Eletrénica de Transmissdo

A técnica de microscopia electronica de transmissdo (MET) foi utilizada para

analisar diretamente a morfologia das amostras contendo ou nao L-AME estéreis e ndo estéreis.

A fim de preparar o material para a microscopia, uma gota da suspensao lipossomal
(5 mM) foi adicionada a uma grade de ouro. Apos 10 s, o excesso da amostra foi retirado com
papel filtro, e em seguida, uma gota de solucdo aquosa de uranila a 2 % (p/p) foi adicionada
sobre a mesma. Apds 8 s, o excesso foi novamente retirado com papel filtro e, na sequéncia,
uma gota de dgua MilliQ foi adicionada a grade, seguindo-se o0 mesmo procedimento para
a retirada do excesso, apds 5 s. A grade permaneceu em repouso, em temperatura ambiente,
até a secagem das amostras. Esses experimentos foram feitos no Laboratério de Microscopia

Eletronica do IB/Unicamp.

5.2.1.5 Estimativa da Peroxidacdo de Fosfolipidios

Por apresentarem constituicao semelhante as membranas celulares, os lipossomas

também sdo suscetiveis aos efeitos da peroxidacgao lipidica (ESTEPA et al., 2001). Os lipossomas
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usados neste trabalho foram constituidos majoritariamente de EPC, cujos acidos graxos
apresentam grau variado de saturagdo (GROBAS et al., 2001). A retirada de um atomo de
hidrogénio da cadeia acila, etapa inicial da oxidacdo, pode ser o resultado de exposi¢do a

radiacdo eletromagnética ou a contamina¢@o por metais de transi¢ao.

A estabilidade quimica e fisica dos lipossomas € um importante fator a ser
considerado para sua utilizacdo eficaz como veiculos de formula¢des farmacéuticas. Quaisquer
alteracdoes na natureza de seus componentes refletem mudancgas de propriedades como a

permeabilidade da bicamada e interacOes entre as vesiculas (agregacao e/ou fusao).

Algumas medidas preventivas devem ser utilizadas para evitar a peroxidacgao lipidica
dos lipossomas como: estocagem ao abrigo da luz (prote¢do contra fotoperoxidagdo) e em
baixas temperaturas (preferencialmente a 4 °C), redugao dos niveis de oxigena¢do na amostra
(utilizacao de vacuo ou substitui¢do do ar por nitrogénio), além de evitar a exposi¢do a irradiacao
(LICHTENBERG; BARENHOLZ, 2006) e uso de agentes redutores como o tocoferol.

Os produtos da peroxidacdo lipidica apresentam natureza instdvel, portanto a
avaliacdo de seus niveis € realizada através da determinacdo de metabdlitos dos lipoperdxidos,
sendo necessario considerar alguns fatores no processo de oxidacao como: conjugagao de duplas
ligacdes; formacao de perdxidos e producdo de aldeidos de alta reatividade, especialmente o
malondialdeido (MDA).

Existe uma variedade de métodos analiticos desenvolvidos para determinar o dano
oxidativo dos lipidios (quantificacdo de hidroperdxidos, dienos conjugados e endoperdxidos
ou peroxidos ciclicos), dentre eles, o mais comumente utilizado baseia-se na reacdo, em altas
temperaturas, do MDA com o 4cido tiobarbitdrico (TBA), formando um croméforo vermelho
que pode ser detectado por absorcdo visivel Vis (em 532 nm) ou por fluorescéncia, sendo o

método especifico para determinagdo de endoperéxidos (OHKAWA et al., 1979).

Para a realizacdo do teste, foi determinada uma curva de calibragdo com o padrio
de tetraetoxipropano (TEP) em concentracdes que variaram de 0,01 a 0,12 mM. Em seguida,
foram retiradas aliquotas das amostras (MLV) a serem analisadas, adicionando-se os seguintes
reagentes: cloreto férrico (0,3 % reagente catalizador), hidroxitoluenobutilado (BHT) (0,2 %,
reativo antioxidante), tampao glicina (0,2 M, pH 3.6), TBA (0,5 %, reativo cromogénico) em
solucdo de dodecilsulfato de s6dio (SDS) (0,3 %).

As amostras foram colocadas em banho a 100 °C por 15 min e, posteriormente,
foram resfriadas em banho de gelo. Em seguida, adicionou-se dcido acético glacial e cloroférmio
(1:2 v/v) e entdo, foram centrifugadas até separacdo das duas fases (500 xg/20 min, 4 °C). A

absorbancia do sobrenadante foi medida (532 nm) e comparada com a da curva padrao de TEP.
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5.2.1.6 Determinacdo da Eficiéncia da Encapsulacio

A Eficiéncia da encapsulacio (%EE) foi avaliada pela quantificacdo do antim6nio
total encapsulado dentro dos lipossomas, através da técnica de espectrometria de absorcao
atomica (EAA). Amostras de L-AME (LUV) foram submetidas a ultracentrifugacao (120.000 x
g/2 h, 10 °C). O antimdnio total foi avaliado no pellet e no sobrenadante das amostras. O pellet
e o sobrenadante foram separados em tubos de ensaio e se realizou digestdo adicionando uma

aliquota de 4cido nitrico concentrado (HNO3 65 % v/v).

O processo de digestdo consistiu na hidrolise acida dos fosfolipidios e outros
materiais organicos e, consequentemente, da liberacao do analito (Sh que estava encapsulado

nos lipossomas.

Os tubos foram acondicionados em bloco digestor e mantidos a 90 °C por 1 h.
Adicionou-se 0,45 mL de peréxido de hidrogénio (H,0; 30 % v/v) em cada tubo e retornou-se
para o bloco digestor por mais 40 min/90 °C. Apds serem retirados do bloco digestor, os tubos
foram resfriados a temperatura ambiente e o contetdo foi transferido quantitativamente para

baldes volumétricos de 10 mL completando o volume com 4cido nitrico a 0,2 % (v/v).

Para a dosagem por espectrometria de absor¢do atdmica em forno de grafite as
amostras forma previamente diluidas em &dgua MilliQ, de modo a obter concentragdes

compativeis com a curva de absorcao (10 mg/L, 20 mg/L e 30 mg/L).

As analises foram realizadas no laboratorio

5.2.2 Ensaios Biolégicos
5.2.2.1 Macréfagos da linhagem DH82

Macréfagos DH82 foram cultivados em meio de cultura celular de Eagle modificado
por Dulbecco (DMEM) com 0,1 % de gentamicina e 10 % de soro fetal bovino (SFB) e
incubados em estufa com 5 % de CO», 21 % de O, e N, balanceado, a 37 °C. Para remocao das
células dos frascos de cultura, foi realizada a tripsinizagdo das células, (3 mL de tripsina, 1 min),
com posterior liberacdo das células da superficie usando espatula de raspagem celular, com
adicdo de 7 mL de meio de cultura, para neutralizagdo do processo de tripsinizacdo (Salerno
Pimentel et al., 2012). A centrifugagdo das células desta linhagem, para remocao de residuos
foi feita a 79 g, 4 °C/15 min.

5.2.2.1.1 Contagem dos Macréfagos DH82

Os macroéfagos aderidos em placas de cultivo foram cultivados em placas de cultura
de 24 pocos. Para os ensaios de viabilidade celular os macréfagos aderidos em pocos foram
tripsinizados e centrifugados. As células foram diluidas em corante azul de tripan, fazendo a

contagem em camara de Neubauer, com microscopio Optico em aumento de 40X.
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5.2.2.1.2 Curva de Proliferacdo dos Macréfagos DH82

As células foram cultivadas em frascos de 25¢m?, 1x10° macréfagos DHS2 em 10
mL de meio DMEM incubadas durante 24 dias, a troca do meio de cultura foi realizada a cada
8 dias de incubag¢do. Amostras das culturas de macréfagos, foram retiradas com um intervalo
de 3 dias, realizando-se prévia tripsiniza¢do. As suspensdes foram diluidas em tampao fosfato
salino (PBS), para contagem em camara de Neubauer, usando microscopio optico em aumento

40X, os valores obtidos foram expressos como logaritmo del nimero de células/mL.

5.2.2.2 Imunofluorescéncia dos Macréfagos DH82

Para confirmar o fendtipo dos macréfagos caninos DH82, as células foram incubadas
com anticorpo primario Mouse Anti-dog anti-CDI11c (1:100 v/v), anticorpo secunddrio alexa
488-anti mouse (1:500 v/v) e o corante de nicleo TO-PRO-3 (1:500 v/v). O anticorpo primério
Mouse Anti-dog anti-CD1 I c reconhece o antigénio canino de superficie celular CD11c, membro
da familia das alfa integrinas, € expresso por mondcitos, granuldcitos e por células dendriticas
e € produzido em camundongos. A marcacao foi realizada para andlises de imunofluorescéncia

microscopia confocal.

Os macréfagos DH82 foram aderidos em placas de 12 pogos (1,5x10°cel/poco)
contendo laminulas circulares de vidro e incubados em estufa a 37 °C, por 24 h. As laminulas
foram lavadas com tampao PBS 1 M, fixadas por 20 min com solu¢do acetona/metanol (1:1 v/v)
a 4 % na temperatura ambiente, e lavadas mais trés vezes com PBS. Apds 24 h, as laminulas
foram lavadas uma vez com PBS incubadas com tampao PBS contendo glicina (0,1 M) por 20

min e lavadas novamente com PBS.

A permeabilizacdo das células foi feita com solug@o do detergente Triton-X100 (0,2
%) em PBS por 2 min, e tampao de bloqueio albumina sérica bovina (ASB) 10 % por 5 min. As
laminulas foram transferidas para uma camara imida contendo 35 pL. do anticorpo primdrio
(Mouse Anti-dog CDIIc) diluido em tampao de bloqueio (1:400 v/v) durante 1 hora. Apds
lavagens com PBS adicionou-se o tampdo de bloqueio por 1 min e as células foram incubadas
com anticorpo secundario (Alexa 488 anti-mouse) e marcador de nicleo TO-PRO-3, por 30
min. Apés lavagens as laminulas foram montadas com meio de montagem Dako. As imagens

foram analisadas usando microscépio confocal INFABIC IFGW/Unicamp).

As imagens foram adquiridas usando pinhole configurado a uma unidade aérea para

cada canal, de maneira sequencial, e analisadas no software ImageJ.

5.2.2.3 Analise por Citometria de Fluxo da linhagem de Macréfagos DH82

Foram usadas células de linhagem de cdo (DH82) e células de linhagem murino
(J774), com o intuito de avaliar as caracteristicas dos macréfagos caninos (DHS82), pela

expressao da proteina CD1l1c a través da afinidade e especificidade do anticorpo primdrio
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(Mouse Anti-dog anti-CDIIc), de forma que as células J774, foram usadas como controle

negativo do experimento.

Foram feitas trés formas de marcacio: uma populacio de células marcadas s6 com
anticorpo primdério (Mouse Anti-dog anti-CD11c), outra s6 com anticorpo secundério (Alexa
488 Anti-mouse) e finalmente uma tltima populagdo com marcacao dupla com os dois anticorpos
(Alexa 488 Anti-mouse).

Foram ressuspendidas aproximadamente 1,5x10° células/mL (DHS2 e J774) em
PBS gelado, 10 % de SFB e 1 % de azida sddica. Foi usado gelo para manter as solucdes e
as células a 4 °C e a azida de sdédio foi usada para impedir a modulacdo e internalizacio de

antigenos de superficie o que poderia causar perda de intensidade de fluorescéncia.

Foram adicionados 100 uL da suspensdo de células que foram incubados com
0,1-10 mg/mL do anticorpo primario (Mouse Anti-dog anti-CD11c) durante 30 min a 4 °C
no escuro. Apds o tempo as células foram lavadas por centrifugacdo e ressuspendidas em PBS

gelado.

O anticorpo secundario marcado com fluoréforo (Alexa 488 Anti-mouse) e em 3 %
de BSA/PBS foi incubado com as células durante 30 min a 4 °C no escuro. As células foram

lavadas por centrifugacao e ressuspendidas em PBS gelado.

A suspensdes de células foram armazenadas imediatamente a 4 °C no escuro. As

células foram analisadas em citometro de fluxo.

5.2.2.4 Cultura dos parasitos de L.infantum

Os promastigotas foram cultivados em meio de cultura para o crescimento de linhagens
celulares de insetos (Schneider) contendo 0,1 % de gentamicina, 10 % de SFB e 5 % de urina
humana masculina, e mantidos em estufa de 26 °C (MAIA et al., 2007).

