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Resumo

A Leishmaniose visceral (LV), é uma doença fatal e negligenciada, considerada

pela OMS uma das seis doenças endêmicas de maior relevância no mundo. A doença é uma

zoonose que tem o cão doméstico como principal reservatório urbano do parasito L. infantum;

e a infecção de cães domésticos é denominada Leishmaniose Visceral Canina (LVC).

Os cães são considerados alvos estratégicos para o controle da doença. A infecção

canina, geralmente, precede o aparecimento de casos humanos e é ainda, mais prevalente que a

LV em humanos. No âmbito doméstico, a maioria dos cães com sorologia positiva não

apresentam sinais clínicos, mas podem, como reservatórios,infectar os flebotomíneos. LVC é

uma doença complexa e com altas taxas de prevalência, chegando a acometer 80 % de toda

a população canina nas áreas endêmicas. A maioria dos estudos de candidatos a fármacos

e sistemas de tratamentos para LVC foram realizados in vivo, sem condições experimentais

controladas. Por isso, justifica-se o uso de linhagem de macrófagos de cão para estudos de

toxicidade de fármacos in vitro. Além disso, considerando-se que não existe tratamento que

garanta a cura parasitológica da LVC, é preciso desenvolver novas formulações farmacêuticas

que ajudem melhorar a eficácia dos fármacos e tratamentos leishmanicidas, aumentando sua

atividade e reduzindo a toxicidade.

Neste trabalho se objetivou desenvolver, caracterizar e avaliar, um sistema de

infecção de macrófagos DH82 com L.infantum (in vitro), uma formulação lipossomal de

liberação sustentada para o fármaco leishmanicida antimoniato de meglumina (AME), um dos

principais fármacos utilizados no tratamento da LV, com uma nova abordagem terapêutica para

o tratamento da LVC.

Lipossomas unilamelares grandes (LUV) compostos por fosfatidilcolina de ovo,

fosfatidilserina e colesterol (4:0,4:3-razão molar) foram preparados por extrusão, em pH 7.4. A

formulação lipossomal foi caracterizada quanto à eficiência de encapsulação do AME (23 %).

As

formulações foram acompanhadas por 180 dias de armazenamento a 4 oC, quanto ao tamanho

das vesículas polidispersão e potencial zeta. O diâmetro médio dos lipossomas encapsulados foi

de 359 ±3,1 nm e o potencial zeta mostrou-se bastante negativo (-61,5 mV) pela presença do

lipídio (PS) carregado negativamente, na formulação. Os níveis de peroxidação não

ultrapassaram 1 % do total de lipídios da formulação. Testes de citotoxicidade in vitro, em

culturas de células DH82 revelaram que a AME livre induziu morte celular concentração

dependente, com redução de 50 % da viabilidade celular após 96 horas com 0,005 M; efeito

diminuído com o AME lipossomal (L-AME), o qual não atingiu 50 % da diminuição da

viabilidade celular em nenhuma das concentrações testadas, indicando menor potencial tóxico

contra macrófagos para a formulação proposta.

Testes de avaliação da atividade leishmanicida, revelaram capacidade do sistema



AME lipossomal em diminuir a carga parasitária dos macrófagos de cão em 30 vezes, comparado

com o controle de macrófagos infectados mas não tratados, também mostrou uma diminuição

de 49 % da carga parasitária em macrófagos infectados quando comparada com o AME livre

na sua máxima concentração (0,01 M) após 96 horas de tratamento.

Finalmente encontrou-se colocalização e internalização dos lipossomas LUV

(marcados com NDB-PE) e o parasito L.infantum-mcherry dentro dos macrófagos DH82 com

um número superior às 3000 colocalizações nas 8 h e tratamento o que indica que quanto os

lipossomas e o parasita tem o mesmo local de ação ajudando á 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 oC. 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 colocalizações 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
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1 INTRODUÇÃO

O termo leishmaniose compreende um grupo de doenças cujos agentes etiológicos

são protozoários do gênero Leishmania. A leishmaniose é uma doença tropical negligenciada

que acomete principalmente populações de baixa renda, e figura como importante problema de

Saúde Publica. Encontra-se presente em todos os continentes, predominando em áreas tropicais

e subtropicais do planeta, sendo endêmica em 98 países com mais de 350 milhões de pessoas

em risco (ALVAR et al., 2012; BOER et al., 2011; PAHO, 2015).

Nas Américas, a leishmaniose representa um importante problema de saúde pública

devido à sua alta morbidade e ampla distribuição geográfica. Seu ciclo de transmissão complexo

inclui diferentes espécies de parasitas, vetores e reservatórios. Populações pobres com

dificuldade de acesso aos serviços de saúde são as mais afetadas (PAHO, 2015).

As leishmanioses são doenças com largo espectro de sintomas, lesões cutâneas

simples, que se curam espontaneamente, lesões mucosas com destruição tecidual intensa e

lesões mais profundas na leishmaniose visceral (LV), quando o parasita tem tropismo pelo

sistema fagocítico mononuclear do baço, fígado, medula óssea e tecidos linfoides. A LV é uma

doença sistêmica, crônica e que pode ser fatal, se não tratada (MOUGNEAU et al., 2011).

O cão preenche as condições necessárias para ser considerado o mais importante

reservatório urbano, da forma zoonótica da leishmaniose visceral, denominada leishmaniose

visceral canina (LVC), sendo responsável pela manutenção do parasita nos focos endêmicos,

quer pela alta prevalência da doença entre estes animais, quer pela sua proximidade ao homem

(MORENO; ALVAR, 2002; ALVAR et al., 2012; BANETH; AROCH, 2008).

Não há um tratamento eficaz contra a leishmaniose. As medidas de controle atuais

são baseadas unicamente na quimioterapia. Antimoniais pentavalentes, como o antimoniato

de meglumina (AME), são o tratamento de primeira escolha, mas os efeitos colaterais tais

como cardiotoxicidade, pancreatite e nefrotoxicidade e o surgimento de resistência 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 resistência a fármacos 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 fármacos são prolongar, melhorar e controlar

a administração do fármaco. Muitos estudos estão sendo feitos nesta área, a fim de desenvolver

novas formulações com vantagens sobre as formulações convencionais. Estratégias para a

entrega de fármacos nos sistemas de liberação incluem importantes aplicações da nanotecnologia

(RAWAT et al., 2006; ANTON et al., 2008; MISHRA et al., 2010).
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Os lipossomas têm sido o sistema de entrega de fármacos mais utilizado nos últimos

30 anos, eles consistem de agregados coloidais de fosfolipídios e colesterol amplamente usados

para encapsulação de medicamentos, podem levar ao aumento da especificidade da interação

dos compostos ativos com os seus locais de ação, proteção de ativos sujeitos à degradação,

redução da toxicidade e efetiva liberação dos fármacos carregados (ALLEN; CULLIS, 2013).

Os lipossomas são biodegradáveis, não-tóxicos e capazes de interagir com as células,

devido à semelhança entre a sua composição e as membranas celulares, o que lhes confere

uma grande capacidade de absorção no local de ação; sendo veículos de entrega de fármacos

(drug-delivery systems, DDS). Este tipo de sistema proporciona uma maior eficácia e segurança

ao tratamento, uma vez os fármacos são adsorvidos ou encapsulados em transportadores,

reduzindo a dose e reações adversas das formulações convencionais.

Considerando as dificuldades encontradas no tratamento da leishmaniose, a pesquisa

desenvolvida e apresentada nesta dissertação foi focada no melhoramento do tratamento desta

doença de importância médica e sanitária, através do desenvolvimento de uma formulação de

AME encapsulado em lipossomas contendo fosfatidilserina (PS) na sua composição, e sua

avaliação em macrófagos de cão de linhagem tumoral (DH82) num sistema de infecção 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 são oligossacarídeos cíclicos usados como carreadores em DDS,

conhecidas por sua capacidade de aumentar a solubilidade de fármacos (KURKOV, 2013).

Porém não foi possível atingir o objetivo planejado por dificuldades encontradas na complexação

do AME com ciclodextrina e por esta razão a proposta da pesquisa teve que ser redirecionada,

focando no sistema AME-lipossomal. Os dados referentes aos ensaios de complexação do AME

com a ciclodextrina podem ser encontrados na secção de ANEXOS no final desta dissertação.
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2 REVISÃO DA LITERATURA

Este capítulo contém na primeira seção uma revisão da literatura, relacionada à

leishmaniose e sua classificação (em leishmaniose visceral e leishmaniose visceral canina),

métodos de prevenção, controle, diagnóstico e tratamento. Na segunda seção encontra-se um

levantamento bibliográfico de estudos relacionados com lipossomas e sua aplicações ao

tratamento da leishmaniose.

2.1 Leishmaniose

Nas Américas, as leishmanioses são doenças zoonóticas (transmitidas dos animais

as pessoas) causadas por diferentes espécies protozoários Leishmania, transmitidas aos seres

humanos e animais por insetos flebótomos da família Psychodidae (PAHO, 2015).

O parasita é um protozoário pertencente à família Tripanosomatidae. O gênero

Leishmania é dividido em dois subgêneros, Leishmania e Viannia e compreende 22 espécies

patogênicas para o homem, dos quais 15 foram identificados nas Américas, como mostrado na

figura 1 (PAHO, 2015).

Vetores do parasita Leishmania são hematófagos Diptera (família Psychodidae,

subfamília Phlebotominae), comumente conhecidos como flebotomíneos. Os gêneros

Phlebotomus e Lutzomyia, vetores da leishmaniose, Lutzomyia é 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 reservatórios (LAINSON; RANGEL, 2005).

Nas Américas, o ciclo de transmissão da leishmaniose é zoonótica, requerendo a

presença de um reservatório animal para a manutenção do parasita no meio ambiente.

Reservatórios silvestres identificados para diferentes espécies de Leishmania incluem marsupiais

(Didelphis spp.), preguiça (Choloepus spp., Bradypus spp.), tamanduá (Tamandua tetradactyla),

raposa (Cerdocyon thous) e roedores (Rattus spp., Proechimys spp., Nectomys spp., Oryzomys

spp., etc.) (Figura 3). No meio urbano, o cão é o principal reservatório de L. infantum (Figura 3),

e sua infecção com leishmania é denominada leishmaniose visceral canina que pode ser grave,

subclínica ou uma patologia auto-limitante (PAHO, 2015; MORENO; ALVAR, 2002).









Capítulo 2. REVISÃO DA LITERATURA 22

2008; ALVAR et al., 2004; MORENO; ALVAR, 2002).

A infecção canina, geralmente, precede o aparecimento de casos humanos e é ainda,

mais prevalente que a LV em humanos. No âmbito doméstico, a maioria dos cães com sorologia

positiva não apresenta sinais clínicos, mas pode, como reservatório, infectar os flebotomíneos

(MORENO; ALVAR, 2002).

A leishmaniose visceral canina LVC é uma doença complexa e com altas taxas de

prevalência, chegando a acometer 80 % de toda a população canina nas áreas endêmicas. Nos

caes, as manifestações clínicas da doença não seguem um padrão, apresentando diferentes sinais

clínicos que refletem o grau de gravidade da doença (BANETH; AROCH, 2008; ALVAR et al.,

2004).

A LV é endêmica em mais de 70 países, sendo encontrada no Sul e Sudoeste da

Europa, na África, Ásia e nas Américas (SOLANO-GALLEGO et al., 2011).

O número de cães infectados por L. infantum nas Américas é estimado em milhões.

Na América Latina, a doença já foi descrita em pelo menos 13 países e a maior prevalência

(90%) dos casos ocorre na Venezuela e no Brasil (PAHO, 2015).

A LVC é caracterizada por marcante pleomorfismo, com os sinais clínicos variando

de acordo com a resposta imune dos animais ante a infecção (BANETH; AROCH, 2008).

O período de incubação da doença é de difícil determinação, podendo variar de três meses

até vários anos, e devem ser levados em conta fatores relacionados à condição individual dos

animais, como o estado nutricional e a raça (BARBIÉRI, 2006; ALVAR et al., 2004).

As lesões em cães são variadas, inespecíficas e incluem a linfadenopatia

generalizada, crescimento desmedido das unhas, perda de pêlos ao redor dos olhos, nariz,

boca e orelhas, lesões de pele com ou sem descamações e às vezes úlceras, perda de apetite

ocasionando depressão e emagrecimento, ornicogrifose dificuldade de locomoção, febre,

distúrbios de coagulação, lesões renais, hepáticas e lesões oculares (Figura 7).

2.4 Prevenção e Controle da Leismaniose

O controle das leishmanioses nos dias de hoje está baseado: i) no extermínio de

cães infectados que são reservatórios de parasitas em áreas peri domiciliares; ii) em medidas

profiláticas de combate ao vetor; e iii) no tratamento farmacológico dos indivíduos infectados

(MCGWIRE et al., 2014).

A expansão da doença canina, associada ao domínio insuficiente dos parâmetros de

controle da endemia, levaram as autoridades sanitárias do Brasil a direcionarem o controle da

LV em humanos para a população canina, amparando-se no inquérito sorológico e na eutanásia

dos animais soropositivos (RIBEIRO et al., 2008).

