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RESUMO

Os farmacos atuais para o tratamento da leishmaniose ainda ndo séao
adequadamente eficazes e nenhuma vacina eficiente esta disponivel. Assim, o
desenvolvimento de terapias alternativas € uma prioridade para o tratamento desta
infeccdo. O objetivo deste estudo foi comparar as atividades leishmanicidas de (1)
desoxicolato de anfotericina B (D-anfoB), (2) anfotericina B encapsulada em
nanocapsulas de polilactico-co-glicélico (PLGA) contendo acido dimercaptosuccinico
(DMSA) (D-anfoB-nano) e (3) D-anfoB-nano, anfotericina B encapsulada em
nanocapsulas de PLGA contendo DMSA e fluido magnético a base de maghemita
(D-anfoB-nano-MG) no tratamento da leishmaniose cutdnea experimental em
camundongos C57BL/6. Camundongos fémeas (N = 6/grupo) foram infectados por
via intradérmica na pata direita com promastigotas de Leishmania amazonensis na
fase metaciclica. Os animais infectados foram divididos em quatro grupos e tratados
por via intraperitoneal: (1) PBS 1% por 10 dias consecutivos; (2) D-anfoB,
2mg/kg/dia por 10 dias (totalizando 20mg/kg/animal), (3) D-anfoB-nano e (4) D-
anfoB-nano-MG, 6mg/kg nos dias 1, 4 e 7 e de 2mg/kg no dia 10, totalizando
20mg/kg/animal no final do tratamento. O grupo D-anfoB-nano-MG foi submetido a
um campo magnético de frequéncia alternada para realizar a magnetohipertermia.
As avaliag6es da atividade leishmanicida foram realizadas por meio de medi¢des do
didmetro da pata enquanto o numero de parasitas e a viabilidade celular foram
investigados por meio da diluigcdo limitante e ensaio de MTT. D-anfoB-nano mostrou
a mesma eficacia que a D-anfoB na reducdo do didmetro da pata e também
promoveu maior redugdo no numero de parasitas e de viabilidade celular. Assim,
estas nanoparticulas mostraram ser mais eficazes do que a terapia com D-anfoB,
pois com a mesma dose total, durante 10 dias e com menor freqiéncia de
aplicacoes das doses, apresentaram a mesma eficacia.

Palavras-chave: Leishmania amazonensis; Anfotericina B desoxicolato; DMSA;
PLGA; Nanoparticulas; Magnetohipertermia.



ABSTRACT

Current drugs for the treatment of leishmaniasis are far from satisfactory
and no effective vaccine is available. Thus, the development of alternative therapies
is a priority for treatment of this infection. The aim of this study was to
compare the leishmanicidal activities of desoxycholate amphotericin B (D-AMB),
AMB  nanoencapsulated in  poly(lactic-co-glycolic  acid) (PLGA) and
dimercaptosuccinic acid (DMSA) nanoparticles (Nano-D-AMB) and in D-AMB-
coated PLGA-DMSA containing maghemite-based magnetic fluid (Nano-D-
AMB-MG) for the treatment of experimental cutaneous leishmaniasis in
C57BL/6 mice. Female mice (N=6/group) were infected intradermally in the
right footpad with promastigotes of Leishmania amazonensis in the metacyclic
phase. The infected animals were divided into four groups to be treated
intraperitoneally: (1) 1% PBS for 10 consecutive days; (2) D-AMB at 2mg/kg/day for
10 days (totalizing 20mg/kg/animal); (3) Nano-D-AMB and (4) Nano-D-AMB-MG at
6mg/kg on the 1 , 4 and 7 days and at 2mg/kg on the 10 day, also totalizing
20mg/kg/animal at the end of the treatment. The Nano-D-AMB-MG  group was
submitted to an AC magnetic field to produce magnetohyperthermia. The
evaluations were done through paw diameter measurements while the parasite
number and the cell viability were investigated by limiting dilution assay. D-AMB-
coated PLGA-DMSA nanoparticles showed the same efficiency as free D-
AMB to reduce paw diameter, and Nano-D-AMB treatment also promoted
a greater reduction in parasite number and cell viability than free D-AMB. Thus, these
nanoparticles appeared more effective than free D-AMB therapy to reduce the dose
frequency required to achieve the same therapeutic level, favoring an extended
dosing interval.

Keywords: Leishmania amazonensis; Desoxycholate amphotericin B; DMSA; PLGA;
Nanopatrticles; Magnetohyperthermia.
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1 INTRODUCAO

Varias doengas transmitidas por insetos tropicais sdo responsaveis por surtos
epidémicos causados por caréncia de medidas de controle eficazes. Doengas como
a dengue, a leishmaniose e a tripanossomiase africana (doeng¢a do sono) resultam
juntas em mais de 10 milhdes de novas infeccbes a cada ano, entretanto os
medicamentos nem sempre estao disponiveis e os esquemas terapéuticos sao
inadequados(1).

A leishmaniose é uma das doencas mais negligenciadas do mundo, afetando,
principalmente os paises mais pobres e os paises em desenvolvimento (1, 2). Os
programas de controle ainda sao precarios e a mortalidade e a morbidade por
leishmaniose em todo 0 mundo sao comuns (1).

Fatores socioeconémicos, politicos e ambientais tém favorecido o aumento do
namero de casos e o custo dos farmacos para o tratamento da doengca é
particularmente alto (1). No entanto, nos ultimos 10 anos, as grandes descobertas
cientificas foram realizadas no diagnostico, tratamento e prevengao da leishmaniose,
e os precos de varios medicamentos essenciais foram reduzidos. Somente na india,
sdo gastos US$ 86 por paciente tratado com sucesso com a miltefosina (usando
precos reduzidos por causa do grande numero de pacientes), US$ 467 para o
tratamento com a anfotericina B e US$ 1.613 para o tratamento com AmBisome®
(anfotericina B lipossomal) (3). No Afeganistdao US$ 27 (4); Guatemala US$ 280 (5) e
Peru US$ 300 por dia de tratamento (6).

O sucesso do tratamento depende de muitos aspectos, como resposta imune
do hospedeiro, respostas clinicas e a suscetibilidade ao agente da leishmaniose (7).
Os tratamentos sdo avaliados na base da eficacia, tolerancia e viabilidade da
administragdo, além dos custos do tratamento. Existe uma variagdo regional na
resposta aos farmacos leishmanicidas e a recomendagdo para o tratamento da
leishmaniose varia em diferentes regides (7).

No entanto, os medicamentos disponiveis com acgao leishmanicida sao
limitados e insatisfatérios, pois esses compostos sédo altamente tdxicos, poucos
tolerados e com efetividade variavel (7).

As constantes falhas no tratamento também justificam um maior nimero de

contribuicdes focando novos alvos moleculares potenciais. Essas falhas na terapia
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sdo agravadas quando decorrentes de co-infeccdo com virus HIV ou outras
deficiéncias de natureza imunolégica, fisioldgica ou farmacolégica (8).

O progressivo aumento de resisténcia dos parasitas as drogas especificas
preconizadas, como 0s antimoniais pentavalentes ou os de segunda geragdao, como
a pentamidina e a anfotericina B, justifica a demanda por novos farmacos
leishmanicidas (9, 10). Esta € geralmente prejudicada pela localizagao intracelular
dos parasitas que tem sido usada como uma das razbes para introduzir os
medicamentos dentro da célula parasitada aumentando assim a bioviabilidade e
diminuindo os efeitos adversos freqlentes dos farmacos, tais como: febre, calafrios,
nauseas, vomitos, cefaléia, e disfuncéo renal associada com anemia, hipocalemia e

hipomagnesemia (11, 12).

O desenvolvimento de terapias alternativas € uma prioridade no combate a
infecg@o pela Leishmania devido aos elevados custos dos tratamentos que, muitas
vezes, sdo mal tolerados pelos pacientes (13). Diversas pesquisas estdo sendo
desenvolvidas para obtencdo de novas formulagcdes farmacéuticas visando a
liberacao controlada de farmacos capazes de manter ou ampliar a acao de agentes
promissores utilizados no combate e controle de doencas (14, 15).

Nesse contexto, técnicas inovadoras vém demonstrando o grande potencial
da nanotecnologia farmacéutica no tratamento, prevengdo e diagnostico de
inUmeras patologias, dentre elas as parasitarias (16, 17).

Uma das tecnologias que tem sido testada atualmente emprega
nanoparticulas, que tém obtido sucesso para a entrega sitio-especifica de
antibidticos, anticancerigenos, antiepilépticos, anti-hipertensivos, imunossupressores
ou mesmo como co-adjuvantes de vacinas (18). Muitos farmacos antineoplasicos
tém sido testados com sucesso em formulagdes de nanoparticulas (19). Acredita-se
que os farmacos nanoestruturados sejam mais eficazes que as terapias tradicionais
por eliminar diretamente microrganismos patogénicos sem desencadear a liberacao
de mediadores quimicos (19).

Outra grande vantagem das nanoparticulas para liberacdo controlada de
farmacos reside no fato de que o farmaco preserva sua atividade farmacolégica, pois
a parte ativa da molécula ndo é alterada quimicamente pelo polimero. O novo
veiculo permite também a diminuicdo da toxicidade e resisténcia relatadas com o

uso de drogas de primeira e segunda escolha (17, 18).
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Baseando-se nesses fatos, observa-se que os medicamentos disponiveis
para o tratamento das leishmanioses, assim como para outras parasitoses tropicais,
carecem de formulagbes mais eficazes (20).

