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RESUMO

Os farmacos disponiveis para o tratamento das leishmanioses apresentam
diversas limitagbes, o que faz com que a sua associagdo a lipossomas
apresente-se como uma opc¢ao promissora. Estudos avaliaram o efeito do
tratamento da leishmaniose murina com lipossomas peguilados (Lpeg), sistema
de vetorizacdo usado quando o alvo ndo € o macréfago, contendo antimonial
pentavalente observando uma maior eficacia do tratamento. Por outro lado, a
literatura tem mostrado que, ao se administrar uma primeira dose de Lpeg
vazios uma semana antes do tratamento com uma dose de Lpeg com um
farmaco, ocorrem alteracbes na farmacocinética e biodistribuicdo do mesmo,
com maior direcionamento para o figado e para o baco, o que foi denominado
de fendbmeno de depuragdo sanguinea acelerada (ABC). Esse trabalho visa
avaliar a toxicidade das formulacbes lipossomais e a eficacia destas no
tratamento da leishmaniose visceral (LV) murina. Os experimentos in vivo
foram divididos em duas etapas, em ambas foram usados oito grupos
experimentais: grupos sem estimulacdo do fenébmeno ABC (12 dose de tampao
fosfato - PBS): controle (PBS), tratado com TE livre, lipossoma convencional
(LC) vazio, LC+TE ou Lpeg+TE e grupos com estimulacdo do fenébmeno ABC
(1@ dose com Lpeg vazio): LC+TE, Lpeg vazio ou Lpeg+TE. Os animais foram
pesados e eutanasiados 14 dias ap6s o tratamento. Os resultados desse
trabalho mostram que as formulacdes lipossomais provocaram baixa taxa de
hemolise, ndo promoveram alteracdes sobre a massa corporal, sobre a série
vermelha do sangue e sobre os tecidos hepaticos, esplénicos, renais e
cardiacos dos animais. Lpeg+TE foi eficaz em reduzir a carga parasitaria no
figado, baco e medula 6ssea de camundongos infectados, sendo esta
formulacdo de grande importancia no tratamento da LV experimental. O
fenbmeno ABC néo teve efeito sobre a carga parasitaria dos animais tratados
com Lpeg apesar de favorecer o direcionamento do TE para o figado de
animais nao infectados. A veiculacdo do TE em lipossomas, com destaque
para os lipossomas peguilados, se mostrou uma alternativa eficaz em reduzir a
toxicidade deste potente farmaco retirado do mercado, mantendo e

aprimorando sua importante caracteristica leishmanicida.



ABSTRACT

The drugs available for the treatment of leishmaniasis have several limitations
which makes their association with liposomes a promising option. Studies
evaluated the effect of treatment of murine leishmaniasis with pegylated
liposomes (Lpeg), vectoring system used when the macrophage is not
thetarget, which contained pentavalent antimony and a greater treatment
efficacy was observed. Otherwise, data from literature has shown that the
administration of a first dose of empty Lpeg one week before the treatment with
one dose of Lpeg with drug, influences the pharmacokinetics and biodistribution
of drug and a higher targeting to the liver and spleen was observed which was
referred as Accelerated Blood Clearance or ABC phenomenon. This study
aimed to evaluate the toxicity of liposomal formulations and the efficiency of the
treatment of murine visceral leishmaniasis (VL). The in vivo experiments were
divided into two steps and both had eight experimental groups: groups without
stimulation of ABC phenomenon (First dose of phosphate buffer): Control
(PBS), treated with free TE, empty conventional liposome (LC), LC+TE or
Lpeg+TE and groups with the ABC phenomenon (First dose with empty Lpeg):
LC+TE, empty Lpeg or Lpeg+TE. The animals were weighed and euthanized 14
days after the treatment. These results show that liposomal formulations
promoted a low rate of hemolysis and had no effect on red blood series, no
alteration in body, liver or spleen weight and the hepatic, splenic, renal and
cardiac tissues. Lpeg+TE was effective in reducing the parasitic load in the
liver, spleen and bone marrow from infected mice, being that formulation of a
great importance in the treatment of VL experimental. The ABC phenomenon
had no effect on the parasite load of the animals treated with Lpeg despite
favoring the targetinfg of TE to the liver of non-infected mice. The encapsulation
of TE in liposomes was an effective alternative to reduce the toxicity of this
powerful drug withdrawn from the market, maintaining and enhancing its

important leishmanicide feature.
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1 —INTRODUCAO

As leishmanioses sdo doencgas causadas por parasitos do género
Leishmania transmitidas por espécies de insetos flebotomineos, sendo a
leishmaniose visceral (LV) a forma mais grave da doenca, a qual, se néo
diagnosticada e tratada adequadamente, pode levar o individuo ao Obito
(ALVAR et al., 2012).

A LV é uma das seis doencas endémicas mais importantes no mundo
devido a sua incidéncia, alta mortalidade em individuos néo tratados e criancas
desnutridas e aos casos de co-infeccdo em individuos portadores de HIV
(MINISTERIO DA SAUDE, 2010). Segundo a Organiza¢do Mundial de Satde
(2015), ha uma estimativa anual de 310 milhfes de pessoas expostas a
infecgao por Leishmania sp e 30.000 mortes.

Historicamente, o tartaro emético (antimonial trivalente — Sblll) foi o
primeiro composto utilizado para tratar as leishmanioses (Vianna, 1912), porém
os graves efeitos adversos associados a sua utilizagcdo resultaram em sua
retirada do mercado (CROFT, 2001). Estudos de nosso grupo de pesquisa
propuseram a encapsulacdo do tartaro emético (TE) em lipossomas para
reduzir a toxicidade deste, como MACIEL et al., (2010) e REIS (2010) que
obtiveram bons resultados ao observarem a reducédo da cardiotoxicidade do TE
guando administrado em formula¢des lipossomais.

Na LV, Castro et al., (2014) observaram a reducdo da carga parasitaria
no figado, baco e medula 6ssea de camundongos BALB/c infectados com L.
infantum tratados com lipossomas convencionais de TE.

Atualmente, séo utilizados na quimioterapia das leishmanioses
compostos a base de antimoniais pentavalentes (SbV), anfotericina B,
miltefosina e paramomicina que requerem posologias complexas e sao
frequentemente associados com efeitos colaterais, levando sérias restricbes a
utilizagdo (RATH et al., 2003). Assim, a alta prevaléncia das leishmanioses, a
inviabilidade econdmica da utilizacdo de farmacos alternativos, a elevada
toxicidade e a resisténcia aos farmacos convencionais demonstram a
necessidade de desenvolvimento de novos tratamentos mais eficientes e
menos toxicos (DA SILVA et al., 2012). Conforme recomendacgdo da
Organizacdo Mundial de Saude (OMS), estratégias para o desenvolvimento de

novos medicamentos as leishmanioses envolvem o planejamento/sintese de
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novas substancias ativas, modificacdes quimicas de farmacos ja conhecidos ou
a associacao reversivel do farmaco jA em uso a um sistema transportador, a
fim de direciona-lo ao local alvo, reduzindo sua toxicidade e efeitos colaterais.
Entre os sistemas transportadores de farmacos disponiveis, os lipossomas
apresentam-se bastante promissores na terapia anti-Leishmania (FREZARD et
al., 2005).

Lipossomas peguilados tém sido amplamente investigados como
veiculos de farmacos por apresentarem caracteristicas importantes
relacionadas ao aumento do tempo de circulacdo do farmaco de escolha.
Azevedo et al., (2014) demonstraram que lipossomas peguilados contendo
antimoniato de meglumina, um antimonial pentavalente (SbV), foram mais
efetivos no tratamento da LV em modelo murino que lipossomas convencionais
contendo este farmaco, por permanecerem por mais tempo nha corrente
sanguinea e, consequentemente, serem mais direcionados para a medula
O0ssea. Porém, vérios trabalhos mostram que administracdes repetidas de
lipossomas peguilados em certos animais, tais como camundongos, ratos e
macacos Rhesus resultam em reducédo do tempo de circulagdo da segunda
dose devido a elevada captura dos lipossomas revestidos com polietilenoglicol
(PEG) pelos macrofagos do figado e do baco, o que foi referido como
fenbmeno ABC (Accelerated Blood Clearance) ou depuracdo sanguinea
acelerada (DAMS et al., 2000; ISHIDA et al., 2006).

Considerando a leishmaniose visceral como uma doenga altamente
prevalente no mundo, com elevada morbidade e mortalidade e devido a
escassez de farmacos efetivos para o seu tratamento, a pesquisa de novas
alternativas terapéuticas é de suma importancia para a saude humana. Por
outro lado, a utilizacdo de nanocarreadores para a administracdo de farmacos
possibilita a diminuicdo do numero de doses, com reducdo dos efeitos

colaterais e o direcionamento do farmaco para o local de acéo.

Diante do conhecimento de que o fenbmeno ABC pode favorecer o
direcionamento dos lipossomas para 0s macrofagos, célula alvo da
Leishmania, este estudo em questdo visou analisar se o fenébmeno ABC pode
direcionar o tartaro emético para os 6rgdos acometidos pela LV, auxiliando

assim na eficacia da reducdo da carga parasitaria e avaliar os efeitos dos
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diferentes tratamentos propostos sobre a toxicidade dos tecidos hepaticos,
esplénicos, cardiacos e renais.

Assim, nosso trabalho almeja contribuir para o melhoramento do
tratamento da LV, tendo por base que resultados obtidos em modelos
experimentais utilizando lipossomas s&o extremamente promissores e
nenhuma formulagéo farmacéutica utlizando lipossomas e antimoniais se
encontra disponivel no mercado até o presente momento (RIBEIRO et al.,
2013).
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2 — REVISAO DA LITERATURA

2.1 — Leismanioses e formas clinicas

As leishmanioses sdo doencas zoonoticas de transmissao vetorial,
consideradas pela OMS um importante problema de saude publica e
representam um complexo de doencas com importante espectro clinico e
diversidade epidemiologica (ALENCAR; DIETZE, 1991; OMS, 2003). Sé&o
doencas causadas por protozoarios pertencentes a ordem Kinetoplastidae e ao
género Leishmania. E observada a existéncia de distintas formas clinicas, com
diferentes imunopatologias, graus de morbidade e mortalidade. As alteracfes
no organismo, sequenciais a presenca do parasito, dependem da infectividade
e antigenicidade da Leishmania e da resposta imune montada pelo hospedeiro
(BORBOREMA, 2010).

As leishmanioses sao classificadas na categoria 1 do Programa Especial
para Capacitacdo e Pesquisa em Doengas Tropicais (“Special Programme for
Research and Training in Tropical Diseases” - TDR) como doencas emergentes
ou fora do controle, onde o foco deve estar na geracdo de novos
medicamentos e no desenvolvimento de novas intervencfes e sistemas
(TDR/OMS). Porém, o que se observa é o baixo investimento financeiro
direcionado & pesquisa e desenvolvimento de novos agentes terapéuticos
(LINDOSO; LINDOSO, 2009).

O espectro clinico das leishmanioses € variavel, podendo ser
classificadas em quatro diferentes formas clinicas segundo a OMS, 2015:

Leishmaniose cutanea (LC): € a forma mais comum da doenca. Causada
principalmente por Leishmania guyanensis e Leishmania braziliensis, no Novo
Mundo e por Leishmania tropica, Leishmania major e Leishmania aethiopica,
no Velho Mundo. As lesdes de pele podem caracterizar a forma localizada
(Unica ou mudltipla), a forma disseminada (lesGes muito numerosas em varias
areas do corpo) e a forma cutanea-difusa. Na maioria das vezes, a doenca
apresenta-se como uma lesdo ulcerada unica, que em geral € indolor. As
formas localizadas e disseminadas costumam responder bem a terapéutica
tradicional. Na forma difusa, rara, as lesbes sdo papulosas ou nodulares,

deformantes e graves, distribuidas por toda superficie corporal e, geralmente, o
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paciente evolui mal por n&do responder adequadamente a terapéutica
(HELPBURN, 2003).

Leishmaniose mucocutanea (LMC): é caracterizada por lesdes
destrutivas localizadas nas mucosas das vias aéreas superiores, causada
principalmente pela espécie L. braziliensis. Acredita-se que a lesdo mucosa
metastatica ocorra por disseminacdo hematogénica ou linfatica. Geralmente
surge apods a cura clinica da LC, com inicio insidioso e pouca sintomatologia
(BALANA-FOUCE et al., 1998).

Leishmaniose difusa (LD): O principal agente etioldgico desta forma
clinica € a L. amazonensis. Apresenta-se por lesdes difusas, ndo ulceradas e
ricas em parasitos. Decorre de um processo anérgico caracterizado pela
resposta de linfocitos T ausente ou muito deficiente (OMS, 2015; AWASTHI et
al., 2004, CHAPPUIS et al., 2007).

Leishmaniose visceral (LV): é a mais grave de todas as formas sendo
frequentemente fatal quando néo tratada. A ocorréncia da LV € global, e, com
excecdo da Antartida e da Oceania, ha registro de casos nos demais
continentes, sendo endémica em 65 paises, dentre eles india, Bangladesh,
Nepal, Sudéo e Brasil, onde se concentram cerca de 90% dos casos (OMS
2010). No Brasil, nos ultimos 10 anos, a LV foi responsavel por mais 6bitos que
a dengue, sendo que o maior nimero de casos da doenca estd no estado de
Minas Gerais (SINAN, 2012).

