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RESUMO

As substancias bioativas a base de antimdnio trivalente, incluindo o tartaro emeético
(TE), foram a primeira classe de compostos empregados no tratamento para
esquistossomose e leishmaniose. Porém, o seu uso foi descontinuado devido ao seu
baixo indice terapéutico e seus efeitos adversos como trombocitopenia e distlrbios no
eletrocardiograma. O uso de lipossomas tem se mostrado uma estratégia promissora
de entrega de substancias bioativas na regido de interesse e de reducdo e/ou
eliminacdo de efeitos indesejaveis. O desenvolvimento de novos produtos
farmacéuticos requer a realizacdo de estudos pré-clinicos de toxicidade aguda e
biodistribuicdo, o que permite verificar as regides de acumulo das substancias bioativas
e vias de eliminag&o. Essas informagdes possibilitam inferir sobre alvos de atividade
terapéutica e toxicidade. Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a toxicidade
aguda e validar método de espectrometria por absorcdo atdmica para posterior estudo
de biodistribuicdo in vivo de lipossomas contendo TE. Para o estudo de toxicidade
aguda, camundongos sadios foram tratados com TE livre ou lipossoma contendo TE
(Lip-TE) em dose Unica de 16 mg/Kg de Sb3* por via intravenosa, e acompanhados por
14 dias. Foi observada a morte de dois animais no grupo tratado com TE livre e
nenhuma morte no grupo tratado com Lip-TE. ApGs os 14 dias, os animais foram
eutanasiados, 0 sangue e 0rgaos coletados para exames hematolégicos, bioquimicos e
histopatoldgicos. Observou-se uma maior toxicidade hepatica e cardiaca nos animais
tratados com TE quando comparados aos animais tratados com Lip-TE, Lip-Branco e
PBS. Também foi desenvolvido um método analitico para determinar a concentracao
total de antiménio (Sb) em coracdo de camundongos sadios por espectrometria de
absorcao atbmica em forno de grafite (GFAAS), apds digestdo acida com acido nitrico
65% (v/v). A solucéo resultante foi introduzida diretamente em tubo de grafite por meio
de amostrador automatico. O método foi validado seguindo procedimentos e critérios de
aceitabilidade requeridos pelo INMETRO (DOQ-CGCRE-008). O método apresentou
efeito de matriz e linearidade na faixa de concentracéo de 20 pg/L e 100 pg/L. O limite
de deteccdo e quantificacdo foram de 20.1 pg/L e 31.5 pg/L, respectivamente. A



repetibilidade e precisdo foram avaliadas com a fortificacdo das amostras em
concentracfes conhecidas de antimbénio, com recuperacdo entre 92% e 105%. Foi
possivel concluir com este trabalho que o Lip-TE conseguiu reduzir a toxicidade
sistémica do TE e também que os parametros analiticos avaliados demonstraram que o
método desenvolvido para determinar a concentracdo de Sb em coracdo de

camundongos por GFAAS produz resultados satisfatorios.

Palavras-chave: lipossomas; tartaro emeético; leishmaniose visceral; toxicidade aguda;

espectrometria de absorcao atbmica.



ABSTRACT

Bioactive substances based on trivalent antimony, including tartar emetic (TE), were the
first class of compounds used in the treatment of schistosomiasis and leishmaniasis.
However, its use has been discontinued due to its low therapeutic index and its adverse
effects such as thrombocytopenia and electrocardiogram disturbances. The use of
liposomes has shown to be a promising strategy for the delivery of bioactive substances
in the region of interest and for the reduction and/or elimination of undesirable effects.
Development of new pharmaceutical products requires carrying out of pre-clinical
studies of acute toxicity and biodistribution, which makes it possible to verify regions of
accumulation of bioactive substances and elimination pathways. This information makes
possible to infer on targets of therapeutic activity and toxicity. Therefore, the objective of
this work was to evaluate the acute toxicity and validate the atomic absorption
spectrometry method for further study of in vivo biodistribution of TE-containing
liposomes. For the study of acute toxicity, healthy mice treated with free TE or liposome
containing TE (Lip-TE) in a single dose of 16 mg/kg Sb3* intravenously, and followed for
14 days. Death of two animals in free TE treated group and no death in the Lip-TE
treated group was observed. After 14 days, the animals were euthanized, blood and
organs collected for hematological, biochemical and histopathological exams. A superior
liver and cardiac toxicity was observed in animals treated with TE when compared to
animals treated with Lip-TE, Lip-Blank and PBS. A simple analytical method also
developed to determine the total concentration of antimony (Sb) in healthy mice hearts
by graphite furnace atomic absorption spectrometry (GFAAS), after acid digestion with
65% nitric acid (v/v). The method was validated following procedures and acceptability
criteria required by INMETRO (DOQ-CGCRE-008). The method showed matrix effect
and linearity in the concentration range of 20 pug/L and 100 pg/L. The detection and
quantification limits were 20.1 pg/L and 31.5 pg/L, respectively. Repeatability and
precision were evaluated by fortifying the samples at known concentrations of antimony,
with recovery between 92% and 105%. It was possible to conclude with this work that
Lip-TE was able to reduce the systemic toxicity of TE and also that the analyzed
analytical parameters demonstrated that the method developed to determine the

concentration of Sb in heart of mice by GFAAS produces satisfactory results.



