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RESUMO

A leishmaniose visceral (LV) é uma doenca que representa um grave problema de satde
publica. A terapia com as drogas disponiveis demanda longo tempo de tratamento e
apresentam diversos efeitos colaterais. Novas abordagens para o tratamento da LV tém sido
sugeridas, como as baseadas em drogas leishmanicidas em formulacdes de lipossomas de
circulacdo prolongada, a fim de aumentar sua eficdcia terapéutica e reduzir os efeitos
secundérios. O objetivo deste estudo foi preparar, caracterizar e avaliar a eficécia, in vitro, de
formulacdes lipossomais de acdo prolongada contendo miltefosina e antimoniato de
meglumina (AM) para o tratamento da LV. Os lipossomas peguilados contendo miltefosina
(HePC-PEG) e os contendo miltefosina e antimoniato de meglumina (HePC-PEG/AM) foram
preparados a partir da incorporag¢ao de polimero DSPE-PEG 2000 na membrana das vesiculas,
pelo método de "desidratacdo e reidratacdo de vesicula". A eficdcia das formulacOes
peguiladas foicomparada com o AM encapsulado lipossomas convencionais (LAM),
lipossomas “vazios” (Lemp), AM e miltefosina livres. A caracterizacdo (didmetro
hidrodinamico, indice de polidispersao (IP) e potencial zeta (Z)) das formulagdes foi
determinada por espectroscopia de correlacdo de foténs, a taxa de encapsulacdo de Sb por
espectroscopia de absor¢do atdmica com forno de grafite, e sua presenca nas formulagdes foi
confirmada por cromatografia em camada delgada (CCD). Os ensaios de citotoxicidade
(CCso) e atividade leishmanicida das formulacdes (Clso) foram realizados em macréfagos
murinos utilizando o método colorimétrico MTT, e em formas promastigotas de Leishmania
infantum utilizando o método colorimétrico de reducdo da resazurina, respectivamente. Foi
avaliada, ainda, a eficdcia das formulacGes contra amastigotas intracelulares 24h, 48h, e 72h
apos o tratamento. HePC-PEG e HePC-PEG/AM tiveram diametro hidrodinamico inferiores a
200nm, IP<0,3 e z<-30mV. A andlise por CCD sugeriu a presenca da miltefosina nas
formulacdes. HePC-PEG apresentou CCso igual a 92,49 ng/mL e HePC-PEG/AM igual a
103,09ug/mL, ambas taxas maiores que a miltefosina livre (41,591g/mL), sugerindo menor
toxicidade celular da droga em formulacdo lipossomal. O valor de Clso para HePC-PEG foi
igual a 33,19ug/mL e 33,05 npg/mL para HePC-PEG/AM, enquanto para miltefosina livre o
ICso teve o valor de 49,59 pg/mL, sugerindo que a atividade leishmanicida da miltefosina nas
formulacdes peguiladas manteve-se. Nos ensaios contra amastigotas intracelulares, as
formulacdes peguiladas reduziram significativamente as taxas de infec¢do dos macréfagos em
relacdo a AM, LAM, e Lemp, 72h apds o tratamento, e em relacdo ao controle sem infec¢ao,
em todos os tempos avaliados. Em conclusao, as formulagcdes HePC-PEG e HePC-PEG/AM
apresentaram caracteristicas de tamanho reduzido das vesiculas, estabilidade elétrica,
monodispersao, e significativa na reducdo das taxas de infec¢do de Leishmania infantum, in
vitro.



ABSTRAT

Visceral leishmaniasis (VL) is a disease that constitutes a serious public health problem. The
therapy with the available drugs demands long treatment time and causes many side effects.
New pharmacological approaches in the LV treatment have been suggested, such as those
based on leishmanicidal drugs with liposomal formulations of prolonged circulation (stealth
or PEGylated) seeking to increase therapeutic efficacy and reducing side effects. Therefore,
the aim of this study was to prepare, characterize and evaluate, in vitro, the efficacy of
PEGylated liposomal formulations containing miltefosine (HePC-PEG) and meglumine
antimoniate (MA) (HePC-PEG/AM) for the LV treatment. PEGylated liposomes HePC-PEG
and HePC-PEG/AM were prepared by the incorporation of the DSPE-PEG 2000 polymer in
the vesicle membranes, using the DRV method. Effectiveness of the PEGylated formulations
was compared with the conventional MA encapsulated-liposome (LAM), "empty" liposomes
(Lemp), MA and “free” miltefosine. The characterization of the PEGylated formulations
(hydrodynamic diameter, polydispersity index (PI) and zeta potential (Z)) were determined by
photon correlation spectroscopy, the Sb encapsulation rate by graphite furnace atomic
absorption spectrometry, and the presence of miltefosine in the formulations was determined
by thin layer chromatography (TLC). The cytotoxicity concentration (CCsp) and inhibitory
concentration (Clso) assays of the formulations were evaluated in murine macrophages by
MTT colorimetric method and in promastigote forms of Leishmania infantum by resazurin
reduction colorimetric method, respectively. Also, the effectiveness of the formulations
against intracellular amastigotes 24h, 48h and 72h after treatment was evaluated. The
hydrodynamic diameter of the HePC-PEG and HePC-PEG/AM formulations were lower than
200nm, and PI<0,3 e z<-30mV. TLC analysis suggested the presence of miltefosine in the
formulations. CCsp of HepC-PEG was 92,49 ug/mL and for HePC-PEG/MA was
103,09ug/mL, both higher rates than miltefosine in its free form (41,59ug/mL), suggesting
less cell toxicity of the drug in liposomal formulation. The Clso values were 33,19 pg/mL for
HepC-PEG and 33,05 pg/mL for HePC-PEG/MA, whereas the free miltefosine IC50 was
49,59 pg/mL, suggesting that the leishmanicidal activity of miltefosine in PEGylated
formulations remained. In the tests with intracellular amastigotes, the PEGylated formulations
significantly reduced macrophage infection rates for MA, LAM and Lemp in 72h after the
treatment, and at all times evaluated when compared to uninfected control. In conclusion,
HePC-PEG and HePC-PEG/MA formulations presented reduced vesicle sizes, electrical
stability, monodispersity and significant reduction in Leishmania infantum infection rates, in
vitro.
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1. Introducao

1.1. Leishmanioses

As leishmanioses t€ém como agentes causadores protozodrios parasitas do género
Leishmania, intracelulares obrigatdrios, capazes de infectar diferentes espécies de
mamiferos e neste se multiplicar. Leishmania (Ross, 1903) pertence a ordem
Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae e é um parasito de importancia médica e

veterinaria (WHO, 2014).

Os principais hospedeiros vertebrados de Leishmania s3o mamiferos
pertencentes as ordens Edentata (tatus e preguicas), Carnivora (cdes e gatos), Rodentia
(ratos), Primata (humanos e ndo humanos) e Marsupialia (gambds). Com algumas
excecoes, as leishmanioses sd@o zoonoses € a infec¢do em humanos € acidental (Ashford

1996; Saliba et al. 1999; Gramiccia et al. 2005; WHO, 2010).

Todas as espécies de Leishmania s3o transmitidas aos seus hospedeiros
vertebrados por f€meas de insetos dipteros, conhecidos como flebotomineos,
pertencentes a familia Psychodidae (Subfamilia: Phlebotominae), incluidas nos géneros
Phlebotomus - relacionadas com a transmissdo do parasito no Velho Mundo - e

Lutzomyia, no Novo Mundo (Lainson & Rangel 2005; WHO, 2010).

No homem, a manifestacdo clinica da doenca é determinada pela espécie do
parasito, da cepa e da resposta imune do individuo (Castellano, 2005). Dividido em
dois subgéneros (Leishmania e Viannia), existem mais de 30 espécies de Leishmania
conhecidas até o momento, e aproximadamente 20 sdo patogénicas para os humanos

(Ashford, 2000; Desjeux, 2004).

A doenca pode apresentar distintas manifestacdes clinicas no hospedeiro
vertebrado, sendo usualmente dividida em leishmaniose cutinea (LC), leishmaniose
cutaneomucosa (LCM) e leishmaniose visceral (LV) (Silveira et al., 2004; Lainson &
Shaw, 2005). Dentre as manifestacdes clinicas da leishmaniose tegumentar (LT), a LC é
considerada como sendo uma doenga de menor importancia, e se manifesta com um ou
com vdrios nodulos na pele. A LCM apresenta uma maior gravidade, pois causa
ulceragdes mutilantes nas mucosas como: boca, nariz, faringe e laringe (Chappuis et al.
2007; Silveira et al. 2004). A LV € uma doencga de curso cronico e na maioria dos

pacientes, assintomdtica. Também conhecida como Calazar, é caracterizada por febre



alta, substancial perda de peso, esplenomegalia, hepatomegalia e anemia. Quando
associada a condi¢Oes debilitantes como infeccdes por HIV e desnutricio, se ndo
diagnosticada e tratada adequadamente e em tempo, mais de 90% dos pacientes

evoluem para o 6bito (Desjeux, 2004; Chappuis et al. 2007; WHO, 2010).

A Organizagdo Mundial de Saude (OMS) informa que as leishmanioses sdo um
grupo de doencas endémicas com altos indices de morbidade e mortalidade, e sdo
consideradas doencas negligenciadas pelos sistemas de satide dos paises onde ocorrem.
A OMS relata, ainda, a ocorréncia de leishmanioses em 88 paises, dos quais 79 sdo
considerados subdesenvolvidos, com notificacio compulséria em apenas 32 deles

(WHO, 2010).

H4 uma estimativa de prevaléncia global de 14 milhdes de casos, e
aproximadamente 350 a 400 milhdes de pessoas em risco de se infectarem pelos
parasitos. A incidéncia anual é de 1,5 a 2,0 milhdes de casos, e destes, 1,0 a 1,5 milhdes
de pessoas sdo acometidas pela LT e cerca de 500.000 pela LV (Figura 1) em todo o
mundo, das quais cerca de 59.000 individuos evoluem para o ébito (Alvar et al. 2006;

WHO, 2010).

Por haver uma subestimac¢do das leishmanioses como reais problemas de saude,
a doenca se agrava em paises que ndo possuem recursos para seu controle,
proporcionando o avanco destas enfermidades. Por esse motivo, as leishmanioses
constituem, atualmente, o segundo grupo mais comum de doengas parasitarias depois da
maldria, e estdo entre as mais importantes doencas infecciosas combatidas pela OMS

(WHO, 2010).

E alta a correlago entre a condigio socioecondmica da populacio e a doenca, e
entre seus fatores de risco estdo a baixa renda per capita, que contribui para aumentar os
indices de morbidade e mortalidade, a pobreza, associada as condi¢des precdrias de
moradia, a falta de saneamento e a coleta de lixo esporddica (Desjeux, 2004; Alvar et al.

2006; WHO, 2010).

Além do controle de vetores e reservatérios, a vigilancia da LV visa reduzir a
morbidade da doencga e as taxas de mortalidade, através de diagndstico e tratamento

precoce de casos humanos (Ministério da Saude, 2006).