Atualmente, a LV ¢é diretamente associada com doencas
imunossupressoras, como a AIDS, aparecendo assim como uma doenca
oportunista. As manifestacfes clinicas observadas séo hepatoesplenomegalia,
febre, comprometimento do estado geral, perda de massa corporal progressiva,
anorexia e astenia. As alteracdes laboratoriais mais frequentes sdo: anemia,
leucopenia e/ou plaquetopenia e hipergamaglobulinemia (BRASIL/MS/SVS,
2006).

2.2— Ciclo de vida do parasito
A descoberta de um dos agentes etiolégicos das leishmanioses ocorreu
no final do século XIX, quando Cunningham em 1885, na india, descreveu

formas amastigotas em casos de Calazar. Em 1898, o pesquisador russo
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Borovisky demonstrou ser um protozoario o agente etioldgico da doenca
(HOARE, 1938).

Na LV, o0s reservatorios do parasito sdo animais mamiferos,
principalmente canideos, sendo 0s mais importantes a raposa e 0 cao,
espécies de roedores e marsupiais. No territdrio das Américas, na area urbana,
o cao (Canis familiaris) € a principal fonte de infeccdo (DEANE; DEANE, 1955).

Os vetores das leishmanioses séo insetos denominados flebotomineos,
conhecidos popularmente como mosquito palha, tatuquiras, birigui, entre
outros. No Brasil, as espécies mais comuns sdo Lutzomyia longipalpis e
Lutzomyia cruzi, sendo que a L. longipalpis adapta-se facilmente ao
peridomicilio e a variadas temperaturas, podendo ser encontrada no interior
dos domicilios e em abrigos de animais domésticos (BRASIL/MS/SVS, 2006).

A infeccao do vetor ocorre quando as fémeas, ao sugarem o sangue de
mamiferos infectados, ingerem macréfagos parasitados por formas amastigotas
da Leishmania. No trato digestério anterior, ocorre o rompimento dos
macrofagos liberando essas formas, que reproduzem por divisdo binaria e
diferenciam-se rapidamente em formas flageladas denominadas promastigotas,
que também se reproduzem por divisdo binaria. As formas promastigotas
transformam-se em paramastigotas que se encontram aderidas ao epitélio
esofagico e faringeo do vetor, quando entdo se diferenciam em formas
infectantes — promastigotas metaciclicas. ApOs este periodo, as fémeas
infectadas, ao realizarem um novo repasto sanguineo em um hospedeiro
vertebrado, liberam as formas promastigotas metaciclicas junto a saliva do
inseto. Na epiderme do hospedeiro, estas formas séo fagocitadas por células
do sistema fagocitario mononuclear (SFM). No interior dos macréfagos, no
vacuolo parasitéforo, diferenciam-se em amastigotas e multiplicam-se
intensamente. Na LV, as amastigotas disseminam-se utilizando o sistema
vascular e linfatico, infiltrando-se nos tecidos ricos em células do SFM, como
linfonodos, figado, baco e medula 6ssea. Na LC, as amastigotas infectam
macrofagos dos tecidos locais (CHAPPUIS et al., 2007).
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Figura 1: Ciclo evolutivo da Leishmania sp. As promastigotas sdo transmitidas ao hospedeiro
mamifero durante o repasto sanguineo de fémeas de flebotomineos. Ap6s a transmisséo, os
parasitos séo internalizados por células do sistema fagocitario mononuclear onde perdem seus
flagelos transformando-se em formas amastigotas. A multiplicacdo das amastigotas destroi a
célula hospedeira e, apo6s liberadas, infectam outras células fagociticas disseminando-se pelo
sistema linfatico e vascular infiltrando-se na medula éssea, figado e baco. Quando um novo
flebotominio alimenta-se, ocorre sua infeccdo por ingestdo de formas amastigotas. Estas
diferenciam-se em promastigotas no estbmago dos insetos e evoluem para formas infectantes
— metaciclicas — que infectardo novo hospedeiro mamifero em um préximo repasto sanguineo.
Adaptado de CHAPPUIS et al., 2007.
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2.3— Modelo murino de leishmaniose visceral

Varios modelos experimentais de LV foram avaliados, porém, nenhum
destes reproduz fielmente a doenca manifestada em seres humanos (SUNDAR
et al., 2006). No entanto, animais de laboratério apresentam-se como 0s
melhores modelos para a caracterizacdo de doencas e do impacto acarretado
ao hospedeiro.

Homens, cées e hamsters com LV apresentam graves sinais e sintomas
clinicos, enquanto camundongos apresentam geralmente poucos ou auséncia
de sinais, em todos os modelos experimentais o tamanho do indculo do
parasito € fator crucial (HOMMEL et al., 1995; REQUENA et al.,, 2000;
CARRION et al., 2006). Estudos experimentais com hamsters sirios
(Mesocricetus auratus) infectados por L. infantum e L. donovani apresentaram
uma gama de sinais clinicos da LV progressiva como a hipergamaglobulinemia,
hepatoesplenomegalia, anemia, caquexia e imunossupressao, que mimetizam
a infeccdo ativa no homem e no cédo. O modelo hamster apresenta algumas
limitacbes para sua utilizacdo, uma delas é por apresentarem expressao
reduzida do gene que codifica a enzima Oxido nitrico sintase induzivel (iNOS),
levando a menores concentracbes de (NO), o que dificulta o combate ao
parasito (MELBY et al., 2001). Além disso, ha uma escassez de reagentes para
andlises imunolégicas no modelo hamster de LV (NIETO et al.,, 2011). O
modelo murino apresenta a vantagem de gerar resultados mais rapidos se
comparado com estudos em caes, nos quais o desenvolvimento da infecgéo e
doenca é significativamente mais lento, além de gerar um menor custo de
manutenc¢ao dos animais (SANTOS et al., 2003).

O camundongo BALB/c € um modelo murino de infeccdo subclinica,
onde a resposta imune a infeccdo por L. infantum pode variar
consideravelmente entre os diferentes 6rgaos (figado, baco e medula éssea)
em um mesmo animal. No figado, a infeccdo é auto limitante, enquanto que o
baco e a medula 6ssea se apresentam como sitios de infec¢ao cronica (NIETO
et al., 2011).

Algumas espécies animais expressam o gene Slcllal que codifica uma
proteina responsavel pelo transporte de ions ferro e manganés para fora do
fagolisossoma, o0 que torna o meio inéspito para o desenvolvimento da forma

amastigota, j& que estes minerais sdo essenciais para a replicacdo e a
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sobrevivéncia do parasito (HUYNH; ANDREWS, 2008). Porém, camundongos
das linhagens BALB/c e C57BL/6 possuem este gene nao funcional o que esta
ligado a susceptibilidade a LV (KAYE et al., 2004).

Além das caracteristicas genéticas dos camundongos que definem
padrées de progressdo ou resolucdo da infeccéo, existem fatores que podem
influenciar nesses padrdes, como: o tamanho do inoculo, via de inoculagao, a
cepa do parasito e a sua procedéncia e a fonte de isolamento (PEREIRA;
ALVES, 2008).

2.4— Diagnostico

O diagndstico das leishmanioses € baseado no exame clinico e historico
fornecido pelo paciente, pela caracterizacdo da area e pelo diagndstico
laboratorial que pode ser realizado por exame parasitologico, considerado
como padréo ouro por apresentar elevada especificidade (HERWALDT, 1999).
Esse exame ¢é realizado através do achado de formas amastigotas
intracelulares em esfregacos de biopsias de tecidos seccionados da pele, de
lesGes da mucosa ou tecidos viscerais no caso da LV. As amostras para exame
direto séo preparadas em laminas com coloragdo apropriada (Giemsa ou
Leishman) e examinadas a microscopia Optica.

Outra forma de realizar o diagnostico é através de ensaios sorologicos,
baseados na presenca de resposta humoral especifica (HERWALDT, 1999),
dentre eles, os testes de aglutinacdo direta, imunofluorescéncia indireta,
imunobloting, imunocromatografia, deteccdo de antigenos especificos e
ensaios imunoenzimaticos como o ELISA (SRIVASTAVA et al., 2011). Por fim,
destacam-se os ensaios moleculares, como a reacdo em cadeia da polimerase
(PCR), que possui alta especificidade e sensibilidade (GUERIN et al., 2002).

A andlise do hemograma e dosagem de proteinas também pode orientar
no diagndstico da doenca. Dependendo da forma clinica, pode ocorrer uma
diminuicdo do numero total de hemacias, leucopenia e plaguetopenia, além de
inversao da relacao albumina/globulina (PEARSON; SOUZA, 1996).

Um diagnadstico precoce da doenca, seguido de tratamento adequado &

crucial para o controle das leishmanioses (DAVIES et al., 2003).
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2.5- Alteracdes histopatologicas na leishmaniose visceral

As alteracfes histopatolégicas apresentadas por portadores da doenca
sdo consequéncia da espécie do parasito e pela resposta montada pelo
hospedeiro. Estas alteracdes estdo presentes, em sua grande maioria, nos
orgaos naturalmente acometidos pela enfermidade, principalmente aqueles nos
quais se concentram as células do SFM, como figado, baco e medula 6ssea.

No figado, as alteracdbes morfolégicas podem se manifestar
principalmente como: padrao tipico, onde a doenca é sintomatica e a resposta
imune do hospedeiro possui um padréao do tipo Th, com secrecéo de citocinas
interleucina IL-4, IL-5 e/ou IL-13 ocasionando a progresséo da doenca; padréo
nodular, onde ha uma resposta imune com eliminacéo do parasito e reflete um
perfil de resposta do tipo Thy, secretando IL-2, interferon - gama (IFN-y), IL-12,
IL-16, IL-18, aumentando a resposta inflamatéria; ou como manifestacfes
intermediarias, refletindo uma resposta mista (DUARTE, 2011).

Algumas alteracfes histopatologicas podem ser observadas no figado
de individuos com LV, dentre elas a ocorréncia de hipertrofia e hiperplasia das
células de Kupffer (macrofagos presentes no figado), granulomas portais e
intralobulares, deposicdo de bilirrubina e fibrose intralobular difusa (ANDRADE;
ANDRADE, 1966; SEITZ, 1995).

Camundongos BALB/c sdo naturalmente susceptiveis a infeccao por
Leishmania major, por apresentarem um padréo inicial de resposta celular Thy.
Porém, a resposta de resisténcia a LV ja é bem caracterizada neste modelo e
estd associada ao direcionamento da resposta imune para o tipo Thy, a
resposta imune mediada por células envolvendo linfécitos TCD4" e CD8", a
producéo de IFN-y e a formacao de granulomas hepaticos (KAYE et al., 2004;
MOUGNEAU; BIHL; GLAICHENHAUS, 2011).

Na LV murina, os granulomas hepaticos sdo basicamente constituidos
pela fusdo das células de Kupffer (macrofagos presentes no figado)
parasitadas, circundadas por células T secretoras de citocinas e por monécitos
sanguineos atraidos pela inflamacdo (MURRAY, 2001). Entretanto,
recentemente observou-se a participacdo de outros tipos celulares como os
linfécitos B e células natural killer (NK), (ALBERGANTE et al., 2013). A

formacado de granulomas é dependente de varias citocinas, sendo a eliminacao
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do parasito intracelular realizada pelo equilibrio de citocinas que séo capazes
de ativar (por exemplo, IFN-y) ou inibir (por exemplo, IL-10) a atividade

leishmanicida dos macrofagos locais (KAYE et al., 2004).

Segundo Gutierrez, Maksem e Reiner (1984), a infeccdo no baco de
camundongos BALB/c inicia-se na primeira semana com a presenca de
macréfagos parasitados na polpa vermelha. Durante a fase crbnica da infeccéo
(>4 semanas) observa-se a incapacidade de resolver a infec¢ao por L. infantum
havendo alteracbes da arquitectura esplénica (NIETO et al, 2011). A
persisténcia de parasitos no baco esta relacionada a falha de formacdo de
granulomas, esplenomegalia e a ruptura da microarquitetura do tecido linfoide
(ENGWERDA et al., 2002).

Smelt et al.,, (1997) demonstraram a ocorréncia de destruicdo das
células dendriticas foliculares e uma perda concomitante do centro germinativo
no bago de camundongos BALB/c com LV. A perda das células dendriticas
foliculares foi associada a infiltracdo de macrofagos intensamente parasitados

no centro germinativo.

