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RESUMO

A leishmaniose é uma zoonose amplamente distribuida pelas regifes tropicais e
subtropicais do mundo. O nimero de farmacos utilizados no tratamento da doenca &
limitado, além de apresentar alta toxicidade. A anfotericina B (AnB) € um farmaco com
potente atividade leishmanicida, porém apresenta efeitos nefrotdéxicos severos. As
solugdes micelares do copolimero poloxamero 407 (P407) possibilitam a solubilizacéo
e/ou dispersdo de substancias lipofilicas ou anféteras, protege estes componentes
frente as degradacdes hidrolitica e enzimatica e promovem a liberacdo controlada de
farmacos. Neste contexto, solucbes micelares de P407 contendo AnB foram
caracterizadas e avaliadas in vitro quanto a citotoxicidade e a atividade leishmanicida.
As solucdes micelares de P407 contendo AnB apresentaram tamanho médio maior
(entre 49 e 300 nm) quando comparadas as solu¢cdes micelares sem AnB (entre 8 e
77 nm), o que € indicativo da associacdo do farmaco as micelas/particulas. O indice
de polidisperséo foi influenciado pela composi¢céo das formulac¢des variando de mono
a polidisperso. O potencial zeta foi negativo em modulo para todas as solucbes
micelares e sua intensidade dependente da composicdo das formulagcbes. Os
espectros de absorcdo das formulacdes de AnB no UV demonstraram que até a
concentracdo de 10° M, as solucdes micelares estabilizaram a molécula do farmaco
em seu estado monomeérico. A solucdo micelar de P407 a 20% contendo AnB foi a
gue apresentou a maior atividade leishmanicida (IC50%) sobre promastigotas de L.
infantum (0,14 + 0,50 pg/mL). Em formas amastigotas do parasito a IC50% foi de 0,05
+ 0,18 pg/mL. A toxicidade desta formulacdo para células Vero (CC50%) foi menor
(19,14 + 0,25 pg/mL) quando comparada a formulagéo controle de AnB desoxicolato
de sédio (4,13 + 0,60 pug/mL). A citotoxicidade para macrofagos caninos (CC50%) foi
baixa (438,90 + 0,08 ug/mL) quando comparada ao controle de AnB desoxicolato (2,85
+ 0,15 pg/mL). O estudo de liberagéo in vitro da AnB a partir do estado gel de P407 a
20% demonstrou que este farmaco foi liberado de forma controlada (21,96 + 3,18
pg/mL/h) durante as 5 horas de teste. No seu conjunto, estes resultados sugerem que
solugdes micelares de P407 sao potenciais carreadores de AnB para o tratamento da

leishmaniose visceral.

Palavras-chave: Solugbes micelares, poloxamero 407, anfotericina B, atividade

leishmanicida, citotoxicidade.



ABSTRACT

Leishmaniasis is a zoonosis widely distributed throughout the tropical and subtropical
regions of the world. The number of drugs available for treating the disease is limited,
besides to exhibit high toxicity. Amphotericin B (AnB) is a drug with potent
leishmanicidal activity but has severe nephrotoxic effects. The micellar solution of
copolymer poloxamer 407 (P407) allows solubilization and/or dispersion of lipophilic or
amphoteric substances, protects these components against the hydrolytic and
enzymatic degradations and promote drugs controlled release. In this context, micellar
solutions of P407 containing AnB were characterized and evaluated in vitro in regard
to their cytotoxicity and leishmanicidal activity. The micellar solutions of P407
containing AnB showed a larger mean size (from 49 to 300 nm) than micellar solutions
without AnB (from 8 to 77 nm), which is indicative of drug association to the
micelles/particles. The polidispersion index was influenced by the composition of the
formulations varying from mono- to polydispersed. The zeta-potential was negative in
magnitude for all micellar solutions and its intensity dependent in the composition of
the formulations. The UV absorption spectra of the AnB formulations showed that until
the concentration of 10° M, the micelar solutions stabilized the drug molecule in its
monomeric state. The 20% P407 micelar solution containing AnB was what showed
increased leishmanicidal activity (IC50%) on promastigotes of L. infantum (0.14 + 0.50
pug/mL). In amastigote forms of the parasite, the IC50% was 0.05 + 0.18 pug/mL. The
toxicity (CC50%) of this formulations to Vero cells was lower (19.14 + 0.25 pg/mL)
when compared to the control formulation of sodium deoxycholate AnB (4.13 + 0.60
pg/mL). The cytotoxicity to canine macrophages (CC50%) was lower (438.90 = 0.08
Mg/mL) compared to the control deoxycholate AnB (2.85 + 0.15 pg/mL).The release of
AnB from 20% P407 formulation in the gel state was in a controlled fashion (21.96 +
3.18 pg/mL/h) during the 5 hours of the release study. Thus, these results suggest that
micellar solutions of P407 are potential carriers for AnB for the treatment of visceral

leishmaniasis.

Keywords: Micellar solutions, poloxamer 407, amphotericin B, leishmanicidal activity,

cytotoxicity.
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A leishmaniose visceral (LV) € uma doenca zoonotica infecciosa causada por
diferentes espécies do género Leishmania com ampla distribuicdo no mundo,
acometendo o0 homem e os animais. Ocorre na Asia, Africa, Europa e Américas, sendo
gue no continente americano ha relatos sobre a doenca desde a época colonial (RATH
et al., 2003). Esta parasitose possui impacto avassalador na saude publica mundial,
com prevaléncia de aproximadamente 12 milhdes de individuos infectados e cerca de
2,3 milhdes de novos casos por ano em todo mundo (PEDROSO et al., 2011; RAMOS
et al., 2011). O Brasil, segundo o Ministério da Saude, apresentou média anual de
3.454 casos no periodo de 2000 a 2013, com aumento da letalidade de 3,2%, em
2000, para 7,1%, em 2013 (BRASIL, 2006; BRASIL, 2015).

Os farmacos leishmanicidas de primeira linha utilizados no tratamento da
doenca sdo os antimoniais pentavalentes, tais como antimoniato de meglumina e
estibogluconato de sodio. Além disso, outros farmacos podem ser utilizados como
segunda escolha, tais como anfotericina B (AnB), pentamidina, miltefosina e
paromomicina (WHO, 2010). Todos os farmacos, com excecdo da miltefosina,
requerem administracéo parenteral e longo periodo de tratamento, o que resulta em
um aumento dos efeitos adversos, e muitas vezes, no abandono do tratamento pelo
paciente (CROFT; COOMBS, 2003). Além disso, os antimoniais pentavalentes séo
altamente toxicos e propensos a estimularem a resisténcia de algumas cepas do
parasito (CROFT; BARRETT; URBINA, 2005).

A AnB, farmaco de segunda escolha para o tratamento da LV, tem substituido
os antimoniais pentavalentes em regifes da india onde a falha terapéutica com estes
chega a mais de 60% (CHAPPUIS et al., 2007). Devido a sua potente acao
leishmanicida, a AnB é considerada o tratamento mais eficaz contra a LV, muito
embora este tratamento esteja relacionado com graves efeitos toxicos
(CHATTOPADHYAY; JAFURULLA, 2011).

A grande incidéncia de reacdes adversas no uso da AnB despertou muitos
estudos com o intuito de reduzi-las. A reducdo destes efeitos toxicos tem sido
alcancada por meio da incorporacéo da AnB em estruturas lipidicas, como lipossomas
(AmBisome®), complexos lipidicos (Abelcet®), dispersées coloidais (Amphocil®) e
microemulsdes (AnBME). Porém, essas formulagbes apresentam elevado custo e

necessitam de ser administradas por via intravenosa, o que gera mais gastos, pois as
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infusbes sdo feitas a nivel ambulatorial, requerendo pessoas especializadas para
administracdo e a internacdo dos pacientes (JULIANO et al., 1987; ANTONIADOU;
DUPONT, 2005; CHAMILOS et al., 2007).

As formulacdes baseadas em nanotecnologia buscam contornar problemas
relacionados aos efeitos toxicos e podem aumentar a eficacia destes farmacos. Neste
sentido, solu¢Bes aquosas micelares do copolimero poloxamero 407 (P407) sédo de
grande interesse, pois seu microambiente possibilita a solubilizacdo e/ou dispersao
de substancias de baixa solubilidade em agua, enquanto protege estes componentes
frente a degradacéo hidrolitica e enzimatica, além de promover controle de liberacéo
do farmaco (DUMORTIER et al., 2006; LIU; FORREST; KWON, 2008).

E nesta perspectiva que solucdes micelares de P407 e AnB foram preparadas,
caracterizadas e avaliadas in vitro, a fim de se encontrar alternativas menos téxicas e
eficazes de tratamento para a LV, com custo menor se comparadas aos

medicamentos nanotecnoldgicos disponiveis no mercado.
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2.1. Leishmanioses

2.1.1. Aspectos gerais

As leishmanioses sdo doencas causadas por parasitos do género Leishmania,
pertencente a familia Trypanosomatidae da ordem Kinetoplastida (LAINSON; SHAW,
1987). A transmissao ocorre pela picada do mosquito fémea (vetor) do género
Phlebotomus nos paises do velho mundo, Europa, Asia e Africa, e Lutzomyia nos
paises do novo mundo, Américas. Esses parasitos podem infectar o homem e uma
grande variedade de mamiferos domésticos e silvestres (reservatdrios naturais) e
nestes se multiplicarem. Os parasitos do género Leishmania podem se encontrar na
forma promastigota flagelada que se desenvolve no interior do tubo digestivo dos
hospedeiros invertebrados (flebotomineos) e na forma amastigota, ndo flagelada e
presente no interior das células dos hospedeiros vertebrados (MOLYNEUX; KILLICK-
KENDRICK, 1987; KISHORE et al., 2006; SANTOS et al., 2008; WHO, 2008).

Os hospedeiros invertebrados, popularmente conhecidos como mosquito-
palha, birigui, tatuquira, cangalha e asa-dura, dependendo da sua localizacéo
geografica, sdo dipteros hematéfagos da familia Psychodidae e subfamilia
Plebotominae. Estes sao dificeis de serem percebidos, uma vez que sédo de cor palha,
muito pequenos e nao fazem barulho (REY, 2002; BHATTACHARYA; SUR;
KARBWANG, 2006).

As formas promastigotas de Leishmania parasitam o hospedeiro vertebrado em
seu sistema fagocitico mononuclear (SMF), alojando-se nos fagossomos dos
mondcitos, histiécitos e macrofagos onde se transformam em amastigotas e se
multiplicam por divisdo binaria simples. O nimero de parasitos aumenta e causa o
rompimento da célula, disseminando-se pela via hematogénica e linfatica, iniciando
uma reacdo inflamatéria e proporcionando a atracdo de outros macrofagos. Os
vetores sugam junto com o sangue as formas amastigotas do homem ou animal
infectado, que se alojam em seu tubo digestivo. No intestino médio, as formas
amastigotas se diferenciam em promastigotas prociclicas que se multiplicam por
divisdo simples e assexuada e se diferenciam em promastigotas metaciclicas, formas
infectivas para o hospedeiro vertebrado. Esse evento é denominado metaciclogénese.

Assim, as formas infectantes do parasito migram para a probdscida do inseto apos
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aproximadamente 4 a 5 dias. A esta altura, bloqueiam o proventriculo de onde podem
ser inoculadas na pele do hospedeiro vertebrado, junto com a saliva (SACKS;
KAMHAWI, 2001; BASANO; CAMARGO, 2004; CHAPPUIS et al., 2007,
REINTHINGER et al.,, 2007; SANTOS et al.,, 2008). A Figura 1 representa o ciclo

biolégico do parasito.

Estagio no hospedeiro Estagio no hospedeiro
invertebrado humano

Flebétomo injeta
promastigotas na

pe le

g Divisdo e migragéo I?romqtstié:]otas ISéO
para glandula sahvar agocitadas pelos
macraéfagos

Transformagao das amastigotas em Promastigotas tornam-se
promastigotas no intestino médio amastigotas dentro dos
| macréfagos

6 Ingestdo de células
paraS|tadas
4 Multiplicagéo das

?\I’-'a-t amastigotas

e(c o dentro das células

5 Repasto sanguineo

Figura 1. Ciclo bioldgico das Leishmanias. Adaptado de REINTHINGER e colaboradores
(2007).

As caracteristicas do sistema imunoldgico do hospedeiro em combinagéo com
a espécie infectante do parasito do género Leishmania contribuem muito para a
diversidade dos quadros clinicos na leishmaniose. Assim, a leishmaniose é
classificada em trés formas clinicas principais: leishmaniose cutanea (LC),

leishmaniose mucosa (LM) e leishmaniose visceral (LV), sendo esta também
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conhecida como Calazar (SINGH; SIVAKUMAR, 2004; MURRAY et al., 2005; WHO,
2008).

A LC, forma mais frequente da doenca, é caracterizada por lesdes cutédneas
gue aparecem numa area exposta da superficie do corpo. Apds um periodo de
incubacdo de um a trés meses, uma papula vermelha aparece, a qual se estende
como uma placa ou nédulo. A leséo frequentemente se desenvolve como uma Ulcera
circular e indolor, bem delimitada, com crosta central que as vezes é hemorragica. Na
regido do tegumento, local em que o parasito é inoculado pela picada do inseto
ocorrem modificacfes histoldégicas que geram uma reacao inflamatoria caracterizada
por hiperplasia e hipertrofia histiocitaria, ou seja, aumento do nimero e do tamanho
dos macrofagos aparecendo como areas claras da derme e edema (MURRAY et al.,
2005; PEREIRA; ALVES, 2008; GOTO; LINDOSO, 2010).

Na LM, ocorre o aparecimento de lesbes ulcerosas que causam destruicao das
mucosas oronasal e faringea. As lesdes desfigurantes e mutilacdo da face causam
grande sofrimento ao paciente. A propagacdo dessa forma clinica da doenca da-se
provavelmente por via hematogénica. Nédulos com focos de macréfagos infiltrados
podem surgir com raros parasitas e tendéncia a ulceragdo, localizando-se na porcao
cartilaginosa do septo nasal. Essas Ulceras costumam progredir em extensao e
profundidade, com destruicédo das cartilagens e dos 0ssos do nariz, da regido palatina
ou do macico facial. Progressivamente ocorre a perfuracéo do septo ou do palato e o
processo inflamatorio se estende a faringe e a laringe, sendo possivel o encontro de
metastases cutaneas. Esta forma da doenca recebe também os nomes de Ulcera de
Bauru, espundia, ferida brava e nariz de tapir (REY, 2002; DESJEUX, 2004; GOTO;
LINDOSO, 2010).