Como medidas preventivas para o homem e a população canina, o Ministério da
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2.5 Diagnóstico da Leishmaniose

O diagnóstico das leishmanioses é feito por exame clínico e laboratorial dos

pacientes, tais como exame parasitológico direto, teste intradérmico, exames sorológicos,

imuno-histoquímica, reação em cadeia da polimerase (PCR), seguidos de hemograma e

bioquímica sérica para acompanhamento de reações inespecíficas (BRASIL, 2005).

Em cães, são empregados o exame parasitológico direto e as técnicas sorológicas

(Ministério da Saúde, 2011).

O diagnóstico clínico da LVC é precário e complexo, pois os sinais clínicos da

doença são variáveis e inespecíficos, comuns à outras enfermidades que acometem o cão.

A imunossupressão causada pela Leishmania pode gerar infecções oportunistas, dificultando

também o diagnóstico da LV (SILVA, 2007).

2.6 Tratamento da Leishmaniose

O interesse comercial no desenvolvimento de novos compostos farmacêuticos para

doenças negligenciadas como a leishmaniose é limitado, porque o seu tratamento tem que

ser acessível para garantir o acesso da população pobre afetada. Além disso, os avanços na

compreensão da biologia de Leishmania não tem sido traduzidos satisfatoriamente em

compostos quimioterapêuticos eficazes (CROFT et al., 2006; SINDERMANN et al., 2004).

Fármacos que visam agentes patogênicos intracelulares devem ultrapassar as barreiras de

membrana celular e manter-se intracelularmente, com nível terapêutico e por período de tempo

desejado. Além disso, o desenvolvimento de multirresistência aos fármacos existentes é

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

Nas últimas décadas, alguns medicamentos alternativos ou novas formulações de

ativos clássicos tornaram-se disponíveis, porém nenhum deles se mostrou ideal para o tratamento

da leishmaniose devido à alta toxicidade e reações adversas graves, como disfunções

gastrointestinais e arritmias, longa duração do tratamento ou pelo modo inadequado de

administração, que leva ao abandono do tratamento. Além disso, os fármacos mais

frequentemente utilizados, como o antimoniato de meglumina (AME), e a anfotericina B (AmB)

não eliminam completamente os parasitas, gerando problemas de resistência (GRIENSVEN;

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

2.6.1 Antimoniais Pentavalentes

Os fármacos de primeira escolha para o tratamento de leishmanioses têm sido, até

hoje, os antimoniais pentavalentes Sb5+. Eles foram usados pela primeira vez pelo médico

brasileiro Gaspar Vianna, em 1912, na sua forma trivalente (antimônio trivalente, Sb3+, o

chamado tártaro emético ou tartarato de potássio e antimônio, obtendo algum sucesso, visto
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enzimática pela redutase tiol-dependente (ASHUTOSH et al., 2007) e antimoniato redutase

(PATHAK; YI, 2001).

O Sb5+ também pode matar parasitas por mecanismos indiretos, como o aumento

dos níveis de citocinas (LIMA et al., 2009). Os antimoniais também podem causar danos ao

DNA e inibição da topoisomerase I (CHEESMAN, 2000).

2.6.2 Anfotericina B

O Desoxicolato de anfotericina B AmB, Fungizone R○ é um antifúngico sistêmico

também utilizado no tratamento para a leishmaniose, desde a década de 1960 (SAHA et al.,

1986). Devido à crescente resistência aos antimoniais, o AmB é usado como medicamento

alternativo para a leishmaniose (ALVAR et al., 2004).

É altamente tóxico, o que requer uma administração cuidadosa e lenta, por via

intravenosa, já 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 balanço iônico e provocando a morte celular (BASU; LALA, 2004).

2.6.3 Pentamidina

A pentamidina, é uma diamidina aromática, que apresenta atividade

antitripanossomatídea, antifúngica, antibacteriana, antiviral e antitumoral (BERMAN et al.,

1986). O fármaco é muito tóxico e provoca efeitos adversos importantes, tais como a diabetes

mellitus, a hipoglicemia grave, hipotensão, miocardite e toxicidade renal, podendo causar morte

(SINGH et al., 2012).

Este fármaco é atualmente pouco utilizado, devido ao aparecimento de casos de

resistência (BRAY et al., 2003), elevada toxicidade e baixa eficácia (JAIN; JAIN, 2013). O alvo

celular da pentamidina é desconhecido, mas ela parece desempenhar um papel na mitocôndria,

à medida que se acumula nesta organela (BRAY et al., 2003).

2.6.4 Paromomicina

A Paromomicina é um antibiótico aminoglicósidico, extraído de

Streptomyces rimosus, licenciado na Europa para o tratamento parenteral de infecções

bacterianas. Seu mecanismo de ação consiste na inibição de síntese protéica, através de ligação

às proteínas ribossômicas induzindo a leitura equivocada do RNA mensageiro. Desta forma,

interfere no complexo de formação de peptídeos, causando ruptura dos polissomos em
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monossomos não funcionais. A paromomicina possui um espectro de atividade parasitária, que

não é apresentado por qualquer outro antibiótico aminoglicosídico (BERMAN, 2009).

É usada alternativamente contra a leishmaniose; de forma tópica para tratar a

leishmaniose cutânea por via intravenosa, e contra a LV (JAIN; JAIN, 2013). No entanto, as

formulações parenterais podem causar reações 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 síntese proteica e leva à uma

disfunção das vias respiratórias além de alterar a fluidez da membrana e o metabolismo lipídico

(JHINGRAN et al., 2009).

2.6.5 Miltefosina

A Hexadecilfosfocolina ou miltefosina (Impavido R○) é uma alquilfosfocolina

desenvolvida originalmente para o tratamento do câncer. O fármaco vem sendo utilizado na

Índia para o tratamento de pacientes com leishmaniose refratária ao tratamento convencional

com antimoniais, apresentando resultados bastante promissores (SINDERMANN et al., 2004)

e é altamente utilizado no tratamento das leishmanioses, uma vez que pode ser administrado

por via oral (SUNDAR; OLLIARO, 2007). Estudos experimentais in vitro e in vivo mostraram

a eficácia deste fármaco para o tratamento de infecções por L. donovani (CROFT et al., 1991).

2.6.6 Alopurinol

O alopurinol é um fármaco de segunda escolha no tratamento humano da

leishmaniose (BANETH; SHAW, 2002). Ele pertence à classe das hipoxantinas e é amplamente

usado na terapia da LVC, sozinho ou em combinação com outros fármacos, sendo eficiente

na remissão dos sinais clínicos da LVC (SILVA et al., 2012). Assim como o Glucantime R○,

também é contraindicado em casos de insuficiência renal, hepática ou cardíaca. Entre as reações

adversas mais comuns destacam-se as reações cutâneas e de hipersensibilidade. Seu mecanismo

de ação consiste na interferência no metabolismo das purinas (SILVA et al., 2012). É um

fármaco de baixo custo e possui a conveniência 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 cães,

infectados por leishmania, principalmente dos domésticos. A questão é controversa, pois se

discute se o tratamento é eficaz para a “cura parasitológica” do animal, ou se somente fornece a

“cura clínica”, mantendo o cão ainda como um reservatório do parasita. O tratamento destinado

aos humanos não é recomendado para os cães pela toxicidade dos fármacos utilizados

(BANETH; AROCH, 2008; BANETH; SHAW, 2002).
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Em 2008, a portaria interministerial no 1.426 proibiu a utilização de produtos de

uso humano, registrados no mapa no tratamento de cães infectados pela Leishmania (BRASIL,

2005). No entanto, em 16 de janeiro de 2013 esta portaria foi derrubada, permitindo o tratamento

dos cães infectados, e retirando a obrigatoriedade da eutanásia destes animais.

Os principais fármacos utilizados no tratamento da LVC são os antimoniais, AmB,

alopurinol, pentamidina e recentemente, miltefosina (ALVAR et al., 2004; SILVA, 2007; MIRÓ

et al., 2011).

Na tentativa de melhorar os resultados terapêuticos obtidos pelo tratamento

convencional da LVC, principalmente os relacionados à redução da carga parasitária, tem

ocorrido a busca constante por novos fármacos ou por novas formulações para os fármacos já

consagrados, que tenham mais eficácia no tratamento da doença no cão (GOMES et al., 2008).

Uma abordagem alternativa para o tratamento da LVC é a utilização de veículos

de entrega de fármacos, tais como lipossomas. Este tipo de sistemas proporciona uma maior

eficácia e segurança, uma vez os fármacos são adsorvidos ou encapsulados em transportadores,

reduzindo a dose e reações adversas das formulações convencionais.

2.8 Lipossomas

Como veículos de entrega de fármacos, os lipossomas são microcápsulas de

fosfolipídios organizados em bicamadas e de forma concêntrica, encerrando um espaço aquoso

interno. Quando alguns lípidos são suspensos e agitados em excesso de solução aquosa, eles

dão origem, espontaneamente, a uma população de vesículas que pode variar em diâmetro

desde dezenas de nanômetros (nm) à dezenas de mícrons (µm); e no número de bicamadas

lipídicas. Dependendo do tamanho e do número de lamelas, os lipossomas são classificados

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

Durante sua formação, o lipossoma encapsula parte do meio aquoso em que se

encontra disperso, englobando as substâncias hidrofílicas presentes no meio. A bicamada, por

sua vez, é capaz de acomodar moléculas hidrofóbicas e comporta-se como uma membrana

semipermeável, em relação ao material encapsulado no cerne aquoso das vesículas. Além disso,

algumas substâncias con caráter anfifílico podem se alojar na interface lamelar. Por essa

versatilidade em carrear compostos solúveis em água e em lipídios, os lipossomas são

considerados nanocarreadores de ampla aplicação (BAWARSKI et al., 2008).

Os lipossomas são biodegradáveis, não tóxicos e capazes de interagir muito bem

com as células devido à similaridade om membranas naturais, em termos de propriedades como

transporte iônico, permeabilidade, propriedades de fusão, etc. Eles são também capazes de

entregar fármacos, proteínas, enzimas, e material genético para células vivas (TORCHILIN,

2013).
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2.8.1 Lipossomas no Tratamento da Leishmaniose

Os lipossomas, depois de injeção intravenosa, são removidos rapidamente pelas

células fagocíticas do baço e fígado (também denominado como direcionamento passivo) e,

pelo menos em parte, são localizados nos lisossomos dessas células, o que tem estimulado

cientistas a explorar sua aplicação para o tratamento de infecções intracelulares bacterianas

e parasitárias (BAKKER-WOUDENBERG, 1995). De fato, uma das primeiras aplicações de

lipossomas foi seu direcionamento para macrófagos, no tratamento de infecção por Leishmania

(OWAIS; GUPTA, 2005).

A eficácia das formulações lipossomais no tratamento das leishmanioses está

relacionada à tendência natural de remoção dos lipossomas da circulação sanguínea, através de

fagocitose por macrófagos residentes no fígado, baço e medula óssea (FRÉZARD et al., 2000).

Desta forma, o fármaco carregado pelos lipossomas atinge como sítio de ação, os macrófagos.

Os lipossomas são mais bem estudados para tratamento da leishmaniose do que

para qualquer outra doença parasitária, devido principalmente ao fato da Leishmania colonizar

macrófagos, que são também responsáveis pela depuração de lipossomas in vivo (FRÉZARD et

al., 2000).

Assim, foi pensada a utilização de lipossomas convencionais para o direcionamento

de fármacos anti-leishmaniose com a possível redução no seu perfil de toxicidade. Para a terapia

da leishmaniose, como mencionado anteriormente os antimoniais são os fármacos de escolha,

apesar de seus reconhecidos efeitos tóxicos. A eficácia de várias fármacos antimoniais como

o AME ou estibogluconato de sódio quando encapsulados em lipossomas tem se mostrando

superior nos lipossomas que a do fármaco livre (FRÉZARD 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 sódio encapsulado em

lipossomas aumentou sua atividade contra a leishmaniose cutânea em camundongos, quando os

parasitas estavam localizados nos macrófagos 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 fármaco livre (não encapsulado), confirmando

assim o potencial dos sistemas de lipossomas. Além disso, estudos de microscopia eletrônica

revelaram uma dramática desintegração da Leishmania em células de Kupfer de hamster, após

tratamento com agentes antimoniais lipossomais o que ocorre, possivelmente, como um

resultado da fusão fagolisossômica (ALVING et al., 1980a).

Considerando-se o problema da resistência associada com antimoniais, foram

também feitos esforços para avaliar a eficácia de agentes de segunda linha, tais como (AmB) em

formulação lipossomal, para o tratamento de todos os tipos de leishmaniose

(BRAY et al., 2003; HAMMARTON et al., 2003; NYLÉN; 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 não encapsulada, quando testada contra LV experimental. Além disso, quando

testada em macacos-esquilo, a anfotericina B lipossomal (L-AmB) atingiu 99% de supressão

de amastigotas de Leishmania no fígado com uma melhora concomitante no índice terapêutico

da AmB (BODHE et al., 1999).