5.2.2.4.1 Contagem dos parasitos de L.infantum

Suspensdes com células promastigotas foram diluidas em formalina 0,1 %, para

fixacdo, e contadas em camara de Neubauer,em microscépio 6ptico, com objetiva 40X.

5.2.2.4.2 Curva de proliferacdo de Promastigotas de L.infantum

Cerca de 2x10° células promastigotas/mL em 10 mL de meio Schneider foram
cultivadas em frasco de cultura de 25¢m? e incubadas a 26 °C durante 8 dias. Amostras da
suspensao foram retiradas dos frascos e fixadas em solucao de formaldeido 0,5 %, e os parasitos

contados em camara de Neubauer, usando-se microscopio optico.
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5.2.2.5 Ensaio de Infeccdo dos Macréfagos DH82 com L.infantum

Para padronizar o ensaio de infec¢cdo, macréfagos DHS2 foram infectados com as
formas promastigota e amastigota de L. infantum. Os ensaios foram realizados incubando-se as

células uma placa de 24 pocos, com 1x10° macréfagos/mL, aderidos a laminulas.

As propor¢des parasita:célula testadas foram de 5:1; 10:1 e 20:1, e a incubacdo foi
durante 24 h, em estufa com 5 % de CO», 21 % de O, e N, balanceado, a 37 °C.

As laminulas foram lavadas com PBS duas vezes, fixadas com metanol e coradas
com Giemsa, diluido em solu¢do tampao fosfato 1M, pH 7,0, na propor¢ao Giemsa: solucio
tampao 1:20 v/v. As laminulas foram aderidas em laminas de vidro fosco com fixador Entellan.

Vinte campos aleatérios das laminulas, ou 200 células, em cada uma das laminulas,
foram avaliadas quanto ao ndmero total de células, o nimero total de células infectadas e o

numero total de amastigotas intracelulares.

5.2.2.6 Ensaios de Citoxicidade e Viabilidade Celular

As células (macréfagos e macrofagos infectados) foram tratadas com concentragdes
de AME livre e lipossomal L-AME, para determinar seu efeito na manutencdo da viabilidade

celular e diminui¢do da carga parasitdria dos macréfagos DHS2.

5.2.2.6.1 Toxicidade do AME em Promastigotas de L. Infantum

Foi verificada a efetividade do AME na sua forma livre determinando-se a

porcentagem de células vidveis em promastigotas de Leishmania infantum(l.infantum).

Promastigotas foram plaqueados na concentracio 10° células/mL em placas de
cultura de 24 pocgos, e tratados com solugdes de AME livre (nas concentracdes 0,05; 0,1; 0,2
e 0,4 M), (filtradas em filtro de 200 um, para evitar contaminacio e suspendidas em meio de
cultura Schneider. As placas foram incubadas a 26 °C. Os resultados foram obtidos da contagem

em camera de Neubauer, apds 48 e 96 h dos tratamentos.

5.2.2.6.2 Citotoxicidade do AME e do AME lipossomal (L-AME) em macréfagos DH82

Com o objetivo de verificar a citotoxicidade de diferentes concentragdes tanto do
AME livre quanto na forma lipossomal L-AME foi determinada a porcentagem de células DH82
vidveis ap6s tratamento. Para isto foram realizados o método de exclusao por meio da coloracao

com azul de tripan e teste de redu¢do do MTT.

A viabilidade celular foi determinada por meio da coloracio com azul de tripan, por
se tratar de uma metodologia rapida, de f4cil realizagdo e de baixo custo. O método baseia-se
na observacdo de que células vidveis sdo impermedaveis ao referido corante, ao passo que as

células ndo vidveis apresentam permeabilidade, devido a diminui¢do da seletividade, permitindo
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que o corante se difunda no interior do citoplasma da célula. Assim, as células ndo vidveis
exibem coloracdo azul, apds tratamento. Esta técnica permite avaliar a integridade fisica da
membrana da célula, porém nao fornece informacgao sobre a atividade capacidade metabdlica
celular (CASAROTO et al., 2012).

Para o teste de coloragio por azul de tripan foram semeadas 2x10° células/ mL em
placas de cultura estéreis de 24 pogos (sem laminula de vidro). As células foram tratadas com
solu¢des de AME (livre) (nas concentragdes: 0,001; 0,005; 0,05; 0,01 e 0,1 M), e suspensdes
de AME lipossomal (L-AME) (nas concentracdes: 0,0001; 0,001 e 0,01 M). As células foram
incubadas a 37 °C com 5 % CO,, e analisadas ap6s 48 e 96 horas.

Para as analises o meio de cultura foi retirado, e as células foram tratadas com
tripsina, bloqueando-se o processo com meio de cultura. Em seguida as células foram misturadas
numa solug¢do de corante azul de tripan (0,3 %). As células foram contadas em camara de
Neubauer, em microscopio Optico e objetiva de 40x, anotando-se o nimero de células totais e o

numero de células "azul de tripan positivas” consideradas como células ndo vidveis.

A reducgdo do brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetraz6lio] (MTT)
€ outro método colorimétrico rdpido, usado para medir a proliferacdo e a viabilidade celular.
O MTT ¢é absorvido pelas células por endocitose e a redu¢do do seu anel tetrazélico (de cor
amarela) resulta na formacgdo de cristais de formazan de cor azul, que se acumulam em

compartimentos endossomais e/ou lisossomais. A fracdo oxidada do corante em
solucdo pode ser medida, fotometricamente 570 nm (SUMANTRAN, 2011).

Para o teste de reducdo do MTT as células foram plaqueadas (10° células/ pogo) em
placa de 96 pocos estéreis e incubadas a 37 °C com 5 % de CO;. As células foram tratadas com
solu¢des de AME (livre) (nas concentracdes: 0,001; 0,005; 0,05; 0,01 e 0,1 M, previamente
estabelecidas e suspensdes de AME lipossomal (L-AME) (nas concentracdes:0,0001; 0,001 e
0,01 M). As culturas célulares foram incubadas a 37 °C com 5 % de CO,, e analisadas ap6s 48
e 96 h.

Completado o tempo de incubacio, o meio de cultura foi retirado cuidadosamente,
as células foram lavadas com solug¢do salina estéril, e foi adicionado meio de cultura novo (sem
tratamento) e solucdo de MTT (5 mg/mL), incubando-se pelo pernoite. No dia seguinte foi
adicionada uma aliquota de solu¢do 0,1 N de HCI em isopropanol por pogo, para solubilizacao
do formazan. A absorbancia correspondente a cada pogo foi lida no leitor de placas, em 570

nm.

5.2.2.6.3 Atividade Antileishmania do AME livre e AME lipossomal (L-AME) em macréfagos

DH82 infectados com L.infantum.

Ap6s infec¢do dos macrofagos caninos DH82 com L. infantum, as células foram
tratadas com solucdes de AME (livre) e L-AME, (nas concentragdes: 0,0001; 0,001 e 0,01
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M). As células tratadas foram incubadas a 37 °C, por 48 e 96 h. 1 Transcorrido o tempo de
incubacgdo, as células foram lavadas com PBS estéril a temperatura ambiente, fixadas com
metanol, coradas com solu¢do corante Giemsa e observadas em microscopio optico (100x),
foram contados 200 macréfagos por laminula. Foram considerados na contagem: o nimero de
macréfagos totais, o nimero de macréfagos infectados e nimero de amastigotas por macréfago.
Também se realizou uma contagem independente na qual se anotou o nimero de macréfagos
totais presentes em 20 campos aleatdrios de cada laminula, com o intuito de avaliar a viabilidade

celular dos macréfagos infectados apds os tratamentos.

5.2.3 Estudos de colocalizacdo intracelular lipossoma-parasita.

Foram realizados estudos de colocalizacdo intracelular dentro dos macréfagos DH82
dos lipossomas LUV’s com o parasito Leishmania infantum usando-se microscopia confocal.
Os lipossomas foram feitos como indicado anteriormente no idem 5.2.1.1 misturando aliquotas
dos lipidios (EPC/CHOL/PS) e colocando adicionalmente el lipidio marcado NDB-PE (1,2-
dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine-N-(7-nitro-2-1,3-benzoxadiazol-4-yl ammonium

salt) na propor¢ao total de lipidios 4:0,4:3:0,04 mol%.

Foram usados parasitos L. infantum expresando a proteina fluorecente m-cherry,
doados gentilmente pelo Dr. Daniel Ruiz do Laboratério de leishmaniose IB/lUNICAMP.

Foi também marcado o nicleo dos macréfagos DH82 com o marcador de nicleo
DRAQS.

Inicialmente foram realizadas infec¢des macréfago-L.infantum (m-cherry) como
indicado no idem 5.2.2.5 durante 24 h posteriormente realizou-se o tratamento com os lipossomas
marcados com NDB-PE durante 2,4,6 e 8 h, posterior a este tempo as amostras foram analisadas
por microscopia confocal, avaliando-se o nimero de colocaliza¢des célula-parasito depois de
cada um dos tempos de incubag@o (usando o programa de processamento de imagens ImagelJ).
Foram tomadas micrografias para corroborar qualitativamente o sinal emitido pela fluorescéncia

quanto do parasita e do lipossoma.

5.2.4 Analise Estatistica

Os dados foram apresentados como médias e desvio padrdao (DP) dos experimentos

realizados.

Os experimentos com células e parasitos foram feitos trés vezes independentemente
em triplicata. Nos testes in vitro, os valores de porcentagem para o ensaio de viabilidade celular

foram comparados por andlise de variangia de uma via (one way ANOVA).

Os softwares utilizados foram: Origin Pro 8.5 (originLab Corporation, 1991-2010)
e Graph Pad Prism 6 (Graph Pad Software Inc., versao 6,1, 2012).
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo encontram-se os resultados obtidos a a partir dos ensaios quimicos e

bioldgicos, além de sua discussdo e andlise.

6.1 Ensaios Quimicos

6.1.1 Lipossomas para carregamento de AME

Vesiculas lipossomais de 400 nm (LUV, 5mM) foram obtidas por a hidratacio
do filme seco e posterior extrusdo. Os lipossomas foram compostos de EPC, CHOL, PS e
a-tocoferol,na propor¢ao 4:3:0,4:0,07 mol %, contendo AME nas concentragdes 0,001, 0,005
e 0,01 M).

6.1.2 Medida da Concentracdo Total de Fosfolipidios

Obteve-se uma curva padrao de calibragio, com diferentes concentragdes de fosfato
de sédio dibasico (NayHPOy), mediante medicao espectrofotométrica da absorbancia (UV vis)

a 795 nm, com um valor r= 0,9991 (Figura 13).
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Figura 13 — Curva padrao de calibragdo de fosfato inorganico (r=0,99991), realizada por
medig¢do espectrofotométrica da absorbancia (UV vis) a 795 nm.

Pela curva padrao foi determinada a concentracdo de fosfolipidio (2,84 mM) valor

que se aproxima ao valor tedrico da concentracdo de fosfolipidios adicionados na formulagdo
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(3 mM) somando-se as concentragdes dos fosfolipidios EPC e PS presentes na formulagao.

6.1.3 Medida da Distribuicdo de Tamanho e Potencial Zeta (§-) dos Lipossomas

Medidas de tamanho, polidispersao e potencial elétrico de superficie foram usadas
para andlise da estabilidade dos lipossomas LUV (5 mM) ndo estéreis contendo ou ndo diferentes
concentracdoes de AME (0,001; 0,005 e 0,01M) e de lipossomas estéreis sem e com 01 M de
AME ao longo do tempo de armazenamento (6 meses-4 °C) como mostrado nas figuras 14 e
15.

As medidas das formulagdes lipossomais nao estéreis contendo AME no tempo
inicial de andlise mostraram diametro médio de 200+4,5 nm para 0,001 M, 257,612 nm para
0,005M e 279,03+3,4 nm para 0,1 M. os tamanhos foram aumentado progressivamente, em
comparacdo com o lipossoma controle, cujo tamanho encontrado foi de 108,9 1,8 nm, na
medida que a concentracdo de fairmaco encapsulado era maior, o que mostra que o tamanho
do lipossoma foi influenciado pela presenca do farmaco. Também foi observado que durante
o tempo de armazenamento as formulagdes foram aumentando de tamanho gradativamente
atingindo apds seis meses tamanhos ndo superiores aos 400 nm nas maiores concentracdes
de AME testadas (0,005 e 0,01 M) (Figura 14 e tabela 2).