Key words: liposomes; emetic tartar; visceral leishmaniasis; acute toxicity; atomic

absorption spectrometry.
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1 INTRODUCAO

As leishmanioses sdo um grupo de doengas causadas por protozoarios de mais
de 20 espécies de Leishmania (WHO, 2021). As formas principais da doencga sao:
leishmaniose tegumentar (LT), leishmaniose visceral (LV), também conhecida como
calazar, e leishmaniose mucocutanea (LMC), sendo a LV a forma mais grave da
doenca. Esses parasitas sdo transmitidos aos humanos pela picada do mosquito palha
fémea infectado. Os medicamentos utilizados para tratamento incluem antimoniais,

miltefosina, paromomicina e anfotericina B (AmB) (CDC, 2021).

O composto antimonial, sob a forma de sal trivalente (TE), foi usado pela
primeira vez no tratamento da leishmaniose em 1912 por Gaspar Vianna. Os
antimoniais pentavalentes foram introduzidos na década de 1940 e incluem o
antimoniato de metilglucamina e o estibogluconato de sédio, sendo apenas o primeiro
disponivel no Brasil. Esses farmacos tém a vantagem de poderem ser administrados
em nivel ambulatorial, o que diminui os riscos relacionados a hospitalizacdo (COSTA et
al., 2007). Os antimoniais podem ocasionar cardiotoxicidade dose e tempo
dependentes, por isso, 0s pacientes devem ser avaliados semanalmente e em caso de
arritmias o medicamento deve ser imediatamente suspenso. Outros eventos adversos
incluem pancreatite grave, artralgias, adinamia, anorexia, dor no local da aplicagcéo e
aumento da diurese por perda transitéria da capacidade de concentracdo urinaria
(MINISTERIO DA SAUDE, 2020).

Os compostos a base de antimbnio pentavalente continuam sendo utilizados
como primeira escolha para o tratamento de todas as formas de leishmaniose no
homem. No Brasil o0 medicamento utilizado é o Glucantime®, o qual possui severos
efeitos adversos e €& administrado por via parenteral por 20 a 40 dias, o que

compromete a adesdo dos pacientes ao tratamento (FREZARD et al.,2005).

Sabemos que desenvolver um novo medicamento para tratamento de doencas €
um processo demorado e dispendioso. Portanto, utilizar uma substancia bioativa

conhecida do ponto de vista farmacolégico e desenvolver novas formulacdes torna-se
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uma estratégia interessante, por isso a ideia de utilizar lipossomas contendo TE pode

ser promissora.

No século passado, grupos de pesquisadores ingleses e americanos propuseram
0 uso de lipossomas convencionais contendo farmacos leishmanicidas como uma nova
abordagem para o tratamento da LV (BLACK et al., 1977). Lipossomas séo vesiculas
compostas de uma ou mais bicamadas lipidicas concéntricas, separadas por um meio
aquoso, sendo biodegradaveis, biocompativeis e ndo imunogénicos. Essas
caracteristicas os tornam altamente versateis para a terapéutica (BATISTA et al., 2007).
A encapsulacdo de substancias bioativas em lipossomas pode contribuir para minimizar
a sua degradacdo e a inativacdo apdés a administracdo, assim como aumentar a
biodisponibilidade e a fracdo da substancia bioativa que alcanca a area patologica,
melhorando assim a eficacia terapéutica e minimizando a toxicidade (LOPES et al.,
2013).