2.6— Tratamento das leishmanioses

A principal medida de controle de todas as formas de leishmanioses no
homem é a quimioterapia (OMS, 2010). No inicio do século XX, Gaspar Vianna
relatou a eficdcia de um antimonial trivalente, o tartaro emético, no tratamento
da leishmaniose mucocutanea (VIANNA, 1912), e poucos anos apés, Di
Cristina e Caronia (1915) comprovaram a eficacia do TE no tratamento da LV.
Porém, devido aos efeitos toxicos e graves efeitos adversos associados ao seu
uso, como intolerancia gastrintestinal e efeitos cardiotoxicos, o TE foi
substituido por compostos antimoniais pentavalentes (RATH et al., 2003).
Porém, sabe-se que o Shlll é substancialmente mais potente do que o SbV, o
que reforca a hipotese de uma conversao metabdlica intramacrofagica do SbVv
em Sblll sendo, o Sblll o elemento tdéxico a Leishmania no estado intracelular
(SERENO; LEMESRE, 1997), o que reforca a retomada da utilizagdo do TE.
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Atualmente, na maioria dos paises, 0 regime terapéutico de primeira
escolha para o tratamento das leishmanioses € baseado na utilizacdo dos
antimoniais pentavalentes, como o antimoniato de meglumina (Glucantime®) e
o estibogluconato de sédio (Pentostam®). A necessidade de 28 dias de
administracdo parenteral, a presenca de efeitos colaterais como
cardiotoxicidade, pancreatite, hepatotoxicidade e nefrotoxicidade, a eficacia
variavel contra as diversas manifestacdes das leishmanioses e 0 aparecimento
de resisténcia sao fatores que limitam o uso destes medicamentos (HEPBURN
et al., 1994; OLIVEIRA et al., 2009; WISE et al., 2012). Além destes citados, 0s
demais farmacos utilizados no tratamento das leishmanioses apresentam
limitacdes em termos de toxicidade, eficacia varidvel, precos e esquemas de
tratamentos inconvenientes (SANTOS et al., 2008; KATO et al., 2014).

O mecanismo de acdo dos antimoniais ainda ndo esta bem elucidado,
uma das hipoteses propostas € que a atividade leishmanicida do Sb pode ser
devido ao estimulo de macréfagos do hospedeiro e que estes compostos agem
inibindo a producédo de adenosina (ATP) e guanosina trifosfato (AGP) através
do bloqueio do ciclo do acido citrico (FREZARD, DEMICHELI, 2010).

Além dos antimoniais, outros farmacos tém sido empregados no
tratamento desta doenca, entre 0s quais se destacam a pentamidina, a
anfotericina B e a miltefosina (FREZARD; DEMICHELI, 2010). No Brasil, a
anfotericina B é o farmaco de segunda escolha em casos de toxicidade e
refratariedade relacionadas ao uso dos antimoniais pentavalentes, além de ser
a Unica opcédo no tratamento de gestantes (BRASIL, 2003). Recentemente o
Ministério da Saude ampliou a indicacdo de uso da anfotericina B lipossomal. A
medida adotada pelo Ministério, além de diminuir os efeitos adversos causados
por outras drogas, garante 0 acesso a um maior nimero de pessoas ao
medicamento, que é ofertado gratuitamente pelo Sistema Unico de Salde
(SUS).

A alta prevaléncia das leishmanioses, a inviabilidade econd6mica da
utilizacdo de farmacos alternativos, a elevada toxicidade e a resisténcia aos
farmacos convencionais demonstram a necessidade de desenvolvimento de

novos tratamentos mais eficientes e menos toxicos.
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Figura 2: Principais agentes leishmanicidas empregados no tratamento das leishmanioses. A —
Tartarato de antiménio e potassio — Tartaro emético/ B — Antimoniato de meglumina -
Glucantime®/ C — Estibogluconato de sédio - Pentostam®/ D — Anfotericina B/ E — Miltefosina/
F - Paramomicina. Adaptada de RATH et al., 2003.
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2.7—- Lipossomas e leishmanioses

Alec Bangham e colaboradores, em meados dos anos 60, demonstraram
a capacidade de fosfolipidios em solugdes aquosas de formar estruturas
fechadas em bicamadas, hoje em dia denominado lipossoma (Santos;
Castanho, 2002). Ja na década seguinte, Gregory Gregoriadis propbs a
utilizacdo de lipossomas como sistema transportador de farmacos e sugeriu
que a liberacdo dos mesmos resultava da difusdo acelerada através da
membrana lipossomal. A liberacdo do contetdo lipossomal deve-se ao fato de
gue o lipossoma perde toda ou parte de sua estabilidade em diferentes meios,
expondo seu contelddo para 0 meio externo, portanto, a cinética de liberacdo do
lipossoma pode ser controlada pela alteracdo de sua estabilidade
(ANDERSON; OMRI, 2004).

Lipossomas séo vesiculas esféricas, constituidas por uma ou varias
bicamadas concéntricas de lipidios que isolam um ou varios compartimentos
aquosos internos do meio externo (FREZARD, 1999), permitindo o
encapsulamento de substancias farmacologicamente ativas tanto em seu
compartimento aquoso interno (substancias hidrossoldveis), quanto em sua

membrana (substéancias lipofilicas ou anfifilicas). Além disso, a encapsulacao
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do farmaco protege o principio ativo de uma degradacgéo rapida in vivo ou
mesmo de uma rapida eliminacg&o pelo organismo (FREZARD et al., 2005).

As vesiculas lipossomais sdo basicamente constituidas de lipidios
naturais, como a fosfatidilcolina, que apresentam elevada biocompatibilidade
com o organismo, e de colesterol. Os fosfolipidios podem se organizar em
vesiculas de diferentes maneiras, o que € determinado principalmente pelo
modo de preparo do lipossoma, podendo ser vesiculas grandes e com
multiplas lamelas (multilamellar vesicles ou MLV), vesiculas grandes com uma
s6 lamela (large unilamellar vesicles ou LUV) ou ainda pequenas vesiculas com
uma so6 lamela (small unilamellar vesicles ou SUV).

A capacidade de encapsulacdo de uma substancia em lipossomas é
dada pela taxa de encapsulacdo. Taxas de encapsulacdo préoximas a 100%
podem ser alcancadas teoricamente com substancias lipofilicas, mas em casos
de substancias hidrossoliveis, como no caso do farmaco de estudo, é
teoricamente impossivel, em virtude da coexisténcia dos compartimentos
aquosos interno e o meio externo (FREZARD et al., 2005).

Os lipossomas convencionais, formados de fosfolipidios e de colesterol,
quando administrados por via endovenosa, sao naturalmente capturados pelos
macrofagos do SFM, principalmente do figado e do baco (FREZARD et al.,
2005). A captura celular dos lipossomas € favorecida pelo processo de
opsonizacao, caracterizado pelo revestimento do lipossoma por anticorpos ou
proteinas do complemento com posterior fagocitose, que ocorre assim gue 0s
lipossomas entram em contato com 0s componentes do sangue.

A taxa de depuracdo e a biodistribuicAo dos lipossomas sao
influenciadas pela composicdo da vesicula, tamanho, dose e via de
administracdo. A carga superficial dos lipossomas apresenta papel importante
na taxa de encapsulacdo de diferentes agentes terapéuticos e na interacao
com as células alvo (FREZARD et al., 2005). Geralmente, vesiculas grandes e
carregadas positivamente sédo fagocitadas mais rapidamente que aquelas com
carga negativa (PATEL, 1992).
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Figura 3: Representacdo de lipossomas convencionais e algumas possibilidades de

modificagao das vesiculas.
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Os lipossomas usados no tratamento de doencas parasitarias vém
apresentando aumento na eficacia bem como a reducdo da toxicidade. Na
década de 1970, foram apresentados os primeiros resultados de um sistema
lipossomal direcionado ao tratamento das leishmanioses (BLACK et al., 1977).
Alving et al, (1978) relataram uma grande atividade dos antimoniais
pentavalentes encapsulados em lipossomas no tratamento experimental de LV
em hamsters, onde verificaram que estes foram 200 - 700 vezes mais ativos
que o farmaco ndo encapsulado. O sucesso da terapia lipossomal deve-se ao
fato de que os lipossomas sdo captados pelos macrofagos residentes no
figado, baco e na medula 6ssea, nos quais se localiza o parasito causador das
leishmanioses (HEATH et al., 1984).

Na década de 1990, a anfotericina B lipossomal (AmBisome®, Gilead
Sciences, Inc., CA, EUA) foi disponibilizada no mercado para o tratamento da
LV humana, provocando efeitos colaterais reduzidos, e com melhores
propriedades farmacocinéticas e taxas de cura elevadas, em comparagdo com
a formulacdo de anfotericina B nao lipossomal. A eficacia de 100% em
pacientes imunocompetentes rendeu-lhe a aprovacéo pela Agéncia Americana

de Alimentos e Farmacos (Food and Drug Administration (FDA)) como a
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primeira apresentacdo a base de lipossomas a ser reconhecida para
tratamento da LV (MEYERHOFF, 1999).

Terapias alternativas em modelos experimentais para a LV tém resultado
no desenvolvimento de compostos antimoniais encapsulados em lipossomas,
com aumento da eficdcia e do indice terapéutico (TEMPONE et al., 2004).
Entretanto, apesar dos resultados promissores obtidos com os lipossomas em
modelos experimentais de LV, até o presente momento nenhuma formulacéo

lipidica de compostos antimoniais esta disponivel no mercado.

2.8 — Lipossomas de circulagao prolongada

Lipossomas de longa duracéo, lipossomas estabilizados estericamente
ou “furtivos” sdo lipossomas que possuem em sua composicao um lipidio
previamente conjugado a componentes hidrofilicos naturais. O polietilenoglicol
(PEG) é o polimero mais utilizado no preparo de lipossomas de circulacdo
prolongada, sendo chamados de lipossomas peguilados (SAGRISTA et al.,
2000; TORCHILIN, 2005). A camada hidrofilica superficial destes polimeros
aumenta o tempo de circulacdo dos lipossomas evitando o reconhecimento e
consequente associagdo com as opsoninas no plasma, desse modo, inibindo o
processo de reconhecimento molecular e a captura pelas células do SFM
(ALLEN; HANSEN, 1991; LASIC, 1996). Além de prolongar o tempo de
circulagdo dos lipossomas, o PEG presente em sua superficie evita a
agregacdo e fusdo das vesiculas, aumentando a estabilidade coloidal das
formulacées (IMMORDINO; DOSIO; CATTEL, 2006). O PEG ¢€é capaz de
influenciar o potencial zeta tornando-o negativo, prevenindo a agregacao das
vesiculas (HARASYM et al., 1995).

Lipossomas peguilados sdo amplamente utilizados em estudos in vivo e
também na pratica clinica no tratamento de cancer. Um exemplo é a
doxorrubicina encapsulada em lipossoma peguilado (Doxil®, Caelyx®; Alza
Pharmaceuticals, San Bruno, CA, USA) que apresenta uma meia vida de
aproximadamente 55 horas em humanos (FERRARI, 2005) e é utilizada no
tratamento do sarcoma de Kaposi. Azevedo et al.,, (2014) relataram pela
primeira vez que o tratamento da LV em modelo murino realizado com

lipossomas peguilados contendo antimoniato de meglumina é mais eficaz que o
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tratamento com lipossomas convencionais por possibilitar a permanéncia

prolongada do Sb na circula¢do e maior efeito sobre a medula 6ssea.

2.9 —Fendmeno de depuracao sanguinea acelerada (ABC)

Dams et al., (2000) demonstraram que a administracdo endovenosa de
uma primeira dose de lipossomas peguilados vazios influencia na
farmacocinética e na biodistribuicdo da segunda dose de lipossomas em ratos
e em macacos Rhesus, quando ha um intervalo de uma semana na aplicacao.
Observou-se que o0 tempo de circulacdo da segunda dose diminuiu
drasticamente, acompanhado pela alta captura dos lipossomas revestidos com
PEG por macréfagos do figado e baco, o que foi denominado como fenémeno
ABC. O mecanismo para inducéo desse fendémeno foi proposto posteriormente
por Ishida et al., (2006) que relataram que IgM anti-PEG é produzido pelas
células do baco em resposta a uma dose endovenosa de lipossomas
peguilados vazios e que esse anticorpo, em uma segunda dose de lipossomas
peguilados, liga-se seletivamente ao PEG, provocando ativacdo do sistema do
complemento. Este por sua vez, leva a opsonizacao dos lipossomas peguilados
pelo fragmento C3b e, como consequéncia, ha uma maior captura deste
complexo pelas células de Kupffer.

Varios fatores influenciam na magnitude do fenébmeno ABC, como a
dose e as propriedades fisico-quimicas dos lipossomas inicialmente injetados,
destacando a densidade e tamanho da cabeleira de PEG, carga superficial e o
intervalo de tempo entre as injecdes (ISHIDA et al., 2006).

Diante do conhecimento prévio de que o fenbmeno ABC pode favorecer
o direcionamento dos lipossomas para o0s macréfagos, célula alvo da
Leishmania, este estudo propbs avaliar a toxicidade das formulacdes
lipossomais e a eficacia do tratamento da infeccdo de camundongos BALB/c
por L. infantum com o TE em lipossomas peguilados ap6s a ativacdo do
fendbmeno ABC, e a comparacdo deste com o tratamento realizado com

lipossomas convencionais ou peguilados.
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Figura 4: Mecanismo proposto para o fenébmeno de depuracdo sanguinea acelerada. Uma

dose de lipossoma peguilado vazio estimula o bago a produzir anticorpos IgM anti-PEG que ao

se administrar uma segunda dose de lipossoma peguilado contendo farmaco os anticorpos

previamente produzidos se ligam como opsoninas ao lipossoma, havendo ativacdo da via

classica do complemento e subsequente endocitose do lipossoma carreando o farmaco pelos

macréfagos do figado. Adaptado de Abu Lila; Kiwada; Ishida, 2013.
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3 - OBJETIVO GERAL

Avaliar a toxicidade das formulacbes lipossomais contendo tartaro
emético e a eficacia das formulagées no tratamento da leishmaniose visceral

murina apos ativacdo do fendmeno ABC.