Os antimoniais pentavalentes sdo as drogas de primeira escolha para o
tratamento das leishmanioses. Provocam diversos efeitos colaterais, como nduseas,
vOmitos, didrreia, artralgias, mialgias, anorexia, anomalias eletrocardiograficas,
convulsdes, elevagdo dos niveis de enzimas hepdticas, pancreatite quimica e
nefrotoxicidade. Apesar disso, ainda sdo usados a mais de 60 anos (Chappuis et al.
2007). Com o surgimento de resisténcia aos antimoniais e sua alta toxicidade, novas

terapias e diferentes praticas de tratamento estao sendo buscadas (WHO, 2010).
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Figura 1 - Prevaléncia da Leishmaniose visceral no mundo, 2012 WHO

1.2.Ciclo biolégico

Leishmania € um protozoario heteroxénico, ou seja, possui dois hospedeiros.
Multiplicam-se por divisdo bindria e possuem duas formas evolutivas: (1) amastigota,
ovalada, sem flagelo aparente e de desenvolvimento intracelular obrigatério, em células
do sistema monocitico mononuclear fagocitario (SMF) dos hospedeiros vertebrados; (ii)
promastigota, alongada e com flagelo aparente, no interior do tubo digestivo do

hospedeiro invertebrado (Sacks & Kamhawi, 2001; Bates, 2008).

O parasito é transmitido quando fémeas adultas de flebotomineos, espécies dos
géneros Phlebotomus (no Velho Mundo) e Lutzomyia (no Novo Mundo), se infectam ao

realizar repasto sanguineo em reservatorio infectado, ingerindo as formas amastigotas



presentes nas células do SMF da pele. No interior do intestino médio do vetor,
rapidamente ocorre a ruptura das células liberando as formas amastigotas que, apds
divisdo bindria, se transformam em promastigotas, que se dividem intensamente. As
promastigotas passam por mudancas morfoldgicas e fisioldgicas no tubo digestério do
vetor. Parte dessa populagdao se diferencia em formas metaciclicas, através de um
processo chamado metaciclogénese, onde hd uma mudanca do perfil de moléculas
citoplasmdticas e de membrana do parasito, o que garante sua liberagcdo do tubo
digestdrio do inseto vetor, tornando-as infectantes ao hospedeiro mamifero (Pimenta et

al. 1992; Sacks & Sher, 2002; Soares et al. 2005).

Apds a metaciclogénese, as promastigotas metaciclicas migram para a parte
anterior do tubo digestdrio do inseto, onde produzem uma glicoproteina de consisténcia
gelatinosa chamada PSG (promastigote secretory gel). Acredita-se que esse gel obstrua
a passagem de alimento, quando do repasto sanguineo-tissular, obrigando o
flebotomineo a regurgitar saliva juntamente com as formas promastigotas metaciclicas

no local da picada (Bates, 2007).

A transmissdo do parasito ocorre quando as fémeas infectadas se alimentam em
vertebrados susceptiveis e, durante o repasto sanguineo, a saliva é regurgitada com as
formas metaciclicas do parasito. Atraidos pela reacdo inflamatéria formada no local,
macrofagos fagocitam os parasitos, que perdem o flagelo e sdo internalizados no
vactuolo parasitéforo, que se liga aos lisossomos, dando origem ao vactolo
fagolisossomal, onde o parasito permanece em um ambiente hostil, contendo enzimas
lisossomais e metabdlitos reativos do oxigénio. No entanto, devido a diversos
mecanismos de evasdo a resposta imune do hospedeiro, a Leishmania se adapta a
sobreviver neste ambiente, onde se multiplica por divisdo bindria, até levar a ruptura da

célula infectada e liberar formas amastigotas que sao fagocitadas por outros macréfagos

(Peters et al. 2008; Sacks & Sher, 2002).

1.3.Leishmaniose Visceral

As manifestacdes clinicas associadas a LV sdo atribuidas aos parasitos
pertencentes ao complexo Leishmania donovani, que € 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 possuem diferencas

minimas, ndo sendo possivel a distincdo entre elas por estudos bioquimicos e



moleculares. Assim, autores sugerem que as duas espécies devam ser consideradas
como um grupo monofilético, adotando L. chagasi como sinonimia de L. infantum
(Mauricio et al. 2001).

A LV ¢é caracterizada pelos seguintes sinais e sintomas: surtos intermitentes de
febre, tosse, perda de peso, letargia, aumento do baco e do figado, anemia,
trombocitopenia, hipergamaglobulinemia, linfoadenopatia, epistaxe, diarréias e edemas
(Reus et al. 2005; Artan et al. 2006; Del Olmo et al. 2009; WHO, 2010)

A coinfec¢do com o HIV € outro fator que tem contribuido para o aumento da
prevaléncia e morbimortalidade da LV nos ultimos anos, além de provocar o
aparecimento de formas clinicas mais resistentes ao tratamento. Até marco de 2010, 35
paises apresentavam casos de coinfeccdo entre LV e HIV (WHO, 2010).

A doenca ¢ responsavel pela perda de 2.357.000 “disability-adjusted life years”
— DALY s, marcador utilizado para avaliar o efeito de uma enfermidade na populagio,
levando em conta mortes prematuras, horas de trabalho perdidas, gastos com
tratamentos, dentre outros. Este marcador coloca a LV como a 9* doenga infecciosa

mais importante do mundo (Alvar et al. 2006; WHO, 2010).

1.4.Leishmaniose Visceral no Brasil

Aproximadamente 90% das notificacdes das Américas acontecem no Brasil,
sendo esse o pais com maior incidéncia de LV zoonética do mundo. De acordo com o
Sistema de Informacdo de Agravos de Notificagdes (SINAN), no ano de 2012 foram
notificados 3.392 casos autoctones em 24 das 27 Unidades Federadas (Ministério da

Saudde, 2014).

No periodo compreendido entre os anos de 1990 a 2011 foram notificados
69.466 casos de LV, com incidéncia de dois casos para cada 100.000 habitantes/ano,
média de 3616 casos/ano, apresentando tendéncia ao crescimento. A letalidade média
neste mesmo periodo foi de 6,1%, entretanto observou-se aumento de 100%, passando
de 3,6% em 1994 para 7,4% em 2004 (Maia-Elkhoury et al. 2008; Romero & Boelaert,
2010, Ministério da Sadde, 2012). Segundo Costa (2008), ocorrem cerca de 200 a 300
obitos anuais devido a L'V no Brasil. O autor cita ainda que, embora a taxa de incidéncia
anual venha aumentando discretamente, a letalidade aumentou significativamente nos
ultimos anos, mesmo com avancos médicos importantes e com o desenvolvimento de

diretrizes especificas para os casos mais graves de LV (Costa, 2011).
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Atualmente, é considerada doenca reemergente, caracterizada por nitido
processo de transicdo epidemioldgica, com incidéncia crescente nas dreas onde ocorria
tradicionalmente, expansdo geografica para os Estados mais ao sul do pais e franco
processo de urbanizacdo em cidades localizadas nas regides Nordeste e Sudeste,
responsaveis pela maioria das notificacdes da doenca (Alves & Bevilacqua, 2004; Costa
2008; Maia-Elkhoury et al. 2008; Ministério da Saude, 2011). O processo de
urbanizacdo € nitido quando comparamos nidmero de cidades com mais de cem mil
habitantes que apresentavam mais de dez casos da doencga/ano. Entre os anos 1980-1989
eram sete cidades, ja4 no periodo 2000-2009 eram 41, representando um aumento de
585% (Costa, 2011).

Um fator crucial que deve ser levado em consideracdo no que diz respeito a
incidéncia € a associacdo da LV com quadros de imunossupressdo, como em pacientes
transplantados e principalmente em pacientes com HIV/AIDS (Machado et al. 2009).
De acordo com dados do SINAN, o nimero de casos de coinfec¢do tem aumentado
significativamente, com média de 199 casos/ano entre os anos de 2007 e 2011, que
representa um aumento de 947% em relacdo aos notificados em 2001 (21 casos)
(Ministério da saude, 2012).

Em razdo das caracteristicas epidemioldgicas e do conhecimento ainda insuficiente
sobre os vérios elementos que compdem a cadeia de transmissdo da LV no Brasil,
associado a questdes de ordem operacional, as estratégias de controle desta endemia t€ém
se mostrado pouco efetivas. Estdo centradas no diagndstico e tratamento precoce dos
casos humanos, redu¢do da populacdo de flebotomineos vetores, eliminacdo dos
reservatorios domésticos e atividades de educacdo em saide (Ministério da Saude,

2006).

O controle vetorial e o de reservatorios representam os maiores desafios para o
controle da doenca, dada a necessidade de melhor conhecer o comportamento do vetor
no ambiente urbano, as dificuldades operacionais inerentes a eutandsia de caes
soropositivos € o alto custo de execugdo dessas estratégias. Além do controle de vetores
e reservatorios, a vigilancia da LV, visa reduzir a morbidade da doenca e as taxas de
mortalidade, através de diagnéstico e tratamento precoce de casos humanos (Maia-

Elkhoury et al. 2008; Ministério da Saide, 2006).



1.5. Tratamento

O tratamento da leishmaniose foi introduzido pelo médico brasileiro Gaspar
Vianna, em 1912, com o uso do tartaro emético, antimonial trivalente (Vianna, 1912).
Porém, por ser muito téxico, sua utilizacdo clinica foi suspensa. Desde entdo, esse
medicamento sofreu alteracdes para minimizar os efeitos indesejdveis. Em 1940, os
complexos de antimoOnio pentavalente (Sb5%), menos toxicos, foram introduzidos na

quimioterapia das leishmanioses (Berman, 1997; WHO, 2010).

O antimoniato de meglumina (AM) (Glucantime®, Sanofi Aventis Farmacéutica
Ltda, Brasil) é o derivado de Sb>* utilizado no Brasil. Devido a sua baixa absorg¢ao oral
e seu elevado “clearance” plasmaético, este composto € administrado diariamente por via
endovenosa ou intramuscular, por um periodo longo, de 20 a 40 dias (Ministério da

Saude, 2006).

Esse farmaco apresenta como efeitos colaterais nduseas, vOomitos, diarreia,
artralgias, mialgias, anorexia, anomalias eletrocardiograficas, convulsdes, elevacao dos
niveis de enzimas hepdticas, pancreatite quimica e nefrotoxicidade. Além disso, o uso
indiscriminado do medicamento resultou em selecdo de parasitos resistentes, tendo sido

relatado pacientes ndo responsivos a droga (Frézard et al. 2005; WHO, 2010).

Uma terapia alternativa utilizada € baseada na anfotericina B (AmB), um
antibidtico que também apresenta toxicidade e, portanto, € melhor administrado em uma
formulacdo lipossomal. Na forma lipossomal, AmB é muito efetiva e apresenta baixa
toxicidade, porém ndo € aplicavel em dreas com alta incidéncia da doenga devido ao

alto custo e dificil armazenamento (WHO, 2010).

Tendo em foco essas limitacdes, pesquisas estdo sendo realizadas no intuito de
elaborar novas formulacdes que auxiliem no avanco dos tratamentos ji empregados.
Estratégias baseadas na melhoria dos fairmacos existentes sdo mais bem sucedidas do
que o desenvolvimento de novas moléculas. Procura-se reduzir sua toxicidade,
melhorando sua eficdcia, além de utilizar vias de administra¢cdo menos invasivas, como

a oral (Frézard & Demicheli, 2010).

Um exemplo desse progresso € o uso de AM encapsulado em lipossomas, que
sdo vesiculas esféricas constituidas de bicamadas lipidicas que carreiam medicamentos.

Estas t€ém propensao de serem fagocitados pelos macréfagos do figado, baco e medula



Ossea, locais de maior carga parasitaria na LV, tornando o tratamento mais eficaz

(Frézard et al. 2005).