Posteriormente, com a comercialização bem sucedida da L-AmB (AmBiosome R○),

a eficácia da L-AmB em seres humanos para o tratamento de leishmaniose cutânea e visceral

foi testada por vários 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 R○) no tratamento

de pacientes que padeciam de LV e que estavam sofrendo de resistência a múltiplos fármacos

(CROFT; COOMBS, 2003). Outros produtos à base de lípidos como o a dispersão coloidal

de AmB (Amphocil R○) e o complexo lipídico de AmB (Amphotec R○) também mostraram-se

eficazes contra a LV, porém, na maior parte dos estudos que compararam a eficácia das

formulações de AmB a base de lipídios, a formulação 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 à miltefosina (PAPAGIANNAROS et al., 2005).

Embora múltiplos fármacos encapsulados em lipossomas tenham sido usados para

o tratamento dos diferentes tipos de leishmaniose, relatos que envolvam o direcionamento do

fármaco ativo ao alvo em seres humanos só foram encontrados para a L-AmB (AmBiosome R○)

(CROFT; COOMBS, 2003; GRADONI et al., 1993; RUSSO et al., 1996).

Também há relatos de sucesso no tratamento com L-AmB para leishmaniose cutânea

resistente ao tratamento com antimônio (TORRE-CISNEROS et al., 1994) e para

pacientes com LV infectados com o Vírus de Imunodeficiência Humana (VIH) e Síndrome da

Imunodeficiência Adquirida (AIDS) (LAZANAS et al., 1993; RUSSO et al., 1996).

Infelizmente, não há outras formulações 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 distribuição 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 cão, que as formulações lipossomais

foram até 700 vezes mais eficazes no tratamento da LV, quando comparadas ao tratamento

convencional com os antimoniais não encapsulados (ALVING et al., 1980a), usando SUV de

composição: distearoil-glicero-fosfocolina, colesterol, dodecilfosfocolina, 5:4:1 mol %
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liofilizadas e depois reconstituidas por ressuspensão em tampão fosfato em pH 7,2 (ALVING

et al., 1980b)

Formulações lipossomais para três fármacos antileishmaniais: glucantime,

miltefosina e paromomicina foram preparadas por Momeni e col. com diferentes composições

de lipídios, usando um método modificado de emulsão/liofilização. A eficiência de encapsulação

dos lipossomas preparados por esse método foi de até 90 %, porém os

lipossomas tinham tamanho de distribuição bimodal, o que causou diminuição da porcentagem

de encapsulação (% EE) para 50 % durante a filtragem de esterilização. Estes autores mostraram

também que o efeito da carga de superfície é significativo sobre o processo de preparação,

o tamanho dos lipossomas e a eficiência de encapsulação, apresentando maior eficiência de

encapsulação e menor tamanho as formulações com carga negativa (-60 mV) (MOMENI et al.,

2013).

Borborema e col. desenvolveram formulações de AME lipossomal e determinaram

sua atividade leishmanicida e absorção em macrófagos, mostrando que o valor concentração

inibitória média (IC50) com o antimoniato de meglumina liposomal (L-AME) foi 10 vezes

menor que a do fármaco livre, apresentando ainda toxicidade reduzida nos macrófagos

(BORBOREMA et al., 2011). Usando L-AME com fosfatidilserina PS, Tempone e col.

demostraram uma alta eficácia in vivo, reduzindo em 133 vezes a dose de antimônio total

administrada em hamsters infectados (TEMPONE; JR., 2008).

Até o momento não é de nosso conhecimento, estudos envolvendo a avaliação de

lipossomas aniônicos, num sistema de infecção in vitro com Leishmania infantum.
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3 JUSTIFICATIVA

O uso de formulações de liberação sustentada (drug delivery) baseadas em

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

A proposta desenvolvida nesta dissertação foi baseada no desenvolvimento de uma

formulação do AME encapsulado em lipossomas aniônicos (contendo fosfatifilserina, PS) na

sua composição, e sua avaliação em macrófagos de cão (linhagem DH82), num sistema de

infecção in vitro com Leishmania infantum.

Este sistema foi desenvolvido considerando a hipótese de aumento da solubilidade,

de prolongamento da duração de ação e de redução da toxicidade celular apresentada pelo AME,

bem como da diminuição da dose necessária deste, para reduzir a carga parasitaria.

Embora vários trabalhos já tenham sido feitos na tentativa de melhorar a eficácia

terapêutica do AME através de sua incorporação em lipossomas (Tabela 1-ANEXOS), nenhum

deles ainda se mostrou eficaz para melhorar a adesão ao tratamento ou eliminar completamente

os parasitas de cães portadores da LVC, sem recaída da doença.

Ressalta-se também um diferencial na composição dos lipossomas, que contém

uma pequena fração de PS, para aumentar a internalização das vesículas pelos macrófagos

(BORBOREMA et al., 2011).

A maioria dos estudos de LVC e investigações de fármacos são realizados in vivo,

isto é, com cães naturalmente infectados, sem as condições experimentais controladas dos

modelos in vitro, tais como as culturas de macrófagos infectados com L.infantum. Por outro

lado, a maioria dos estudos de interação macrófago-leishmania e dos testes com candidatos

a fármacos leishmanicidas são realizados com linhagens de macrófagos humanos e murinos

(NYLÉN; GAUTAM, 2010). Considerando-se que a resposta de cães ao tratamento é diversa

daquela de humanos, faz-se necessário o desenvolvimento de tratamentos, protocolos e ensaios,

utilizando-se macrófagos de cão.

Por isso nesta dissertação foi adotada uma abordagem inovadora de aplicação de

um sistema lipossomal aniônico, desenvolvido objetivando o tratamento de numa doença de

importância médica e sanitária, num modelo in vitro de infecção de macrófagos de cão DH82

por L.infantum.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Preparar e caracterizar formulações lipossomais para o fármaco antileishmania AME

encapsulado em lipossomas (L-AME), compostos de fosfatidilcolina de ovo (EPC), colesterol

(CHOL) e fosfatidilserina (PS), bem como a avaliação de sua eficácia num modelo in vitro de

infecção de macrófagos da linhagem canina DH82 com o parasita L.infantum.

4.2 Objetivos Específicos

Para alcançar o objetivo geral supracitado foram estabelecidos os seguintes objetivos

específicos:

1. Preparação da formulação do AME, em lipossomas tipo LUV (L-AME composta dos

lipídios EPC/CHOL/PS e o agente antioxidante α-tocoferol, na razão molar 4:3:0,04:0,07

mol%.

2. Caracterização físico-química do sistema L-AME em termos de tamanho das partículas,

polidispersão, potencial zeta, porcentagem de encapsulação do fármaco e concentração

de fosfolipídios.

3. Avaliação da eficácia in vitro do sistema lipossomal em culturas celulares de macrófagos

DH82 infectados com a forma promastigota e amastigota do parasito Leishmania infantum

(MHOM/BR/1972/LD), em comparação com a eficácia do fármaco livre.

4. Realização de estudos de colocalização celular do parasito Leishmania infantum e do

sistema lipossomal dentro dos macrófagos DH82.
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5 MATERIAL E MÉTODOS

Este capítulo apresenta na primeira seção uma descrição dos materiais (reagentes,

equipamentos, softwares e células) utilizados para o desenvolvimento deste projeto. A segunda

seção apresenta os métodos realizados para atingir os objetivos planejados durante o

desenvolvimento desta dissertação. A terceira seção mostra programas de análise estatística

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 seção de ANEXOS desta

dissertação.

5.1 Materiais

5.1.1 Reagentes

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

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

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

∙ Colesterol, (CHOL) (SIGMA-ALDRICH)

∙ Acetato de alfa-tocoferol, (α-TOC) (SIGMA-ALDRICH)

∙ 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-brometo de difeniltetrazólio, (MTT) (SIGMA-ALDRICH)

∙ Meio de cultura celular para o crescimento de linhagens celulares de insetos (SCHNEIDER)

(SIGMA-ALDRICH)

∙ Meio Eagle modificado por Dulbecco (DME) (NUTRICELL)

∙ Ácido clorídrico, (HCl)

∙ Tampão fosfato salino, (PBS)

∙ Clorofórmio

∙ Etanol

∙ Glicina

∙ Ácido tiobarbitúrico, (TBA)
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∙ Tetraetoxipropano, (TEP)

∙ Fosfato de sódio dibásico heptahidratado

∙ Ácido perclórico

∙ Fosfomolibdato de amônio, (FMA)

∙ Ácido ascórbico

∙ Uranila, (SIGMA-ALDRICH)

∙ Cloreto de sódio, (NaCl)

∙ Paraformaldeído, (PFA)

∙ Detergente Triton-X100

∙ Albumina sérica bovina, (ASB)

∙ Soro fetal bovino, (SFB)

∙ Anticorpo primário, (Anti-dog CD11c) (BiO-RAD)

∙ Anticorpo secundário, (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 lâminas, Entellan (SIGMA-ALDRICH)

∙ Metanol

∙ Corante celular, Giemsa (SIGMA ALDRICH)

∙ Tampão HEPES para uso em cultura celular (SIGMA-ALDRICH)

∙ Dodecilsulfato de sódio (SDS)

∙ Ácido nítrico

∙ Peróxido de hidrogênio

∙ Ácido acético glacial

∙ Formalina
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5.1.2 Equipamentos

∙ Extrusora, (Lipex Biomembranes Inc.)

∙ Ultracentrífuga, (Beckman R○Coulter)

∙ Espectrofotômetro UV-vis, (Varian R○Cary50)

∙ Microscópio eletrônico de transmissão, (Zeiss R○LEO50)

∙ Analisador de tamanho de partículas e potencial zeta por espalhamento de luz (DLS),

(ZetaSizer R○NanoZS90) (Malvern Instruments Co.)

∙ Difratômetro de raios-X, (Rigaku R○RINT 2100)

∙ Equipamento de Ressonância Magnética Nuclear, (Bruker R○AvanceIII400MHz)

∙ Microscópio óptico, (Zeiss R○PrimostarAxiocam)

∙ Mcroscopio óptico invertido, (Olympus Optical Co.)

∙ Shaker, (GoShaker R○)

∙ Cabine de segurança biológica (Pachane R○PA420)

∙ Leitor de placas

∙ Bomba vácuo

∙ Estufas para crescimento celular (27oC e 37oC) (labcienti f ica R○SL101 e Brunswick R○

Galaxy48R)

∙ Agitador magnético (Gostirrer R○MS−H −Pro)

∙ Balança Analítica (Shimadzu R○AY 220)

∙ Centrifuga,(E ppendor f R○5130)

∙ Meio de montagem para cobertura de tecidos marcados com fluorocromos, (Dako R○
,USA)

∙ Microscópio confocal, (Leica R○TCSSP5)

∙ Câmara de Neubauer

∙ Citômetro de fluxo

∙ Bloco digestor

∙ Autoclave (Sercon R○AHMC)

∙ Extrusora
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∙ Banho Maria (Precision R○)

∙ Espectrômetro de absorção atômica

∙ pHmetro (Quimis R○)

∙ Banho seco (Novatecnica R○)

5.1.3 Sofwares

∙ Programa de processamento de imagem, projetada para imagens científicas multidimensionais,

ImageJ, NIH.

∙ Programa para análise de leitura de placas por espectometria UVvis, KC4-.(BIO−T EK R○).

∙ Programa de obtenção de imagens,Axio-vision 4,3 (Zeiss R○).

5.1.4 Células

∙ Formas celulares promastigotas e amastigotas do parasito Leishmania Infantum (MHOM/BR/

1972/LD), gentilmente cedidos pela Dra. Clara L. Barbieri Mestriner, Universidade Federal

de São Paulo.

∙ Macrófagos DH82, linhagem de macrófagos caninos proveniente do Banco de Células da

Universidade Federal do Rio de Janeiro (ATCC nacional).
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5.2.1 Ensaios Químicos

5.2.1.1 Lipossomas para o carregamento do antimoniato de meglumina (L-AME).

Lipossomas multilamelares (5 mM de lipídios totales), foram preparados pelo método

de hidratação de filme seco de lipídios. Alíquotas de EPC, CHOL, PS e α-tocoferol foram

pipetadas de soluções estoque em clorofórmio (grau de pureza ≥ 99 %), para uma proporção

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

Em seguida as alíquotas foram evaporadas sob fluxo de N2 e mantidas sob vácuo

por 2 h à temperatura ambiente, para retirada do clorofórmio residual. Após secagem, o filme

lipídico aderido à parede do tubo foi ressuspenso em tampão HEPES 20 mM, pH 7.4 contendo

AME, na concentração 0,01 M e agitado em vortex (3 min) obtendo a formação de MLV.

As LUV foram obtidas por extrusão das MLV, sob pressão de N2 (3,0 kgf/cm2 ou 40

psi) à temperatura ambiente, isto é acima da temperatura de transição de fases da EPC (-5 oC);

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 µm) com o intuito de

que obter homogeneidade no tamanho das vesículas obtidas.

