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RESUMO

As leishmanioses sao doencas negligenciadas causadas pelo protozoario Leishmania
spp. Dentre as principais manifestagdes clinicas a leishmaniose visceral (LV) ¢
potencialmente letal se ndo tratada. O tratamento dos doentes continua sendo a principal
medida de controle da doenca, apresentando varias limitagdes, como efeitos colaterais e
eficacia reduzida. Em razao disso a Organizagdo Mundial da Saude estimula a busca por
novos farmacos ou formulacdes que possam minimizar tais limitagcdes. Os objetivos
desse estudo foram preparar, caracterizar e avaliar a eficacia, in vitro e in vivo de
formulagdes lipossomais de agcdo prolongada contendo miltefosina na presenca (HePC-
PEG/AM) ou auséncia (HePC-PEG) de antimoniato de meglumina (AM) para
tratamento da LV. HePC-PEG apresentou CCsy, determinado pelo método colorimétrico
MTT em macréfagos murinos, igual a 97,73pg/mL e HePC-PEG/AM igual a
105,06pug/mL, ambas taxas maiores que a miltefosina livre (44,29ug/mL), sugerindo
menor toxicidade celular da droga em formulagdo lipossomal. Os valores de Clsy,
determinados pelo teste colorimétrico de redu¢do da resazurina sobre formas
promastigotas de Leishmania infantum, foram semelhantes para HePC-PEG
(30,72pg/mL), HePC-PEG/AM (32,65ug/mL) e para miltefosina livre (34,23 pg/mL),
sugerindo que ndo houve reducdo da atividade leishmanicida da miltefosina nas
formulagdes. Contra amastigotas intracelulares, as formulag¢des peguiladas reduziram
significativamente as taxas de infeccdo dos macréfagos em relagdo ao controle, e
macrofagos tratados com AM e com LAM. Nao houve alteragdo da fun¢do renal nos
ensaios de toxicidade aguda e eficacia terapéutica. No entanto, as enzimas utilizadas
para avaliar a fun¢@o hepdatica estavam aumentadas ensaio de eficdcia terapéutica nos
grupos tratados com HePC-PEG, HePC-PEG/AM e miltefosina livre. O ensaio de
biodistribui¢do indicou maiores concentragdes de Sb no sangue de camundongos
BALB/c nos animais tratados com HePC-PEG/AM que no grupo HePC-PEG + LAM
durante toda cinética de 96h. No figado, 96h apos o tratamento a concentragdo de Sb foi
maior no grupo HePC-PEG + LAM que no HePC-PEG/AM. Estes resultados sugerem a
influéncia da composicao lipidica na biodistribuicdo do Sb. Os animais tratados com as
formulagdes HePC-PEG/AM, HePC-PEG + AM e miltefosina apresentaram reduc¢do
significativa da carga parasitaria no figado e bago em relagdo ao grupo controle. A
formulagdo HePC-PEG/AM foi a que apresentou melhores resultados de supressdao da
carga parasitaria dos camundongos, com reducdo significativa do niimero de parasitos
em relagdo aos grupos controle e AM no figado e em relagdo ao controle, AM, LAM e
HePC-PEG no bago. De maneira semelhante, a mistura HePC-PEG + LAM reduziu a
carga parasitaria significativamente no figado em relagdo ao grupo controle e, no bago
em relagdo aos grupos controle e AM, enquanto a miltefosina livre reduziu a carga
parasitaria somente em relagdo ao grupo controle.Pela primeira vez a prova de conceito
de que as formulagdes inovadoras de HePC-PEG/AM e HePC-PEG + LAM apresentam
caracteristicas de nanosistemas estdveis, monodispersos, biocompativeis e induzem
significativa redu¢do das taxas de infeccao de L. infantum, in vitro e in vivo, foi
confirmada. Estes resultados reforcam o potencial terapéutico destas formulagdes e
abrem novas perspectivas para o tratamento da LV.

Palavras chaves: Leishmaniose visceral, tratamento, miltefosina, antimoniato de

meglumina, lipossomas.



ABSTRACT

Leishmaniases are neglected diseases caused by protozoa Leishmania spp. The main
clinic manifestations are cutaneous (LC) and visceral leishmaniasis (LV). LV is able to
kill if it is not treated. The treatment in infected patients is still the main step of control
of the disease, with several limitations like side effects and reduced effectiveness. For
this reason the World Health Organization encourages the search for new drugs or
formulations that can minimize these limitations. The aim of this study were prepare,
characterized and estimate the effectiveness, in vitro and in vivo, of long-acting
liposomal formulations that contains miltefosine in the presence or absence of
meglumine antimoniate (AM), for treatment of visceral leishmaniasis. HePC-PEG
showed CCs, determined by colorimetric MTT assay in murine macrophages, equal to
97,73ng / mL and HepC-PEG / AM equals 105,06pg / mL, both higher rates than the
free miltefosine (44,29ug / mL) suggesting less cellular toxicity of the drug in liposomal
formulation. The IC50 values determined by colorimetric assay Resazurin reduction of
promastigote forms of Leishmania infantum are similar to HePC-PEG (30,72pg / ml),
PEG-HEPC / AM (32,65ug / ml) and free miltefosine (34.23 mg / mL), suggesting that
there was no reduction in the leishmanicidal activity of miltefosine in the formulations.
Against intracellular amastigotes, the pegylated formulations significantly reduced
macrophages infection rates compared to the control and treated macrophages AM and
LAM. There was no change in renal function in acute toxicity tests and therapeutic
efficacy. However, the enzymes used to evaluate liver function test were increased
therapeutic efficacy of the HePC-PEG treated groups, HEPC-PEG/AM free and
miltefosine. The biodistribution test indicate higher concentrations of Sb in the blood of
BALB/c animals treated with HEPC-PEG/AM in the HEPC-PEG + LAM group
throughout kinetics 96h, In the liver 96 hours after the treatment the concentration of Sb
is greater in the HEPC-PEG + LAM group in HEPC-PEG/AM. These results suggest
the influence of the lipid composition in the Sb biodistribution. Animals treated with the
HePC-PEG/AM formulations HePC-PEG + AM and miltefosine showed a significant
reduction of the parasite load in the liver and spleen compared to control group. The
HePCPEG/AM formulation was the one with the best results in suppression of the
parasitic load of the mice, with significant reduction in the number of parasites in
relation to control groups and AM in the liver and in the control, AM, LAM and HePC-
PEG spleen . Similarly, the mixture HEPC-PEG + LAM reduced parasitic load
significantly in the liver compared to the control group and in the spleen compared to
control groups and AM, while the free miltefosine reduced parasitic load only in the
control group. First proof of concept that the innovative formulations HePC-PEG / AM
and HePC-PEG + LAM nanosystems have characteristics of stable, monodisperse,
biocompatible and induce significant reduction of L. infantum infection rates in vitro
and in live, was confirmed. These results reinforce the therapeutic potential of these
formulations and open new perspectives for the treatment of VL.

Key words: visceral leishmaniasis, treatment, miltefosine, meglumine antimoniate,
liposomes.
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1 Introducio

1.1 Leishmanioses

As leishmanioses compreendem um complexo de doengas que podem
comprometer pele, mucosa e visceras, dependendo da espécie de parasito que acomete o
hospedeiro e da resposta imune do individuo. Essas doengas determinam um grave
problema de saude publica e sdo causadas por protozoario intracelular obrigatorio
pertencente a ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae e género Leishmania
(LAINSON & SHAW, 2005; WHO, 2015).

Os protozodrios do género Leishmania, sao pleomorficos e apresentam as formas
evolutivas promastigota e paramastigota, moveis e com o flagelo aparente, que se
desenvolvem no trato intestinal do inseto hospedeiro. E as formas amastigotas, imoveis
e sem flagelo aparente, que vivem e se multiplicam no interior de células do sistema
mononuclear fagocitario (SMF) do hospedeiro vertebrado (SONADA, 2007; WHO,
2010). Leishmania, da mesma forma que outros tripanossomatideos, possuem uma
mitocondria Unica e ramificada, que se estende por todo o corpo celular e tem um
grande conteudo de material genético localizado em uma regido especifica da organela,
o cinetoplasto. O cinetoplasto ¢ localizado em uma regido vizinha ao corpo basal do
flagelo, e ¢ responsavel pela sintese e armazenamento de uma molécula de DNA menor
(minicirculo) e outra maior (maxicirculo), ambos presentes na mitocondria (SIMPSON,
1986).

Os principais hospedeiros vertebrados de Leishmania sdo mamiferos
pertencentes as ordens Edentata (tatus e preguicgas), Carnivora (cdes e gatos), Rodentia
(ratos), Primata (humanos e ndo humanos) e Marsupialia (gambas). Com algumas
excegdes, as leishmanioses sdo zoonoses e a infec¢do em humanos ¢é acidental
(ASHFORD, 1996; SALIBA et al., 1999; GRAMICCIA et al., 2005; WHO, 2010).

As leishmanioses humanas podem apresentar distintas manifesta¢des clinicas no
hospedeiro vertebrado, sendo as duas formas clinicas bésicas a leishmaniose visceral
(LV) e leishmaniose tegumentar (LT) (SILVEIRA et al., 2004; LAINSON & SHAW,
2005). A LT pode causar diversas sindromes clinicas, dependendo da espécie de
Leishmania, podendo ser divididas em leishmaniose cutinea; leishmaniose cutanea

mucosa; leishmaniose cutinea difusa ou anérgica (CHAPPUIS et al., 2007).
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Na leishmaniose cutanea, o individuo apresenta uma ou varias ulceras ou
nddulos na pele, essa forma ¢ considerada de menor importancia. A leishmaniose
cutdnea mucosa, também conhecida como espundida, causa ulceragdes que sdo
progressivamente destrutivas nas mucosas como boca, nariz, faringe e laringe, sendo
considerada grave, causando a mutilacdio da face e provocando sofrimento para o
paciente. A manifestacdo clinica que a leishmaniose cutanea difusa causa, sdo feridas
ndo ulceradas, que apresentam grande quantidade de parasitos na pele do individuo
(MINISTERIO DA SAUDE, 2006; CHAPPUIS et al., 2007).

A LT apresenta ampla distribuicdo mundial, estando presente em varios paises.
No continente americano, esta forma ¢ denominada como leishmaniose tegumentar
americana (LTA), sendo encontrados casos desde o sul dos Estados Unidos até o norte
da Argentina (GONTLJO, 2003; MINISTERIO DA SAUDE, 2007; WHO, 2010).

A transmissdo do parasito para o ser humano pode ser agrupado em duas
categorias: zoondtica (em que ocorre do animal para o vetor e posteriormente para o
hospedeiro humano e outros animais) e antroponoética (que ocorre quando o parasito €
transmitido entre humanos, que atuam como hospedeiros e reservatorios, pelo inseto
vetor) (DESJEUX, 2004; SECUNDINO et al., 2011; WHO, 2010).

As leishmanioses ocorrem em 98 paises distribuidos em quatro, dos seis
continentes. De acordo com os dados da Organizagdo Mundial de Satde (OMS), cerca
de 310 milhdes de pessoas estdo expostas a contrair a doenca, com incidéncia anual de
aproximadamente 1,3 milhdes de novos casos, e destes, 1 milhdo com LT e 300.000 de
pessoas acometidas pela LV (Figura 1), das quais cerca de 20.000 a 30.000 dos
individuos doentes evoluem para o 6bito. Cerca de 90% dos casos de LV ocorrem em
sete paises: Bangladesh, India, Etiopia, Nepal, Sudio, Suddo do Sul e Brasil, e 90% dos
casos da LT ocorrem em sete paises: Afeganistdo, Argélia, Brasil, Ira, Peru, Ardbia
Saudita e Siria. (ALVAR et al., 2012; CHAPPUIS et al., 2007; DESJEUX, 2004; WHO,
2015, 2015).

As leishmanioses constituem atualmente, o segundo grupo de doencgas
parasitarias que mais mata no mundo, ficando atrds somente da maléria. E esta entre as
mais importantes doencas infecciosas combatidas pela OMS (WHO, 2010).

Houve grande avanco nos ultimos 10 anos em relagdo ao tratamento, prevencao
e diagnostico das leishmanioses, porém as altas taxas de mortalidade e morbidade ainda

continuam apresentando um crescimento preocupante (WHO, 2010).
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Countries reported
imported VL cases

Saudi Arabia - 8
Russian Federation - 2
Belgium - 1

Finkand - 1

Republic of Moldova - 1
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Figura 1 - Prevaléncia da Leishmaniose visceral no mundo, 2013. Fonte: OMS
(2016).

1.2 Transmissao e Ciclo biologico

O género Leishmania possui ciclo de vida heteroxénico, necessitando de dois
hospedeiros, sendo um invertebrado (representado pelo inseto) e um mamifero,
(principalmente os membros da familia Canidae, marsupiais, roedores ¢ humanos)
(LAINSON & SHAW, 1987) (Figura2). O género ¢ dividido em dois subgéneros, de
acordo com seu desenvolvimento no trato digestorio do vetor, entre outros aspectos:
Leishmania (Leishmania) e Leishmania (Viannia) (LAINSON & SHAW, 1987).

Os vetores das leishmanioses sdo insetos denominados flebotomineos,
pertencentes a ordem Diptera, familia Psychodidae e subfamilia Phlebotominae
(LAINSON & RANGEL, 2005; WHO, 2010). Os flebotomineos sdo insetos pequenos e
possuem o habito de vida crepuscular e pés-crepuscular, abrigando-se durante o dia em
lugares protegidos e imidos, sendo entdo encontrados em diferentes regides geograficas
com diferentes condi¢cdes climaticas e ambientais. A maioria desses insetos habita o
ambiente silvestre, porém pode se alimentar em homens e animais, cujas habitacdes

estdo proximas a regides de mata. Somente as fémeas dos flebotomineos sdo
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hematoéfagas. Algumas espécies apresentam acentuada antropofilia e domiciliagdo, o
que as tornam epidemiologicamente importantes na transmissdo de doencas (LAINSON
& SHAW, 1998; MIRANDA & DIAS, 2011).

A maior concentragdo de espécies de flebotomineos ¢ encontrada nas florestas
da América do Sul, no qual o género predominante ¢ Lutzomyia. O género Lutzomyia ¢é
encontrado no Novo Mundo, e Phlebotomus é distribuido no Velho Mundo, nas zonas
aridas e semiaridas. Apenas esses dois géneros de flebotomineos possuem importancia
médica, por serem os transmissores das leishmanioses (SCHLEIN, 1993; SACKS &
KAMHAWTI, 2001; KILLICK-KENDRICK, 1990).