As medidas da formulacao lipossomal estéril com 0,01 M de AME apresentaram
inicialmente um diametro médio de 339 nm (DP+10,9), apresentando-se maior em comparacao
com o lipossoma estéril controle (sem farmaco) que mostrou um tamanho de 270,2+3.7 nm, e
apos o tempo total de armazenamento o tamanho maximo encontrado nos lipossomas estéreis
(0,01 M) foi de 43344,3 nm. Os lipossomas estéreis (controle e com farmaco) apresentaram
tamanhos maiores, quando comparados com as formulagdes ndo estéreis, podendo ser
possivelmente atribuido ao efeito do processo de esterilizacao (alta temperatura e calor imido)
(Figura 15 e tabela 3).

Kikuchi e col. apresentaram evidencias que o método de esterilizagdo convencional
pelo calor (120 °C/20 min) nao afeta a estabilidade quimica ou a taxa de encapsulacdo de
lipossomas contendo farmacos (KIKUCHI et al., 1991), igualmente Zuidam e col. encontraram
que lipossomas com ou sem farmacos lipofilicos e termoestdveis podem ser esterilizados por
autoclavagem (ZUIDAM et al., 1993).

Em ambos casos (Figuras 14 e 15) houve aumento do tamanho dos lipossomas
com diferentes concentracdes de farmaco encapsulado durante os 180 dias de armazenamento,
os resultados mostraram estabilidade no tamanho das formulagdes testadas, ndo superando o
tamanho estabelecido como objetivo da pesquisa (400 nm), evidenciado-se a viabilidade das
formulacdes para o uso e continuidade nos ensaios fisicoquimicos e bioldgicos propostos no
trabalho.

O indice de polidispersao (PDI) foi também analisado mostrando valores que nao
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Figura 14 — Medidas do diametro médio (nm) obtidas por distribui¢do de intensidade (barras
superiores), indice de polidispersdo (PDI-tracejado), e potencial zeta ({-) (barras
inferiores), das vesiculas lipossomais (5 mM) ndo estéreis, encapsulando ou ndo
AME (0; 0,001; 0,005 e 0,01 M), em funcdo do tempo de armazenamento (180
dias-4 °C), obtidas por DLS. (n=3).

ultrapassaram 0,440,007 durante todo tempo de armazenamento das formulagdes ndo estéreis,
mostrando pouca polidispersdo, homogeneidade e estabilidade das vesiculas lipossomais em
quaisquer das concentracdoes de AME analisadas. J4 com as formulagdes lipossomais estéreis
foram encontrados valores de polidispersdo de até 0,8+0,08 no dltimo més da andalise, mostrando

instabilidade da formulacdo ao longo do tempo (Figura 15).

O potencial zeta mostrou-se negativo em todas as formulagdes estéreis e ndo estéreis

contendo ou ndo AME, com valores entre -40mV+6,7 e -65mV=+0,1, foi observado que as
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Figura 15 — Medidas do tamanho (barras superiores), indice de polidispersdo (PDI-tracejado),
e potencial zeta ({-) (barras inferiores) das vesiculas lipossomais (5 mM) estéreis
LUV encapsulando ou ndo AME (0 e 0,01 M), durante 180 dias, obtidas por DLS.

(n=3).

vesiculas encapsuladas com AME apresentavam um valor de potencial zeta mais negativo

quando comparadas com as vesiculas sem fidrmaco e a negatividade do potencial era

proporcional a concentracdo do fairmaco encapsulado. O potencial zeta apresentou-se negativo

devido a presenca do fosfolipidio fosfatidilserina na membrana externa dos lipossomas (que

confere carga negativa as vesiculas).
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Tabela 2 — Medidas do diametro médio das formulagdes lipossomais LUV ndo estéreis sem
e com diferentes concentragdes de AME (0; 0,001; 0,005 e 0,01 M) em funcgdo
do tempo de armazenamento (180 dias-4 °C). Andlise estatistico realizado com
o teste ANOVA duas vias/tukey (teste de comparagdes multiplas). (n=3). Valores
de significancia estatistica: p<0,0001 (****), p<0,001 (**%), p<0,05 (*). Anélises
estatisticas realizadas: 1- comparagdo da variacao dos valores do didmetro médio das
diferentes formulacdes encapsuladas respeito ao controle em cada um dos tempos de
armazenamento (representada pelas letras) 2- comparacdo da variacdo dos valores
do didmetro médio de cada uma das formulagdes (controle e encapsulada) ao longo
do tempo respeito ao tempo inicial (0)(representada pelas letras mais nlimeros).

Formulacgades lipossomais ndo estéreis

LUV LUV LUV LUV
controle 0,001 M 0,005 M 0,01 M
](Z’E.ZI; )o Média (nm) + DP (significdancia estatistica Test ANOVA duas vias/ Tukey)
200,7 257,6 279,0
0 108,9 +4,5 + 12,6 +34
j: 1’8 (a****) (b****) (C,dl****)
112.5 2459 2704 3394
30 i 2’0 +5,1 + 1,6 + 10,9
’ (d,b2**%) (e (f,d2#5%5%)
130.1 245.1 267,3 352,8
60 13 +1,5 + 78 + 8,2
1319 261,1 283,1 359,1
90 + 8,3 + 6,7 + 3,7
148,26 296,2 334,1 414,8
120 + 0,30 + 3,8 + 3.5 + 11,7
(@l%)  (meFkk pSikk)  (p cSEE) (0,d5%s#s55%)
152,3 288.9 390,7 450,1
150 +24 +0,8 + 36,01 + 8,6
(az****) (p,b6>l<>l<>k>l<) (q,C6****) (r’d6>k>l<>l<>k)
150,5 295,3 393,5 433,0
180 + 2,97 +53 + 6,78 + 22,71
(a3#H*¥) (3,b7**%) (t,c7%%%) (u,d7*%%)
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a****= LUV 0,001 M vs LUV controle, tempo 0 dias, (p<0,0001). b****= LUV
0,005 M vs LUV controle,tempo 0 dias, (p<0,0001). c****=T1.UV 0,01 M vs LUV controle,
tempo 0 dias, (p<0,0001). d****=LUV 0,001 M vs LUV controle, tempo 30 dias, (p<0,0001).
e****=T1,UV 0,005 M vs LUV controle, tempo 30 dias, (p<0,0001). f****= LUV 0,01 M vs
LUV controle, tempo 30 dias, (p<0,0001). g****= LUV 0,001 M vs LUV controle, tempo
60 dias, (p<0,0001). h****= LUV 0,005 M vs LUV controle, tempo 60 dias, (p<0,0001).
¥*¥**= .UV 0,01 M vs LUV controle, tempo 60 dias, (p<0,0001). j****= LUV 0,001 M vs
LUV controle, tempo 90 dias, (p<0,0001). k****= LUV 0,005 M vs LUV controle, tempo 90
dias, (p<0,0001). I****= LUV 0,01 M vs LUV controle, tempo 90 dias, (p<0,0001). m***=
LUV 0,001 M vs LUV controle, tempo 120 dias, (p<0,001). n****= LUV 0,005 M vs LUV
controle, tempo 120 dias, (p<0,0001). o****=LUV 0,01 M vs LUV controle, tempo 120 dias,
(p<0,0001). p****= LUV 0,001 M vs LUV controle, tempo 150 dias, (p<0,0001). q****=
LUV 0,005 M vs LUV controle, tempo 150 dias, (p<0,0001). r****= LUV 0,01 M vs LUV
controle, tempo 150 dias, (p<0,0001). s****= .UV 0,001 M vs LUV controle, tempo 180
dias, (p<0,0001). t****=T1.UV 0,005 M vs LUV controle, tempo 180 dias, (p<0,0001).s****=
LUV 0,005 M vs LUV controle, tempo 180 dias, (p<0,0001). u****= LUV 0,01 M vs LUV
controle, tempo 180 dias, (p<0,0001). al***= LUV controle, 120 dias vs LUV controle 0 dias,
(p<0,001). a2****= LUV controle, 150 dias vs LUV controle 0 dias, (p<0,0001). a3****=
LUV controle, 180 dias vs LUV controle 0 dias, (p<0,0001). b2****=1,UV 0,001 M, 30 dias
vs LUV controle, 0 dias, (p<0,0001). b3****= LUV 0,001 M, 60 dias vs LUV controle 0 dias,
(p<0,0001). b4****= LUV 0,001 M, 90 dias vs LUV controle, 0 dias, (p<0,0001). b5****=
LUV 0,001 M,120 dias vs LUV controle, 0 dias, (p<0,0001), b6****= LUV 0,001 M, 150
dias vs LUV controle, 0 dias, (p<0,0001). b7****= LUV 0,001 M, 180 dias vs LUV controle,
0 dias, (p<0,0001). c4*= LUV 0,005 M 90 dias vs LUV controle, 0 dias, (p<0,05). c5****=
LUV 0,005 M, 120 dias vs LUV controle, 0 dias, (p<0,0001). c6****= LUV 0,005 M, 150
dias vs LUV controle, 0 dias, (p<0,0001). c7****=LUV 0,005 M, 180 dias vs LUV controle, 0
dias, (p<0,0001). d1****= LUV 0,01 M, 0 dias vs LUV controle, 0 dias, (p<0,0001). d2****=
LUV 0,01 M, 30 dias vs LUV controle, 0 dias, (p,<0,0001). d3****=T1.UV 0,01 M, 60 dias vs
LUV controle, 0 dias, (p,<0,0001). d4****= LUV 0,01 M, 90 dias vs LUV controle, 0 dias,
(p,<0,0001). d5****= LUV 0,01 M, 120 dias vs LUV controle, 0 dias, (p,<0,0001). d6****=
LUV 0,01 M, 150 dias vs LUV controle, 0 dias, (p,<0,0001). d7****= LUV 0,01 M, 180 dias
vs LUV controle, 0 dias, (p,<0,0001).
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Tabela 3 — Medidas do didmetro médio das formulagdes lipossomais LUV estéreis sem e com
AME (0; 0,01 M) em funcdo do tempo de armazenamento (180 dias-4 °C). Andlise
estatistica realizada com o teste ANOVA duas vias/tukey (teste de comparacdes
multiplas). n=3. Valores de significincia estatistica: p<0,0001 (****), p<0,001 (***),
p<0,01 (*%*) p<0,05 (*). Andlises estatisticas realizadas: 1- comparacao da variacdo
dos valores do didmetro médio da formulacao encapsulada respeito ao controle em
cada um dos tempos de armazenamento (representada pelas letras); 2- comparacao
da variagdo dos valores do diametro médio das formulagdes (controle e encapsulada)
ao longo do tempo respeito ao tempo inicial (0), (representada pelas letras mais

numeros).
Formulacgaoes; lipossomais estéreis
LUV LUV
controle 0,0IM
Tempo L 1 s A L . .
(dias) Média + DP (significancia estatistica Test ANOVA duas vias/ Tukey
0 270,2 + 3,7 339,4 + 10,9 (a**)
30 267,3 + 7.8 341,1 £ 4,6 (b***)
60 2844 £ 4,2 324,9 + 14,1
90 276,6 + 28,9 352,8 + 8,2 (d***)
120 319,1 46,2 341,1 4,6 (el*)
150 359,1 + 3,7 409,1 £ 6,8 (f* f1%**:*)
180 4158 +11,3 419,4 £ 5,2 (gl*#*%*)

a**=LUV 0,01 M vs LUV controle, tempo 0 dias, p<0,01 (**). b***=LUV 0,01 M
vs LUV controle, tempo 30 dias, p<0,001 (***). d***= LUV 0,01 M vs LUV controle, tempo
90 dias, p<0,001 (***) f*= LUV 0,01 M vs LUV controle, tempo 150 dias, p<0,05 (¥). el*=
LUV 0,01 M, tempo 120 dias vs LUV controle, tempo 0 dias p<0,05 (¥). f1****=1.UV 0,0001
M, tempo 150 dias vs LUV controle,tempo 0O dias , p<0,0001 (****), gl****=[LUV 0,0001 M,
tempo 180 dias vs LUV controle, tempo 0 dias , p<0,0001 (¥**%*),
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6.1.4 Morfologia das formulacdes: Microscopia Eletrénica de Transmissio

Na andlise de MET foram encontradas vesiculas lipossomais grandes (LUV)
esféricas, bem delineadas tanto para as formula¢des ndo estéreis e estéreis e com tamanhos
préximos ao determinado por DLS, aproximadamente 200 nm para as vesiculas ndo estéreis
e 395 nm para as vesiculas estéreis como pode ser observado na figura 16. Além disso, as
microfotografias evidenciam que a presenca do farmaco e o processo de esterilizacdo ndo

alterou a estrutura lipidica dos lipossomas.