Posteriormente a suspensão lipossomal foi submetida a esterilização durante 121
oC/5 min para eliminar microrganismos que pudessem causar contaminação durante os ensaios

biológicos, foi usada esta temperatura considerando o ponto de fusão do fármaco (128-132 oC)

e estudos de esterilização de formulações lipossomais realizados previamente no laboratório de

Biomembranas IB/UNICAMP (CEREDA et al., 2008), foram realizadas medições de

peroxidação, distribuição de tamanho, polidispersão e potencial zeta das vesículas estéreis para

verificar o efeito do processo de esterilização nos lipossomas.

5.2.1.2 Medida da Concentração Total de Fosfolipídios

A concentração total de fosfolipídios foi medida através do ensaio de fosfato,

segundo o método descrito por Rouser e col. (ROUSER et al., 1970), com modificações

introduzidas por (BRITO et al., 1996).

Foi preparada uma solução de (Na2HPO4) 1 mM, a apartir da qual foram pipetados

para tubos falcon aliquotas de 10, 30, 60 e 90 µL para uma curva de calibração.

Em paralelo foram pipetados 50 µL dos lipossomas e 450 µL de tampão HEPES

20 mM, pH 7,4 para outros tubos falcon. Todas as amostras foram mantidas em estufa pelo

pernoite noite para secagem do material. Após secagem, foram adicionados aos tubos 50 µL

de ácido perclórico HClO4 concentrado. Os tubos foram, então, colocados em bloco digestor

a 180 oC por 1 h. Em seguida, foram adicionados 900 µL de reagente de trabalho (contendo

fosfomolibdato de amônio e ácido ascórbico em meio ácido conforme a tabela 1), sob agitação

e os tubos foram levados ao aquecimento em banho-maria a 45 oC de 15 a 20 min. Em seguida,
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foram medidas as absorbâncias das amostras e padrões da curva de calibração em 795 nm em

espectrofotômetro UV-vis, utilizando reagente de trabalho e ácido perclórico como branco (para

zerar o equipamento). Foi calculada a quantidade de fosfolipídio presente na formulação através

da comparação das leituras das amostras com as leituras do padrão.

Paro o reagente de trabalho foram utilizados:

Tabela 1 – Componentes do reagente de trabalho

Reagente Quantidade

Molibdato de Amônio 0,1757 g

Água 38 mL

Ácido ascórbico 3,8 g

Ácido sulfúrico 1,1 mL

Para determinar a concentração de fosfolipídio nos lipossomas foram aplicadas às

seguintes fórmulas:

X =
Abs
B

(5.1)

Onde X corresponde aos moles da substância, Abs ao valor de absorbância e B o

valor do slope obtido da curva padrão.

M =
X

V m
(5.2)

onde M corresponde a molaridade, X aos moles da substância obtidos da fórmula

anterior e Vm volume de lipossomas adicionados para a medição.

5.2.1.3 Medida da Distribuição de Tamanho,Polidispersão e Potencial Zeta (ζ -) dos Lipossomas

As medidas de espalhamento de luz (light scattering) são muito importantes na

estimativa do tamanho, forma e interação de partículas lipossomais, além de ser esta uma técnica

que oferece vantagens como rapidez das medidas, não interferir no sistema e promover análise

representativa das amostras, uma vez que o número de partículas é relativamente grande.

O princípio da técnica considera que quando um feixe de luz é direcionado a uma

suspensão coloidal ou dispersão, parte dessa luz pode ser absorvida, parte é dispersa e a restante

é transmitida através da amostra. A luz dispersa ou “espalhada” (scattered) resulta de um campo

elétrico associado à luz incidente, induzindo oscilações periódicas na nuvem eletrônica dos

átomos do material analisado, que são detectadas pelo aparelho ao longo de um intervalo de

tempo; a dinâmica das oscilações permite calcular o raio hidrodinâmico e a distribuição das

partículas (SHAW, 1992).
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O equipamento utilizado para determinar o tamanho dos lipossomas (Zeta Sizer)

também mede o potencial zeta das partículas. Quase todos os materiais macroscópicos ou

particulados adquirem uma carga elétrica superficial quando estão em contato com um líquido.

O potencial zeta é um indicador dessa carga e é importante nos estudos de química de superfície,

visto que pode ser usado para prever e controlar a estabilidade de suspensões ou emulsões

coloidais. Sua medida é obtida a partir de fenômenos decorrentes da movimentação das

partículas em relação ao meio em que estão dispersas, provocando o rompimento da dupla

camada elétrica, no plano de cisalhamento (USKOKOVIC et al., 2010).

Foram realizadas medidas do raio hidrodinâmico das vesículas lipossomais em

equipamento (ZetaSizer R○NanoZS90), utilizando o método de espalhamento dinâmico de luz),

as medidas foram feitas na ausência e presença de AME nas concentrações (0-0,005-0,001-0,01

M), com o objetivo de verificar o tamanho médio, potencial zeta (ζ -) e a homogeneidade das

suspensões lipossomais antes e após a encapsulação do fármaco.

Estas medições foram feitas com vesículas lipossomais não estéreis, e esterilizadas,

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

As formulações foram diluídas em água Milli-Q na proporção de 25 µL das

formulações para 975 µL de água. Foram realizadas as varreduras de cada amostra e as medidas

de tamanho (nm) e potencial zeta (ζ -,mV) foram obtidas à 25 oC, em equipamento

(ZetaSizer R○NanoZS90), com um ângulo de detecção de 90o. Essas medidas foram também

usadas para avaliar a estabilidade das formulações fazendo medições frequentes durante seis

meses de armazenagem, a 4 oC.

5.2.1.4 Morfologia das Formulações: Microscopia Eletrônica de Transmissão

A técnica de microscopía electrônica de transmissão (MET) foi utilizada para

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

A fim de preparar o material para a microscopia, uma gota da suspensão lipossomal

(5 mM) foi adicionada a uma grade de ouro. Após 10 s, o excesso da amostra foi retirado com

papel filtro, e em seguida, uma gota de solução aquosa de uranila a 2 % (p/p) foi adicionada

sobre a mesma. Após 8 s, o excesso foi novamente retirado com papel filtro e, na sequência,

uma gota de água MilliQ foi adicionada à grade, seguindo-se o mesmo procedimento para

a retirada do excesso, após 5 s. A grade permaneceu em repouso, em temperatura ambiente,

até a secagem das amostras. Esses experimentos foram feitos no Laboratório de Microscopia

Eletrônica do IB/Unicamp.

5.2.1.5 Estimativa da Peroxidação de Fosfolipídios

Por apresentarem constituição semelhante às membranas celulares, os lipossomas

também são suscetíveis aos efeitos da peroxidação lipídica (ESTEPA et al., 2001). Os lipossomas
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usados neste trabalho foram constituídos majoritariamente de EPC, cujos ácidos graxos

apresentam grau variado de saturação (GROBAS et al., 2001). A retirada de um átomo de

hidrogênio da cadeia acila, etapa inicial da oxidação, pode ser o resultado de exposição à

radiação eletromagnética ou à contaminação por metais de transição.

A estabilidade química e física dos lipossomas é um importante fator a ser

considerado para sua utilização eficaz como veículos de formulações farmacêuticas. Quaisquer

alterações na natureza de seus componentes refletem mudanças de propriedades como a

permeabilidade da bicamada e interações entre as vesículas (agregação e/ou fusão).

Algumas medidas preventivas devem ser utilizadas para evitar a peroxidação lipídica

dos lipossomas como: estocagem ao abrigo da luz (proteção contra fotoperoxidação) e em

baixas temperaturas (preferencialmente a 4 oC), redução dos níveis de oxigenação na amostra

(utilização de vácuo ou substituição do ar por nitrogênio), além de evitar a exposição à irradiação

(LICHTENBERG; BARENHOLZ, 2006) e uso de agentes redutores como o tocoferol.

Os produtos da peroxidação lipídica apresentam natureza instável, portanto a

avaliação de seus níveis é realizada através da determinação de metabólitos dos lipoperóxidos,

sendo necessário considerar alguns fatores no processo de oxidação como: conjugação de duplas

ligações; formação de peróxidos e produção de aldeídos de alta reatividade, especialmente o

malondialdeído (MDA).

Existe uma variedade de métodos analíticos desenvolvidos para determinar o dano

oxidativo dos lipídios (quantificação de hidroperóxidos, dienos conjugados e endoperóxidos

ou peróxidos cíclicos), dentre eles, o mais comumente utilizado baseia-se na reação, em altas

temperaturas, do MDA com o ácido tiobarbitúrico (TBA), formando um cromóforo vermelho

que pode ser detectado por absorção visível Vis (em 532 nm) ou por fluorescência, sendo o

método específico para determinação de endoperóxidos (OHKAWA et al., 1979).

Para a realização do teste, foi determinada uma curva de calibração com o padrão

de tetraetoxipropano (TEP) em concentrações que variaram de 0,01 a 0,12 mM. Em seguida,

foram retiradas alíquotas das amostras (MLV) a serem analisadas, adicionando-se os seguintes

reagentes: cloreto férrico (0,3 % reagente catalizador), hidroxitoluenobutilado (BHT) (0,2 %,

reativo antioxidante), tampão glicina (0,2 M, pH 3.6), TBA (0,5 %, reativo cromogênico) em

solução de dodecilsulfato de sódio (SDS) (0,3 %).

As amostras foram colocadas em banho a 100 oC por 15 min e, posteriormente,

foram resfriadas em banho de gelo. Em seguida, adicionou-se ácido acético glacial e clorofórmio

(1:2 v/v) e então, foram centrifugadas até separação das duas fases (500 xg/20 min, 4 oC). A

absorbância do sobrenadante foi medida (532 nm) e comparada com a da curva padrão de TEP.
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5.2.1.6 Determinação da Eficiência da Encapsulação

A Eficiência da encapsulação (%EE) foi avaliada pela quantificação do antimônio

total encapsulado dentro dos lipossomas, através da técnica de espectrometria de absorção

atômica (EAA). Amostras de L-AME (LUV) foram submetidas a ultracentrifugação (120.000 x

g/2 h, 10 oC ). O antimônio total foi avaliado no pellet e no sobrenadante das amostras. O pellet

e o sobrenadante foram separados em tubos de ensaio e se realizou digestão adicionando uma

aliquota de ácido nítrico concentrado (HNO3 65 % v/v).

O processo de digestão consistiu na hidrólise ácida dos fosfolipídios e outros

materiais orgânicos e, consequentemente, da liberação do analito (Sb que estava encapsulado

nos lipossomas.

Os tubos foram acondicionados em bloco digestor e mantidos à 90 oC por 1 h.

Adicionou-se 0,45 mL de peróxido de hidrogênio (H2O2 30 % v/v) em cada tubo e retornou-se

para o bloco digestor por mais 40 min/90 oC. Após serem retirados do bloco digestor, os tubos

foram resfriados à temperatura ambiente e o conteúdo foi transferido quantitativamente para

balões volumétricos de 10 mL completando o volume com ácido nítrico a 0,2 % (v/v).

Para a dosagem por espectrometria de absorção atômica em forno de grafite as

amostras forma previamente diluídas em água MilliQ, de modo a obter concentrações

compatíveis com a curva de absorção (10 mg/L, 20 mg/L e 30 mg/L).

As análises foram realizadas no laboratório

5.2.2 Ensaios Biológicos

5.2.2.1 Macrófagos da linhagem DH82

Macrófagos 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 CO2, 21 % de O2 e N2 balanceado, a 37 oC. Para remoção das

células dos frascos de cultura, foi realizada a tripsinização das células, (3 mL de tripsina, 1 min),

com posterior liberação das células da superfície usando espátula de raspagem celular, com

adição de 7 mL de meio de cultura, para neutralização do processo de tripsinização (Salerno

Pimentel et al., 2012). A centrifugação das células desta linhagem, para remoção de resíduos

foi feita a 79 g, 4 oC/15 min.

5.2.2.1.1 Contagem dos Macrófagos DH82

Os macrófagos aderidos em placas de cultivo foram cultivados em placas de cultura

de 24 poços. Para os ensaios de viabilidade celular os macrófagos aderidos em poços foram

tripsinizados e centrifugados. As células foram diluídas em corante azul de tripan, fazendo a

contagem em câmara de Neubauer, com microscópio óptico em aumento de 40X.
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5.2.2.1.2 Curva de Proliferação dos Macrófagos DH82

As células foram cultivadas em frascos de 25cm2, 1x105 macrófagos DH82 em 10

mL de meio DMEM incubadas durante 24 dias, a troca do meio de cultura foi realizada a cada

8 dias de incubação. Amostras das culturas de macrófagos, foram retiradas com um intervalo

de 3 dias, realizando-se prévia tripsinização. As suspensões foram diluídas em tampão fosfato

salino (PBS), para contagem em câmara de Neubauer, usando microscópio óptico em aumento

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

5.2.2.2 Imunofluorescência dos Macrófagos DH82

Para confirmar o fenótipo dos macrófagos caninos DH82, as células foram incubadas

com anticorpo primário Mouse Anti-dog anti-CD11c (1:100 v/v), anticorpo secundário alexa

488-anti mouse (1:500 v/v) e o corante de núcleo TO-PRO-3 (1:500 v/v). O anticorpo primário

Mouse Anti-dog anti-CD11c reconhece o antigênio canino de superfície celular CD11c, membro

da família das alfa integrinas, é expresso por monócitos, granulócitos e por células dendríticas

e é produzido em camundongos. A marcação foi realizada para análises de imunofluorescência

microscopia confocal.