1.6.Miltefosina

Miltefosina (hexadecilfosfocolina) (Figura 2) é um pé branco, anfifilico e
zwiteridnico, ou seja, € eletricamente neutro, mas possui carga positiva devido a um
grupo amina quaterndria e um grupo fosfato carregado negativamente, solivel em
solventes aquosos e organicos (Dorlo et al. 2012). A miltefosina foi originalmente
desenvolvida para o tratamento de metdstases cutineas em carcinomas mamadrios. E
uma alquilfosfocolina que age induzindo a morte celular por apoptose da célula tumoral,

e que também apresenta potente atividade leishmanicida quando administrada oralmente

(Croft et al. 2005).

O uso da miltefosina para tratamento da LV foi registrado pela primeira vez em
2002 no subcontinente Indiano (WHO, 2010). Embora o mecanismo de acdo
antitumoral da miltefosina tenha sido elucidado para células de mamiferos, sua
citotoxicidade ndo foi determinada para Leishmania sp. (Verma & Dey 2004), mas

sabe-se que causa morte por apoptose em L. donovani (Rakotomanga, 2007).

Virios estudos experimentais in vitro € in vivo mostram que a miltefosina é
citotoxica em ambos os estidgios, promastigota e amastigota, para diferentes espécies de
Leishmania. Ao contrario do tratamento padrdo feito com os antimonais pentavalentes,
a miltefosina age independente do sistema imune, principalmente através da toxicidade

direta contra o parasito (Griewank et al. 2010).

Desde 2002 o tratamento da L'V a base de miltefosina oral encontra-se registrado
na India e a sua identificagdo foi um importante avango terapéutico por se tratar do
primeiro agente oral realmente efetivo no tratamento dessa doenga (Sundar, 1998; Jha et

al. 1999; Sundar et al. 2002; Murray, 2004; Rahman et al. 2007).



Figura 2 — Estrutura quimica da miltefosina (C21H46NO4P; 407.568 g/mol; Sindnimos:
Hexadecilfosfocolina; HePC). Fonte: PubChem

Embora seus principais efeitos colaterais sejam nefrotoxicidade e
teratogenicidade, a miltefosina apresenta também distdrbios gastrointestinais, o que
pode comprometer sua a¢ao pela via admistrada (Seifert & Croft, 2006). Por isso, uma
formulacdo intravenosa capaz de concentrar a droga nos Orgdos alvos do parasito
(figado, baco, medula Gssea, linfonodos, dentre outros) € de grande interesse para
pacientes que tém perturbacdes gastrointestinais. Além disso, autores sugerem maior
eficacia da miltefosina lipossomal em relacdo sua forma livre (Papagiannaros et al.

2005).

1.7.Lipossomas como nanocarreadores de farmacos para o tratamento da

leishmaniose visceral

Os lipossomas sao vesiculas esféricas, constituidas de uma ou vdrias bicamadas
concéntricas de lipideos, que isolam um ou vdrios compartimentos aquosos internos do
meio externo. A grande vantagem dos lipossomas em relagdo a outros sistemas
carreadores de medicamento € a sua elevada biocompatibilidade, especialmente quando
estes sdo formados de lipideos pertencentes as familias de lipideos naturais. Podem
incorporar tanto farmacos hidrofilicos como lipofilicos, e, por serem sistemas altamente
versateis, o tamanho, lamelaridade, superficie, composi¢do lipidica, volume e
composi¢do do meio aquoso interno podem ser manipulados em funcio dos requisitos
farmaceéuticos e farmacolégicos (Frézard et al. 2005).

Outra caracteristica importante € a tendéncia natural dos lipossomas de serem
fagocitados pelos macréfagos do figado, do baco e da medula éssea, o que torna esse
sistema nanoestruturado ideal para o direcionamento de farmacos para os locais onde ha
maior densidade parasitaria na LV (Frézard et al. 2005).

A eficécia terapéutica do AM encapsulado em lipossomas foi demonstrada em
estudo utilizando esta formulacdo associada ao uso continuo de alopurinol em caes

infectados por L. infantum. O resultado foi a melhora significativa de alteracdes clinico-



patoldgicas, reducao do nimero de parasitas e bloqueio da transmissdo do parasito para
o vetor até sessenta dias depois da ultima dose de alopurinol (Silva et al. 2012). Este
estudo foi pioneiro ao demonstrar, pela primeira vez, a cura parasitolégica da
leishmaniose visceral canina em 50% dos animais tratados com AM encapsulado em
lipossomas e alopurinol (Silva et al., 2012). Pelo fato da LV mostrar-se semelhante nos
cdes e no homem, € promissora esta mesma estratégia nos humanos.

Na evolugdo do emprego de lipossomas como carreadores de farmacos, algumas
alteracdes foram realizadas na estrutura basica destes, possibilitando maior aplicagao
terapéutica. Na década de 1990, autores relataram que ao incorporar, na membrana das
vesiculas lipossomais, polimeros hidrofilicos sintéticos com cabeca polar constituida de
etileno glicol (PEG), os lipossomas permaneciam por mais tempo na circulacdo. Essa
nova classe de lipossomas foi chamada, entdo, de lipossomas peguilados, furtivos ou
estabilizados estericamente (Klibanov et al. 1990; Allen & Hansen, 1991; Woodle &
Lasic, 1992).

A modificacio quimica da superficie das vesiculas lipossomais com a
incorpora¢do do PEG proporciona: reducdo do nivel de opsonizagdo dos lipossomas;
reducgdo da velocidade de captagdo pelos macrofagos dos 6rgaos do SMF (figado, bago,
medula 6ssea); circulagdo prolongada no plasma sanguineo; acimulo preferencial em
sitios de inflamacdo/infec¢do pelo fato destes sitios apresentarem uma permeabilidade
vascular aumentada (Frézard et al. 2005; Tyagi & Ghosh, 2011).

Azevedo e colaboradores (2014), demonstraram pela primeira vez que os
lipossomas peguilados contendo AM sdo mais eficazes do que os lipossomas
convencionais para o tratamento de LV experimental. Também foi demonstrada uma
nova estratégia de tratamento que se baseia na utilizagdo de uma formulacido mista de

lipossomas peguilados e convencionais contendo AM.
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2. Justificativa

A leishmaniose visceral € classificada como doenca negligenciada pela OMS, e
ocupa um lugar de destaque entre doencas parasitarias. Houve um significativo aumento
do nimero de novos casos da doenca ao longo dos dltimos anos, além de expressiva
expansdo geogrifica no mundo, transformando-se em grande problema de satide publica
em varios paises. Isso torna importante o desenvolvimento de pesquisas e de novas

estratégias que possam contribuir para o controle da doenga.

A principal medida de controle de todas as formas de leishmanioses no homem
continua sendo o tratamento. Novos compostos vém sendo estudados para suprir a
caréncia de opcdes terapéuticas e aperfeicoar tratamentos ji realizados. A eficicia e

baixa toxicidade sdao fundamentais na busca desses novos tratamentos.

O uso de lipossomas no tratamento da L'V permite que as drogas atinjam com
eficiéncia e homogeneidade os 6rgdos e locais onde ha maior densidade parasitaria no
corpo. Além do direcionamento para os 6rgaos alvos e o aumento de eficicia, o uso de
formulacdes lipossomais permite doses terapéuticas menores que as convencionais €
toxicidade reduzida, assim como menor risco de selecdo de parasitos resistentes aos
farmacos utilizados, um dos principais problemas relacionados a terapéutica

convencional da LV.

Além disso, até onde vai nosso conhecimento, a literatura nao apresenta relatos
sobre eficicia de miltefosina em formulacdo lipossomal de agdo prolongada, nem da
associacdo de formulacdes lipossomais de acdo prolongada contendo miltefosina e AM

para o tratamento da LV.
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3. Objetivo Geral

Preparar, caracterizar e avaliar a eficdcia, em modelo in vitro, de formulacdes

lipossomais de acdo prolongada contendo miltefosina e antimoniato de meglumina para

tratamento da leishmaniose visceral.

3.1.0bjetivos especificos

Estabelecer rotina de cultivo e manutencdo de Leishmania infantum da cepa
MHOM/BR/1967/BH46 no Departamento de Parasitologia do Instituto de

Ciéncias Biomédicas da Universidade Federal de Uberlandia.

Preparar e caracterizar formulacdo lipossomal de ac¢do prolongada contendo
miltefosina.

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

Avaliar a citotoxicidade e eficicia dessas formulacdes, in vitro, sobre
Leishmania infantum.

Comparar a eficicia dessas formulacdes contra Leishmania infantum, in vitro,
com a do antimoniato de meglumina encapsulado em formulagdo lipossomal

convencional.
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4. Material e Métodos

4.1.Parasitos

Para a realizacdo dos experimentos foi utilizada a cepa de referéncia da
Organizacdo Mundial de Sadde: Leishmania (L.) infantum (MHOM/BR/1967/BH46),
gentilmente cedida pela professora Maria Norma Melo, chefe do Laboratério de
Biologia de Leishmania (Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de
Minas Gerais - ICB/UFMG). Os parasitos foram mantidos em cultura no Laboratério de
Bioensaios em Leishmania do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade

Federal de Uberlandia - ICBIM/UFU.

4.2.Animais

Foram utilizados camundongos BALB/c machos de 6 a 8 semanas de idade,
provenientes do Centro de Bioterismo e Experimentacio Animal - CBEA/UFU e
hamsters (Mesocricetus auratus) machos de 6 a 8 semanas de idade provenientes do
Biotério do Departamento de Parasitologia do ICB/UFMG. Os animais foram mantidos
no CBEA/UFU, sobre condicdes adequadas de manejo, de acordo com as
recomendacdes do Colégio Brasileiro de Medicina Veterindria, Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal - COBEA, e Principles of Laboratory Animal Care —
NIH/EUA.

Este trabalho foi submetido e aprovado pelo CEUA/UFU (069/13) (ANEXO 1).

4.3.Isolamento e Manutencao 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 (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 Bioldgica de
Oxigénio) a 24+1°C em garrafas plésticas de cultura celular de 25cm? (Sarsted AG &

Co., Alemanha). Subculturas (repiques) foram realizados a cada cinco dias.

Com o objetivo de preservar os fatores de viruléncia do parasito e padronizar os
experimentos, foram utilizados parasitos até a sexta passagem em meio de cultura.
Quando necessério 1x107 promastigotas em fase estaciondria de crescimento foram

inoculados por via intraperitoneal em hamsters para posterior isolamento. Dois meses
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apo6s a infecgdo, os animais foram eutanasiados, o baco foi retirado de forma asséptica,
homogeneizado em ImL de meio a-MEM completo e o conteido transferido para um
tubo de ensaio estéril contendo 2mL meio bifasico NNN (Novy, MacNeal, Nicolle) e
mantidos a 24+1°C em BOD. A cada 10 dias uma aliquota (10uL) da cultura foi
analisada por microscopia Otica para verificacdo da presenca de parasitos vidveis.
Confirmado o isolamento, os parasitos eram transferidos para garrafas contendo meio o-
MEM completo e a cultura era expandida conforme a necessidade dos experimentos ou

criopreservada no criobanco do Laboratério de Bioensaios em Leishmania.

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

A avaliagdo do desenvolvimento e multiplicagdo das formas promastigotas de L.
infantum em meio de cultura foi realizada através da curva de crescimento. Para
realizacdo da contagem, as promastigotas foram diluidas em uma solucao de ISOTON
(4&cido citrico 0,05 M, NaCl 0,12 M, formaldeido 0,5 % v/v, pH 7.2) e entdo aplicadas
em camara hemocitométrica (camara de Neubauer). A contagem das promastigotas foi
feita em microscopio Optico com aumento de 400 vezes. A média aritmética dos quatro
quadrantes para contagem de células era obtida e multiplicada pelo inverso da diluicao
em ISOTON e novamente multiplicada por 10000, o fator de correcdo da camara, para a
obten¢do do numero de parasitos por mililitro de cultura. A contagem foi realizada por

10 dias consecutivos, sempre no mesmo horario.
4.5.Preparo das formulacoes

4.5.1. Antimoniato de meglumina

A sintese 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 foi caracterizado
quimicamente como antimoniato de meglumina e o teor de Sb (28% m/m) determinado
por espectroscopia de absor¢do atdbmica com forno de grafite (AA600, Perkin Elmer,

EUA) no Laboratério de Biofisica dos Sistemas Nanoestruturados — LabNano/UFMG.