O parasito ¢ transmitido quando fémeas adultas de flebotomineos, ao realizar
repasto sanguineo em hospedeiro infectado, ingerem as formas amastigotas, presentes
nas células do SMF da pele do mesmo. No intestino do vetor as formas amastigotas
transformam-se em formas promastigotas prociclicas flageladas que se replicam
intensamente. As promastigotas passam por um processo de metaciclogénese no tubo
digestorio do vetor, onde ocorrem mudangas morfoldgicas e fisioldgicas, originando as
formas promastigotas metaciclicas infectantes. Essas formas se direcionam para a
cavidade bucal do inseto, onde sdo introduzidas no novo hospedeiro durante o repasto
(COURA, 2005; PIMENTA et al., 1992; SACKS & SHER, 2002; SOARES et al.,
2005).

As promastigotas metaciclicas, no tubo digestério do inseto vetor, produzem
uma glicoproteina de consisténcia gelatinosa chamada PSG (promastigote secretory
gel). Acredita-se que esse gel obstrua a passagem de alimento, quando hd o repasto
sanguineo-tissular, o flebotomineo ¢ obrigado a regurgitar saliva juntamente com as
formas promastigotas metaciclicas no local da picada (BATES, 2007).

Apds a infeccdo, os macrofagos atraidos pela reagdo inflamatdria formada no
local, fagocitam os parasitos, que sdo internalizados no vactiolo parasitoforo, que se liga
aos lisossomos, dando origem ao vacuolo fagolisossomal. No interior deste vactiolo, o
parasito permanece em um ambiente hostil, contendo enzimas lisossomais e metabolitos
reativos do oxigénio. Entre uma a quatro horas, as formas promastigotas se transformam
em amastigotas, iniciando uma reproducdo por divisdo bindria dentro do vactolo
parasitoforo. Quando os macréfagos estdo repletos com amastigotas, eles se rompem e
liberam os parasitos que vao infectar outros macréfagos (PETERS et al., 2008;

PIMENTA et al., 2012; SACKS & SHER, 2002).
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Figura 2 - Representacdo do ciclo de vida de Leishmania spp (Adaptado de Chappuis et
at., 2007). (1) inoculagdo de promastigotas durante o repasto sanguineo; (2)
promastigotas fagocitadas pelas células do SMF; (3) parasitos sdo internalizados no
vacuolo parasitoforo, que se liga aos lisossomos, dando origem ao vacuolo
fagolisossomal; (4) diferenciagdo de promastigotas em amastigotas intracelular; (5)
multiplicacdo das amastigotas; (6) ruptura das células liberando as formas amastigotas
que vao infectar novas células; (7) Repasto sanguineo, ingestdo de macrofagos
infectados pelo inseto vetor; (8) transformacdo das amastigotas em promastigotas no
intestino do vetor; (9) Divisdo e migragdo para a cavidade bucal do inseto.
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1.3 Leishmaniose visceral

As manifestacdes clinicas associadas a LV s3o atribuidas a parasitos
pertencentes ao complexo Leishmania donovani, que ¢é representado pelas espécies L.
(Leishmania) donovani, L. (L.) infantum e L. (L.) chagasi (LAINSON & SHAW, 1987;
MAURICIO et al., 2001; WHO 2010). L. infantum e L. chagasi de varias regides
geograficas possuem diferencas minimas, ndo tendo sido possivel a distingdo entre elas
por estudos bioquimicos ¢ moleculares. Assim, autores sugerem que as duas espécies
devem ser consideradas como um grupo monofilético, adotando L. chagasi como
sinonimia de L. infantum (MAURICIO et al., 2001). De acordo com a OMS, o status de
L. chagasi como espécie ainda se encontra em discussdo, e alguns autores sugerem a
nomenclatura L. (L.) infantum chagasi (WHO, 2010; SHAW, 2006). Neste trabalho
adotaremos L. infantun como agente etioldgico da L'V no Brasil.

A LV ¢ endémica em 70 paises, localizados nas regides tropicais e subtropicais
da Asia, Oriente Médio, Africa, América Central ¢ América do Sul. Leishmania
infantum € o agente etioldgico da LV zoondtica, enquanto a L. donovani causa a LV
antropondtica (WHO, 2010). E uma doenga sistémica grave que atinge as células do
SMF e 6rgdos de hospedeiros vertebrados, sendo o bacgo, figado, linfonodos, medula
ossea e pele, as regides mais afetadas (MINISTERIO DA SAUDE, 2014)

O periodo de incubagdo da doenga pode variar de meses a anos, durante o qual o
parasito se dissemina pelo corpo (OLIVA et al., 2006). As manifestacdes clinicas sdo
semelhantes em caes e humanos, sendo caracterizada pelos seguintes sintomas: surtos
intermitentes de febre, tosse, perda de peso, letargia, aumento do bago e do figado,
anemia, trombocitopenia, hipergamaglobulinemia, linfoadenopatia, epistaxe, diarréias e
edemas (ARTAN et al., 2006; DEL OLMO et al., 2009; REUS et al., 2005; WHO,
2010). Porém, o surgimento da doenca e sua evolucdo, sdo conseqiiéncias de um
complexo de interagdes entre o parasito e a resposta imune do hospedeiro (MANNA et
al., 2000).

A grande importancia da LV na satde publica se deve a expansdo geografica
para areas até¢ entdo livres da doencga, e inclui ainda a urbanizacdo, reemergéncia em
focos endémicos antigos e alta letalidade em humanos, principalmente nos individuos
nao tratados ou com tratamentos tardios, além de casos de criangas desnutridas
(MINISTERIO DA SAUDE, 2006). Quando néo tratada, essa doenga pode evoluir para
6bito em mais de 90% dos casos (MINISTERIO DA SAUDE, 2010; WHO, 2010).
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1.4 Leishmaniose visceral no Brasil

Durante o periodo de 2001 a 2011, foram relatados nas Américas cerca de
38.808 casos de LV, sendo que 96,6% destes casos foram notificados no Brasil. Até a
década de 90, a regido Nordeste do pais apresentava cerca de 90% dos casos, porém
houve uma expansdo da doenga para regides onde ndo havia casos notificados antes,
como Centro Oeste, Sudeste ¢ Norte (BEVILACQUA et al., 2001; BRASIL, 2005;
PAHO, 2013).

No Brasil, entre 2007 a 2011, foram notificados e confirmados 19.016 casos de
LV. Os estados com maiores nimeros de casos notificados foram: Ceara (2.948), Minas
Gerais (2.803), Maranhdo (2.357), Tocantins (2.177), Para (1.738), Bahia (1.589), Sao
Paulo (1.201), Mato Grosso do Sul (1.165) e Piaui (1.068) (MINISTERIO DA SAUDE,
2014).

Na area urbana, o cdo doméstico (Canis familiaris) é considerado o principal
reservatorio do parasito. No ambiente silvestre, os reservatdrios mais comuns sio as
raposas (Lycalopexvetuluse Cerdocyonthous) e os marsupiais (Didelphis albiventris)
(MINISTERIO DA SAUDE, 2010).

No Brasil, duas espécies estdo relacionadas com a transmissao de L. infantum:
Lutzomyia longipalpis, a principal transmissora e L. cruzi, como possivel vetor no
Estado de Mato Grosso do Sul e, dependendo da localizagdo geografica, sdo conhecidos
popularmente como mosquito palha, tatuquira, birigui, entre outros (WHO, 2010;
MISSAWA et al., 2011).

A LV era caracterizada como uma doenga eminentemente rural, mas a partir dos
anos 1980, observou-se a expansdo dessa doenga para regides periurbanas de
municipios de médio e grande porte, acometendo pessoas que possuem baixo nivel
socioecondomico e que vivem em condigdes precarias de moradias (PASTORINO et al.,
2002; NASCIMENTO et al., 2005). A doenga acomete principalmente criangas menores
de 10 anos. As criangas sd3o mais suscetiveis devido a imaturidade imunoldgica celular
acentuada pela desnutricdo, que ¢ um fator comum em areas endémicas para essa
parasitose, e também pelo fato de estarem mais expostas ao inseto vetor (MINISTERIO

DA SAUDE, 2005).
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Fatores como a urbanizagdo crescente, o intenso processo migratorio, o
desmatamento desordenado, as péssimas condi¢des socioecondmicas, a presenca de
caes domésticos susceptiveis a infec¢do, e a migracdo de populagdes ndo imunes para
regides endémicas, contribuem com a expansao da LV e com o aparecimento de novos
focos (CAMARGO-NEVES, et al., 2001; BEVILACQUA, et al., 2001; MINISTERIO
DA SAUDE, 2005; ROSAS FILHO & SILVEIRA, 2007).

No interior do pais, a urbanizacdo da LV associada ao avango da infec¢do pelo
HIV, tem contribuido com o aumento do numero de casos de coinfec¢ao L.
infantum/HIV. O nimero de casos de coinfec¢do tem aumentado significativamente,
entre os anos de 2007 e 2011, com média de 199 casos/ano, que representam um
aumento de 94,7% em relagdo aos notificados em 2001 (21 casos) (MINISTERIO DA
SAUDE, 2012).

Em razdo das caracteristicas epidemiolodgicas e do conhecimento ainda
insuficiente sobre os varios elementos que compdem a cadeia de transmissdo da LV no
Brasil, associado a questdes de ordem operacional, as estratégias de controle desta
endemia tém se mostrado pouco efetivas. Estdo centradas no diagnostico e tratamento
precoce dos casos humanos, reducdo da populacao de flebotomineos vetores, eliminagao
dos reservatorios domésticos e atividades de educagdo em saude (MINISTERIO DA
SAUDE, 2006).

Os controles dos reservatorios e do inseto vetor representam os maiores desafios
para o controle da LV, dada a necessidade de melhor conhecer o comportamento do
vetor no ambiente urbano, as dificuldades operacionais inerentes a eutandsia de caes
soropositivos e o alto custo de execu¢do dessas estratégias. Além do controle de vetores
e reservatorios, a vigilancia da LV visa reduzir a morbidade da doenga e as taxas de
mortalidade, através de diagndstico e tratamento precoce de casos humanos (MAIA-

ELKHOURY et al., 2008; MINISTERIO DA SAUDE, 2006).

1.5 Quimioterapia convencional das leishmanioses e suas limita¢des

A OMS recomenda o diagnostico e o tratamento adequado, como as principais
formas de controle das leishmanioses que acometem os seres humanos (WHO, 2010).

O tratamento deve ser realizado apds a confirmacdo da doenca, sendo os
medicamentos de primeira escolha no Brasil e no mundo os antimoniais pentavalentes

(Sb>"), havendo dois tipos que sdo utilizados: antimoniato de N-metil d-glucamina
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(AM) empregado a mais de 60 anos no pais, e estibogluconato de so6dio, que nao ¢é
comercializado no Brasil. Estes compostos agem inibindo enzimas do parasito que sao
utilizadas na oxidagao de acidos graxos e glicolico, resultando na deplecao dos niveis de
ATP intracelular, além da redugdo do antiménio pentavalente para trivalente (Sb”" em
Sb*"), a forma toxica para os parasitos, capaz de interferir no metabolismo dos tiois
(BALANA-FOUCE et al., 1998). A dose recomendada dos antimoniais deve ser
calculada em mg Sb”"/kg/dia (WHO, 2010).

Embora os antimoniais sejam o medicamento de primeira escolha para o
tratamento das leishmanioses, seu uso clinico apresenta diversas limitagdes, como a
necessidade de administragdo parenteral diariamente e durante trés ou mais semanas, e
efeitos colaterais como nausea, vomito, fraqueza, colica abdominal, mialgia, diarréia,
hepatotoxidade, erupgdes cutaneas e cardiotoxidade (MARSDEN, 1985; RODRIGUES
et al., 1999). Além disso, 0 AM ndo deve ser administrado em gestantes, pois atravessa
a barreira transplacentaria, podendo impregnar no tecido nervoso do feto, levando a
sindromes de retardamento mental. Também ha restricdes do uso deste farmaco em
pacientes com idade acima dos 50 anos, portadores de cardiopatias, nefropatias,
hepatopatias e doenga de Chagas (MINISTERIO DA SAUDE, 2009).

Se o paciente ndo apresentar melhora em seu quadro clinico com a utilizacdo dos
antimoniais, ou se o uso desses medicamentos for impossibilitado devido aos motivos
citados anteriormente, € utilizado como tratamento alternativo a anfotericina B e as
pentamidinas (sulfato de pentamidina e mesilato de pentamidina) (MINISTERIO DA
SAUDE, 2006).

Anfotericina B ¢ considerada como droga leishmanicida mais eficaz disponivel
comercialmente. E um antibiético da classe dos poliénios, e é produzida a partir do
Streptomyces nodosus. Esse medicamento ¢ primariamente uma droga fungicida, que
possui atividade contra algumas espécies de protozoarios, incluindo Leishmania spp., no
qual age nas formas promastigotas e amastigotas do parasito, tanto in vitro quanto in
vivo. Sendo o seu mecanismo de acdo, a ligacdo preferencial com ésteres (ergosterol ou
episterol), que estdo presentes na membrana plasmatica do parasito (FILIPPIN, 2006).

O Ministério da Saude disponibiliza duas apresentagcdes de anfotericina B: o
desoxicolato de anfotericina B e a anfotericina B lipossomal, sendo a eficicia dessas
apresentacdes comparaveis, porém a anfotericina B lipossomal apresenta uma menor

toxicidade (MEYERHOFF, 1998). De maneira geral o paciente em tratamento com
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anfotericina B pode apresentar febre, cefaléia, ndusea, vomitos, tremores, calafrios e dor
lombar. Além desses efeitos colaterais citados, o desoxicolato de anfotericina B também
pode causar anorexia, tremores, calafrios, flebite, cianose, hipotensdo, hipopotassemia,
hipomagnesemia, comprometimento da func¢do renal, e distirbios de comportamento.
(MINISTERIO DA SAUDE, 2006). Todos os pacientes em tratamento com esses
farmacos devem ser acompanhados por equipe médica, em regime de internagao, para
monitorar efeitos colaterais das drogas.

Outro medicamento utilizado no tratamento das leishmanioses ¢ a
hexadecilfosfocolina (miltefosina). Inicialmente, este farmaco foi desenvolvido como
droga antineoplésica e foi o primeiro medicamento a ser administrado por via oral com
eficacia no tratamento da LV. Este medicamento ¢ usado em alguns paises tanto para o
tratamento da LV quanto para a LT (SINDERMANN et al., 2004; BHATTACHARYA
etal., 2007).

A miltefosina possui a capacidade de interferir na membrana celular do parasito,
sem que haja interacdo com o DNA, e depois dessa interferéncia, o farmaco altera a
permeabilidade, a composi¢do lipidica e a fluidez da membrana fazendo com que haja
apoptose (PARIS, et al., 2004; VERMA; DEY, 2004). Este medicamento apresenta
efeitos colaterais como nefrotoxicidade, teratogenicidade, problemas gastrointestinais
devido a sua administragdo por via oral. Também apresenta meia-vida prolongada, que
acaba favorecendo a selecdo de parasitos resistentes a droga (BHATTACHARYA et al.,
2007). Em razdo dessa limitacdo, uma formulagdo intravenosa capaz de concentrar a
droga nos 6rgdos ricos em células do SMF, que s@o alvos naturais do parasito (figado,
baco, medula 6ssea, linfonodos, dentre outros) ¢ de grande interesse principalmente para
pacientes que tém perturbagdes gastrointestinais (PAPAGIANNAROS et al., 2005).