Os macrófagos DH82 foram aderidos em placas de 12 poços (1,5x105cel/poço)

contendo lamínulas circulares de vidro e incubados em estufa a 37 oC, por 24 h. As lamínulas

foram lavadas com tampão PBS 1 M, fixadas por 20 min com solução acetona/metanol (1:1 v/v)

a 4 % na temperatura ambiente, e lavadas mais três vezes com PBS. Após 24 h, as lamínulas

foram lavadas uma vez com PBS incubadas com tampão PBS contendo glicina (0,1 M) por 20

min e lavadas novamente com PBS.

A permeabilização das células foi feita com solução do detergente Triton-X100 (0,2

%) em PBS por 2 min, e tampão de bloqueio albúmina sérica bovina (ASB) 10 % por 5 min. As

lamínulas foram transferidas para uma câmara úmida contendo 35 µL do anticorpo primário

(Mouse Anti-dog CD11c) diluído em tampão de bloqueio (1:400 v/v) durante 1 hora. Após

lavagens com PBS adicionou-se o tampão de bloqueio por 1 min e as células foram incubadas

com anticorpo secundário (Alexa 488 anti-mouse) e marcador de núcleo TO-PRO-3, por 30

min. Após lavagens as lamínulas foram montadas com meio de montagem Dako. As imagens

foram analisadas usando microscópio 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 Análise por Citometria de Fluxo da linhagem de Macrófagos DH82

Foram usadas células de linhagem de cão (DH82) e células de linhagem murino

(J774), com o intuito de avaliar as características dos macrófagos caninos (DH82), pela

expressão da proteína CD11c a través da afinidade e especificidade do anticorpo primário
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(Mouse Anti-dog anti-CD11c), de forma que as células J774, foram usadas como controle

negativo do experimento.

Foram feitas três formas de marcação: uma populacão de células marcadas só com

anticorpo primário (Mouse Anti-dog anti-CD11c), outra só com anticorpo secundário (Alexa

488 Anti-mouse) e finalmente uma última população com marcação dupla com os dois anticorpos

(Alexa 488 Anti-mouse).

Foram ressuspendidas aproximadamente 1,5x106 células/mL (DH82 e J774) em

PBS gelado, 10 % de SFB e 1 % de azida sódica. Foi usado gelo para manter as soluções e

as células a 4 oC e a azida de sódio foi usada para impedir a modulação e internalização de

antígenos de superfície o que poderia causar perda de intensidade de fluorescência.

Foram adicionados 100 µL da suspensão de células que foram incubados com

0,1-10 mg/mL do anticorpo primário (Mouse Anti-dog anti-CD11c) durante 30 min à 4 oC

no escuro. Após o tempo as células foram lavadas por centrifugação e ressuspendidas em PBS

gelado.

O anticorpo secundário marcado com fluoróforo (Alexa 488 Anti-mouse) e em 3 %

de BSA/PBS foi incubado com as células durante 30 min a 4 oC no escuro. As células foram

lavadas por centrifugação e ressuspendidas em PBS gelado.

A suspensões de células foram armazenadas imediatamente à 4 oC no escuro. As

células foram analisadas em citômetro 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 oC (MAIA et al., 2007).

5.2.2.4.1 Contagem dos parasitos de L.infantum

Suspensões com células promastigotas foram diluídas em formalina 0,1 %, para

fixação, e contadas em câmara de Neubauer,em microscópio óptico, com objetiva 40X.

5.2.2.4.2 Curva de proliferação de Promastigotas de L.infantum

Cerca de 2x106 células promastigotas/mL em 10 mL de meio Schneider foram

cultivadas em frasco de cultura de 25cm2 e incubadas a 26 oC durante 8 dias. Amostras da

suspensão foram retiradas dos frascos e fixadas em solução de formaldeído 0,5 %, e os parasitos

contados em câmara de Neubauer, usando-se microscópio óptico.
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5.2.2.5 Ensaio de Infecção dos Macrófagos DH82 com L.infantum

Para padronizar o ensaio de infecção, macrófagos DH82 foram infectados com as

formas promastigota e amastigota de L. infantum. Os ensaios foram realizados incubando-se as

células uma placa de 24 poços, com 1x105 macrófagos/mL, aderidos à lamínulas.

As proporções parasita:célula testadas foram de 5:1; 10:1 e 20:1, e a incubação foi

durante 24 h, em estufa com 5 % de CO2, 21 % de O2 e N2 balanceado, a 37 oC.

As lamínulas foram lavadas com PBS duas vezes, fixadas com metanol e coradas

com Giemsa, diluído em solução tampão fosfato 1M, pH 7,0, na proporção Giemsa: solução

tampão 1:20 v/v. As lamínulas foram aderidas em lâminas de vidro fosco com fixador Entellan.

Vinte campos aleatórios das lamínulas, ou 200 células, em cada uma das lamínulas,

foram avaliadas quanto ao número total de células, o número total de células infectadas e o

número total de amastigotas intracelulares.

5.2.2.6 Ensaios de Citoxicidade e Viabilidade Celular

As células (macrófagos e macrófagos infectados) foram tratadas com concentrações

de AME livre e lipossomal L-AME, para determinar seu efeito na manutenção da viabilidade

celular e diminuição da carga parasitária dos macrófagos DH82.

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 viáveis em promastigotas de Leishmania infantum(l.infantum).

Promastigotas foram plaqueados na concentração 106 células/mL em placas de

cultura de 24 poços, e tratados com soluções de AME livre (nas concentrações 0,05; 0,1; 0,2

e 0,4 M), (filtradas em filtro de 200 µm, para evitar contaminação e suspendidas em meio de

cultura Schneider. As placas foram incubadas a 26 oC. Os resultados foram obtidos da contagem

em câmera de Neubauer, após 48 e 96 h dos tratamentos.

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

Com o objetivo de verificar a citotoxicidade de diferentes concentrações tanto do

AME livre quanto na forma lipossomal L-AME foi determinada a porcentagem de células DH82

viáveis após tratamento. Para isto foram realizados o método de exclusão por meio da coloração

com azul de tripan e teste de redução do MTT.

A viabilidade celular foi determinada por meio da coloração com azul de tripan, por

se tratar de uma metodologia rápida, de fácil realização e de baixo custo. O método baseia-se

na observação de que células viáveis são impermeáveis ao referido corante, ao passo que as

células não viáveis apresentam permeabilidade, devido a diminuição da seletividade, permitindo
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que o corante se difunda no interior do citoplasma da célula. Assim, as células não viáveis

exibem coloração azul, após tratamento. Esta técnica permite avaliar a integridade física da

membrana da célula, porém não fornece informação sobre a atividade capacidade metabólica

celular (CASAROTO et al., 2012).

Para o teste de coloração por azul de tripan foram semeadas 2x105 células/ mL em

placas de cultura estéreis de 24 poços (sem lamínula de vidro). As células foram tratadas com

soluções de AME (livre) (nas concentrações: 0,001; 0,005; 0,05; 0,01 e 0,1 M), e suspensões

de AME lipossomal (L-AME) (nas concentrações: 0,0001; 0,001 e 0,01 M). As células foram

incubadas a 37 oC com 5 % CO2, e analisadas após 48 e 96 horas.

Para as análises 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 solução de corante azul de tripan (0,3 %). As células foram contadas em câmara de

Neubauer, em microscópio óptico e objetiva de 40x, anotando-se o número de células totais e o

número de células "azul de tripan positivas” consideradas como células não viáveis.

A redução do brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazólio] (MTT)

é outro método colorimétrico rápido, usado para medir a proliferação e a viabilidade celular.

O MTT é absorvido pelas células por endocitose e a redução do seu anel tetrazólico (de cor

amarela) resulta na formação de cristais de formazan de cor azul, que se acumulam em

compartimentos endossomais e/ou lisossomais. A fração oxidada do corante em

solução pode ser medida, fotometricamente 570 nm (SUMANTRAN, 2011).

Para o teste de redução do MTT as células foram plaqueadas (105 células/ poço) em

placa de 96 poços estéreis e incubadas a 37 oC com 5 % de CO2. As células foram tratadas com

soluções de AME (livre) (nas concentrações: 0,001; 0,005; 0,05; 0,01 e 0,1 M, previamente

estabelecidas e suspensões de AME lipossomal (L-AME) (nas concentrações:0,0001; 0,001 e

0,01 M). As culturas célulares foram incubadas a 37 oC com 5 % de CO2, e analisadas após 48

e 96 h.

Completado o tempo de incubação, o meio de cultura foi retirado cuidadosamente,

as células foram lavadas com solução salina estéril, e foi adicionado meio de cultura novo (sem

tratamento) e solução de MTT (5 mg/mL), incubando-se pelo pernoite. No dia seguinte foi

adicionada uma aliquota de solução 0,1 N de HCl em isopropanol por poço, para solubilização

do formazan. A absorbância correspondente a cada poço 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 macrófagos

DH82 infectados com L.infantum.

Após infecção dos macrófagos caninos DH82 com L. infantum, as células foram

tratadas com soluções de AME (livre) e L-AME, (nas concentrações: 0,0001; 0,001 e 0,01
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M). As células tratadas foram incubadas a 37 oC, por 48 e 96 h. l Transcorrido o tempo de

incubação, as células foram lavadas com PBS estéril à temperatura ambiente, fixadas com

metanol, coradas com solução corante Giemsa e observadas em microscópio óptico (100x),

foram contados 200 macrófagos por lamínula. Foram considerados na contagem: o número de

macrófagos totais, o número de macrófagos infectados e número de amastigotas por macrófago.

Também se realizou uma contagem independente na qual se anotou o número de macrófagos

totais presentes em 20 campos aleatórios de cada lamínula, com o intuito de avaliar a viabilidade

celular dos macrófagos infectados após os tratamentos.

5.2.3 Estudos de colocalização intracelular lipossoma-parasita.

Foram realizados estudos de colocalização intracelular dentro dos macrófagos 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 lipídios (EPC/CHOL/PS) e colocando adicionalmente el lipídio marcado NDB-PE (1,2-

dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine-N-(7-nitro-2-1,3-benzoxadiazol-4-yl ammonium

salt) na proporção total de lipídios 4:0,4:3:0,04 mol%.

Foram usados parasitos L. infantum expresando a proteína fluorecente m-cherry,

doados gentilmente pelo Dr. Daniel Ruiz do Laboratório de leishmaniose IB/UNICAMP.

Foi também marcado o núcleo dos macrófagos DH82 com o marcador de núcleo

DRAQ5.

Inicialmente foram realizadas infecções macrófago-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 número de colocalizações célula-parasito depois de

cada um dos tempos de incubação (usando o programa de processamento de imagens ImageJ).

Foram tomadas micrografías para corroborar qualitativamente o sinal emitido pela fluorescência

quanto do parasita e do lipossoma.

5.2.4 Análise Estatística

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

realizados.

Os experimentos com células e parasitos foram feitos três vezes independentemente

em triplicata. Nos testes in vitro, os valores de porcentagem para o ensaio de viabilidade celular

foram comparados por análise de variânçia 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., versão 6,1, 2012).
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(3 mM) somando-se as concentrações dos fosfolipídios EPC e PS presentes na formulação.

6.1.3 Medida da Distribuição de Tamanho e Potencial Zeta (ζ -) dos Lipossomas

Medidas de tamanho, polidispersão e potencial elétrico de superfície foram usadas

para análise da estabilidade dos lipossomas LUV (5 mM) não estéreis contendo ou não diferentes

concentrações 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 oC) como mostrado nas figuras 14 e

15.

As medidas das formulações lipossomais não estéreis contendo AME no tempo

inicial de análise mostraram diâmetro médio de 200±4,5 nm para 0,001 M, 257,6±12 nm para

0,005M e 279,03±3,4 nm para 0,1 M. os tamanhos foram aumentado progressivamente, em

comparação com o lipossoma controle, cujo tamanho encontrado foi de 108,9 ±1,8 nm, na

medida que a concentração de fármaco encapsulado era maior, o que mostra que o tamanho

do lipossoma foi influenciado pela presença do fármaco. Também foi observado que durante

o tempo de armazenamento as formulações foram aumentando de tamanho gradativamente

atingindo após seis meses tamanhos não superiores aos 400 nm nas maiores concentrações

de AME testadas (0,005 e 0,01 M) (Figura 14 e tabela 2).