A LV, forma mais severa da doenca que pode ser fatal se ndo tratada, €
caracterizada por febre irregular, perda de peso, esplenomegalia, hepatomegalia,
linfadenopatia e anemia. Nesse caso, 0s parasitos atacam o sistema fagocitico
mononuclear (SFM) do baco, figado, medula 6ssea e dos tecidos linfoides. A
hipertrofia e a hiperplasia do SFM das visceras sdo a causa da esplenomegalia
(aumento do baco), da hepatomegalia (aumento do figado) e das alteragbes da
medula 6ssea. Os macrofagos aumentam de forma consideravel em namero e seu

citoplasma torna-se abundante, contenham ou n&o parasitos em seu interior
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(DESJEUX, 2004; SINGH; SIVAKUMAR, 2004; BHATTACHARYA; SUR;
KARBWANG, 2006; CHAPPUIS et al., 2007).

2.1.2. Leishmaniose visceral

A LV é uma doencga infecciosa crbnica sistémica, em que o periodo de
incubacédo pode variar de 10 dias até 2 anos, apresentando trés fases: fase inicial,
periodo de estado e periodo final. O periodo inicial & caracterizado por febre, palidez,
hepatomegalia e esplenomegalia que podem ser acompanhados por diarreia e tosse.
Muitos casos podem ser oligossintoméaticos ou até mesmo assintomaticos, que séo
de grande relevancia epidemioldgica. O periodo de estado inclui febre intermitente,
perda de peso, aumento da hepatomegalia e esplenomegalia, além do
comprometimento do estado geral do individuo. O periodo final da doenca é
caracterizado por desnutricdo grave, pancitopenia, ictericia e ascite. A morte é

geralmente o resultado de hemorragia e de infec¢des oportunistas (BRASIL, 2006).

A LV é causada por espécies do género Leishmania, sendo que no leste da
Africa e india o agente etiologico é a Leishmania (Leishmania) donovani e na China,
Asia Cantral, sudeste da Europa, Mediterrdneo e América Latina, a Leishmania (L.)
infantum (LAINSON; SHAW, 1987; LUKES et al., 2007; MAURICIO; STOTHARD;
MILES, 2000).

Considerado o principal reservatorio doméstico do parasito, o cdo (Canis
familiaris) € um importante elo de transmissao da doenc¢a para 0 homem, uma vez que
apresenta elevado parasitismo cutaneo, observado até mesmo nos animais
assintomaticos (TESH, 1995; COSTA et al., 1999; DE QUEIROZ et al., 2011).

As mudancas ambientais e climéticas, originadas do acentuado desmatamento
e 0 constante processo migratério de pessoas para as areas urbanas aliados ao
aumento da densidade do vetor nessas areas e ao convivio muito proximo de
humanos e caes se tornaram os principais fatores relacionados a elevada incidéncia
de casos de LV nos grandes centros urbanos (MARZOCHI, 1989; MONTEIRO et al.,
2005).

Dessa forma, o processo de expansao geografica e urbanizagcédo da LV levaram

0s Orgaos publicos a estabelecer medidas de controle mais eficazes. Atualmente, as
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estratégias de controle da doenca séo centradas no diagndstico e tratamento precoce
dos individuos infectados, reducéo da populacdo de vetores no peri e intradomicilio,

eliminacao dos reservatorios e atividades de educacdo em saude (TESH, 1995).

2.1.3. Epidemiologia da LV

Com o aumento significativo do nimero de casos e expansdo da area de
abrangéncia da doenca, a LV passou a ser considerada uma das seis endemias
prioritarias no mundo e tem se tornado um importante problema de saude publica,
estando amplamente distribuida nos quatro continentes. Ocorre em varias areas
geograficas, sendo identificada em mais de 100 paises no mundo, de clima tropical
ou subtropical. A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estima que ocorra de 2 a 4
milhdes de casos de LV por ano, sendo que 90% dos casos ocorrem na india,
Bangladesh, Nepal, Suddo, Etiopia e Brasil (DESJEUX, 2004; BRASIL, 2006;
CHAPPUIS et al., 2007; MICHALSKY et al., 2011; KHALIL et al., 2014).

No Brasil, a LV apresenta aspectos geograficos, climaticos e sociais
diferenciados, em funcéo da sua ampla distribuicdo geogréfica, envolvendo as regides
Norte, Nordeste, Centro-Oeste e Sudeste. Na década de 90, aproximadamente 90%
dos casos notificados de LV ocorreram na regido Nordeste. A medida que a doenca
se expande para as outras regibes e atinge areas urbanas e periurbanas, esta
situacdo vem se modificando, sendo que em 2013 a regido Nordeste passou a
representar 53,6% do total de casos no pais. A LV apresenta comportamento
epidemioldgico ciclico, com elevagdo de casos em periodos médios a cada cinco
anos. No periodo de 2000 a 2013, a média anual de casos foi de 3.454 e o coeficiente
de incidéncia de 1,9 casos por 100 mil habitantes. A letalidade vem aumentando
gradativamente, passando de 3,2%, em 2000, para 7,1%, em 2013 (BRASIL, 2006;
BRASIL, 2015).

Os dados epidemiologicos dos ultimos anos revelam a periurbanizacdo e a
urbanizacdo da LV, destacando-se os surtos ocorridos no Rio de Janeiro (RJ), Belo
Horizonte (MG), Aracatuba (SP), Santarém (PA), Corumba (MS), Teresina (PI), Natal
(RN), Sdo Luis (MA), Fortaleza (CE), Camacari (BA) e mais recentemente as
epidemias ocorridas nos municipios de Trés Lagoas (MS), Campo Grande (MS) e
Palmas (TO) (BRASIL, 2006; BRASIL, 2015).
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2.1.4. Tratamento da LV

O tratamento de primeira escolha para a LV baseia-se na quimioterapia com
antimoniais pentavalentes, principalmente o antimoniato de meglumina (Glucantime®)
e o estibogluconato de soédio (Pentostam®), disponiveis no mercado desde 1940
(SANTOS et al., 2008; TIUMAN et al., 2011). Porém, esses farmacos possuem
elevada toxicidade e efeitos adversos graves tais como cardiotoxicidade e pancreatite
aguda. Ainda podem ser observados anemia, leucopenia, mialgia, dores de cabeca,
nauseas, vomitos, entre outros. Além disso, o tratamento com o0s antimoniais
pentavalentes dura em torno de 28 dias para a LV (ASTELBAUER; WALOCHNIK,
2011).

Outra desvantagem destes medicamentos é que eles necessitam ser
administrados por via parenteral, o que dificulta a adeséo do paciente ao tratamento,
ocorrendo, na maioria dos casos, o abandono deste, favorecendo o surgimento de
cepas resistentes (SINGH; SIVAKUMAR, 2004; SOARES-BEZERRA; LEON;
GENESTRA, 2004; CROFT; BARRETT; URBINA, 2005).

Em casos de resisténcia aos antimoniais pentavalentes, a pentamidina, a
anfotericina B e a paromomicina séo utilizados como farmacos de segunda escolha e
também possuem efeitos téxicos severos (SANTOS et al.,, 2008; ASTELBAUER,;
WALOCHNIK, 2011; TIUMAN et al., 2011).

Embora seja um farmaco de segunda escolha, jA sdo conhecidos casos de
resisténcia a pentamidina. Também ha dificuldades no tratamento de pacientes
imunodeprimidos cuja quimioterapia convencional € menos eficaz, o que resulta na
administracdo de doses mais elevadas do farmaco e um periodo mais longo de
tratamento. Devido a sua toxicidade resultante do longo tratamento necessario na LV,
a pentamidina tem sido usada apenas em casos de LC. Sendo assim, a busca por
novos farmacos com toxicidade reduzida e mais eficientes é crescente (BRAY et al.,
2003; SANTOS et al., 2008; ASTELBAUER; WALOCHNIK, 2011).

Pertencente a classe dos aminoglicosideos, a paromomicina € o Unico farmaco
dessa classe que possui atividade leishmanicida. O fato de apresentar baixa absorcéo
por via oral, motivou o desenvolvimento de formulacfes topicas e parenterais para a
LC e a LV, respectivamente (SUNDAR et al., 2007; TIUMAN et al., 2011). J& foi
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observado que pacientes resistentes aos antimoniais pentavalentes apresentam
otimos resultados quando tratados com paromomicina. Dessa forma, Vvarias
combinac¢des de antimoniais com paromomicina tém sido estudadas com o objetivo
de se encontrar uma terapia eficaz para a LC e a LV, com reducdo do tempo de
tratamento e melhora da resposta imunolégica. Porém, este tipo de tratamento ndo
tem sido eficaz contra algumas espécies de Leishmania (BALANA-FOUCE et al.,
1998).

A miltefosina foi desenvolvida como farmaco anticancer e vem sendo utilizada
na india na terapia oral de pacientes com leishmaniose ndo responsivos ao tratamento
convencional com antimoniais, apresentando resultados bastante promissores
(CHAPPUIS et al., 2007; SHAKYA et al., 2012 ). A taxa de cura da miltefosina foi de
94% (ASTELBAUER; WALOCHNIK, 2011). Entretanto, este farmaco apresenta
muitos efeitos adversos, como aumento do nivel sanguineo de transaminases,
creatininemia, uremia, diarreias e vomitos (SOARES-BEZERRA; LEON; GENESTRA,
2004). H& também preocupacdes com o aparecimento de resisténcia, uma vez que
esta pode ser facilmente induzida em estudos realizados com cepas de L. infantum in
vitro (CHAPPUIS et al., 2007; ASTELBAUER; WALOCHNIK, 2011).

Devido as falhas terapéuticas dos antimoniais pentavalentes que ocorrem em
mais de 60% dos casos, a AnB tem sido utilizada como alternativa no tratamento da
LV em regides da India. As formulagdes contendo AnB estdo sendo cada vez mais
usadas no tratamento da LV por serem consideradas os tratamentos mais eficazes
contra a doenca, atuando tanto contra as formas promastigotas quanto as amastigotas
do parasito, sendo possivel alcancar uma taxa de cura de até 97%. Todavia, 0
tratamento com a AnB convencional resulta em graves efeitos adversos devido a
elevada toxicidade deste farmaco, como nefrotoxicidade, hipocalemia e anafilaxia.
Dessa forma, a formulacéo de AnB lipossomal é considerada a melhor alternativa para
o tratamento da LV, uma vez que apresenta baixa toxicidade. Essa formulacdo € o
medicamento de primeira escolha nos Estados Unidos e na Europa. O mesmo nao
ocorre nos paises em desenvolvimento, visto que o elevado custo limita a sua
utilizacdo (CHAPPUIS et al., 2007; CHATTOPADHYAY; JAFURULLA, 2011).

2.2. Anfotericina B (AnB)
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A AnB, antibi6tico poliénico descoberto em meados de 1953, pertence a classe
dos macrolideos. Esse farmaco € obtido naturalmente a partir de culturas de
Streptomyces nodosus e desde a sua descoberta é o antifingico de escolha para
tratar infeccdes sistémicas (BARRETT et al., 2003; FILIPPIN; SOUZA, 2006). A AnB
foi inserida no mercado em 1958 na forma de desoxicolato (Fungizone®) e tém sido
utilizada também na terapia da LV em casos de resisténcia aos antimoniais
pentavalentes (SUNDAR et al., 2001; CHATTOPADHYAY; JAFURULLA, 2011).

O nome anfotericina deriva da caracteristica anfotérica de sua estrutura
molecular, a qual esta relacionada com a formacéao espontanea de sais sollveis tanto
em meio acido como em meio basico. Em relacdo a estrutura quimica da molécula de
AnB (Figura 2) percebe-se que a mesma é bastante complexa, apresentando 37
atomos de carbono organizados em um anel macrociclico fechado por lactonizagéo.
Possui uma cadeia de ligacdes duplas conjugadas nao-substituidas na porgao
hidrofébica do anel e, na por¢cédo hidrofilica oposta, uma cadeia com sete grupos
hidroxila livres, o que Ihe confere a caracteristica anfipatica ou anfotérica citada
anteriormente. Em uma das extremidades da molécula, encontra-se um residuo
micosamina (lactona) com um grupamento amina livre, formando uma cadeia lateral
geralmente designada como “cabeca polar” da molécula (GANIS et al.,, 1971;
FILIPPIN; SOUZA, 2006; JUNG et al., 2009).

Figura 2. Estrutura quimica da molécula de anfotericina B. Adaptado de GANIS e
colaboradores (1971).

A AnB é um p6 amarelo alaranjado, inodoro, sensivel a luz quando em solucéo.

A natureza anfipatica da molécula limita a sua solubilidade na maioria dos solventes,
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inclusive na 4gua, sendo que a dissolugéo pode ocorrer em dimetilsulféxido (DMSO),
dimetilformamida e propilenoglicol, ou parcialmente em metanol (USP 35, 2011;
BRITISH PHARMACOPEIA, 2012). A baixa solubilidade em agua compromete a
administracdo do farmaco por via oral, sendo que o recomendavel &€ administracao
lenta em forma de suspensdo micelar ou dispersédo coloidal do mesmo com o
tensoativo desoxicolato de sadio, via endovenosa (ESPOSITO et al., 2003; FILIPPIN;
SOUZA, 2006; JUNG et al., 2009).

O mecanismo de ac¢do antifiungico da AnB (Figura 3) baseia-se na inibicao da
sintese de ergosterol, um esteroide presente na membrana celular fungica e de alguns
protozoarios, ocasionando a formacgéo de poros através das membranas lipidicas. A
alteracdo da permeabilidade das membranas permite o extravasamento de pequenos
ions e metabdlitos, principalmente ions potassio, o que gera um desequilibrio
eletrolitico e homeostéatico que tem como resultado a inibicdo do crescimento e,
consequentemente, a morte celular (FILIPPIN; SOUZA, 2006; WASAN et al., 2009;
CHATTOPADHYAY; JAFURULLA, 2011).