De maneira geral seria interessante a combinagdo da miltefosina com outros
farmacos leishmanicidas, como os antimoniais, principalmente nos pacientes nao
responsivos aos protocolos terapéuticos convencionais (WHO, 2010). Como vantagens
terapéuticas, a associacdo dessas drogas poderia apresentar maior eficicia em pacientes
refratarios a terapia convencional, menos efeitos colaterais, baixa toxicidade e menor

tempo de tratamento (GRIENSVEN, 2010).
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1.6 Lipossomas como nanocarreadores de farmacos para o tratamento das
leishmanioses

Os lipossomas sdo vesiculas esféricas, podendo apresentar uma ou vdrias
bicamadas concéntricas de lipideos, que isolam um ou varios compartimentos aquosos
internos do meio externo (FREZARD et al., 2005).

Os lipossomas possuem tendéncia a serem fagocitados pelos macréfagos do
baco, figado e medula dssea, que sdo os locais onde ha uma maior densidade de
parasitos causadores da LV. Por tanto, sistemas nanoestruturados sdo ideais para o
direcionamento de medicamentos para esses locais (FREZARD et al., 2005). O
medicamento AmBisome*, formula¢do de anfotericina B em lipossomas, explorou essa
propriedade, e foi utilizado com sucesso no tratamento de pacientes nao responsivos aos
farmacos antimoniais, sem efeitos colaterais. Esse medicamento foi aprovado pela
agéncia reguladora americana “Food and Drug Administration — FDA” como a primeira
a base de lipossomas a ser reconhecida para tratamento da LV, devido a sua eficacia de
100% em pacientes imunocompetentes (MEYERHOFF, 1999). Porém, a dose
terapéutica que ¢ recomendada pelo Ministério da Saude do Brasil para o tratamento da
LV (3-4mg/kg/dia/5-7 dias), e o elevado custo dessa formulagao, calculado em cerca de
R$ 55000,00/paciente de 70 kg, tornou-se inviavel o uso desse medicamento em larga
escala (MINISTERIO DA SAUDE, 2011).

A maior vantagem em se utilizar formulag¢des lipossomais quando comparado a
outros sistemas carreadores de fairmacos ¢ devido a sua elevada biocompatibilidade,
especialmente quando constituidos por lipideos pertencentes as familias de lipideos
naturais, como o colesterol. E ainda s3o sistemas altamente versateis, podendo
incorporar substancias lipofilicas e hidrofilicas, cujo tamanho, lamelaridade, superficie,
composi¢do lipidica, volume e composi¢do do meio aquoso interno podem ser
manipulados de acordo com a fun¢do dos requisitos farmacéuticos e farmacologicos
(FREZARD et al., 2005).

Como exemplo dessa versatilidade, alguns autores relataram que, ao adicionar
lipideo com cabega polar constituida de polimero de etileno glicol (PEG) na membrana
das vesiculas de formula¢des lipossomais, essa formula¢do permaneceria por um
periodo maior na circulacdo sanguinea. Foi dado o nome de lipossomas furtivos,
peguilados ou estabilizados estericamente, a esse tipo de formulacio (ALLEN;

HANSEN, 1991). A incorporacdo do PEG na formulagdo leva a uma redug¢do na
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opsonizagdo das vesiculas e menor velocidade de captagdo pelos macréfagos do SMF da
medula 6ssea, figado e bago, promovendo a circulacdo prolongada da formulacdo e
aumentando os sitios de ligacdo nos locais da inflamagdo/infeccio (ALLEN &
HANSEN, 1991; FREZARD et al., 2005).

Uma nova abordagem para o tratamento das leishmanioses ¢ combinagdo de
farmacos, que visam melhorar os efeitos da terapia individual desses medicamentos
(SEIFERT, 2006). Uma estratégia ¢ a utilizacdo de mais de um fairmaco em uma mesma
formulagdo lipossomal ou mistura de formulac¢des lipossomais com diferentes farmacos
(FREZARD et al., 2012). Recentemente, foi demonstrado que AM em uma mistura de
lipossomas convencional e peguilado apresentaram resultados promissores quando
comparados com AM livre. Essa mistura foi capaz de promover uma maior reducdo da
carga parasitaria na medula dssea, bago e figado de camundongos experimentalmente
infectados quando comparado com as formulag¢des utilizadas sozinhas (AZEVEDO et

al, 2014).

2 Justificativa

A LV ¢ considerada, dentre as doengas negligenciadas, a que se encontra em
maior expansdo, causando impacto e prejuizos na saude publica. Nos tltimos anos, a
doencga se expandiu para diversas areas urbanas até entdo livres desta parasitose. Em
razdo disso, OMS considera o controle da LV como prioridade méaxima, sendo a
principal medida, o tratamento dos individuos doentes (WHO, 2010).

Ha mais de 70 anos os farmacos de primeira escolha para o tratamento das
leishmanioses sdo os antimoniais pentavalentes, como o antimoniato de meglumina
(AM). Recentemente, a miltefosina foi o primeiro farmaco oral aprovado para o
tratamento de LV. Entretanto, ambos apresentam importantes limitacdes relacionadas a
toxicidade elevada e selecdo de parasitos resistentes. Por isso, a OMS tem realizado
importante esforco ao longo das ultimas décadas, incentivando e financiando estudos
que viabilizem avancos na area de tratamento, quer seja para descoberta de novos
produtos, farmacos e formulagdes, quer seja pela melhora das metodologias de
tratamento ja existentes (WHO, 2010).

Indo ao encontro a essa demanda, o GPDML - Grupo De Pesquisa e

Desenvolvimento de Medicamentos Leishmanicidas — tem investido no emprego da
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nanotecnologia, em especial nas formula¢des lipossomais nanoestruturadas, para o
tratamento das leishmanioses, sendo reconhecidamente referéncia na area ¢
apresentando resultados promissores ao longo dos anos. Recentemente, o GPDML
depositou pedido de patente referente a mistura de lipossomas de circulagdo prolongada
e convencionais contendo farmacos leishmanicidas para o tratamento da LV
(FREZARD et al., 2012).

O uso de lipossomas de circulagdo prolongada para o tratamento da LV permite
direcionamento mais eficaz e prolongado de farmacos leishmanicidas para os 6rgaos de
acesso mais dificil, como medula 6ssea e pele, enquanto lipossomas convencionais
proporcionam maior direcionamento e acumulo dos farmacos no figado e bago, 6érgaos
com maior densidade parasitaria, em individuos com LV. Além disso, o uso dessas
formulagdes possibilita menor toxicidade e doses terapéuticas inferiores do que as
utilizadas convencionalmente, o que pode levar a um menor risco de sele¢do de
parasitos resistentes aos farmacos, um dos principais problemas relacionados ao
tratamento da LV.

Nao foram registrados na literatura, at¢ o momento, ensaios que avaliassem, in
vivo, a eficacia de uma formula¢do lipossomal nanoestruturada de circulagdo
prolongada contendo miltefosina para o tratamento da LV. Da mesma forma, ndo ha
registros do uso de dois medicamentos leishmanicidas (miltefosina e antimoniato de
meglumina) para o tratamento de LV, em uma mesma vesicula lipossomal de circulagdo
prolongada ou na mistura de lipossomas convencionais e de circulagdo prolongada.
Sendo assim, o presente projeto propde avaliar a eficacia de estratégias terapéuticas
inovadoras para o tratamento dessa importante doenca, fundamentadas em sistema
entregador de farmacos, composto por formulacdo lipossomal de agdo prolongada
contendo miltefosina, ou miltefosina e AM, além da mistura de lipossomas de acgdo
prolongada e convencionais contendo miltefosina e AM, respectivamente, para o
tratamento da LV.

Esperamos que os nossos resultados proporcionem um avango no estudo e no
tratamento da LV, aumentando a eficacia, reduzindo a toxicidade e minimizando a

possibilidade de sele¢do de parasitos resistentes aos farmacos.
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3 Objetivos

3.1 Objetivo Geral
Preparar, caracterizar e avaliar a eficacia, in vitro e in vivo, de formulagdes
lipossomais de agdo prolongada contendo miltefosina na presenca ou auséncia de

antimoniato de meglumina para tratamento da leishmaniose visceral.

3.2 Objetivos especificos

* Preparar e caracterizar formulagdo lipossomal de acdo prolongada contendo
miltefosina.

* Preparar e caracterizar formulagdo de antimoniato de meglumina encapsulado
em lipossomas de acdo prolongada contendo miltefosina.

e Avaliar a citotoxicidade e eficacia dessas formulagdes, in vitro, sobre
Leishmania infantum.

* Avaliar a toxicidade dessas formulagoes, in vivo.

* Avaliar a eficicia dessas formulagdes de forma individual e na mistura de
lipossomas de a¢do prolongada e convencionais contendo miltefosina e AM,

respectivamente, in vivo, utilizando modelo experimental de LV.

4 Material e Métodos

4.1 Parasitos

Para a realizagdo dos experimentos foi utilizada a cepa de referéncia da
Organizacdo  Mundial de Satde (OMS)  Leishmania (L.)  infantum
(MHOM/BR/1967/BH46), proveniente do criobanco de células e parasitos do
Laboratério de Bioensaios em Leishmania - Departamento de Imunologia,
Microbiologia e Parasitologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade
Federal de Uberlandia (ICBIM/UFU), coordenado pelo professor Sydnei Magno da

Silva.

4.2 Animais
Todos os procedimentos de manipulagdo dos animais estdo em acordo com os

principios éticos da experimentagdo animal, e foram aprovados pelo Comité de Etica na
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Experimentacdo Animal da UFU - CEUA/UFU (Protocolo CEUA/UFU n° 069/2013)
(ANEXO 1).

Foram utilizados camundongos BALB/c fémeas de 6 a 8 semanas de idade,
provenientes do Centro de Bioterismo e Experimenta¢ao Animal - CBEA/UFU.

Os animais foram mantidos no CBEA/UFU, sobre condigdes adequadas de
manejo técnico, com agua e alimentacdo ad libitum, de acordo com as recomendagdes
do Colégio Brasileiro de Medicina Veterinaria, Colégio Brasileiro de Experimentagao

Animal - COBEA, e Principles of Laboratory Animal Care — NIH/EUA.

4.3 Isolamento e Manutencio de Leishmania infantum

Os parasitos foram mantidos em meio de cultura a-MEM (Minimum Essential
Medium) completo (a-MEM (Sigma Aldrich Inc., EUA) suplementado com 10% de
soro fetal bovino (SFB) (Life Technologies, EUA), 2mM L-glutamina (Sigma Aldrich
Inc., EUA), 100Upg/mL de penicilina e 100ug/mL de estreptomicina,1% v/v BME
vitamins (Sigma Aldrich Inc., EUA) e incubadas em estufa BOD (Demanda Biolédgica
de Oxigénio, Incubadora Refrigerada, LUCA-161/01, Lucadema, Brasil) a 24+£1°C em
garrafas plasticas de cultura celular de 25cm” (Sarsted AG &Co., Alemanha). A cada
cinco dias, foram realizadas subculturas (repiques).

Camundongos BALB/c foram utilizados para a manutencdo in vivo da cepa. De
acordo com a necessidade dos experimentos os camundongos foram inoculados, por via
intraperitoneal (IP), com 1x10” promastigotas de L. infantum em fase estacionaria de
crescimento. Um més ap0s a infec¢do, os animais foram eutanasiados com sobredose de
anestesia geral, o bago retirado de forma asséptica, homogeneizado em ImL de meio a-
MEM completo e o contetdo transferido para garrafas plasticas de cultura celular
contendo meio a-MEM completo, que foram mantidas em estufa BOD a 24+1°C. A
cada 10 dias, foi retirada uma aliquota (10uL) da cultura, analisada por microscopia
Optica (40X), para a verificagdo da presenca de parasitos vidveis. Confirmado o
isolamento dos parasitos, a cultura era expandida conforme a necessidade dos
experimentos ou criopreservada em nitrogénio liquido, e mantida no criobanco de
células e parasitos do Laboratorio de Bioensaios em Leishmania. Em todos os ensaios
foram utilizados parasitos até a quinta passagem, para preservar suas caracteristicas de

viruléncia.
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4.4 Curvas de crescimento de Leishmania infantum em meio de cultura

A avaliagdo do desenvolvimento e multiplicacdo das formas promastigotas de L.
infantum em meio de cultura foi realizada através da curva de crescimento. Para
realizagdo da contagem, as promastigotas foram diluidas em uma solucdo de ISOTON
(acido citrico 0,05 M, NaCl 0,12 M, formaldeido 0,5 % v/v, pH 7.2) contendo mesmo
volume de solucdo de azul de tripan 0,4% em PBS (pH 7.2), e entdo aplicadas em
camara hemocitométrica (cAmara de Neubauer). A contagem das promastigotas foi feita
em microscopio Optico (40X) e a média aritmética dos quatro quadrantes para contagem
de parasitos viaveis era obtida e multiplicada pelo inverso da diluicio em ISOTON e
novamente multiplicada por 10000, o fator de correcao da camara, para a obtencdo do
numero de parasitos por mililitro de cultura. A contagem foi realizada por 10 dias

consecutivos, sempre no mesmo horéario.

4.5 Preparo das formulagdes
O preparo e caracterizacdo das formulagdes lipossomais foi realizada em
colaboragdo com o Laboratéorio de Biofisica de Sistemas Nanoestruturados -

LabNano/ICB/UFMG, sob a supervisao do professor Frederic Frézard.

4.5.1 Antimoniato de meglumina

O preparo do AM foi realizada de acordo com metodologia proposta por
Demicheli et al. (2003), utilizando quantidades equimolares de N-metil-D-glucamina e
pentacloreto de antimonio (Sigma Aldrich Inc., EUA). O composto obtido foi
caracterizado quimicamente como antimoniato de meglumina com teor de Sb de 28%
m/m, determinado por espectroscopia de absor¢cdo atomica com forno de grafite

(AA600, Perkin Elmer, EUA) no LabNano/UFMG.