As medidas da formulação lipossomal estéril com 0,01 M de AME apresentaram

inicialmente um diâmetro médio de 339 nm (DP±10,9), apresentando-se maior em comparação

com o lipossoma estéril controle (sem fármaco) que mostrou um tamanho de 270,2±3.7 nm, e

após o tempo total de armazenamento o tamanho máximo encontrado nos lipossomas estéreis

(0,01 M) foi de 433±4,3 nm. Os lipossomas estéreis (controle e com fármaco) apresentaram

tamanhos maiores, quando comparados com as formulações não estéreis, podendo ser

possivelmente atribuído ao efeito do processo de esterilização (alta temperatura e calor úmido)

(Figura 15 e tabela 3).

Kikuchi e col. apresentaram evidencias que o método de esterilização convencional

pelo calor (120 oC/20 min) não afeta a estabilidade química ou a taxa de encapsulação de

lipossomas contendo fármacos (KIKUCHI et al., 1991), igualmente Zuidam e col. encontraram

que lipossomas com ou sem fármacos lipofílicos e termoestáveis podem ser esterilizados por

autoclavagem (ZUIDAM et al., 1993).

Em ambos casos (Figuras 14 e 15) houve aumento do tamanho dos lipossomas

com diferentes concentrações de fármaco encapsulado durante os 180 dias de armazenamento,

os resultados mostraram estabilidade no tamanho das formulações testadas, não superando o

tamanho estabelecido como objetivo da pesquisa (400 nm), evidenciado-se a viabilidade das

formulações para o uso e continuidade nos ensaios fisicoquímicos e biológicos propostos no

trabalho.

O índice de polidispersão (PDI) foi também analisado mostrando valores que não
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Figura 14 – Medidas do diâmetro médio (nm) obtidas por distribuição de intensidade (barras
superiores), índice de polidispersão (PDI-tracejado), e potencial zeta (ζ -) (barras
inferiores), das vesículas lipossomais (5 mM) não estéreis, encapsulando ou não
AME (0; 0,001; 0,005 e 0,01 M), em função do tempo de armazenamento (180
dias-4 oC), obtidas por DLS. (n=3).

ultrapassaram 0,4±0,007 durante todo tempo de armazenamento das formulações não estéreis,

mostrando pouca polidispersão, homogeneidade e estabilidade das vesículas lipossomais em

quaisquer das concentrações de AME analisadas. Já com as formulações lipossomais estéreis

foram encontrados valores de polidispersão de até 0,8±0,08 no último mês da análise, mostrando

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

O potencial zeta mostrou-se negativo em todas as formulações estéreis e não estéreis

contendo ou não 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), índice de polidispersão (PDI-tracejado),
e potencial zeta (ζ -) (barras inferiores) das vesículas lipossomais (5 mM) estéreis
LUV encapsulando ou não AME (0 e 0,01 M), durante 180 dias, obtidas por DLS.
(n=3).

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

quando comparadas com as vesículas sem fármaco e a negatividade do potencial era

proporcional à concentração do fármaco encapsulado. O potencial zeta apresentou-se negativo

devido à presença do fosfolipídio fosfatidilserina na membrana externa dos lipossomas (que

confere carga negativa às vesículas).
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Tabela 2 – Medidas do diâmetro médio das formulações lipossomais LUV não estéreis sem
e com diferentes concentrações de AME (0; 0,001; 0,005 e 0,01 M) em função
do tempo de armazenamento (180 dias-4 oC). Análise estatístico realizado com
o teste ANOVA duas vias/tukey (teste de comparações múltiplas). (n=3). Valores
de significância estatística: p<0,0001 (****), p<0,001 (***), p<0,05 (*). Análises
estatísticas realizadas: 1- comparação da variação dos valores do diâmetro médio das
diferentes formulações encapsuladas respeito ao controle em cada um dos tempos de
armazenamento (representada pelas letras) 2- comparação da variação dos valores
do diâmetro médio de cada uma das formulações (controle e encapsulada) ao longo
do tempo respeito ao tempo inicial (0)(representada pelas letras mais números).

Formulações lipossomais não estéreis

LUV

controle

LUV

0,001 M

LUV

0,005 M

LUV

0,01 M

Tempo

(dias)
Média (nm) ± DP (significância estatística Test ANOVA duas vias/ Tukey)

0
108,9
± 1,8

200,7
± 4,5

(a****)

257,6
± 12,6
(b****)

279,0
± 3,4

(c,d1****)

30
112,5
± 2,0

245,9
± 5,1

(d,b2****)

270,4
± 1,6

(e****)

339,4
± 10,9

(f,d2****)

60
130,1
± 3,8

245,1
± 1,5

(g,b3****)

267,3
± 7,8

(h****)

352,8
± 8,2

(i,d3****)

90
131,9
± 0,97

261,1
± 8,3

(j****,b4****)

283,1
± 6,7

(k****,c4*)

359,1
± 3,7

(l,d4****)

120
148,26
± 0,30
(a1***)

296,2
± 3,8

(m***,b5****)

334,1
± 3,5

(n,c5****)

414,8
± 11,7

(o,d5****)

150
152,3
± 2,4

(a2****)

288,9
± 0,8

(p,b6****)

390,7
± 36,01

(q,c6****)

450,1
± 8,6

(r,d6****)

180
150,5
± 2,97

(a3****)

295,3
± 5,3

(s,b7****)

393,5
± 6,78

(t,c7****)

433,0
± 22,71

(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****= LUV 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****= LUV 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).

i****= LUV 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). l****= 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****= LUV 0,001 M vs LUV controle, tempo 180

dias, (p<0,0001). t****= LUV 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). a1***= 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****= LUV 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****= LUV 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 diâmetro médio das formulações lipossomais LUV estéreis sem e com
AME (0; 0,01 M) em função do tempo de armazenamento (180 dias-4 oC). Análise
estatística realizada com o teste ANOVA duas vias/tukey (teste de comparações
múltiplas). n=3. Valores de significância estatística: p<0,0001 (****), p<0,001 (***),
p<0,01 (**) p<0,05 (*). Análises estatísticas realizadas: 1- comparação da variação
dos valores do diâmetro médio da formulação encapsulada respeito ao controle em
cada um dos tempos de armazenamento (representada pelas letras); 2- comparação
da variação dos valores do diâmetro médio das formulações (controle e encapsulada)
ao longo do tempo respeito ao tempo inicial (0), (representada pelas letras mais
números).

Formulações; lipossomais estéreis

LUV

controle

LUV

0,01M

Tempo

(dias)
Média ± DP (significância estatística 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***)
60 284,4 ± 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 (e1*)
150 359,1 ± 3,7 409,1 ± 6,8 (f*,f1****)
180 415,8 ± 11,3 419,4 ± 5,2 (g1****)

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 (*). e1*=

LUV 0,01 M, tempo 120 dias vs LUV controle, tempo 0 dias p<0,05 (*). f1****= LUV 0,0001

M, tempo 150 dias vs LUV controle,tempo 0 dias , p<0,0001 (****). g1****= LUV 0,0001 M,

tempo 180 dias vs LUV controle, tempo 0 dias , p<0,0001 (****).
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6.1.6 Determinação da Eficiência da encapsulação

A eficiência de encapsulação (%EE) foi determinada medindo-se as concentrações

de antimônio (Sb total) nas dispersões lipossomais, depois da separação do fármaco não

encapsulado. Os valores foram calculados como a percentagem de antimônio (Sb) incorporado

nos lipossomas através da seguinte equação:

%EE = 100
A

A+B
(6.1)

onde A corresponde à quantidade de antimônio encapsulado e B à quantidade de

antimônio não encapsulado.

Os lipossomas não estéreis apresentaram 23,3% de eficiência de encapsulação,

enquanto os lipossomas estéreis mostraram 20,1% de encapsulação, evidenciando possível

perda da quantidade de antimônio encapsulado durante o processo de esterilização (Tabela 5.)

Tabela 5 – Eficiência de encapsulação (%EE) das formulações lipossomais. (n=3)

Formulações lipossomais
Média

% EE
DP

L-AME não estéreis 23,3 0,12

L-AME estéreis 20,1 0,11

Estes resultados são comparáveis com os obtidos por Frézard e col. que obtiveram

%EE do antimônio de 31% em lipossomas modificados tipo FDELs (lipossomas liofilizados)

compostos de L-α-distearoylfisfatidilcolina, colesterol e dicetilfosfato (5:4:1, razão molar)

(FRÉZARD et al., 2000).

6.2 Ensaios Biológicos

6.2.1 Curva de Proliferação dos Macrófagos DH82

Primeiramente realizou-se a curva de proliferação da linhagem de macrófagos DH82

para avaliar as fases de crescimento e determinar em qual das fases as células atingiam o ponto

máximo de crescimento ideal para realizar os processos de infecção com os parasitas. Como

observado na figura 18, as células não proliferaram nos três primeiros dias considerando-se

como fase de adaptação dos macrófagos; a partir daí iniciou-se a fase de crescimento exponencial

ou logarítmica, que se manteve até o 13o dia de crescimento. A fase estacionária de crescimento

foi observada a partir do 14o dia com uma concentração de 2,05x106 células até o 21o 2,60x106

células. No 24o dia de cultivo o número de células foi reduzido para 1,48x106 células,

provavelmente devido à escassez de nutrientes e consequente morte celular.
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sistema de proteção 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 vêm sendo descritas como fundamentais no processo de bioconversão do antimônio

pentavalente para a forma trivalente. As propriedades antileishmania dos fármacos antimoniais

provavelmente seriam decorrentes da associação do complexo entre o Sb3+-tripanotiona, com

enzimas (YAN et al., 2003).

Apesar dos estudos reportados na literatura, o mecanismo de ação dos antimoniais

pentavalentes no tratamento das Leishmanioses ainda permanece pouco compreendido. Até o

momento não está bem esclarecido se a forma ativa final dos agentes antimoniais pentavalentes

é o Sb5+ou o Sb3+ (FRÉZARD et al., 2009).

A baixa atividade do antimônio pentavalente nas formas promastigotas foi mostrada

por Roberts e col., que verificaram que frações do estibogluconato de sódio 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 antimônio

e potássio e depois incubadas com estiboglunato de sódio, o Sb5+ reverteu a toxicidade do Sb3+,

sendo o Sb5+ pouco eficiente contra a forma promastigota de Leishmania sp

(SHAKED-MISHAN et al., 2000). Os autores ainda concluíram que ambas formas,

promastigotas e amastigotas, acumulam antimônio pentavalente.

A redução do Sb5+ para Sb3+, por processos enzimáticos ou não, ocorre em ambas

as formas do parasita, porém a atividade redutora é mais intensa em amastigotas. Esses dados

são consistentes com a hipótese de redução, dentro da célula hospedeira, do Sb5+ em sua forma

trivalente ativa.

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

Os efeitos citotóxicos de diferentes concentrações de AME e L-AME foram

determinados em macrófagos DH82 avaliando a viabilidade celular (% de células viáveis), a

través do método de exclusão do azul de tripan, e pelo método de redução do MTT.

Na figura 25, se observa as percentagens de células viáveis quando tratados com

soluções com diferentes concentrações de AME e L-AME, respectivamente, comparando-se

aos controles não tratados. Considerando as análises realizadas pelos dois métodos de avaliação,

observa-se que o AME na sua forma não encapsulada foi mais tóxico para a linhagem DH82,

em comparação com o AME lipossomal (L-AME). A diminuição do 50 % da viabilidade celular

dos macrófagos tratados com AME não encapsulado foi encontrado nas concentrações 0,05 (48

h) e 0,01 M (96 h) quando comparado com o controle não tratado. A diferença das células

tratadas com as formulações de AME lipossomal, as quais atingiram valores próximos ao 50
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os principais sítios para a ligação de lipossomas aniônicos, como consequência da depuração

apoptótica regular de células senescentes por macrófagos (FADOK et al., 2000). Tem relatos da

presença e alta expressão destes receptores nas membranas celulares de macrófagos infectados

con Leishmania (TEMPONE et al., 2004). Este fato pode também ter contribuído para a eficácia

superior das formulações lipossomais com carga negativa. Estes resultados demonstram ainda

que os lipossomas são capazes de direcionar fármacos para macrófagos e entregá-los nos

fagolisossomas. Os lipossomas com carga negativa podem ter como alvo os vacúolos

parasitóforos dentro de macrófagos por um mecanismo relacionado com anexinas, proteínas

hidrofílicas que se ligam de maneira reversível aos fosfolipídios carregadas negativamente e

atuam como moléculas de ponte na fusão das vesículas (TEMPONE et al., 2004). Dentro

deste compartimento, os lipossomas são interrompidos por um fosfolipase de fase ácida e

sofrem degradação fagolisossômica, na última fase, liberando assim o seu conteúdo para o

citoplasma (HILLAIREAU; COUVREUR, 2009; AHSAN et al., 2002). Lipossomas carregados

são conhecidos por serem fagocitados em maior taxas, devido a interações específicas ou

electrostáticas entre as células e vesículas. Com efeito, a inclusão de PS pode levar ao preferida

reconhecimento de lipossomas pelas células mononucleares do sistema fagocítico

(SCHWENDENER et al., 1984).