4.5.2. Lipossomas convencionais contendo AM

A producdo e caracterizacdo das formulagdes lipossomais foi realizada em

colaborag@o com o LabNano/UFMG, sob a supervisao do professor Frederic Frézard.

14



A metodologia para a obtencdo do AM encapsulado em lipossomas
convencionais (LAM) estd padronizada e tem sido utilizada rotineiramente pelo nosso
grupo de pesquisa (Schettini et al. 2006; Ribeiro et al. 2008; da Silva et al. 2012).
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 concentracdo final de lipideo de 55g/L. Foi adicionada a suspensdo de SUV
sacarose na relacdo de 3g de acticar por g de lipideo, como criopreservante. Em seguida,
foram congelados e liofilizados 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). Esta mistura permaneceu incubada a 55°C durante 30min, e foi
adicionada solucdo salina tamponada (PBS: NaCl 150mM, fosfatos mono e dissodico
10mM, pH 7.2), em volume igual ao utilizado de solucio de AM. Ocorreu nova
incubacdo por 30min a 55°C. O AM encapsulado em lipossomas foi separado daquele
ndo encapsulado por centrifugacdo 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 e ressuspendido com solucdo salina estéril. Aliquotas da suspensdo
final foram utilizadas para determinacdo do didmetro hidrodindmico médio das
vesiculas, indice de polidisper¢cdo 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 atdmica com forno de grafite (AA600,

Perkin Elmer, EUA) (Schettini et al., 2006).

O mesmo procedimento foi realizado para o preparo dos lipossomas vazios

(Lemp), utilizando-se PBS para reidratar as vesiculas, ao invés de AM.

4.5.3. Lipossomas peguilados contendo miltefosina (HePC-PEG)

Para o preparo das formulacdes lipossomais de circulacdo prolongada contendo
miltefosina foi utilizada a metodologia de “Desidratacdo e reidratagdo de vesiculas” ou
DRV (Deydration Rehydration vesicles) com modificacdes (Frezard et al., 2012;
Azevedo et al., 2014), utilizando os seguintes lipideos: miltefosina (HePC) (Sigma
Aldrich Inc., EUA), CHOL, dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) (Sigma Aldrich Inc.,
EUA), diestearoilfosfatidiletanolamina-polietilenoglicol 2000 (DSPE-PEG2000)
(Avanti Polar Lipids, EUA) e DCP.

15



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 concentracao final de lipideos de 55g/L.
Inicialmente foi formado o “filme lipidico” solubilizando os lipidios em cloroférmio
(CHzCl)/formaldeido (CH20) em rotaevaporador com vacuo, a temperatura de 65°C por
60 minutos, para a completa evaporacdo dos solventes. Este processo gerou fino filme
lipidico composto por vesiculas multilamelares (MLVs - Multilamellar vesicles), que
foi hidratado com dgua Milli-Q® a 65°C por 60 minutos. A suspensio foi submetida a
extrusio em membrana de policarbonato (100nm) para obtengcdo 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 solu¢do de PBS aquecido a 65°C, e submetido a
nova extrusdo (200nm). A suspensdo foi centrifugada (25000 x g, 60 min, 4°C) e o
sobrenadante descartado. O pellet ressuspendido em PBS estéril e a suspensdo

resultante armazenada a 4°C até o momento do uso.

Aliquotas da suspensao final foram utilizadas para determinagdo das principais
caracteristicas (diametro hidrodinadmico, indice de polidispersdo e potencial zeta) da

amostra por meio de espectroscopia de correlacdo de fétons (Zetasizer Nano ZS90).

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

As vesiculas HePC-PEG foram preparadas utilizando os mesmos lipidos e razao
molar descritos acima. A suspensdo de SUVs (concentracdo lipidica de 55g/L) foi
submetida a extrusdao (100 nm) a 65°C seguido de adi¢do de solugdo aquosa de AM
(Sb>* a 32g/L), congelamento e liofilizacdo por 72h. O liofilizado foi reidratado com
PBS e a suspensdo submetida a extrusdo (200 nm) e duas centrifugacdes (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 correlacao de fétons, a
eficiéncia de encapsulacdo do Sb foi determinada por espectroscopia de absor¢do

atomica com forno de grafite (AA600;. PerkinElmer, Inc., EUA).
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4.5.5. Deteccao de HePC nas formulacoes peguiladas por cromatografia em
camada delgada e cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase

reversa

Para confirmar a incorpora¢do da miltefosina nas formulag¢des lipossomais foi
realizado andlise por cromatografia em camada delgada (CCD), de acordo com

metodologia de Kaufmann-Kolle et al. (1994), com modifica¢des.

Inicialmente os constituintes das vesiculas lipossomais peguiladas - HePC,
DPPC, CHOL, DCP e DSPE-PEG 2000 — foram solubilizados em mistura de
cloroférmio (CHCI3)/metanol (CH3OH) (1:1 v/v) em volume correspondente a
concentracdo utilizada para o preparo das formulacdes. A seguir, 5 uL. de cada amostra
solubilizada e das formulacdes 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 formulacOes foram
centrifugadas (10.000 x g, 2 minutos) (Centrifuga HERMLE 2323 K, HERMLE

LaborThecnik, Alemanha) e 5 uLL do sobrenadante foi aplicado na cromatoplaca.

Foi utilizado como fase mdével mistura de CHCls/ CH3zOH/trietilamina/H,O
(30:35:34:8 por volume), e a revelagdo foi feita com solucdo de CuSO4 (10% p/v) em
H3PO4 (8% v/v) seguido de aquecimento a 180°C.

N

Além da andlise por CCD, os lipideos foram submetidos a andlise por
cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa (CLAE — FR). Os lipideos e a
HePC, foram solubilizados em metanol grau CLAE (Tedia Company Inc., EUA) na
concentracdo correspondente a utilizada para o preparo das formulagdes. Para registro
dos perfis cromatograficos utilizou-se coluna Discovery® BIO Wide Pore C5 HPLC
Column (particulas de 5 um, 150 x 0.32 mm d.i.) (Sigma-Aldrich Inc., EUA) acoplada a
um aparelho de CLAE (Shimadzu LC-20AT, Shimadzu Scientific Instruments, Japao),
nas seguintes condigdes: deteccdo no UVzisnm, mistura de CH3OH/H20 (80:20) como

fase mével em fluxo de ImL/min, e forno da coluna a temperatura constante de 35°C.

4.5.6. Ensaio de liberacao de Sb das formulacoes lipossomais a 37°C

Com o objetivo de avaliar a taxa de liberacdo de Sb das vesiculas para o meio
aquoso da suspensido, as formulagdes de HePC-PEG/AM e LAM foram mantidas em

estufa a 37°C e aliquotas foram retiradas para determinagdo da taxa de encapsulacdo de
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Sb nos tempos 0, 1h, 5h, 24h e 7 dias, utilizando espectroscopia de absor¢ao atdbmica em

forno de grafite (AA600, Perkin Elmer, EUA).

4.5.7. Ensaio piloto de toxicidade, in vitro, da miltefosina em formulacoes

lipossomais peguiladas

Com o objetivo de avaliar a toxicidade das formulagdes peguiladas,
camundongos Swiss, machos, 8 semanas de idade, foram tratados, por via
intraperitoneal, de acordo com os seguinte grupo: (i) miltefosina - dose equivalente a
40mg/kg; (ii) HePC-PEG - dose equivalente a 40mg/kg de miltefosina (presente na
formulacdo); e (iii) HePC-PEG/AM - dose equivalente a 40mg/kg de miltefosina
(presente na formulacdo). Nos tempos zero, 4h, 8h, 12h e 24h apds o tratamento, os
animais (n=2 por tempo, de cada um dos grupos) foram anestesiados com associacdo de
quetamina e xilazina para coleta de ImL de sangue e, apds as coletas, foram
eutanasiados. O sangue foi transferido para um tubo de microcentrifuga com heparina,
homogeneizado, e centrifugado a 3000 x g por 10 minutos para separacdo do plasma,

que foi congelado a -20°C até o momento das anélises.

As aliquotas de plasma foram encaminhadas ao Laboratério de Patologia das
Leishmanioses (LPL-UFMG), coordenado pelo professor Wagner Luiz Tafuri, para a
realizacdo dos seguintes exames, em um analisador bioquimico semiautomdtico
(Labquest, Labtest Diagndstica S.A., Brasil): avaliacio da funcdo renal, pela
determinagcdo dos niveis séricos de uréia e creatinina; para a avaliacdo da func¢do
hepatica, pela determinagdo dos niveis de transaminase piruvica (TGP) e transaminase

oxalacética (TGO), importantes marcadores de toxicidade aguda.
4.6.Estudo da atividade leishmanicida in vitro.

4.6.1. Eficacia in vitro das formulacées sobre a viabilidade das formas

promastigotas de Leishmania infantum

A concentracdo inibidora (Clsp) das formulacOes 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/pogos)
foram semeadas em placas de 96 pocos (Sarsted AG & Co., Alemanha) em meio
completo de RPMI 1640 (meio RPMI1640 (Sigma Aldrich Inc., EUA) suplementado
com 10% de soro fetal bovino, 2mM L-glutamina, 100Upg/mL de penicilina e
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100pug/mL de estreptomicina e incubadas a 26°C com uma atmosfera de 5% de CO»
(CO2 Incubator MCO-19IAUV-PA, Panasonic Corp., Japao). As formulacdes 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 concentracdes
de 160ug/mL até 2,5ug/mL, baseado na concentragdo de HePC nas formulagdes. A
formulacao LAM foi diluida no volume correspondente a mesma concentracao de Sb da
formulacio HePC-PEG/AM. A formulacdo Lemp foi diluida no mesmo volume
determinado para as formula¢des peguiladas, e o AM livre foi testado de 400ug/mL a
12,5ug/mL. Todos os compostos foram testados em triplicata para cada concentragao.
Parasitos nao tratados foram utilizados para comparagdo viabilidade. As formulacdes
foram entdo incubadas durante 24 h, 48h e 72h. Apds incubagdo foi adicionado uma
solucdo de resazurina a 10% v/v (0,15mg/mL em PBS) (Sigma-Aldrich Inc., EUA) nos
pocos e as placas foram incubadas durante 4h a 26°C com uma atmosfera de 5% de
COs. 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 célculo da viabilidade celular.

4.6.2. Estudo da citotoxicidade in vitro

O ensaio de citotoxicidade foi realizado com macréfagos peritoneais de
camundongos BALB/c. Os macréfagos foram elicitados com injecdo intraperitoneal de
2mL de tioglicolato 3% (Sigma-Aldrich Inc., EUA) para indu¢do de uma resposta
inflamatoria. Apds trés dias, os camundongos foram eutanasiados por deslocamento
cervical e foi obtido o lavado da cavidade peritoneal com duas injecdes de SmL de meio
RPMI 1640 e posterior recuperacdo do fluido (Zhang et al. 2008). O lavado foi
centrifugado a 3000 rpm 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. As células foram quantificadas em
camara hemocitométrica com o auxilio do corante vital azul de Tripan (Sigma-Aldrich,
EUA) a 0,4% plv.