4.5.2 Lipossomas convencionais contendo AM

O preparo do AM encapsulado em lipossomas convencionais (LAM) foi
realizado de acordo com Schettini et al. (2006); Ribeiro et al. (2008); da Silva et al.
(2012), com modificagdes. Inicialmente foram preparados lipossomas convencionais do
tipo SUV (Small unilamellar vesicles) constituidos por diestearoilfosfatidilcolina
(DSPC) (Lipoid, Alemanha), colesterol (CHOL) e dicetilfosfato (DCP) (Sigma Aldrich
Inc., EUA), utilizando razdo molar de 5:4:1 e concentragdo final de lipideo de 55g/L. O

filme lipidico foi ressuspendido em PBS, e foram realizadas extrusdes em membrana de
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policarbonato de 100nm de diametro em extrusor de lipideos (Lipex Biomembranes,
Inc. Canadd). Em seguida, a suspensdo foi liofilizada por 72h (Liofilizador modelo
FreeZone 4.5, Labconco Corp., EUA). Os lipossomas liofilizados foram reidratados
com solu¢do aquosa de AM (80g de Sb/L) e o AM encapsulado em lipossomas foi
separado daquele ndo encapsulado por centrifugagdo por 30min a 25000 x g (Centrifuga
Jouan MR 23i, St-Herblain, Franca). O sedimento, formado pelo AM encapsulado em
lipossomas, foi lavado duas vezes, submetido a nova extrusdo (200nm) e ressuspendido
com solu¢do salina estéril. Aliquotas da suspensdo final foram utilizadas para
determinagdo do didmetro hidrodindmico médio das vesiculas, indice de polidisper¢do e
potencial zeta, por meio de espectroscopia de correlacdo de fotons (Zetasizer Nano
ZS90). A taxa de encapsulacdo de Sb nas vesiculas foi determinada por espectrometria
de absor¢do atomica com forno de grafite (AA600, Perkin Elmer, EUA) (SCHETTINI
et al., 2006).

4.5.3 Lipossomas peguilados contendo miltefosina (HePC-PEG)

A metodologia de preparo das formulagdes lipossomais de circulagdo
prolongada contendo miltefosina foi realizada de acordo com Porta (2015-dados ndo
publicados). Foi utilizada a metodologia de “Desidratacdo e reidratacdo de vesiculas”
ou DRV (Deydration Rehydration vesicles), utilizando miltefosina (HePC) (Sigma
Aldrich Inc., EUA) e os seguintes lipideos: CHOL, dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC)
(Sigma Aldrich Inc., EUA), diestearoilfosfatidiletanolamina-polietilenoglicol 2000
(DSPE-PEG2000) (Avanti Polar Lipids, EUA) e DCP.

A razdo molar utilizada para o preparo da formulagao foi 0,4:0,6:0,8:0,2:0,1 para
HePC:DPPC:CHOL:DCP:DSPE-PEG 2000 em concentragdo final de lipideos de 55g/L.
Inicialmente os lipidios foram solubilizados em cloroférmio (CH;3Cl)/formaldeido
(CH,0) e a solugdao submetida a evaporagdo dos solventes em rotaevaporador com
vacuo, a temperatura de 65°C por 60 minutos. O processo gerou filme lipidico
composto por vesiculas multilamelares (MLV’s - Multilamellar vesicles), que foi
hidratado com 4gua ultrapura (Milli-Q® Reference, Merck Millipore Co., Alemanha) a
65°C por 60 minutos. A suspensdo foi submetida a extrusio em membrana de
policarbonato (100nm) para obtencdo de vesiculas unilamelares pequenas (SUVs),
seguido de adicdo de solucdo de NaCl 0,3M, congelamento em nitrogénio liquido e

subsequente liofilizagdo durante 72h. O liofilizado foi entdo reconstituido com solugdo
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de PBS e submetido a nova extrusdo (200nm). A suspensao foi centrifugada (25000 x g,
60 min, 4°C) e o sobrenadante descartado. O pellet foi ressuspendido em PBS estéril e a
suspensao resultante armazenada a 4°C até o momento do uso.

Aliquotas da suspensdo final foram utilizadas para determinar as principais
caracteristicas (didmetro hidrodindmico, indice de polidispersao, potencial zeta e pH) da

amostra por meio de espectroscopia de correlagdo de fotons (Zetasizer Nano ZS90).

4.5.4 Lipossomas peguilados contendo miltefosina e AM (HePC-PEG/AM)

As vesiculas HePC-PEG foram preparadas utilizando os mesmos lipideos e
razao molar descritos acima. A suspensdo de SUVs foi reidratada com solugdo aquosa
de AM (Sb>" a 32g/L), congelamento e liofiliza¢do. O liofilizado foi reidratado com
PBS e a suspensao submetida a extrusdo (200 nm) e centrifugagdes (25000 x g, 60 min,
4°C), a fim de separar o AM ndo encapsulado. Em seguida, o sedimento foi
ressuspendido em PBS estéril e a suspensdo de lipossomas foi armazenada a 4°C até o
uso. Além da caracterizagdo das vesiculas por espectroscopia de correlagdo de fotons, a
eficiéncia de encapsulagdo do Sb foi determinada por espectroscopia de absor¢do

atdbmica com forno de grafite.

4.5.5 Deteccido de HePC nas formulacdes peguiladas por cromatografia em

camada delgada

Para confirmar a incorpora¢do da miltefosina nas formulac¢des lipossomais, foi
realizada analise por cromatografia em camada delgada (CCD), de acordo com
metodologia de Kaufmann-Kolle et al. (1994), com modificagdes.

Inicialmente os constituintes das vesiculas lipossomais peguiladas - HePC,
DPPC, CHOL, DCP e¢ DSPE-PEG 2000 — foram solubilizados em mistura de
cloroformio (CHCIls)/metanol (CH3;OH) (1:1 v/v), em volume correspondente a
concentragdo utilizada para o preparo das formulagdes. A seguir, 5 uL. de cada amostra
solubilizada e das formulagdes HePC-PEG, HePC-PEG/AM sem solubilizacdo nos
solventes organicos, foram aplicados em cromatoplacas de silica gel 60 (Sigma-Aldrich
Inc., EUA). Com o objetivo de verificar se havia perda de HePC da formulagdo
peguilada para a fase aquosa da suspensdo, aliquotas das formulagdes foram
centrifugadas (10.000 x g, 2 minutos) (Centrifuga HERMLE 2323 K, HERMLE

LaborThecnik, Alemanha) e 5 pL do sobrenadante foi aplicado na cromatoplaca. Foi
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utilizado como fase movel, mistura de CHCl3/CH3;OH/trietilamina/H,0 (30:35:34:8 por
volume), e a revelacdo foi feita com solugdo de CuSO4 (10% p/v) em H3PO4 (8% v/v)

seguido de aquecimento a 180°C.

4.6 Estudo da atividade leishmanicida in vitro

4.6.1 Eficacia das formulacdes sobre a viabilidade das formas promastigotas de

Leishmania infantum

A concentracdo inibidora (Clso) das formulacdes para promastigotas de L.
infantum foi avaliada por ensaio de viabilidade celular a base de resazurina (CORRAL
et al, 2013). Promastigotas em fase logaritmica de crescimento (2,5 x 10’
parasitos/poco) foram semeadas em placas de cultura celular de 96 pogos (Sarsted AG
&Co., Alemanha) em meio RPMI 1640 completo (meio RPMI 1640 — Sigma Aldrich
Inc., EUA — suplementado com 10% de SFB, 2mM L-glutamina, 100Upg/mL de
penicilina e 100pug/mL de estreptomicina) e incubadas a 26°C com uma atmosfera de
5% de CO; (CO; Incubator MCO-19IAUV-PA, Panasonic Corp., Japdo). As
formulagcdes HePC-PEG e HePC-PEG/AM, e a miltefosina comercial (Sigma-Aldrich,
Inc., EUA) foram diluidas de forma seriada, na razdo 2, em meio RPMI 1640 completo
nas concentragdes de 160ug/mL até 2,5ug/mL, baseado na concentragdo de miltefosina
nas formulagdes. A formulagdo LAM foi diluida no volume correspondente a mesma
concentragdo de Sb da formulagio HePC-PEG/AM. O AM livre foi testado de
400pg/mL a 12,5ug/mL. Parasitos ndo tratados foram utilizados para comparagdo da
viabilidade. As formulagdes foram entdo incubadas durante 72h. Apds incubagdo foi
adicionada solu¢do de resazurina (0,15mg/mL em PBS) na relagdo de 10% v/v (Sigma-
Aldrich Inc., EUA) nos pogos, e as placas foram incubadas durante 4h a 26°C com
atmosfera de 5% de CO,. Em seguida, a intensidade de fluorescéncia (Spectramax M2,
Molecular Devices LLC, EUA) foi determinada utilizando os seguintes comprimentos
de ondas: 550 nm de excitacdo e 590 nm de emissdo. A intensidade de fluorescéncia foi
expressa em unidades arbitrarias e utilizada para o calculo da viabilidade celular.

Foram realizados trés experimentos independentes, com as amostras testadas em
triplicata. A concentracdo citotdxica (Clsy) foi aquela que gerou reducdo de 50% no

valor da intensidade de fluorescéncia em relacdo ao controle (parasitos incubados com
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RPMI 1640 completo, considerado 100% de viabilidade), calculada por analise de

regressao.

4.6.2 Estudo da citotoxicidade

O ensaio de citotoxicidade foi realizado com macrofagos peritoneais de
camundongos BALB/c (machos, 8 semanas). As cé¢lulas foram elicitadas com inje¢do
intraperitoneal de 2mL de tioglicolato 3% p/v (Sigma-Aldrich Inc., EUA) e apos 72h, os
camundongos foram eutanasiados, o lavado da cavidade peritoneal (com meio RPMI
1640 incompleto) foi centrifugado a 3000 g por 10 minutos a 4°C (Centrifuga
HERMLE, modelo 2323 K, HERMLE LaborThecnik, Alemanha), o sobrenadante
descartado e o “pellet” ressuspendido em meio RPMI 1640 completo (ZHANG et al.,
2008). As células foram quantificadas em cdmara hemocitométrica com o auxilio do
corante vital azul de tripan (Sigma-Aldrich, EUA) a 0,4% p/v.

Os macréfagos foram incubados em placa de 96 pocos, com a concentragdao
ajustada para 5x10° macréfagos/pogo em meio RPMI 1640 completo. As placas foram
incubadas a 37°C em estufa com atmosfera de 5% de CO; por 4 horas, e 0s pocos
lavados trés vezes com meio RPMI 1640, para remover células ndo aderidas
(TEMPONE et al., 2004).

Os macrofagos foram expostos as formulagdes diluidas nas concentragdes de
160pg/mL até 2,5ug/mL para miltefosina, HePC-PEG, HePC-PEG/AM (160-2,5ug/mL
correspondente a concentracdo de miltefosina nas formulagdes), LAM (mesmo volume
calculado para miltefosina), e 400ug/mL a 12,5pg/mL para o AM livre em meio RPMI
1640 completo. Como controles do experimento, foram utilizados macrofagos
incubados somente na presenca de RPMI 1640 completo. As culturas de macrofagos
permaneceram expostas as formulac¢des durante 72 horas (37°C, 5% de COy).

A citotoxicidade das formulacdes foi avaliada através do método colorimétrico
MTT (3 (4,5-demetiltiazol-2-i1]-2,5- difenil tetrazolium) que interagiu somente com as
células viaveis presentes no meio de cultura. A seguir as placas foram incubadas (37°C,
5% de CO,, 4h), e o sobrenadante removido, adicionando DMSO (Sigma-Aldrich Inc.,
EUA) a fim de solubilizar os cristais de formazan. A absorbancia correspondente a cada
amostra foi entdo determinada em espectrofotometro a 570nm (MOSMAN, 1983;
TEMPONE et al., 2004). Foram realizados trés experimentos independentes, com as

amostras testadas em triplicata.
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A concentracdo citotoxica (CCsp) foi aquela que gerou redugdo de 50% no valor
da densidade 6tica nos ensaios de MTT em relacdo ao controle (macréfagos incubados
com RPMI 1640 completo, considerado 100% de viabilidade), calculada por analise de

regressao.

4.6.3 Ensaios de eficacia contra amastigotas intracelulares de Leishmania

infantum

Culturas de promastigotas de L. infantum, em fase estacionaria de crescimento
foram ressuspendidas em meio RPMI 1640 completo. Os parasitos (5x10%/pogo) foram
colocados para interagir com macrofagos murinos, previamente incubados (37°C, 5% de
CO;, 4 horas), em placas de 24 pogos (Sarsted AG &Co., Alemanha), contendo uma
laminula estéril, com 13mm de didmetro, em formato circular na propor¢do de 10
promastigotas/macrofago/poco. As placas foram novamente incubadas por 4 horas
(37°C, 5% de CO,) e os pogos lavados com meio RPMI 1640 completo, aquecido a
37°C, para remocdo de promastigotas ndo internalizadas e células ndo aderidas
(ESLAMI & TANNER, 1994).

As formulacdes foram diluidas em meio RPMI 1640 completo, em concentragdo
baseada nos valores de Clsy e CCso, determinados nos ensaios dos itens 4.6.1 e 4.6.2
desse trabalho. Os macrofagos infectados foram entdo incubados por 72 horas (37°C,
5% de CO,). Como controles do experimento, macréfagos infectados foram incubados
somente com meio, ¢ macréfagos nao infectados com as drogas. Apos a incubagdo as
laminulas foram retiradas dos pogos, coradas por Pandtico rapido (Laborclin®,
Laborclin Produtos para Laboratérios LTDA, Brasil), montadas em laminas com o
auxilio de Béalsamo do Canada (Sigma-Aldrich Inc., EUA), e analisadas em microscopio
6tico com objetiva de imersao.

Foi determinada a taxa de infeccdo dos macréfagos (nimero de macrofagos
infectados/numero de ndo infectados, ap6s contagem de 300 macrofagos por laminula,
em triplicata) para as formulac¢des e miltefosina livre, que foram comparadas com a taxa

de infec¢do do controle sem as drogas (100% de infeccao).

4.7 Ensaios de eficacia em modelo murino de LV

4.7.1 Biodistribuicao e toxicidade das formulacoes lipossomais

Para avaliar a toxicidade aguda e biodistribuicdo das formulagdes lipossomais
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foram utilizados camundongos BALB/c, fémeas, 8§ semanas de idade e peso médio de
25mg, que foram tratados de acordo com os seguintes protocolos:

Grupo 1- 12 animais que receberam, por via intraperitoneal, dose tnica da
formulagdo de HePC-PEG (correspondente a 7,5 mg/kg de miltefosina);

Grupo 2- 12 animais que receberam, por via intraperitoneal, dose Unica da
formulagcdo de HePC-PEG/AM (correspondente a 7,5mg/kg de miltefosina e 8,7mg/Kg
de Sb);

Grupo 3- 12 animais, que receberam por via oral, dose Unica de miltefosina
(7,5mg/kg);

Nos tempos zero, 12h, 24h, 48h e 96h, apos o tratamento, os animais (n=3 por
tempo, de cada um dos grupos) foram anestesiados com associacdo de quetamina
(50mg/kg/intraperitoneal) e xilazina (10mg/kg/intraperitoneal) para coleta de 1mL de
sangue e, apos as coletas, foram eutanasiados, e o figado, bago e medula 6ssea foram
coletados, pesados e armazenados a -20°C, até o momento do uso.