Em altas concentragbes, as moléculas de AnB se auto-associam formando
dimeros ou agregados maiores. As duas formas, monomérica e agregada, podem
formar canais em membranas contendo ergosterol. Porém, somente a forma agregada
pode formar tais canais em membranas contendo colesterol, o esterol constituinte da
membrana de mamiferos, a qual seria responsavel pela toxicidade da AnB em
humanos (LARABI et al., 2004; FILIPPIN; SOUZA, 2006). Sendo assim, umas das
estratégias para reduzir a toxicidade do farmaco seria o desenvolvimento de novas
formulacdes que produzam agregados menos toxicos ou estabilizem a AnB no estado

monomeérico na formulacgéao.

A AnB em meio aquoso forma uma mistura de monémeros sollveis e
oligbmeros com agregados insolluveis. Apesar de todas as formulacées de base
aguosa do farmaco possuirem coloragdo amarelada, elas podem apresentar
diferentes aspectos dependendo do estado de agregacdo das moléculas, sendo que
formulagBes transparentes indicam predominancia da conformagdo monomérica e
formulacdes opacas indicam que ha alta agregacéao de oligdmeros. Vale ressaltar, que
as formulacbes que apresentam oligbmeros, mostram-se como uma dispersao
coloidal translucida (TORRADO et al., 2008).
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Figura 3. Representagéo esquematica da formacgéo de poros hidrofilicos na membrana celular
devido a associagéo entre anfotericina B e esterdis presentes na membrana. Adapatado de
CHATTOPADHYAY; JAFURULLA (2011).

O estado de agregacao das moléculas de AnB em diferentes formulagbes pode
ser determinado por meio da técnica de espectrofotometria de absor¢éo na faixa do
ultravioleta-visivel (UV-Vis). No Quadro 1 estdo descritas as principais caracteristicas
das formulacBes contendo os diferentes estados de agregacédo da AnB. A Figura 4
representa os perfis espectrofotométricos dos diferentes estados de agregacéo das

moléculas de AnB.

O farmaco apresenta dois tipos de toxicidades principais: a toxicidade aguda,
relacionada a infusdo e a toxicidade renal cronica (INSELMANN; INSELMANN;
HEIDEMANN, 2002; ANTONIADOU; DUPONT, 2005). A nefrotoxicidade é frequente
em pacientes que utilizam a AnB, e pode apresentar diferentes graus de
complexidade, dependendo da dose administrada e do tempo de tratamento com o
farmaco (FILIPPIN; SOUZA, 2006).
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Quadro 1. Caracteristicas dos diferentes estados de agregacéo da anfotericina B. Adaptado
de TORRADO e colaboradores (2008).

Estado de agregacdo da Aparéncia macroscopica Picos no espectro de
AnB da formulacéo absorcédo UV- Vis
Monémero Amarelo transparente 363, 383, 406-409 nm
Oligbmero Amarelo translucido 328-340 nm
Agregados de oligbmeros Amarelo opaco 360-363, 383-385 e 406-420
nm
A B C
Abs Abs Abs
1.5
2.0 0.3
1.0
0.25
1.0
0.5 ) 0.2
0 k 0 0.15
300 350 400 450 300 350 400 450 300 350 400 450
W.L (nm) W.L (nm) W.L (nm)

Figura 4. Perfis espectrofotométricos dos diferentes estados de agregacdo da AnB. (A)
Espécie monomérica. (B) Espécie oligomérica. (C) Agregados de oligbmeros. Adaptado de
TORRADO e colaboradores (2008).

As reacdes adversas relacionadas a infuséo incluem febre, calafrios, nausea,
vomitos, hipocalemia e arritmia cardiaca. Essas reacdes ocorrem provavelmente pela
inducdo de citocinas pro-inflamatorias pelo farmaco (INSELMANN; INSELMANN;
HEIDEMANN, 2002; ANTONIADOU; DUPONT, 2005). J4& a nefrotoxicidade, ocorre
devido a vasoconstricdo que leva a lesdo isquémica e a interagdo direta com as
membranas celulares epiteliais resultando em disfuncéo tubular, sendo observado
aumento nos niveis séricos de creatinina (ANTONIADOU; DUPONT, 2005).
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A fim de contornar esses problemas de toxicidade relacionados a utilizacdo da
AnB, muitos estudos tém sido voltados para o desenvolvimento de formulacdes menos
toxicas de AnB (FILIPPIN; SOUZA, 2006). Entre as opc¢oes, estdo as formulacbes a
base de polimeros como micelas, nanocapsulas e nanoesferas; e as formulacbes
lipidicas como lipossomas, micro e nanoemulsdes. Esses sistemas de liberagcéo de
farmacos constituem uma abordagem terapéutica alternativa para regular tanto a
duracéo do efeito farmacolégico quanto a localizacédo de agentes terapéuticos, o que
pode levar a reducdo da toxicidade e, consequentemente, aumento de sua eficacia
terapéutica (PEZZINI; SILVA; FERRAZ, 2007).

2.3. Formulagdes contendo AnB disponiveis no mercado

O Fungizone® (Bristol-Meyers Squibb), primeira formulacédo farmacéutica de
AnB, consiste na associagéo do pa liofilizado do farmaco com o sal biliar desoxicolato
de sédio. E administrado na forma de dispers&o micelar através de infuso lenta, apos
a reconstituicdo em soro glicosado. Porém, a administracdo desta formulacdo esta
relacionada com problemas de toxicidade, provavelmente devido a falta de
homogeneidade na formulacéo e a presenca de aglomerados de AnB (JAIN; KUMAR,
2010). Por este motivo, a terapia com AnB desoxicolato de sédio (AnB-D) pode
apresentar inumeras reacfes adversas como nefrotoxicidade, hematotoxicidade,
hepatotoxicidade, anemia, trombocitopenia, hipotensdo, hipertensdo e leucopenia
(GUO, 2001; CHATTOPADHYAY; JAFURULLA, 2011).

Recentes avancos na area de nanotecnologia tém resultado no
desenvolvimento de formulacdes lipidicas de AnB. Atualmente existem trés
formulacdes lipidicas disponiveis no mercado: Abelcet®, complexo lipidico; Amphocil®,
dispersdo coloidal; e AmBisome®, AnB lipossomal. Essas formulagfes sdo menos
toxicas que a formulagédo convencional de AnB e podem ser administradas em doses

mais altas, sendo, portanto, mais eficazes (FUKUI et al., 2003).

O Abelcet®, complexo lipidico com AnB de estrutura multilamelar constituido de
diesteroilfosfatidilcolina (DMPC) e diesteroilfosfatidilglicerol (DMPG), foi a primeira
formulacg&o lipidica aprovada pelo FDA (Food and Drug Administration), em 1995. E
comercializado na forma de suspenséo e sua administracao deve ser feita por infusao
apos diluicdo em soro glicosado 5% por duas horas (ROBINSON; NAHATA, 1999;
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FILIPPIN; SOUZA, 2006). Esse complexo lipidico, possui toxicidade diminuida em
relagdo ao Fungizone®, entretanto demonstra menor efetividade terapéutica devido a

niveis plasmaticos inferiores de AnB no organismo (HILLERY, 1997).

A dispersdo coloidal de AnB e colesterilsulfato de soédio, Amphocil®, é
comercializada na forma de po liofilizado e deve ser reconstituida em agua estéril. Sua
administracéo € realizada por infusdo apos diluicgdo em soro glicosado 5% por duas
horas. A instabilidade fisica desta formulacdo € um fator limitante, uma vez que é
estavel por 14 dias nas concentraces de 0,1 a 2 mg/mL a temperatura entre 4 e 25°C
e protegido da luz. Apos sua aprovacdo pelo FDA em 1996, inimeros estudos foram
realizados in vitro, em modelos animais e em humanos, confirmando a menor
toxicidade em comparacdo com o Fungizone® (ROBINSON; NAHATA, 1999;
FILIPPIN; SOUZA, 2006).

O AmBisome® é uma preparacdo lipossomal de vesiculas unilamelares
contendo fosfatidilcolina de soja hidrogenada, colesterol, diesterolifosfatidiglicerol
(DMPG) e AnB, sendo a primeira formulacédo lipossomal para o farmaco (JAIN;
KUMAR, 2010). E comercializado na forma de p6 liofilizado e deve ser reconstituido
em agua estéril, sendo diluida em soro glicosado 5% para administracdo (ROBINSON;
NAHATA, 1999). Diversos estudos mostram que a AnB lipossomal € tdo eficaz quanto
a anfotericina B desoxicolato de sodio (AnB-D) nas terapias de infec¢des fungicas e
LV, sendo que a primeira apresenta baixa toxicidade (FILIPPIN; SOUZA, 2006). As
formulagdes lipossomais liberam a AnB de forma mais gradual no organismo e ainda
impedem a formacdo de agregados, o que pode explicar sua reduzida toxicidade.
Porém o tratamento com AmBisome® possui custo elevado, o que limita a sua

utilizagéo.

Vale ressaltar que a administracdo destes medicamentos requer a internacao
do paciente, 0 que gera gastos elevados para o governo, principalmente nos paises
em desenvolvimento, onde a LV é prevalente. Neste contexto, se faz necessario o
desenvolvimento de sistemas carreadores de AnB capazes de manter a eficacia

terapéutica do farmaco, reduzir seus efeitos tdéxicos e custos.

2.4. Micelas poliméricas de poloxamero 407 (P407)
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As micelas poliméricas tém sido estudadas como sistemas de liberacdo de
farmacos, sendo formadas a partir de copolimeros constituidos por unidades
monomericas hidrofilicas e hidrofébicas (KWON; KATAOKA, 1995). Concentracao
micelar critica (CMC) é a concentracdo minima de polimero necessario para formar
micelas. Em meio aquoso, copolimeros em bloco anfifilicos se micelizam
espontaneamente em concentra¢des iguais ou superiores a CMC, formando uma
coroa de caracteristica hidrofilica e um nucleo de caracteristica hidrofobica, afim de
minimizar a energia livre da solucéo (Figura 5). As micelas formadas por copolimeros
anfifilicos sdo mais estaveis que as micelas preparadas a partir de detergentes, devido
a baixa CMC (MORISHITA et al.,, 2001; GARREC; RANGER; LEROUX, 2004;
SEZGIN; YUKSEL; BAYKARA, 2006; OWEN; CHAN; SHOICHET, 2012).

Coroa
hidrofilica

Bloco Bloco Bloc Nucleo
oco . ap
hidrofilico hidrofébico hidrofilico . hidrofébico
T ' |

AR AR A { \ A

10-200 nm

Figura 5. Formacdo de micelas poliméricas. Em meio aquoso, copolimeros anfifilicos
associam-se para formar um nudcleo hidrofobico e uma estrutura de coroa hidrofilica. Adaptado
de OWEN; CHAN; SHOICHET (2012).

O nlcleo dessas estruturas €, portanto, um compartimento ndo aquoso
separado do meio aquoso por cadeias hidréfilas da corona, o que possibilita a
incorporacao de varios agentes terapéuticos ou de diagnostico. Dessa forma, micelas
poliméricas podem ser utilizadas como nanocarreadores eficientes para compostos
de baixa solubilidade, substéncias com caracteristicas farmacocinéticas indesejaveis
e compostos que possuem baixa estabilidade em um ambiente fisiologico (KABANOV;
ALAKHOV, 2002).
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Micelas poliméricas apresentam vantagens quando comparadas a outros
veiculos de farmacos, uma vez que micelas possuem tamanho pequeno (10-200 nm);
sao faceis de serem obtidas em grande escala; e ligantes especificos podem ser
anexados a sua superficie externa, otimizando a liberacdo de farmacos em sitios
especificos e, consequentemente, reduzindo seus efeitos tdéxicos (TORCHILIN, 2001,
OWEN; CHAN; SHOICHET, 2012).

Ha grande interesse na producdo de micelas através de poloxameros,
conhecidos comercialmente como Pluronics®, devido a baixa toxicidade destes
guando comparados aos surfactantes convencionais (RIESS, 2003; LIU; FORREST;
KWON, 2008). O poloxamero 407 (P407), também conhecido como Pluronic® F-127,
€ um copolimero tribloco de 6xido de etileno (OE) e 6xido de propileno (OP), cuja
formula molecular € OEgs-105 — OPs4-60— OEgs-105 (Figura 6). Sua sintese ocorre a partir
de mondmeros de OE e OP na presenca de um catalisador alcalino, tais como
hidroxido de sodio ou hidroxido de potassio (KABANOV; ALAKHOV, 2002;
DUMORTIER et al., 2006). Possui peso molecular de 12.600 daltons e carater nao
idnico, com equilibrio hidréfilo-lipofilo (EHL) igual a 22 a temperatura de 22 °C
(TAKATS; VEKEY; HEGEDUS, 2001; KABANOV; ALAKHOV, 2002).

y o//\/ O\\/\ ot ] \/O__H
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Figura 6. Estrutura quimica do copolimero em bloco P407, sendo dois blocos hidrofilicos de
OE e um hidrofébico de OP. Adaptado de KABANOV; ALAKHQOV (2002).

Segundo DUMORTIER e colaboradores (2006), a FDA classificou o P407 como
inerte para diversos tipos de preparacdes, dentre elas, intravenosas, soluc¢des orais,

suspensdes, inalatorias, oftalmicas e topicas.

Este copolimero possui a caracteristica de formar gel in situ, sendo que
amostras suficientemente concentradas (= 20%) sao solugdes micelares a baixas

temperaturas e géis semirrigidos com o aumento da temperatura, a partir de 25°C
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(SCHMOLKA, 1991). O P407 apresenta maior solubilidade a baixas temperaturas,
sendo isto atribuido as extensas ligacdes de hidrogénio entre as moléculas de agua e
0s atomos de oxigénio do éter do copolimero. O decréscimo na solubilidade com o
aumento da temperatura € devido a menor hidratacéo a altas temperaturas, causada
pela quebra das ligacdes de hidrogénio (FLORENCE; ATTWOOD, 2003).