Desse modo, o propésito deste trabalho foi realizar avaliagcdes preliminares da
efichcia de formulagdo nanoestruturada de anfotericina B e da terapia por
magnetohipertermia no tratamento da leishmaniose cutanea (LC) causada por

Leishmania (Leishmania) amazonensis em camundongos infectados.

1.1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1.1 Leishmaniose

Os parasitas do género Leishmania causam a doenga conhecida como
leishmaniose, que se manifesta através de um grande espectro de formas clinicas
como simples lesdes cutaneas até infeccoes sistémicas que podem ser fatais se nao
tratadas (21).

As leishmanioses constituem um conjunto complexo de doengas que
apresentam caracteristicas e peculiaridades diferentes decorrentes da multiplicidade

de seus agentes etiologicos, vetores, reservatorios e fatores ambientais (22).

1.1.2 Transmissao

Apesar de ser considerada uma doenga endémica, de alta morbidade e de
baixa mortalidade, a LC é considerada uma doenca enzoonética, infecciosa, nao
contagiosa, agravada por diversos fatores (23). A LC € causada por diferentes
espécies de protozoarios do género Leishmania que s&o transmitidos por
flebotominios (24, 25, 26). E uma das principais doencas transmitidas por vetores e
que apresenta grande distribuicao territorial (24, 25, 27).
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1.1.3 Epidemiologia

De acordo com a Organizacao Mundial de Saude (OMS), cerca de 1 bilhado de
pessoas estdo infectadas com algum tipo de doencga tropical negligenciada e outros
2 bilhdes vivem em areas de risco nos paises tropicais e subtropicais (2). Estima-se
que todos os paises de baixa-renda sao afetados simultaneamente com mais de 5
doencgas negligenciadas (2).

A prevaléncia mundial da leishmaniose esta estimada em 12-15 milhdes de
individuos infectados, com, aproximadamente, 2,3 milhées de novos casos por ano
em todo o mundo (21); acredita-se que a mortalidade anual seja de 60 mil, sendo
que 350 milhdes de pessoas vivem em regides de risco, conforme Figura 1 (2, 28).

No Brasil, segundo dados do Ministério da Saude, em 2009, existiam cerca de
11,4 infectados para cada grupo de 100.000 habitantes, enquanto que no Distrito
Federal, a proporgao € 1 caso para cada 100.000 habitantes (25).

A leishmaniose é prevalente nos 4 continentes e esta distribuido em 22
paises no Novo Mundo e em 66 nacdes do Velho Mundo (42). Encontra-se
amplamente distribuida no continente americano, se estendendo desde o sul dos
Estados Unidos até o norte da Argentina. No Brasil, estd presente em todos os
estados, mas apresenta distribuicdes regionais diferentes, vetores e espécies de
Leishmanias distintos, além dos diversos determinantes ambientais, sd&cio-
econdmicos e politicos (27).

Sao conhecidos trés padrdes epidemiolégicos desta endemia: um padrao
silvestre, onde ela é vinculada a uma zoonose de animais silvestres; um segundo
padrao relacionado aos riscos ocupacionais ou lazer, associados a exposi¢do nas
matas e florestas para fins econémicos ou turisticos; e um terceiro padrao, rural e
periurbano em areas de colonizagdo antigas relacionadas as migracoes recentes e
locais de residéncia em areas proximas a matas secundarias residuais (27).

No Brasil, a doenga tem sido notificada em todos os estados, com aumento
expressivo do numero de casos nas Ultimas décadas, constituindo uma afecgao que
merece preocupacao, tanto pelo risco da ocorréncia das deformidades que podem
produzir no homem, como pelo envolvimento psicologico do doente. Tem reflexos no

campo social e econémico, ja que, na maioria dos casos, pode ser uma doenga
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ocupacional, atingindo o individuo em idade de maior atividade laborativa (20, 24,

30, 31, 32).
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Figura 1: Distribuicdo mundial da leishmaniose 2009 (29).

1.1.4 Agentes Etiolégicos

Acredita-se que existam catorze espécies de Leishmania reconhecidas dentro

dos subgéneros Viannia e Leishmania relacionadas com a potencialidade de causar

a LC (33). Os estudos recentes sobre o espectro clinico e imunopatoldgico da

doenca causada pela Leishmania (V.) braziliensis e Leishmania (L.) amazonensis

despertaram o interesse sobre as competéncias imunopatogénicas destas duas

espécies de Leishmania (33).
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Dentre as espécies de Leishmania encontradas no Brasil, a Leishmania
(Leishmania) amazonensis possui grande distribuicdo em varias regides. Outras
espécies de Leishmania também atingem, significativamente, o pais, como a
Leishmania (Viannia) braziliensis e a Leishmania (Viannia) guyanensis (24, 31, 33).

A LC é causada, principalmente, pela Leishmania major na Europa, Africa e
Asia, enquanto, no continente americano, pelas espécies Leishmania mexicana,
Leishmania braziliensis ou Leishmania amazonensis (34). Esta ultima pode causar a
leishmaniose cutanea difusa que é a manifestacao mais grave da infeccao causada

pela Leishmania amazonensis (34).

1.1.5 Ciclo de vida das Leishmanias

Os macrofagos séo as células alvos das Leishmanias e, sendo assim, seu
papel na imunidade torna-se comprometido uma vez que sdo responsaveis pela
fagocitose de microrganismos e liberacao de interleucinas no processo inflamatério
(35). No caso da leshmaniose, o patégeno resiste a atividade fagocitica por reverter
a maquinaria de ataque (36).

O ciclo de vida desse protozoario inclui uma fase extracelular, dentro do trato
digestivo do invertebrado, e uma intracelular, dentro de macréfagos dos mamiferos
(21). As formas de Leishmanias infectantes que séo transmitidas para o hospedeiro
sao chamadas metaciclicas e as nao infecciosas sdo as prociclicas (33, 38). No
entanto, ambas sao encontradas em culturas de células livres, no qual as prociclicas
se proliferam e se diferenciam em metaciclicas, sendo estas mais abundantes na
fase estaciondria da cultura. Neste processo, uma variedade de genes apresenta
diferentes expressdes padrdes, algumas das quais, codificam fatores virulentos (21).

As Leishmanias sao transferidas para o hospedeiro no estado de
promastigota (elongada com um flagelo externo), no qual sdo fagocitadas por
diferentes células fagociticas do hospedeiro. Dentro das células do fagdcito
mononuclear, as promastigotas se diferenciam para amastigotas (forma
arredondada sem o flagelo) (Figura 2). Em seguida, se proliferam, estabilizando a
infecgao (26).
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Figura 2: Ciclo de vida dos parasitas do género Leishmania (57).

A invasdo do patégeno nado causa a doenca em si, mas € necessaria para
estabelecer a infecgdo sendo um pré-requisito para a viruléncia (39). Dois
mecanismos de viruléncia da Leishmania tém sido propostos por envolver dois
grupos diferentes de moléculas do parasita. Um grupo é constituido, principalmente,
na superficie celular e em substancias secretadas. O outro grupo inclui moléculas
intracelulares, chamadas patoantigenos. O primeiro grupo ¢€é formado por
determinantes invasivos, os quais protegem ndo sé os parasitas, mas, também,
evitam que as células do hospedeiro sofram lise prematuramente. Assim, esses
determinantes ajudam as amastigotas a manterem, continuamente, a infecgéao
através do crescimento baixo em vacuolos parasitéforos dos macréfagos do
hospedeiro. No entanto, esse mecanismo nao é responsavel pelas manifestacdes
clinicas. Provavelmente, essas sejam decorrentes do segundo grupo, pois causam a
imunopatologia da doenga. Essas moléculas sao altamente conservadas por
proteinas citoplasmaticas, nas quais sao encontradas por possuirem epiteto
Leishmania-Unico, imunologicamente ativo na leishmaniose. Os antigenos
intracelulares se expdéem ao sistema imune do hospedeiro e os parasitas passam

por citélise periddica durante a infecgao natural (39).
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1.1.6 Formas Clinicas da Leishmaniose

As formas clinicas da doengca no homem sao: leishmaniose cutéanea,
leishmaniose mucosa (LM) e leishmaniose visceral (LV), sendo esta conhecida como
Kalazar. Na América Latina, 2-5% dos pacientes desenvolve a forma mucosa da
doencga anos apoés o tratamento do episodio clinico inicial da LC (40).

A LM provoca extensa destruicdo das cavidades oronasal e faringea, com
lesbes desfigurantes, mutilagdo da face e grande sofrimento ao paciente. Embora
em sua maioria esteja relacionada com as espécies de Leishmania do Novo Mundo
(América), como L. braziliensis e L. guyanensis, foi também relatado no Velho
Mundo (Africa, Asia e Europa), devido a L. donovani, L. major e L. infantum,
pacientes imunossuprimidos (42).

A LV, forma mais grave da doenca (sempre fatal se nao tratada), é
caracterizada por febre irregular, perda de peso, esplenomegalia, hepatomegalia,
linfadenopatia e anemia. O paciente com LV pode desenvolver a forma crénica da
LC, conhecida como leishmaniose dérmica poés-kalazar, do qual necessita de um
longo periodo de tratamento (42).