Parte do sangue coletado foi transferida para um tubo de microcentrifuga com
heparina, homogeneizada e centrifugada a 3000 x g por 10 minutos para separacdao do

plasma, que foi congelado a -20°C até o momento das andlises bioquimicas.

4.7.1.1 Ensaio de toxicidade aguda

Para avaliagdo da toxicidade aguda, aliquotas de plasma dos grupos tratados com
HePC-PEG, HePC-PEG/AM e miltefosina, além do plasma de 30 camundongos que
ndo receberam tratamento, utilizados como controles, foram encaminhadas ao
Laboratério de Patologia das Leishmanioses (LPL-UFMG), coordenado pelo professor
Wagner Luiz Tafuri, para a realiza¢do dos seguintes exames: avalia¢do da funcdo renal,
pela determinagdo dos niveis séricos de uréia e creatinina; para a avaliacdo da fun¢ao
hepatica, pela determinacdo dos niveis de transaminase pirtvica (TGP), transaminase
oxalacética (TGO), proteinas totais e albumina. Os ensaios de bioquimica sérica foram
realizados em analisador bioquimico semiautomatico (Labquest, Labtest Diagnostica
S.A., Brasil), utilizando kits comerciais para a determinacdo das funcdes hepatica e

renal.
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4.7.1.2 Ensaio de biodistribuicao do antimonio

A presenga de antiménio (Sb>") no figado e sangue foi utilizada como indicador
indireto de alcance das formulacdes HePC-PEG/AM e na mistura LAM + HePC/PEG
nestes 0rgdos e no sangue. A metodologia de determinacdo da presenca do Sb no figado
e sangue foi realizada de acordo com Azevedo (2014).

O figado foi homogeneizado em homogeneizador de tecidos (PT 1600E, Fisher
Scientific, EUA). Cerca de 1g do homogeneizado foi pesado e transferido para um tubo
plastico de 15 mL contendo 2 mL de PBS. A mistura foi homogeneizada e
aproximadamente 200 mg transferida para tubo de ensaio de vidro para a digestdo. Em
seguida, foi acrescentado ao tubo 2 mL de HNOs 65% (v/v) e a mistura resultante foi
aquecida a 70°C por 2 h em um bloco digestor (MA 400, Marconi, Sdo Paulo, Brasil).
Ap6s este periodo, o tubo foi resfriado a temperatura ambiente, seguido da adi¢dao de
400 pL de H,0, 30% (v/v). A seguir o tubo foi aquecido por 2h a 70°C. O contetido do
tubo foi entdo transferido, de forma quantitativa, para baldes volumétricos de 10 mL e o
volume completado com solugao de HNO; a 0,2%.

Parte do sangue total coletado nos ensaios de toxicidade foi transferida para um
tubo de ensaio de vidro e foi diluido diretamente em HNO3 0,2% (v/v) na proporc¢ao de
1:40.

O equipamento utilizado para a dosagem de Sb foi um espectrometro de
absor¢ao atomica, modelo AA600 da Perkin Elmer® equipado com forno de grafite e
auto amostrador.

Apds a digestdo, as amostras foram submetidas a espectroscopia de absor¢do
atdmica em forno de grafite para a determinagdo da concentra¢do do Sb, por analise de
regressdo a partir de uma curva de calibragdo. Para construir a curva padrdo,
concentragdes conhecidas de uma solu¢do de Sb (80g/L) foram acrescentadas em
amostras do tecido a ser avaliado (figado ou sangue) proveniente de camundongos ndo
tratados. Os procedimentos de digestdo e andlise por espectroscopia de absor¢do
atdmica em forno de grafite foram os mesmos descritos previamente. Os resultados
foram expressados em micrograma de Sb por grama de tecido hepético e micrograma de

Sb por litro de sangue.
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4.7.2 Teste de eficacia em modelo murino

Para os ensaios in vivo de eficacia terapéutica das formulagdes, foram utilizados
camundongos BALB/c fémeas, 8 semanas de idade e peso variando entre 20 - 25mg.
Os animais foram infectados com 10" promastigotas metaciclicas de L. infantum
(MHOM/BR/1967/BH46), por via intraperitoneal (IP) (dia 0).

Quinze dias apds a infec¢do (dia 16), os animais foram distribuidos
aleatoriamente em grupos, de acordo com a proposta terapéutica, conforme descrito a
seguir:

Grupo 1: Seis animais que receberam, por via IP, duas aplicagdes da formulagao
HePC-PEG (correspondente a 7,5 mg/kg de miltefosina), com intervalo de 96 h entre
cada aplicacao.

Grupo 2: Seis animais que receberam, por via IP, duas aplicagdes da formulagao
HePC-PEG/AM (correspondente a 7,5mg/kg de miltefosina e 8,7mg/Kg de Sb), com
intervalo de 96 h entre cada aplicagdo.

Grupo 3: Seis animais que receberam, por via IP, duas aplicacdes de uma
mistura contendo o mesmo volume das formulagdes HePC-PEG (correspondente a
7,5mg/kg de miltefosina) e LAM (correspondente a 8,7mg/Kg de Sb), com intervalo de
96 h entre cada aplicacao.

Grupo 4: Seis animais que receberam, por via IP, duas aplicagdes da formulagao
LAM (correspondente a 8,7mg/Kg de Sb), com intervalo de 96 h entre cada aplicacao.

Grupo 5: Seis animais que receberam, por via oral, cinco aplicacdes de
miltefosina (10mg/kg), com intervalo de 24 h entre cada aplicacio.

Grupo 6: Seis animais que recebera, por via IP, cinco aplicagdes de AM
(100mg/kg), com intervalo de 24 h entre cada aplicagdo.

Grupo 7: Seis animais que receberam, por via IP, solucdo salina estéril, a cada
24 h, durante 5 dias.

Ap0s o tratamento os animais foram mantidos no CBEA/UFU, onde receberam
agua e alimentacdo balanceada ad libitum. Durante todo o experimento os parametros
ingestdo de alimento e agua, comportamento, aspecto da pelagem e mucosas, além do
peso dos animais foram monitorados. Dez dias apds a ultima aplica¢do (dia 30) os

animais foram eutanasiados com sobredose de tiopental sédico.
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Ap0s a eutandsia, aliquotas de sangue total foram coletadas para avaliacdo da
fun¢ao renal e hepdtica, conforme descrito previamente.

Figado e bago foram coletados e pesados, e fragmentos dos o6rgdos foram
transferidos para tubos de microcentrifuga estéreis para a determinacdo da carga
parasitaria por PCR quantitativa (QPCR).

As extracdes de DNA das amostras foram realizadas utilizando o kit “DNeasy
Blood & Tissue Kit®” (Quiagen Inc., EUA) de acordo com as instrugdes do fabricante.
As reagdes da qPCR foram realizadas em placas de 96 pocos (Applied Biosystems by
Life Technologies, EUA), em triplicata e processadas em termociclador (7500 Real
Time PCR System, Applied Biosystems, EUA). Para determinar as cargas parasitarias
foram utilizados iniciadores (direto L150 [5°-GGG (G/T)AG GGG CGT TCT(G/C)CG
AA-3’] e reverso L152 [5°-(G/C)(G/C)(G/C) (A/T)CT AT(A/T) TTA CAC CAACCC
C-3’]) que amplificam um fragmento de 120pb da regido conservada dos minicirculos
do kDNA de Leishmania sp (DEGRAVE et al., 1994). As reagdes foram realizadas em
25uLlL de volume final contendo 200nM de cada iniciador, 1x SYBR Green PCR Master
Mix (Applied Biosystems, EUA), e SuL. de amostra (50ng). O numero de copias de
DNA de L. infantum em cada amostra foi determinado a partir de regressdo linear, na
compara¢do com uma curva padrdo, gerada com quantidades conhecidas de DNA total
de L. infantum.

O procedimento descrito acima foi também realizado para a amplificacdo de
fragmento do gene TNF-a de camundongos, utilizando os iniciadores (TNF-5241 5°
TCCCTCTCATCAGTTCTATGGCCCA 3’ e  TNF-5411 5’ CAGCA
AGCATCTATGCACTTAGACCCC  3°), que amplificam fragmento de 170pb
(CUMMINGS & TARLETON, 2003). O gene TNF-a ¢ expresso de forma constitutiva
em todas as células e por este motivo foi utilizado para verificar a integridade do DNA
das amostras, além de ser utilizado como normalizador das reagdes (BUSTIN et al.,

2009).
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4.8 Analise estatistica

Os resultados obtidos foram submetidos a analise estatistica, de acordo com a
natureza dos dados, pelos testes que mais se aplicaram a cada caso, com o auxilio dos
programas de pacotes estatisticos GraphPad® Instat 5 (GraphPad Software Inc, EUA) ¢
Origin®Pro 8.5 (OriginLab Corp., EUA).

As variaveis avaliadas neste estudo ndo apresentaram distribui¢do amostral do
tipo normal, verificada pelo teste de Kolmogorov-Smirnov, e, portanto, foram aplicados
testes ndo paramétricos para identificar diferengas estatisticas entre elas.

Para calcular os valores de Clsy e CCs, foram feitas regressdes nao lineares das
médias dos valores encontrados para cada concentragdo em, pelo menos, trés
experimentos independentes em triplicata.

Nos ensaios de eficacia das formulagdes contra amastigotas intracelulares, foram
procuradas diferengas entre as formulacdes utilizando o teste de Kruskal-Wallis,
seguido do teste de Dunn’s como pds-teste, para localizar diferencas estatisticas entre
um grupo € outro.

No ensaio de cinética de liberacdo de Sb, foi realizado o teste T ndo pareado
para localizar diferencas entre os grupos HePC-PEG/AM e LAM em cada tempo.

A andlise dos parametros bioquimicos no teste de toxicidade foi realizada
utilizando o teste de Friedman, seguido do teste de Dunn’s como pos-teste, para
localizar diferengas estatisticas entre os tempos.

Na andlise da carga parasitaria, foram procuradas diferengas entre as
formulagdes utilizando o teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste de Dunn’s como pos-
teste, para localizar diferengas estatisticas entre um grupo e outro.

Em todos os testes foi observado um nivel de significancia de 5% (p < 0,05).
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Resultados

Curva de crescimento de Leishmania infantum

A figura 4 representa a curva de crescimento da cepa MHOM/BR/1967/BH46

em meio quimicamente definido o-MEM. As promastigotas apresentaram fase

exponencial de crescimento entre o sétimo e o oitavo dia de cultura e, a partir deste

iniciou-se a fase estacionaria, com declinio do nimero de parasitos vidveis a partir do

dia 15.

4.5%107

3.5%107

2.5%107

Promastigotas/mL

1.5%107

5.0%10°

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
Dias

Figura 4 - Curva de crescimento de Leishmania infantum cepa

MHOM/BR/1967/BH46 em meio de cultura quimicamente definido a-MEM. Cada
ponto representa a média mais desvio padrio de trés contagens diarias realizadas no
mesmo horario. As setas indicam o inicio das fases exponencial (5° dia),
estacionaria inicial (9° dia) e estacionaria tardia (14° dia)
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5.2 Caracterizacdo das formulagdes lipossomais HePC-PEG, HePC-PEG/AM e

LAM

Apds o preparo, as trés formulagdes apresentaram caracteristicas de sistemas

nanoestruturados monodispersos, com didmetro hidrodindmico médio das vesiculas em

torno de 200nm, indice de polidispersdao menor que 0,3 e potencial zeta maior que

+30mV. As figuras 5 e 6 s3o imagens representativas da determinacdo destes

parametros por espectroscopia de correlacio de fotons.

O pH das formulagdes foi ajustado no momento do preparo das dispersdes para

7,2 para o uso nos testes in vitro e in vivo € se manteve estavel por pelo menos 5 dias

(dados nao mostrados).

o
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Figura 5 - Imagem representativa do didmetro hidrodinamico médio das vesiculas (Z-
average size) ¢ indice de polidispersdo da formulacao (PDI) de um lote da formulagao

lipossomal

peguilada

contendo

miltefosina
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Zeta Potential Distribution Zeta potential: 47,1 mV
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3,4e+05
3,2e+05
3e+05
2,8e+05
2,Be+05
2,4e+05
2,2e+05
2e+05
5180405
=z
2 1,6e+05
1.4e+05
1.2e+05
1e+05
Se+04
Be+04
4e+04
2e+04

Count Rate: 278,3 keps

Peak / Area
Peak 1: -47.1 mV /100,0%

aunts

1} T T T 7 T T T T T y T v T v T )
<160 140 120 100 80 B0 40 20 0 20 40 B0 80 100 120 140 160
Zeta Potential (mY)

Figura 6 - Imagem representativa do potencial zeta (Zeta potential) de um lote da
formulagdo lipossomal peguilada contendo miltefosina (HePC-PEG) determinado por
espectroscopia de correlagdo de fotons.

A tabela 1 apresenta a média dos resultados obtidos no processo de
caracterizacdo de trés lotes produzidos das formulacdes lipossomais em relagdo aos
diferentes parametros, e a taxa de encapsula¢do de Sb no momento do uso nos testes in
vitro.

Tabela 1 - Caracterizacdo dos lipossomas peguilados contendo miltefosina (HePC-
PEQG), lipossomas peguilados contendo miltefosina e antimoniato de meglumina (HePC-
PEG/AM), antimoniato de meglumina encasulado em lipossomas convencionais (LAM)

Caracteristicas®
Diametro Indice de . Taxa de
. oo 1 ~ Potencial ~
hidrodindmico Polidispersao Zeta (mV) encapsulacao de
(nm) (IP) Sb (%)
HePC-PEG 193,2+6,64  0,215+0,04 -60,0+2,82 NA

HePC-PEG/AM 200,85+ 0,81 0,074 0,083 -66,0+ 5,7 25025
LAM 200,25+ 0.07 0,037 +0,033 -48,5+2,2 220+44

* resultados representativos da média dos valores obtidos nas andlises de trés lotes
produzidos de forma independente.
“ Nao se aplica.

A figura 7 mostra os perfis cromatograficos em CCD das formulagdes

peguiladas e de seus constituintes, que foram utilizados como padrao de comparacao,
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sendo o padrdao de manchas observado para HePC-PEG e HePC-PEG/AM semelhante e
constante nos ensaios realizados nos lotes produzidos, indicando a presenca de todos os
componentes na formulagcdo. Além disso, ndo foi observada a presenca de HePC livre
na fase aquosa da dispersdo coloidal, sugerindo que a maior parte do farmaco se
manteve encapsulada, ndo sendo liberada das vesiculas lipossomais.