O fenbmeno de transicao sol-gel é dependente da concentracdo de polimero e
temperatura, bem como de interagbes existentes nos diferentes segmentos do
copolimero. Sendo assim, com o aumento da temperatura, ocorre uma aproximacao
das partes hidrofébicas (OP) das cadeias de P407 que se agregam em micelas devido
a desidratacdo, sendo circundadas pelas partes hidrofilicas (OE) da cadeia (JUHASZ
et al., 1989; DUMORTIER et al., 2006). A representacao esquematica deste processo

€ mostrada na Figura 7.
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Figura 7. Representacdo esquematica do mecanismo de associacdo do P407 em agua.
Adaptado de DUMORTIER e colaboradores (2006).

Esta propriedade termo-reversivel de P407 é de grande interesse na otimizacao

de formulagdes, visto que estas podem ser administradas no estado fluido a baixa
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temperatura e passarem ao estado gel a temperatura do corpo, promovendo liberagcédo
controlada do agente farmacolégico (LIU; FORREST; KWON, 2008).

E de grande importancia ressaltar também que o microambiente de solucdes
aguosas micelares de P407 possibilitam a solubilizacdo de moléculas de baixa
solubilidade aquosa, enquanto protegem estes compostos frente as degradacdes
hidrolitica e enzimatica, além de aderirem a superficies como mucosa do intestino e
pele devido a gelificacdo (DUMORTIER et al., 2006). E nesse contexto que
formulacBes micelares de P407 tém sido usadas como veiculos, visto que melhoram
a biodisponibilidade de farmacos que possuem baixa solubilidade e baixa
permeabilidade (BARICHELLO et al., 1999).

Neste sentido, RIBEIRO (2014) desenvolveu uma formulacdo de P407 a 16%
contendo AnB, e os testes in vivo mostraram que formulac6es de P407 contendo AnB
podem se tornar uma alternativa terapéutica promissora para o tratamento da LV, uma
vez que na avaliagédo in vivo em camundongos BALB/c infectados e n&o infectados
com L. infantum, esta formulagéo reduziu a carga parasitaria em 6rgaos-alvo (figado

e baco) e ndo foi nefrotoxica e hepatotodxica.

Diante do exposto, a proposta deste trabalho €é preparar, realizar a
caracterizacao fisico-quimica de formulagcbes de P407 a 20 e 25% contendo AnB e

avaliar in vitro a atividade leishmanicida e a citotoxicidade destas formulacdes.



3. OBJETIVOS



3.1.

39

Objetivo Geral

Preparar, caracterizar fisico-quimicamente e avaliar in vitro solugdes micelares

de P407 contendo AnB para o tratamento da LV.

3.2.

Objetivos especificos

Preparar solugdes micelares de P407 a 20% e 25% contendo AnB,;

Caracterizar as solucfes micelares de P407 a 20 e 25% contendo AnB quanto

ao tamanho médio, indice de polidispersao (IP) e potencial zeta;

Realizar o estudo espectral de absor¢do no ultravioleta (UV) da AnB
incorporada as solucdes micelares de P407 a 20 e 25%;

Avaliar in vitro a atividade leishmanicida das solu¢cdes micelares de P407 a 20
e 25% contendo AnB sobre promastigotas de L. infantum (cepa OP46);

Avaliar in vitro a citotoxicidade das solucdes micelares de P407 a 20 e 25%
contendo AnB sobre cultura de macréfagos caninos imortalizados (linhagem
DH82);

Avaliar in vitro a citotoxicidade da solugdo micelar de P407 a 20% contendo

AnB sobre células epiteliais renais de macaco verde africano (linhagem Vero);

Avaliar in vitro a atividade leishmanicida da solucdo micelar de P407 a 20%

contendo AnB sobre amastigotas de L. infantum (cepa OP46);

Realizar estudo de liberacéo in vitro da AnB a partir da solugcdo micelar de P407

a 20% no estado gel.



4. MATERIAIS E METODOS
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4.1. Materiais

Pluronic® F-127 (P407), anfotericina B (AnB), anfotericina B desoxicolato de
sédio (AnB-D), a-tocoferol, meio de cultura RPMI-1640, gentamicina 10 mg/mL,
brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difenil tetrazdlio (MTT) foram adquiridos da
Sigma Aldrich® (Sant Louis, EUA). Cloreto de sdédio, monohidrogenofosfato de
potassio e dihidrogenofosfato de potassio, utilizados para a preparacdo do tampao
fosfato pH 7,4 foram obtidos da Merck® (Darmstadt, Alemanha). A solucéo de acido
cloridrico (HCI) 1,0 M foi adquirida da Synth® (Diadema, Brasil) e a solugdo de
hidréxido de sddio (NaOH) 1,0 M foi fornecida pela Cromoline® (Diadema, Brasil). O
soro fetal bovino (SFB) foi adquirido da Vitrocel Embriolife® (Campinas, Brasil). O meio
de cultura Liver Infusion Tryptose (LIT) e a L. infantum (cepa MCAN/BR/2008/0OP46 -
OP46) foram cedidos pelo Laboratorio de Imunopatologia, NUPEB, UFOP. Os
macréfagos caninos imortalizados (linhagem DH82) foram fornecidos pela DS Pharma
Biomedical (Osaka, Japéo) e as células renais de macaco verde africano (linhagem

Vero) foram cedidas pelo Laboratério da Doenca de Chagas, NUPEB, UFOP.

4.2. Preparo das solu¢cdes micelares

As solucbes micelares foram preparadas pelo método de dispersdo a frio
conforme descrito previamente por BARICHELLO e colaboradores (1999). O P407 foi
pesado e adicionado lentamente sob agitacdo moderada e em banho de gelo (4 - 8
°C) a solucéo tampao fosfato pH 7,4 até dissolucéo do polimero. A solu¢des micelares
de P407 foram mantidas em geladeira por 12 horas para garantir a completa
dissolucdo do polimero e eliminacdo de bolhas de ar. Foram obtidas solucbes
micelares com concentracoes finais de P407 a 20% (p/p) e 25% (p/p) acrescidas ou
nao de 1% (p/p) de a-tocoferol. A AnB foi pesada em um microtubo do tipo Eppendorf®,
solubilizada em 500 pL de hidroxido de soédio 0,5 N e adicionada as solucdes do
polimero de modo a obter solu¢des estoques contendo 1 mg/g de AnB. Em seguida,
volume correspondente de &cido cloridrico 0,5 N foi adicionado diretamente as
solucdes de P407 com a finalidade de neutralizar a base adicionada anteriormente.

No Quadro 2 estdo descritas as solu¢cdes micelares preparadas e suas

composicoes.
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Quadro 2. Composicao das soluc¢des micelares.

Solugé&o micelar Composicéo
P20 P407 a 20% (p/p)
P20T P407 a 20% (p/p) e a-tocoferol a 1% (p/p)
P25 P407 a 25% (p/p)
P25T P407 a 25% (p/p) e a-tocoferol a 1% (p/p)
P20ANB P407 a 20% (p/p) e AnB (1 mg/g de solucao)
P20TANB P407 a 20% (p/p), a-tocoferol a 1% (p/p) e AnB
(12 mg/g de solucéo)
P25AnB P407 a 25% (p/p) e AnB (1 mg/g de solucéo)
P—— P407 a 25% (p/p), a-tocoferol a 1% (p/p) e AnB

(12 mg/g de solucao)

4.3. Caracterizacgéo fisico-quimica das solucdes micelares

4.3.1. Distribuicdo de tamanho

O diametro ou tamanho médio e o indice de polidispersdo das
micelas/particulas foram determinados através da técnica de espectroscopia de
correlacao de fétons (ECF), utilizando o equipamento Zetasizer Nano ZS (Malvern
Instruments®). Para esta analise, 5 pL das amostras (solu¢cdes micelares) foram
diluidos em 1 mL de agua ultrapurificada pelo sistema Milli-Q. O angulo de
espalhamento incidente utilizado na leitura das amostras foi de 173°. As leituras foram
realizadas em cubeta de vidro a 25 °C em triplicata e os resultados obtidos foram

expressos como média * desvio padrao.

4.3.2. Potencial zeta (¢)
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A carga superficial das micelas (potencial zeta) foi determinada pela técnica de
microeletroforese associada a anemometria de laser doppler (ADL), utilizando o
equipamento Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments®). Para esta andlise, 5 yL das
amostras (solucdes micelares) foram diluidos em 1 mL de agua ultrapurificada pelo
sistema Milli-Q. As amostras foram submetidas a um campo elétrico de 150 V/cm. As
leituras foram realizadas em cubeta apropriada a 25 °C em triplicata, sendo os

resultados expressos como média * desvio padrao.

4.4. Estudo espectral de absorcdo no ultravioleta (UV) da AnB incorporada as

solucdes micelares

Os espectros de absorcdo na regido do UV da AnB formulada em solucdo
tampéo fosfato pH 7,4 e nas solu¢bes micelares de P407 foram obtidos através de
leitura em espectrofotometro UV-VIS (Duplo feixe AJX-6100 PC, Micronal). No feixe
de referéncia foram utilizados como branco tampao fosfato e solu¢do de P407 sem o
farmaco. Para realizar as leituras, foram usadas cubetas de quartzo de 0,1 cm para
as concentragbes de 104 M (100 mg/L) e 10° M (10 mg/L); e 1 cm para as
concentracdes de 10® M (1 mg/L) e 107 M (0,1 mg/L). Esses caminhos 6pticos foram
escolhidos para obter espectros com valores de absorbancia inferiores a 1,2. Os
coeficientes de absortividade molar (¢) foram calculados utilizando a equacgao de
Lambert-Beer conforme descrito previamente por EGITO e colaboradores (2002).

Todos os espectros foram registrados a 25 °C.

4.5. Avaliacdo da atividade leishmanicida das solucdes micelares sobre

formas promastigotas de L. infantum (cepa OP46)

4.5.1. Preparo das amostras

As diluicbes das solugdes micelares descritas no item 4.2 foram realizadas em
meio RPMI-1640 sem vermelho de fenol (RPMI-PR), suplementado com 10% de soro
fetal bovino (SFB) e 1% de gentamicina, pH 7,4 (RPMI-PR" SFB 10%) de modo a obter
amostras nas concentracdes de 12,5; 6,25; 3,125; 1,5625; 0,78125; 0,390625;
0,1953125 e 0,09765625 pg/mL. As amostras de AnB-D (controle positivo) foram

preparadas a partir de uma solucdo estoque contendo 100 pg/mL do farmaco,
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diluindo-se a mesma em meio RPMI-PR" SFB 10% de modo a obter amostras nas
concentracdes de 1,25; 0,125 e 0,0125 pg/mL. Os demais controles, tampéao fosfato
pH 7,4 a12,5% e DMSO a 12,5% foram também preparados em meio RPMI-PR" SFB
10%.

4.5.2. Cultivo e preparo da L. infantum

Os parasitos foram cultivados em frasco de Erlenmeyer contendo meio LIT e
incubados em estufa a 24 °C. Para a realizacdo do ensaio, 0s parasitos foram
transferidos para um tubo de 50 mL do tipo Falcon® e centrifugados a 3000 rpm por
10 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e os mesmos ressuspendidos em
meio de cultura RPMI-PR- SFB 10%. Em seguida, foi realizada a contagem dos
parasitos viaveis em camara de Neubauer. Apés a contagem, o volume celular foi
ajustado para uma concentracdo de 1x10® células/poco para determinacdo da

viabilidade celular.

4.5.3. Ensaio de viabilidade celular

A viabilidade dos parasitos foi avaliada através do teste de MTT de acordo com
a metodologia proposta por MOSMANN (1983), adaptada por VALADARES e
colaboradores (2012). As células parasitarias foram plagueadas (20 pL/poco) em
placas de 96 pocos (Nunc® Lab-Tek®, EUA) a uma concentracdo de 1x10°
células/poco e incubadas por 72 horas a 24 °C juntamente com as solucfes micelares
(80 pL/poco) em diferentes concentracdes conforme descrito no item 4.5.1. Decorridas
as 72 horas, as placas de cultura foram centrifugadas a 3000 rpm por 10 minutos a 4
°C. O sobrenadante foi descartado e foram adicionados 100 pL/pogo de RPMI-PR"
SFB 10%. Logo apés, foram adicionados 50 pL/poc¢o da solucdo de MTT (2 mg/mL)
em RPMI-PR" 1640 suplementado com 1% de gentamicina, pH 7,4 e esterilizada por
filtragcdo (membrana de 0,22 um). As placas de cultura foram incubadas por mais 4
horas em estufa a 24°C. Apés esse tempo, foi adicionado o SDS 10% HCI 0,01N (60
pL/poco) e as placas de cultura foram novamente incubadas nas condi¢cOes descritas
anteriormente por um periodo de 18 horas para solubilizacdo dos cristais de formazan.
Células do meio de cultura em RPMI-PR- SFB 10% foram utilizadas como controle,

correspondendo a 100% de viabilidade celular. As amostras foram colocadas na placa
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em triplicata e o teste foi realizado trés vezes em dias diferentes. A leitura foi realizada
em leitor de ELISA (EL 800 BioTek) no comprimento de onda de 490 nm. Finalmente,
utilizando-se regresséao sigmoidal para cada formulacdo micelar e controle de AnB-D,
calculou-se a concentracao necessaria para inibir a viabilidade de 50% dos parasitos
(1C50%).

4.6. Avaliacdo da citotoxicidade das solucbes micelares sobre cultura de

macrofagos caninos imortalizados (linhagem DH82)

4.6.1. Preparo das amostras

As diluicbes das solucdes micelares descritas no item 4.2 foram realizadas em
meio RPMI-PR- SFB 10% de modo a obter amostras nas concentragdes de 125; 62,5;
31,25; 15,625; 12,5; 6,25; 3,125; 1,5625; 0,78125; 0,390625; 0,1953125 e 0,09765625
pg/mL. As amostras de AnB-D foram preparadas a partir de uma solucédo estoque
contendo 100 pg/mL do farmaco, diluindo-se a mesma em meio RPMI-PR™ SFB 10%
de modo a obter amostras nas concentra¢des de 1,25; 0,125 e 0,0125 pg/mL. Os
demais controles, tampéo fosfato pH 7,4 a 12,5% e DMSO a 12,5% foram também
preparados em meio RPMI-PR" SFB 10%.