Recentemente, desenvolvemos uma formulacdo de lipossomas contendo TE
(Lip-TE) para o tratamento da LV a qual foi comparada com o tratamento convencional
utilizando o Glucantime® em relacdo a sua eficacia no tratamento de animais infectados
com Leishmania (Leishmania) infantum chagasi. Os resultados obtidos mostraram uma
reducdo da carga parasitaria estatisticamente significativa no baco e no figado ao tratar
com o Lip-TE em relacdo ao tratamento com TE livre. Portanto, visando dar
continuidade aos estudos pré-clinicos relacionados ao uso de Lip-TE para o tratamendo
da LV, propomos na presente dissertacdo de mestrado realizar o preparo,
caracterizacdo quimica e fisica, a avaliacdo da toxicidade aguda dessa formulagéo
lipossomal assim como validacdo de método para quantificacdo de antiménio em

coracao de camundongos BALB/c sadios.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Leishmaniose

A leishmaniose € uma doenca transmitida por protozoarios flagelados do género
Leishmania. Essa doenca esta difundida em areas tropicais e subtropicais sendo
encontrada em 98 paises da Europa, Africa, Asia e América (ALVAR et al., 2012).
Entretanto, mais de 95% dos novos casos de leishmaniose ocorrem somente em 10
paises, sendo eles: Brasil, China, Etiépia, india, Iraque, Quénia, Nepal, Somalia, Sud&o
do Sul e Sudao. Ao considerarmos todas as formas da doenca € estimado que entre
700 mil e um milh&o de novos casos ocorram anualmente, mas somente uma pequena

fracdo dos infectados eventualmente podem desenvolver a doenga (OMS, 2021).

No Brasil, a leishmaniose tem apresentado mudancas importantes no padréo de
transmissao, inicialmente predominante em ambientes rurais e periurbanas e, mais
recentemente, em centros urbanos como, Rio de Janeiro, Corumbé, Belo Horizonte,
Aracatuba, Palmas, Trés Lagoas, Campo Grande, entre outros. Atualmente, no Brasil a
LV é registrada em 19 das 27 Unidades da Federagcdo, com aproximadamente 1600
municipios apresentando transmiss&o autéctone (MINISTERIO DA SAUDE, 2014).

2.1.1 Etiologia

Os agentes etiolégicos da LV sao protozoarios tripanosomatideos do género
Leishmania, parasita intracelular obrigatério das células do sistema fagocitico
mononuclear, com uma forma flagelada ou promastigota encontrada no tubo digestivo
do inseto vetor e forma arredondada com flagelo inaparente ou amastigota (Figura 1)
nos tecidos dos vertebrados (MINISTERIO DA SAUDE, 2014).
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Figura 1 - (A) Forma flagelada ou promastigota. (B) Forma com flagelo inaparente ou
amastigota.

*

Adaptado de http://www.saude.ba.gov.br/wp-content/uploads/2019/05/2014-Manual-de-
vigil%C3%A2ncia-e-controle-da-leishmaniose-visceral.pdf

Ao picar o hospedeiro, os parasitas sdo fagocitados pelos macrofagos e se
transformam em formas amastigotas intracelulares, onde se multiplicam nos vacuolos
parasitoforos. As amastigotas podem posteriormente infectar outros macréfagos ou
serem ingeridas por outro vetor. No intestino dos fleb6tomos, a forma amastigota se

diferencia em promastigota, completando o ciclo do parasita (Figura 2) (KAYE; SCOTT,
2011).

Figura 2 - Ciclo biologico da Leishmania spp.
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Adaptado de https://www.cdc.gov/parasites/leishmaniasis/biology.html
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A infeccdo humana é causada por algumas das espécies representadas na
Tabela 1. As diferentes espécies sdo morfologicamente indistinguiveis, mas podem ser
diferenciadas por andlise de isoenzimas, métodos moleculares ou anticorpos
monoclonais (CDC, 2021).

Tabela 1 - Espécies de Leishmania causadoras da doenca em humanos.

Subgénero Espécie Velho/Novo Forma Distribuicéao
Mundo clinica da
doenca
Leishmania L aethiopica VM LCL, LCD Leste Africano (Etiopia,
Quénia).
L amazonensis NM LCL, LCD, América do Sul (Brasil,
LMC Venezuela, Bolivia).
L donovani VM LV, LDPK Africa Central, Sul Asiatico,
Oriente Médio, india, China.
L infantum (sin. VM, NM LV, LC Paises do mediterraneo (Norte
L. chagasi) Africano e Europa), sudeste

Europeu, Oriente Médio, Asia
Central, América do Norte,
América Central e América do
sul (México, Venezuela, Brasil,

Bolivia).

L major VM LC Africa Central e do Norte,
Oriente Médio, Asia Central.

L mexicana(sin. NM LCL, LCD EUA, Equador, Venezuela,

L pifanoi) Peru.

L tropica VM LCL, LV Africa Central e do Norte,
Oriente Médio, Asia central,
india.

L venezuelensis NM LCL Norte da América do sul,
Venezuela.

L waltoni NM LCD Republica Dominicana.

Viannia L braziliensis NM LCL, LMC Bacia da Amazo6nia Ocidental,

América do Sul (Guatemala,
Venezuela, Brasil, Bolivia,
Peru).