A LC apresenta-se na forma de lesées na pele que podem manifestar-se de
modo localizada, disseminada e cutanea difusa (LCD). A forma localizada € mais
comum e desenvolve um espectro clinico localizado, mantido pela moderada
hipersensibilidade por células T; observam-se lesdes cutaneas em uma regido unica
ou multipla (33). Por sua vez, as lesbes disseminadas sédo ulceradas e pequenas, as
vezes acneiformes, distribuidas por todo o corpo (disseminagcdo hematogénica). As
formas localizadas e disseminadas respondem melhor a terapéutica tradicional, mas
correspondem as formas mais severas da doenga (24, 33). A LC, quando
desenvolve lesdes multiplas, incapacita o individuo devido as lesdes desfigurantes
(42).
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1.1.7 Tratamento

1.1.7.1 Tratamento de Primeira Escolha

Os antimoniais pentavalentes (Sbv) tém sido adotados ha mais de meio
século para tratamento de doencas parasitarias (48). Os compostos Sbv sao
preconizados como farmacos de primeira escolha pela OMS para o tratamento da
LC na forma de antimoniato de N- metilglucamina (Glucantime ®), nos paises de
lingua néo inglesa, e estibogluconato de sédio (Pentostam ®), nos paises de lingua
inglesa (44, 45, 46, 47). A dose recomendada de Sbv pela OMS é de 20mg/kg/dia,
via parenteral, durante 20-28 dias (47).

Embora sejam os farmacos de primeira linha e apresentem bons resultados
clinicos no tratamento da LC, cada um dos diversos farmacos para o tratamento da
leishmaniose apresenta eficacia limitada e desvantagens como: administracao
parenteral diaria (exceto para a miltefosina, que administrada por via oral), efeitos
adversos, toxicidade, tratamento longo, necessidade de hospitalizacdo e
acompanhamento constante (46, 48). Além disso, tem sido relatada a existéncia de
resisténcia das Leishmanias a esses farmacos (13, 45, 50, 51, 52, 53). A maioria dos
pacientes tratados apresenta, também, alteracdes das enzimas pancreaticas e dores
abdominais (45).

No Mediterraneo, a anfotericina B lipossomal é o tratamento de primeira
escolha para pacientes imunocompetentes (46). O tratamento da LC pode ser local
ou sistémico dependendo da evolugcdo da lesdo, da espécie de Leishmania
envolvida, da possibilidade de disseminacdo e implicagdes estéticas e funcionais
(46). As recomendacgdes da OMS para o tratamento da LC com antimoniais sao por
via intralesional e endovenosa, de acordo com a espécie e aspectos clinicos (49). A
infiltragé@o local por antimoniais pentavalentes tem sido usada no Velho Mundo para
leishmaniose cutanea localizada (49).

Ao mesmo tempo que surgem novas terapias, nos ultimos 20 anos, observa-
se que os Sbv padrées estdo sendo ameacados pelo desenvolvimento de
resisténcia, o que desfavorece sua utilizagdo na rotina clinica (46, 47). Esse
aumento crescente pode ser complicado pela interagdo do farmaco com a resposta
imune do hospedeiro, variagdes na farmacocinética e variagdo na sensibilidade das
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espécies de Leishmania aos componentes do farmaco (46). Entretanto, as novas
formulacdes para liberagcao de antimoniais pentavalentes estdo sendo desenvolvidas
e representam um campo promissor (37).

1.1.7.2 Tratamento de Segunda Escolha

Os farmacos de segunda escolha sdo adotados quando ndo se obtém
resposta ao tratamento com antimonial ou na impossibilidade de seu uso (31). Esses
farmacos receberam esse status, pois, antigamente, eram considerados mais
propensos a causar efeitos toxicos sérios ou irreversiveis (por exemplo, insuficiéncia
renal) (46).

Contudo, nos ultimos anos esses agentes estdo sendo reintroduzidos, com o
beneficio de novas formulacbes ou regimes de dosagem, para uso em algumas
configuragbes. Esse grupo é representado, principalmente, pelo isotionato de
pentamidina e pela anfotericina B (9, 53, 54). O primeiro é administrado por via
parenteral e tem alta toxicidade, principalmente para idosos, cardiopatas e
nefropatas, dificultando o seu emprego, porém é usado na América do Sul para
tratar a LC, especialmente quando causada por L. guyanensis, por essa ser pouco
sensivel aos antimoniais (9, 53, 54). Por outro lado, a anfotericina B possui
reconhecida agao leishmanicida, principalmente, no tratamento das lesdes mucosas
e é indicada como primeira opcao no tratamento de pacientes gestantes com LC
e/ou com coinfeccdo Leishmania/HIV (31, 56).

A dose inicial da anfotericina B é de 0,5 mg/kg/dia, devendo ser aumentada
gradativamente até 1 mg/kg/dia por via endovenosa, conforme a tolerancia do
paciente. A administracdo deve ser feita em dias alternados, respeitando-se o limite
maximo de 50mg (1 frasco) por aplicacao, até a dose total de 1 a 1,59 para LC e de
2,5 a 3g para leishmaniose mucosa ou leishmaniose mucocuténea (53, 55, 56).

No entanto, apesar dos reconhecidos efeitos terapéuticos da anfotericina B, a
maioria do pacientes apresenta alguns efeitos adversos como febre, nauseas,
vomitos, cefaléia, hipotassemia, insuficiéncia renal, anemia e alteragbes cardiacas
(9, 58, 54, 55).
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A via de administragcdo endovenosa e os problemas cardio e nefrotdxicos
impossibilitam seu uso fora do ambiente hospitalar (31). A fungdo renal anormal
ocorre na maioria dos pacientes apos a administracdo de doses multiplas de micelas
carregando anfotericina B e o tratamento deve ser interrompido para evitar danos no
tecido (58).

As propriedades biofarmacéuticas desfavoraveis da anfotericina B contribuem
para a baixa solubilidade e fraca biodisponibilidade oral (55). A anfotericina B nao é
absorvida no trato gastrointestinal, o que limita a sua administracao por via oral e,
por isso, € administrada por via parenteral para o tratamento de infeccdo fungica
sistémica ou leishmaniose visceral (46, 55).

Apesar do aumento do uso da anfotericina B, especialmente em formulagdes
lipidicas que possuem tempo de meia vida maior, sua resisténcia clinica é rara (46).

Atualmente, a anfotericina B desoxicolato possui uma taxa de 97% de cura
com nenhum reporte de recidiva. No entanto, tem se observado uma diminuicdo na

sensibilidade e diversas recaidas em casos isolados (59).

1.1.7.3 Anfotericina B

A anfotericina B € um macrolideo extraido da Streptomyces nodosus descrito
a primeira vez em 1950. Trata-se de um antimicrobiano fungico de amplo espectro
usado primariamente no tratamento de infeccdes sistémicas que representem risco
(60). Por seu amplo espectro de atividade, abrange um grande numero de espécies
de fungos, como o Paracoccidioides brasiliensis, bem como espécies de
protozodarios Leishmanias e espécies de amebas do género Naegleria (61).

De acordo com sua constituicdo quimica, a molécula possui sete ligacoes
duplas ao longo da porgao hidrofébica do anel, além de varios grupos hidroxila nas
regides hidrofilicas e um residuo micosamina (lactona) (61, 62, 63) (Figura 3).
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Figura 3: Estrutura quimica da molécula do antimicrobiano anfotericina B (61).

A formulagéo convencional clinica da anfotericina B é constituida por micelas
do detergente desoxicolato de sodio, o que leva a sua rapida libertacdo (61, 63).
Essa forma é a mais indicada para tratamento de infecgdes sistémicas causadas por
espécies de fungos, apesar dessa suspensado micelar poder induzir toxicidade (61,
63, 64).

Tanto o efeito terapéutico como o efeito téxico da anfotericina B desoxicolato
(D-anfoB) derivam da interagcdo com lipideos presente na membrana celular. Isso se
deve a alta afinidade da anfotericina B pela molécula de ergosterol, presente nas
membranas celulares dos fungos, e pela molécula do colesterol, analogo ao
ergosterol nas células de mamiferos, o que favorece a formagdo de poros,
permitindo o extravasamento de eletrélitos e outros componentes celulares. No

entanto, essa especificidade pela membrana celular humana, propicia a formagao de
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poros na membrana celular no hospedeiro, 0 que explica a alta toxicidade no
organismo (61).

A eficacia terapéutica da D-anfoB ¢é limitada também por sua baixa
solubilidade em solugao aquosa e outros fatores (62). Tem um perfil de solubilidade
muito limitado, sendo quase insoluvel em agua, mas moderadamente soluvel em
alcodis e em solventes organicos, como dimetil-suféxido (DMSO) e dimetil-
formamida (DMF). Em agua, a D-anfoB se agrega formando primeiro dimeros por
aposicao das 2 faces hidrofébicas seguidas por grande agregados (61).

A D-anfoB afeta o sistema imune e, em particular, pode regular as fungdes
dos macrofagos como a produgéo de citocinas como a interleucinasi1 e o fator alfa
de necrose tumoral (TNF-a), bem como quimiotaxia e fagocitose. Essas
propriedades podem contribuir para a atividade do antimicrobiano D-anfoB, mas
pode também aumentar a toxicidade dela, como, por exemplo, febre e calafrio (61).