4.6.2. Cultivo e preparo das células DH82

Os macrofagos foram cultivados em garrafas de cultura contendo meio de
cultura RPMI-1640 com vermelho de fenol suplementado com 10% de soro fetal
bovino (SFB) e 1% de gentamicina, pH 7,4 (RPMI SFB 10%). As células foram
incubadas em estufa a 37 °C e 5% CO.. A coleta dos macréfagos foi feita através de
“cell scraper” e os mesmos foram transferidos para tubo de 50 mL do tipo Falcon®. As
células foram centrifugadas a 1300 rpm por 7 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi
descartado e as células foram ressuspendidas em meio RPMI-PR- SFB 10%. Em
seguida, foi realizada a contagem das mesmas em camara de Neubauer através do
teste de exclusdo de viabilidade pelo azul de tripan. Logo apés, o volume celular foi
ajustado para uma concentracdo de 1x10° células/poco para determinacdo da

viabilidade celular.
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4.6.3. Ensaio de viabilidade celular

A viabilidade celular foi avaliada pelo teste de MTT de acordo com o item 4.5.3.
As células foram plaqueadas (100 pL/poco) em microplacas de 96 pocos a uma
concentracdo de 1x10° células/poco e incubadas por 2 horas a 37 °C e 5% CO:2 para
aderéncia das células no fundo dos pocos. Apds esse tempo de incubacgdo, o
sobrenadante das placas foi retirado e foram adicionados 20 pL/po¢o de RPMI-PR-
SFB 10% e 80 pL/poco das diferentes concentracdes das solucbes micelares
conforme descrito no item 4.6.1. As placas de cultura foram incubadas por 72 horas a
37 °C e 5% CO¢2. Decorridas as 72 horas, o sobrenadante foi retirado e foi adicionado
100 pL/poco de RPMI-PR- SFB 10% e 50 uL/poco da solucdo de MTT conforme
descrito no item 4.5.3. As placas de cultura foram incubadas por mais 4 horas em
estufa a 37 °C e 5% CO2. Apos esse tempo, foi adicionado o SDS 10% HCI 0,01N (60
pL/poco) e as placas de cultura foram novamente incubadas nas condigdes descritas
acima por um periodo de 18 horas. Células do meio de culturaem RPMI-PR" SFB 10%
foram utilizadas como controle de viabilidade celular. As amostras foram colocadas
na placa em triplicata e o teste foi realizado trés vezes em dias diferentes. A leitura foi
realizada em leitor de ELISA no comprimento de onda de 490 nm. Em seguida, foi
calculada por regressao sigmoidal, a concentracao necessaria de cada formulagéo e

controle de AnB-D para inibir a viabilidade de 50% dos macréfagos (CC50%).

4.7. Avaliacao da citotoxicidade das solugdes micelares P20 e P20AnB sobre

cultura de células renais de macaco verde africano (linhagem Vero)

4.7.1. Preparo das amostras

As diluicbes das solugcdes micelares foram realizadas em meio RPMI-PR" SFB
1% de modo a obter amostras nas concentracdes de 125; 62,5; 31,25; 15,625; 12,5;
6,25; 3,125; 1,5625; 0,78125; 0,390625; 0,1953125 e 0,09765625 pg/mL. As amostras
de AnB-D foram preparadas a partir de uma solugéo estoque contendo 100 pg/mL do
farmaco, diluindo-se a mesma em meio RPMI-PR" SFB 1% de modo a obter amostras
nas concentragbes de 1,25; 0,125 e 0,0125 pg/mL. Os demais controles, tampéao
fosfato pH 7,4 a 12,5% e DMSO a 12,5% foram também preparados em meio RPMI-
PR SFB 1%.
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4.7.2. Cultivo e preparo das células Vero

As células Vero foram cultivadas em garrafas de cultura contendo meio de
cultura RPMI SFB 1%. As células foram incubadas em estufa a 37 °C e 5% COz. Para
a desaderéncia das células, o meio de cultura das garrafas foi retirado e foram
adicionados 10 mL de uma solucao de PBS estéril com Glicose 20 mM e EDTA 5 mM,
sendo que as garrafas foram colocadas na estufa a 37 °C e 5% CO:2 por 15 minutos.
Apoés esse tempo, as células foram coletadas para um tubo de 50 mL do tipo Falcon®
e centrifugadas a 2500 rpm por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e
as células foram ressuspendidas em meio RPMI-PR- SFB 1% e novamente
centrifugadas para retirar o excesso do PBS adicionado anteriormente. Apds a
centrifugacéo, o sobrenadante foi descartado e as células foram ressuspendidas em
meio de cultura. Em seguida, foi realizada a contagem das mesmas em camara de
Neubauer através do teste de exclusao de viabilidade pelo azul de tripan. Logo apos,
o volume celular foi ajustado para uma concentracdo de 1x10* células/poco para

determinacao da viabilidade celular.

4.7.3. Ensaio de viabilidade celular

A viabilidade celular foi avaliada pelo teste de MTT de acordo com o item 4.5.3.
As células foram plagqueadas (100 upL/poco) em microplacas de 96 pocos a uma
concentragdo de 1x10* células/poco e incubadas por 24 horas a 37 °C e 5% CO: para
aderéncia das células no fundo dos pocos. Apds esse tempo de incubacdo, o
sobrenadante das placas foi retirado e foram adicionados 20 pL/poco de RPMI-PR-
SBF 1% e 80 pL/poco das diferentes concentracdes das solucdes micelares conforme
descrito no item 4.7.1. As placas de cultura foram incubadas por 72 horas a 37 °C e
5% CO2. Decorridas as 72 horas, o sobrenadante foi retirado e foram adicionados 100
puL/poco de RPMI-PRSBF 1% e 50 uL/poco da solucdo de MTT conforme descrito no
item 4.5.3. As placas de cultura foram incubadas por mais 4 horas em estufa a 37 °C
e 5% COq2. Apoés esse tempo, foi adicionado o SDS 10% HCI 0,01N (60 pL/poco) e as
placas de cultura foram novamente incubadas nas condi¢cdes descritas acima por um
periodo de 18 horas. Células do meio de cultura em RPMI-PR" SBF 1% foram
utilizadas como controle de viabilidade celular. As amostras foram colocadas na placa

em triplicata e o teste foi realizado trés vezes em dias diferentes. A leitura foi realizada
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em leitor de ELISA no comprimento de onda de 490 nm. Para o calculo da CC50% foi
utilizada a mesma estratégia citada acima (4.6.3).

4.8. Avaliacédo da atividade leishmanicida das solu¢des micelares P20 e P20AnB

sobre formas amastigotas de L. infantum (cepa OP46)

4.8.1. Preparo das amostras

As dilui¢cdes das solugdes micelares foram realizadas em meio RPMI SFB 10%
de modo a obter amostras nas concentragdes de 6,25; 3,125; 1,5625; 0,78125 pg/mL.
Essas concentracfes foram definidas com base no teste de citotoxicidade para
macrofagos caninos, uma vez que estas possibilitam que aproximadamente 100% da
cultura de macrofagos permanecam viaveis. As amostras de AnB-D foram preparadas
a partir de uma solucdo estoque contendo 100 pg/mL do farmaco, diluindo-se a
mesma em meio RPMI SFB 10% de modo a obter amostras nas concentracdes de
1,25; 0,125 e 0,0125 pg/mL.

4.8.2. Cultivo e preparo de macrofagos (linhagem DH82)

Os macréfagos foram cultivados em garrafas de cultura contendo meio de
cultura RPMI SFB 10%. As células foram incubadas em estufa a 37 °C e 5% COe..
Para a desaderéncia das células, o meio de cultura das garrafas foi retirado e foram
adicionados 10 mL de uma solucao de PBS estéril com Glicose 20 mM e EDTA 5 mM,
sendo que as garrafas foram colocadas na estufa a 37 °C e 5% CO:2 por 15 minutos.
A utilizacdo da solucdo de desaderéncia ajuda a evitar o plagueamento com grumos
de células, o que dificulta ou até mesmo impede a andlise de certos campos das
laminas. Decorridos os 15 minutos, para a completa desadesdo dos macréfagos foi
utilizado “cell scraper”, sendo os mesmos transferidos para tubo de 50 mL do tipo
Falcon® e centrifugados a 1300 rpm por 7 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi
descartado e as células foram ressuspendidas em meio RPMI SFB 10% e novamente
centrifugadas. Apos a centrifugacao, o sobrenadante foi descartado e as células foram
ressuspendidas em meio de cultura. Em seguida, foi realizada a contagem das

mesmas em camara de Neubauer através do teste de exclusdo de viabilidade pelo
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azul de tripan. Logo apoés, o volume celular foi ajustado para uma concentracdo de
2x10* células/poco.

4.8.3. Cultivo e preparo da L. infantum (cepa OP46)

Os parasitos foram cultivados em frasco de Erlenmeyer contendo meio LIT e
incubados em estufa a 24 °C. Para a realizacdo do ensaio, os parasitos foram
transferidos para um tubo de 50 mL do tipo Falcon® e centrifugados a 3000 rpm por
10 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e os mesmos ressuspendidos em
meio de cultura RPMI SFB 10%. Em seguida, foi realizada a contagem dos parasitos
viaveis em camara de Neubauer. Apos a contagem, o volume celular foi ajustado para
uma concentracdo de 2x10° células/pogo. Para este ensaio, utilizou-se promastigotas
em fase estacionaria de crescimento e com, no maximo, dez passagens em meio de

cultura.

4.8.4. Infeccéo de células DH82 com cepa OP46 e tratamento

O experimento in vitro de infeccdo seguiu a seguinte proporcdo: 1 macréfago:
10 promastigotas. Os macrofagos foram plaqueados (100 pL/poco) em placas
Chamber Slide (Nunc® Lab-Tek®, EUA) de 16 pocos em uma concentracdo de 2x104
células/poco. Em seguida colocou-se as placas em estufa a 37 °C e 5% CO:2 por duas
horas para a adesdo das células no fundo dos pocos. Apdés esse tempo, o
sobrenadante foi retirado ligeiramente e cuidadosamente. Logo em seguida, foi
colocado os parasitos (100 pL/poco) em uma concentragdo de 2x10° parasitos/pogo
e as placas foram mantidas em estufa a 37 °C e 5% CO:2 por quatro horas, tempo
necessario para infeccao de macrofagos. Decorridas as 4 horas, o sobrenadante foi
retirado e foi feita a lavagem com RPMI SFB 10% (150 pL/poco) para retirada dos
parasitos que nao infectaram as células. Apos a etapa de lavagem, foram adicionados
20 pL/poco de RPMI SFB 10% e 80 pL/pogco das diferentes concentragbes das
solucdes micelares descritas no item 4.8.1. Em seguida, as placas foram incubadas
em estufa de CO:2 pelo tempo determinado para avaliagdo nos tempos de 24 e 72

horas apés o tratamento.

4.8.5. Preparo e andlise das laminas
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Decorridos os tempos de tratamento, o sobrenadante foi retirado das placas e
foram adicionados 100 pL/poc¢o de metanol que permaneceu nos pogos por 5 minutos
para a fixacdo das células. Apds esse tempo, o metanol foi retirado e os poc¢os foram
descolados da Chamber Slide. As laminas foram coradas com Pandético Rapido
InstantProv (Newprov®) e lavadas imediatamente com agua apés a coloracédo. Apds
24 horas de secagem, as laminulas foram aderidas com Entellan® (Merck, Alemanha)
sobre as laminas. Ap6s a secagem do Entellan®, foi realizada a analise das laminas
com auxilio de microscopio (Olympus Optical, Jap&o), na objetiva com aumento de
100x. Foi realizada a contagem do niumero de macrofagos infectados e do niumero de
amastigotas em um total de 100 macrofagos por pogo. As amostras foram colocadas
na placa em duplicata e o teste foi realizado trés vezes em dias diferentes. Os
resultados foram expressos como porcentagem de macrofagos infectados e
porcentagem de reducdo de amastigotas intracelulares. As concentragdes inibitérias
de 50% dos parasitos intracelulares (IC50%) para as formulac¢ées e o controle de AnB-
D foram determinadas através de regressao sigmoidal das curvas de concentragao-

inibicao.

4.9. Estudo de liberagéo in vitro da AnB da solugéo de P407 a 20%

Para a realizacdo do estudo de liberagéo in vitro foi utilizado um modelo de
dissolucdo sem membrana (BARICHELLO et al., 1999). Foram pesados 3,0 g de
solucéo de P407 a 20% contendo AnB, conforme descrito no topico 4.2., para cinco
tubos (13 mL) de fundo chato do tipo Falcon®. Os tubos foram colocados em banho
de agua a 37 °C por 10 minutos para que as solucdes gelificassem. Em seguida, um
mililitro de tampao fosfato pH 7,4 pré-aquecido a 37 °C foi adicionado cuidadosamente
sobre a superficie de cada um dos géis. Durante a realizacdo do experimento o
equipamento (Banho Dubnoff 304D, Nova Etica®) foi programado para manter uma
agitacao lateral de 100 rpm. De hora em hora, por um periodo de 5 horas, o
sobrenadante foi completamente removido e um mililitro de solugdo tampé&o pre-
aguecida a 37 °C recolocado, de modo a manter as mesmas condi¢cdes anteriores do
teste. A leitura foi realizada em quintuplicata. As amostras coletadas foram analisadas
por espectrofotometria no ultravioleta (Espectrofotometro UV-VIS duplo feixe AJX-
6100 PC, Micronal) no comprimento de onda de 380 nm a fim de quantificar a AnB

liberada da formulacéo em teste.
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Para quantificar a AnB liberada, construiu-se a curva padrao de AnB. Foram
usadas para a construcéo da curva padréo concentragdes de 5, 10, 15, 20, 25, 30 e
35 pg/mL, tendo como solvente a solugcdo tampéao fosfato pH 7,4. A quantificacdo da
AnB foi realizada pela determinagcdo da absorbancia das amostras em
espectrofotometro UV/VIS e a absorcdo das solu¢des do padrdo do farmaco foram
determinadas no comprimento de onda de 380 nm.