L guyanensis NM LCL, LMC Norte da América do sul
(Guiana Francesa, Suriname,
Brasil, Bolivia).

L lainsoni NM LCL Brasil, Bolivia, Peru.

L lindenbergi NM LCL Brasil.

L naiffi NM LCL Brasil, Guiana Francesa.

L panamensis NM LCL, LMC América Central e América do

Sul (Panama, Colémbia,
Venezuela, Brasil).
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L peruviana NM LCL, LMC Peru, Bolivia.
L shawi NM LCL Brasil.
Mundinia L martiniquensis VM, NM LCL, LV Martinica, Tailandia.

Abreviaces: LC, leishmaniose cutanea; LV, leishmaniose visceral; LCD, leishmaniose
cutanea difusa; LCL, leishmaniose cutanea localizada; LMC, leishmaniose
mucocutanea;LPDK, leishmaniose dérmica pos-kalazar; NM, Novo Mundo; VM, Velho Mundo.

Adaptado de STEVERDING (2017).

O mosquito palha é um pequeno flebotomineo com significativa importancia na
area da saude com varias espécies servindo como vetores para protozoarios do género
Leishmania, agente etiolégico da LC e LV em humanos e animais (TATENG et al.,
2019).

No Brasil, duas espécies, até o momento, estdo relacionadas com a transmissao
da doenca Lutzomyia longipalpis e Lutzomyia cruzi (Figura 3). A primeira espécie é
considerada a principal espécie transmissora da L. (L.) chagasi no Brasil, sendo a sua
distribuicdo geografica considerada ampla e parece estar em expanséo (MINISTERIO
DA SAUDE, 2014).

Figura 3 - Fémea de flebotomineo da espécie Lutzomyia longipalpis.

Adaptado de https://www.bio.fiocruz.br/index.php/br/noticias/43-produtos/reativos/450-

leishmaniose-sintomas-transmissao-e-prevencao-ifi-humana

Raposas (Lycalopex vetulus e Cerdocyon thous) e marsupiais (Didelphis
albiventris), tém sido considerados como reservatorios silvestres. No ambiente urbano,
0 cdo é a principal fonte de infec¢éo para o vetor, podendo desenvolver os sintomas da

doenca, que sado: emagrecimento, queda de pelos, crescimento e deformacdo das
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unhas, paralisia de membros posteriores, desnutri¢cdo, entre outros (MINISTERIO DA
SAUDE, 2020).

Os mecanismos de controle do organismo sobre a Leishmania ou a
predisposicdo a infeccdo ndo sdo bem compreendidos. A participacdo da resposta
imune adaptativa nas alteracbes observadas em pacientes com LV é reforgcada por
diversas evidéncias, tais como: a hipergamaglobulinemia € constante nesses pacientes;
o teste de Coombs pode ser positivo em pacientes com LV classica ou associada a
anemia hemolitica (POLLACK et al., 1988; MAHAJAN & MARWAHA, 2007); pacientes
com LV apresentam maior predisposicdo a infeccbes bacterianas (ANDRADE,
CARVALHO & ROCHA, 1990); a melhora clinica, parasitologica e hematologica é
precedida da liberacido de imunocomplexos circulantes. E possivel que os anticorpos
desempenhem funcdo importante nas interacfes precoces entre promastigotas e
macréfagos, que sao criticas para o desfecho da infeccdo (PEARSON et al., 1983). O
teste cutdneo de Montenegro € negativo na fase de atividade da doenca — quando altos
niveis de anticorpos contra os antigenos de Leishmania sdo detectaveis —, e torna-se
positivo ap6s o tratamento, mas nao estd associado ao prognoéstico da doenca
(ALMEIDA SILVA et al., 2006). A ocorréncia de infec¢gBes subclinicas ou assintomaticas
em uma grande proporcao de individuos que residem nas areas endémicas, associada
a deteccdo de anticorpos anti-leishmania (BADARO et al., 1986), constitui evidéncia da
participacdo de imunidade naturalmente adquirida no curso da infeccdo (BADARO et
al., 1986).

2.1.2 Leishmaniose Visceral

A LV é a forma mais grave da infeccdo e tem sido alvo especial quando
observamos que grandes epidemias foram descritas no Suddo, na India, em
Bangladesh e no Brasil (COLLIN et al., 2004; COSTA, PEREIRA & ARAUJO, 1990;
THAKUR, 1984; RAHMAN & ISLAM, 1983).
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Um terco dos individuos acometidos sdo criangcas com menos de dois anos de
idade, que apresentam uma rapida progressdo da doenca e elevado indice de
complicacdes, especialmente infecgbes bacterianas e sangramentos. Nos ultimos anos,
a letalidade vem aumentando gradativamente, passando de 3,1% em 2000 para 7,1%
em 2012 (MINISTERIO DA SAUDE, 2021).