Figura 16 — Microfotografias das vesiculas lipossomais contendo AME. (A-B) Formulac¢do nao
estéril. (C-D) Formulagdo estéril. Imagens obtidas por microscopia eletronica de
transmissao, por coloracdo negativa das vesiculas com uranila.

Lipossomas sem AME mostraram, tamanho aproximado de 200 nm, sendo um
pouco menores que as vesiculas lipossomais com AME encapsulado que apresentaram um

tamanho aproximado de 300 nm. Nao foram evidenciados processos de agregacao das vesiculas.

6.1.5 Estimativa da Oxidacdo de Fosfolipidios

A formacio de endoperdxidos foi utilizada para monitorar a estabilidade quimica

dos lipidios das formulagcdes. Realizou-se a curva de calibracdo obtida a partir das leituras de
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absorbancia de diferentes aliquotas do reagente TEP e dcido perclérico em diferentes

concentracdes (mM), como mostrado na figura 17.

Através desta curva de calibragdo se calculou a percentagem de lipidios oxidados
nas formulagdes de lipossomas ndo estéreis e estéreis, contendo ou nio AME encapsulado.
Como pode-se observar na tabela 4, os lipossomas estéreis (com AME encapsulado ou nao),
apresentaram uma percentagem de oxidacao de lipidios (0,06%) maior que dos lipossomas nao
estéreis (0,01%). Mesmo assim, a percentagem de oxidacdo de lipidios ndo foi maior que o
1% da concentragdo total de lipidios presentes na formulagdo, indicando que o processo de

esteriliza¢do ndo comprometeu a estabilidade quimica da formulag¢ao lipossomal.

Equation y=a+b'x
0_5_ Weight Instrumental
Residual 9.16933 Y
Sum of e
Pearson'sr |  0.99994 7
0.4 Adj. R-Squar|  0.99985
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Figura 17 — Curva padrdo de calibracdo do TEP; utilizada para a determinacdo da taxa de
peroxidacdo lipidica das formulacdes lipossomais avaliadas com 5 mM de lipidios
totais.

Tabela 4 — Percentagem de lipidios oxidados nas formulagdes lipossomais, em relagdo a
concentracao de lipidios totais determinado pelo teste de TBA.

Formulacoes Concentracao de lipidios oxidados (10~°M ), Peroxidos (%)
Lipossoma nao estéril 0,000686 0,014
L-AME encapsulado e ndo estéril 0,000646 0,013
Lipossoma estéril 0,061311 0,061

L-AME encapsulado e estéril 0,06136 0,061
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6.1.6 Determinacio da Eficiéncia da encapsulacdo

A eficiéncia de encapsulacdo (%EE) foi determinada medindo-se as concentracdes
de antimonio (Sb total) nas dispersdes lipossomais, depois da separagdo do farmaco nao
encapsulado. Os valores foram calculados como a percentagem de antimonio (Sb) incorporado
nos lipossomas através da seguinte equacao:

%EE = 100 A (6.1)
onde A corresponde a quantidade de antiménio encapsulado e B a quantidade de

antimonio ndo encapsulado.

Os lipossomas ndo estéreis apresentaram 23,3% de eficiéncia de encapsulagio,
enquanto os lipossomas estéreis mostraram 20,1% de encapsulacdo, evidenciando possivel

perda da quantidade de antimonio encapsulado durante o processo de esterilizagcdo (Tabela 5.)

Tabela 5 — Eficiéncia de encapsulacio (%EE) das formulagdes lipossomais. (n=3)

~ 1. . Média
Formulacgaoes lipossomais % EE DpP
L-AME ndo estéreis 23,3 0,12
L-AME estéreis 20,1 0,11

Estes resultados sao compardveis com os obtidos por Frézard e col. que obtiveram
%EE do antimonio de 31% em lipossomas modificados tipo FDELs (lipossomas liofilizados)
compostos de L-a-distearoylfisfatidilcolina, colesterol e dicetilfosfato (5:4:1, razdo molar)
(FREZARD et al., 2000).

6.2 Ensaios Biolégicos

6.2.1 Curva de Proliferacdo dos Macréfagos DH82

Primeiramente realizou-se a curva de proliferacao da linhagem de macréfagos DH82
para avaliar as fases de crescimento e determinar em qual das fases as células atingiam o ponto
maximo de crescimento ideal para realizar os processos de infeccdo com os parasitas. Como
observado na figura 18, as células nao proliferaram nos trés primeiros dias considerando-se
como fase de adaptacido dos macréfagos; a partir dai iniciou-se a fase de crescimento exponencial
ou logaritmica, que se manteve até o 13° dia de crescimento. A fase estaciondria de crescimento
foi observada a partir do 14° dia com uma concentracio de 2,05x10° células até o 21° 2,60x10°
células. No 24° dia de cultivo o ndmero de células foi reduzido para 1,48x106 células,

provavelmente devido a escassez de nutrientes e consequente morte celular.
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Figura 18 — Curva de proliferacio celular de macréfagos DHS2, aproximadamente 1x10°
células foram cultivadas em meio de cultura DME, incubados com 5 % CO», 21
% O, e N> balanceado, a 37 °C durante 25 dias. As células foram retiradas com
intervalo de 3 dias dos frascos de cultivo e contadas em camara de Neubauer.

6.2.2 Imunofluorescéncia dos macréfagos caninos DH82

Para confirmar que a linhagem DHS82 correspondia a uma linhagem canina,
realizou-se andlise da expressdao de CD11c, molécula de superficie da fagdcitos mononucleares.
Nos ensaios de imunofluorescéncia e andlise por microscopia confocal foram obtidas as imagens
apresentadas na figura 19. Sao células incubadas com anticorpo primario Mouse Anti-dog CD1 I c;
anticorpo secundario Alexa-488 anti-mouse e marcador de nicleo TO-PRO-3. Pode-se confirmar
que
macrofagos DHS82 utilizados neste trabalho foram marcados pelo anticorpo Mouse anti-dog
CD1lc de cdo, confirmando que os macréfagos DH82 correspondem a uma linhagem celular

canina.
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Figura 19 — Imagens de microscopia confocal: (A, D, G) macréfagos DH82 marcados
com anticorpo primério Mouse anti-dog CDIIlc em canal verde; (B, E, H)
macréfagos DH82 com marcador de nicleo TO-PRO-3 em canal azul; (C, F, 1)
macréfagos DH82 em sobreposi¢do de canais verde (Mouse anti-dog CDI1lc) e
azul (TO-PRO-3).

6.2.2.1 Analise por Citometria de fluxo dos Macréfagos DH82

Na andlise realizada por citometria se confirmaram os resultados acima citados:
mais do 60 % das células DHS82 incubadas com os anticorpos Mouse anti-CD11c e alexa 488
anti-mouse foram marcadas. Como controle, menos de 5 % estavam marcadas, quando incubadas

apenas com anticorpo primdrio ou anticorpo secundario (Figura (20).

Deve-se salientar que o CD11c é um receptor de adesdo da familia de moléculas
associadas a funcdo de leucdcitos. Este antigeno de superficie € normalmente expresso nos
granuldcitos, mondcitos, macréfagos células NK e umas poucas populacdes de linfécitos T e
B. O anti-CDl 1c, detecta um epitopo de antigeno CD11c resistente a formalina. O uso deste
anticorpo € indicado, como um auxiliar na identificacdo e diferenciacdo de células tumorais.
Considerando que os macrofagos DH82 e J774 sdo de linhagem tumoral canina e murina

respectivamente, os resultados obtidos na andlise de citometria de fluxo demostram a alta
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afinidade e especificidade do anticorpo Mouse Anti-dog CD11c, pelos receptores CD11c das

células caninas DH82, evidenciando desta forma a veracidade da linhagem das células utilizadas.

& 80

% 704 E‘ 250000 ~

< 604 =

= g 200000 -

g 2

E w0 £ 150000

E E

s 30+ T 100000

= 204 o

5 10 E 50000

W

E 0 L T L LE . E -

= W o o =] -

- 6:‘3‘ & &'Ooa o 6‘*’9& d@' #..p #.-,'o & W &
Q,# F F 4F T ¢ g & & ¥ h"?
N & & & & «

Figura 20 — Andlise de citometria de fluxo das células DH82 e J774, marcadas com anticorpo
primario Mouse anti-dog CDI1c, anticorpo secunddrio Alexa 488 anti-mouse. O
grifico da esquerda mostra a percentagem de células fluorescentes e o da direita, a
intensidade da fluorescéncia registrada.

6.2.3 Curva de Proliferacdo celular dos Promastigotas del.infantum

Realizou-se a curva de proliferacdo dos promastigotas de L.infantum, com o intuito
de saber a fase de crescimento na qual o parasita tinha o crescimento adequado para realizar
o processo de infeccdo. Na figura 21 observa-se que o numero de promastigotas aumenta
exponencialmente a partir de 24 h de cultivo, atingindo seu pico de proliferacao
(fase logaritmica) em 120 h 2,0x108 parasitas/mL; posteriormente os promastigotas entram em
fase estaciondria de proliferagcdo (144 h). Apds 144 horas de incubagdo observa-se que o nimero

de parasitas é reduzido gradativamente, até as 192 h de crescimento (com 1x10® parasitas/mL).
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Figura 21 — Curva de proliferacdo celular de promastigotas de L.infantum,cerca de log(10)
2,0x10° promastigotas/mL foram cultivados em meio Schneider, ¢ mantidos em
estufa a 26 °C. Os parasitas foram retirados diariamente dos frascos de cultivo e
contados em camara de Neubauer

6.2.4 Padronizacdo do ensaio de Infeccdo dos Macréfagos DH82 com L.infantum

Nos ensaios de infec¢do de macréfagos foram inicialmente testadas as duas formas
do parasita (promastigota e amastigota) e trés razdes parasita:célula, 5:1, 10:1, 20:1, com o
intuito de estabelecer qual das duas formas do parasita e porcentagem parasita célula apresentava
a melhor taxa de infeccdo para realizar os ensaios com o farmaco AME livre e as formulagdes

lipossomais.

Quando os macréfagos foram infectados com promastigotas a percentagem de
células infectadas foi de 29,0 e 47,6 % (proporg¢des 5:1 e 20:1, respectivamente),como mostra a
figura 22 A. A infeccdo dos macréfagos com amastigotas resultou em percentagem de infeccao
67,7 € 90,9 % (proporcdes 5:1 e 20:1, respectivamente) (Figura 23 B).

A elevada taxa de infec¢do nos macréfagos infectados registrada na infec¢do com
amastigotas dificultou a contagem, pois as células tinham um nimero muito alto de parasitas
intracelulares (aproximadamente 13 amastigotas por célula na propor¢do de infeccdo 20:1.
(Figura 22 (D) e figura 23).

Os resultados indicam que as duas formas do parasita sdo infectantes para as células
caninas mas os promastigotas sao mais adequados para o ensaio, pois ao infectar células DH82,

ndo induzem a superinfeccao dos macréfagos.
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Figura 22 — Percentagem de infeccdo de macréfagos DH82 com promastigotas (A) e
amastigotas (B) de L.infantum, nas propor¢des 5:1, 10:1, 20:1 parasita: célula.
Numero de amastigotas por célula, células infectadas com promastigotas (C) e

amastigotas (D).

Figura 23 — Micrografia da célula DH82 com a forma intracelular amastigota do parasita L.
infantum, na proporcao 20:1. Colorada com Giemsa. aumento de 100X.

Considerando-se esses resultados os proximos experimentos de infec¢do foram

feitos com a propor¢do parasita:célula de 20:1, utilizando-se e a forma promastigota de L.

infantum.
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6.2.5 Ensaios de Toxicidade e Viabilidade Celular
6.2.5.1 Toxicidade do AME em promastigotas de L. Infantum

Inicialmente foi testado o efeito do farmaco AME, em promastigotas de L.infantum.
Pode-se observar na figura 24 que embora nenhuma das concentracdes de AME atingisse a
eliminagao total dos promastigotas, foi evidente a diminui¢do do seu nimero. O efeito do AME
na proliferacdo dos parasitas ocorreu apds 48 horas de tratamento e se manteve até as 96 h,

apresentando um comportamento tempo dependente.