3.1- OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.1.1 ETAPA 1: Obter e caracterizar as formulacdes lipossomais; Avaliar a
atividade hemolitica das formulagfes contendo o TE e vazias in vitro e
correlacionar com o0s niveis de hemacias e hemoglobina de

camundongos nao infectados tratados;

3.1.2 ETAPA 2: Avaliar a toxicidade do tratamento em camundongos BALB/c
sadios e a influéncia do fenbmeno ABC sobre o direcionamento

direcionamento do tartaro emético lipossomal para o figado e baco.
3.1.3 ETAPA 3: Avaliar a eficacia do tratamento em camundongos BALB/c

infectados com Leishmania infantum e caracterizar histologicamente as

alteracdes ocorridas no figado e no baco.
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4 —MATERIAL E METODOS

4.1 - Material

Os fosfolipidios  diestearoilfosfatidilcolina  (DSPC), distearoil-
fosfatidiletanolamina acoplado a um polimero de etilenoglicol (DSPE-PEG
2000), foram obtidos da Lipoid GmBh (Ludwigshafen, Alemanha), o colesterol
(CHOL) foi obtido da Dishman (Netherlands B. V) e o tartaro emético (TE,
C8H4K2012Sh2.3H20) da Sigma-Aldrich (Estados Unidos).

4.2- Preparo dos lipossomas

As formulagdes testadas neste trabalho foram preparadas com o auxilio
do Prof. José Mario Barichello e da Prof?. Neila Marcia da Silva Barcellos,
ambos do Departamento de Farmécia da Escola de Farmacia de Ouro Preto.

Para o desenvolvimento do presente estudo, foram obtidas 4

formulagdes lipossomais, conforme descrito abaixo:

+ Lipossoma 1: Lipossomas peguilados + tartaro emético (Lpeg + TE);
+ Lipossoma 2: Lipossomas peguilados sem farmaco (Lpeg vazio);
+ Lipossoma 3: Lipossomas convencionais + tartaro emético (Lc + TE);

+ Lipossoma 4: Lipossomas convencionais sem farmaco (Lc vazio).

Os lipossomas convencionais de TE utilizados para a realizacdo deste
trabalho foram compostos pelos lipidios distearoilfosfatidilcolina (DSPC) —
Sigma, USA e colesterol (CHOL) — Lipoid GmBh (Ludwigshafen, Alemanha) na
proporcao adotada de DSPC/CHOL (5:4) em um total de lipidios de 120g/L. Os
lipossomas peguilados de TE sdo compostos pelos lipidios DSPC, CHOL e
distearoil-fosfatidiletanolamina acoplado a um polimero de etilenoglicol (DSPE-
PEG) na relagdo molar 5:4:0,3, respectivamente, em um total de lipidios de
76,9 g/L. A obtencao de lipossomas unilamelares foi feita pela metodologia de
congelamento/descongelamento (MAYER; HOPE, 1985) com subsequente
extrusdo (NAYAR; HOPE; CULLIS, 1989).

Os lipidios foram solubilizados em cloroformio e a solugéo transferida

para um baldo de vidro de fundo redondo. O filme lipidico foi formado pela
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evaporacao do solvente organico em evaporador rotatorio acoplado a banho a
temperatura de 60°C a pressao reduzida. O filme lipidico foi hidratado com PBS
pH 7,2 ou solucdo de tartaro emético (80,0g/L) (TE, CgH4K,01,Sb,.3H,0,
obtido da Sigma — USA) isosmotica. Posteriormente, foram realizados 10 ciclos
de congelamento (nitrogénio liquido) e descongelamento (banho a 60°C) a fim
de se encapsular o TE. A suspensdes de lipossomas multilamelares foram
filtradas em extrusora através de membrana de policarbonato 0,2 um sobre
pressdo 250 psi/60°C. A suspensao de lipossomas unilamelares contendo TE
foi colocada em membrana de celulose e dialisada em PBS - pH 7,2, por 24h,
sendo o PBS substituido a cada 12h. Apés didlise, aliquotas foram coletadas e
a quantidade de TE encapsulada foi quantificada para se determinar a

eficiéncia de encapsulamento do principio ativo.

Figura 5: Metodologia de preparo das formulag@es lipossomais (Vidal, 2009).
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4.3- Caracterizacao dos lipossomas

O tamanho médio, indice de polidispersdo, e potencial zeta dos
lipossomas foram avaliados por meio de técnica de espectroscopia de
correlacdo de fotons em aparelho Zetasizer (Nano Series — Nano ZS -
Malvern), disponibilizado pelo Laboratorio de Multiusuarios do CiPharma. Para
tanto, as preparagdes contendo TE ou PBS foram diluidas na proporgéo de
1:250 em &gua ultrapura para determinag¢do do tamanho médio e do indice de

polidispersdo e em PBS (1:250) para leitura do potencial zeta, de acordo com
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as especificacoes do aparelho. As afericdes de distribuicdo de tamanho, indice
de polidispersédo e potencial zeta da populacdo foram avaliadas efetuando-se
leitura de trés amostras independentes em triplicata.

A eficiéncia de encapsulacéo foi dada pela razéo entre as concentracdes
obtidas pelas dosagens da formulacdo pés e pré-dialise, respectivamente, de

acordo com a equagao:

concentracdo de SblIl nos lipossomas
concentracdo total de SbIII

EE% = ( ) X 100

4.3 — Determinacao da taxa de encapsulamento de Sb nos lipossomas

A presente dosagem foi realizada em colaboragdo com o laboratoério de
Nanotecnologia e sistemas nanoestruturados da UFMG, sobre orientacdo do
Prof. Dr. Frederic Frézard.

A taxa de encapsulacdo de Sb nos lipossomas foi realizada por meio de
digestdo acida das amostras. Para isso, 10uL de cada amostra foram pipetados
e transferidos para um tubo Pyrex® ao qual foi adicionado 1mL de solugéo de
acido nitrico concentrado (65%, v:v). Os tubos foram entdo colocados em um
bloco digestor (modelo MA 38 4004, Marconi, Brasil) e mantidos a 70°C por 45
minutos. Apds este tempo, os tubos foram retirados e resfriados a temperatura
ambiente e 450 uL de peréxido de hidrogénio foram adicionados. Novamente,
as amostras foram incubadas a 70°C por 30 minutos no bloco digestor. Apds
resfriamento, as amostras foram transferidas para baldo volumétrico de 10 mL
e 0 volume completado com acido nitrico 0,2%. O digerido foi entdo
armazenado em tubos de polipropileno de 15 mL até o momento da

determinacao analitica do metal.

A quantidade de Sb nas amostras foi determinada por espectroscopia de
absorcdo atdbmica utilizando um espectrometro modelo AA600 da Perkin
Elmer® equipado com forno de grafite e auto amostrador (Analyst AA600,
Perkin Elmer, Inc., MA, USA). As absorbancias foram medidas no comprimento

de onda 217,6 nm com largura de fenda de 0,7 nm e 15uL de volume de
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amostra. Como modificador de matriz para a analise do Sb foram utilizados 5uL
de uma solugcdo contendo 120 pL de nitrato de paladio (Pd(NO3)2) (10g/L,
Perkin Elmer, EUA), 72 uL de nitrato de magnésio (10g/L, Perkin Elmer, EUA)
(Mg(NO3)2) e 1 mL de HNO3 0,2%. A determinacdo da taxa de encapsulacao
do Sb nos diferentes lipossomas foi realizada a partir da quantidade de Sb

presente nas amostras digeridas previamente.

4.4 — Ensaio de atividade hemolitica

O efeito das formulacbes de lipossomas convencionais e peguiladas
contendo o TE e do TE sobre as hemacias foi avaliado seguindo a metodologia
descrita por LOFGREN et al., (2008) e por VALADARES et al., (2011).
Resumidamente, sangue humano O" foi coletado em tubo com EDTA e a
seguir distribuido em eppendorfs de 1,5ml, em diferentes propor¢cées de agua
destilada e PBS. A seguir adicionou-se diferentes concentracfes das
concentracfes de lipossomas (0, 50, 100, 150, 200, 250ug/ml) e de tartaro
emético (150ug/ml). A metodologia se baseia na determinacdo quantitativa
colorimétrica da hemoglobina liberada apds exposicdo de sangue total aos
lipossomas. As amostras sanguineas foram coletadas, apds a aprovacao do
projeto no Comité de Etica em Pesquisa da instituicdo sob o numero
095970/2015 apds a submissédo do trabalho na Plataforma Brasil (Anexo 1) e
apos o consentimento dos voluntarios. As amostras foram utilizadas somente
guando atendessem os critérios estabelecidos no questionario de entrevista
aplicado a cada voluntario (Anexo Il). O resultado da hemoglobina presente na
amostra resultante da exposi¢do de sangue total ao PBS 1x e a agua destilada

correspondem, respectivamente, a auséncia e 100% de hemodlise.

45— Animais

Neste trabalho, foram utilizados 144 camundongos machos da linhagem
BALB/c, com idade entre 6 a 8 semanas, obtidos no Centro de Ciéncia Animal
(CCA) da Universidade Federal de Ouro Preto (UFOP). Os animais foram

mantidos em gaiolas de acrilico alocadas em estantes ventiladas no setor de
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experimentacdo em isogénicos com racdo padrdo e &gua ad libitum

devidamente autoclavadas.

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica de Uso de Animais
(CEUA) da Universidade Federal de Ouro Preto com o numero 2013/39 (Anexo

1

4.6 — Cepa de Leishmania infantum

Para a realizacdo desse trabalho, utilizou-se a cepa C46
(MCAN/BR/2008/0OP46) obtida a partir de um isolado de céo sintomético,
caracterizada por random amplified polymorphic DNA (RAPD) como
Leishmania (Leishmania) infantum, gentilmente cedida pelo Prof. Dr. Alexandre
Barbosa Reis e pelo Pés-doutorando Dr. Rodrigo Dian, ambos do Laboratorio
de Imunopatologia - NUPEB — UFOP.

4.7 — Manutencdo da cepa C46 e curva de crescimento

Com o objetivo de manter a cepa C46 e determinar o dia em que 0s
parasitos se encontravam infectantes — promastigotas metaciclicas a curva de
crescimento foi realizada. Foram cultivados em Grace’s Insect Medium (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, EUA) suplementado com 10% de soro fetal bovino
inativado (SFB — LGC, Cotia, SP, Brasil), 2mM de L-glutamina (Gibco BRL,
Grand Island, NY, EUA) 100U/mL de penicilina G (USB Corporation, Cleveland,
OH, EUA), pH 6,5 (Grace 10% de SFB), a temperatura de 25 + 1°C. Para a
obtencdo da curva de crescimento da cepa C46, iniciou-se nova cultura com
1x10° parasitos/mL, mantida nas mesmas condicdes anteriores, e esta foi
quantificada diariamente, em camara de Neubauer apos diluicdo em formalina

4% pelo periodo de 10 dias.

4.8 — Infeccdo dos camundongos BALB/c com Leishmania infantum

Camundongos BALB/c machos foram inoculados com 1x10’
promastigotas do parasito na veia da cauda. Para isso, preparou-se o inoculo a

partir de uma cultura de parasitos em inicio de fase estacionaria. Os parasitos
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foram coletados por centrifugacdo (1540 x g por 10 min a 4°C) e lavados trés
vezes em PBS. Para o preparo do inoculo na concentracdo de
1x10’parasitos/100uL, a quantidade de parasitos foi determinada em camara

de Neubauer.

Apos a inoculacao dos parasitos, os animais foram mantidos no setor de
experimentacdo do CCA, acomodados em gaiolas, mantidos em temperatura

entre 21 e 25°C em ciclo de claro e escuro e agua e racao ad libitum.

4.9 — Coleta de sangue e eritrograma

A eutanasia dos animais infectados e né&o infectados foi realizada 14
dias apés o tratamento e 0 sangue dos animais foi coletado através de seccéo
da aorta abdominal com o auxilio de ponteira e armazenado em tubos com
EDTA. A analise da série vermelha do sangue dos animais nao infectados foi
realizada no Laboratério de Imunopatologia do NUPEB — UFOP, pelo aparelho
Auto Hematology Analyzer — BC-2800Vet, manuseado pela farmacéutica Ldcia

Gomes de Aradijo.