6.2.6 Estudos de colocalização intracelular lipossoma-parasita.

A colocalização intracelular dos lipossomas LUV marcados com NDB-PE e dos

lipossomas L infantum com a proteína fluorescente m-cherry foi avaliada por microscopia

confocal realizando análise de processamento de imagens com o programa ImageJ, durante

2,4,6 e 8 h como mostrado na figura 29, onde se observa um comportamento tempo dependente

no aumento do número de colocalizações parasita-célula, começando com aproximadamente

500 colocalizações as 2 h até atingir ao redor de 3000 colocalizações nas 8 h de tratamento.

Este comportamento pode ser observado qualitativamente nas micrografías mostradas na figura

30 onde se observam os sinais do marcador de núcleo DRAQ5 (canal azul), parasita L.infantum

m-cherry, lipossomas com NDB-PE (canal verde),o sinal de colocalização do núcleo, parasito

e lipossoma evidencia-se pela emissão no canal amarelo, cuja intensidade aumenta em relação

ao aumento do tempo de tratamento. O maior número de colocalizações se observam nas 8 h de

tratamento como pode ser observado na figura 31 onde a colocalização pode se determinar pela

emissão no canal amarelo.
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7 CONCLUSÕES

Uma formulação para liberação sustentada do fármaco antileishmania, antimoniato

de meglumina, encapsulado em lipossomas de 400 nm e compostos de EPC, CHOL, PS e

α-tocoferol, foi preparada,caracterizada fisico-quimicamente e avaliada in vitro,quanto à seu

efeito leishmanicida, em macrófagos de cão infectados com L.infantum.

Testes de estabilidade química não indicaram um aumento significativo nos níveis

de endoperóxidos na formulação lipossomal. Mesmo nos lipossomas que foram submetidos

ao processo de esterilização por calor, para serem usados nos testes de avaliação biológica,

os níveis de peróxido não ultrapassaram 1 % da concentração total de lipídios presentes na

formulação.

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

próxima a 20 % nos lipossomas estéreis e não estéreis.

Análises de espalhamento dinâmico de luz indicaram que as vesículas não estéreis

permaneceram estáveis quanto ao tamanho dos lipossomas, PDI e potencial Zeta, por até 180

dias de armazenamento. Nos lipossomas esterilizados por calor houve aumento do diâmetro

médio das partículas, que ultrapassaram 400 nm após 6 meses a 4 oC.

Os ensaios de citotoxicidade in vitro, em cultura de macrófagos DH82,

demonstraram que o sistema lipossomal (L-AME), foi menos citotóxico em comparação com

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

A avaliação dos efeitos in vitro (testes em cultura de macrófagos infectados com

L.infantum) da formulação lipossomal, mostrou que o sistema induz diminuição mais acentuada

da carga parasitária, nos macrófagos infectados que aquela induzida pelo AME livre.

Neste sentido, os resultados aqui apresentados e discutidos, são de grande

importância na investigação, pesquisa, caracterização e aplicação de formas farmacêuticas de

liberação sustentada para o fármaco leishmanicida antimoniato de meglumina. Eles indicam

perspectivas que a encapsulação em lipossomas pode melhorar a eficácia do AME, sendo viável

sua avaliação e aplicação em cães, levando à uma formulação eficaz para uso clínico do

antimoniato de meglumina.

Lipossomas marcados com NDB-PE foram internalizados nos macrófagos DH82 e

colocalizados intracelularmente com os parasitos L. infantum- m-cherry, encontrando-se acima

de 3000 colocalizações às 8 h de tratamento lipossomal, indicando que possívelmente a eficácia

in vitro do sistema é devido á presença do parasito e do sistema lipossomal no mesmo local de

ação.
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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 caracterização do complexo AME em Hidroxipropil

βciclodextrina

Foi preparada por liofilização, uma formulação de AME complexado com HP-βCD

na proporção 1:1 (razão molar). Na forma de um “cake” (pastilha) estável, compacto e de

boa aparência, características físicas desejadas para a formulação, sem perda significativa da

quantidade do liofilizado obtido. Resultados semelhantes foram obtidos com uso do método de

secagem por spray drying, obtendo-se um pó solto de partículas homogêneas e de cor branca

A.2 Calorimetria exploratória diferencial (DSC) e microscopia óptica

acoplada a liofilização (FDM)

Para determinação das temperaturas de micro e macro colapso e do ponto de

congelamento dos liofilizados (complexo AME: HP-βCD, AME livre e HP- CD) foram feitas

medidas com DSC que revelaram: para a HP-βCD: temperatura de micro colapso (-16,1 oC),

temperatura de macro colapso (-9,4 oC), com um ponto de congelamento de (-22,7 oC). O

liofilizado do antimoniato de meglumina livre apresentou temperatura de micro colapso (-45,7
oC), temperatura de macro colapso (-40,5 oC) e ponto de congelamento (-23,2 oC). Já o complexo

AME:HP-βCD apresentou: temperatura de micro colapso (-16,7oC), temperatura de macro

colapso (-13,5 oC) e ponto de congelamento (-20,3 oC), como mostram as micrografias da figura

32. A complexação aumentou bastante a temperatura de colapso, o que indica que a liofilização

é um processo viável de ser adotado, em maiores escalas sem perda da estrutura porosa dos

compostos, após liofilização.

A.3 Medidas de espalhamento de luz dinâmico para avaliar possível

agregação do complexo HP-βCD:AME por DLS

Medidas de DLS foram feitas em amostras do complexo AME-CD para avaliar

possível agregação dos mesmos. Primeiramente é preciso dizer que os complexos fármaco-CD

não tem tamanho para ser detectados no DLS.
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Tabela 6 – Diâmetro médio e polidispersao (PDI) em amostras de AME: HP-βCD (proporção
molar 1:1) antes do processo de liofilização, medidos durante 4 dias.

Complexo HP-βCD:AME (1:1) sem liofilização

DIAS Tamanho PDI

1 9,9 1

2 119,0 0,812

3 279,1 0,886

4 633,0 0,766

Tabela 7 – Diâmetro médio e PDI de amostra do complexo AME:HP-βCD na proporção molar
1:1; liofilizado após 1 dia de equilíbrio e ressuspenso em água desionizada ou tampão
HEPES 20 mM pH 7,4 + NaCl 150 Mm

Complexo HP-βCD:AME (1:1) com liofilização

Solubilizante Tamanho (nm) PDI

Água 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 partículas, depois de 12 h

equilíbrio e ressuspensão em água desionizada foi >1 µm . Em comparação com os dados da

tabela 7, aparentemente os processos de desidratação (liofilização ou spray-drying) aceleram

a agregação dos complexos HP-βCD. De qualquer maneira (com ou sem liofilização), esta

agregação é indesejável para uma formulação de uso parenteral, e também inviabilizaria o

preparo dos sistemas de duplo carreamento (AME em ciclodextrina em lipossomas) proposto.

Conduzimos medidas de Difração de Raios X e 1H-RMN para tentar obter informações

moleculares que melhor esclarecem este processo de agregação. Ribeiro e col. em complexos

AME:βCD também detectaram nanopartículas grandes (diâmetro médio de > 500 nm), que

diminuiam para < 100 nm, em função do tempo (RIBEIRO et al., 2010).

A.4 Difração de Raios X

Na análise realizada (figura 33), observamos que na mistura física existe uma

sobreposição do difratograma da HP-βCD com o do antimoniato de meglumina, como esperado

(já que na mistura física os compostos puros, AME e HP-βCD são pesados e misturados na

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

1. O deslocamento em 2 theta θ no primeiro pico sugere uma possível interação do

antimoniato de meglumina com a HP-βCD.
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A.6 Publicações relacionadas ao tratamento da Leishmaniose através

do uso de antimoniato de meglumina (AME) encapsulado em

lipossomas

A seguir se mostra um levantamento bibliográfico (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 cão, que as formulações lipossomais foram até 700 vezes mais eficazes no tratamento

da LV, quando comparadas ao tratamento convencional com os antimoniais não encapsulados

(FRÉZARD; DEMICHELI, 2010). Usando SUV liofilizadas e depois

reconstituídas (composição DSPC:Chol:DCP 5:4:1) por ressuspensão em tampão fosfato em

pH 7,2, Schettini e col. conseguiram alcançar uma eficiência de encapsulação (% EE) de 38

% de AME em vesículas com tamanho médio de 2,37 µm e índice de polidispersão de 0,5

(SCHETTINI et al., 2003). Formulações liposomais de três fármacos antileishmaniais:

Glucantime, miltefosine e paromomicina foram preparadas por Momemi e col. usando um

método modificado de emulsão/liofilização. A eficiência de encapsulação dos lipossomas

preparados por esse método foi de até 90 %; porém os lipossomas tinham tamanho de distribuição

bimodal, o que causou diminuição para 50 % de encapsulação durante a filtragem de esterilização.

Estes autores mostraram também que o efeito da carga de superfície é significativo sobre o

processo de preparação, o tamanho e a eficiência de encapsulação, apresentando maior eficiência

de encapsulação e menor tamanho as formulações com carga negativa (-60.2mV) (MOMENI et

al., 2013). Borborema e col. desenvolveram formulações liposomais contendo AME e

determinaram sua atividade leishmanicida e absorção em macrófagos, mostrando que o valor

IC50 com o AME lipossomal foi 10 vezes menor que o do fármaco livre, apresentando ainda

toxicidade reduzida nos macrófagos (BORBOREMA et al., 2011). Usando AME encapsulado

em lipossomas com fosfatidilserina, Tempone e col. demostraram uma alta eficácia in vivo

reduzindo em 133 vezes a dose de antimônio total administrada em hamsters infectados

(TEMPONE; JR., 2008).



Ano Tratamento(s) Dose(s)  Tipo de lipossoma Composição Proporções Resultados Referência 

1978 

 

Infeção experimental 

L.donovani 

 

In vivo Hamsters 

 

Via administração: 

Via intravenosa e 

intracardíaca 

 

0,3-1,3 mg Sb/kg 

1,3-2,5 mg Sb/kg 

2,5-5,2 mg Sb/kg 

10-30 mg Sb/kg 

40-80 mg Sb/kg 

 

Por 4 dias 

 

MLV´s 

Carregados positiva e 

negativamente 

dependendo do lipídio  

pH:7,3 

 

 

DMPC/DCP/CHOL 

SM/CHOL/DCP 

SM/CHOL/SA 

Egg-PC/CHOL/DCP 

Egg-PC/CHOL/SA 

PS/CHOL 

DSPC/CHOL/DCP 

DSPC/CHOL/SA 

DMPC/CHOL/SA 

DMPC/CHOL 

 

 

 

2:1,5:0,22 

2:1,5:0,44 

2:1,5:0,88 

 

Lipossomas contendo egg-PC  (carga positiva), são menos efetivos que os lipossomas 

carregados negativamente. 

Lipossomas contendo PS (carga negativa),foram os menos efetivos 

Lipossomas contendo fosfolipídios de cadeia longa altamente saturados (DPPC) , CHOL e 

uma carga negativa foram os mais efetivos. 

O rango de concentração 1,3-2,5  mg sb/kg  de fármaco encapsulado teve resultado 

igual á concentração 823 mg sb/kg do fármaco livre,  sendo 332-640 vezes maior na 

prevenção da mortalidade por leishmaniasis.  

Os lipossomas vazios apresentaram toxicidade nos camundongos.  

1 

1978 

 

Infeção experimental 

L.donovani 

In vivo Hamsters 

Via administração: 

Intracardíaca 

 

1 mg Sb/kg         

por 4 dias 

 

MLV´S 

2µm 

Carregados 

negativamente 

 

DPPC/CHOL/DCP 

 

2:1,5:0,22 

 

A dose requerida para a supressão do 50% da infeção foi aproximadamente 350 vezes 

maior para o fármaco livre comparado com o fármaco encapsulado. 

O aumento do efecto anti-leishmania do fármaco encapsulado em lipossoma pode ser 

maior numa doença crónica, que numa infecção aguda. 

Aos 17 dias depois da infeção os animais tratados com o fármaco encapsulado 

apresentavam 61% de supressão do parasita, e o fármaco livre apresentava 18% de 

supressão só. 

2 

1980 

Infeção experimental 

L.donovani 

In vivo Hamsters 

Via administração: 

Intracardíaca, 

parental, intravenosa, 

intramuscular  

 

12-25 mg Sb/kg 

 

MLV´S 

 

 

DPPC/CHOL/DCP 
 

------------- 

O fármaco encapsulado  foi 276 vezes mais eficaz do que o antimoniato não 

encapsulado. 

As suspensões com o fármaco encapsulado e não encapsulado juntos, foram 8,5 vezes 

mais eficazes que a droga sozinha.  

20/21 animais esteveram livres de parasitas 5 semanas depois da infecção.  

Os lipossomas vazios não apresentaram atividade leishmanicida. 