Ha relacdo direta entre a toxicidade nas culturas de promastigotas de L. infantum
e as concentragdes de AME testadas. A concentracdo 0,2 M causou 50 % de inibi¢do do
crescimento dos promastigotas, apos 48 e 96 h, enquanto a concentracao 0,4 M atingiu valores
de 66 e 96 % de inibi¢do dos promastigotas, as 48 e 96 h mostrando um comportamento dose
dependente. O valor encontrado foi compativel com o descrito na literatura por Borborema e
col., que encontraram /Csy de 0,2 M para AME em promastigotas de L.major e Tempone e col.,
determinaram /Csy de 0,1 M para AME em promastigotas de L.chagasi (BORBOREMA et al.,
2011; TEMPONE et al., 2004).
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Figura 24 — Logaritmo do nimero de promastigotas de L. infantum por mL apds tratamento
com diferentes concentracdes de AME , durante 48 e 96 h. Células cultivadas em
meio Schneider a 26 °C, contadas em camara de Neubauer.

A baixa atividade antiparasitdria do antimdnio pentavalente sobre as formas
promastigotas pode ser explicada pela necessidade de conversdao do antim6nio pentavalente,

em sua forma trivalente, mais toxica e cuja transformacao parece ser dependente de enzimas do
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sistema de protecdo contra danos oxidativos e a tripanotiona, um tiol de baixa massa molecular
(formado por 2 duas moléculas de glutationa ligadas por uma poliamina),
presente em quantidades muito maiores na forma intracelular (amastigota) do parasita . Estas
enzimas vém sendo descritas como fundamentais no processo de bioconversdao do antimdnio
pentavalente para a forma trivalente. As propriedades antileishmania dos fairmacos antimoniais
provavelmente seriam decorrentes da associag¢io do complexo entre o Sh>T-tripanotiona, com
enzimas (YAN et al., 2003).

Apesar dos estudos reportados na literatura, o0 mecanismo de acdo dos antimoniais
pentavalentes no tratamento das Leishmanioses ainda permanece pouco compreendido. Até o
momento ndo estd bem esclarecido se a forma ativa final dos agentes antimoniais pentavalentes
é 0 Sh>Tou o Sb>* (FREZARD et al., 2009).

A baixa atividade do antimo6nio pentavalente nas formas promastigotas foi mostrada
por Roberts e col., que verificaram que fracdes do estibogluconato de sddio foram mais eficientes
contra formas amastigotas de L.panamensis do que contra formas promastigotas (ROBERTS;
RAINEY, 1993).

Quando promastigotas de L.donovani foram pré-tratadas com tartarato de antimonio
e potdssio e depois incubadas com estiboglunato de sédio, o Sb°* reverteu a toxicidade do Sh> ™,
sendo o SH°T pouco eficiente contra a forma promastigota de Leishmania sp
(SHAKED-MISHAN et al., 2000). Os autores ainda concluiram que ambas formas,

promastigotas e amastigotas, acumulam antimonio pentavalente.

A reducdo do Sb para Sb3*, por processos enzimdticos ou ndo, ocorre em ambas
as formas do parasita, porém a atividade redutora é mais intensa em amastigotas. Esses dados
sdo consistentes com a hipétese de reducio, dentro da célula hospedeira, do Sh>+ em sua forma

trivalente ativa.

6.2.5.2 Citotoxicidade do AME e do AME lipossomal (L-AME) em Macréfagos DH82

Os efeitos citotoxicos de diferentes concentracoes de AME e L-AME foram
determinados em macrofagos DH82 avaliando a viabilidade celular (% de células vidveis), a

través do método de exclusdo do azul de tripan, e pelo método de redu¢do do MTT.

Na figura 25, se observa as percentagens de células vidveis quando tratados com
solucdes com diferentes concentracdes de AME e L-AME, respectivamente, comparando-se
aos controles ndo tratados. Considerando as anélises realizadas pelos dois métodos de avaliacao,
observa-se que o AME na sua forma ndo encapsulada foi mais toxico para a linhagem DH82,
em comparacdo com o AME lipossomal (L-AME). A diminuicdo do 50 % da viabilidade celular
dos macréfagos tratados com AME nao encapsulado foi encontrado nas concentracdes 0,05 (48
h) e 0,01 M (96 h) quando comparado com o controle nio tratado. A diferenga das células

tratadas com as formulagdes de AME lipossomal, as quais atingiram valores proximos ao 50
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% da viabilidade celular s6 na maxima concentracdo testada (0,01 M) nas 48 h de tratamento,
observando-se uma recuperacgdo das células nas 96 h de tratamento aumentando sua viabilidade

celular acima ao 70 %. Os resultados observados mostram que o antimoniato de meglumina

lipossomal apresentou baixa toxicidade para macréfagos DHS2.
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Figura 25 — Viabilidade celular de macréfagos DH82 nao infectados e tratados com diferentes
concentracdes de AME e L-AME, durante 48 e 96 h. Células cultivadas em meio
DME a 37°C. Imagens correspondentes a: técnica de exclusdo por azul de tripan;
tratado com AME (A), tratado com L-AME (B); técnica de reducdo do MTT: com
AME (C), com L-AME (D).

O efeito toxico apresentado pelo AME nos macréfagos podem se explicar mediante
a interacao das enzimas antioxidantes do hospedeiro como as do sistema glutationa, principal
tiol encontrado no citossol de células de mamiferos, que também contribuem com o processo
de bioconversdo do antimonio pentavalente ao trivalente, porém de forma menos intensa, em
compara¢do com as enzimas que realizam a bioconversdo na Leishmania sp (YAN et al., 2003).
Com a presencga do sistema lipossomal L-AME os efeitos de toxicidade apresentados pelo AME
na sua forma livre sdo diminuidos o que mostra a vantagem de usar o sistema lipossomal ao

diminuir os danos causados nos macrofagos, célula hospedeira da L. infantum



Capitulo 6. RESULTADOS E DISCUSSAO 69

6.2.5.3 Atividade Antileishmania do AME e do L-AME em macréfagos DH82 infectados com

L.infantum

A atividade antileishmania do AME e da formulagdo lipossomal L-AME,
em diferentes concentracdes, foi avaliada em macréfagos DH82 infectados com L. infantum.

O tratamento com AME encapsulado resultou em uma diminui¢do da percentagem
de células infectadas (figura 26 B), em todas as concentragdes testadas de antimoniato de
meglumina encapsulado (< 50%). O tratamento com os lipossomas sem AME encapsulado
(controle), representado no grafico como M0 infec) também causou diminui¢do na percentagem
de células infectadas (reducdo de 10% com relacdo ao controle) € na maior concentracao
utilizada (0,01 M) os macréfagos apresentaram uma percentagem de infeccdo de 33% nos
tempos de 48 e 96 h; em comparagdo ao efeito apresentado pelo antimoniato de meglumina nao
encapsulado (figura 26 B), que ndo induziu diminui¢do do 50% da infeccdo dos macréfagos
em nenhum dos tempos de andlise sendo que a menor taxa de infec¢do percentual (65%) na

concentragdo 0,01 M, foi observada apés 48 horas de andlise.
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Figura 26 — Percentagem de infeccdo de macréfagos DH82 infectados com L.infantum e
tratados com: AME livre (A), AME lipossomal (L-AME) (B), apds 48 e 96 h.

Da mesma forma o niimero de amastigotas no tratamento com AME ndo encapsulado,
diminuiu, em relagdo ao controle, nas trés concentragdes utilizadas (0,0001, 0,001 e 0,01 M)

porém menos do que o efeito observado con L-AME.

Na figura 27, observa-se o aspecto morfoldgico de macréfagos DH82 ndo infectados
e nao tratados, os quais apresentam forma oval e nicleo localizado excentricamente. (Figura 27
A). Os macréfagos ndo infectados mas que foram tratados com AME apresentaram morfologia
alterada, evidenciando-se alongamento anormal do citoplasma, descentraliza¢dao do nucleo, e
diminuicdo da quantidade de células por campo, podendo-se inferir que o firmaco na sua forma

livre ocasionou efeitos toxicos nas células, gerando estresse nas mesmas, efeito que se observou



Capitulo 6. RESULTADOS E DISCUSSAO 70

diminuido nos macréfagos que foram tratados com o farmaco na formulacido lipossomal
(L-AME), onde se observou uma forma mais esférica do citoplasma sem deslocaliza¢do do
nucleo, pudendo-se observar uma diminuicdo dos efeitos toxicos causado pelo farmaco (AME),

pudendo ser atribuido a protecao do sistema lipossomal nas células.

Macroéfagos infectados também sdo ovais com nucleo excéntrico. Os macréfagos
infectados e sem tratamento apresentaram muitos amastigotas intracelulares (Figura 27 D),
enquanto que os macrofagos infectados e tratados com o AME na sua forma livre (0,001
M) apresentaram uma diminui¢do considerdvel dos amastigotas intracelulares efeito que se vé
incrementado pelo tratamento lipossomal na mesma concentracio de fiarmaco onde foi
encontrado em média 1 amastigota por célula (Figura 27 E-F).

Dessa forma as formulacdes lipossomais com AME mostraram um efeito maior
quanto a manuten¢do da viabilidade celular em macréfagos ndo infectados e infectados , e na
diminuicdo da carga parasitiria em macrofagos infectados em comparacdo aos
resultados obtidos com o tratamento de macrofagos tratados com AME nao encapsulado (Figura
28).

Figura 27 — Micrografias de macr6fagos DH82, corados com Giemsa (100x). Faixa superior,
macréfagos ndo infectados apdés 96 h de tratamento: (A) sem tratamento,
(B) tratados com AME, (C) tratados com L-AME. Faixa inferior, macréfagos
infectados com promastigotas de L.infantum, apés 96 h de infeccdo: (D) sem
tratamento, (E) apds tratamento com AME 0,01M, (F) apds tratamento com
L-AME 0,01M. As setas indicam a presenca de amastigotas.

Também foi analisada a viabilidade dos macréfagos quando infectados e tratados

quanto com AME e L-AME (Figura 28). Um aumento da viabilidade celular nas culturas
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tratadas com AME lipossomal (L-AME) foi observado quando comparado com a viabilidade
de macréfagos infectados e tratados com AME.

O tratamento com L-AME induziu uma diminui¢do de apenas 10% da populacdo
de macréfagos infectados por 96 horas (0,01 M), em comparacao com o controle de macréfagos
infectados sem tratamento, evidenciando-se um comportamento de manutencdo celular

propiciado possivelmente pelo efeito de protecao oferecido pelo sistema lipossomal.
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Figura 28 — Percentagem da viabilidade celular de macréfagos DH82 infectados com

L.infantum ap6s 48 e 96 h.(A) macrofagos tratados com AME; (B) macrofdgos
tratados com L-AME

Os resultados obtidos e apresentados para os sistema lipossomal com antimoniato
de meglumina (L-AME), evidenciaram melhorias tanto em termos de viabilidade celular,
diminuicdo da carga parasitdria, estabilidade fisica e quimica da formulagdo preparada, quando

comparamos esses parametros com o farmaco AME nao encapsulado.

s

E importante ressaltar que ndo foi observado efeito algum de agregacdo ou
precipitacio da suspensdo lipossomal durante os testes, de cultura In vitro. Assim a formulacdo

apresentou estabilidade fisica, importante para a solubilidade no meio de cultura, durante os
dias da anélise.