4.10 — Determinacédo da concentracdo de antimdnio no figado e no bacgo

Os tecidos foram submetidos a uma digestdo acida, conforme
SCHETTINI et al., (2006). O figado e o baco dos animais foram coletados e
triturados em um macerador de 6rgdos (SPELL GLASS®). Uma aliquota do
triturado de tecidos de aproximadamente 1g foi pesada em tubo plastico de 15
mL juntamente com 2 mL de PBS sendo a mistura resultante homogeneizada.
A mistura homogeneizada, aproximadamente 200 mg, foi aliquotada em tubos
de ensaio apropriados para digestdo. Em seguida, foram acrescentados aos
tubos 2 mL de HNO3; 65% (v:v) e a mistura resultante foi aquecida a 70°C por 2
horas em um bloco digestor (MA 400, Marconi, Sao Paulo, Brasil). ApGs este
periodo, os tubos foram resfriados a temperatura ambiente, seguido da adic&o
de 400 pL de H,0, 30% (v:v). Novamente, os tubos foram aquecidos por mais
2 horas a 70°C. Por fim, o conteddo do tubo foi transferido de forma
quantitativa para baldes volumétricos de 10 mL e o volume completado com
solucéo de HNOg3 a 0,2%.
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O equipamento utilizado para a dosagem de Sb foi um espectrometro de

absorcdo atdmica, modelo AA600 da Perkin Elmer® equipado com forno de
grafite e auto amostrador. Foi utilizada lampada de EDL (Electrodeless
Discharge Lamps) de antimdnio, que operou a 30 mA, e o argonio foi usado

como gas de purga.

A técnica de absorcdo atbmica permite a quantificagdo do metal em
concentracbes minimas de amostras uma vez que o volume requerido de
amostra varia de 5 a 100 yL. Também sdo vantagens do método a sua alta

precisao, exatidao e simplicidade.

4.11 — Analises histoldgicas

As analises histolégicas foram realizadas em colaboragdo com o
professor Dr. Wanderson Lima, no Laboratério de Morfopatologia -
DECBI/NUPEB/UFOP. Figado, baco, coracdo e rins foram coletados apés
eutanasia, fixados em formol tamponado 4% por 24 horas, no minimo, e
processados rotineiramente para inclusdo em parafina. Os cortes histolégicos
de aproximadamente quatro micrometros foram corados em Hematoxilina e
Eosina (H&E) para analise histopatologica. As alteracdes histopatoldgicas
avaliadas no figado foram inflamacéo, granuloma, degeneracdes, hipertrofia e
hiperplasia das células de Kupffer, hemossiderose e congestao, ja o baco foi
avaliado quanto a inflamacéo, hipertrofia e hiperplasia de polpa branca e
vermelha, hemossiderose, congestdo e granuloma. As lesbes avaliadas foram
as mesmas analisadas por Souza et al., (2014). A arquitetura dos tecidos do
coracao e dos rins e as principais lesdes que acometem estes 6rgaos também
foram avaliadas. As avaliacGes histopatoldgicas foram realizadas de maneira
qualitativa em microscopia Optica e o registro fotogréafico realizado através da
digitalizacdo de imagens no microscépio Leica DM 5000 e programa Leica

Applications Suite.

4.12 — Determinacé&o da carga parasitaria no baco, figado e medula 6ssea

A quantificacéo de parasitos foi realizada utilizando a técnica de diluicao

limitante descrita por Titus et al., (1985) e modificada por Marques-da-Silva et
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al., (2005). A técnica de diluicdo limitante € um exame parasitologico que
permite estimar o numero de parasitos viaveis presentes em um determinado
orgao.

Sobre condicbes assépticas, 0s animais, postos em decubito dorsal,
tiveram sua cavidade abdominal aberta com auxilio de pinca e tesoura
cirtrgicas. Um fragmento do figado (60 - 100mg), um fragmento de baco (60 —
140mg) e uma das patas traseiras foram coletados de cada animal. Os
fragmentos de figado e bago assim obtidos tiveram sua massa determinada e
permaneceram em banho de gelo imersos em Meio de Lavagem pH 7,2
constituido por DMEM (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) suplementado com
10% de soro fetal bovino, 2 mM de L-glutamina e 100 U/mL de penicilina G. A
porcdo restante do figado e do baco foi coletada para determinacdo da massa
total do 6rgéao e para a confeccdo das laminas histologicas. Os fragmentos de
figado e de baco foram entdo macerados, individualmente, com o auxilio de um
macerador de 6rgdos (SPELL GLASS ®) e o sobrenadante de maceracao
coletado em tubo cénico de 15 mL. O volume total de maceragao do fragmento
de figado e um quinto do volume obtido pela maceracdo do baco foram
completados com meio de lavagem até o volume de 10 mL e entdo submetidos

a centrifugacdo a 500 rpm/1 min/ 4°C para a determinacdo da carga parasitaria.

Para a determinacdo da carga parasitaria na medula éssea, retirou-se o
fémur e a tibia da pata traseira de cada animal e imergiu-se 0s 0ssos em alcool
etilico 70% por 2 minutos, seguido por imersdo em Meio de Lavagem. Foram
cortadas as duas epifises e injetou-se Meio de Lavagem pelas extremidades,
até completa remocao do tecido. O material resultante do processamento de
fragmentos de figado, baco e medula 6ssea foi centrifugado (3000 rpm/ 10 min
4°C) e o precipitado formado foi ressuspendido em 500uL de meio Grace 10%
de SFB. Plagqueou-se o material obtido, em duplicata, em placas de 96 pocos
de fundo chato, estéreis, seguindo diluicbes sucessivas 1:5 (v:iv) em meio
Grace 10% de SFB. A placa foi mantida em estufa a 25°C e examinada apés
14 dias em microscoépio invertido para a deteccéo de parasitos, observando-se
o crescimento ao longo da diluicdo (1:5 — v:v). Considerou-se como 3 parasitos

quando observou-se crescimento somente até o primeiro poco da diluig&o.
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A diluicdo mais elevada em que foi observada pelo menos uma forma
promastigota foi considerada a diluicdo limite e utilizada no célculo da carga
parasitaria (RODRIGUES et al., 2009). A carga parasitaria foi expressa como

namero de parasitos por 6rgao.

4.13 - ETAPA 2:

Nessa etapa, foi avaliado o efeito dos diferentes tratamentos propostos
no figado, bago, coracdo e rins de camundongos BALB/c ndo infectados e
avaliado o direcionamento do Sb para o figado e o bagco mediante inducéo ou
nao do fendbmeno ABC. Para isso, avaliou-se: a massa corporal dos animais, as
alteracdes histoldgicas decorrentes do tratamento com o antimdnio trivalente
livre ou encapsulado em lipossomas, a quantificacdo do Sb no figado e no baco
e a analise do eritrograma dos animais. O experimento deu-se pelo esquema

representativo da figura 6:

Figura 6. Delineamento experimental dos tratamentos e indug&o do fenbmeno ABC. TE livre =
tartaro emético livre; Lc vazio = lipossomas convencionais sem farmaco; Lc + TE = lipossomas
convencionais com tartaro emético; Lpeg + TE = lipossomas peguilados com tértaro emético;

Lpeg vazio = lipossomas peguilados sem farmaco.

Oito grupos experimentais (n=64), camundongos BALB/c ndo
infectados, machos, 6 a 8 semanas

S O S B B

PBS (n=8 PBS (n=8 PBS (n=8 PBS (n=8 PBS (n=8 Lpeg vazio Lpeg vazio Lpeg vazio
12dose | PBS(n=8) (n=g) (n=g) (n=g) (n=g) | | toes e v .
28 dose PBS TE livre Lc vazio Lc+TE Lpeg+ TE Lc+ TE Lpeg vazio Lpeg+TE

Eutanasia duas semanas ap0s o tratamento

Analises histopatoldgicas (figado, Dosagemde Sh
bago, coragdo e rins) (figado e bago)

Avaliacdo biométrica Eritrograma
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4.14 - ETAPA 3:

Para avaliar a atividade leishmanicida do tartaro livre ou em formulacées
lipossomais peguiladas ou convencionais, na presenga ou ndao do fenémeno
ABC, utilizou-se camundongos BALB/c, machos com idade entre 6 e 8
semanas, divididos em 8 grupos experimentais (n=10). Os animais foram
inoculados com a cepa C46 de L. infantum conforme descrito no item 4.8. Duas
semanas apos a infeccdo, estimulou-se o fenbmeno ABC nos animais do
grupo, G6, G7 e G8 (tratados com lipossomas peguilados vazios). Nos grupos
em que o fendbmeno nao foi estimulado, foi administrado o mesmo volume de
PBS também pela veia da cauda. A dose de lipidios para indugéo do fenébmeno
ABC foi calculada segundo Lila; Kiwada; Ishida, 2013.

Uma semana apés o estimulo do fenbmeno ABC, os animais foram
tratados, por via endovenosa, de acordo com o seguinte protocolo: PBS; tartaro
emético livre (TE) — 12 mg/kg de Sblll; lipossomas vazios; lipossomas
convencionais contendo tartaro emético — 12 mg/kg de Sblll; lipossomas
peguilados de tartaro emético — 12 mg/kg de Sblll; lipossomas convencionais
de tartaro emético — 12 mg/kg de Sblll; lipossomas peguilados vazios e
lipossomas peguilados de tartaro emético — 12 mg/kg de Sblll.

Os animais foram eutanasiados 14 dias ap0s o tratamento por overdose
de anestésico (cloridrato de cetamina 10% -Syntec- a 24,0 mg/Kg e cloridrato

de xilazina 2,3% -Sespo Industria e Comércio/LTDA- a 12,0 mg/Kg).
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Figura 7: Delineamento experimental do experimento de inducdo do fenbmeno ABC, e da
avaliacdo da atividade leishmanicida dos tratamentos propostos aos camundongos BALB/c. TE
livre = tartaro emético livre; Lc vazio = lipossomas convencionais sem farmaco; Lc + TE =
lipossomas convencionais com tartaro emético; Lpeg + TE = lipossomas peguilados com

tartaro emético; Lpeg vazio = lipossomas peguilados sem farmaco.

Qito grupos experimentais (n=80), camundongos BALB/c infectados
por Leishmania infantum, machos, 6 a 8 semanas

| 14 dias
. PBS(n=10) | | PBS(n=10) | | PBS(n=10) | | PBS(n=10) | | PBS(n=10) | | lpegvezio | | lpegvazio | | Lpeg vazio
19 dose {n=10) ( ) ( ) ( ) ( ) [n=10) (n=10) (n=10)
07 dias l l l l l l l
22 dose PBS TE livre Lc vazio Lc+TE Lpeg+ TE Le+TE Lpegvazio Lpeg+ TE

Eutanasia duas semanas apds o tratamento

Quantificacio do parasito por Anélises histopatoldgicas (figado e

Avaliagdo biométrica
diluigdo limitante bago)

4.15 - Andlises Estatisticas

Os dados foram submetidos a teste de normalidade de Kolgomorov-
Sminorv. Os dados que passaram no teste de normalidade foram analisados
pelo One Way ANOVA seguido pelo pds-teste de Tukey e expressos em média
* desvio padréo e os dados que ndo passaram no teste de normalidade, foram
analisados pelo Kruskal-Wallis seguido do pés-teste de Dunn’s e expressos
pela mediana, valor maximo e valor minimo. As diferencas foram consideradas

significativas quando p<0,05.
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5 - RESULTADOS E DISCUSSAO

ETAPA 1:

5.1 — Caracterizagdo das formula¢des lipossomais

Os lipossomas foram avaliados em relagdo ao tamanho médio, indice de
polidispersdo e potencial zeta por meio da técnica de espectroscopia de
correlacdo de fétons. A tabela 1 apresenta os valores de diametro médio das
vesiculas lipidicas e a distribuicdo do tamanho da populacdo. Os lipossomas
apresentaram tamanho médio entorno de 200nm. O baixo indice de
polidispersdo obtido ap6s a extrusdo indicou homogeneidade de tamanho
médio das particulas. As amostras em questdo sdo consideradas
monodispersas, uma vez que seu IP é inferior a 0,3 (HUNTER; FRISKEN,
1998). Assim, os valores obtidos confirmam que a extrusédo da formulacdo de
lipossomas multilamelares através de membrana de policarbonato de 0,2 pym
sobre pressao 250 psi/60°C pode ser considerada como uma técnica confiavel
para a calibracdo do tamanho dos lipossomas.

A carga da superficie dos lipossomas pode ser modificada pela
introducdo de lipidios neutros, carregados positivamente ou negativamente na
bicamada lipidica. Em geral, a presenca de uma carga eletrostatica na
superficie dos lipossomas promove a interacdo com biomoléculas, como
proteinas do complemento e anticorpos, fazendo com que eles sejam
removidos mais rapidamente da circulacdo do que os lipossomas neutros
(Laverman et al., 1999). As vesiculas lipossomais foram constituidas por
distearoilfosfatidilcolina (DSPC), um fosfolipidio zwitteribnico (neutro), pois o
grupo fosfato apresenta carga negativa em pH 7,0 e o grupo colina é carregado
positivamente. Outro fosfolipidio utilizado nas formulacdes peguiladas foi o
distearoil-fosfatidiletanolamina acoplado ao polimero de polietilenoglicol que
possui carga negativa. A hidrofilia conferida a superficie dos lipossomas
peguilados prolonga a meia-vida em meio biolégico de poucos minutos,
(lipossomas convencionais) para varias horas, visto que a incorporacédo de
componentes hidrofilicos, como o PEG, retarda o reconhecimento e captura
dos lipossomas furtivos pelo SFM (BATISTA; CARVALHO; MAGALHAES,
2007).
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A presenca da carga negativa na superficie das vesiculas também
interfere diretamente com a eficiéncia de encapsulagdo. Assim, lipossomas
carregados negativamente encapsulam volumes maiores de antimoniais que

lipossomas carregados positivamente (BLACK et al., 1977).