Apenas as células vidveis foram consideradas para célculo do in6culo. O ndimero
de células/mL da amostra foi estimado como a média aritmética de duas contagens dos
quatro quadrantes da camara, multiplicado pelo inverso da diluicdo da amostra e por

104,
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Ap6s a quantificagdo os macréfagos foram incubados em placa de 96 pogos,
com a concentracdo 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 os pogos lavados trés vezes com meio RPMI 1640, para remover

possiveis células que ndo aderiram a placa (Tempone et al. 2004).

Os macréfagos foram expostos as formulagdes diluidas nas concentragdes de
160ug/mL até 2,5ug/mL para miltefosina, HePC-PEG, HePC-PEG/AM (160-2,5ug/mL
correspondente a concentracdo de miltefosina nas formulagdes), LAM e Lemp (mesmo
volume calculado para miltefosina), e 400pug/mL a 12,5ug/mL para o AM livre em meio
RPMI 1640 completo. Como controles do experimento, foram utilizados macréfagos
incubados somente na presenga de RPMI 1640 completo. As culturas de macréfagos
permaneceram expostas as formulacdes durante 24, 48 e 72 horas (37°C, 5% de CO»).

A citotoxicidade das formulacdes foi avaliada através do método colorimétrico MTT
(3(4,5-demetiltiazol-2-il]-2,5- difenil tetrazolium) que interagiu somente com as células
vidveis presentes no meio de cultura. A seguir as placas foram incubadas (37°C, 5% de
COa., 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.

A concentracado citotoxica (CCso) foi aquela que gerou reduciao de 50% no valor da
densidade 6tica nos ensaios de MTT em relacio ao controle (macréfagos incubados com
RPMI 1640 completo, considerado 100% de viabilidade), calculada por analise de

regressao a partir dos dados obtidos em cada experimento.

4.6.3. Ensaios de eficicia contra amastigotas intracelurares de Leishmania

infantum

Culturas de promastigotas de L. infantum, em fase estaciondria de crescimento
foram ressuspendidas em meio RPMI 1640 completo, com a concentracdo ajustada para
5x107 células/mL. Os parasitos (5x10%poco) foram colocados para interagir com
macréfagos murinos, previamente incubados (37°C, 5% de CO-, 4 horas), em placas de
24 pocos (Sarsted AG & Co., Alemanha), contendo uma laminula estéril, com 13mm de

didmetro, em formato circular na propor¢dao de 10 promastigotas/macrofago/pogo. As
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placas foram novamente incubadas por 4 horas (37°C, 5% de CO-) e os pocos lavados
com meio RPMI 1640 completo, aquecido a 37°C, para remocao de promastigotas nao

fagocitadas e células ndo aderidas (Eslami & Tanner, 1994).

As formulagdes foram diluidas em meio RPMI 1640 completo, em concentracao
baseada nos valores de Clsp e CCso, determinados previamente. Os macréfagos
infectados foram entdo incubados por 24, 48 e 72 horas (37°C, 5% de COz). Como
controles do experimento macréfagos infectados foram incubados somente com meio, e
macréfagos ndo infectados com as drogas. Em seguida, as laminulas foram retiradas dos
pocos, coradas por Pandtico rapido (Laborclin®), montadas em laminas com o auxilio
de Bélsamo do Canada (Vetec®), e analisadas em microscopio 6tico com objetiva de

imersao.

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

de infec¢@o do controle sem as drogas (100% de infec¢do).
5. Andlise 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) e
Origin®Pro 8.5 (OriginLab Corp., EUA).

As varidveis avaliadas neste estudo apresentaram distribuicdo amostral do tipo
normal, verificada pelo teste de Kolmogorov-Smirnov, e, portanto, foram aplicados

testes paramétricos para identificar diferencas estatisticas entre elas.

Para calcular os valores de Clsp e CCso, foram feitas regressdes nao lineares das
médias dos valores encontrados para cada concentracdo em, pelo menos, trés

experimentos independentes em triplicata.

Nos ensaios de eficicia das formulagdes contra amastigotas intracelulares foram
procuradas diferencas entre as formulagdes, nos diferentes tempos avaliados, utilizando
o teste de andlise de variancias (Two-way ANOVA), seguido do teste de Tuckey como

pOs-teste, para localizar diferencas estatisticas entre um grupo e outro.
No ensaio de cinética de libera¢do de Sb foi realizado o teste T de student para
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localizar diferencas entre os grupos HePC-PEG/AM e LAM em cada tempo.

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

6.1.Curva de crescimento de Leishmania infantum

A avaliacdo do perfil de crescimento das formas promastigotas de L. infantum

utilizadas nos experimentos foi realizada a partir da construcio da curva de crescimento

dos parasitos. Apés o descongelamento de uma aliquota (1x10°® promastigotas/mL)

criopreservada em de meio a-MEM completo foi realizada a contagem dos parasitos a

cada 24h para a construcdo da curva, durante 15 dias, conforme metodologia

previamente descrita. A figura 4 mostra a curva de crescimento da cepa

MHOM/BR/1967/BH46.Nos testes de eficidcia contra amastigotas intracelulares foi

utilizada cultura na fase estaciondria, rica em formas promastigotas metaciclicas, para a

infeccdo dos macréfagos peritoneais. Para os estudos de atividade em promastigotas

foram utilizados parasitos em fase exponencial de crescimento.

5.5x107

4.5x107

3.5x107

2.5x107

Promastigotas/mL

1.5x107

5.0x10°

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

Figura: 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 padrdao de trés contagens didrias. As setas
indicam o inicio das fases exponencial (8° dia), estaciondria inicial (11° dia) e
estacionadria tardia (14° dia)
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6.2.Caracterizacao dos lipossomas

Aliquotas da suspensdo de lipossomas foram utilizadas para determinar as
principais caracteristicas das amostras por meio de espectroscopia de correlagdo de

fétons, como mostram as figuras 4 e 5.
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Figura 4 - Imagem representativa da caracterizac@o por espectroscopia de correlacio de
fotons de um lote da formulacdo lipossomal peguilada contendo miltefosina (HePC-
PEG). O grafico mostra o didmetro hidrodinamico médio das vesiculas (Z-average size)
e o indice de polidispersao da formulacao (PDI)
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Figura 5 - Imagem representativa da caracterizagc@o por espectroscopia de correlacio de
fétons de um lote da formulacdo lipossomal peguilada contendo miltefosina (HePC-
PEG). O gréfico mostra o potencial zeta da formulacio (Zeta potential)

A tabela 1 mostra a média dos resultados obtidos na caracterizagdo de quatro
lotes produzidos das formulagdes lipossomais em relacdo ao didmetro hidrodinamico,
indice de polidispersao, potencial zeta e taxa de encapsulacdo de Sb no momento do uso
nos testes in vitro. HePC-PEG apresentou didmetro hidrodinamico médio igual a 171, 9
nm, indice de polidispersdo 0,079 e potencial zeta -63,5mV. A formulacio HePC-PEG
apresentou diametro hidrodindmico médio igual a 166,4 nm, indice de polidispersao
0,053 e potencial zeta -64,6mV. LAM apresentou didmetro hidrodindmico médio igual
a 172,9 nm, indice de polidispersao 0,154 e potencial zeta -69,7mV. A formulagdo
Lemp apresentou didmetro hidrodindmico médio igual a 159, 9 nm, indice de
polidispersao 0,076 e potencial zeta -64,9mV. A taxa de encapsulacdo de Sb para LAM
e HePC-PEG/AM foi de 22,5% e 25%, respectivamente.
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Tabela 1 — Caracterizacdo das formulacdes de lipossomas peguilados contendo
miltefosina (HePC-PEG), lipossomas peguilados contendo miltefosina e antimoniato de
meglumina (HePC-PEG/AM), antimoniato de meglumina encasulado em lipossomas
convencionais (LAM) e lipossomas vazios (Lemp) quanto ao didmetro hidrodindmico
médio das vesiculas, indice de polidispersdo, potencial Zeta e taxa de encapsulacido de
Sb

Caracterizacao dos lipossomas*

Diametro £ . Taxa de
hidrodindmico Indice de Potencial encapsulacdo de
(nm) Polidispersao (IP) Zeta (mV) Sb (%)
HePC-PEG 171,9 £ 34,6 0,079 £0,052 -63,5+ 16,1 NA“
HePC-PEG/AM 1664 +26,4 0,053 £0,036 -64,6+ 15,1 25+2,0
LAM 172,9 £ 29,9 0,154 £0,081  -69,7+5,7 22,5+39
Lemp 1599 £ 61,8 0,076 £ 0,027 -64,9+ 5.2 NA“

* resultados representativos da média dos valores obtidos nas andlises de quatro lotes
produzidos de forma independente
4 Ndo se aplica

6.3.Incorporacao de HePC nas formulacoes

A figura 7 é representativa dos perfis cromatograficos em CCD das formulacdes
peguiladas e de seus constituintes, utilizados como padrdo de comparagdo. O padrao de
manchas observado para HePC-PEG e HePC-PEG/AM foi semelhante e constante nos
testes realizados em todos os lotes produzidos. Os resultados sugerem, ainda, a presenca
de todos os constituintes na formulagdo e auséncia contaminantes. Além disso, ndo foi
evidenciada a presenca de HePC livre na fase aquosa da suspensdo, sugerindo que nao

houve liberacdo da droga das vesiculas lipossomais.

Entretanto, nas condi¢des cromatograficas do ensaio HePC e DPPC
apresentaram fatores de retencio (Rf - razdo entre a distincia percorrida pela amostra e
distancia percorrida pela fase moével) muito semelhantes, ndo permitindo sua

visualizagcao separadamente no perfil cromatografico das formulacdes.

Da mesma forma que nas andlises por CCD, ndo foi possivel diferenciar estes
dois constituintes da formula¢do por CLAE-FR, pois apresentaram mesmo tempo de

retengdo e perfil cromatografico semelhante (Figura 7) nas condi¢des do ensaio.
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Figura 6 — Perfil cromatogrifico da formulacdo lipossomal de circulacdo prolongada
contendo miltefosina (HePC-PEG) e dos seus constituintes. 1) DCP; 2) DSPE-PEG
2000; 3) HePC; 4) DPPC; 5) CHOL; 6) Fase aquosa da formulacdo de HePC-PEG; 7)
HePC-PEG. Fase estaciondria: Silica Gel 60; Fase movel:
CHCI3/CH3OH/trietilamina/H>O (30:35:34:8 v/v); Revelador: CuSOs (10% p/v) em
H3PO4 (8% v/v)
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Figura 7 — Cromatogramas obtidos por CLAE-FR utilizando coluna CS5 (particulas de 5
um, 150 x 0.32 mm d.i.), detec¢do no UV2isnm, fase mével CH30OH:H>O (80:20); fluxo
de 1mL/min, a 35°C. (A) miltefosina (HePC) e (B) DPPC
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6.4.Cinética de liberacao de Sb a 37°C

Os resultados da cinética de liberagdo do Sb a 37°C durante 24h estdo

demonstrados na figura 8.
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Figura 8 - Cinética de libera¢do do Sb encapsulado em lipossomas convencionais (LMA)
(0) - taxa de encapsulagdo de Sb = 22,5% - e lipossomas peguilados contendo miltefosina
(HePC-PEG/AM) (®) - taxa de encapsulacdo de Sb = 28,5% - durante 24 horas a 37°C.
Percentual de encapsulacdo de Sb nas formula¢des determinado por espectroscopia de
absorcdo atomica em forno de grafite, nos tempos 0, 30 minutos, 1h, Sh e 24h apés o
preparo. Resultados representados como média e desvio padrio de trés ensaios
independentes realizados em triplicata. ** (p<0,01) ; *** (p<0,001), Teste T ndo pareado