Os resultados obtidos neste estudo podem ser explicados pela alta afinidade das
vesiculas lipossomais anidnicas pelas células j4 que a carga da membrana dos lipossomas
¢ uma caracteristica essencial para a interacdo célula-liposoma. Além disso, os lipossomas
carregados negativamente tém mostrado maior estabilidade em sistemas bioldgicos, quando
comparado com formula¢des com carga positiva, como consequéncia de uma diminuida adesao
das proteinas do soro 4 superficie dos lipossomas (OKU et al., 1996). Tempone e col.
demonstraram em estudos in vifro que a carga apresentada na membrana externa dos lipossomas
contribui para uma alta interagdo dos lipossomas com receptores scavenger (SavR) dos
macrofagos (TEMPONE et al., 2004). De acordo com Fadok e col. os receptores (SavR) sdo
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0s principais sitios para a ligacdo de lipossomas anidnicos, como consequéncia da depuracao
apoptética regular de células senescentes por macrofagos (FADOK et al., 2000). Tem relatos da
presenca e alta expressao destes receptores nas membranas celulares de macréfagos infectados
con Leishmania (TEMPONE et al., 2004). Este fato pode também ter contribuido para a eficicia
superior das formulacdes lipossomais com carga negativa. Estes resultados demonstram ainda
que os lipossomas sdo capazes de direcionar firmacos para macrofagos e entrega-los nos
fagolisossomas. Os lipossomas com carga negativa podem ter como alvo os vacuolos
parasitéforos dentro de macréfagos por um mecanismo relacionado com anexinas, proteinas
hidrofilicas que se ligam de maneira reversivel aos fosfolipidios carregadas negativamente e
atuam como moléculas de ponte na fusdo das vesiculas (TEMPONE et al., 2004). Dentro
deste compartimento, os lipossomas sdo interrompidos por um fosfolipase de fase acida e
sofrem degradacdo fagolisossoOmica, na ultima fase, liberando assim o seu conteudo para o
citoplasma (HILLAIREAU; COUVREUR, 2009; AHSAN et al., 2002). Lipossomas carregados
sdo conhecidos por serem fagocitados em maior taxas, devido a interagdes especificas ou
electrostdticas entre as células e vesiculas. Com efeito, a inclusdo de PS pode levar ao preferida
reconhecimento de lipossomas pelas células mononucleares do sistema fagocitico
(SCHWENDENER et al., 1984).

6.2.6 Estudos de colocalizacdo intracelular lipossoma-parasita.

A colocalizagdo intracelular dos lipossomas LUV marcados com NDB-PE e dos
lipossomas L infantum com a proteina fluorescente m-cherry foi avaliada por microscopia
confocal realizando andlise de processamento de imagens com o programa Imagel, durante
2,4,6 e 8 h como mostrado na figura 29, onde se observa um comportamento tempo dependente
no aumento do nimero de colocalizacdes parasita-célula, comecando com aproximadamente
500 colocalizagdes as 2 h até atingir ao redor de 3000 colocaliza¢des nas 8 h de tratamento.
Este comportamento pode ser observado qualitativamente nas micrografias mostradas na figura
30 onde se observam os sinais do marcador de nicleo DRAQS (canal azul), parasita L.infantum
m-cherry, lipossomas com NDB-PE (canal verde),o sinal de colocaliza¢do do nticleo, parasito
e lipossoma evidencia-se pela emissdo no canal amarelo, cuja intensidade aumenta em relacao
ao aumento do tempo de tratamento. O maior nimero de colocalizacdes se observam nas 8 h de
tratamento como pode ser observado na figura 31 onde a colocaliza¢do pode se determinar pela

emissao no canal amarelo.
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Figura 29 — Numero de colocalizagdes intracelulares em macréfagos DH82 do parasito L.
infantum e dos lipossomas LUV com NDB-PE apés 2,4,6 e 8h de tratamento.
Andlise realizado por tratamento de imagens obtidas por microscopia confocal com
o programa ImageJ.
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Figura 30 — Numero de colocaliza¢des intracelulares em macréfagos DH82 com marcador de
nucleo DRAQS (canal azul) do parasito L. infantum-mcherry (canal vermelho) e
dos lipossomas LUV com NDB-PE (canal verde) apds 2,4,6 e 8h de tratamento.
Analise realizado por tratamento de imagens obtidas por microscopia confocal com
o programa Imagel.
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Figura 31 — Numero de colocalizagdes intracelulares em macréfagos DH82 do parasito L.
infantum e dos lipossomas LUV com NDB-PE apés 8h de tratamento. (A)
Marcagao do nicleo dos macréfagos DH82 com DRAQS observado no canal azul.
(B)Macréfagos DHS82 infectados com parasitos L.infantum-mcherry observados
no canal vermelho. (C) Macréfagos DH82 com lipossomas LUV marcados com
NDB-PE observados no canal verde. (D) Colocalizacao dos lipossomas marcados
com NDB-PE e os parasitos L.infantum-mcherry dentro dos macréfagos DH82
observada pela emissdo no canal amarelo. Andlise realizado por tratamento de
imagens obtidas por microscopia confocal com o programa Image].
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7 CONCLUSOES

Uma formulagdo para liberacdo sustentada do farmaco antileishmania, antimoniato
de meglumina, encapsulado em lipossomas de 400 nm e compostos de EPC, CHOL, PS e
a-tocoferol, foi preparada,caracterizada fisico-quimicamente e avaliada in vitro,quanto a seu

efeito leishmanicida, em macréfagos de cao infectados com L.infantum.

Testes de estabilidade quimica ndo indicaram um aumento significativo nos niveis
de endoperdxidos na formulagdo lipossomal. Mesmo nos lipossomas que foram submetidos
ao processo de esterilizacdo por calor, para serem usados nos testes de avaliacdo bioldgica,
os niveis de peréxido ndo ultrapassaram 1 % da concentracdo total de lipidios presentes na

formulacao.

A porcentagem de encapsulacio do AME neste sistema lipossomal, se manteve

préxima a 20 % nos lipossomas estéreis € nao estéreis.

Anélises de espalhamento dindmico de luz indicaram que as vesiculas ndo estéreis
permaneceram estaveis quanto ao tamanho dos lipossomas, PDI e potencial Zeta, por até 180
dias de armazenamento. Nos lipossomas esterilizados por calor houve aumento do didmetro

médio das particulas, que ultrapassaram 400 nm apds 6 meses a 4 °C.

Os ensaios de citotoxicidade in vitro, em cultura de macréfagos DHS82,
demonstraram que o sistema lipossomal (L-AME), foi menos citotoxico em comparagdo com

AME livre, indicando que a formulacdo pode ser adequada para futuros ensaios in vivo em caes.

A avaliacdo dos efeitos in vitro (testes em cultura de macrofagos infectados com
L.infantum) da formulagdo lipossomal, mostrou que o sistema induz diminui¢ao mais acentuada

da carga parasitdria, nos macréfagos infectados que aquela induzida pelo AME livre.

Neste sentido, os resultados aqui apresentados e discutidos, sdao de grande
importancia na investigacao, pesquisa, caracterizacao e aplicacdo de formas farmacéuticas de
liberacao sustentada para o farmaco leishmanicida antimoniato de meglumina. Eles indicam
perspectivas que a encapsula¢do em lipossomas pode melhorar a eficicia do AME, sendo vidvel
sua avaliacdo e aplicacdo em caes, levando a uma formulacdo eficaz para uso clinico do

antimoniato de meglumina.

Lipossomas marcados com NDB-PE foram internalizados nos macréfagos DH82 e
colocalizados intracelularmente com os parasitos L. infantum- m-cherry, encontrando-se acima
de 3000 colocalizacgdes as 8 h de tratamento lipossomal, indicando que possivelmente a eficicia
in vitro do sistema é devido 4 presenca do parasito e do sistema lipossomal no mesmo local de

acao.
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A Anexo

Neste anexo se colocam os procedimentos realizados na tentativa do desenvolvimento

do complexo ciclodextrina-AME.

A.1 Preparo e caracterizacdo do complexo AME em Hidroxipropil

Bciclodextrina

Foi preparada por liofilizagdo, uma formulagiao de AME complexado com HP-BCD
na propor¢do 1:1 (razdo molar). Na forma de um “cake” (pastilha) estdvel, compacto e de
boa aparéncia, caracteristicas fisicas desejadas para a formulagdo, sem perda significativa da
quantidade do liofilizado obtido. Resultados semelhantes foram obtidos com uso do método de

secagem por spray drying, obtendo-se um po solto de particulas homogéneas e de cor branca

A.2  Calorimetria exploratéria diferencial (DSC) e microscopia 6ptica
acoplada a liofilizacdo (FDM)

Para determinacdo das temperaturas de micro e macro colapso e do ponto de
congelamento dos liofilizados (complexo AME: HP-BCD, AME livre e HP- CD) foram feitas
medidas com DSC que revelaram: para a HP-BCD: temperatura de micro colapso (-16,1 °C),
temperatura de macro colapso (-9,4 °C), com um ponto de congelamento de (-22,7 °C). O
liofilizado do antimoniato de meglumina livre apresentou temperatura de micro colapso (-45,7
°C), temperatura de macro colapso (-40,5 °C) e ponto de congelamento (-23,2 °C). J4 o complexo
AME:HP-BCD apresentou: temperatura de micro colapso (-16,7°C), temperatura de macro
colapso (-13,5 °C) e ponto de congelamento (-20,3 °C), como mostram as micrografias da figura
32. A complexacdo aumentou bastante a temperatura de colapso, o que indica que a liofilizacao
€ um processo vidvel de ser adotado, em maiores escalas sem perda da estrutura porosa dos

compostos, apos liofilizacao.

A.3 Medidas de espalhamento de luz dindmico para avaliar possivel
agregacdo do complexo HP-BCD:AME por DLS

Medidas de DLS foram feitas em amostras do complexo AME-CD para avaliar
possivel agregacao dos mesmos. Primeiramente € preciso dizer que os complexos farmaco-CD

ndo tem tamanho para ser detectados no DLS.
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Figura 32 — Microfotografias das amostras liofilizadas: (A,B,C,D) complexo AME:HP-BCD
revelando o ponto de congelamento, borda liofilizagdo, micro e macro colapso,
respectivamente; (E,F,G,H) antimoniato de meglumina livre revelando o ponto
de congelamento, borda liofilizada, micro e macro colapso, respectivamente;
(IJLK,.L) ponto de congelamento, borda liofilizada, micro e macro colapso.
Apesar de o processo de liofilizagdo ter se mostrado apropriado ao preparo
do complexo AME:HP-BCD, algumas caracteristicas fisicas macroscdpicas do
complexo mostraram-se instaveis apds re-solubilizacdo, nos levando a questionar
a estabilidade do mesmo. Desta forma, usamos medidas de espalhamento
de luz dindmico (DLS) para investigar a presenca de possiveis agregados
macromoleculares, no complexo AME:HP-BCD.

Os resultados obtidos a partir da medi¢do do didmetro médio das particulas e indice
de polidispersdo (PDI) nas amostras do complexo AME:HP-BCD, 1:1 suspenso em &dgua
desionizada antes do processo de liofilizagcdo, durante quatro dias se encontram na tabela 6.
Observa-se um aumento do tamanho das particulas durante os 4 dias analisados, comecando
nas dimensdes minimas limites do equipamento (ca. 10 nm) e atingindo 633 nm , no ultimo dia
da medicao. Sintomaticamente, a polidispersdo manteve-se alta em todas as medidas, indicando
heterogeneidade das particulas. Estes dados indicam instabilidade do complexo AME:HP-3CD,
possivelmente por formagao de agregados macromoleculares, envolvendo muitas moléculas
do farmaco e do oligossacarideo, até atingir as dimensdes compativeis com as medidas de

espalhamento de luz dindmico.

Quando o complexo foi liofilizado, depois de um dia de agitacdo, e solubilizado em
agua desionizada a média dos tamanhos obtidos se mostrou semelhante ao do dia 4 (ca. 610
nm). De forma semelhante, quando o liofilizado foi solubilizado em tampao HEPES 20 mM pH
7,4 com NaCl 150 mM, registramos diametro médio de particulas de 428 nm, como mostra a
tabela 7 .
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Tabela 6 — Didmetro médio e polidispersao (PDI) em amostras de AME: HP-BCD (propor¢io
molar 1:1) antes do processo de liofiliza¢do, medidos durante 4 dias.

Complexo HP-SCD:AME (1:1) sem liofilizacao

DIAS Tamanho PDI
1 9,9 1
2 119,0 0,812
3 279,1 0,886
4 633,0 0,766

Tabela 7 — Didmetro médio e PDI de amostra do complexo AME:HP-BCD na propor¢ao molar
1:1; liofilizado apés 1 dia de equilibrio e ressuspenso em dgua desionizada ou tampao
HEPES 20 mM pH 7,4 + NaCl 150 Mm

Complexo HP-FCD:AME (1:1) com liofilizacio

Solubilizante Tamanho (nm) PDI
Agua desionizada 610,4 0,361
HEPES 20 mM,pH 7,4+NaCl 150 mM 428,1 0,316

Com a técnica de spray-drying o tamanho médio das particulas, depois de 12 h
equilibrio e ressuspensdo em dgua desionizada foi >1 um . Em comparacdo com os dados da
tabela 7, aparentemente os processos de desidratacdo (liofilizacdo ou spray-drying) aceleram
a agregacdo dos complexos HP-BCD. De qualquer maneira (com ou sem liofilizagdo), esta
agregacdo € indesejavel para uma formulacdo de uso parenteral, e também inviabilizaria o
preparo dos sistemas de duplo carreamento (AME em ciclodextrina em lipossomas) proposto.
Conduzimos medidas de Difracdo de Raios X e 1H-RMN para tentar obter informacgdes
moleculares que melhor esclarecem este processo de agregacdo. Ribeiro e col. em complexos
AME:BCD também detectaram nanoparticulas grandes (didmetro médio de > 500 nm), que
diminuiam para < 100 nm, em funcdo do tempo (RIBEIRO et al., 2010).