Os resultados de encapsulacdo do Sblll (Tabela 2) observados se
assemelham aos resultados encontrados na literatura, os quais variam de 6,5 a
15,0% para formula¢des convencionais (DE MELO et al., 2003; CASTRO et al.,
2014) e de 6,5 — 14,5% para formula¢des peguiladas (DE MELO et al., 2003;
MACIEL et al., 2010; LiCIO, 2013).
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Tabela 1: Diametro médio, indice de polidispersdo e potencial zeta da populacdo de

lipossomas de trés preparacdes independentes analisadas em triplicata. Valores expressos em

média + DP.
Diémetro médio Indice de Potencial Zeta
(nm) Polidisperséo

prassoma 177,109 0,07 £0,01 -2,59x+0,3
peguilado 184,8+ 0,5 0,15 + 0,07 -3,79+0,3

+ tdrtaro emético
182,1+ 1,3 0,09 + 0,01 -3,59+ 0,9
Lipossoma 191,6 + 1,6 0,06 + 0,01 -3,42+0,8
peguilado vazio 188,9 + 1,79 0,07 + 0,01 -4,87+0,9
180,4+ 1,0 0,087 + 0,04 5,82 +2,1
Lipossoma 197,3+1,0 0,09 + 0,03 -17,2 +0,7

convencional +
ta’rtaro emétfco 20‘?,6 + 1,8 0,14 + D‘,D"q- —12,9 + 1,7
206,1+ 0,6 0,11 + 0,03 -13,8+0,8
Lipossoma 207,304 0,09 +0,01 -12,7+0,8
“’”"’e”f’"”"" 219,8+1,2 0,17 + 0,01 -11,4+0,2
vazio

211,7+0,5 0,13 + 0,03 -10,2+0,9

Tabela 2: Porcentagem de encapsulacdo da populag¢do de lipossomas de trés preparacdes

independentes analisadas.

Porcentagem de

encapsulagdo

Lipossoma+
PEG+SblII

Lipossoma+
Shlli

14%

14%

14% 13%

13% 13,5%
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5.2 — Avaliacdo da atividade hemolitica das formulacdes lipossomais
vazias e contendo tartaro emético e do farmaco livre

Os resultados obtidos no ensaio de atividade hemolitica, apresentados
na figura 8, demonstram baixa taxa de hemdlise apos a incubagdo com
concentracdo Unica de TE livre (150ug/ml) e com diferentes concentracdes das
formulagdes lipossomais contendo o TE ou vazias com sangue total. O grau de
hemolise foi comparado a uma amostra de sangue total incubada apenas com
PBS, utilizada como controle negativo, ja que o PBS nao induz a lise das
células por garantir isotonicidade do meio. O resultado de cada teste também
foi comparado a amostras incubadas com &agua destilada, utilizada como
indutora de hemolise (100% de hemolise).

As formulacdes lipossomais vazias apresentaram atividade hemolitica,
porém, menor que as formulacdes contendo TE e que o farmaco em sua forma
livre. O TE livre e os quatro lipossomas utilizados neste trabalho provocaram
taxa de hemodlise inferior a 15%, o que demonstra que, em todas as
concentracfes testadas in vitro, as formulacdes e o TE livre poderiam ser
utilizados em estudos in vivo segundo Dobrovolskaia; Germolec; Weaver
(2009). Este estudo relatou que nanoparticulas que induzem taxa de hemolise
entre um (01) e 25% in vitro podem ser testadas in vivo. Além disso, para se
analisar o efeito das formulacdes e do TE livre sobre as hemacias in vivo, foi
determinada a contagem de hemécias e a concentracdo de hemoglobina de
animais nao infectados e tratados com as diferentes formulacbes, ndo se

observando toxicidade sobre as hemacias e hemoglobina in vivo (Figura 9).

48



Figura 8: Porcentagem de hemolise provocada pelas formulagdes lipossomais e pelo farmaco
em sua forma livre. Lpeg+TE = Lipossomas peguilados + tartaro emético, Lpeg vazio =
Lipossomas peguilados vazios, Lc+TE = Lipossomas convencionais + tartaro emético, Lc vazio
= Lipossoma convencional vazio, TE livre = tartaro emético livre. One Way ANOVA. p<0,05.
(n=5).
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Figura 9: Niumero de hemécias e concentracdo de hemoglobina de camundongos BALB/c ndo
infectados submetidos a diferentes tratamentos. Sem indu¢do do fendmeno ABC: Grupo
controle (PBS); Animais tratados com tartaro emético livre (TE); Tratados com lipossomas
convencionais vazios (Lc); Tratados com lipossomas convencionais + tartaro emético (Lc+TE);
Tratados com lipossomas peguilados + tartaro emético (Lpeg+TE); Inducdo do Fenémeno
ABC: Animais tratados com lipossomas convencionais + tartaro emético (Lc+TE); Tratados com
lipossomas peguilados vazios (Lpeg) e Tratados com lipossomas peguilados + tartaro emético
(Lpeg+TE). One Way ANOVA. Os resultados estao expressos como média + desvio padréo.
(n=8).
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ETAPA 2:

Esta etapa foi realizada para se avaliar a toxicidade dos diferentes
tratamentos propostos em camundongos BALB/c néo infectados e a influéncia
do fenbmeno ABC sobre o direcionamento dos lipossomas para o figado e o

baco.

5.3 - Avaliacdo da massa corporal, do figado e do baco de camundongos

ndo infectados e tratados

A reducdo da massa corporal de animais € um parametro simples de
avaliacao de toxicidade apods a exposicado a agentes lesivos (THANABHORN et
al., 2006). Diante disso, foi analisada a massa corporal bem como do figado e
do baco dos animais ndo infectados e tratados conforme o esquema
metodoldgico previamente apresentado na Figura 6. Apds os diversos
tratamentos, utilizando a concentracdo de 12mg/kg de TE, na presenca ou nao
do fenbmeno ABC, nao foram observadas modificagbes na massa corporal ou
dos 6rgdos dos animais (Figura 10). Dieter, (1992) também n&o observou
alteracbes na massa corporal de camundongos B6C3F1 apos 16 dias de
administracao intraperitoneal de diferentes doses (0, 6, 13, 25, 50, or 100

mg/kg) de antimonial trivalente.
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Figura 10. Massa corporal, do figado e do baco de camundongos BALB/c néo infectados e
submetidos aos diferentes tratamentos. Grupos sem inducdo do fenémeno ABC: Grupo
controle (PBS); Animais tratados com tartaro emético livre (TE); Tratados com lipossomas
convencionais vazios (Lc); Tratados com lipossomas convencionais + tartaro emético (Lc+TE);
Tratados com lipossomas peguilados + tartaro emético (Lpeg+TE); Grupos com inducdo do
Fendmeno ABC: Animais tratados com lipossomas convencionais + tartaro emético (Lc+TE);
Tratados com lipossomas peguilados vazios (Lpeg) e Tratados com lipossomas peguilados +
tartaro emeético (Lpeg+TE). One Way ANOVA. Os resultados estdo expressos como média +

desvio padrdo. (n=8).
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5.4 — Andlises histopatologicas dos tecidos do figado, baco, coracéo e
rins de animais n&o infectados e tratados

As avaliacOes histopatologicas do figado, baco, coracdo e rins de
camundongos nao infectados submetidos aos diferentes tratamentos propostos
teve o objetivo de avaliar as possiveis alteracdes celulares e intersticiais

relacionadas aos tratamentos.

A utilizagdo de lipossomas para a administragdo de medicamentos a
base de antiménio no tratamento da LV tem por base a rapida fagocitose
destas estruturas por células do SFM direcionando, assim, o medicamento para
os focos de infeccdo do parasito. Neste trabalho, lipossomas foram utilizados

objetivando aumentar a fagocitose por parte das células do SFM, reduzir o
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contato direto do Sblll com o tecido cardiaco e diminuir a dose do antimonial
trivalente a ser administrada e, consequentemente, reduzir o impacto deste

semimetal no tecido renal.

De maneira geral, os animais nao infectados e tratados apresentaram
quadro histolégico hepatico compativel a normalidade. As lesbes, quando
encontradas, foram sempre de maneira discreta e focal, destacando-se a
hiperemia e a presenca de pequenos granulomas, presentes em todos 0s
grupos. A arquitetura hepética semelhante a normalidade e as principais
alteracdes encontradas estdo representadas na Figura 17 que se encontra na
pagina 68.

A hiperemia ndo € s6 um processo de carater patoldgico, ela também
ocorre em situacdes normais e se caracteriza pelo aumento do fluxo sanguineo
intravascular em um tecido. A observacdo tecidual da hiperemia pode ser
associada a auséncia de perfusdo durante o processo de necropsia. Devido a
esta falha metodol6gica a observacéo intravascular das hemacias pode ocorrer

até mesmo em tecidos sadios.

A presencga de granulomas hepéticos pequenos e de maneira focal foi
um achado frequente nos animais ndo infectados. Esta lesdo, embora
esperada em animais infectados, pode também ocorrer em animais néo
infectados, podendo estar associada a processos fisiopatolégicos decorrentes
do curso de vida do animal, indicando que esta lesdo, embora fundamental na

infeccdo por Leishmania, ocorre também em outros processos.

Estudos anteriores em nosso laboratdrio evidenciaram que a
administracdo de TE encapsulado em lipossomas convencionais (9mg/Kg) por
via intraperitoneal ndo foi téxica aos tecidos hepaticos, cardiacos e renais em
camundongos BALB/c infectados por L. infantum. (CASTRO et al., 2014).

Ao se analisar 0o baco, todos 0s grupos experimentais apresentaram
quadro histolégico compativel com a normalidade. A arquitetura esplénica
preservada dos animais nao infectados e submetidos aos diferentes

tratamentos foi retratada na Figura 18 que se encontra na pagina 63.
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Os efeitos do Sb nos tecidos cardiacos devem-se ao contato deste
semimetal diretamente com o0s mesmos. A utilizacdo de compostos de
antimonio no tratamento de pacientes com leishmaniose leva a importantes
alteracdes cardiovasculares observaveis pela realizacdo de eletrocardiograma
(LEITE et al., 2007; VIDAL et al, 2010).

O coracdo dos camundongos nédo infectados e submetidos aos
diferentes tratamentos apresentou arquitetura normal, com auséncia de
inflamacé&o ou de areas de morte tecidual. A Unica lesdo encontrada em todos
os grupos foi a hiperemia, que mais uma vez pode estar associada a auséncia

de perfusdo dos animais durante a eutansia.

Reis (2010), avaliou a cardiotoxicidade do Sblll em ratos Wistar
adotando um protocolo agudo com administracdo de 17mg de Sblll/kg e de
650mg/kg acido ascorbico (AA). Este trabalho mostrou que lipossomas
peguilados de Sblll associados ou ndo ao AA foram capazes de reduzir a
cardiotoxicidade do Sblll. Maciel et al., (2010) também mostraram a reducéo da
cardiotoxicidade pela administracdo do tartaro emético lipossomal em altas
concentracfes, em comparagdo com o0s resultados obtidos pela administracéo
do farmaco livre.

Castro et al., (2014), realizaram andlises histopatolégicas dos tecidos
cardiacos de camundongos BALB/c infectados com L. infantum e tratados com
TE livre (9mg/kg), TE + AA, TE lipossomal e lipossomas contendo TE e AA e
nao observou degeneracdo celular e/ou arquitetural em nenhum dos grupos

avaliados, assemelhando-se aos achados do nosso trabalho.

A arquitetura preservada dos tecidos cardiacos e a principal alteracao

encontrada, presente em todos 0s grupos, estao representadas na Figura 11.
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Figura 11: Fotomicrografias representativas do padrdo histopatoldgico do coracdo de animais
ndo infectados e tratados com as diferentes formulagdes, corados com hematoxilina e eosina.
Grupos sem inducdo do Fendmeno ABC: a - Grupo controle (PBS); b - Animais tratados com
tartaro emético livre (TE); c - Tratados com lipossomas convencionais vazios (Lc vazio); d -
Tratados com lipossomas convencionais + tartaro emético (Lc+TE); e - Tratados com
lipossomas peguilados + tartaro emético (Lpeg+TE); Grupos sem inducdo do Fenébmeno ABC:
f - Animais tratados com lipossomas convencionais + tartaro emético (Lc+TE); g — Tratados
com lipossomas peguilados vazios (Lpeg vazio) e h — Tratados com lipossomas peguilados +
tartaro emético ( Lpeg+TE). Setas pretas — Discreta hiperemia. Aumento 220x.
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Os animais tratados com 12mg/kg de TE livre apresentaram além da
hiperemia lesbes como degeneragdo tubular, hemorragia, inflamacdo e
esclerose glomerular, j& os animais dos demais grupos, tratados com as
formulacdes lipossomais apresentaram aspecto histopatolégico renal normal e

hiperemia, que mais uma vez aparece como processo fisiolégico.

Castro et al.,, (2014) nao observaram alteragbes na morfologia
glomerular das células mesangiais ou glomerulonefrite evidente, bem como
presenca de degeneragdo em nenhum dos grupos avaliados ao tratar
camundongos BALB/c por via intraperitoneal com TE na concentracdo de

Img/kg.