No ensaio observou-se um maior percentual de liberacdo de Sb para meio
aquoso na formulacdo LAM em relacio a HePC-PEG/AM, em todos os tempos
avaliados. A partir do tempo 1h até 24h, esta diferenca de liberacdo foi
significativamente menor na HePC-PEG/AM. Apd6s uma semana (168h), nas mesmas
condi¢Oes, a taxa média do Sb encapsulado nas vesiculas foi de 32,4% para LAM e
24,4% para o HePC-PEG/AM em relacdo ao tempo 0 (100% de Sb encapsulado), ndo

havendo diferencas significativas entre estes valores.
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6.5.Ensaio piloto de toxicidade, in vivo, da miltefosina em formulacoes

lipossomais peguiladas

Os resultados do ensaio piloto de toxicidade das formulagdes lipossomais

peguiladas para camundongos Swiss estdo demonstrados na figura 9
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Figura 9 - Niveis séricos de transaminase pirdvica (TGP), transaminase oxalacética (TGO), uréria
e creatinina de camundogos Swiss, apds aplicagao intraperitoneal das formulagdes peguiladas de
contendo miltefosina (HePC-PEG) e antimoniato de meglumina (HePC-PEG/AM). ( @)
miltefosina - 40mg/kg; (O) HePC-PEG - 40mg/kg de miltefosina; ( ) HePC-PEG/AM -
40mg/kg de miltefosina. Figura representativa da média de 2 amostras por grupo em cada tempo

Os resultados de avaliacdo das transaminases sdo sugestivos de toxicidade
hepdtica aguda e transitoria. De maneira geral, nos grupos tratados com as formulagdes
peguiladas e com miltefosina livre, os niveis séricos elevados das enzimas hepéticas

TGP e TGO, foram semelhantes durante todo o ensaio. Inicialmente apresentaram
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aumento transitério nas primeiras 8 horas do ensaio, reducdo no tempo 12h, e

mantiveram-se estaveis até o tempo 24h.

Entretanto, os niveis de TGO foram, em média, mais elevados nos animais
tratados com miltefosina que os obtidos no plasma dos camundongos tratados com
HePC-PEG e HePC-PEG/AM, durante as 24h do ensaio. Nos tempos 8h, 12h e 24h, os
valores de TGO nos camundongos tratados com miltefosina foram cerca de 1.4, 1.7 e
2.1 vezes maior que os obtidos para as formulacoes HePC-PEG e HePC-PEG/AM.A
avaliacdo da func¢ao renal foi determinada pela mensuragao dos niveis séricos de e ureia
e creatinina. Ambas as formulacdes HePC-PEG, HePC-PEG/AM e a miltefosina
apresentaram valores médios semelhantes em todos os tempos analisados para
creatinina. HePC-PEG/AM apresentou um discreto aumento nas primeiras 12h nos
niveis de ureia permanecendo assim até o tempo 24h. Entretanto, no final do ensaio, os

niveis séricos de ureia foram semelhantes para miltefosina e as formulagdes peguiladas.

6.6.Citotoxicidade em macroéfagos murinos e atividade anti-promastigota

A tabela 2 mostra os valores da concentragdo citotoxica para 50% dos
macrofagos peritoneais de camundongos BALB/c (CCsp) na presenca das formulacoes e
o valor da concentracdo capaz de reduzir em 50% o nimero de formas promastigotas de
Leishmania infantum (ICso).As formulacoes HePC-PEG (92,49 ug/mL) e HePC-
PEG/AM (103,09 pg/mL) mostraram CCso maiores que a miltefosina (41,49ug/mL),
sugerindo menor toxicidade celular das drogas lipossomais em relagdo a sua forma

livre.

Apesar da baixa toxicidade, o poder leishmanicida das formulagdes ndo foi
alterado. Com Clso iguais a 33,19ug/mL para HePC-PEG, 33,05 pug/mL para HePC-
PEG/AM e 33,95 pg/mL para LAM, enquanto para miltefosina livre o ICso teve o valor
de 49,59 ng/mL.

ICso do AM nao foi determinado pois a forma pentavalente apresenta pouca
toxicidade para formas promastigotas. E necessdria uma conversdo para forma mais
téxica, a trivalente, no local de a¢do, ou seja, no interior de macréfagos (Goodwin &

Page, 1943).
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Tabela 2 — Valores de CCs¢® determinados para macrofagos peritoneais de
camundongos BALB/c e valores de Clso® determinados para formas promastigotas de
Leishmania infantum ap6s incubacdo por 72 horas com formulagdes testadas

CCso Clso

pg/mL
Miltefosina 41,59 49,59
HePC-PEG 92,49 33,19
HePC-PEG/AM 103,09 33,05
AM 71,25 ND¢
LAM 69,21 33,95
Vazio 66,28 19,37

* CCso — concentragao citotdxica capaz de gerar reducdo de 50% no valor da densidade 6tica
nos ensaios de MTT, calculada por andlise de regressao ndo linear a partir dos dados obtidos em
trés ensaios independentes realizados em triplicata

b Clsp — concentragdo citotéxica capaz de gerar reducdo de 50% no valor da fluorescéncia nos
ensaios de rezasurina, calculada por andlise de regressdo ndo linear a partir dos dados obtidos
em trés ensaios independentes realizados em triplicata

“Ndo determinado

A figura 10 demonstra os graficos representativos das curvas construidas para

calcular os CCsg e Clso da miltefosina e HePC-PEG.

32



A 1004 [Mitelosinal o - B 1,04 (] L ]

MO

IC,,=49 59ug/ml
R'=0,99

CC_»41 58ug'ml
R'«099

Viabidade
-

Viabilidade L infanium (B+446)

1 T

Concentragdo (ug/mlL)

100 [HePC.PEG] ., 10 [FepcPeq) —
@
. A
80 4 T 08
o
. 5
Q & = 06+
b K
3 . 5
g CC,, =02 49ygmi . dof  1GIRNhgm
2 ¥ 3 R'=0,99 g —
L 8 '
>
§ 024
1 ]
> 0,0+
0 100 1 1}) \0.0
Concentragdo (ug/'mi Concentragdo (pg/mi)

Figura 10 - Viabilidade celular representada pelo CCsp correspondente a reducdo de
50% no valor da densidade otica nos ensaios de MTT, em amostras de macréfagos
peritoneais de camundongos BALB/C apds incubagdo por 72horas. Concentragdo
inibitéria representada pelo Clso, correspondente a reducdo de 50% da populacdo de
promastigotas de Leishmania infantum em ensaios com resazurina apos 72h de
incubagdo. CCsg para miltefosina (A), Clso para miltefosina (B) e CCso para HePC-PEG
(C), Clso para HePC-PEG (D). Figura representativa de trés experimentos independentes
em triplicata. Os valores de CCsp e Clso foram determinados por regressdo ndo linear
considerando 7°>0,95

6.7.Atividade anti-amastigota intracelular

Ap6s a determinacdo do CCso e Clso, a eficdcia in vitro das drogas foi avaliada
em modelo de amastigotas intracelulares. O indice terapéutico (IT), ou razdo entre
CCs0/Clso, foi escolhido para determinar as concentragdes utilizadas no ensaio. Como o
IT da miltefosina usada como farmaco leishmanicida referéncia foi menor que 2, foi

determinado de forma empirica a concentragdo a ser utilizada baseado em um IT de 10,
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levando em consideragdo a CCso determinada para a miltefosina no ensaio de 72h.
Baseado nisso, a concentragdo de miltefosina, HePC-PEG e HePC-PEG/AM utilizada
nos testes foi de 10 uM. No caso da LMA foi utilizado o mesmo volume calculado para
as formulagdes peguiladas. A figura 11 é representativa do efeito das drogas em

macréfagos peritoneais de camundongos BALB/c infectados com L. infantum.

Os dados demonstraram que HePC-PEG e HePC-PEG/AM em concentragdo de
10 uM apresentaram reducdo significativa das taxas de infec¢do dos macréfagos nos
trés tempos avaliados em relagdo ao grupo controle (p<0,05). J4 a miltefosina, na
mesma concentracdo, reduziu a taxa de infeccdo em relacdo ao controle de maneira
significativa nos tempos 24h e 72h (p<0,05). Nao houve diferenca entre as formulacdes

lipossomais e a miltefosina nos tempos avaliados.

O resultado mais expressivo foi obtido pelas formulacdes peguiladas HePC-
PEG, HePC-PEG/AM no tempo 72h, quando foram capazes de reduzir de forma
significativa as taxas de infeccdo de macréfagos em relacio ao controle, e aos
macréfagos tratados com AM, LAM e Lemp (p<0,001). No mesmo tempo, a
miltefosina foi capaz de reduzir de forma significativa a taxa de infec¢do dos

macréfagos em relag@o ao controle, Lemp e AM (p<0,001).

A formulagcdo LAM somente apresentou reducdo significativa da taxa da
infec¢do de macréfagos em relagdao ao controle no tempo 48h (p<0,05). J4 0 AM livre e
o Lemp ndo apresentaram reducdo significativa na taxa de infeccdo em nenhum dos

tempos avaliados em relacdo ao grupo controle.
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Figura 11 - Ensaio de eficdcia 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
macréfagos peritoneais de camundongos BALB/c. Macréfagos expostos a: (.

10uM de miltefosina em HePC-PEG;L_110uM de miltefosina em HePC-PEG/AM;
1 10uM de miltefosina livre; Il 16 pg/mL de AM emcapsulado em lipossomas
convencionais (LMA); [] Lipossomas vazios (Lemp) no mesmo volume do
LMA; Bl 150 pg/mL de AM; HE Macréfagos infectados sem exposi¢do a
drogas; Tempo de exposicdo as drogas: 24h (A); 48h (B) e 72h (C). Barras
representam média e desvio padrdo de trés experimentos independentes realizados
em triplicata para cada tempo. * p<0,05; ** (p,0,01); ***p<0,001; #p<0,05;

OOp<(),05, Two-way ANOVA, pés teste de Bonferroni
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As formulagdes HePC-PEG e HePC-PEG/AM, como sugere a figura 12, foram
capazes de promover redugdo na carga parasitiria sem alteragdo na morfologia dos

macréfagos.

24h 48h 72h

Controle

Tratamento
Miltefosina

Tratamento
HePC-PEG

Tratamento
HePC-PEG/AM

Figura 12 — Ensaio de eficdcia 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 macr6fagos peritoneais de camundongos
BALB/c. Controle =Macrdfagos infectados sem exposi¢cdo a drogas durante 24h (A); 48h (B) e
72h (C); macréfagos expostos a 10uM miltefosina durante 24h (D), 48h (E) ¢ 72h (F);
macréfagos expostos a 10uM de miltefosina em formulacg@o lipossomal HePC-PEG durante 24h
(G), 48h (H) e 72h (I); macréfagos expostos a 10uM de miltefosina em formulacio lipossomal
HePC-PEG/AM por 24h (J) 48h (K) e 72h (L). As sectas indicam as formas amastigotas
intracelulares. Figura representativa de trés experimentos independentes realizados em
triplicata. Barra = 80um; Aumento 1000X
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7. Discussao

Dentro das leishmanioses, a LV apresenta-se como a forma mais grave da
doenca. E o tratamento continua sendo a principal medida de controle de todas as
formas de leishmanioses no homem. Com o aumento de ndmero de casos de LV e a
resisténcia aos farmacos de primeira escolha, terapias alternativas estdo sendo estudadas

na busca de tratamentos mais rapidos e eficazes.