A variedade de manifestacBes clinicas decorrentes da infeccdo depende da
habilidade que o parasito tem em evadir-se dos mecanismos de defesa mediante
complexa interacdo com o hospedeiro (SAHA et al., 2006; TEIXEIRA et al., 2006). A
forma classica da doenca caracteriza-se por febre recorrente, palidez, emagrecimento,
hepatoesplenomegalia  (Figura 4), anemia, leucopenia, plaquetopenia e
hipergamaglobulinemia (BERMAN, 1997; HERWALDT, 1999)

Figura 4 - Paciente com LV e apresentando hepatoesplenomegalia.

Adaptado de https://f5.jor.br/v2017/content/uploads/2018/03/leishmaniose-visceral-70-
638.jpg
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As complicacbes mais associadas ao Obito sdo as infec¢cdes bacterianas e os
distirbios da coagulacdo sanguinea podendo representar a primeira manifestacdo da
LV (QUEIROZ, ALVES & CORREIA, 2004).

O comprometimento do figado ocorre em grande parte dos pacientes com LV,
sendo bem reconhecido e formas graves de dano hepético tém sido descritas (ASHKAN
E RAHIM, 2008).

A sindrome classica da LV é muito semelhante nas distintas regiées do globo,
apesar das diferencas regionais dos flebotomineos dos parasitos e das variacbes
genéticas das populacdes afetadas. Atualmente, a LV incide em cidades de médio e
grande porte no Brasil, enquanto predomina em pequenas vilas e areas rurais no velho
mundo (CONCEICAO-SILVA & ALVES, 2014).

A LV que ocorre no subcontinente indiano e na Africa Oriental ndo tem
reservatorio animal reconhecido. Ela é transmitida por vetores predominantemente
antropofilicos do género Phlebotomus, destacando-se P. papatasi, P. argentipes, P.
orientalis e P. sergenti (KILLICK-KENDRIC, 1990). A doenca zoonotica causada por L.
donovani acontece na bacia do Mediterraneo, na Africa Ocidental, no norte da China,
no Ird e no Paquistdo (WALSH, MOLYNEUX & BIRLEY, 1993).

A LV acomete pessoas mais jovens na América, em comparacdo com a Africa e
a Asia (OLLIARO et al., 2011) essa maior proporcdo de crian¢as com LV, na América,
pode estar relacionada a maior forca de transmissdo na doenca zoondética, na qual
existe um reservatério doméstico proximamente em contato com as pessoas, em
comparacdo a doenca antroponética da Asia e da Africa (CONCEICAO-SILVA &
ALVES, 2014). Na Tabela 2 podemos verificar as principais diferencas da LV no velho e

novo mundo.

Tabela 2 - Principais diferencas da leishmaniose visceral no Velho e no Novo Mundo.

Velho mundo Novo Mundo
Agente etiologico Leishmania donovani: Subcontinente | L. infantum

Indiano, Paquistdo, Nepal, Africa
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Oriental
L. infantum: Oriente Médio, bacia do

Mediterraneo, Asia Central e Africa

Ocidental

Vetor Phlebotomus spp., principalmente P. | Lutzomyia longipalpis; Lu.
papatasi, P. argentipes, P. | cruzi
chinensis, P. smirnovi, P.

longiductus, P. orientalis, P. ariasi,
P. perniciosus, P. neglectus
Reservatorios india: pessoas China: cies, outros | Cdes, pessoas, canideos
reservatorios silvestres Africa | silvestres, marsupiais
Oriental: pessoas, cédes, canideos,
roedores Mediterraneo: roedores,

cées
Apresentacdo clinica
Idade Principalmente  adolescentes e | Principalmente criancas
adultos

Adaptado de CONCEICAO-SILVA & ALVES, 2014.

2.1.3 Diagnéstico da Leishmaniose Visceral

O diagnéstico da LV é complexo pela diversidade das manifestacées clinicas
comuns a outras condicdes como maléaria, anemia falciforme, doenca de Chagas
aguda, hepatite, cirrose com hipertensdo portal, esquistossomose, tripanossomiase
africana, tuberculose miliar, brucelose, Aids, febre tifoide, endocardite bacteriana,
histoplasmose, leucemias, aplasia de medula (HERWALDT, 1999; AL-GHAZALY et al.,
2006; GUPTA et al., 2008). Assim, a confirmacdo laboratorial antes do inicio do
tratamento é vital e requer um sensivel balanco entre a sensibilidade e a especificidade

do método de diagndstico, e ainda, entre o0 custo e 0s riscos.