A arquitetura dos tecidos renais e as principais alteracées encontradas

estdo representadas na Figura 12.
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Figura 12: Fotomicrografias representativas do padréo histopatoldgico dos rins de animais ndo
infectados e tratados com as diferentes formula¢des, corados com hematoxilina e eosina.
Grupos sem indugédo do Fenémeno ABC: a - Grupo controle (PBS); b1 e b2 - Animais tratados
com tartaro emético livre (TE); ¢ - Tratados com lipossomas convencionais vazios (Lc vazio);
d - Tratados com lipossomas convencionais + tartaro emético (Lc+TE); e - Tratados com
lipossomas peguilados + tartaro emético (Lpeg+TE); Grupos sem inducdo do Fenbmeno ABC:
f - Animais tratados com lipossomas convencionais + tartaro emético (Lc+TE); g — Tratados
com lipossomas peguilados vazios (Lpeg vazio) e h — Tratados com lipossomas peguilados +
tartaro emético ( Lpeg+TE). Seta preta — Discreta hiperemia. Seta branca — esclerose
glomerular. Cabeca de seta branca — glomérulo normal. Cabeca de seta preta — degeneragéo

tubular. Aumento 440x.
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5.5 - Determinacédo da concentracdo de antiménio trivalente no figado e

no bago de camundongos néo infectados

Essa andlise foi realizada com o objetivo de avaliar a concentracdo de
Sb direcionada para o figado e para o bago de camundongos néo infectados,

mediante os diferentes tratamentos propostos.

A distribuicdo do Sb apo6s administracdo endovenosa € determinada por
sua afinidade pelas células, principalmente do figado, rins, ossos, e 0rgaos
altamente vascularizados. Orgdos ricos em células do SFM também
apresentam maior retencdo do Sb (STEMMER, 1976).

Inesperadamente, foi observado um direcionamento significativo do
antiménio para o figado (2 semanas apoOs tratamento) quando este foi
administrado na forma livre em relacdo aos tratamentos lipossomais sem
inducéo do fenébmeno ABC. Collins, Carter e Baillie (1992) também observaram
alta concentracdo de Sb no figado e significativa supressdo da carga
parasitaria em relagdo ao baco e a medula 6ssea pela administracdo de
estibogluconato de sédio (SbV) por via endovenosa em camundongos BALB/c
infectados com L. donovani. Molokhia e Smith (1969) dosaram os niveis de
Sblll nos tecidos de camundongos infectados com Schistosoma mansoni, em
intervalos de tempo diferentes (0,5h, 8h, 24h, 2, 4, 7 e 15 dias) ap6s uma Unica
dose intraperitoneal (i.p) de TE. Esses autores observaram que 0s maiores
niveis de Sb se encontravam principalmente no figado, seguido pelo baco e por

orgédos do trato digestivo, 30 minutos apés o tratamento.

No grupo em gque os animais foram tratados com lipossomas peguilados
contendo TE ap6s inducdo do fendbmeno ABC houve um maior direcionamento
do Sb para o figado evidenciando que o fenbmeno ABC favoreceu o acumulo
do farmaco para o figado. Esses achados sdo consoantes com os observados
por Lila; Kiwada; Ishida, (2013) que sugerem que uma segunda dose de
lipossomas peguilados € rapidamente eliminada da circulagio quando
administrada de 2-7 dias apés a primeira dose devida a captura dos lipossomas

pelos macroéfagos do figado.
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Por outro lado, no bago ndo foi observado o direcionamento do Sb
quando os animais foram tratados com lipossomas peguilados com TE apoés a
estimulacdo do fendbmeno ABC. Nesse 06rgdo, observou-se maior
direcionamento do Sb quando os animais foram tratados com os lipossomas
peguilados contendo TE sem inducdo do fendmeno, em relacdo a
administracao do TE livre e de lipossomas convencionais contendo TE. O que
sugere um direcionamento sitio-especifico do TE para o figado em detrimento
do baco ao se tratar os camundongos com TE em formulagcfes lipossomais
peguiladas mediante indugéo do fendmeno ABC.

A concentracdo de Sb acumulada no figado e no baco dos animais néo
infectados e tratados com as diferentes formulacdes mediante ou ndo ao

fenbmeno ABC esta representada na figura 13.
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Figura 13: Concentragdo de antiménio no figado e no bago de camundongos BALB/c néo
infectados ap6s tratamento com tartaro emético livre e em formulacdes lipossomais. O Sb foi
determinado por absorcdo atdmica apés digestdo das amostras com acido nitrico. No grafico A
e no gréfico B foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis seguido por teste de Dunn’s e os resutados
representados como mediana + valor maximo e valor minimo. Grupos sem inducdo do
fenbmeno ABC (animais tratados com PBS - 12 dose), 22 dose de: tartaro emético livre (TE);
lipossomas convencionais + tartaro emético (Lc+TE); lipossomas peguilados + tartaro emético
(Lpeg+TE); Grupos com inducédo do Fenémeno ABC (animais tratados com Lpeg - 12 dose ) 22
dose de: lipossomas convencionais + tartaro emético (Lc+TE) e lipossomas peguilados +
tartaro emético (Lpeg+TE). (n=4). As letras indicam diferenca estatistica (p<0,05) em relacéo a:
() TE, (b) Lc+TE, (c) Lpeg+TE, (d) Lc+TE mediante fendmeno ABC.
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A dose de lipidios utilizada e o tamanho das vesiculas lipossomais
interferem diretamente na captura dos lipossomas pelos macrofagos
(AZEVEDO et al., 2014). Lipossomas pequenos, com diametro inferior a 100
nm, sdo capturados com menor eficiéncia, apresentando assim uma
permanéncia mais prolongada na circulacdo sanguinea liberando o farmaco de
forma mais sustentada (FREZARD et al., 2005). Por outro lado, Schettini et al.,
(2006) observaram que formulagdes lipossomais convencionais contendo
antimoniato de meglumina administrados via endovenosa, com diametro médio
de aproximadamente 400 nm, promoveram o aumento da concentracdo de Sb
no figado e baco de cdes em relacdo a administracdo do farmaco em sua
forma livre, ao contrario dos resultados obtidos neste trabalho. Esses dados
podem ser explicados pelo maior tamanho dos lipossomas, pelo modelo
experimental utilizado e pelo tempo de dosagem do Sb ap6s administracdo do
farmaco (96h).

Azevedo et al., (2014) mostraram que néo houve diferenca significativa
na concentracdo de Sb no figado e no baco de cédes naturalmente infectados

com L. infantum quando se comparou formulagbes convencionais e peguiladas
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contendo antiménio pentavalente. Porém observaram um maior direcionamento
do Sb para a medula 6ssea dos animais no tratamento realizado com
lipossomas peguilados. Essa dosagem n&do pode ser realizada em nosso
trabalho, tendo em vista, o reduzido tamanho da medula 6ssea do nosso

modelo experimental.

ETAPA 3

Esta etapa foi realizada com o objetivo de avaliar a eficacia dos
diferentes tratamentos propostos em camundongos BALB/c infectados por L.
infantum e de se avaliar as lesfes encontradas nos principais 0rgaos

acometidos pela doenca, figado e baco.

5.6 — Curva de crescimento da cepa C46

Para a utilizacdo da cepa C46 de L. infantum no desenvolvimento deste
trabalho, realizou-se uma curva de crescimento do parasito. Esta cepa, apos
seu isolamento e caracterizacdo, foi mantida em meio LIT (liver infusion
tryptone) no Laboratério de Imunopatologia (LIMP) - NUPEB — UFOP. Como
seu cultivo passou a ser realizado em meio Grace 10% de SFB, estabeleceu-se
uma nova curva de crescimento. A figura 14 representa as sucessivas
contagens de parasitos em camara de Neubauer pés- diluicdo suficiente para a
realizacdo de contagem segura. Verificou-se que a fase estacionaria iniciava-se
no quinto dia para os parasitos da cepa C46 quando a cultura foi iniciada na

concentracdo de 1 x10° parasitos/mL em meio Grace 10% de SFB.
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Figura 14: Curva de crescimento in vitro dos parasitos da cepa C46 de Leishmania infantum

em meio Grace 10% de soro fetal bovino.
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5.7 — Avaliacdo da massa do figado e do baco dos camundongos
infectados por Leishmania infantum e tratados

Um dos principais sinais clinicos que ocorrem durante o curso da
leishmaniose visceral humana é a hepatoesplenomegalia. Nesse sentido, para
avaliar possiveis alteracdes decorrentes da infeccdo ou do tratamento, foi
analisada a massa do figado e do ba¢o dos animais deste estudo. Porém, ndo
foram observadas diferencas entre os grupos infectados e submetidos a
diferentes tratamentos e nem destes grupos em relacdo aos animais néo
infectados (NI), como observado na Figura 15.
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Figura 15. Massa do figado e do bago de camundongos BALB/c infectados por Leishmania
infantum e submetidos a diferentes tratamentos. Grupos sem inducdo do fenbmeno ABC:
Grupo controle (PBS); Animais tratados com tartaro emético livre (TE); Tratados com
lipossomas convencionais vazios (Lc); Tratados com lipossomas convencionais + tartaro
emético (Lc+TE); Tratados com lipossomas peguilados + tartaro emético (Lpeg+TE); Grupos
com inducdo do Fenébmeno ABC: Animais tratados com lipossomas convencionais + tartaro
emético (Lc+TE); Tratados com lipossomas peguilados vazios (Lpeg) e Tratados com
lipossomas peguilados + tartaro emético (Lpeg+TE). NI = camundongos néo infectados com
Leishmania infantum. One Way ANOVA. Os resultados estao representados como média + dp.
(n=6).
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Marcon (2011) também ndo observou modificacdes na massa do figado
e do baco de camundongos BALB/c infectados por L. infantum e n&o tratados,
eutanasiados cinco semanas apo6s a infeccao, indicando que a infec¢cdo ndo
provocou o0 aumento destes oOrgdos. Porém, contrastando com nossos
resultados encontrou um aumento significativo na massa do baco dos animais
ao utilizar lipossomas vazios, constituidos de DSPC, CHOL e dicetilfosfato
(DCP) (5:4:1) ou com antimdnio pentavalente encapsulado em lipossomas.
Neste caso é importante ressaltar que a composicdo dos lipossomas e o
farmaco utilizados séo diferentes daqueles utilizados neste trabalho. Serafim et
al., (2010) também nédo observaram alteracbes da massa do figado e do baco
de camundongos BALB/c infectados com L. infantum, eutanasiados quatro

semanas apos a infec¢éao.
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5.8 - Quantificacdo de parasitos no figado, baco e medula éssea.

A Figura 16 mostra a carga parasitaria no figado, baco e medula 6ssea
dos animais ap0s tratamento com as diferentes formula¢des, com indugéo ou
ndo do fendbmeno ABC, conforme esquema metodologico apresentado na

Figura 7.

A analise da carga parasitaria no figado demonstrou que os tratamentos
realizados com TE livre, lipossomas convencionais contendo TE, lipossomas
peguilados + TE, ambos sem a indug&o do fendbmeno ABC ou com lipossomas
peguilados contendo TE com inducdo do fendbmeno ABC reduziram
significativamente a carga parasitaria em relacdo ao grupo controle — PBS e
lipossomas vazios. No entanto, ndo se observou diferenca significativa entre o
grupo tratado com lipossomas peguilados contendo TE com relacdo ao grupo

sem inducao do fenébmeno ABC.

A andlise da carga parasitaria no baco demonstrou que a formulagcéo
lipossomal peguilada contendo TE sem inducdo do fenbmeno ABC e as
convencionais e peguiladas contendo TE com inducdo do fenbmeno ABC
reduziram a carga parasitaria em relacdo ao grupo controle (PBS). O

tratamento com TE livre néo teve efeito sobre a carga parasitéaria.

Na medula 6ssea, observou-se uma significativa supressédo da carga
somente nos animais tratados com lipossomas peguilados contendo TE. No

entanto, o fenbmeno ABC néo provocou alteracao.

Em todos os trés 6rgaos analisados, o tratamento realizado com
lipossomas peguilados contendo TE com inducao do fendmeno ABC foi eficaz

em reduzir a carga parasitaria.

63



Figura 16. Carga parasitaria no figado, baco e medula 6ssea de camundongos BALB/c
infectados por Leishmania infantum e submetidos a diferentes tratamentos. Grupos sem
indugdo do fendmeno ABC: Grupo controle (PBS); Animais tratados com tartaro emético livre
(TE); Tratados com lipossomas convencionais vazios (Lc); Tratados com lipossomas
convencionais + tartaro emético (Lc+TE); Tratados com lipossomas peguilados + tartaro
emético (Lpeg+TE); Grupos com inducdo do Fendbmeno ABC: Animais tratados com
lipossomas convencionais + tartaro emético (Lc+TE); Tratados com lipossomas peguilados
vazios (Lpeg) e Tratados com lipossomas peguilados + tartaro emético (Lpeg+TE). Kruskal-
Walllis seguido do pds-teste de Dunn’s. Os resultados estédo representados como mediana +

valor maximo e valor minimo. As letras indicam diferenca estatistica (p<0,05) em relacdo a: (a)

PBS, (c) Lc vazio, e (g) Lpeg vazio. (n = 6).
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Nossos resultados corroboram os encontrados por Castro et al., (2014)
que observaram eficacia de formulacdes lipossomais convencionais contendo
TE (9 mg/kg) em reduzir a carga parasitaria no figado e no baco de
camundongos BALB/c infectados por L. infantum.