A partir da obten¢do da cepa Leishmania (L.) infatum (MHOM/BR/1967/BH46)
via colaboracdo com o Laboratério de Biologia de Leishmania (ICB/UFMG), foi
possivel iniciar o cultivo e a manuteng¢do do parasito no nosso laboratério, permitindo
assim a criagdo do Laboratério de Bioensaios em Leishmania do ICBIM/UFU. Para o
cultivo do parasito utilizou-se o meio quimicamente definido a-MEM. O meio a-MEM
¢ um meio que contém ribonucleosideos, deoxiribonucleosideos, sais minerais,
aminodcidos, vitaminas e bicarbonato de sodio, capaz de promover a multiplicacdo
uniforme, sem alteracOes quimicas ou morfoldgicas de Leishmania infantum (Kar et al.,
1990). Outro fator determinante para a escolha do meio foi que o a-MEM ndo causou

nenhuma interferéncia nos ensaios in vitro deste trabalho.

A partir da constru¢do da curva de crescimento, conseguimos criar um perfil de
desenvolvimento do nosso parasito. Foi possivel identificar as fases de crescimento
(fase log), fase estaciondria e fase de declinio do parasito (fase lag). Foi a partir da curva

que selecionamos o melhor momento para uso dos parasitos nos ensaios.

Além de possibilitar a realizacdo deste trabalho, o estabelecimento da rotina de
cultivo e manutencdo de L. infantum Laboratério de Bioensaios em Leishmania do
ICBIM/UFU permitiu que nosso grupo de pesquisas estabelecesse varias colaboracdes
com pesquisadores de outras instituicdes como UFMG, Universidade Federal de Ouro
Preto (UFOP), Fundagdo Ezequiel Dias (FUNED-MG), entre outros. Estas colaboracdes
sdo voltadas, principalmente, para testes de eficacia, in vitro e in vivo, de formulacdes e

extratos vegetais com potencial leishmanicida.

O tratamento ainda constitui a principal forma de controle das leishmanioses,
entretanto, o arsenal quimioterapéutico para esse controle é pequeno. Com o aumento da
incidéncia de parasitos resistentes aos medicamentos nas dreas endémicas, a elevada

toxicidade dos farmacos de primeira escolha e as desconfortdveis vias de administracao
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para os pacientes, se faz necessdrio o aprimoramento de técnicas de tratamento da

doenca (Farault-Gambarelli et al. 1997; Rojas et al. 2006; Sundar et al. 2001).

O elevado custo do tratamento é outro fator a ressaltar, por serem os
medicamentos importados e pela eventual necessidade de cuidados médicos
relacionados a administracdo do fairmaco e aos efeitos colaterais (Ministério da Satde,
2006). Tendo em vista essas dificuldades, pesquisas estdo sendo realizadas com a
finalidade de elaborar novas formulacdes que auxiliem no avango dos tratamentos ja
empregados.

O uso de lipossomas para o tratamento da LV ja vem sendo estudado desde
1977-1978, onde foi relatado pela primeira vez que encapsulados em lipossomas, 0s
antimoniais pentavalentes eram de 200 a 700 vezes mais eficazes que na forma livre,
quando testados em modelos experimentais (Frezdard et al. 2005).

Apesar dos excelentes resultados, até hoje, nenhuma composi¢do farmacéutica
associando lipossomas com antimoniais chegou a ser comercializada. Tal dificuldade
pode ser atribuida as dificuldades tecnoldgicas inerentes a obtengdo de formulagdo
estavel de compostos hidrossoliveis, como os antimoniais, encapsulados em lipossomas

(Frezard et al. 2005).

Em vista disto, modificagdes na composicdo dos lipossomas a fim de se
conseguir estruturas mais estaveis e associagdes com diferentes farmacos no tratamento
da LV ja foram relatadas (Frézard et al. 2000; Frézard et al. 2004; Frézard et al. 2005;
Schettini et al. 2005; Schettini et al. 2006; Ribeiro et al. 2008; da Silva et al. 2012).

Em recente estudo, autores demonstraram que tanto a reducdo do didmetro das
vesiculas quanto a incorporacdo de um lipidio peguilado em formulacdo de AM
encapsulado em lipossomas, contribuiram para prolongamento do tempo de circulagcdo
do farmaco na corrente sanguinea, melhor direcionamento para os 6rgdos alvo, como a
medula 6ssea, além de maior eficicia terapéutica, em modelo murino de LV (Azevedo

et al. 2014).

A modificacdo quimica da superficie das vesiculas dos lipossomas, com a
incorporagdo do PEG, proporciona: reducao do nivel de opsonizacdo dos lipossomas;
reducdo da velocidade de captacdo pelos macréfagos dos 6rgdos do sistema fagocitico

mononuclear (figado, baco, medula 6ssea); circulacao prolongada no plasma sanguineo;
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acumulo preferencial em sitios de inflamacdo/infeccdo pelo fato destes sitios

apresentarem uma permeabilidade vascular aumentada (Frézard et al. 2005).

A miltefosina ¢ uma alquilfosfocolina desenvolvida originalmente para o
tratamento do cancer. O firmaco vem sendo utilizado na India para o tratamento de
pacientes com LV refrataria ao tratamento convencional com antimoniais, apresentando
resultados bastante promissores. Atualmente desponta como a melhor alternativa para o
tratamento da LV, uma vez que o fairmaco pode ser administrado por via oral (Croft et

al. 2006; Sundar et al. 2006; Bhattacharya et al. 2007).

A acdo da miltefosina em espécies de Leishmania vem sendo estudada ha
aproximadamente 30 anos (Croft, 1987) e ja se mostrou efetiva contra formas
amastigotas e promastigotas de espécies envolvidas na LV (Sundar et al. 1998; Jha et al.
1999; Murray & Delph Etiene, 2000; Paris et al. 2004). Atualmente, a miltefosina &
aprovada para o uso contra a L'V na [ndia (2002), Alemanha (2004) e Colémbia (2005)
(Sundar et al. 2006; WHO, 2010).

A miltefosina apresenta efeitos adversos quando administrada oralmente, como
nefrotoxicidade, teratogenicidade e distirbios gastrintestinais como vOmitos e diarreias,
impedindo a absor¢do do medicamento (Sundar et al., 2002; Bhattacharya et al., 2007;
Soto & Toledo, 2007). Além disso, sua prolongada meia-vida favorece a selecdo de
parasitos resistentes, como ja demonstrado em estudo de fase IV na India (Sundar &
Chatterjee, 2006 Bhattacharya et al., 2007). A administragdo da miltefosina por via
endovenosa e em formulagdo lipossomal a deixariam menos toxica e garantiria que toda
droga fosse administrada/absorvida, com menos efeitos colaterais e menor chance de

desenvolver resisténcia.

Até onde vai nosso conhecimento ndao ha relatos na literatura sobre a eficicia e
toxicidade de formulagdes lipossomais peguiladas de miltefosina. Também ndao ha
relatos do preparo, caracterizacdo e eficdcia de formulacdo lipossomal peguilada

contendo dois farmacos leishmanicidas (miltefosina e AM).

Os promissores resultados obtidos nesse trabalho mostraram que as formulacdes
HePC-PEG e HePC-PEG/AM apresentaram tamanho reduzido, monodispersao e
estabilidade elétrica, caracteristicas fundamentais do ponto de vista farmacéutico, além

de significativa eficdcia leishmanicida.
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Um aspecto considerado importante no preparo da formulagdo foram as
extrusdes em membrana de policarbonato antes e depois da liofilizacdo, conferindo
uniformidade no tamanho hidrodindmico das vesiculas (Frézard et al., 2005; Azevedo et
al., 2014). Ambas as formulagdes apresentaram diametro hidrodindmico médico inferior
a 200nm caracteristica fundamental para garantir direcionamento aos 6rgaos alvo. Por
outro lado, esta caracteristica ndo foi observada quando do uso de acticar como

criopreservante para as formulacdes peguiladas (dados nao mostrados).

Além disso, o potencial zeta, definido como o potencial elétrico cinético em
sistemas coloidais, foi considerado estdvel nestas formulagdes. Gregoriadis (2007),
sugere que sistemas coloidais com portencial zeta maiores que +30mV ou -30mV sado
considerados eletricamente estdveis. Nossas formula¢des, HePC-PEG e HePC-PEG/AM

apresentaram, em média, potencial zeta -63,5mV e -64,6mV, respectivamente.

Outro resultado importante das nossas formulagdes foi o indice de polidispersao,
que fornece informacgdes sobre a homogeneidade da distribui¢io dos tamanhos das
vesiculas. Para todas as formulagdes o indice de polidispersdao foi baixo (< 0,3)

indicando a formagdo de sistemas monodispersos.

A metodologia empregada para o preparo das formulagdes peguiladas de HePC e
AM proporcionou reprodutibilidade e constancia das principais caracteristicas:
homogeneidade no tamanho, monodispersdo e estabilidade elétrica das vesiculas. Esta
reprodutibilidade e constancia no preparo é fundamental do ponto de vista

farmacotécnico, para a producdo em escala de um produto farmacéutico.

A eficiéncia de encapsulacdo de Sb pode variar dependendo da composi¢cdo da
vesicula lipidica, do didametro do lipossoma e de acordo com o método de preparacdo
dessas (Monnard et al. 1997). Segundo Frézard & Demicheli (2011), a eficiéncia de
encapsulacdo de Sb pode variar de 8 a 50%. Nossos lipossomas corroboram com esses
dados, pois apresentaram taxa de encapsulacdo média de 25% para HePC-PEG/AM e
22,5% para LAM. Uma vantagem esperada da formulacdo de HePC-PEG/AM sobre a
LAM seria, além de maior tempo de circulagdo, o efeito aditivo e/ou sinérgico dos dois

farmacos.

Para preparacdo da formulacdo LAM utilizou-se sacarose para obtengdo de
lipossomas de tamanho reduzido. A sacarose também influencia na velocidade de

liberagc@o de Sb para meio aquoso tornando-a mais acelerada. Esse fato explica a menor
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liberacdo de Sb da formulagao HePC-PEG/AM em relagdo a LAM nas primeiras 24h. A
maior liberagdo ocorre pelo aumento da pressdo osmoética do meio interno dos
lipossomas, devido a co-encapsulacdo da sacarose (Frezard et at. 2005). A partir dos
resultados obtidos com a metodologia de preparo das formulagdes peguiladas, foi
testado, com bons resultados, o uso das extrusdes ao invés da adi¢do de criopreservante
para no preparo das formulacdes de LAM. A partir dos resultados, esta metodologia tem

sido adotada na rotina do LabNano para o preparo do LAM (dados ndo mostrados).

Para detec¢do de HePC nas formulacdes foi realizado o ensaio de cromatografia
em camada delgada. As manchas observadas em ambas as formulacdes, HePC-PEG e
HePC-PEG/AM, foi constante para todos os lotes produzidos. Vale ressaltar que ndo foi
evidenciada a presenca de HePC livre na fase aquosa da suspensdo, resultado
importante, pois sugere que toda miltefosina foi incorporada a membrana da vesicula
lipossomal e estd disponivel na formulacdo. Tanto HePC quanto DPPC apresentaram Rf
muito semelhantes, nfdo permitindo a visualizagdo separadamente no perfil
cromatogrifico das formulacOes. Ensaios futuros utilizando CLAE acoplado a um
espectrometro de massas (Dorlo et al. 2008), ou cromatografia camada delgada de alta
eficiencia (HTPLC) para quantificar HePC nas formulacbes e em testes de

biodistribui¢do (Kaufmann-Kolle et al. 1994).