O diagnostico da LV pode ser confirmado por diversas formas: visualizagédo
direta de parasitos, cultura ou inoculagdo em animais, deteccdo de acido
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desoxirribonucleico (DNA) em amostras de tecido, ou imunodiagnostico por meio da
deteccdo de antigenos do parasito ou de anticorpos anti-leishmania em amostras de
tecido, sangue, urina (SUNDAR & RAI, 2002). Os exames parasitologicos sdo a
referéncia do diagndstico, mas exigem procedimentos invasivos e tém sensibilidade
dependente do treinamento dos laboratoristas e do tempo dedicado a busca (SILVA,
STEWART & COSTA, 2005). A sensibilidade do exame microscopico de aspirado
esplénico varia entre 95% e 98%, mas o procedimento € invasivo e as complicacbes
podem ser graves, mesmo com as técnicas consideradas mais seguras. A sensibilidade
na deteccdo de formas amastigotas em esfregacos de medula éssea tem sensibilidade
de 70%, mas pode ultrapassar 95% quando o material € examinado por técnico
experiente (ZIJLSTRA et al., 1992). Os parasitos também podem ser detectados, com
menor sensibilidade, no material de biopsia hepatica ou de linfonodos (ZIJLSTRA et al.,
1992). O cultivo de parasitos em diversos meios de cultura como meio monofasico de
Schneider paralelo a pesquisa direta aumenta a confirmacdo do resultado obtido no
diagnéstico. As técnicas tradicionais de cultura exigem periodo de incubacdo de até
quatro semanas (SUNDAR & RAI, 2002), mas novas técnicas de microcultura utilizando
tubos capilares ou técnicas de minicultura usando placas de 96 po¢os ou microtubos
demonstraram vantagens relacionadas ao menor custo, simplicidade no preparo e
manuseio, maior sensibilidade e menor tempo de incubacdo mesmo com baixos indices
de parasitemia (BOGGILD et al., 2008; HIDE et al., 2007).

2.1.4 Tratamento da Leishmaniose

O tratamento da doenca depende de varios fatores, como espécie causadora,
forma clinica, estado clinico do paciente, comorbidades existentes e localizacdo
geogréfica (MINISTERIO DA SAUDE, 2020; MINODIER & PAROLA, 2007; OMS, 2020).
Os tratamentos disponiveis ndo eliminam o parasito, mas proporcionam melhora clinica
e uma limitagéo é a possibilidade de ocorréncia de recidivas devido a imunossupressao
(OMS, 2021).
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Os medicamentos permitidos para o tratamento da LV sdo muito limitados, sendo
gue os agentes leishmanicidas mais potentes disponiveis no Brasil sdo os antimoniais

pentavalentes e a anfotericina B.

Gaspar Vianna, pesquisador pioneiro em Doenca de Chagas e leishmaniose,
relatou a eficacia do complexo de antimonio trivalente, tartaro emético (TE), no
tratamento da leishmaniose muco-cutanea. Entretanto, o uso clinico desse composto foi
interrompido, por causa de seus severos efeitos adversos, como a intolerancia
gastrintestinal e efeitos cardiotoxicos, e também a descoberta de novos farmacos
menos toxicos (FREZARD et al., 2005). Dentre esses farmacos, tem-se 0 antimoniato
de meglumina, o qual é preparado pela reacdo do antimoénio pentavalente com o N-
metil-D-glucamina (ROBERTS et al., 1998). Com a finalidade de padronizar o esquema
terapéutico, a OMS recomenda que a dose do antimonial seja calculada em massa
(mg) de antiménio pentavalente. A dose recomendada no Brasil para LV é de 20 mg de
Sb®* por kg/dia, com aplicacéo intravenosa ou intramuscular por trinta dias, com limite
de trés ampolas/dia (MINISTERIO DA SAUDE, 2020).

A anfotericina B foi usada pela primeira vez e com sucesso, na terapéutica da LV
por Prata (PRATA, 1963), em 1960, porém, sua utilidade no tratamento da LV somente
foi reconhecida a partir da década de 1990, em razdo da diminuicdo da eficacia dos
antimoniais pentavalentes na india. Esse farmaco possui acdo leishmanicida mais
potente, tanto in vitro quanto in vivo, sendo recomendada para o tratamento de
gestantes e de pacientes que tenham contraindicagbes ao uso dos antimoniais
pentavalentes ou que tenham apresentado toxicidade (CONCEICAO-SILVA & ALVES,
2014; MINISTERIO DA SAUDE, 2014)

O desoxicolato de anfotericina € a formulacdo mais acessivel, sendo a dose
recomendada no Brasil para LV de 1mg/kg/dia durante 14 a 20 dias. Reacdes adversas
sdo frequentes, principalmente aquelas associadas a infusdo, como febre, calafrios,
nauseas, vomitos, tromboflebite (MINISTERIO DA SAUDE, 2014). Os sintomas podem
ser aliviados com antipiréticos, anti-inflamatérios ndo hormonais, antieméticos e anti-
histaminicos. A nefrotoxicidade € o principal fator limitante ao seu uso, mas outros

eventos adversos incluem dispneia transitéria, hipotensdo ou hipertensédo arterial,
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miocardite, hipocalemia, disfuncdo renal, anemia e trombocitopenia (GOLENSER;
DOMB, 2006).