4.10. Andlise estatistica

A analise estatistica foi realizada utilizando o GraphPad Prism software (versao
6.0 para Windows 8). As diferencas entre as variaveis foram avaliadas através do teste
ANOVA one-way, seguida do pos-teste de Bonferroni para multiplas comparacoes. As
diferencas foram consideradas significativas quando p<0,05. Para a determinacéo dos
valores de IC50% utilizou-se a equacao log (inibidor) vs resposta — declive variavel,
no programa GraphPad Prism 6. J4 para as diferencas estatisticas entre os valores
de IC50% e ou CC50% foram feitas analises por ANOVA, usando-se média, desvio

padrao e N+1 graus de liberdade das amostras.



5. RESULTADOS E DISCUSSAO
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5.1. Preparo das solugdes micelares

As solucbes micelares sem AnB apresentaram-se transparentes. As que
continham o farmaco apresentaram coloracdo amarelada e aspecto translicido,
conforme ilustrado na Figura 8. A temperatura ambiente (25 °C), as solucdes de P407
transformaram-se em géis semirrigidos, mesmo apoés a adicdo de AnB, sendo que a

temperatura de 4-8 °C, as mesmas permaneceram na condicéo de solucdes.

Figura 8. Aspecto fisico das solu¢gbes de P407. (A) Solucao de P407 a 20%; (B) Solucao de
P407 a 20% contendo AnB.

De acordo com TORRADO e colaboradores (2008), formulacdes que
apresentam oligdmeros de AnB, mostram-se como uma dispersdo coloidal
translicida. Todavia, formulagbes transparentes indicam predominancia da forma
monomeérica da AnB, sendo esta a mais ativa e, portanto, quanto maior a concentragéo
de mondmeros, maior podera ser a eficacia da formulacdo. J4 a alta agregacéo de
oligbmeros do farmaco, produz formulagc6es opacas. Sendo assim, como as solucdes
micelares apresentaram aspecto translicido apés a incorporacédo do farmaco, isto

pode ser um indicativo da presenca de oligdmeros de AnB nestas formulacdes.

5.2. Caracterizacao fisico-quimica das solu¢fes micelares

A técnica de ECF, conhecida também como Dynamic Light Scattering (DLS) é

caracterizada por um feixe de laser que atravessa a amostra de modo que as
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particulas presentes espalhem a luz. Esse espalhamento esté relacionado com o
movimento browniano das particulas e a intensidade luminosa espalhada adquire um
padrdo de movimento, o que permite determinar o diametro médio das particulas.
Dessa forma, particulas menores movimentam-se mais rapidamente, resultando em
rapidas modificagbes no espalhamento de luz. J4 as particulas de maior diametro
causam menores flutuacées na intensidade de espalhamento da luz (HASKELL,;
SHIFFLETT; ELZINGA, 1998; FORMARIZ et al., 2006).

A técnica de microeletroforese associada a ADL consiste na aplicacdo de um
campo elétrico a uma solucdo de moléculas ou a uma dispersao de particulas e cada
particula, bem como os ions mais fortemente ligados a mesma se movem como uma
unidade e o potencial no plano de cisalhamento entre essa unidade e o meio
circundante € denominado potencial zeta. Este reflete o potencial de superficie das
particulas, o qual é influenciado pelas mudancas na interface com o meio dispersante,
em razao da dissociacdo de grupos funcionais na superficie da particula ou da
adsorcao de espécies ibnicas presentes no meio aquoso de dispersdo (LEGRAND et
al., 1999; SCHAFFAZICK et al., 2003).

A Tabela 1 refere-se aos resultados de caracterizagdo fisico-quimica das
solucdes micelares de P407 contendo ou ndo AnB. Nesta tabela € observado que os
tamanhos médios das micelas das formulacdes sem AnB variaram de 8,35 + 0,24 a
76,36 £ 2,70 nm. Estes valores estao de acordo com os valores de tamanho médio de
micelas formadas a partir de copolimeros anfifilicos descritos anteriormente (OWEN;
CHAN; SHOICHET, 2012). Ja as micelas das solucdes de P407 contendo AnB
apresentaram tamanhos médios variando de 49,13 + 0,65 a 297,80 = 4,39 nm, sendo
que os diametros médios das micelas/particulas aumentaram com a adicdo de AnB
as solucdes micelares, o que indica que o farmaco foi associado as nanoestruturas.
Especula-se que a AnB, por se tratar de uma molécula anfétera e de baixa solubilidade
aguosa, possa estar localizada no nudcleo hidrofébico e na interface

hidrofébica/hidrofilica da micela.

Adicionalmente, na Tabela 1 € observado que as solu¢des micelares contendo
a-tocoferol a 1% apresentaram diametros meédios de micelas/particulas mais proximos
antes e apos a incorporacao de AnB, sendo que o tamanho médio das micelas de

P407 contendo a-tocoferol apos a adicdo de AnB foi maior.
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Tabela 1. Caracterizacao fisico-quimica das solu¢Bes micelares de P407 contendo ou ndo
anfotericina B.

Solucgbes

micelares Diametro médio (nm) = DP IP £ DP Potencial zeta (mV) + DP
P20 8,35+ 0,24 0,31+ 0,01 -22,10+ 1,00
P20T 28,77 £ 0,02** 0,08 + 0,01** -16,70 + 7,92**
P25 76,36+ 2,70 0,28+ 0,02 -8,23+ 2,10
P25T 27,29 + 0,02** 0,07 £ 0,01** -2,95 + 0,53**
P20AnB 297,80 + 4,39* 0,38 £ 0,01 -20,00 £ 0,72
P20TANB 51,72 + 0,98* ** 0,75 + 0,02* -12,70 + 1,23**
P25AnB 258,95 + 0,64* 0,29 + 0,03 -19,60 + 0,50*
P25TAnB 49,13 + 0,65* ** 0,76 + 0,02* -11,20 + 0,35* **

Legenda: (P20) P407 a 20%; (P20T) P407 a 20% e a-tocoferol a 1%; (P25) P407 a 25%; (P25T) P407
a 25% e a-tocoferol a 1%; (P20AnB) P407 a 20% e AnB; (P20TAnB) P407 a 20%, a-tocoferol a 1% e
AnB; (P25AnB) P407 a 25% e AnB; (P25TAnB) P407 a 25%, a-tocoferol a 1% e AnB; (DP) desvio
padréo; (IP) indice de polidisperséo; (*) diferenca significativa em compara¢éo a solucdo micelar de
mesma composicdo sem AnB (P<0,05); (**) diferenca significativa em comparacdo a solu¢éo micelar
de mesma composi¢éo sem a-tocoferol (P<0,05).

O indice de polidispersao (IP) refere-se a homogeneidade da distribuicdo de
tamanho das particulas presente na amostra, sendo que amostras com valores de IP
menores que 0,3 sdo consideradas monodispersas, ou seja, a distribuicdo de tamanho

das micelas na amostra € mais homogénea ou estreita (ZHANG; KOSARAJU, 2007).

Em relacao as formulacdes contendo AnB, apenas a P25AnB foi monodispersa,
enquanto a P20AnB foi ligeiramente polidispersa e as solu¢cdes P20TANB (0,75 £ 0,02)
e P25TAnB (0,76 = 0,02) foram definitivamente polidispersas. Estes resultados
mostram que a composi¢ao da formulagéo influencia no tamanho médio e distribui¢éo
de tamanho das micelas/particulas. Adicionalmente, observou-se que a adicdo de AnB
aumentou o valor de IP das micelas contendo a-tocoferol e o a-tocoferol reduziu a

polidispersao das micelas sem AnB.
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O a-tocoferol foi adicionado as formulacdes com o objetivo de melhorar a
estabilidade fisico-quimica das micelas e, consequentemente, proporcionar maior
estabilidade para as formulacdes. De acordo com dados da literatura, o a-tocoferol
associado em membranas lipossomais garante maior organizacdo das cadeias de
fosfolipideos, estabilizando-as por meio de ligagdes de hidrogénio e Van der Waals
(URANO et al.,1990; QUINN, 2012). Dessa forma, a intercalacédo do a-tocoferol nas
cadeias poliméricas das micelas pode ter levado a uma maior organizacdo e menor
reatividade, minimizando a coalescéncia, o que induz micelas com tamanho e IP

menores.

O potencial zeta € uma variavel influenciada pelas mudancas na interface entre
0 sistema particulado e o meio dispersante, em razdo da dissociacdo de grupos
funcionais na superficie das particulas ou da adsorcdo de espécies ibnicas presentes
no meio aquoso de dispersdo. Dessa forma, quanto maior o valor do potencial zeta
em maédulo, maior a repulsdo entre as particulas e menor a tendéncia a formacéo de
agregados (SCHAFFAZICK et al., 2003; MORA-HUERTAS, 2010).

De acordo com CLOGSTON; PATRI (2011), particulas contendo valores de
potencial zeta de 10 mV em méddulo séo consideradas praticamente neutras, enquanto
gue as que apresentam valores maiores que 30 mV em modulo sdo consideradas
fortemente anibnicas ou catibnicas e sédo efetivamente estabilizadas por repulsédo
elétrica em meio liquido. Esses valores positivos ou negativos séo influenciados pela
natureza quimica do polimero e dos materiais utilizados para a modificacdo da
superficie das particulas, em termos dos grupos funcionais ionizaveis ou polarizaveis

em funcao do meio liquido em que se encontram (SOPPIMATH et al., 2001).

Na Tabela 1 é observado que o potencial zeta da formulagdo P20 (-22,10 +
1,00 mV) foi maior em médulo do que o da formulacdo P25 (-8,23 £ 2,10 mV), e que
a adicao de a-tocoferol a estas formulacdes reduziu, em médulo, o valor de potencial
zeta (P20T, -16,70 + 7,92 mV; P25T, -2,95 + 0,53 mV). A reducéo do valor do potencial
zeta em modulo devido a adicdo de a-tocoferol ocorreu também para as formulagdes
contendo AnB. Sugere-se que devido a interacdes quimicas entre o a-tocoferol e o
P407 menos cargas na superficie das micelas estavam disponiveis culminando na

reducado do potencial zeta em maodulo.
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E possivel notar também que a adicdo de AnB causou uma pequena reducgio
em modulo do valor de potencial zeta da formulacdo P20AnB (-20,00 £ 0,72 mV),
engquanto que para a formulacdo P25AnB houve um aumento significativo em modulo
do potencial zeta (-19,60 £ 0,50 mV). Em relacdo a solucdo micelar P25TAnB, foi
notado que o potencial zeta também foi maior em médulo (-11,20 + 0,35 mV) quando
comparado a formulacdo de mesma composi¢cdo sem AnB (-2,95 + 0,53 mV). O
mesmo nao ocorreu para a formulacdo P20TANnB, que apresentou uma pequena

reducdo em médulo do valor de potencial zeta.

Entretanto, como o P407 pertence a classe de estabilizantes estéricos
(SWATHI et al.,, 2010; MEHNERT; MADER, 2012), ndo foi possivel inferir
consideracOes a respeito da estabilidade das solu¢cdes micelares com base nos
valores de potencial zeta encontrados.

5.3. Estudo espectral da AnB incorporada as solucdes micelares

Na Figura 9 estdo representados os espectros de absor¢cdo na regido do UV
das moléculas de AnB incorporadas as solucées micelares de P407 e em tampéo
fosfato pH 7,4.

Por meio do estudo espectral de absorcéo na faixa do ultravioleta-visivel (UV-
VIS), é possivel determinar o estado de agregacdo das moléculas de AnB nas
formulacdes. Segundo TORRADO e colaboradores (2008), os picos no espectro de
absorcdo no UV-VIS para os estados monomérico, oligomérico e agregados de
oligbmeros da AnB sdo 363, 383, 406-409 nm; 328-340 nm; e 360-363, 383-385 e
406-420 nm, respectivamente.

De acordo com os espectros de absorcdo da Figura 9, é notado que quanto
menor foi a concentracdo do farmaco nas formulagbes avaliadas, maior foi a
predominéncia de picos em comprimentos de ondas caracteristicos da existéncia da
forma monomérica de AnB. Por outro lado, em solu¢cdo tampéo fosfato, nas
concentracdes mais elevadas de AnB (10 e 10> M) houve predominio de picos em
comprimento de onda caracteristicos da existéncia de moléculas do farmaco na forma
agregada, enquanto que para a AnB veiculada em solugbes micelares de P407, o

predominio de formas agregadas s6 foi observado na concentracéo de 104 M.
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Figura 9. Espectros de absor¢ao no UV-VIS das moléculas de AnB incorporada nas diferentes
solucdes micelares de P407 e em solugdo tampéo fosfato pH 7,4. (P20AnB) P407 a 20% e
AnB; (P20TAnB) P407 a 20%, a-tocoferol a 1% e AnB; (P25AnB) P407 a 25% e AnB,;
(P25TAnNB) P407 a 25%, a-tocoferol a 1% e AnB.

Estes dados corroboram com os achados de LARABI e colaboradores (2004) e
FILIPPIN e SOUZA (2006), os quais referenciaram que em altas concentracdes, as

moléculas de AnB se auto-associam formando dimeros ou agregados maiores.
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Entretanto, os perfis espectrofotométricos encontrados para as micelas de P407
contendo AnB mostram que, até a concentracdo de 10° M de farmaco, estas
nanoestruturas conseguem estabilizar a molécula de AnB em seu estado monomérico,
fator de grande importancia para a reducao da toxicidade deste farmaco. Sugere-se
que as moléculas de AnB podem estar se intercalando nas cadeias poliméricas, o que
pode estar relacionado com a estabilizacdo deste farmaco na forma monomérica na

formulacao.

5.4. Atividade leishmanicida in vitro das solucdes micelares sobre

promastigotas de L. infantum e citotoxicidade sobre macro6fagos DH82

A cepa OP46 foi escolhida para a realizacdo deste estudo visto que esta
apresenta alta e rapida infectividade, além de se multiplicar bem. Esta cepa foi isolada
de cado sintomatico identificado pelo namero 46 do municipio de Governador
Valadares/MG - Brasil e caracterizada como L. infantum por PCR-RFLP no

Laboratorio de Imunopatologia da UFOP.