A.4 Difracdo de Raios X

Na andlise realizada (figura 33), observamos que na mistura fisica existe uma
sobreposi¢do do difratograma da HP-BCD com o do antimoniato de meglumina, como esperado
(ja que na mistura fisica os compostos puros, AME e HP-BCD sio pesados e misturados na

forma de pd). Sobre o difratograma do complexo pode-se afirmar que:

1. O deslocamento em 2 theta 6 no primeiro pico sugere uma possivel interacdo do

antimoniato de meglumina com a HP-BCD.
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2. A complexdo é de ndo-inclusdo do antimoniato de meglumina com a HP-B-CD, pois
caso houvesse complexa¢do de inclusao (insercio do AME na cavidade hidrofébica da
ciclodextrina), o difratograma do complexo deveria ser semelhante ao da HP-BCD pura,

que € amorfo.

T T ]

—— HP-B-CD

000 - 4
——HP-§-CD

— meéglumine

——— HP-§-CD + meglumine

Intensity (arb. unit )

20 (%)

Figura 33 — Difratogramas de Raios-X da HP-BCD livre (linha preta), complexo
AME:HP-BCD (linha vermelha), AME livre (azul), mistura fisica da HP-BCD e
do AME (verde).

Embora as medidas de Raios X ndo permitam afirmar se houve ou nio formacao
de agregados, os difratogramas da mistura fisica e do complexado mostraram intensidades

diferentes, o que pode ser um indicio de agregacao.

A.5 Medidas de Ressonancia Magnética Nuclear

Os espectros de 1H-RMN foram coletados para as amostras em estudo (AME,
HP-BCD e complexo AME: HPBCD). A figura 35 mostra os espectros do AME e somente
do meglumine (metilglucamina, sem Sb como mostrado na estrutura quimica), ao lado direito
dos espectros). Note-se que a molécula de meglumine tem 7 carbonos, sendo: 1 metila, 2 CH;
e 4 grupos CH, compativeis com os 6 picos identificados na figura 18B, considerando os
hidrogénios magneticamente equivalentes na molécula. No entanto, o espectro registrado por
nas medidas realizadas com o AME (figura 34A) é muito mais complexo, o que pode indicar

degradacdo da amostra.

A figura 35 e a tabela 8 mostram o espectro e a atribui¢do dos picos da HP-BCD, os

quais estdo atribuidos em concordancia com trabalhos anteriores de nosso laboratério (Franco
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de Lima et al., 2012; PINTO et al., 2005) e da literatura (Van Axel Castelli er al., 2008;
SOARES et al., 2009; TSAO et al., 2011).
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Figura 34 — Espectros de 1H-RMN para AME (A) e meglumine (B, retirado da literatura) em
400,13 MHz, temperatura 25°C.

A figura 35B mostra o espectro do complexo AME:HP-BCD, porém os sinais do
AME foram de dificil identificacdo. Foi realizada a andlise de gradiente de campo magnética
variavel (DOSY) do AME e do complexo y os resultados sdo apresentados na (figura 36), os
dados tratados permitiram o calculo da constante de associagio AME:HP-BCD, como mostrado
na tabela 9. O coeficiente de difusdo das moléculas pequenas como a dgua e a AME € grande
e deve diminuir com a formac¢do do complexo, ja que a ciclodextrina apresenta mobilidade
reduzida em solucdo, em comparacio com a dgua. Esta menor difusio permite a determinacao
da fracdo da molécula hospede associada ao anel macrociclico e da constante de associagao,
por DOSY.

O valor da constante de associa¢do, Ka=89,3 L/ M ~1 determinado pela técnica de
DOSY (tabela 9) € caracteristico de associacdo fraca entre fairmaco e ciclodextrina (LOUKAS
et al., 1998) e é compativel com a formacdo de complexos de ndo inclusdo, mantidos por
ligagdes de hidrogénio intermoleculares. E importante notar que o coeficiente de difusio do
AME (3,12,10-10 m2/s) € muito alto p-ara uma molécula de sua massa molar e é compativel

com a agregacao do farmaco.

A formacgdo de complexos de ndo inclusdo ja foi descrita para o antimoniato de
meglumina com a BCD pelo grupo de Frézard da Universidade Federal de Minas Gerais
(DEMICHELI et al., 2004; FREZARD et al., 2008; MARTINS e al., 2009; RIBEIRO et al.,
2010) com efeitos farmacoldgicos interessantes e significativos (otimizacdo da acdo
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Tabela 8 — Deslocamentos quimicos (§A em ppm) e atribuicdo de hidrogénios para as amostra
de HP-BCD (de acordo com a figura 36).

Hidrogénio Intervalo 6 (ppm)

CHj (hidroxi) 1,00-1,12
Hy 3,47-3,59
HP-ﬁCD
H> 3,61-3,67
Hs 3,74-3,84
H; 3,87
H,; 4,96-5,08
H, 5,12-5,23
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Figura 35 — Espectros de 1H-RMN da HP-BCD (A) e do complexo AME:HP-BCD (B),
medidos em 400,13 MHz, temperatura 25 °C.

farmacoldgica ou diminui¢ao da toxicidade). Complexos de ndo inclusdo ja foram descritos para
ariboflavina (JESUS et al., 2012), e para outros farmacos, levando ao aumento da solubilidade,
otimizag¢do de propriedades fisico-quimicas (DUAN et al., 2005) e maior estabilidade quimica
dos farmacos (HAZEKAMP; VERPOORTE, 2006).
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Tabela 9 — Coeficientes de Difusdo (D) do AME, HP-BCD, e do complexo AME:HP-SCD,
fracao molar do complexo e constante de associacdo (Kas) AME:HP-BCD.

Composto D (10'0 m* S~1) Fracdo molar do complexo (%) Ka (L/mol)*

AME 3,12 _— —
HP-5CD 2,03 — —
HP-BCD:AME 2,85 25 89,3
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Figura 36 — Espectros DOSY de 1H-RMN da HP-BCD (A) e do complexo AME:HP-BCD (B),
medidos em 400,13 MHz, temperatura 25 °C

Devido ao processo de agregacdo do complexo ciclodextrina-AME, sendo
encontrados tamanhos maiores ao definido para os lipossomas (400 nm), foi descartadA da
proposta inicial o uso da HP-BCD como carregadora do AME, e o estudo foi direcionado ao

uso de lipossomas anidnicos, como sistema de carregamento para o farmaco.
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A.6 Publicacdes relacionadas ao tratamento da Leishmaniose através
do uso de antimoniato de meglumina (AME) encapsulado em

lipossomas

A seguir se mostra um levantamento bibliogrifico (em forma de tabela),
relacionando ao tratamento da leishmaniose através do uso de antimoniato de meglumina (AME)

encapsulado em lipossomas.

A tabela traz um levantamento detalhado dos artigos na literatura, envolvendo uso
de antimoniais encapsulados em lipossomas no tratamento da leishmaniose. Os primeiros relatos
ocorreram na década de 1980, quando diferentes autores verificaram, em modelos de roedores
e no cdo, que as formulagcdes lipossomais foram até 700 vezes mais eficazes no tratamento
da LV, quando comparadas ao tratamento convencional com os antimoniais ndo encapsulados
(FREZARD; DEMICHELI, 2010). Usando SUV liofilizadas € depois
reconstituidas (composicdo DSPC:Chol:DCP 5:4:1) por ressuspensdo em tampao fosfato em
pH 7,2, Schettini e col. conseguiram alcancar uma eficiéncia de encapsulacido (% EE) de 38
9% de AME em vesiculas com tamanho médio de 2,37 um e indice de polidispersao de 0,5
(SCHETTINI et al., 2003). Formulagdes liposomais de trés farmacos antileishmaniais:
Glucantime, miltefosine e paromomicina foram preparadas por Momemi e col. usando um
método modificado de emulsdo/liofilizagdo. A eficiéncia de encapsulacdo dos lipossomas
preparados por esse método foi de até 90 %; porém os lipossomas tinham tamanho de distribuicao
bimodal, o que causou diminui¢do para 50 % de encapsulacio durante a filtragem de esterilizacao.
Estes autores mostraram também que o efeito da carga de superficie € significativo sobre o
processo de preparagdo, o tamanho e a eficiéncia de encapsulacao, apresentando maior eficiéncia
de encapsulacdo e menor tamanho as formulagdes com carga negativa (-60.2mV) (MOMENI et
al., 2013). Borborema e col. desenvolveram formulagdes liposomais contendo AME e
determinaram sua atividade leishmanicida e absor¢do em macr6fagos, mostrando que o valor
IC50 com o AME lipossomal foi 10 vezes menor que o do farmaco livre, apresentando ainda
toxicidade reduzida nos macr6fagos (BORBOREMA et al., 2011). Usando AME encapsulado
em lipossomas com fosfatidilserina, Tempone e col. demostraram uma alta eficicia in vivo
reduzindo em 133 vezes a dose de antimdnio total administrada em hamsters infectados
(TEMPONE; JR., 2008).



Ano Tratamento(s) Dose(s) Tipo de lipossoma Composigdo Proporgoes Resultados Referéncia
DMPC/DCP/CHOL
Infe¢do experimental 0,3-1,3 mg Sb/kg MLV’s SM/CHOL/DCP Lipossomas contendo egg-PC (carga positiva), sdo menos efetivos que os lipossomas
L.donovani 1,3-2,5 mg Sh/kg Carregados positiva e SM/CHOL/SA 2:1,5:0,22 carregados negativamente.
2,5-5,2 mg Sb/kg negativamente Egg-PC/CHOL/DCP 2:1,5:0,44 Lipossomas contendo PS (carga negativa),foram os menos efetivos
In vivo Hamsters 10-30 mg Sb/kg dependendo do lipidio Egg-PC/CHOL/SA 2:1,5:0,88 Lipossomas contendo fosfolipidios de cadeia longa altamente saturados (DPPC), CHOL e
1978 40-80 mg Sb/kg pH:7,3 PS/CHOL uma carga negativa foram os mais efetivos. 1
Via administragdo: DSPC/CHOL/DCP O rango de concentragdo 1,3-2,5 mg sb/kg de farmaco encapsulado teve resultado
Via intravenosa e Por 4 dias DSPC/CHOL/SA igual & concentragdo 823 mg sb/kg do farmaco livre, sendo 332-640 vezes maior na
intracardiaca DMPC/CHOL/SA prevengdo da mortalidade por leishmaniasis.
DMPC/CHOL Os lipossomas vazios apresentaram toxicidade nos camundongos.
A dose requerida para a supressdo do 50% da infegdo foi aproximadamente 350 vezes
Infegdo experimental 1 mg Sb/kg MLV’S DPPC/CHOL/DCP 2:1,5:0,22 maior para o farmaco livre comparado com o farmaco encapsulado.
L.donovani por 4 dias 2pum O aumento do efecto anti-leishmania do farmaco encapsulado em lipossoma pode ser
1978 In vivo Hamsters Carregados maior numa doenga croénica, que numa infecgdo aguda. 2
Via administragdo: negativamente Aos 17 dias depois da infegdo os animais tratados com o farmaco encapsulado
Intracardiaca apresentavam 61% de supressdo do parasita, e o farmaco livre apresentava 18% de
supressao so.
Infegdo experimental O farmaco encapsulado foi 276 vezes mais eficaz do que o antimoniato ndo
L.donovani 12-25 mg Sb/kg MLV’S DPPC/CHOL/DCP encapsulado.
Invivo Hamsters | | | T As suspensdes com o farmaco encapsulado e ndo encapsulado juntos, foram 8,5 vezes
1980 Via administragdo: mais eficazes que a droga sozinha. 3
Intracardiaca, 20/21 animais esteveram livres de parasitas 5 semanas depois da infecgao.
parental, intravenosa, Os lipossomas vazios ndo apresentaram atividade leishmanicida.
intramuscular
Encontraram-se interagdes dos lipossomas e parasitas com as células Kupffer.
Os lipossomas que tém fosfolipidios saturados como o principal fosfolipidio, como os
Infegdo experimental SulL /g (LAM) MLV’s Segundo Segundo preparados com palmitoil fosfatidilcolina ou esfingomielina sdo muito mais resistentes
L.donovani pH 7,2 referéncia 1 referéncia 1 ao ataque enzimatico por fosfolipases C ou A (encontradas no macréfago), quando sdo
1983 comparados com lipossomas feitos com lecitina de ovo. a4
In vivo Hamsters Os lipossomas com alta quantidade de fosfolipidios saturados foram mais efetivos
Via administragdo: contra a leishmanioses, comparados com os lipossomas feitos com fosfolipidios
Intracardiaca insaturados.
Apresenta-se alteragdo na estrutura dos lipossomas, com a aparéncia malhada
polimorfa no processo de degradagdo, no comego da liberagdo do farmaco.
Infegdo experimental
L.donovani 11-42 mg Sb/kg MLV's segundo Segundo O farmaco encapsulado apresentou-se 100-120 vezes mais efetivo que o farmaco livre.
1984 In vivo Hamsters pH:7,3 referéncia 1 e 2 referénciale | A supressdo da morte na infecgdo tipo Il foi de 100% 5
Via administragdo: 2 A supressdo da morte na infecgdo tipo Il foi de 80%
Intracardiaca
0,5 mL/kg (LEMA)
Infegdo experimental 1,94 mg Sb/kg MLV’s Segundo Segundo A maior porcentagem de inibi¢do foi apresentada na concentragdo de 0,61 mg
L.donovani (1 dia) pH:7,3 referénciale2 referénciale | LEMA/kg, no tratamento de 4 dias consecutivos, com 97,4%, perto a porcentagem do
In vivo Cachorros 0,61 mg LEMA/kg 2 farmaco livre 99,2% mais na concentragdo de 104 mg sb/kg por 10 dias.
Via administracdo (1-4 dias) A dose SDspde LEMA  foi 0,029 mg sb/kg e esta mesma dose no farmaco livre esteve em
Intravenosa 0,061 mg 24 mg sb/kg.
LEMA/kg A dose 0,046 mg de LEMA/kg/dia teve uma baixa supressio do parasita, Isto indica que
1984 ; . ) . . 6
(1 dia) este nivel de dosagem fica perto da dose minima de drogas que pode ter eficacia
0,046 mg quando entregues diretamente ao parasita.