As formulacdes lipidicas de anfotericina B, apresentam menos efeitos toxicos e
podem ser administradas em intervalo mais curto que o desoxicolato de anfotericina B
(MEYYERHOFF, 1999; THAKUR et al., 1996).

O foco das pesquisas atualmente € a busca por terapias isoladas ou combinadas
gue sejam seguras, eficazes, acessiveis e de facil administracdo para o tratamento da
LV.

2.2 Antimdnio trivalente (Tartaro emético)

O tartaro emético (TE) (Figura 5) foi obtido pela primeira vez colocando vinho
azedo em recipientes de antimOnio e seu uso era prescrito para muitas doencas,
especialmente as pulmonares (FREZARD et al., 2013). Os farmacos a base de
antimoénio trivalente, incluindo o TE, foram a primeira classe de compostos empregados
no tratamento clinico para a esquistossomose e da leishmaniose entre 1912-1960
(MACIEL et al., 2010). O uso medicinal de compostos de antimbnio comecgou nos
séculos XVI e XVII com o tartarato de potassio de antimonio (Ill) (TE) para o tratamento
de doencas pulmonares (pneumonia), febre tifoide e esquistossomose (HAYAT, et al.,
2020). Porém, o seu uso foi descontinuado devido ao seu baixo indice terapéutico e

seus efeitos adversos como trombocitopenia e disturbios no eletrocardiograma.

Até recentemente, pouco era conhecido sobre as estruturas quimicas e
farmacoldgicas dos compostos a base de antimdnio, assim como 0os métodos usados

na indUstria para o seu preparo (FREZARD et al., 2013).
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Figura 5 - Formula estrutural do tartaro emético.

Férmula estrutural Nome quimico/
Nome comercial

O
CI.‘() Tartarato de antimonio

HCO ~ , »
Tartaro emético
COOH

Adaptado de RATH et al., 2003

Os complexos de antimonio pentavalente menos téxicos, incluindo antimoniato
de meglumina, foram introduzidos como terapia para leishmaniose em 1940. Entretanto,
a terapia muitas vezes € acompanhada por efeitos adversos que incluem
cardiotoxicidade, pancreatite, hepatotoxicidade e nefrotoxicidade. Como consequéncia
a supervisdo médica € necessaria e problemas com adesdo dos pacientes ao

tratamento sdo comuns (KATO et al., 2014).

O mecanismo de acdo dos antimoniais ainda nao é totalmente esclarecido.
Sugere-se que o antimdnio pentavalente (Sb°*) seja um pré-farmaco, que é convertido
em antimoOnio trivalente (Sb3*), apés sua administracdo. Entretanto, o mecanismo
(enzimatico ou ndo enzimatico) e o sitio da redugdo parasitaria ainda nao foram
determinados (ROBERTS et al., 1998; SERENO et al., 1998; OUELLETTE et al., 2004).
Em 1998, Sereno et al. demonstraram que o Sbh3®* foi substancialmente mais potente
gue o Sb®*, para as formas promastigotas e amastigotas axénicas de L. (L.) mexicana,

L. (L.) amazonensis e L. (L.) infantum.

Na india, onde o acesso ao antimoniato de meglumina é livre, o uso irregular e o
tratamento incompleto levou ao surgimento de resisténcia. Durante a Ultima década, em
Bihar, 60% dos casos diagnosticados de LV n&do respondem ao tratamento com esse
farmaco. Estudos in vitro mostraram que o possivel mecanismo primario de resisténcia

€ a reducdo da concentracdo do farmaco no parasito, pela diminuicdo da entrada ou
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pelo aumento do efluxo. Outros possiveis mecanismos incluem a inibicdo da ativacao
farmaco e a inativacao da forma ativa (CROFT et al., 2006; MALTEZOU; 2010).

O farmaco considerado, atualmente, como primeira escolha em todo o mundo
esta longe de ser satisfatorio. Assim, alternativas terapéuticas para tratamento de todas
as formas das leishmanioses (LC e LV) tém sido intensamente investigadas, incluindo a

identificac@o de novos farmacos e formulagdes.