Nas condigdes cromatograficas do ensaio, HePC e DPPC apresentaram fatores
de reten¢do (Rf - razdo entre a distancia percorrida pela amostra e distdncia percorrida
pela fase movel) muito similar, ndo possibilitando sua visualizagdo separadamente no

perfil cromatografico das formulagdes.

Figura 7 — Perfil cromatografico das formulagdes lipossomais de circulagdo prolongada
contendo miltefosina (HePC-PEG) e miltefosina ¢ AM (HePC-PEG/AM) e dos seus
constituintes. 1) Fase aquosa da formulacio de HePC-PEG; 2) DCP; 3) DSPE-PEG
2000; 4) HePC; 5) DPPC; 6) HePC-PEG; 7) HePC-PEG/AM; 8) CHOL; Fase
estacionaria: Silica Gel 60; Fase mével: CHCIl3/CH;3;OH/trietilamina/H,O (30:35:34:8
v/v); Revelador:CuSO4 (10% p/v) em H3PO4 (8%v/v) a 180°C.
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5.3 Ensaios de eficacia das formulacoes HePC-PEG, HePC-PEG/AM e LAM em
modelo in vitro de leishmaniose visceral

Um importante critério na andlise de novos fairmacos com ag¢do leishmanicida ¢
o seu potencial citotoxico para as células. Portanto, ao ser analisada a eficacia das
formulagdes sobre o crescimento de Leishmania spp, também deve ser considerada a
toxicidade celular, a qual foi avaliada através do método colorimétrico MTT.

A tabela 2 apresenta os valores da concentragdo citotoxica (CCsp), determinados
para macrofagos peritoneais de camundongos BALB/c; valores da concentracdo
inibitoria (Clsp), definido sobre as formas promastigotas; e o indice terapéutico (IT) das
formulagdes (razdo CC 5¢/CI s0). Nossos dados mostram que as formula¢cdes HePC-PEG
(97,73ug/mL) e HePC-PEG/AM (105,06pg/mL) apresentaram valores de CCsy maiores
que a LAM (79,3ug/mL), miltefosina (44,29ug/mL) e AM (75,44 ug/mL), enquanto os
valores de Clsp foram semelhantes para HePC-PEG (30,72pg/mL), HePC-PEG/AM
(32,65pg/mL), LAM (37,05ug/mL) e para miltefosina livre (34,23 pg/mL).

O AM apresenta pouca atividade contra as formas promastigotas, sendo
necessaria reducdo para a forma mais toxica, a trivalente (Sb®"), no local de acdo, ou
seja, no interior de macréfagos (GOODWIN & PAGE, 1943). Por esse motivo ndo foi
determinado o Clsg deste farmaco.

Tabela 2 — Valores de CCsy" determinados para macrofagos peritoneais de
camundongos BALB/c, wvalores de Clso” determinados para formas promastigotas de
Leishmania infantum e indice terapéutico (IT)° apds incubagdo por 72 horas com
formulacdes testadas.

CCs Clso
(pg/mL) (ng/mL) -
Miltefosina 49,79 33,03 1,5
HePC-PEG 97,73 30,72 32
HePC-PEG/AM 105,06 32,65 32
AM 75,44 ND¢ ND
LAM 79,3 37,05 2,14

* CCsp— concentragdo citotoxica capaz de gerar redugdo de 50% no valor da densidade
Otica nos ensaios de MTT, calculada por andlise de regressdo ndo linear a partir dos
dados obtidos em trés ensaios independentes realizados em triplicata.

® CIsp — concentragio citotoxica capaz de gerar reducio de 50% no valor da
fluorescéncia nos ensaios de rezasurina, calculada por analise de regressdo nao linear a
partir dos dados obtidos em trés ensaios independentes realizados em triplicata.

“ Razio entre CCsy/Cls.

N30 determinado.
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Ap6s a defini¢do dos valores CCsp e Clso, , a eficécia in vitro das formulagdes foi
avaliada em modelo de amastigotas intracelulares. As concentragcdes que foram
utilizadas nesse ensaio foram obtidas através do indice terapéutico (IT), que ¢
representado pela razdo entre CCso/Clsg. A partir do IT da miltefosina, usada como
farmaco leishmanicida referéncia, que foi menor que 2, foi determinado de forma
empirica, a concentracdo a ser utilizada baseado em um IT de 10, levando em
consideragdo a CCsy definida para a miltefosina (PORTA, 2015). Baseado nisso, a
concentragdo de miltefosina, HePC-PEG ¢ HePC-PEG/AM utilizada nos testes foi de
10uM. No caso da LMA foi utilizado o mesmo volume calculado para as formulagdes
peguiladas. Na figura 8 sdo apresentados os efeitos das formulagdes sobre os
macrofagos peritoneais infectados com L. infantum.

HePC-PEG e HePC-PEG/AM e miltefosina apresentaram redugdo significativa

das taxas de infeccdo dos macrofagos apds de 72 h de exposicdo em relacdo aos grupos
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ados com AM livre, LAM e ao controle (p<0,05).
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Figura 7 - Eficécia de formulagdes lipossomais peguiladas contendo miltefosina
(HePC-PEG) e miltefosina e antimoniato de meglumina (HePC-PEG/AM) contra
amastigotas intracelulares de Leishmania infantum (MHOM/BR/1967/BH46) em
macrofagos peritoneais de camundongos BALB/c. Macrofagos expostos a 10uM
de miltefosina em HePC-PEG; 10uM de miltefosina em HePC-PEG/AM;
Miltefosina livre (10uM); AM encapsulado em lipossomas convencionais (LMA)
(16 yg/mL de Sb); AM (40ug/mL de Sb). Controle: Macrofagos infectados sem
exposicdo aos farmacos livres ou formulagdes; Tempo de exposi¢do: 72h. Barras
representam média e desvio padrdo de trés experimentos independentes realizados
em triplicata para cada tempo. * p<0,05; Kruskal-Wallis seguido do teste de
Dunn's

A figura 9 mostra que as formulacdes HePC-PEG e HePC-PEG/AM e
miltefosina foram eficazes, promovendo redu¢do significativa na carga parasitaria dos

macrofagos infectados, sem causar alteragcdes na morfologia dessas células.
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Figura 9 — Ensaio de eficacia de formulacdes lipossomais peguiladas contendo
miltefosina (HePC-PEG) e antimoniato de meglumina (HePC-PEG/AM) contra
amastigotas intracelulares de Leishmania infantum (MHOM/BR/1967/BH46) em
macrofagos peritoneais de camundongos BALB/c. (A) Macréfagos infectados sem
exposicdo aos farmacos ou formulagdes durante 72h; (B) macroéfagos infectados
expostos a 10uM miltefosina durante 72h; (C) macrdéfagos infectados expostos a
formulagdo HePC-PEG durante 72h (dose correspondente a 10uM de miltefosina); (D)
macrofagos infectados expostos a formulagdo HePC-PEG/AM durante72h (dose
correspondente a 10uM de miltefosina e 16pug/ML de Sb). Figura representativa de trés
experimentos independentes realizados em triplicata. Barra = 80um; Aumento 1000X

5.4 Ensaios de eficacia das formula¢oes HePC-PEG, HePC-PEG/AM e LAM em
modelo murino de leishmaniose visceral
As formulacdes utilizadas nos ensaios in vivo apresentaram as seguintes
caracteristicas: (a) didmetro hidrodinamico médio de 188,5nm (HePC-PEG); 200,2nm
(HePC-PEG/AM); 198,2nm (LAM); (b) IP: 0,185 (HePC-PEG); 0,133 (HePC-
PEG/AM); 0,085 (LAM) e (c) z = -62mV (HePC-PEG); -70mV (HePC-PEG/AM); -
52mV (LAM).
De maneira geral as formulagdes foram bem toleradas pelos animais. Nao foram
observadas alteragdes no comportamento nem na ingestdo de alimentos ou agua,
imediatamente apds as administragdes até o momento da eutandsia. Nao houve alteragdo

significativa no peso dos animais, que passou de 21,6g no momento da infec¢do (dia 0)
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para 23,9¢ no dia da eutanasia (dia 30). Da mesma maneira, ndo houve diferencas
significativas quando comparamos o peso médio dos animais de acordo com o grupo de
tratamento e o controle.

A toxicidade de HePC-PEG e HePC-PEG/AM para camundongos BALB/c foi
avaliada por meio da determinacdo dos parametros de funcdo renal e hepatica 12, 24,
48 e 96h apos aplicagdo de dose Unica das formulagdes, em comparacdo com a
miltefosina (figura 10). Os niveis séricos de TGO apresentaram-se acima dos valores
de referéncia nos quatro tempos avaliados, porém com tendéncia a queda, para as
formulagdes e miltefosina. Os valores variaram de 513U/L (12h) a 345U/L (96h) para
miltefosina, de 446U/L (12h) a 260U/L (96h) para HePC-PEG, e 407U/L (12h) a
259U/L (96h). Os niveis de TGP estavam elevados para a miltefosina no tempo 96h
(193U/L). Os demais parametros de funcdo hepatica e renal avaliados estavam abaixo
dos valores de referéncia determinados.

O ensaio de biodistribuicdo do Sb foi realizado para as formula¢des HePC-
PEG/AM e para a mistura HePC-PEG + LAM. A figura 11 mostra cinética (12 a 96h)
da concentragdo do Sb no sangue e figado dos animais apds dose Unica destas
formulagdes. Os niveis de Sb no sangue foram mais elevados nos camundongos que
receberam a formulacdo HePC-PEG/AM do que nos que receberam a mistura HePC-
PEG + LAM em todos os tempos avaliados. A concentracdo de Sb no figado dos
animais tratados com HePC-PEG/AM foi maior que a determinada para os
camundongos tratados com a mistura HePC-PEG + LAM nos tempos 24h e 48h. Estes
valores embora aumentados, ndo foram estatisticamente significativos.

De maneira geral os dados de biodistribuicdo dos animais tratados com HePC-
PEG/AM mostram perfis semelhantes com aumento gradual das concentragdes de Sb no
sangue ¢ figado, com pico em 48h, e reducdo da concentragdo em 96h para niveis
abaixo dos obtidos no tempo 24h. Por outro lado a concentragdo de Sb nos
camundongos tratados com a formulagdo mista apresenta perfis diferentes para os dois
orgdos. Enquanto a concentragdo de Sb no sangue cresce gradativamente atingindo pico
em 24h e decai gradativamente até as 96h, no figado ocorre o contrario, com a

concentragdo aumentando de maneira gradual a partir de 24h até as 96 pos-tratamento.
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Figura 10 - Niveis séricos de transaminases pirivica e oxalacética (TGP e TGO),
proteinas totais, albuminas, ureia e creatinina determinados ap6s administragdo de dose
unica de miltefosina e de formulagdes lipossomais peguiladas contendo miltefosina
(HePC-PEG) e antimoniato de meglumina (HePC-PEG/AM) em camundongos
BALB/c. Miltefosina - 7,5 mg/kg/via oral/dose unica (circulos cinza); HePC-PEG - 7,5
mg de miltefosina/kg/ Intraperitoneal (tridngulos negros); HePC-PEG/AM - 7,5 mg de

miltefosina e 8,7mg de Sb/kg/Intraperitoneal (quadrados

brancos). A figura

representativa da média de trés amostras por grupo em cada tempo. (-----) Valores de

referéncia determinado em amostras de camundongos BALB/c ndo tratados (n = 30)
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Figura 11 - Concentra¢dao de antimdnio (Sb) determinada no sangue (A) e no figado (B) de
camundongos BALB/c apds administracdo de dose unica de formulagdo lipossomal de
circulag@o prolongada contendo miltefosina e antimoniato de meglumina (HePC-PEG/AM) e
da mistura composta pela formulagdo lipossomal de circulagdo prolongada contendo
miltefosina  (HePC-PEG) e antimoniato de meglumina encapsulado em formulagdo
lipossomal convencional (LAM). HePC-PEG/AM - 7,5 mg de miltefosina e §8,7mg de
Sb/kg/Intraperitoneal (circulos cinzas); HePC-PEG + LAM - 7,5 mg de miltefosina e 8,7mg
de Sb/kg/Intraperitoneal (circulos negros). Figura representativa da média mais erro padrio
de trés amostras por grupo em cada tempo
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Dez dias apds o término do tratamento foi realizada a eutandsia dos animais.
Nao foram observadas alteragdes macroscopicas dignas de nota durante a coleta dos
orgaos.

A andlise dos resultados de bioquimica sérica indicou que as enzimas hepaticas
estavam aumentadas acima dos valores de referéncia para os grupos tratados. Ao
contrario, os niveis séricos de ureia e creatinina estavam abaixo do valor de referencia
para todos, a exce¢do dos grupos tradados com a mistura HePC-PEG + LAM e com AM
livre, que estavam discretamente aumentados. Nota-se que nos animais do grupo
controle, os niveis séricos de ureia estavam também ligeiramente acima da referéncia
(figura 12).

A figura 13 mostra o impacto terapéutico das formulacdes de HePC, HePC-
PEG/AM, LAM e da mistura HePC-PEG + AM, e dos farmacos livres AM e
miltefosina sobre a carga parasitaria do figado e baco dos animais, determinada por
qCPR.

Os resultados indicam que os animais tratados com as formulagdes HePC-
PEG/AM e com a mistura HePC-PEG + AM foram as que apresentaram melhores
resultados de supressdo da carga parasitaria no figado. As duas formulag¢des lipossomais
levaram a reducdo significativa da carga parasitaria em relagdo ao grupo controle
(p<0,01) e AM (p<0,05). O grupo tratado com miltefosina livre apresentou carga
parasitaria significativamente menor que o grupo controle (p<0,05).