LEMA/kg (10 dias)
0,0152 LEMA/kg




A farmacocinética do meglumine antimoniato encpasulado em lipossomas tem trés

In vivo Cachorros 25-85 mg Sb/mL MLV’s 31mM fases:
Via administragdo: Pelo método High- S-PC/CHOL/DCP 15,5mM 1. Absorgdo
Intramuscular Speed dispersion 3,3mM 2.Decrecimento dos niveis do farmaco no plasma
1997 N A 7
Subcutanea 250nm 3. Fase de eliminagdo
A forma subcutdnea tem uma lenta absorgdo e pouca vida meia.
A forma intramuscular apresenta uma rapida absor¢do , altas concentrages do
farmaco no plasma e chega rapido ao sistema sanguineo.
Infe¢do experimental O método “DRV” é o mais eficiente para & encapsulagdo de antimoniato de meglumina
L.chagasi 60 mg Sh/kg MLV’s, DRV's, SUV's DCPC/CHOL/DCP 5:4:1 em lipossomas.
In vivo Hamsters FDEL’s Proporg¢ao Todos os animais tratados com Lglu mostrou menos de 70 amastigotas por 1000
Via administragdo: pH: 7,2 lipidio/ nucleos da célula hospedeira no figado ou no bago, e alguns animais (4 de 9) pareciam
2000 Intraperitoneal meglumine: estar livre de parasitas 8
1:0,58 Se sugere que um tratamento com 4 doses de 2 mg sb/kg por semana com antimoniato
de meglumina encapsulado em lipossomas puede ser satisfatorio, uma vez que cada
dose é 70 vezes menor que 4 dose acumulativa numa semana com o tratamento
convencional.
Infecdo experimental A concentragdo de Sb no plasma depois da administragdo intravenosa de LMA tem duas
L.infantum 9,8 ug/kg de Sb PC em emulsdo de fases:
In vivo Cachorros colato de sédio 1, Répida distribui¢do nos tecidos e decrescimento das concentragdes de Sb no plasma
2001 Via administragdo: 10nm 2, Fase mais lenta de diminui¢do do farmaco 9
Subcutanea e A concentragdo no plasma do farmaco depois da administragdo de LMA é sempre alta e
intravenosa se mantem ao longo de um periodo de tempo longo comparado com os niveis atingidos
pelo farmaco livre.
Infecdo experimental O tratamento com LMA apresentou altos niveis de Sb no figado e bago por um longo
L.chagasi 3,8 mgsb /kg FDEL’s L-a-DSPC/ 5:4:1 periodo de tempo.
2003 In vivo Cachorros PH:7,2 CHOL/DCP O 6rgdo critico para o tratamento com LMA foi a medula dssea, encontrando-se nela 10
Via administragdo: baixos niveis de Sb.
intravenosa Uma unica dose de LMA ndo foi suficiente para a eliminagdo total dos parasitas da
medula éssea.
A formulagdo ndo apresentou toxicidade nos macroéfagos peritoneais
Infe¢do experimental 342,17-0,47uM SUV’s Egg-PC/PS/CHOL 5:1:4 A quantidade de farmaco livre utilizado no tratamento foi 16 vezes maior que o
L.chagasi Carregados 4:4:2 farmaco encapsulado.
2004 In vitro macroéfagos negativamente A ICso para o antiménio liposomal foi 14,11uM conseguindo a eliminagdo completa da 11
Radio-marcados com carga parasitaria nos macrofagos.
30uCi de [*H] DPPC Melhorou-se o direcionamento dos lipossomas para os macréfagos infectados através
de interac¢do com o receptor SRs.
Infecdo experimental O tratamento diminuiu significativamente o numero de cachorros positivos para
L.chagasi 6,5 mg sh/kg FDEL’s La-DSPC/ 5:4:1 parasitas com menos de 1 amastigota por 1000 células hdspede mas ndo se logro a
2005 In vivo Cachorros Por 4 dias pH: 7,2 CHOL/DCP eliminagdo total dos parasitas 12
Via administragdo: 1,2um Foram atingidos baixos niveis de antimoniato de meglumina na medula dssea devido ao
Intravenosa maior tamanho dos lipossomas usados (1,2 um) e se acredita que este érgdo é mais
accessivel a lipossomas de menor tamanho.
Os lipossomas com tamanho maior de 1um apresentam problemas para sua aplicagdo 13
Infegdo natural 5,7 mg sb/kg FDEL's intravenosa. O uso de agucares crioprotectoras controla a fusdo da membrana durante
L.chagasi 100 mg sb/kg Misturados com a liofilizagdo obtendo lipossomas de tamanho menor com altas eficiecias de
2006 In vivo Cachorros 4,2mg sb/kg solugdo de sacarose 5:4:1 encapsulagdo. A cinética de libertagdo do farmaco foi bifasica, com uma primeira fase
Via administracdo: 3:1 de libertagdo rapida da droga, seguida por uma segunda fase de libertagdo prolongada.
Intravenosa pH:7,4 DSPC/ CHOL/DCP A quantidade e taxa de libertagdo do farmaco durante a primeira fase foi encontrada
400 nm significativamente mais elevado para a formulagdo preparada com sacarose, quando

comparado com a preparada sem agucar. Assim, a presenga de sacarose provoca maior
libertagdo de antimédnio a partir de lipossomas e uma alta retengdo nos tecidos. E
melhor direccionamento aos orgdos. Mesmo a uma dose 23 vezes menor de antiménio,
a formulagdo lipossomal resultou em niveis de antimonio, de duas vezes, 63 vezes e 68 -
vezes maior na medula dssea, figado e bago, respectivamente, quando comparado com
o farmaco livre.




2008

A dose acumulativa por antimoniato de meglumina liposomal foi 20 vezes menor

Infe¢do natural 6,5 mg sb/kg FDEL’s comparada na dose acumulativa atingida no tratamento convencional. 14
L.chagasi Por 4 dias Misturados com Os sintomas da doenga depois do tratamento diminuiram significativamente.
In vivo Cachorros 4,2 mg sb/kg solugdo de sacarose Encontraram-se signos adversos depois dos primeiros 15 minutos da aplicagdo do
Via administragdo: 3:1 DSPC/ CHOL/DCP 5:4:1 tratamento. Mais do que uma redugdo de 95,7% da carga de parasita foi conseguida
Intravenosa pH:7,2 nos noés do figado, do bago, e nddulos linfaticos cervical apds o tratamento com
farmaco encapsulado em lipossomas, em comparagdo com o tratamento quer com
lipossomas vazios ou solugdo salina.
Infe¢do experimental 0,75-75 mg sb/kg SUV’s Egg-PC/PS/CHOL 5:1:4 Redugdo do 100% dos amastigotas no figado na dose de 0,75 mg/kg
L.chagasi 20 nm N&o se apresentou cito-toxicidade.
2008 In vivo Hamsters Carregados Eficacia da formulagdo lipossomal 16 vezes maior comparado com o farmaco livre. 15
Via administragdo: negativamente Com lipossomas de carga neutra se encontrou um efeito antiparasitario da formulagdo
Intraperitoneal lipidica.
Infe¢do experimental 10,4 mg/mL SUV’'s PC/CHOL/D-L-a 10:4:0,1 O antimoniato de meglumina lipossomal foi 5 vezes mais efetiva, com uma toxicidade
L.major Fluorescentes tocoferol reduzida em macrofagos .
In vitro macréfagos Marcados com DIL-L PC/PS/CHOL/D-L- 10:1:4:0,1 A concentragdo requerida para matar o 100% dos amastigotas intracelulares foi 40
ou DIL-PS-L o tocoferol vezes menor nas formulagdes lipossomais de antimoniato contendo PS comparado com
2011 pH:7,4 o farmaco livre. 16
A 1C50 nos lipossomas PC/CHOL/D-L-a tocoferol foi 10,5 pM
Os lipossomas contendo PS tiveram atividade leishmanicida 100% de morte de todos os
amastigotas numa concentragdo de 25 pM.
Infecdo experimental 25-200 pg/mL SUV’s PC/PE/CHOL/PG | - O tamanho da legdo diminuiu significativamente comparado com os grupos controle
L.major Técnica modificada A contagem de amastigotas nas lesdes da pele diminuiu em todos os grupos tratados
In vivo BALB/c Freeze-drying double com a formulagdo liposomal.
2013 Via administragdo: emulsion (FDE) A eficiéncia de encapsulagdo de lipossomas foi de até 90%; no entanto, eles herdaram 17
Subcutanea Misturados com uma distribuigdo de tamanho bimodal causando que sua eficiéncia de encapsulagap
solugdo de sacarose fora reducida a 50% durante a filtragem esterilizagdo
101 + 23nm
Infecdo experimental 30 mg sb/kg FDEL’s DSPC/CHOL/DCP 5:4:1 Tratamento com LMA diminuiu o 41% da carga parasitaria no figado e bago junto com
L.infantum Misturados com um menor dano no érgdo.
2014 Via administragdo: solugdo de sacarose O tratamento por via oral com WEP associado com uma Unica dose de MA lipossomal 18
Intraperitoneal 3:1 redujo a carga parasitaria tanto no figado e no bago, no mesmo nivel observado com o
400nm tratamento com AM lipossomal (40 e 30%, respectivamente)
pH 7,2
Abreviaturas:

DMPC: Dimiristoil- dipalmitoil
DCP: Dicetil-fosfato

CHOL: Colesterol

SM: Esfingomielina

SA: Esterilamina

Egg-PC: Fosfatidilcolina de ovo
PS: Fosfatildilserina

DSPC: Distearoil- fosfotidilcolina
DPPC: Dipalmitoil-fosfatidilcolina
S-PC: Fosfatidilcolina de soja

PC: Fosfatidilcolina
L-a-DSPC: L-a Distearoil- fosfotidilcolina

PE: Fosfatidil-etanolamina

PG: Fosfatidil-glicerol
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