Apesar da sua importancia terapéutica, as propriedades fisicoquimicas da D-
anfoB propiciam dificuldades na sua formulagdo e administragdo, como a baixa
bioviabilidade por via oral (61). Alguns estudos sugerem que formulagdes baseadas
em lipidios ou outras moléculas anfifilicas podem ser a alternativa para contornar
esse problema (61).

Acredita-se, portanto, que os beneficios farmacol6gicos e clinicos da D-anfoB
possam ser associados como a seguranca e eficacia das nanoparticulas, sendo que
alguns testes com a D-anfoB nanoestruturada ja foram realizados in vitro e in vivo
(61, 65, 66).

Quando nanoestruturada, a D-anfoB seria capaz de exercer sua atividade
leishmanicida com maior eficicia terapéutica e baixa toxicidade. O mecanismo
provavel para essa diminuicdo de toxicidade seria pelo fato das nanoparticulas
carregadas com o agente antimicrobiano, serem incorporadas por vacuolos
intracelulares de macr6fagos onde o patdégeno esta sendo armazenado (67). Desse
modo, o farmaco agiria eliminando diretamente o agente causador da LC sem que
haja a liberacao de mediadores quimicos (19).
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1.1.8 Nanotecnologia e Materiais Nanoestruturados

As nanoparticulas funcionam como sistemas carreadores de farmacos
adequados para administracdo oral, parenteral e tdpica, o0s quais incluem
nanossistemas, tais como lipossomas e microssistemas, como microparticulas,
emulsdes multiplas e microemulsdes (14).

A incorporacao de farmacos em nanoparticulas de polimeros biocompativeis
tem vantagens sobre outros sistemas devido a facilidade da preparagéo, vida util
mais longa e maior estabilidade nos fluidos biologicos (68). Nanoparticulas
preparadas com poli(lactato) biodegradavel tém sido propostas como um sistema
passivo de liberagdo de farmacos em macréfagos que poderia aumentar a agéo
terapéutica leishmanicida do farmaco (12, 69).

Novos agentes quimioterapicos demonstram a agao leishmanicida da DMC
(29,69-diidroxi-49-methoxychalcone), encapsulada por nanoparticulas de poli(D, L
acido latico) (PLA) in vitro e in vivo que favorecem a viabilidadee a eficacia do
farmaco para o correto direcionamento do sitio especifico. A molécula de DMC,
extraida da erva Piper aduncum, j4 havia sido descrita pela sua eficacia e
seletividade contra as formas promastigotas e amastigotas de Leishmania
amazonensis in vitro (70). A vantagem desse polimero est4 associada a sua
degradacao a acido lactico, no qual é eliminado na urina e exalado como CO, (70).

Segundo estudo de Amaral e colaboradores (2009), a anfotericina B,
associada com nanoparticulas de PLGA (do inglés, polylactic-co-glycolic acid) com
DMSA (do inglés, dimercaptosuccinic acid), € eficaz contra o fungo Paracoccidioides
brasiliensis, agente etiolégico da paracoccidioidomicose (Pbmicose), em
camundongos infectados, mesmo quando administrada com intervalo de tempo
maior entre cada dose (a cada trés dias) com menos efeitos nefro e hepatotdxicos
(71). A nanoparticula de PLGA, composta de &cido latico e acido glicolico, possibilita
liberacdo gradual, biocompatibilidade e seguranca ao complexo formado com a
molécula do farmaco (72, 73). O DMSA ¢é a molécula de reconhecimento celular que
possui alta afinidade pelo epitélio pulmonar, a primeira regido do corpo a ser atacada
pelo fungo da Pbmicose. No trabalho relatado, escolheu-se a anfotericina B em
formulagao nanoestruturada por este ser o farmaco mais eficaz no tratamento dessa

infecgao (72).
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O sistema de liberacdo de drogas por PLGA tem sido extensivamente
investigado devido a sua versatilidade, biocompatibilidade, viabilidade comercial e
degradacgéao hidrolitica (73).

Com base nesses achados e com a perspectiva de se valer do potencial das
particulas nanocarreadoras a base de PLGA, espera-se associar os beneficios
terapéuticos da anfotericina B para tratar a LC com diminuicdo dos efeitos téxicos

causados aos pacientes.

1.1.8.1 Nanoparticulas magnéticas

Diversos materiais nanoestruturados estdo sendo desenvolvidos e as
nanoparticulas magnéticas surgem como proposta promissora para diversas
aplicacbes na area da medicina como, por exemplo, a magnetohipertemia para
tratamento de tumores, entrega de drogas alvo-especifico, agente de contraste para
imagem por ressonancia magnética (74).

As nanoparticulas magnéticas podem ser conduzidas até o local do agravo,
da lesdo da doenca, por meio de um gradiente de campo magnético externo, sendo
quimicamente controlaveis e obtidas pela interagdo entre diferentes materiais
organicos e/ou inorganicos (75). Elas possuem uma grande superficie que pode ser
modificada e associada a agentes biologicos tais como proteinas e anticorpos, entre
outros (76).

As propriedades das nanoparticulas magnéticas permitem que sejam
manipuladas mesmo quando introduzidas em um organismo por via endovenosa,
por meio de um gradiente de campo magnético externo (77).

Suas propriedades estao diretamente relacionadas ao seu tamanho. Quando
administradas a um ser vivo - via endovenosa, via intraperitoneal ou intralesional — o
didmetro médio das nanoparticulas pode influenciar diretamente no tempo de
permanéncia no organismo, na velocidade com que atravessa a barreira endotelial e

no reconhecimento do sistema mononuclear fagocitario (78).
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1.1.9 Magnetohipertermia

O procedimento terapéutico conhecido como hipertermia visa tratar tumores
através do aumento de temperatura em determinada regido afetada (Figura 4) e
desse modo, espera-se que ocorra a lise das células tumorais (79).

A morte das células tumorais fundamenta-se no principio de que elas sao
menos resistentes a aumentos bruscos de temperatura a 41°C - 42°C do que as
células saudaveis (79). Esse aumento requerido pela hipertermia pode ser atingido,
entre outros métodos, pelo uso de nanoparticulas magnéticas, processo conhecido
como magnetohipertermia. Quando submetidas a agdo de um gradiente de campo
magnético externo de frequéncia alternada, as nanoparticulas magnéticas liberam
calor, além de poderem ser guiadas a um alvo especifico por campos magnéticos
externos. A possibilidade da vetorizacdo de nanoparticulas magnéticas, através de
gradientes de campos magnéticos, estimulou o desenvolvimento de varias técnicas
de encapsulamento de particulas magnéticas de forma que os sistemas obtidos se
tornassem efetivos carreadores de farmacos com especificidade tumoral para a
liberacao controlada de agentes quimioterapicos. Um pré-requisito importante para a
utilizacao clinica da magnetohipertermia € que as nanoparticulas apresentem baixos

niveis de toxicidade e que permita minimizar as doses requeridas (79).
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Figura 4: Esquema da estratégia terapéutica usando particulas magnéticas. No caso de tumores,
esses nanoparticulas se acumulam no lugar via sistema de liberagao de farmaco (80).
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As nanoparticulas magnéticas sao cada vez mais empregadas no tratamento
de doencas. Isso se torna viavel pela baixa toxicidade, biocompatibilidade, via de
administracdo e alto acumulo no tecido-alvo (80). O uso de nanoparticulas
magnéticas (monodominios magnéticos) ¢é preferivel as microparticulas
(multidominios magnéticos) uma vez que nanoparticulas magnéticas respondem
mais eficientemente a campos externos absorvendo destes mais energia (80).

O éxido ferroso ou férrico é o principal constituinte das particulas magnéticas,
embora metais como o cobalto e o niquel sejam utilizados em outras areas. As
particulas magnéticas sado atraidas pela densidade de fluxo magnético,
segmentando o farmaco que eventualmente carreiam e propiciando a bioseparagéao
de células (80).

As nanoparticulas magnéticas possuem potencial como agentes de contraste
em ressonancia magnética e mediadores de aquecimento na termoterapia do cancer
(hipertermia) (80).



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
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- Avaliar a eficacia in vivo da D-anfoB, associada as nanoestruturas de PLGA

contendo DMSA e nanoparticulas magnéticas a base de maghemita no tratamento

da LC experimental causadas pela Leishmania (Lesihmania) amazonensis.

2.2 Objetivos especificos

I.  Avaliar a agéo leishmanicida do complexo anfotericina B associada as
nanoestruturas de PLGA contendo DMSA (D-anfoB-Nano) e
nanoparticulas magnéticas a base de maghemita (D-anfoB-Nano-MG),
administrada por via intraperitoneal em camundongos C57BL/6, no
tratamento da LC experimental causada por Leishmania (Leishmania)

amazonensis.

[I. Avaliar a eficacia da D-anfoB- Nano e da D-anfoB-Nano-MG através
das medidas dos diametros, das contagens de promatigostas e da
viabilidade celular de camundongos infectados com Leishmania

(Leishmania) amazonensis nos diferentes grupos tratados.

. Avaliar a eficacia do D-anfoB-nano-MG em realizar

magnetohipertermia.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 TIPO DE ESTUDO

Estudo in vivo do tipo experimental ou pré-clinico

3.2 CEPAS DE Leishmania

Foram utilizadas formas promastigotas de Leishmania (Leishmania)
amazonensis (MHOM/BR/PH8) oriundas da OMS, identificadas pela técnica de
isoenzimas e anticorpos monoclonais, mantidas em culturas e criopreservadas em
nitrogénio liquido (—196°C) no laboratério de Dermatomicologia da Faculdade de
Medicina da Universidade de Brasilia. Estas culturas sdo periodicamente inoculadas

em hamsters para assegurar a infectividade e garantir a viruléncia dos inéculos.