Da mesma maneira, os animais tratados com HePC-PEG/AM (p<0,001), mistura
HePC-PEG + AM (p<0,01) e miltefosina (p<0,05) apresentaram redugdo significativa
da carga parasitaria no baco em relagdo ao grupo controle. Na comparacio entre as
formulagdes, HePC-PEG/AM apresentou melhores resultados, com redugdo
significativa da carga parasitaria quando comparada com os grupos controle (p<0,001),
HePC-PEG (p<0,05), LAM (p<0,05) e AM (p<0,01). A figura 14 mostra o impacto do
tratamento com HePC-PEG/AM sobre a carga parasitdria no baco dos animais, em

comparacao com os grupos LAM, HePC-PEG e AM.
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Figura 12 - Niveis séricos de transaminases oxalacéticca (TGO) (A) e piravica (TGP) (B), creatinina
(C) e ureia (D) em camundongos BALB/c, dez dias apds administracdo de formulagdes lipossomais
de circulagdo prolongada HePC-PEG, HePC-PEG/AM, lipossomas convencionais LMA, mistura de
HePC-PEG e LAM, antimoniato de meglumina e miltefosina. HePC-PEG - 7,5 mg de
miltefosina/kg/ Intraperitoneal/96h/ duas doses; HePC-PEG/AM - 7,5 mg de miltefosina e 8,7mg de
Sb/kg/Intraperitoneal/duas doses; HePC-PEG + LAM - 7,5 mg de miltefosina e 8,7mg de
Sb/kg/Intraperitoneal/duas doses; Miltefosina - 7,5 mg/kg/via oral/24h/5 dias; AM - 150mg/kg
Intraperitoneal/cinco doses. (----- ) Valores de referéncia determinado em amostras de
camundongos BALB/c ndo infectados e ndo tratados (n = 30)
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Figura 13 - Carga parasitaria determinada por PCR em tempo real quantitativa (qQPCR) no

figado (A) e baco (B) de camundongos BALB/c infectados com 107 promastigotas de
Leishmania infantum (MHOM/BR/1967/BH46), dez dias apds administragdo de
formulagdes lipossomais de circulagdo prolongada HePC-PEG, HePC-PEG/AM,
lipossomas convencionais LMA, mistura de HePC-PEG e LAM, antimoniato de meglumina
e miltefosina. HePC-PEG - 7,5 mg de miltefosina/kg/ Intraperitoneal/96h/ duas doses;
HePC-PEG/AM - 7,5 mg de miltefosina e 8,7mg de Sb/kg/Intraperitoneal/duas doses;
HePC-PEG + LAM - 7,5 mg de miltefosina e 8,7mg de Sb/kg/Intraperitoneal/duas doses;
Miltefosina - 7,5 mg/kg/via oral/24h/5 dias; LAM - 8,7mg/kg/Intraperitoneal/96h/duas
doses; AM - 150mg (=40mg de Sb)/kg Intraperitoneal/cinco doses; Controle - solucdo
salina estéril.

*EE (p<0,001); ** (p<0,01); * e # (p<0,05); Kruskal-Wallis, pos teste de Dunn.

qPCR: 1= 0,973; slope: -0,3225
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Figura 14 - Carga parasitaria determinada por PCR em tempo real quantitativa

(qPCR) no bago de camundongos BALB/c infectados com 107 promastigotas de
Leishmania infantum (MHOM/BR/1967/BH46), dez dias ap6s administracdo de
formulagdes lipossomais de circulagdo prolongada HePC-PEG, HePC-PEG/AM,
lipossomas convencionais LMA e antimoniato de meglumina. HePC-PEG - 7,5 mg
de miltefosina/kg/ Intraperitoneal/96h/ duas doses; HePC-PEG/AM - 7,5 mg de
miltefosina e 8,7mg de Sb/kg/Intraperitoneal/duas doses; LAM -
8,7mg/kg/Intraperitoneal/96h/duas doses; AM - 150mg (=40mg de Sb)/kg/
Intraperitoneal/cinco doses.

** (p<0,01); # (p<0,05); Kruskal-Wallis, pds teste de Dunn.

qPCR: ’=0,973; slope: -0,3225

6 Discussido

A OMS considera o controle da LV como prioridade maxima. O diagnostico e
tratamento de casos humanos, de carater eminentemente curativo, constituem uma das
principais formas de controle das leishmanioses, entretanto, os tratamentos
convencionais para essas doencas ainda ndo tém apresentado resultados clinicos
desejaveis, devido a sua baixa eficacia, toxidade e resisténcia as drogas (WHO, 2010;
BERMAN, 1998; PARIS et al., 2004).

Considerando os problemas relacionados ao uso da terapia convencional, a

investigacdo de novas opg¢des terap€uticas ¢ extremamente importante, por isso tem sido
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realizado importante esfor¢o ao longo das ultimas décadas, incentivando e financiando
estudos que viabilizem avangos nas areas de diagndstico, controle e tratamento (WHO,

2010).

Uma nova abordagem para o tratamento das leishmanioses ¢ combinagdo de
drogas, que visam um regime de tratamento mais curto, mais acessivel, facil de
administrar, aprimorando os efeitos da terapia individual desses medicamentos
(SEIFERT, 2006).

Outra alternativa promissora seria utilizar farmacos convencionais em novos
veiculos e formulacdes. Essa técnica, chamada rejuvenescimento farmacologico,
objetiva reduzir efeitos colaterais e a dose administrada, com efeito igual ou superior a
terapia convencional, reduzindo a possibilidade de selecdo de parasitos resistentes e
proporcionando maior longevidade aos farmacos (WHO, 2010; FREZARD et al., 2012).
Dentre as técnicas utilizadas para rejuvenescer farmacos estd a incorporacdo e/ou
encapsulacdo em lipossomas (FREZARD et al., 2012). A tendéncia dos lipossomas
de serem capturados pelas células do SMF pode ser uma vantagem no tratamento de
uma variedade de doengas infecciosa intracelulares. Esses nanocarreadores de farmacos
vém sendo estudados como uma nova estratégia para o tratamento das leishmanioses
desde 1977-1978, no qual foi relatado um aumento de cerca de 700 vezes na eficacia de
antimoniais pentavalentes encapsulados em lipossomas. Esse fato pode ser atribuido a
captura desses lipossomas pelos orgados (figado, baco e medula 6ssea) e células
(macréfagos teciduais), nas quais se localizam os parasitos causadores da doenca
(FREZARD et al. 2005).

Atualmente a Unica formulacdo lipossomal contendo farmaco leishmanicida
(anfotericina b) aprovada para uso em humanos é o Ambisome”. Entretanto, o elevado
custo do tratamento da LV com anfotericina b lipossomal ¢ um fator limitante do seu
uso em larga escala. Até o momento ndo foram comercializados nenhuma composi¢ao
farmacéutica associando lipossomas com antimoniais ou outro fairmaco leishmanicida.
Esse fato pode estar relacionado com as dificuldades tecnologicas da obtencdo de
formulagdes liossomais estaveis de compostos hidrossoliiveis, como os antimoniais
(FREZARD, 2005).

Tendo em vista a importancia das leishmanioses e as dificuldades envolvidas em

seus tratamentos, tais como resisténcia aos antimoniais, a hexadecilfosfocolina ou
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miltefosina desponta como uma alternativa promissora para o tratamento da LV, uma
vez que pode ser administrada por via oral (SOTO, 2007). Essa droga ¢ uma
alquifosfocolina, que foi originalmente desenvolvida para o tratamento de metastases
cultdineas em carcinomas mamarios. Posteriormente ela foi testada com sucesso no
tratamento da LV (HILGARD, 1993; VERMAN & DEY, 2004; UNGER et al., 1989).

Na tentativa de se determinar a eficacia da miltefosina e sua acgdo
leishmanicidas, diverso estudo vem sendo realizados. Croft e colaboradores (1987)
foram os primeiros pesquisadores que verificaram a agdo leishmanicidas das
alquilfosfocolinas e derivados. Neste estudo, os autores investigaram a ac¢do da
miltefosina contra camudongos BALB/c infectados com amastigotas de L. donovani.
Posteriormente, Kuhlencord e colaboradores (1992) apresentaram uma excelente
eficacia da droga em camudongos BALB/c infectados com L. donovani e L. infantum,
tratados por via oral com o fAdrmaco. Apds quatro semanas de tratamento, os resultados
obtidos através da quantificacdo de parasitos em macréfagos e nos 6rgdos, figado, bago
e medula 6ssea, foram superiores ao tratamento com antimonio.

A miltefosina vem sendo utilizada na India como terapia para os pacientes com
leishmaniose refrataria ao tratamento convencional com os derivados de antimoniais
pentavalentes (SINDERMANN et al., 2003), e seu uso clinico também foi aprovado
contra a LV na Alemanha (2004) ¢ Colémbia (2005) (SUNDAR et al. 2006; WHO,
2010). (SUNDAR et al.; JHA et al.,1999). Apesar das vantagens do uso da miltefosina
autores sugerem expressivo aumento das taxas de insucesso terapéutico da miltefosina
na India desde sua liberagio para o uso em humanos em 2002, com aumento do niimero
de recaidas devido ao surgimento de isolados resistentes ao farmaco (SUNDAR et al.,
2012).

Até onde vai nosso conhecimento ndo hé relatos na literatura sobre a eficacia e
toxicidade, in vivo, de formulagdes lipossomais peguiladas de miltefosina contendo ou
ndo AM. Porta (2015) preparou e caracterizou as formulacdes HePC-PEG e HePC-
PEG/AM e avaliou a eficacia em testes in vitro, observando que as formulagdes
apresentaram caracteristicas de tamanho reduzido das vesiculas, estabilidade elétrica,
monodispersao, e significativa na redugao das taxas de infecgdo de L. infantum.

Para este trabalho foi utilizada a cepa L. infatum (MHOM/BR/1967/BH46), que
foi cultivada e mantida no Laboratorio de Biosensaios em Leishmania do ICBIM/UFU,

em meio quimicamente definido o-MEM, que contém ribonucleosideos,
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deoxiribonucleosideos, sais minerais, aminoacidos, vitaminas e bicarbonato de sodio,
capazes de promover a multiplicagdo uniforme da L. infantum, sem causar alteracdes
quimicas ou morfologicas no parasito (KAR et al., 1990).

A partir do cultivo foi possivel construir a curva de crescimento e determinar as
fases de multiplicagdo dos parasitos. A realizagdo da curva de crescimento ¢ necessaria,
pois existem estagios diferentes da Leishmania spp, sendo os mais importantes a
promastigota pro-ciclica, promastigota metaciclica, e a amastigota. O desenvolvimento
do parasito envolve uma fase log, onde ocorre uma maior concentragdo de
promastigotas pro-ciclicas, uma fase estaciondria, ou lag, com maior presenca de
promastigotas metaciclicas, e uma fase final de declinio e morte. Na fase log, o parasito
estd em intenso processo de reproducdo, apresentando uma forma mais arredondada,
porém apresenta baixa motilidade. Na fase estaciondria a promastigota metaciclica se
apresenta em grande numero, sob a forma mais afilada e com baixa divisdo, porém com
maior motilidade, essa fase corresponde a fase infectante para o hospedeiro vertebrado
(KILLICK-KENDRICK et al., 1974; BOGDAN, 1990; GOSSAGE et al., 2003).

Esta analise inicial do crescimento das formas promastigotas foi extremamente
importante para selecionarmos o melhor momento do desenvolvimento da cepa a ser
utilizada nos diferentes ensaios conduzidos neste trabalho. Para os estudos que
avaliaram a atividade das formulagdes contra amastigotas intracelulares e para os
ensaios in vivo, foi utilizada a cultura na fase estacionaria. Para a analise da eficacia
contra as promastigotas, foram utilizados parasitos em fase exponencial (log) de
crescimento.

Durante o preparo das formulagdes HePC-PEG, HePC-PEG/AM e LAM
utilizadas nesse trabalho, foram analisados parametro importantes em formulagdes
lipossomais, como a distribuicdo de tamanho médio dos lipossomas (diametro
hidrodinamico médio), indice de polidispersdo (utilizado para descrever a largura da
distribui¢do de tamanho das particulas) e o potencial zeta, (determina a carga superficial
das particulas) (GREGORIADIS, 2007).

As trés formulagdes apresentaram caracteristicas de sistemas nanoestruturados
monodispersos, com o indice do polidispersdo baixo (<0,3), indicando que houve uma
uniformidade do tamanho das vesiculas. Uma vez usado uma escala compreendida entre
0 e 1, considera-se um “bom” indice de polidispersdo aquele que apresenta um valor

inferior a 0,3 representando uma populacdo de particulas com elevada homogeneidade
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no didmetro. Pelo contrario, um indice de polidispersdo elevado sugere uma ampla
distribui¢do de didmetro mesmo a existéncia de varias populagdes (GAUMET et al.,
2008).

Formulagdes com alto potencial zeta (>+30mV), sdo considerados eletricamente
estaveis, e as formulacdes preparadas nesse trabalho apresentaram excelente
estabilidade. A alta estabilidade previne a fusdo das vesiculas e a perda da eficacia
leishmanicida devido a formag¢do de vesiculas grandes ou micelas. O tratamento com
vesiculas grandes pode influenciar em sua captura pelas células do SMF e
consequentemente na entrega dos fAirmacos nos locais de infeccdo, além de exarcerbar
os efeitos colaterais induzindo embolias e rea¢des pseudoanafilaticas (GREGORIADIS,
2007).

As extrusdes em membrana de policarbonato antes e depois da liofilizagdo sao
consideradas importantes no preparo das formulagdes, conferindo uniformidade no
tamanho hidrodindmico das vesiculas (FREZARD et al., 2005; AZEVEDO et al., 2014).
Ambas as formulagdes apresentaram didmetro hidrodindmico médio préoximo a 200nm
caracteristica fundamental para garantir direcionamento eficaz aos orgaos alvo. Os
tamanhos dos lipossomas influenciam na distribui¢do do farmaco no organismo e na
eficacia da formulagdo em modelos murinos de LV. Em um estudo utilizando
camundongos BALB/c infectados com L. donovani, Carter e colaboradores (1989)
demonstraram que a reducdo do tamanho das vesiculas, de 850 nm para 116 nm,
resultou em uma maior supressdo da carga parasitaria no baco e medula 6ssea, ou seja,
lipossomas convencionais de pequeno tamanho foram mais eficazes do que os
lipossomas convencionais de tamanho maior.

Em relacdo a taxa de encapsulacdo de Sb, as formulagdes HePC-PEG/AM e
LAM desse trabalho, apresentaram taxa média de 25% e 22%, respectivamente,
valores semelhantes aos obtidos por Porta (2015). Nosso resultado corrobora com os
dados de Frézard & Demicheli (2011), que sugeriram que a eficiéncia de encapsulagao
de Sb pode variar entre 8 a 50 %. A eficiéncia de encapsulacdo de Sb pode variar
dependendo da composi¢ao da vesicula lipidica, do diametro do lipossoma e de acordo
com o método utilizado para a preparacdo (MONNARD et al., 1997).

O ensaio de cromatografia em camada delgada foi realizado para verificar a
presenga do HePC nas formulagdes. As manchas observadas em ambas as formulagdes,

HePC-PEG e HePC-PEG/AM, foi constante para todos os lotes produzidos. Nao foi
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evidenciada a presenca de HePC livre na fase aquosa da suspensdo, o que sugere que
toda miltefosina foi incorporada a membrana da vesicula. Tanto HePC quanto DPPC
apresentaram Rf muito semelhantes, ndo permitindo a visualizagdo separadamente no
perfil cromatografico das formulagdes. A diferenciacdo entre HePC e DPPC em
formulagdo lipossomal de circulacdio prolongada contendo miltefosina por
cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa (CLAE-FR) foi tentada por
Porta (2005). Da mesma maneira que ocorreu com a CCD, os perfis cromatograficos
dos dois compostos foram muito semelhantes na CLAE-FR, ndo permitindo sua
distingdo. Estudos futuros utilizando espectrometria de massas devem ser conduzidos
para identificar e quantificar os componentes das formulagdes e a concentragdo de
HePC no plasma e tecidos de animais experimentais.