O tratamento com TE livre, por via endovenosa, na mesma concentracao
utilizada para o tratamento com as formulagdes lipossomais (12 mg/Kg) foi
capaz de reduzir a carga parasitaria no figado mas ndo no baco ou medula
0ssea dos animais. No entanto, essa supressao nao foi observada em trabalho
anterior de nosso grupo de pesquisa, (CASTRO et al.,, 2014), no qual os
animais foram tratados com dose Unica de 9 mg/kg de animal por via
intraperitonial. Este resultado esta intimamente relacionado com as altas
concentraces de Sb no figado dos animais tratados com TE livre observadas
neste trabalho.

As formulagbes de lipossomas vazios, Lc vazio e Lpeg vazio, nao
tiveram efeito sobre a carga parasitaria no figado, baco ou medula 6ssea,
assim como observado por Castro et al., (2014). Ribeiro et al., (2008) também
ndo observaram alteracdo da carga parasitaria no figado e no baco de caes
infectados por L. infantum tratados com lipossomas vazios.

O tamanho dos lipossomas preparados e utilizados neste trabalho (£200
nm) atende a necessidade de vetorizacdo ndo apenas para figado e baco, mas
também para a medula 6ssea como um importante avango para eliminagdo do
parasito no figado, baco e medula éssea.

Azevedo et al., (2014) relataram a eficacia de formulacdes lipossomais

peguiladas contendo antimonial pentavalente com reducao significativa do
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namero de parasitos no figado, baco e medula 6ssea de camundongos BALB/c
infectados com L. infantum, assim como observaram que lipossomas
convencionais nao reduziram a carga parasitaria na medula éssea dos animais,
0 que corrobora os resultados obtidos neste trabalho. Estudos de De Melo et
al., (2003) mostraram que a encapsulacdo do TE em lipossomas de longa
circulagdo além de reduzir significativamente a toxicidade do farmaco foi capaz
de aumentar a eficacia do antimonial trivalente em modelo experimental de
esquistossomose mansoni, provocando reducdo no numero de vermes (82%)

em comparagdo ao grupo controle.

5.9 — Andlises histopatolégicas do figado e do baco de camundongos
BALB/c infectados por Leishmania infantum e submetidos aos diversos
tratamentos

Com o objetivo de avaliar o impacto da administracdo dos diversos
tratamentos propostos nos tecidos hepéticos e esplénicos de camundongos
BALB/c infectados por L. infantum, fragmentos destes 6rgdos de todos os
animais em experimentacao foram coletados, processados, corados por H&E e

analisados.

Carrion et al., (2006) avaliaram as alteracdes histopatoldgicas no figado
de camundongos infectados com namero diferente de parasitos e estas foram
visualizadas apenas nos animais inoculados com 10° e 10° parasitos (L.

donovani) sendo, portanto, dependentes da concentracdo do inoculo.

Camundongos BALB/c infectados por L. donovani apresentam uma
susceptibilidade inicial a infec¢éo, entretanto, nos estagios tardios pds-infecgcéo
ocorre um controle na carga parasitaria, sendo esta mantida em baixos niveis
durante a infeccao crénica. Nesse modelo experimental, o controle da infecgéo,
esta associado a resposta imune mediada por células envolvendo linfocito T
TCD4" e TCD8", a producéo de IFN-y por células T no baco e a formacéo de
granulomas hepaticos. No figado de camundongos BALB/c, logo apoés a
infeccdo, as amastigotas expandem-se rapidamente, mas 0s parasitos sao
finalmente contidos. Os macréfagos residuais parasitados por amastigotas

induzem uma inflamacdo granulomatosa no tecido hepatico facilitando o
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controle da infeccdo. Entretanto, quando o baco e a medula éssea sédo
avaliados, estes se apresentam como sitios de infeccdo cronica, onde os

parasitos permanecem por toda a vida do animal (CARRION et al., 2006).

As principais alteragdes encontradas em cada grupo estudado estdo
expressas nas Tabelas 3 e 4.

Tabela 3. Alteragdes histolégicas no figado de camundongos BALB/c infectados por
Leishmania infantum e submetidos aos diferentes tratamentos: Grupos sem inducdo do
fenbmeno ABC: Grupo controle (PBS); Animais tratados com tartaro emético livre (TE);
Tratados com lipossomas convencionais vazios (Lc); Tratados com lipossomas convencionais
+ tartaro emético (Lc+TE); Tratados com lipossomas peguilados + tartaro emético (Lpeg+TE);
Grupos com indug&o do Fenbmeno ABC: Animais tratados com lipossomas convencionais +
tartaro emético (Lc+TE); Tratados com lipossomas peguilados vazios (Lpeg) e Tratados com
lipossomas peguilados + tartaro emético (Lpeg+TE). (n = 4).

PBS TE Lc Lc+TE  Lpeg+TE  Lc+TE Lpeg Lpeg+TE
(%)

Inflamagdo do parénquima hepdtico 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0%
Inflamagdo portal 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0%
Processos degenerativos 50% 100% 100% 0% 50% 100% 100% 50%
Hiperemia 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
Hiperplasia e hipertrofia das células 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0%
de Kupffer

Hemossiderose 50% 50% 50% 0% 0% 0% 50% 0%
Granuloma 50% 100% 100% 50% 0% 0% 50% 0%
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Tabela 4. Alteracdes histolégicas no bagco de camundongos BALB/c infectados por Leishmania
infantum e submetidos aos tratamentos: Grupos sem inducdo do fenémeno ABC: Grupo
controle (PBS); Animais tratados com tartaro emético livre (TE); Tratados com lipossomas
convencionais vazios (Lc); Tratados com lipossomas convencionais + tartaro emético (Lc+TE);
Tratados com lipossomas peguilados + tartaro emético (Lpeg+TE); Grupos com indugdo do
Fendmeno ABC: Animais tratados com lipossomas convencionais + tartaro emético (Lc+TE);

Tratados com lipossomas peguilados vazios (Lpeg) e Tratados com lipossomas peguilados +

tartaro emético (Lpeg+TE). (n = 4).

PBS TE Lc Lc+#TE Lpeg+TE  Lc+TE Lpeg Lpeg+TE
(%)
Reatividade esplénica 100% 100% 100% 50% 25% 25% 100% 0%
Espessamento de cdpsula ou trabécula 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0%
Esplenite capsular 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0%
Hiperplasia de polpa branca 100% 100% 100% 50% 25% 25% 100% 0%
Hemossiderose 100% 100% 100% 50% 50% 50% 75% 50%
Hiperemia 25% 50% 25% 0% 0% 0% 25% 0%
Anergia 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0%

Os animais infectados por L. infantum e tratados com o TE veiculado
em lipossoma ndo apresentaram pigmentos de hemossiderina no figado e
reduziram o0s granulomas. Estudos anteriores em nosso laboratorio
demonstraram reducdo da inflamacdo e do numero de granulomas em
camundongos BALB/c infectados por L. infantum e tratados com lipossomas

convencionais encapsulando ShV (antimoniato de meglumina) (MARCON,

2011).

ApoOs a infeccdo experimental de camundongos pela veia da cauda com
promastigotas de L. infantum, os parasitos entram no baco através da artéria
esplénica e rapidamente sdo removidos da circulacao por macréfagos e células
dendriticas da zona marginal. Neste momento mais de 95% dos parasitos sao
fagocitados pelos macréfagos e apds 24h aproximadamente 50% dos mesmos
estardo mortos. As células dendriticas capturam antigenos dos parasitos e
migram para a bainha linfoide periarteriolar onde os apresentam para células T
e NK e passam a secretar IL-12, entretanto a resposta imune é falha e
estabelece-se uma infeccdo cronica no baco. A persisténcia dos parasitos é
acompanhada pela impossibilidade de formacdo de granulomas,

esplenomegalia, destruicdo da microarquitetura esplénica e aumento da
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atividade hematopoiética (STANLEY; ENGWERDA, 2007). Ao analisarmos o
baco observamos que o grupo tratado com Lpeg + TE mediante inducdo do
fendmeno ABC foi o0 Unico a ndo apresentar reatividade esplénica e hiperplasia
de polpa branca. Alteracdes na celularidade da polpa branca podem ser
desencadeadas por uma resposta aguda a antigenos aumentando a
quantidade de células B (CESTA, 2006).

As principais lesdes encontradas no figado e no bago de camundongos
nao infectados e tratados e camundongos infectados por L. infantum e
submetidos aos diversos tratamentos estdo apresentados na Figura 17 e 18,

respectivamente.
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Figura 17. Fotomicrografias representativas das principais lesfes observadas em cortes de figado de animais néo infectados e tratados (a — h) e animais
infectados por Leishmania infantum e tratados (i — p), corados com hematoxilina e eosina. Grupos sem inducdo do fenbmenos ABC: a - Grupo controle
(PBS); b - Animais tratados com tartaro emético livre (TE); ¢ - Tratados com lipossomas convencionais vazios (Lc vazio); d - Tratados com lipossomas
convencionais + tartaro emético (Lc+TE); e - Tratados com lipossomas peguilados + tartaro emético (Lpeg+TE); Grupos com inducdo do fendbmeno ABC: f —
Animais tratados com lipossomas convencionais + tartaro emético (Lc+TE); g - Tratados com lipossomas peguilados vazios (Lpeg vazio) e h - Tratados com
lipossomas peguilados + tartaro emético ( Lpeg+TE). Grupos sem indu¢éo do fenémenos ABC: i - PBS; j - TE; k - Lc vazio; | - Lc+TE; m - Lpeg+TE; Grupos
com inducéo do fenébmeno ABC: n - Lc+TE; o - Lpeg vazio e p - Lpeg+TE. Seta preta — granuloma. Seta branca — hiperemia. Asterisco — degeneracao.

Cabeca de seta preta — pigmentos de hemossiderina. Aumento 440x.
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Figura 18: Fotomicrografias representativas das principais lesbes observadas em cortes de baco de animais n&o infectados e tratados (a — h) e animais
infectados por Leishmania infantum e tratados (i — p), corados com hematoxilina e eosina. Grupos sem inducdo do fenbmenos ABC: a - Grupo controle
(PBS); b - Animais tratados com tartaro emético livre (TE); ¢ - Tratados com lipossomas convencionais vazios (Lc vazio); d - Tratados com lipossomas
convencionais + tartaro emético (Lc+TE); e - Tratados com lipossomas peguilados + tartaro emético (Lpeg+TE); Grupos com inducdo do fendbmeno ABC: f —
Animais tratados com lipossomas convencionais + tartaro emético (Lc+TE); g - Tratados com lipossomas peguilados vazios (Lpeg vazio) e h - Tratados com
lipossomas peguilados + tartaro emético ( Lpeg+TE). Grupos sem indu¢éo do fenémenos ABC: i - PBS; j - TE; k - Lc vazio; | - Lc+TE; m - Lpeg+TE; Grupos
com inducgéo do fendmeno ABC: n - Lc+TE; o - Lpeg vazio e p - Lpeg+TE. Seta branca — hiperplasia e hipertrofia de nddulo linfoide, seta preta — nédulo

linfoide, seta preta fina — capsula, cabeca de seta branca — pigmento de hemossiderina, cabec¢a de seta preta — hiperemia. Aumento de 220x.

Nao infectados

Infectados
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6 — CONCLUSAO

Os resultados desse trabalho mostraram que a formulacdo de
lipossomas peguilados contendo tartaro emético sdo promissoras para O
tratamento da leishmaniose visceral experimental, visto que controlam o
parasitismo nos trés principais 6gdos acometidos pela doenca e diminuem as
lesbes relacionadas a toxicidade renal atribuida ao TE em sua forma livre. Por
outro lado, os resultados também demonstraram que a ativagdo do fenébmeno

ABC nao interferiu na eficacia das formulacdes peguiladas de tartaro emético.
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sanguinea acelerada de formulacao lipossomal peguilada contendo

tartaro emético em camundongos BALB/c infectados com Leishmania

infantum
Aluna: Tamara Cristina Moreira Lopes
Orientadora: Prof2. Dr2. Simone Aparecida Rezende

Co-orientadora: Prof. Dr. José Mario Barichello

Questionario de entrevista

1. Nome:

Cadigo:

2. ldade:

3. Sexo:

4. Possui algum problema de saude, como?

a. Problemas de coagulacéo sanguinea ( )

b. Ja apresentou hemorragias ( )

C. Ja apresentou tromboembolismo/trombose ( )

d. Problemas hepaticos/ figado ( )

e. Alguma doenca relacionada ao sistema imune ( )
f. Outros ()

Qual(is)?:

5. Faz uso de algum medicamento? ( ) sim ( ) néo
Qual(is)?:

6. Faz ou fez ingestao recente de bebida alcoolica? ( ) sim ( ) nao

Desde quando?
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