3.3 ANIMAIS

Foram adotados, ao todo, 5 grupos (total: 30 animais), sendo que foram 4
grupos de tratamento (Tabela 1) com 6 camundongos isogénicos em cada (total: 24
animais), da cepa C57BL/6, espécie Mus musculus, fémeas adultas, provenientes do
Biotério da Faculdade de Medicina (FM) da Universidade de Brasilia (Brasilia-DF). O
quinto grupo foi mantido sem infec¢cao e sem tratamento para servir como controle
negativo.

Os animais foram mantidos no Biotério da Faculdade de Medicina,
Universidade de Brasilia, que apresenta infra-estrutura adequada para o alojamento
dos animais e médico veterinario responsavel. Os camundongos ficaram em
ambiente controlado de luminosidade, com ciclo de 12 horas no claro e 12 horas no

escuro. Cada gaiola acondicionou, no maximo, 6 animais, com agua ad libitum e
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racao oferecida a vontade durante todo experimento. Essas gaiolas foram forradas
com maravalha esterilizada e, portanto, livre de patégenos.

Os camundongos C57BL/6 foram adotados por ser o modelo experimental
que mais se aproxima do modelo humano na resposta ou manifestacao da forma
LC, ou seja, assemelha-se a leishmaniose cutanea localizada crénica desenvolvida
em humanos no Novo Mundo (41).

Ao contrario das lesdes causadas por Leishmania major, a maioria das lesdes
em cepas de camundongos infectadas por Leishmania amazonensis, como a
C57BL/6, nao tem cura espontdnea. Com isso, as lesbes mostram variaveis graus
de suscetibilidade a infec¢do e desenvolvem lesdes crbénicas que nao cicatrizam (34,
82).

Lemos e colaboradores (2000) sugerem que exista um papel importante
espécie- parasita na determinacao do padrdo de resposta imune. Acredita-se que L.
amazonensis induz uma resposta imune do tipo Th2, enquanto que L. major induz
uma resposta imune tipo Th1 em Camundongos CBA (83). Acredita-se que a
suscetibilidade dos camundongos C57BL/6 para Leishmania amazonensis esteja
associada a auséncia de resposta imune Th1 mas nao é controlada exclusivamente
por células Th2 (83). A infeccdo por L. amazonensis tem sido relatada em
camundongos C57BL/10 por a auséncia da resposta do tipo Th1 ser suficiente para
causar a multiplicacao do parasita e desenvolvimento da lesédo (83).

A idade minima de cada camundongo para o inicio do tratamento foi de 10

semanas. Os camundongos fémeas pesavam, em média, 30.6 + 2.9 g (Tabela 1).
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Tabela 1 - Caracteristicas e especificacbes dos camundongos empregados para o

tratamento da leishmaniose cutanea experimental.

Caracteristicas Especificacoes
Cepa de Camundongo C57BL/6

Peso Médio por Camundongo 30.6 £ 2.99
Sexo dos Camundongos Fémea

|ldade dos Camundongos 10 semanas

Via de Administragéao Intraperitoneal
Duracéao do Tratamento 10 dias

Todos os procedimentos foram revisados e aprovados pelo Comité de Etica
de Uso Animal (UnBDOC numero 62393/2010).

3.4 AMOSTRAS

O farmaco que foi empregado para o grupo de tratamento controle, a
anfotericina B desoxicolato (Anforicin B ®, Cristalia), foi disponibilizada pelo Hospital
Universitario, Universidade de Brasilia.

A anfotericina B, associada as nanoestruturas PLGA contendo DMSA (D-
anfoB-nano), e a anfotericina B associada as nanoestruturas de PLGA contendo
DMSA e nanoparticulas magnéticas de maghemita (D-anfoB-nano-MG), y-FezOs,
com tamanho modal de 9,8nm, foram fornecidas pelo Centro de Nanociéncias e
Nanobiotecnologia do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade de Brasilia
em parceria com o grupo do professor Anténio Claudio Tedesco da Universidade de
Sao Paulo, Ribeirao Preto, Sao Paulo.

A concentrag&o original da amostra de nanonoparticulas magnéticas a base
de maghemita utilizada neste estudo foi de 3,4x10'3 particulas/mL, a de DMSA 0,05
mol/L e anfotericina B 1200 ug/100pL.



37

3.5 CARACTERIZACAO MORFOLOGICA DAS NANOESTRUTURAS

Amostra de D-anfoB-nano e D-anfoB-nano-MG, diluida 1000 vezes em agua
destilada, foi colocada sobre telas de microscopia eletrbnica recobertas com
Formvar. Apds secarem por duas horas, em temperatura ambiente, as telas
apropriadas foram analisadas e fotomicrografadas em um microscépio eletrdnico
Jeol JEM 101. O sistema de aquisicao de imagens do microscépio utilizado foi o
UltraScan ® — software Digital Micrograph 3.6.5 (GATAN, EUA)

3.6 AVALIACAO IN VIVO NO TRATAMENTO DE LEISHMANIOSE CUTANEA
EXPERIMENTAL EM CAMUNDONGOS

Os 6 camundongos de cada grupo foram infectados no coxim plantar direito
(Figura 5), via subcutanea, com 3,57x10° promastigotas de Leishmania (Leishmania)
amazonensis, em fase metaciclica, cultivados em meio de cultura Schneider's Insect
Medium (Sigma-Aldrich ®), enriquecido com Soro Fetal Bovino (Gibco ®) 20% e
acrescido de sulfato de gentamicina (Laboratério Hipolabor ®) 0,2%, a 37°C.

Figura 5: Camundongo da cepa C57BL/6, espécie Mus musculus, fémea adulta infectada no coxim
plantar direito via subcutanea, com 3,57x 10° promastigotas de Leishmania (Leishmania)
amazonensis, em fase metaciclica.
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Dois meses apés a inoculacao, a infeccao foi confirmada através das culturas
e esfregacos de secregdes contendo linfas das patas inoculadas.Para isto, foram
extraidas amostras de linfa, por puncao, das patas inoculadas para a realizagdo de
culturas (suspensas no meio bifasico Nove-McNeal-Nicolle-NNN) e pesquisa de

amastigotas em esfregacos corados pela coloragao de Giemsa.

3.7 TRATAMENTO COM ANFOTERICINA B

O tratamento foi iniciado dois meses apds a inoculagéo, tendo os animais sido

distribuidos nos seguintes grupos (Tabela 2) e esquema de tratamento (Tabela 3):

Tabela 2 - Grupos de tratamento e respectivas doses usadas durante 10 dias para o
tratamento camundongos fémeas da cepa C57BL/6, espécie Mus musculus,
portadores de leishmaniose cutdnea causada por Leishmania (Leishmania)

amazonensis
Dose total, por
Dose por animal a animal, ao final do
Grupo Tratamento cada aplicagao 102 dia de
tratamento
1 Grupo Placebo - - -
PBS 1%

2 D-anfoB 2mg/Kg/dia 60mg

3 D-anfoB-Nano 6mg/Kg a cada 3dias 60mg

4 D-anfoB-Nano-MG 6mg/Kg a cada 3dias 60mg

Os grupos D-anfoB-nano e D-anfoB-Nano-MG receberam o tratamento em
intervalo de 3 dias entre cada aplicacao (Tabela 2 e Tabela 3), a fim de evitar
estresse nos animais.
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O grupo D-anfoB-Nano-MG foi submetido a um campo magnético com
corrente alternada - amplitude 40 Oe de campo magnético - oscilando em 1Mhz para
produzir magnetohipertermia (Figura 6). As lesdes foram expostas ao campo
alternado por 10 minutos, de acordo com protocolo descrito por Portilho e
colaboradores (2011) (85).

Tabela 3 - Esquema diario das doses dos medicamentos usados para cada
camundongo, de acordo com o grupo de tratamento correspondente no periodo de
10 dias.

PBS 1% D-anfoB D-anfoB- nano D-anfoB-nano-MG

12 dia - 0,06mg 0,18mg 0,18mg
2¢ dia : 0,06mg : :
3 dia : 0.06mg : :
4° dia i 0.06mg 0,18mg 0,18mg
5¢ dia . 0.06mg . .
62 dia : 0.06mg : -
7° dia i 0,06mg 0,18mg 0,18mg
g dia : 0.06mg : :
9 dia i 0,06mg i .
;?: i 0,06mg 0,06mg 0,06mg
Total
por - 0,60mg 0,60mg 0,60mg

animal
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Para a realizacdo dessa terapia, os animais deste grupo foram previamente
anestesiados por via intraperitoneal com cloridrato de cetamina (Cetamin ®,Syntec)
80mg/kg e xilazina (Calmiun ®, Agener Unido) 10mg/kg. Este ultimo produz um bom
efeito sedativo-analgésico quando associado ao anestésico, como é o caso da
cetamina. Este procedimento foi adotado visto que os animais necessitam
permanecer iméveis por um periodo de 10 minutos para receber o campo produzido
pelo equipamento de magnetohipertermia, além de evitar dor e sofrimento. O
procedimento de magnetohipertermia foi aplicado assim que foi observado o efeito

sedativo-analgésico nos animais.