Apos a caracterizacdo dessas formulagdes, testamos a eficacia dos lipossomas in
vitro. Inicialmente determinando o CCsy ¢ o Clsp usando macréfagos murinos e
promastigotas respectivamente, que foram expostos a diferentes concentragcdes das
formulagdes preparadas nesse trabalho e aos farmacos leishmanicidas de referéncia
(miltefosina e antimoniato de meglumina). A escolha por realizar os ensaios in vitro de
72h de duragdo foi baseada em resultados prévios obtidos por nosso grupo de pesquisa,
em que ndo foi observado diferencas significativas nos valores de CCsy e o Clsy para
essas formulagdes em ensaios de 24h, 48h e 72h (Porta, 2015). A formulagdes HEPC-
PEG (97,73ug/mL) e HePC-PEG/AM (105,06pug/mL) apresentaram valores de CCsg
maiores que a miltefosina (49, 79ug/mL), indicando uma toxicidade reduzida dessas
formulagdes. A reducdo da citotoxidade dessas formula¢des ¢ um resultado importante,
pois permite a administracdo de pequenas doses sem perder a capacidade leishmanicida
e reduzindo os efeitos colaterais (SILVA et al. 2012; FREZARD et al. 2012).

Porém, apesar de menor citotoxicidade, a capacidade leishmanicida das
formulagdes ndo foi alterada. As formulagdes apresentaram Clsp semelhante a
miltefosina (farmaco referéncia), sugerindo que esta em formulagdo lipossomal
peguilada contendo ou ndo AM encapsulado ndo apresentou redugdo na sua atividade
leishmanicida, uma vez que os valores de Clsy para estas formulagdes foram
semelhantes ao obtido para a miltefosina livre.

Apds a confirmacao da baixa citotoxidade e da atividade leishmanicida, essas
formulagdes foram testadas contra amastigotas celulares em um ensaio de 72 h. Os

resultados sugerem que as formulagdes HePC-PEG e HePC-PEG/AM foram capazes de
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reduzir de forma significativa as taxas de infeccdo de macrofagos em relagdo ao
controle no tempo avaliado. Além do controle, as taxas de infeccdo obtidas pelas
formulagdes peguiladas e pela miltefosina livre foram significativamente menores que
os obtidos pelo AM e LAM. Moraes-Teixeira e colaboradores (2011) também
demonstraram a eficacia in vitro, da miltefosina contra macrofagos peritoneais de
camudongos BALB/c infectados com diferentes espécies de Leishmania, incluindo a L.
infantum.

Os resultados in vitro obtidos nesse trabalho corroboram com estudos anteriores
que mostraram que a miltefosina livre apresenta boa atividade contra formas
promastigotas e amastigotas de espécies causadoras da LV (SUNDAR et al., 1998; JHA
etal., 199; PARIS et al., 2004).

De maneira geral, os resultados de caracterizacdo e eficacia in vitro alcangados
pelas formulacdes peguiladas nesse estudo foram muito semelhantes aos obtidos por
Porta (2005). A reprodutibilidade dos resultados sugere que a metodologia de preparo €
adequada e que a miltefosina quando incorporada em formula¢des HePC-PEG e HePC-
PEG/AM mantém sua eficacia terapéutica contra L. infantum.

A literatura, até onde vai nosso conhecimento, ndo apresenta estudos in vivo de
eficacia terapéutica de formulagdes lipossomais peguiladas contendo miltefosina, e
miltefosina e AM, para o tratamento da LV.

Os resultados do ensaio de toxicidade aguda em modelo murino de LV
indicaram que as formulacdes foram bem toleradas pelos animais, os quais ndo
apresentaram alteracdes fisicas e comportamentais durante o tratamento. Os niveis
séricos de TGO apresentaram-se acima dos valores de referéncia nos quatros tempos
avaliados, porém com tendéncia a queda, para as formulagdes e miltefosina. Os niveis
de TGP estavam elevados para a miltefosina no tempo 96h . Os demais pardmetros de
fun¢do hepatica e renal avaliados estavam abaixo dos valores de referéncia
determinados. Nossos resultados corroboram com Dorlo e colaboradores (2012), que
sugerem toxicidade hepatica aguda e transitoria, onde os niveis séricos das
transaminases estabilizam a partir de 24h apods a aplicagdo da miltefosina. Apos o
tratamento (dia 30) os niveis das transaminases permaneceram elevados para as
formulagdes HePC-PEG e HePC-PEG/AM, além da miltefosina. Estes resultados
sugerem que a toxicidade hepatica estaria relacionada a acdo direta da miltefosina nos

hepatocitos e ndo dos lipideos, uma vez que os animais tratados com o farmaco livre
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apresentaram niveis de transaminases semelhantes aos da miltefosina em lipossomas.
Em contraponto, a dose total de miltefosina administrada nas formulagdes foi 15m/kg,
enquanto a dose total administrada de miltefosina livre foi 42,5mg/kg. O efeito sobre as
transaminases poderia ser reflexo da saturacgdo lipidica dos hepatocitos, que levariam a
patologias hepdticas (como a esteatose). Mais estudos devem ser conduzidos para
determinar a presenca e intensidade da hepatotoxicidade das formulagdes ao nivel
celular, especialmente os histologicos e imuno-histoquimicos.

Em contrapartida, as formulacdes propostas no presente estudo ndo causaram
toxicidade nos rins dos camundongos tratados nos ensaios de toxicidade aguda e de
eficdcia terapéutica, enquanto que Breiser et al. (1987) observaram toxicidade
significativa nesses 6rgaos, bem como no figado e no pulmao, em animais tratados com
miltefosina. A auséncia de toxicidade renal mostrada no presente estudo parece estar
diretamente relacionada ao encapsulamento do farmaco, que diminuiria os efeitos
toxicos da miltefosina nos capilares e glomérulos renais.

Os resultados do ensaio de biodistribui¢ao do Sb, realizado para as formulagdes
HePC-PEG/AM e para a mistura HePC-PEG + LAM, indicam que os niveis de Sb no
sangue foram mais elevados nos camundongos que receberam a formulacido HePC-
PEG/AM quando comparado aos que receberam a mistura HePC-PEG +LAM durante a
cinética de 96h. O aumento do tempo de meia vida do HePC-PEG/AM mostra que a
incorporacdo do lipidio peguilado na membrana da vesicula lipossomal promoveu um
aumento do tempo de circulagdo da mesma e consequentemente do Sb. Zagana et al.
(2007) mostraram que a utilizacdo de lipossomas pequilados ¢ uma forma adequada
para evitar a absor¢do rapida de lipossomas pelo figado e bago e, assim, manter o
farmaco encapsulado por mais tempo na circulagdo melhorando a biodisponibilidade e,
como consequéncia, atingir os orgdos de mais dificil acesso favorecendo a agdo do
farmaco leishmanicida.

A concentragdao do Sb dos animais tratados com a mistura HePC-PEG + LAM
apresentou perfil diferente no sangue e figado. Enquanto a concentragdo de Sb no
sangue cresce gradativamente atingindo pico em 24h e decai gradativamente até as 96h,
no figado ocorre o contrario, com a concentragdo aumentando de maneira gradual a
partir de 24h até as 96 poés-tratamento, indicando que a encapsulagdo do AM em
lipossomas convencionais ¢ um fator importante para o direcionamento do Sb para o

figado. A mistura de lipossomas convencionais e peguilados resulta em uma rapida
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captura das vesiculas convencionais pelo figado, permitindo que as peguiladas
permanecam por um periodo maior na circulagdo sanguinea, favorecendo o alcance dos
orgdos e locais de dificil acesso (AZEVEDO et al., 2014).

A andlise dos dados do qPCR em relagdo as formulagdes de interesse do estudo
mostra que os animais que foram tratados com HePC-PEG/AM, e com a mistura
HePC+ LAM demonstraram melhores resultados em relagdo a carga parasitaria tanto no
baco quanto no figado quando comparados ao grupo controle. Esta melhora pode estar
associada ao direcionamento do firmaco a estes oOrgdos devido ao modo de
encapsulamento dos mesmos, assim esta acdo leishmanicida se torna mais efetiva no
combate ao parasito nestes Orgdos que estdo dentre os principais sitios de infeccdo
(FREZARD et al., 2005; AZEVEDO et al., 2014). As duas formula¢des quando
comparadas entre si apresentaram diferenca de a¢do no baco, sendo que valores mais
promissores na supressdo da carga parasitiria foram observados no grupo HePC-
PEG/AM, sendo que no figado a acdo foi similar. Em estudo anterior foi demonstrado
que o AM em uma mistura de lipossomas convencional e peguilado apresentou
resultados promissores quando comparados com AM livre, e que esta mistura foi capaz
de promover uma maior redu¢do da carga parasitaria na medula 6ssea, bago e figado de
camundongos experimentalmente infectados quando comparado com as formulacdes
utilizadas sozinhas (AZEVEDO et al., 2014).

A acdo tanto da miltefosina quanto do AM foi observada quando comparada ao
grupo controle, uma vez que as mesmas ja sdo utilizadas comercialmente para o
tratamento da leishmaniose (BURK et al., 1994, CROFT, 1986; MARSDEN, 1985;
RODRIGUES et al., 1999). Frente a acdo da metilfosina e do AM, as formulagdes
HePC-PEG/AM ¢ HePC-PEG + AM mostraram-se mais efetivas, confirmando a acao
leishmanicida dos farmacos quando presentes nestes nanocarreadores. Diversos estudos
tém mostrado a a¢do leishmanicida da miltefosina e do AM nas diferentes espécies de
Leishmania, contudo, por apresentarem meia vida mais prolongada a toxicidade dos
mesmos ¢ aumentada e assim os efeitos colaterais podem ser maiores, contrapondo a
acdo menos toxica e mais efetiva na reducdo da carga parasitaria das formulacdes
lipossomais (SUNDAR et al. 1998; JHA et al. 1999; MURRAY & DELPH ETIENE,
2000; PARIS et al. 2004).

De forma geral, a formulacio HePC-PEG/AM apresentou maior efetividade na

supressao da carga parasitaria no bago quando comparada aos grupos HePC-PEG, LAM
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E AM. A presenca de dois farmacos leishmanicidas encapsulados em uma mesma
vesicula (miltefosina ¢ AM) poderia favorecer um efeito aditivo, ou até mesmo
sinérgico entre as drogas. Esse farmaco apresenta vantagens no aspecto da eficacia do
tratamento, no aspecto técnico e economico, com diminui¢do de doses dos farmacos a
serem administrados, reduzindo os efeitos colaterais, aumentando a qualidade de vida
dos pacientes. Pois, ao invés de produzir duas drogas distintas para um tratamento mais
eficaz, utiliza-se apenas uma vesicula lipossomal contendo os dois farmacos.

Nosso trabalho sugere que, por apresentar melhores resultados na supressao da
carga parasitaria comparado com AM e miltefosina livres, LAM e HePC, a formulagao
HePC-PEG/AM apresentou efeito no minimo aditivo entre os farmacos contidos na
vesicula lipossomal. Da mesma maneira, a mistura HePC-PEG + LAM também
apresentou resultados promissores em relagdo a supressdo da carga parasitiria, com
maior reducdo quando comparada com os farmacos livres e as formulagdes lipossomais
usadas em monoterapia. Mais estudos devem ser conduzidos para confirmar e
determinar o efeito sinérgico da miltefosina associada ao AM (em uma mesma vesicula
ou em mistura lipossomal). Ainda, devem ser conduzidos estudos visando a otimiza¢ado
do preparo e adequagdo do protocolo terapéutico para alcangar uma melhor relagdo
entre a supressdo da carga parasitiria e reducdo da toxicidade hepatica. Como
perspectivas podemos citar a redu¢do da dose e/ou aumento do intervalo entre as
aplicagdes, além da associagdo do tratamento com substancias antioxidantes que atuam
reduzindo a oxidacdo dos lipideos nos hepatdcitos, como as vitaminas E e C.

Dessa forma, acreditamos que pela primeira vez foi realizada a prova de
conceito que formulacdes lipossomais peguiladas contendo miltefosina e AM foram
eficazes para o tratamento da LV e a mistura de formulagdes lipossomais peguiladas
contendo miltefosina e convencionais contendo AM, in vitro € in vivo, apresentando
reducdo significativa do nimero de parasitos no figado e bago, que sdo 6rgdos que
apresentam altas densidades de L. infantum. Acreditamos que nossos resultados
fornecerdo subsidios para propor testes pré-clinicos dessas formulagdes em outros
modelos de LV, como hamsters cdes e primatas ndo-humanos, e abre uma nova
perspectiva terapéutica para a LV, baseada em inovador sistema de entrega de farmacos
leishmanicidas, capaz de rejuvenescer farmacos convencionalmente usados na terapia

da doenca.
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7 Conclusoes

* As formulagdes lipossomais de circulagdo prolongada contendo miltefosina
(HePC-PEG), contendo miltefosina e antimoniato de meglumina (HePC-
PEG/AM) e convencional contendo antimoniato de meglumina apresentaram
estabilidade elétrica, monodispersdao e didmetro hidrodindmico médio inferior a
200nm.

* HePC-PEG e HePC-PEG/AM apresentaram valores de Clsy semelhantes e CCs
maiores do que o obtido para miltefosina livre. As formulagdes apresentaram,
ainda, reducdo significativa das taxas de infec¢do dos macrofagos por
Leishmania infantum, em relagdo aos grupos controle, € aos animais tratados
com antimoniato de meglumina e LAM.

* Os parametros de fun¢do renal ndo foram alterados com o tratamento. Os niveis
séricos enzimas indicadoras de fun¢do hepatica apresentaram-se acima dos
valores de referéncia, apds o tratamento.

* A concentracdo de antiménio (Sb) no sangue dos animais tratados com HePC-
PEG/AM foi maior do que os que receberam a mistura HePC-PEG + LAM, 96h
apos aplicacdo de dose Unica das formulagdes.

* A concentra¢ao de Sb no figado dos animais tratados com a mistura HePC-PEG
+ LAM foi maior que a determinada para os camundongos tratados com HePC-
PEG/AM, 96h apos aplicacdo de dose Unica das formulagdes.

* HePC-PEG/AM, HePC-PEG + AM apresentaram reducdo significativa na carga
parasitaria do figado em camundongos infectados com Leishmania infantum
apos duas aplicagdes com intervalo de 96h entre cada uma, em relacdo aos
grupos tratados com antimoniato de meglumina livre e ao controle.

* HePC-PEG + AM apresentou redugdo significativa na carga parasitaria no bago
de camundongos infectados com Leishmania infantum apds aplicagdo de duas
doses em relagdo ao grupo controle.

* HePC-PEG/AM apresentou reducao significativa na carga parasitiria no bago
de camundongos infectados com Leishmania infantum apds aplicagdo de duas

doses em relagdo aos grupos HePC-PEG, LAM e AM e controle.
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