Kuhlencord e colaboradores (1992) fizeram teste de eficdcia de miltefosina no
tratamento de camundongos BALC/c infectados com Leishmania donovani e
Leishmania infatum. Eles usaram dosagem de 10 — 20mg/kg de miltefosina por dia, por
5 dias. Para o nosso ensaio piloto de toxicidade, in vivo, da miltefosina em formulacdes
lipossomais peguiladas, utilizamos dosagem de 40mg/kg de miltefosina, ou seja, 2-4
vezes mais. Nossos resultados corroboram com Dorlo e colaboradores (2012), pois
sugerem uma toxicidade hepdtica aguda e transitéria onde os niveis séricos das

transaminases estabilizam a partir de 24h ap6s a aplicacao da miltefosina.

Acreditamos que a toxicidade aguda das formulagdes serda reduzida apds a
determina¢do do protocolo terapéutico que utilizaremos em modelo murino de LV.
Primeiro porque as formula¢des induziram toxicidade transitéria igual, ou menos
intensa que a miltefosina livre (como no caso da TGO), em doses 2-4 vezes maiores que
as terapéuticas. Segundo, porque uma das maiores vantagens de drogas em sistemas

lipossomais peguilados é o beneficio da circulacdo prolongada, possibilitando uso de
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doses efetivas menores que as convencionais e/ou posologia com intervalos de tempo

maiores entre as aplicacdes.

Para determinar o Clso das nossas formulagdes, utilizamos o ensaio colorimétrico
de reducdo da rezasurina. A resazurina € um corante solivel em 4gua, estivel e ndo
toxico para as células. O "teste de reducao resazurina” tem sido usado por cerca de 50
anos para monitorar a contaminacao por bactérias e leveduras em leite, e também para
avaliar a qualidade do sémen. Resazurina € um sal azul e ndo fluorescente que é
reduzido para resorufina, rosa e altamente fluorescente. Ainda ndo se sabe ao certo
como esta reducdo ocorre, entretanto, acredita-se que provavelmente seja através de
atividade enzimatica intracelular, ou no meio devido a uma reacdo quimica (O’Brien et
al.,, 2000). O ensaio tem sido amplamente utilizado em Leishmania, por ser uma

maneira simples e versitil de mensurar a proliferacdo celular e citotoxicidade frente aos

mais diversos compostos quimicos (Corral et al. 2013).

Nossos resultados sugerem que a miltefosina em formulagdo lipossomal
peguilada contendo ou ndo AM encapsulado ndo apresentou reducio na sua atividade
leishmanicida, uma vez que os valores de Clso para estas formulacdes foram

semelhantes ao obtido para a miltefosina livre.

As formulacdes HePC-PEG e HePC-PEG/AM apresentaram CCso maiores que a
miltefosina, sugerindo que em formulacdo lipossomal, a miltefosina diminui sua
toxicidade para macrofagos murinos. A redugdo da toxicidade pode dar mais opcdes de
uso terapéutico para os farmacos, podendo, por exemplo, 0 mesmo ser utilizado em
doses maiores que as do medicamento livre sem causar incremento nos efeitos

colaterais.

Entretanto, o maior ganho do ponto de vista terap€utico seria a utilizacdo do
farmaco em doses menores com o mesmo efeito leishmanicida, com redugdo dos efeitos
colaterais e diminuicdo da possibilidade de selecdo de parasitos resistentes ao farmaco
em questdo (Silva et al. 2012; Frezard et al. 2012). Acreditamos que este ganho em
eficdcia poderd ser incrementado pela incorporacdo do PEG na formulacdo, que
permitiria circulacdo mais prolongada, e alcance a sitios de acesso mais dificil, como a
pele e medula 6ssea, ja demonstrado em modelo murino pelo nosso grupo, com AM em
formulacdo peguilada (Azevedo et al. 2014). O uso da miltefosina em formulacdo
lipossomal de circulacdio prolongada pode permitir um maior intervalo entre as
aplicacdes, sem perda de sua eficdcia terapéutica. Estudos de biodistribuicdo e
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farmacocinética devem ser conduzidos para verificar o intervalo ideal e dose eficaz das

formulac¢des para o tratamento da LV.

Nos ensaios de eficicia contra amastigotas intracelulares, as formulacdes
peguiladas foram utilizadas na concentracdo de 10uM, tomando como base os valores
médios de CCsp (41,5 pg/mL) obtidos para a miltefosina nos testes de citotoxicidade.

Nossos resultados corroboram os de Morais-Teixera e colaboradores (2011) que
obtiveram CCs igual a 37,8 pug/mL. No nosso estudo usamos um IT = 10 para as
formulacdes peguiladas, com o objetivo de alcancar o maximo de efeito terapéutico
utilizando a minima concentracio de farmaco. De acordo com Weninger e
colaboradores (2001), valores de IT iguais ou maiores que 10 s@o sugestivos de eficicia

bioldgica e com agdo seletiva do farmaco/substancia para Leishmania.

Moraes-Teixeira e colaboradores (2011) testando miltefosina na infec¢do por
amastigotas de L. infantum cepa BH46 em macréfagos peritoneais obtiveram valores de
Cloo de 12,39uM (5,05ug/mL). Em razdo disso acreditamos que a concentracdo de
miltefosina utilizada (4,07ug/mL) nos testes ndo foi suficiente para eliminar por
completo a infec¢do nos tempos avaliados. Os dados obtidos de CCso nos permitem
propor novos testes de eficdcia in vitro utilizando concentragdes mais elevadas da
miltefosina lipossomal peguilada, com o objetivo de determinar a concentragdo ideal em
que ha eliminacdo por completo da infeccdo, sem aumento significativo da sua

toxicidade celular.

HePC-PEG e HePC-PEG/AM foram capazes de reduzir de forma significativa as
taxas de infeccdo de macréfagos em relacdo ao controle em todos os tempos avaliados.
Além do controle, as taxas de infec¢do obtidas pelas formulagdes peguiladas foram
significativamente menores que os obtidos pelo AM, LAM e Lemp, e menores (ndo

significativo) que as obtidas pela miltefosina livre no tempo de 72h.

Esta reducdo siginificativa pode ser devido a lenta liberacdo da miltefosina da
estrutura da vesicula lipossomal. Ao contrario do AM que estd encapsulado do interior
da vesicula, a miltefosina faz parte dos constituintes da parede do lipossoma. Esse
resultado pode ser ainda melhor no modelo in vivo, pois vai de encontro com a hipétese

de circulagdo prolongada e liberagdo lenta do farmaco.

Pela primeira vez, formulacdes lipossomais peguiladas contendo miltefosina e

contendo miltefosina e AM foram preparadas e caracterizadas. Além de uniformidade e
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reprodutibilidade das caracteristicas principais, essas formula¢des foram eficazes para o
tratamento de LV experimental, in vitro. Acreditamos que este trabalho pioneiro ird
fornecer subsidios para a condugdo de testes de farmacocinética, biodistribuicdo e
eficdcia terapéutica, in vivo, em modelos de LV como hamsters, caes e primatas nao-

humanos.
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8. Conclusoes

A rotina de cultivo e manutencio de Leishmania infantum cepa
MHOM/BR/1967/BH46 foi estabelecida no Laboratério de Bioensaios em
Leishmania do ICBIM-UFU.

A formulacio lipossomal de circulagio prolongada contendo miltefosina (HePC-
PEG) foi preparada e caracterizada. Apresentou-se estavel eletricamente
(Potencial Zeta= -63,5mV), monodispersa (Indice de Polidispersio = 0,079),
com didmetro hidrodindmico médio igual a 171,9 nm, e sem perda da
miltefosina das vesiculas lipossomais para a fase aquosa da suspensao.

A formulacdo lipossomal de circulagdo prolongada contendo miltefosina e
antimoniato de meglumina encapsulado (HePC-PEG/AM) foi preparada e
caracterizada. Apresentou-se estavel eletricamente (Potencial Zeta = -64,6mV),
monodispersa (IP = 0,053), com didmetro hidrodindmico médio igual a 166,4
nm e taxa de encapsulagcdo de Sb igual a 25%, e sem perda da miltefosina das
vesiculas lipossomais para a fase aquosa da suspensao.

A formulacdo de antimoniato de meglumina encapsulado em lipossomas
convencionais (LMA) foi preparada e caracterizada. Apresentou-se estdvel
eletricamente (Potencial Zeta = -69,7mV), monodispersa (IP=0,154) e com
didmetro hidrodindmico médio igual a 172,9 nm, e taxa de encapsulacdo média
de Sb igual a 22,5%.

HePC-PEG e HePC-PEG/AM apresentaram valores de CCso, in vitro, apos
exposi¢do por 72h a macrofagos peritoneais de camundongos BALB/C, iguais a
92,49ug/mL e 103,09 ug/mL, respectivamente, ambos maiores que o valor
obtido para miltefosina livre (41,59ug/mL)

HePC-PEG e HePC-PEG/AM apresentaram valores de Clso, in vitro, apods
exposi¢do por 72h a promastigotas de Leishmania infantum, de 33,19ug/mL e
33,05 pug/mL, respectivamente, enquanto para miltefosina livre o Clso foi de
49,59 png/mL.

HePC-PEG e HePC-PEG/AM apresentaram reducdo significativa das taxas de
infeccdo dos macrdéfagos por Leishmania infantum apés 24h, 48h e 72h de
exposicdo, em relacdo ao grupo controle. Além da reducdo significativa na carga
parasitdria, as formulagdes ndo induziram alteracio na morfologia dos

macrofagos.
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HePC-PEG e HePC-PEG/AM apresentaram reducgdo significativa das taxas de
infeccdo dos macréfagos por Leishmania infantum ap6s 72h de exposi¢do, em
relacdo aos grupos controle, e tratados com antimoniato de meglumina,
antimoniato de meglumina encapsulado em lipossomas convencionais e

lipossomas convencionais vazios.
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ANEXO 1

U'J Universidade Federal de Uberlandia

Pro-Reitoria de Pesquisa e Pos-Graduagéo
Comissao de Etica na Utilizagao de Animais (CEUA)
Avenida Jodo Naves de Avila, n®. 2160 - Bloco A, sala 224 - Campus Santa
Ménica - Uberlandia-MG —
CEP 38400-089 - FONE/FAX (34) 3239-4131; e-mail:ceua@propp.ufu.br;
WWW.COMissoes.propp.ufu.br

ANALISE FINAL N2 119/13 DA COMISSAQ DE ETICA NA UTILIZACAO DE
ANIMAIS PARA O PROTOCOLO REGISTRO CEUA/UFU 069/13

Projeto Pesquisa: “Formulacdo inovadora de lipossomas convencionais e
furtivos contendo miltefosina e antimoniato de meglumina para o tratamento da
leishmaniose visceral”.

Pesquisador Responsavel: Sydnei Magno da Silva

O protocolo nao apresenta problemas de ética nas condutas de pesquisa com
animais nos limites da redagdo e da metodologia apresentadas. Ao final da
pesquisa devera encaminhar para a CEUA um relatério final.

SITUAGAO: PROTOCOLO DE PESQUISA APROVADO.

OBS: O CEUA/UFU LEMBRA QUE QUALQUER MUDANGCA NO PROTOCOLO
DEVE SER INFORMADA IMEDIATAMENTE AO CEUA PARA FINS DE
ANALISE E APROVACAO DA MESMA.

Uberléndia, 24 de Tunho de 2013

Prof. Dr. César Augusto Garcia
Coordenador da CEUA/UFU
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