Figura 6: Aparelho de magnetohipertemia (Laboratério NanoGem).
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3.8 VIA DE ADMINISTRAGCAO

A via de administracao adotada neste trabalho foi a intraperitoneal, pois ela
oferece grande superficie de absor¢do a partir da qual as substancias entram
rapidamente na circulagdo sanguinea. A absorcao se faz melhor através do peritdnio
visceral; parte da substancia passa pelo figado e sofre metabolizacdo antes de
atingir a circulagdo sistémica. No tratamento de humanos com D-anfoB, a via
adotada é a endovenosa.

3.9 CRITERIOS DE AVALIACAO DE EFICACIA DAS DOSAGENS

Ap6s o tratamento, os animais foram avaliados por meio dos seguintes

critérios:

3.9.1 Medicao das patas

O didmetro da pata inoculada dos camundongos foi medido por meio de
paquimetro (Mitutoyo ®), com precisdo de décimos de milimetro, em dois momentos

em relacédo ao tratamento:

o O primeiro ocorreu antes do inicio do tratamento, sendo uma medida
antes e a outra depois da inoculacao das Leishmanias.

o O segundo, 24 horas e 10 dias ap6és o tratamento.

A seguir foi realizada a comparagao dos didametros de cada um dos grupos
apds o tratamento com os valores encontrados pré-tratamento e entre os grupos
tratados entre si.
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3.9.2 Diluigéao Limitante

A diluicao limitante € um método para estipulagcdo da quantidade provavel de
formas amastigotas de Leishmanias viaveis na pata do animal.

Apobs o tratamento foi escolhido, aleatoriamente, dois animais de cada grupo
de tratamento (84). Em seguida, estes foram sacrificados por deslocamento cervical
e as patas (coxim plantar direito) foram submetidas a tecnica de disseccao
asséptica, que consiste na trituracdo dessas em 1,5 mL de meio RPMI (Roswell Park
Memorial Institute) (RPMI Medium 1640 (Gibco ®)), enriquecido com 20% de Soro
Fetal Bovino e 0,2% de sulfato de gentamicina. Em cada pogo da placa tipo ELISA
fundo chato, com 96 pocos (LabTech, Melbourn, Inglaterra), foi colocado 150uL do
conteudo do macerado em sucessivas diluicbes de 10 vezes. Para cada grupo, o
teste foi realizado em triplicata. O material foi mantido por 72 horas em estufa tipo
BOD a 26°C. Havendo formas amastigotas, estas passaram e se multiplicaram em
formas promastigotas apds cerca de 24 a 72 horas em estufa a 26°C. A placa foi
observada, diariamente, em microscopio de luz invertida com objetiva de 40 vezes,
onde foi observada a presenga ou auséncia de formas promastigotas em cada poco.
O numero de parasitas por pata foi analisado através do programa ELIDA ® (86, 87).

3.9.3 Acéao das nanocapsulas de PLGA contendo anfotericina B desoxicolato, DMSA
e nanoparticulas magnéticas sobre a viabilidade celular das Leishmania nos
camundongos C57BL/6 infectados com Leishmania (Leishmania) amazonensis

Para avaliar a agdo de nanocapsulas de PLGA contendo anfotericina B
desoxicolato, DMSA e nanoparticlas magnéticas sobre a viabilidade celular das
Leishmanias, foi empregado o método colorimétrico (87), que utiliza o sal 3-(4,5-
dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H brometo de tetrazolina (MTT). Este método avalia
indiretamente a viabilidade celular pela atividade da enzima succinato-
desidrogenase presente nas mitocondrias celulares. I1sso € possivel porque o MTT é
um sal tetrazolico de cor amarelo ouro, que quando incubado com células vivas, tem

seu substrato quebrado pelas enzimas mitocondriais formando cristais de formazan,
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insollveis e de cor purpura, que se acumula nas células devido a sua incapacidade
de atravessar a membrana celular. A quantidade de formazan produzida é, por
conseguinte, diretamente proporcional ao numero de células viaveis presentes em
cada poco, ao qual foi adicionado o MTT (88, 89, 90).

Apbs o periodo de incubacao descrito no item acima, foi acrescentado 15uL
(5mg/mL) de MTT (Invitrogen ®), a placa foi mantida por mais 4 horas a 26° C na
estufa, a 5% de COz no ar, e, em seguida, foi acrescentado 60 yL de SDS (duodecil
sulfato de so6dio) a 10% em cada poco. Apds essa etapa, a placa foi novamente
incubada over night por 12 horas na estufa, para solubilizar os critais de formazan
formados apés a adicdo do SDS e para melhorar o espectro de absorbancia da
solucdo. O material da placa foi analisado pelo espectrofotdmetro (SpectraMax®
Plus384 microplate reader) (Figura 7).

Figura 7: Espectrofotémetro(SpectraMax® Plus384 microplate reader).

Os resultados foram analisados através da absorbancia em comprimento de
onda na faixa de 570nm de cada poco.
Os resultados foram expressos em percentual de reducdo do MTT pelas
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Leishmanias, que foram expressas a partir das absorbancias lidas pelo
espectofotdmetro, tendo como parametro o grupo controle negativo (animais nao

infectados) para o qual se atribuiu 100% de reducado do MTT.

3.10 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos foram analisados com auxilio do software SPSS® 17.0
(Statistical Package for the Social Sciences), que calculou o niumero provavel de
amastigotas por pata estudada (92). Foi efetuado o teste de normalidade de
Shapiro-Wilk, para verificar a distribuicdo dos dados. Como todos os dados
apresentavam distribuicao normal (P>0,05) optou-se pela andlise de variancia
paramétrica (ANOVA) seguida pelo pos-teste de Tukey. Os graficos foram plotados

com o programa Graph Prism ® verséo 5.0.
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4 RESULTADOS

4.1 CARACTERIZAGAO DAS NANOCAPSULAS E DAS NANOPARTICULAS POR
MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO

As nanoparticulas foram caracterizadas quanto aos seus aspectos estruturais
por Microscopia Eletrénica de Transmisséo. A imagem captada da amostra D-anfoB-
Nano mostra nanoestruturas de PLGA (P) (Figura 8A). A Figura 8B mostra, além das
nanoestruturas de PLGA, nanoparticulas magnéticas (NP) presentes na amostra D-
anfoB-Nano-MG (Figura 8).

Figura 8: Imagens captadas por Microscopia Eletronica de Transmissdo das nanoparticulas usadas
no tratamento da leishmaniose cutanea em camundongos C57BL/6. Figura 8A, D-AMB encapsulada
em nanoestruturas de PLGA contendo DMSA (D-anfoB-Nano). Figura 8B, D-anfoB-Nano-MG
encapsulada em nanoestruturas de PLGA contendo DMSAe nanoparticulas magnéticas a base de
maghemita (D-anfoB-Nano-MG). As letras marcadas correspondem: ao centro das nanoparticulas de
maghemita (NP) e PLGA (P), respectivamente.

4.2 MEDIDAS DAS LESOES CUTANEAS (DIAMETRO DAS PATAS) APOS 24
HORAS E 10 DIAS DO INiCIO DO TRATAMENTO

Para avaliar a evolugdo do didametro da pata ao longo do tratamento, as patas
dos animais foram medidas com paquimetro. Os resultados obtidos foram

apresentados na Figura 9.



46

Os animais infectados nao tratados (grupo Leishmania, n=6) mostraram
mesmo didmetro durante todo periodo pés-infeccdo. A reducdo da medida das
lesbes das patas permaneceu estavel ao longo do tratamento. Independentemente
do grupo de tratamento, grupo D-anfoB (n=6), grupo D-anfoB-Nano (n=6) e grupo D-
anfoB-Nano-Mg (n=6), ndo houve diferenca significativa no didmetro das patas entre
os periodos de 24 horas (3,50%0,37; 3,54+0,09; 3,74+0,37, respectivamente) e 10
dias pés-tratamento (3,90+0,24; 3,69+0,24; 3,77+0,45, respectivamente) (Anexo B).
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Figura 9: Distribuigdo do diametro da pata (mm) de camundongos C57BL/6 infectados (n=30) por
Leishmania (Leishmania) amazonensis. Letras diferentes indicam diferenca estatistica dentro de cada
grupo experimental (P<0,05, ANOVA one-way, pés teste de Tukey): Grupo 1 (Sem infecgao), Grupo 2
(PBS 1%), Grupo 3 (D-anfoB), Grupo 4 (D-anfoB encapsulada em nanoestruturas de PLGA contendo
DMSA (D-anfoB-Nano)) e Grupo 5 (D-anfoB encapsulada em nanoestruturas de PLGA contendo
DMSA e nanoparticulas magnéticas a base de maghemita (D-anfoB-Nano-MG).

De forma geral, o tratamento reduziu o tamanho do didmetro da pata de
camundongos tratados, porém esta reducdo ndo alcangou, em média, o didmetro
antes da infeccao.
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4.3 RESULTADOS DA QUANTIFICACAO DE PARASITAS NAS PATAS DOS
CAMUNDONGOS

A segquir, foi realizado exame parasitoldégico para verificar a presenga de
parasitas nas patas com lesdo nos diferentes grupos de tratamento. Para isso, os
dados numéricos foram obtidos a partir da contagem do numero de parasitas nos
pocos, nos quais houve crescimento de promastigotas de Leishmanias, verificado
pela leitura em microscopio de luz invertida, e calculada a média dos valores obtidos
para os grupos de tratamento pelo programa Elida ®.