O teste de MTT utilizado para a avaliacdo da atividade leishmanicida e
citotoxicidade consiste na reducdo mitocondrial do reagente MTT através da enzima
succinil desidrogenase presente em células viaveis. Essa enzima converte o sal de

tetrazélio de cor amarela em cristais de formazan, insoluveis, de coloragéo azul.

A Figura 10 representa as curvas de porcentagem de reducéo da viabilidade
de promastigotas de L. infantum (cepa OP46) apds o tratamento de 72 horas com

diferentes concentracdes das solu¢des de P407 contendo ou ndo AnB.

E possivel observar que todas as formulagbes apresentaram atividade
leishmanicida. As solucbes P20 e P25T apresentaram as maiores atividades
leishmanicidas, entre as solu¢cdes micelares sem o farmaco, seguidas da formulagéo
P20T. A solucdo P25 foi a que apresentou menor porcentagem de reducdo da

viabilidade celular.

Em relacéo as solucbes micelares contendo AnB, a solugdo P20AnB foi a que
apresentou maior atividade leishmanicida, seguida pela solucdo P20TAnB. As
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formulacbes P25TAnB e P25AnB foram as que apresentaram menor atividade

leishmanicida sobre promastigotas.
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- - P25
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Figura 10. Porcentagem de reducéo da viabilidade de promastigotas de L. infantum (cepa OP
46) em funcdo do log das concentracdes das solugcbes de P407. As concentracdes das
solu¢des micelares corresponderam a 10; 5; 2,5; 1,25; 0,625; 0,3125; 0,15625 e 0,078125
pg/mL de AnB. (P20) P407 a 20%; (P20T) P407 a 20% e a-tocoferol a 1%; (P25) P407 a 25%;
(P25T) P407 a 25% e a-tocoferol a 1%; (P20AnB) P407 a 20% e AnB; (P20TAnB) P407 a
20%, a-tocoferol a 1% e AnB; (P25AnB) P407 a 25% e AnB; (P25TAnB) P407 a 25%, a-
tocoferol a 1% e AnB.

Analisando os dados obtidos nos estudos de atividade leishmanicida, observa-
se que a atividade das solugcdes micelares aumentaram significativamente com a
adicdo de AnB. ESPUELAS e colaboradores (2000) demonstraram através de analise
isobolografica que existe um efeito sinérgico quando a AnB e o poloxamero 188 foram
associados em uma formulacdo micelar e esta foi testada em promastigotas de cepas
resistentes de L. donovani. Especula-se que um efeito sinérgico possa estar
ocorrendo com a adi¢cdo de AnB as solucdes de P407, porém € necessario também

um estudo especifico que comprove esta hipétese.

A Figura 11 representa as curvas de porcentagem de reducéo da viabilidade
de macrofagos caninos (linhagem DH82) apds o tratamento de 72 horas com

diferentes concentracdes das solucdes de P407 contendo ou ndo AnB.

E possivel observar que todas as solucdes micelares apresentaram baixa

citotoxicidade, mesmo apo0s aumentar em dez vezes a maior concentragcdo de AnB
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testada inicialmente (10 pg/mL). A formulacdo P25AnB foi a que apresentou a menor
toxicidade para macrofagos DH82, seguida das formulacdes P20AnB, P20TANB e

P25TANB, respectivamente.
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Figura 11. Porcentagem de reducéo da viabilidade de macréfagos caninos (linhagem DH82)
em func¢éo do log das concentragdes das solugbes de P407. As concentracdes das solucdes
micelares corresponderam a 100; 50; 25; 12,5; 10; 5; 2,5; 1,25; 0,625; 0,3125; 0,15625 e
0,078125 pg/mL de AnB. (P20) P407 a 20%; (P20T) P407 a 20% e a-tocoferol a 1%; (P25)
P407 a 25%; (P25T) P407 a 25% e a-tocoferol a 1%; (P20AnB) P407 a 20% e AnB; (P20TANB)
P407 a 20%, a-tocoferol a 1% e AnB; (P25AnB) P407 a 25% e AnB; (P25TAnB) P407 a 25%,
a-tocoferol a 1% e AnB.

Com base nestes dados, pode-se inferir que as solugdes micelares de P407,
com e sem AnB sdo seguras para administracdo in vivo, uma vez que testadas
diretamente em cultura de macréfagos (células hospedeiras) apresentaram baixa

toxicidade.

Na Tabela 2 sdo apresentados os valores de IC50% (concentracdo que inibe a
viabilidade de 50% dos parasitos), CC50% (concentracdo toxica para 50% dos
macrofagos) e o indice de seletividade (IS) das solu¢cdes de P407, contendo ou nao
AnB, e da AnB-D. O IS foi obtido pela divisdo dos valores de CC50% pelos valores de
IC50%, mostrando, neste caso, 0 quanto as solugdes micelares sdao mais seletivas
para o parasito do que para o macrofago. Quanto maior for essa razdo, mais seletiva
€ a solucdo micelar sobre o parasito e menor efeito a mesma tem sobre a célula

hospedeira do mamifero.
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Tabela 2. Atividade leishmanicida sobre promastigotas de L.infantum (cepa OP46) e
citotoxicidade para macrofagos caninos (linhagem DH82) apés tratamento de 72 horas com
as solucdes micelares de poloxamero 407 contendo ou ndo anfotericina B e o controle de
anfotericina B desoxicolato de sédio.

Formulacbes IC50% £ DP (ug/mL) CC50% =+ DP (ug/mL) IS
P20 1,62 £ 0,07 98,87 + 0,16 61,03
P20T 6,75+ 0,05 77,84 £ 0,22 11,53
P25 12,18 + 0,32 78,85+ 0,36 6,47
P25T 1,20 £ 0,06 77,31+ 0,11 64,43
P20AnB 0,14 + 0,50* 438,90 + 0,08* ** 3.135,00
P20TANB 0,26 + 0,18* 168,00 £ 0,09* ** 646,15
P25AnB 3,49 + 0,14* ** N.D. N.D.
P25TAnB 0,27 + 0,14~ 73,00 + 0,21* ** 270,37
AnB-D 0,23+ 0,27 2,85+0,15 12,39

Legenda: (P20) P407 a 20%; (P20T) P407 a 20% e a-tocoferol a 1%; (P25) P407 a 25%; (P25T) P407
a 25% e a-tocoferol a 1%; (P20AnB) P407 a 20% e AnB; (P20TAnB) P407 a 20%, a-tocoferol a 1% e
AnB; (P25AnB) P407 a 25% e AnB; (P25TAnB) P407 a 25%, a-tocoferol a 1% e AnB; (AnB-D)
Anfotericina B desoxicolato de sédio; (IC50%) Concentracdo que inibe a viabilidade de 50% dos
parasitos; (CC50%) Concentragdo toxica para 50% dos macrofagos; (DP) desvio padréo; (IS) indice de
seletividade; (N.D.) ndo detectavel; (*) diferenc¢a significativa em comparacdo a solugdo micelar de
mesma composicdo sem AnB (P<0,05); (**) diferenca significativa em comparacdo a formulacéo
controle AnB-D (p<0.05).

Como pode ser observado, a formulacdo P20AnB (0,14 + 0,50 pg/mL)
apresentou atividade leishmanicida (IC50%) semelhante ao controle de AnB-D (0,23
+ 0,27 pg/mL). Além disso, o valor de CC50% da formulacdo P20AnB foi de 438,90 +
0,08 pg/mL, enquanto que a CC50% da AnB-D foi de 2,85 £ 0,15 pg/mL, ou seja, a
formulacdo P20AnB foi 154 vezes menos toxica para macréfagos comparada a AnB-
D. Sendo assim, o IS da formulacdo P20AnB foi 3.135 enquanto o IS da solucéo de
AnB-D foi 12,39.

Acredita-se que a alta toxicidade da AnB-D esteja relacionada a presenca do
farmaco preferencialmente na forma agregada soluvel em &gua, que € a forma mais
toxica para as células de mamiferos, além de conter o sal biliar desoxicolato de sodio,
o qual também pode gerar toxicidade em decorréncia de sua agao surfactante
(TORRADO et al., 2008).
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As formulacdes micelares P20TANnB (0,26 = 0,18 pg/mL) e P25TAnB (0,27 +
0,14 pg/mL) também apresentaram atividade leishmanicida (IC50%) préxima ao
controle de AnB-D (0,23 + 0,27 pg/mL). Entretanto, os valores de CC50% para
P20TANB (168,00 + 0,09 pg/mL) e P25TANB (73,00 £+ 0,21 pg/mL) foram maiores em
relagdo a AnB-D (2,85 + 0,15 pg/mL), resultando em um indice de seletividade maior
para P20TANnB (646,15) e P25TAnB (270,37) em comparacgao a AnB-D (12,39).

Em relagéo a solugdo micelar P25AnB, esta apresentou valor de IC50% de 3,49
+ 0,14 pg/mL, porém sua citotoxicidade para macréfagos foi muito baixa, ndo sendo

possivel a determinacao do seu CC50% e do IS.

CALDEIRA e colaboradores (2015), avaliaram a citotoxicidade através do
ensaio de MTT de uma nanoemulsdo contendo AnB sobre cultura de macréfagos J774
e obtiveram como resultado valor de CC50% maior que 200 pg/mL, sendo que para o
controle de AnB-D foi encontrado valor de CC50% igual a 1,0 + 0,1 pg/mL. Os autores
deste trabalho ndo estabeleceram um valor exato de CC50%, pois mesmo na
concentracdo de 200 pug/mL a nanoemulsdo desenvolvida por eles ndo apresentou
citotoxicidade in vitro. Para este experimento foram utilizados 5 x 10* macréfagos por

poco e o tempo de tratamento foi de 24 horas.

No presente trabalho, foi mostrado que as solu¢cdes micelares P20AnB e
P25AnB apresentaram valores de CC50% para macrofagos DH82 superiores a 400
pug/mL apés tratamento de 72 horas. Entretanto, ndo se pode fazer uma comparacao
com os resultados encontrados por CALDEIRA e colaboradores (2015), visto que néo
foi definida a CC50% da nanoemulsdo desenvolvida. Além disso, o numero e a
linhagem de células utilizada nos dois estudos foi diferente, o que pode influenciar

diretamente nos resultados obtidos.

Os valores de CC50% das solucbes P20 (98,87 + 0,16 pg/mL), P20T (77,84 +
0,22 pg/mL), P25 (78,85 + 0,36 ug/mL) e P25T (77,31 £ 0,11 pg/mL) também foram
altos indicando que os veiculos das formulacdes apresentaram baixa citotoxicidade
para macrofagos DH82. Esses dados demonstram que a solucdo P20 foi a que
apresentou menor citotoxicidade para a cultura de macrofagos caninos dentre as
formulagc6es sem AnB. Esta menor citotoxicidade da solu¢cdo micelar P20 pode estar

relacionada com a menor quantidade de polimero nesta formulacao, visto que o P407
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se trata de um surfactante e quanto menor a quantidade deste, menor € o efeito toxico

em membranas celulares.

Com base nos resultados obtidos, as formulagcdes P20AnB, e a P20 (sem AnB)
foram escolhidas para avaliar a citotoxicidade em células Vero — modelo in vitro para
investigar a toxicidade renal - visto que um dos grandes problemas da utilizacdo da
AnB é a ocorréncia de nefrotoxicidade. Estas solu¢cdes micelares também foram
selecionadas para a avaliacao da atividade leishmanicida em formas amastigotas do
parasito infectando cultura de macrofagos caninos (linhagem DH82) com L. infantum
(cepa OP46), uma vez que em mamiferos, os parasitos se alojam no interior de

macrofagos.

5.5. Avaliacao da citotoxicidade das solu¢gdes micelares P20 e P20AnB sobre

células Vero

A Figura 12 representa as curvas de porcentagem de reducao da viabilidade
de células Vero (renais) apds o tratamento de 72 horas com diferentes concentracdes

das solucdes micelares P20 e P20AnB.
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Figura 12. Porcentagem de reducdo da viabilidade de células renais (linhagem Vero) em
funcdo do log das concentracfes das solu¢cbes micelares P20 e P20AnB. As concentracfes
das solucdes micelares corresponderam a 100; 50; 25; 12,5; 10; 5; 2,5; 1,25; 0,625; 0,3125;
0,15625 e 0,078125 pg/mL de AnB. (P20) P407 a 20%; (P20AnB) P407 a 20% e AnB.
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Segundo a ISO 10993 - Parte 5 (2009), que trata dos testes para avaliar a
citotoxicidade in vitro, sdo consideradas substancias citotoxicas aquelas que reduzem
a viabilidade celular a patamares abaixo de 70%. Como pode ser observado na Figura
12, na concentracao de 10 pg/mL, as solu¢cdes micelares P20 e P20AnB apresentaram
baixa toxicidade para células Vero e que acima desta concentracdo houve um
aumento de citotoxicidade.

Na Tabela 3 estdo descritos os valores de CC50% encontrados para as
formulagbes P20, P20AnB e controle de AnB-D ap0s o tratamento de células Vero por
72 horas.

Tabela 3. Citotoxicidade para células Vero apés tratamento de 72 horas com a solugéo micelar
de poloxamero 407 a 20% contendo ou ndo anfotericina B e o controle de anfotericina B
desoxicolato de sodio.

Formulagdes CC50% = DP (ng/mL)
P20 161,10 + 0,19
P20AnB 19,14 + 0,25* **

AnB-D 4,13+ 0,60

Legenda: (P20) P407 a 20%; (P20AnB) P407 a 20% e AnB; (AnB-D) Anfotericina B desoxicolato de
sédio; (CC50%) Concentragéo toxica para 50% das células Vero; (DP) desvio padréo; (*) diferenca
significativa em comparacao a solugao micelar de mesma composicao sem AnB (P<0,05); (**) diferenca
significativa em comparacao a formulagdo controle AnB-D (p<0.05).