3 

1983 

 

 

Infeção experimental 

L.donovani 

 

In vivo Hamsters 

Via administração: 

Intracardíaca 

 

 

 

5µL /g (LAM) 

 

 

MLV´s 

pH 7,2  

 

 

Segundo 

referência 1 

 

 

Segundo 

referência 1 

 Encontraram-se interações dos lipossomas e parasitas com as células Kupffer. 

Os lipossomas que têm fosfolipídios saturados como o principal fosfolipídio, como os 

preparados com palmitoil fosfatidilcolina ou esfingomielina são muito mais resistentes 

ao ataque enzimático por fosfolipases  C ou A (encontradas no macrófago), quando são 

comparados com lipossomas feitos com lecitina de ovo. 

Os lipossomas com alta quantidade de fosfolipídios saturados foram mais efetivos 

contra a leishmanioses, comparados com os lipossomas feitos com fosfolipídios 

insaturados.  

Apresenta-se alteração na estrutura dos lipossomas, com a aparência malhada 

polimorfa no processo de degradação, no começo da liberação do fármaco.  

4 

1984 

Infeção experimental 

L.donovani 

In vivo Hamsters 

Via administração: 

Intracardiaca 

 

11-42 mg Sb/kg 

 

 

MLV´s 

pH:7,3 

 
Segundo 

referência 1 e 2 

 

Segundo 

referência 1 e 

2 

 

O fármaco encapsulado apresentou-se 100-120  vezes mais efetivo que o fármaco livre. 

A supressão da morte na infecção tipo II foi de 100% 

A supressão da morte na infecção tipo III foi de 80%  
5 

1984 

 

Infeção experimental 

L.donovani 

In vivo Cachorros 

Via administração 

Intravenosa 

0,5 mL/kg (LEMA) 

1,94 mg Sb/kg     

(1 dia) 

0,61 mg LEMA/kg 

(1-4 dias)  

0,061 mg 

LEMA/kg 

(1 dia)  

0,046 mg 

LEMA/kg (10 dias) 

0,0152 LEMA/kg 

 

 

 

 

MLV´s 

pH:7,3 

 

Segundo 

referência 1 e 2 

 

Segundo 

referência 1 e 

2 

 

A maior porcentagem de inibição foi apresentada na concentração de 0,61  mg 

LEMA/kg, no tratamento de 4 dias consecutivos, com 97,4%, perto à porcentagem do 

fármaco livre 99,2% mais na concentração de 104 mg sb/kg por 10 dias.  

A dose SD50de LEMA    foi 0,029 mg sb/kg e esta mesma dose no fármaco livre esteve em 

24 mg sb/kg. 

 A dose 0,046 mg de LEMA/kg/dia teve uma baixa supressão do parasita, Isto indica que 

este nível de dosagem fica perto da dose mínima de drogas que pode ter eficácia 

quando entregues diretamente ao parasita.  

6 



1997 

 

In vivo Cachorros 

Via administração: 

Intramuscular 

Subcutânea 

 

25-85 mg Sb/mL 

 

MLV´s 

Pelo método High-

Speed dispersion 

250nm 

 

 

S-PC/CHOL/DCP 

 

31mM 

15,5mM 

3,3mM 

A farmacocinética do meglumine antimoniato encpasulado em lipossomas tem três 

fases: 

1. Absorção 

2.Decrecimento dos níveis do fármaco no plasma 

3. Fase de eliminação 

A forma subcutânea tem uma lenta absorção  e pouca vida meia. 

A forma intramuscular  apresenta uma rápida absorção , altas concentrações do 

fármaco no plasma e chega rápido ao sistema sanguíneo.   
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2000 

Infeção experimental 

L.chagasi 

In vivo Hamsters 

Via administração: 

Intraperitoneal 

 

 

 

60 mg Sb/kg 

 

MLV´s, DRV´s, SUV´s 

FDEL´s 

pH: 7,2 

 

 

DCPC/CHOL/DCP 

 

 

5:4:1 

Proporção 

lipídio/ 

meglumine: 

1:0,58   

 

O método “DRV” é o mais eficiente para á encapsulação de antimoniato de meglumina 

em lipossomas. 

Todos os animais tratados com Lglu mostrou menos de 70 amastigotas por 1000 

núcleos da célula hospedeira no fígado ou no baço, e alguns animais (4 de 9) pareciam 

estar livre de parasitas 

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 á dose acumulativa numa semana com o tratamento 

convencional. 
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2001 

Infeção experimental 

L.infantum 

In vivo Cachorros 

Via administração: 

Subcutânea e 

intravenosa 

 

 

9,8 µg/kg de Sb 

 

 

  __________ 

 

PC em emulsão de 

colato de sódio 

10nm 

 

________ 

A concentração de Sb no plasma depois da administração intravenosa de LMA tem duas 

fases: 

1, Rápida distribuição nos tecidos e  decrescimento das concentrações de Sb no plasma 

2, Fase mais lenta de diminuição do farmaco 

A concentração no plasma  do fármaco depois da administração de LMA é sempre alta e 

se mantem ao longo de um período de tempo longo comparado com os níveis atingidos 

pelo fármaco livre. 
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2003 

Infeção experimental 

L.chagasi 

In vivo Cachorros 

Via administração: 

intravenosa 

 

 

3,8 mg sb /kg 

 

FDEL´s 

PH:7,2 

 

L-α-DSPC/ 

CHOL/DCP 

 

5:4:1 

O tratamento com LMA apresentou altos níveis de Sb no fígado e baço por um longo 

período de tempo. 

O órgão  critico para o tratamento com LMA foi a medula óssea, encontrando-se nela 

baixos níveis de Sb.  

Uma única dose de LMA não foi suficiente para a eliminação total dos parasitas da 

medula óssea. 
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2004 

 

Infeção experimental 

L.chagasi 

In vitro macrófagos 

 

342,17-0,47µM 

 

SUV´s 

Carregados 

negativamente 

Radio-marcados com 

30µCi de [
3
H] DPPC 

 

Egg-PC/PS/CHOL 

 

5:1:4 

4:4:2 

A formulação não apresentou toxicidade nos macrófagos peritoneais 

A quantidade de fármaco livre utilizado no tratamento foi 16 vezes maior que  o 

fármaco encapsulado. 

A IC50 para o antimônio liposomal foi 14,11µM conseguindo a eliminação completa da 

carga parasitaria nos macrófagos.  

Melhorou-se o direcionamento   dos lipossomas para os macrófagos infectados através 

de interacção com o receptor SRs. 
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2005 

Infeção experimental 

L.chagasi 

In vivo Cachorros 

Via administração: 

Intravenosa 

 

6,5 mg sb/kg 

Por 4 dias  

 

FDEL´s 

pH: 7,2 

1,2µm 

 

Lα-DSPC/ 

CHOL/DCP 

 

5:4:1 
O tratamento diminuiu significativamente o numero de cachorros positivos para 

parasitas com menos de 1 amastigota por 1000 células hóspede mas não se logro a 

eliminação total dos parasitas 

Foram atingidos baixos níveis de antimoniato de meglumina na medula óssea devido ao 

maior tamanho dos lipossomas usados (1,2 µm) e se acredita que este órgão é mais 

accessível a lipossomas de menor tamanho.  
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2006 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Infeção natural 

L.chagasi 

In vivo Cachorros 

Via administração: 

Intravenosa 

 

 

 

 

 

 

 

 

5,7 mg sb/kg 

100 mg sb/kg 

4,2mg sb/kg 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FDEL´s 

Misturados com 

solução de sacarose 

3:1 

pH:7,4 

400 nm 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

DSPC/ CHOL/DCP 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5:4:1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Os lipossomas com tamanho maior de 1µm apresentam problemas para sua aplicação 

intravenosa. O uso de açucares crioprotectoras controla a fusão da membrana durante 

a liofilização obtendo lipossomas de tamanho menor com altas eficiecias de 

encapsulação. A cinética de libertação do fármaco foi bifásica, com uma primeira fase 

de libertação rápida da droga, seguida por uma segunda fase de libertação prolongada. 

A quantidade e taxa de libertação do fármaco durante a primeira fase foi encontrada 

significativamente mais elevado para a formulação preparada com sacarose, quando 

comparado com a preparada sem açúcar. Assim, a presença de sacarose provoca maior 

libertação de antimónio a partir de lipossomas e uma alta retenção nos tecidos. E 

melhor direccionamento aos orgãos.  Mesmo a uma dose 23 vezes menor de antimónio, 

a formulação lipossomal resultou em níveis de antimónio, de duas vezes, 63 vezes e 68 - 

vezes maior na medula óssea, fígado e baço, respectivamente, quando comparado com 

o fármaco livre. 
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2008 

 

 

Infeção natural 

L.chagasi 

In vivo Cachorros 

Via administração: 

Intravenosa 

 

 

 

6,5 mg sb/kg 

Por 4 dias 

4,2 mg sb/kg 

 

 

FDEL´s 

Misturados com 

solução de sacarose 

3:1 

pH:7,2 

 

 

 

 

 

 

DSPC/ CHOL/DCP 

 

 

 

 

 

5:4:1 

 

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

comparada na dose acumulativa atingida no tratamento convencional. 

Os sintomas da doença depois do tratamento diminuiram significativamente. 

Encontraram-se signos adversos depois dos primeiros 15 minutos da aplicação do 

tratamento. Mais do que uma redução de 95,7% da carga de parasita foi conseguida 

nos nós do fígado, do baço, e nódulos linfáticos cervical após o tratamento com 

fármaco encapsulado em lipossomas, em comparação com o tratamento quer com 

lipossomas vazios ou solução salina. 
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2008 

Infeção experimental 

L.chagasi 

In vivo Hamsters 

Via administração: 

Intraperitoneal  

0,75-75 mg sb/kg SUV´s 

20 nm 

Carregados 

negativamente 

Egg-PC/PS/CHOL 5:1:4 Redução do 100% dos amastigotas no fígado na dose  de 0,75 mg/kg 

Não se apresentou cito-toxicidade. 

Eficácia da formulação lipossomal 16 vezes maior comparado com o fármaco livre. 

Com lipossomas de carga neutra se encontrou um efeito antiparasitário da formulação 

lipídica.  

15 

2011 

Infeção experimental 

L.major 

In vitro macrófagos 

 

10,4 mg/mL SUV´s 

Fluorescentes 

Marcados com DIL-L 

ou DIL-PS-L 

pH:7,4 

PC/CHOL/D-L-α 
tocoferol 

PC/PS/CHOL/D-L-

α tocoferol 

10:4:0,1 

 

10:1:4:0,1 

O antimoniato de meglumina lipossomal foi 5 vezes mais efetiva, com uma toxicidade 

reduzida em macrófagos . 

A concentração requerida para matar o 100% dos amastigotas intracelulares foi 40 

vezes menor nas formulações lipossomais de antimoniato contendo PS comparado com 

o fármaco livre. 

A IC50 nos lipossomas PC/CHOL/D-L-α tocoferol foi 10,5 µM 

Os lipossomas contendo PS tiveram atividade leishmanicida 100% de morte de todos os 

amastigotas numa concentração de 25 µM. 

 

16 

2013 

Infeção experimental 

L.major 

In vivo BALB/c 

Via administração: 

Subcutânea 

 

 

25-200 µg/mL SUV´s 

Técnica modificada 

Freeze-drying double 

emulsion  (FDE) 

Misturados com 

solução de sacarose 

101 ± 23nm 

PC/PE/CHOL/PG ------------- O tamanho da leção diminuiu significativamente comparado com os grupos controle 

A contagem de amastigotas nas lesões da pele diminuiu em todos os grupos tratados 

com a formulação liposomal. 

A eficiência de encapsulação de lipossomas foi de até 90%; no entanto, eles herdaram 

uma distribuição de tamanho bimodal causando que sua eficiência de encapsulaçãp 

fora reducida a 50% durante a filtragem esterilização 
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2014 

Infeção experimental 

L.infantum  

Via administração: 

Intraperitoneal 

30 mg sb/kg FDEL´s 

Misturados com 

solução de sacarose 

3:1 

400nm 

pH 7,2 

DSPC/CHOL/DCP 5:4:1 Tratamento com LMA diminuiu o 41% da carga parasitaria no fígado e baço junto com 

um menor dano no órgão. 

O tratamento por via oral com WEP associado com uma única dose de MA lipossomal 

redujo a carga parasitária tanto no fígado e no baço, no mesmo nível  observado com o 

tratamento com AM lipossomal (40 e 30%, respectivamente)  
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Abreviaturas:  

DMPC: Dimiristoil- dipalmitoil                                          PC: Fosfatidilcolina 

DCP: Dicetil-fosfato                                                             L-α-DSPC:  L-α Distearoil- fosfotidilcolina 

CHOL: Colesterol                                                                  PE: Fosfatidil-etanolamina             

SM: Esfingomielina                                                              PG: Fosfatidil-glicerol 

SA: Esterilamina 

Egg-PC: Fosfatidilcolina de ovo 

PS: Fosfatildilserina 

DSPC: Distearoil- fosfotidilcolina 

DPPC: Dipalmitoil-fosfatidilcolina 

S-PC: Fosfatidilcolina de soja 
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