:

:
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Figura 10: Distribuicdo do numero de parasitas por pata de camundongos C57BL/6 infectados por
Leishmania (Leishmania) amazonensis. Letras diferentes indicam diferenca estatistica dentro de cada
grupo experimental (P<0,05, ANOVA one-way, pos teste de Tukey). As barras de erro indicam o
intervalo de confianga da média a 95%.

Pela distribuicdo do numero de parasitas por pata, verificou-se que todos os
tratamentos reduziram a quantidade de Leishmanias: D-anfoB (13.536+2.100); D-
anfoB-nano (8.532+1.055); D-anfoB-nano-MG (12.534+1.532), conforme figura 10.



48

Enquanto o grupo D-anfoB-nano apresentou grande diferenca na quantidade de
parasitas em relagdo ao grupo D-anfoB, o grupo o D-anfoB apresentou pequena

diferenga em relacao ao grupo D-anfoB-nano-MG.

4.4VIABILIDADE CELULAR

No teste de viabilidade celular, os dados foram normalizados em relacao ao
controle negativo. A contagem do numero de Leishmanias viaveis foi possivel
através da analise do teste de diluicao limitante, que permitiu avaliar a distribuicao
da percentagem de Leishmanias viaveis de acordo com cada grupo experimental

testado.
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Figura 11: Distribuicdo do percentual de Leishmanias viaveis de camundongos C57BL/6 infectados
por Leishmania (Leishmania) amazonensis. Letras diferentes indicam diferenga estatistica dentro de
cada grupo experimental (P<0,05, ANOVA one-way, pos teste de Tukey): Grupo 1 (PBS 1%), Grupo 2
(D-anfoB), Grupo 3 (D-anfoB encapsulada em nanoestruturas de PLGA contendo DMSA (D-anfoB-
nano)) e Grupo 4 (D-anfoB encapsulada em nanoestruturas de PLGA contendo DMSA e
nanoparticulas magnéticas a base de maghemita (D-anfoB-nano-MG).
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De acordo com a Figura 11, todos os grupos de tratamentos com anfotericina
B reduziram, significativamente, o nimero de parasitas viaveis das patas D-anfoB
(58,81£8,59%); D-anfoB-nano (31,22+10,18%); D-anfoB-nano-MG (82,92+31,88%),

respectivamente,e essa redugao foi maior para o tratamento com D-anfo-nano.
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5 DISCUSSAO

O tratamento farmacoldgico para LC nao tem apresentado resultados clinicos
desejaveis e nenhuma vacina eficaz esta disponivel no mercado. A resisténcia dos
parasitas aos medicamentos disponiveis e os periodos prolongados de tratamento
justificam a urgente necessidade de busca de substancias e técnicas alternativas,
com esquemas de tratamento com periodos mais curtos e de baixo custo (30, 93).

Neste contexto, varios compostos foram estudados, porém, nenhum dos
testados ou mesmo em uso apresentaram eficacia e seguranca adequadas (94, 95).
Esse panorama vem corroborar com observagbes da OMS onde se recomenda a
pesquisa de novos farmacos e formulagbes, bem como de vias de administracdo
mais simples e seguras, como as vias oral e tdpica (2, 96). Apesar da eficacia clinica
da anfotericina B, observa-se que os pacientes tratados, normalmente, sofrem algum
tipo de reacdo adversa decorrente dos efeitos toxicos desse farmaco (61).
Baseando-se em estudos realizados com D-anfoB-nano, para tratar o fungo
Paracoccidioides brasiliensis, agente etioléogico da paracoccidioidomicose
(Pbmicose) em camundongos infectados, observou-se eficacia terapéutica maior e
baixa toxicidade quando comparados as terapias tradicionais (71).

Para este fim, muitos medicamentos antineoplasicos foram testados com
sucesso usando formulagcbes com nanoparticulas de PLGA contendo DMSA
apresentando eficacia antifiungica, menos efeitos indesejaveis e intervalo entre as
dosagens favoravelmente estendido (71).

Os nossos achados demonstraram que os  animais infectados com
Leishmania (Leishmania) amazonensis e tratados com D-anfoB ou D-anfoB-nano
ou D-anfoB-nano_MG reduziram o tamanho do diametro da pata, porém, a
associacao D-anfoB-nano-MG nao contribuiu para um melhor desempenho nesta
redugdo, conforme foi demonstrado na figura 9.

Acredita-se que as drogas nanoestruturadas sejam mais eficazes que as
terapias tradicionais na eliminacdo de microrganismos patogénicos sem liberar
diretamente mediatores quimicos (19). Em nosso estudo,D-anfoB-nano néao
melhorou o desempenho em relagcao ao obtido pelo farmaco tradicional (D-anfoB) na
reducdo do diametro da pata do camundongo infectado, mas influenciou
favoravelmente na viabilidade e no niumero de células infectantes, mesmo aplicadas

em intervalode tempo maior, isto é, a cada 3 dias. A concentracao final de D-anfoB e
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D-anfoB-nano foram iguais, sugerindo que a D-anfoB-nano foi mais eficaz do que a
terapia D-anfoB na diminuacdo da frequéncia da dose necessaria para atingir o
mesmo nivel terapéutico, promovendo uma maior redugcdo no nimero de parasitas
(Figura 10) e na diminuicao da viabilidade celular (Figura 11). O aumento do
intervalo de tempo entre a aplicacao de cada dose pode significar um avango para o
tratamento da LC, visto que o paciente ndo necessitaria ser hospitalizado para
receber a medicagéo, o que poderia melhorar o indice de adesdo ao tratamento.

Embora este trabalho ndo tenha avaliado os efeitos adversos, o tratamento
com a D-anfoB-nano promoveu maior e significativa redugcéo de parasitas no sitio da
lesdo, bem como maior diminuicdo da viabilidade celular. Além disso, a mesma
concentracéo final, como pode ser observado no grupo D-anfoB-nano foi usada em
intervalos maiores de tempo e ndo houve diferencas significativas nos resultados em
24 horas e 10 dias p6s-tratamento, sustentando a hipétese que aquele tratamento
e favoravel ao intervalo maior entre as administracdes. Isso vem de encontro com
achados de Peixoto et al. (2008), que observou que a anfotericina B associada as
nanoestruturas carreadoras provoca menos estresse aos camundongos, pois a
liberacdo controlada, com a mesma dose, permite um maior intervalo de tempo entre
as aplicacdes (97). Ainda de acordo com Peixoto e colaboradores (2008), o estudo
infere, também, que houve reducao dos efeitos adversos quando comparado com a
anfotericina B desoxicolato (97).

A via de administragdo da D-anfoB é convencionalmente a via endovenosa,
mas neste estudo com camundongos foi adotada a via intraperitoneal. No entanto,
acredita-se que se a dose tivesse sido administrada por via intralesional, ou seja,
diretamente na pata lesionada, as nanoparticulas magnéticas poderiam estar mais
concentradas na regido lesionada e responder mais adequadamente quando
expostas ao campo magnético, o que poderia ter favorecido a morte das
Leishmanias pelo aumento de temperatura.

Os resultados encontrados neste trabalho tém também suporte nos testes
realizados por Carneiro e colaboradores (2011) com citrato de rdédio (ll),
antineoplasico, com atividade citostatica e citotéxica para tumor de Ebhrlich,
carregadas por nanoparticulas de  maghemita ou magnetolipossomas, que
mostraram maior citotoxicidade para as células de cancer de mama que as células

normais (98).
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Muitos agentes infecciosos sdo sensiveis ao calor e assim, por exemplo, a
febre alta atua como mecanismo de defesa contra uma série de processos,
principalmente relacionados com outras infecgdes, assim como ocorre durante a
infeccao pela malaria em individuos co-infectados com leishmaniose. Portanto,
poderiamos esperar uma melhor resposta terapéutica ao tratamento por
magnetohiperthermia, que visa eliminar o agente infeccioso, elevando a temperatura
na regiao afetada, utilizando nanoparticulas magnéticas submetidas a um campo
magnético externo de freqiéncia alternada. No entanto, isso ndo ocorreu como o
esperado, possivelmente porque as nanoparticulas magnéticas administradas no
peritdnio ndo tenham atingido a lesdo em quantidade suficiente para dissipar calor e
assim destruir as células infectadas. Outra motivo é que os camundongos foram
expostos ao campo magnético por apenas 10 minutos (85), tempo que talvez néao
tenha sido suficiente para que as nanoparticulas magnéticas atingissem a lesao nas
condi¢cdes necessarias para obter efeitos desejaveis da magnetohipertermia apés a
administracdo por via intraperitoneal. Estes aspectos devem ser investigados
futuramente.

Por fim, a termoterapia para o tratamento da LC é um método ja aceito pela
OMS (2010) (98). No entanto, esta se difere da magnetohipertermia por ter acao
leishmanicida através de uma ou duas aplicacdes de calor localizadas, a 50 ° C por
30 segundos, sendo esta técnica tdo efetiva quanto o SB®* intralesional (com taxa de
cura de 70%) no Afeganistdo para LC causada por L. tropica e mais efetiva (com
taxa de cura70%) do que SB°* sistémico para tratamento da leishmaniose cutanea
principal. Essa técnica emprega um dispositivo caro, que funciona com uma bateria,
e a evolugédo inicial da doenga apdés a termoterapia € complicada devido as
queimaduras de segundo grau, além de cada aplicagdo necessitar de anestésico.