Observa-se que as solucdes micelares P20AnB e P20 apresentaram menor
citotoxicidade (CC50% de 19,14 + 0,25 pg/mL e 161,10 + 0,19 pg/mL,
respectivamente) para células Vero quando comparadas a formulacdo de AnB- D
(CC50% de 4,13 + 0,60 ug/mL). A nefrotoxicidade da AnB sempre foi um obstaculo a
sua utilizagdo clinica, devido a sua alta incidéncia e gravidade (MAYER et al., 2010).
Sendo assim, a menor citotoxicidade para células renais observada in vitro para a AnB
incorporada em micelas de P407 quando comparada a formulacédo convencional de
AnB-D, pode fazer desta formulagédo uma alternativa promissora para o tratamento da
LV.

5.6. Avaliacao da atividade leishmanicida das solucdes micelares P20 e P20AnB

sobre amastigotas de L. infantum
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A Figura 13 representa a porcentagem de macréfagos (linhagem DH82)
infectados com L. infantum (cepa OP46) ap0s os tratamentos de 24 e 72 horas com

diferentes concentracdes das solucdes micelares P20 e P20AnB.
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Figura 13. Porcentagem de macréfagos infectados em fungdo das concentragbes das
solugBes micelares P20 e P20AnB. As concentragfes das formula¢des corresponderam a 5;
2,5; 1,25; 0,625 pg/mL de AnB. (P20) P407 a 20%; (P20AnB) P407 a 20% e AnB.

Para os tempos de tratamento de 24 e 72 horas, a média de macréfagos
infectados no grupo controle de infec¢do (macrofagos infectados com parasitos em
meio de cultura ndo submetidos a nenhum tipo de tratamento) foi de 74 e 48%,
respectivamente. Com base no tempo de 24 horas observa-se que a porcentagem
média de macréfagos infectados apés tratamento com a formulagdo P20AnB (5
pug/mL) foi de 7,50 + 2,17%, enquanto que para a formulacdo P20 (sem farmaco) foi
de 44,00 £ 12,10%. No tempo de 72 horas foi observado que as porcentagens meédias
de macréfagos infectados para as formulacbes P20AnB (5 pg/mL) e P20 foram de
8,17 £ 2,56% e 32,17 + 2,64%, respectivamente. Esses resultados indicam que apés
24 horas de tratamento com a solu¢do micelar P20AnB ocorreu reducdo expressiva e

significativa da porcentagem de macréfagos infectados em todas as concentracdes
utilizadas.

A Figura 14 representa a porcentagem de reducdo de amastigotas
intracelulares de L. infantum apods os tratamentos de 24 e 72 horas com diferentes

concentracdes das solucdes micelares P20 e P20AnB.
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Figura 14. Porcentagem de reducdo de amastigotas intracelulares de L. infantum em funcgéo
das concentracdes das solucdes micelares P20 e P20AnB. As concentracdes das
formulacdes corresponderam a 5; 2,5; 1,25; 0,625 pg/mL de AnB. (P20) P407 a 20%;
(P20AnB) P407 a 20% e AnB.

A porcentagem de reducdo de amastigotas intracelulares 24 horas apés o
tratamento com a formulacdo P20AnB (5 pg/mL) e P20 foi de 93,75 + 5,75% e 14,71
+ 20,57%, respectivamente, enquanto que para o tratamento de 72 horas esses
valores foram de 90,91 + 4,88 % para P20AnB e 58,13 + 12,07 % para P20. Esses
dados mostram que apdés o tratamento de 24 horas com a formulagédo P20AnB ocorreu
uma reducdo expressiva e significativa do numero total de amastigotas intracelulares

de L. infantum, a qual ndo alterou com o aumento do tempo de tratamento.

Estes resultados mostram que a solucédo micelar P20AnB foi ativa em 24 horas
de tratamento, confirmando a potente acao leishmanicida desta formulacdo em formas
amastigotas do parasito. Entretanto, para a formulacédo P20 foi percebido que houve
uma maior reducdo de amastigotas intracelulares com tratamento de 72 horas,
mostrando que a formulacdo sem farmaco foi mais ativa apés um maior tempo de

tratamento.

Na Tabela 4 estdo descritos os valores de IC50% para formas amastigotas
intracelulares de L. infantum, a CC50% e o IS para células DH82 e Vero, ap6s o
tratamento de 72 horas com as solu¢cdes micelares P20 e P20AnB e a formulacéo

controle AnB-D.
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Tabela 4. Atividade leishmanicida sobre amastigotas intracelulares de L. infantum (cepa
OP46), citotoxicidade para macrofagos (linhagem DH82) e células Vero apds tratamento de
72 horas com a solucdo micelar de poloxamero 407 a 20% contendo ou ndo anfotericina B e
o controle de anfotericina B desoxicolato de sadio.

Cormulactes IC50% CC50% oy CC50% ooy o S
¢ +DP (ug/mL)  +DP (ug/mL)  + DP (ug/mL) (OH82) (vero)

P20 1,80£0,19  98,87+0,16  161,10£0,19 5493 89,50
P20ANB 0,05+ 0,18 438,90+ 0,08** 19,14+ 0,25** 8.778,00 382,80
AnB-D 0,02 + 0,13 2,85+ 0,15 413+0,60 14250 206,50

Legenda: (P20) P407 a 20%; (P20AnB) P407 a 20% e AnB; (AnB-D) Anfotericina B desoxicolato de
sédio; (IC50%) Concentracdo que inibe a viabilidade de 50% dos parasitos; (CC50%) Concentracao
téxica para 50% das células; (DP) desvio padréo; (IS) indice de seletividade; (*) diferenca significativa
em comparacao a solucdo micelar de mesma composicdo sem AnB (P<0,05); (**) diferenca significativa
em comparagdo a formulagéo controle AnB-D (P<0,05).

Com base nos resultados descritos na Tabela 4, nota-se que a solu¢do micelar
P20AnB apresentou atividade leishmanicida sobre amastigotas de L. infantum
semelhante (0,05 + 0,18 pg/mL) a formulacdo controle de AnB-D (0,02 + 0,13 pg/mL).
Entretanto, as CC50% para macrofagos e células Vero foram maiores para a
formulacdo P20AnB quando comparada ao controle de AnB-D, demonstrando que a
formulacdo P20AnB foi mais seletiva para o parasito do que para as células

macrofagicas e renais (IS (pHs2) € IS (vero)) quando comparada a formulacdo de AnB-D.

No estudo de CALDEIRA e colaboradores (2015), foi avaliada a atividade de
nanoemulsdo contendo AnB em formas amastigotas (1 macréfago : 10 promastigotas)
de L. amazonensis, com tratamento de 24 horas. Os autores encontraram valor de
IC50% correspondente a 0,21 + 0,03 pg/mL. Essa formulacdo também apresentou
baixa citotoxicidade para macrofagos, uma vez que a CC50% para macréfagos
murinos J774 foi maior que 200 pg/mL.

VANDERMEULEN e colaboradores (2006) desenvolveram formulacdes
micelares poliméricas de poli (etilenoglicol)-bloco-poli (e-caprolactona-co-trimetileno
carbonato) contendo AnB e compararam a atividade antifingica e hemolitica das
mesmas ao Fungizone®. As formulacdes contendo 1%, 10% de polimero e o
Fungizone® apresentaram 9, 32 e 94% de hemodlise, respectivamente. Os autores

concluiram que quanto menor a concentracdo de polimero nas formulacdes, mais



70

retardada foi a hemdlise. A reducéo de toxicidade também foi explicada pela presenca

de AnB nas formulagfes, em sua maior parte, na forma monomeérica.

Em outro trabalho, KABANOV e colaboradores (2003) estudaram o efeito da
doxorrubicina veiculada em micelas de Pluronic® P85 (P85) sobre células tumorais
resistentes a farmacos anti-tumorais. Os autores sugeriram que o P85 pode inibir a
respiracdo celular e fluidificar a membrana de células tumorais. Adicionalmente,
ESPUELAS e colaboradores (2000) relataram que o efeito surfactante do poloxamero
188 melhorou a absorcéo de farmacos pelo macréfago e a disponibilidade destes para

0 parasito, levando a sua morte intracelular.

Como nestas informacfes, e levando-se em consideracdo que a formulacao
P20 também apresentou atividade contra formas amastigotas do parasito, com IC50%
de 1,80 + 0,19 pg/mL, é possivel que quando os parasitos foram submetidos as
formulagbes micelares de P407, o polimero tenha auxiliado na fluidificacdo da
membrana do parasito e na inibicdo da respiracdo celular do mesmo, auxiliando na
absorcdo de AnB em sua forma monomeérica, e na reducdo da citotoxicidade do

farmaco in vitro.

5.7. Estudo de liberacao in vitro da AnB da solucéo de P407 a 20%

A curva de calibracdo da AnB construida para o teste de liberacdo in vitro
juntamente com a equacao da reta e o coeficiente de correlacéo (r?) esta representado
na Figura 15. O coeficiente de correlacéo foi igual a 0,9958. Dessa forma, todos os
valores obtidos na leitura das amostras foram lineares na faixa de concentracéo do
padrdo de AnB, visto que segundo a ANVISA, o critério minimo aceitavel para o
coeficiente de correlagdo (r?) é que este deve ser maior ou igual a 0,99, comprovando

assim, a linearidade do experimento (BRASIL, 2003).

A Figura 16 representa o perfil de liberagédo da AnB a partir da solucao de P407
a 20%. Foram liberados 109,81 pg de AnB durante as cinco horas de experimento,
sendo que a cada hora ocorreu, em média, a liberagédo de 21,96 + 3,18 pug/mL de AnB,
mostrando que o farmaco foi liberado de forma controlada. De acordo com LIU;
FOREST; KNOW (2008), a liberacdo controlada do agente farmacoloégico é

caracteristica de géis de P407.
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Figura 16. Perfil de liberagdo da AnB da formulacdo de P407 a 20% no estado gel.

RIBEIRO (2014) avaliou o perfil de liberacdo da AnB de uma solucdo micelar
de P407 a 16% contendo 150 pg/mL de AnB, mostrando que a formulagéo liberou
16,41 ug de AnB durante 5 horas de teste, sendo que houve uma liberacéo de 3,28 +
0,27 pg/mL de AnB por hora, demostrando também uma liberacdo controlada do

farmaco.
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VEYRIES e colaboradores (1999), estudaram a liberacdo in vitro da
vancomicina a partir de formulacdes de P407 a 25% (p/p) e observaram que este
antibiotico foi liberado de forma controlada e prolongada e que o efeito antibacteriano

foi mantido por pelo menos 8 dias.

WANG; WANG; HSIUE (2009) encapsularam AnB em micelas copoliméricas a
base de poli (2-etil-2-oxazolina) e poli (acido aspartico) e realizaram o estudo de
liberacao in vitro a fim de comparar a liberacdo de AnB dessas nanoestruturas com a
liberacdo do Fungizone®. Os autores demonstraram que as micelas liberaram o
farmaco de forma continua por 48 horas, enquanto que o Fungizone® precipitou em
12 horas. Sendo assim, os estudos citados acima evidenciam que micelas poliméricas

podem possibilitar a liberacédo controlada e prolongada de farmacos.

Em suma, solucdes micelares de P407 fornecem uma alternativa simples e de
baixo custo para estabilizar a AnB em sua forma monomérica e reduzir a

citotoxicidade, mantendo a sua alta atividade leishmanicida.



6. CONCLUSOES
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As formulagbes de P407 contendo AnB foram caracterizadas quanto ao
tamanho médio, IP e potencial zeta, sendo que na presenca de a-tocoferol foram
observados tamanhos médios menores e mais homogéneos das micelas/particulas,

além de reducdo em maddulo do potencial zeta.

O estudo dos espectros de absorcdo da AnB no UV demonstrou que solucdes
micelares de P407 estabilizam as moléculas do farmaco na forma monomeérica até a

concentracdo de 10° M.

Todas as formulacbes apresentaram potencial leishmanicida in vitro sobre
cultura de promastigotas de L. infantum (cepa OP46) e seguras no ensaio in vitro de
toxicidade sobre cultura de macréfagos caninos (linhagem DH82), com destaque para

a formulacdo P20AnB.

A formulacdo P20AnB apresentou menor citotoxicidade para células Vero e
atividade leishmanicida semelhante sobre amastigotas de L. infantum, comparada a

formulacéo de AnB-D.

O estudo de liberacdo da AnB a partir da solucdo micelar de P407 a 20%
demonstrou que este farmaco foi liberado de forma controlada durante o periodo de 5

horas de ensaio.

Dessa forma, a formulacdo P20AnB pode se tornar uma alternativa eficaz e de
baixa toxicidade ao tratamento da LV, além de ser de facil producédo e apresentar
baixo custo quando comparada aos medicamentos nanotecnolégicos disponiveis para
o tratamento desta doenca. Além disso, a solucédo micelar P20 é um veiculo promissor
para o carreamento de outros farmacos com potencial leishmanicida, uma vez que
esta formulacdo apresentou baixa toxicidade para células hospedeiras e atividade

significativa contra o parasito.
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Realizar os testes de porcentagem e eficiéncia de encapsulacdo da formulagéao
P20AnB, para determinar a quantidade de farmaco que esta associado a

nanoestrutura e avaliar a eficiéncia do processo;

Obter imagens das formulagbes P20 e P20AnB por meio de microscopia
eletrbnica de varredura (MEV), com a finalidade de visualizar as

nanoparticulas/micelas;

Dosar Oxido nitrico a partir de sobrenadante de cultura de mondcitos isolados
de sangue periférico de cées e diferenciados em macrofagos, sendo estes ndo-
infectados e infectados com L. infantum (cepa OP46) e tratados com as
formulacées P20 e P20AnB, a fim de avaliar se estas formulacfes ativam

células macrofagicas;

Avaliar a atividade fagocitica, utilizando beads fluorescentes, de macréfagos
diferenciados a partir de mondcitos de sangue periférico de cdes nao-
infectados e infectados com L. infantum (cepa OP46) apG@s tratamento com as
formulacdes P20 e P20AnB, a fim de observar se as formulagdes micelares

aumentam esta atividade;

Realizar estudos in vivo com o objetivo de avaliar a toxicidade e a eficacia

terapéutica da AnB veiculada em solucao micelar de P407 a 20%.
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