Este estudo poderia ter adotado um grupo de tratamento apenas com essas
nanoparticulas magnéticas, sem a exposicao do campo magnético produzido pela
magnetohipertermia e dessa forma, seria possivel inferir se o tratamento por
magnetohipertermia tem influéncia na reducdo da lesdo ou se a redugdo é
decorrente somente da aplicagéo do fluido magnético.

Desse modo, espera-se que os proximos testes sejam realizados por periodo
de tempo maior de exposicdo ao campo produzido pela magnetohipertermia, na
perspectiva de obter resultados mais eficazes que as terapias tradicionais para a LC

de modo que o tratamento possa possibilitar uma maior comodidade ao paciente,
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sem a necessidade de hospitalizacdo, € um menos efeitos toxicos decorrentes da

terapia por anfotericina B.
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6 CONCLUSAO

Por meio deste estudo, pode-se concluir que o tratamento de camundongos
infectados com LC causada por Leishmania (Leishmania) amazonensis com a
amostra de anfotericina B nanoestruturada (D-anfoB-nano) promoveu reducdes
maiores no numero de parasitas e da viabilidade celular comparadas com a D-
anfoB, além de requerer menor numero de administragdes da droga enquanto
apresentando o mesmo nivel terapéutico. Por sua vez, o tratamento efetuado pela
amostra nanoestruturada magnética (D-anfoB-nano-MG) apresentou a mesma
eficacia que o grupo tratado com D-anfoB, ou seja, ambas promoveram a redugao
da média dos didmetros da pata de forma significativa.

Este trabalho visou contribuir para a melhoria do tratamento da LC a partir da
associacao dos efeitos terapéuticos da D-anfoB com os beneficios promissores das
nanoparticulas carreadoras. Portanto, estes resultados poderdo ser utilizados por
profissionais de saude interessados nessa area, com a perspectiva de que sejam

fonte de aprimoramento de novas técnicas futuras de tratamento da LC.
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7 PERSPECTIVAS

Novos estudos deverao ser realizados no futuro na perspectiva de avaliar:

- A eficacia da D-anfoB-nano-MG por administracdo via intralesional para
posterior aplicagdo da magnetohipertermia, pois acredita-se que uma concentragdo
maior das nanoparticulas magnéticas no local da lesdo possa aumentar a

temperatura e otimizar o efeito da magnetohipertermia.

- Os efeitos do aumento do tempo de exposicdo ao campo magnético de cada
individuo a ser tratado por magnetohipetermia (adotar grupos com tempos de 10, 20

e 30 minutos) para o aumento da temperatura na regiao lesionada.

- Observar efeitos do tratamento com D-anfoB-nano contendo nanoparticulas
magnéticas a base de maghemita, sem contudo fazer a exposicdo ao campo
magnético AC.
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ANEXO A - TESTE DE NORMALIDADE DOS DADOS DAS MEDIDAS DO
PAQUIMETRO

Tests of Normality

Kolmogorov-Smirnc?v Shapiro-Wilk
grupo Statistic df Sig. Statistic df Sig.
antes infeccdo Leishmania ,333 6 ,036 ,873 6 ,238
nao tratado ,287 5 ,200* ,869 5 ,261
anfo B ,233 5 ,200* ,860 5 ,227
anfo B NANO ,204 5 ,200* ,937 5 ,645
anfo B NANO M ,216 5 ,200* ,924 5 ,554
antes tratament Leishmania ,263 6 ,200* ,823 6 ,093
nao tratado ,193 5 ,200* ,941 5 ,670
anfo B ,220 5 ,200* ,873 5 ,279
anfo B NANO ,237 5 ,200* ,902 5 419
anfo B NANO M ,227 5 ,200* ,944 5 ,696
24 h Leishmania ,307 6 ,080 ,827 6 ,102
nao tratado ,154 5 ,200* ,976 5 ,911
anfo B ,232 5 ,200* ,944 5 ,698
anfo B NANO ,284 5 ,200* ,933 5 ,616
anfo B NANO M ,340 5 ,060 ,815 5 ,106
10 dias Leishmania ,307 6 ,080 ,827 6 ,102
nao tratado ,229 5 ,200* ,957 5 ,788
anfo B ,249 5 ,200* ,923 5 ,551
anfo B NANO ,154 5 ,200* ,994 5 ,992
anfo B NANO M ,279 5 ,200* 917 5 ,513

*.This is a lower bound of the true significance.
a.Lilliefors Significance Correction



ANEXO B - ESTATISTICA DESCRITIVA DOS DADOS DAS MEDIDAS DO
PAQUIMETRO

Estatistica Descritiva

IC 95%
Desvio Erro Limite Limite

Média | padrdo |padrédo | Inferior | superior [Minimo |[Maximo

antes infecg: Leishmania 6 12,5000 ,04183 [,01708 | 2,4561 2,5439 2,45 2,58
nao tratado 52,5220 | ,24793 (,11088 | 2,2142 | 2,8298 | 2,30 | 2,93

anfo B 52,5860 | ,11824 (,05288 | 2,4392 | 2,7328 | 2,45| 2,70

anfo B NAN( 52,5320 | ,06834 |,03056 | 2,4471 26169 | 243 | 2,60

anfo B NAN( 5(2,56520 | ,09524 (,04259 | 2,4337| 2,6703| 2,40 | 2,65

Total 26 (2,5369 | ,12460 |,02444 | 2,4866 | 2,5872| 2,30 | 2,93

antes tratam Leishmania 6 (2,6667 | ,68313 (,27889 | 1,9498 | 3,3836| 2,00| 3,50
nao tratado 5(4,7660 | ,36439 (,16296 | 4,3136 | 5,2184| 4,40 | 5,30

anfo B 55,1100 | ,39275 |,17564 | 4,6223 | 5,5977| 4,65| 5,50

anfo B NAN( 55,2220 | ,20487 |,09162 | 4,9676 | 5,4764| 5,03| 5,55

anfo B NAN( 55,1300 | ,43675 (,19532 | 4,5877 | 5,6723| 4,45| 5,60

Total 26 (4,5054 | 1,12042 [,21973 | 4,0528 | 4,9579 | 2,00| 5,60

24 h Leishmania 6 (2,9667 | ,30768 |,12561 | 2,6438 | 3,2896| 2,70 | 3,40
nao tratado 53,9280 | ,25898 (,11582 | 3,6064 | 4,2496| 3,63 | 4,28

anfo B 53,5020 | ,37825 (,16916 | 3,0323 | 3,9717| 2,95| 3,90

anfo B NAN( 53,5460 | ,09915 (,04434 | 3,4229 | 3,6691 3,43 | 3,70

anfo B NAN( 53,7400 | ,37316 (,16688 | 3,2767 | 4,2033| 3,45| 4,30

Total 26 (3,5146 | ,43936 (,08616 | 3,3372 | 3,6921 2,70 | 4,30

10 dias Leishmania 6 (2,9667 | ,30768 |,12561 | 2,6438 | 3,2896 | 2,70 | 3,40
nao tratado 5(4,2460 | ,40599 (,18157 | 83,7419 | 4,7501 3,65| 4,70

anfo B 53,9060 | ,24583 (,10994 | 3,6008 | 4,2112| 3,53 | 4,15

anfo B NAN( 53,6900 | ,24083 (,10770 | 3,3910 | 3,9890| 3,35| 4,00

anfo B NAN( 53,7760 | ,45512 (,20353 | 3,2109 | 4,3411 3,25 | 4,50

Total 26 |3,6881 ,54369 |,10663 | 3,4685| 3,9077| 2,70| 4,70




ANEXO C- ANALISE DO TESTE DE NORMALIDADEDA VIABILIDADE

CELULAR

Teste de Normalidade

KoImoc;orov-Smirnova Shapiro-Wilk
GRUPQO | Statistic df Sig. Statistic df Sig.
VIAVEIS% 1 ,149 6 ,200* ,985 6 ,974
2 ,155 6 ,200* ,961 6 ,830
3 ,140 6 ,200* ,982 6 ,959
4 ,157 6 ,200* ,971 6 ,902

*. This is a lower bound of the true significance.

a. Lilliefors Significance Correction




Estatistica Descritiva

ANEXO D - ANALISEDESCRITIVA DA VIABILIDADE CELULAR
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N Média Desvio padrao | Erro padrao IC 95% Minimo Méximo
Limite Inferior Limite Superior
Grupo 1'
6 108,238 | 12,114 4,945 95,525 120,950 90,805
25,223
D-AnfoB
6 58,812 8,591 3,507 49,797 67,828 48,531
1,073
D-Anfo B Nano
6 31,226 10,186 4,158 20,536 41,916 18,391
7,126
D- Anfo B Nano + magno
6 82,918 31,881 13,015 49,461 116,375 45,019
30,843
Total
24 70,299 33,781 6,896 56,034 84,563 18,391
30,843

VIAVEIS%
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ANEXO E- COMPROVANTE DE APROVACAO PELO COMITE DE ETICA DE USO

ANIMAL DA UNIVERSIDADE DE BRASILIA
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