Nesse contexto, a reintroducdo do TE em uma nova formulacéo lipossomal, visa
direcionar a substancia bioativa aos principais focos de proliferacdo do parasito
potencializando sua atividade leishmanicida e provavelmente diminuindo sua toxicidade
celular e tecidual (CASTRO et al., 2014).

2.3 Lipossomas

Lipossomas foram descobertos em 1960 pelo hematologista britanico Dr. Alec D.
Bangham e colaboradores do instituto Babraham, na Universidade de Cambridge e a
primeira publicagdo foi em 1964 (BANGHAM e HORNE., 1964).

Lipossomas sdo pequenas vesiculas artificiais de forma esférica que podem ser
criadas a partir de colesterol e fosfolipideos naturais e/ou sintéticos e atéxicos. Devido
ao seu tamanho e seu carater anfifilico, os lipossomas sdo sistemas promissores para
entrega de substancias bioativas. As propriedades fisico-quimicas e quimicas dos
lipossomas podem diferenciar consideravelmente de acordo com a composicao lipidica,

carga superficial, tamanho e método de preparo (AKBARZADEH et al., 2013).

As moléculas lipidicas possuem grupamentos polares que se orientam para a
cavidade interna e para a superficie externa e esses interagem com as moléculas de
agua, enquanto as cadeias apolares dos hidrocarbonetos séo repelidas pelas moléculas
de agua e se dispdem na parte interna da bicamada lipidica (Figura 6) (LOPES et al.,
2013).
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Figura 6 - Estrutura basica e composicao de lipossomas.

P Meio externo

Compartimento
interno aquoso

Membrana

[—> Regiao hidrofilica
}—»Reglao hidrofébica
}—» Regido hidrofilica

Fosfolipideo
— Cadeia de hidrocarbonetos

—> Cabega de grupo polar

Adaptado de LOPES et al., 2013

Os lipossomas podem ser uma combinacdo de dois ou mais fosfolipidios e
consistem em bicamadas lipidicas simples ou multiplas. Dependendo da cabeca de
grupo polar dos fosfolipidios, o lipossoma pode adquirir uma carga positiva, negativa ou
neutra (LOMBARDO et al., 2016).

Além dos fosfolipidios, existem mais componentes lipossomais que podem
melhorar sua estabilidade, como o colesterol (CH); glicéis, como o polietilenoglicol
(PEG); e até mesmo polimeros, como quitosana. Esses componentes podem exercer
varios efeitos nos tecidos e células, assim como podem ativar ou suprimir o sistema
imunologico (INGLUT et al., 2020). A incorporacdo do CH na bicamada lipidica pode
influenciar na fluidez da bicamada podendo reduzir ou aumentar sua permeabilidade,
assim como a sua estabilidade in vitro e in vivo. As moléculas de CH se acomodam
entre os fosfolipidios com um grupo hidroxila préoximo a regido hidrofilica e os anéis
paralelos & cadeia de acidos graxos da bicamada lipidica (BELTRAN-GRACIA et al.,
2019). O CH é crucial para a estabilidade estrutural do lipossomas, na sua auséncia o0s
lipossomas podem interagir com as proteinas (albumina, transferrina e lipoproteinas de
alta densidade). Essas interacbes podem desestabilizar a estutura da membrana
lipossomal, e consequentemente, reduzir sua performance como sistema de entrega de
farmacos ( LU et al., 2013; MARANHAO et al., 2017).
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Apesar da vasta gama de métodos convencionais aplicados na preparacdo de
lipossomas, os mais comumente usados sdo 0 método de Bangham, evaporacdo em
fase reversa e dispersao de solucéo organica de lipides (KARN et al., 2013; MEURE et
al., 2008). Esses métodos envolvem os seguintes estagios basicos: lipidios dissolvidos
em solventes organicos, remocdo de solvente organico, purificacdo de lipossomas e
caracterizacdo quimica e fisico-quimica dos lipossomas finais (AKBARZADEH et al.,
2013).

No método de evaporacdo em fase reversa os fosfolipidios séo solubilizados em
solvente organico para a formacédo do filme e o solvente orgéanico é entdo removido por
rotaevaporacdo. O filme € entdo redissolvido em éter etilico seguido da adicdo da fase
aquosa, resultando na formacao de uma emulsdo 6leo/agua (PATTNI et al., 2015). Se
necessario, a mistura € sonicada até a formagcdo de uma emulsdo. A evaporacdo do
éter etilico sob baixa pressao resulta entdo numa disperséao lipossomal (AKBARZADEH
et al., 2013).

O diametro dos lipossomas pode variar de vesiculas muito pequenas (0,025 um)
a maiores (2,5 ym). Além disso, lipossomas podem ter uma ou mais membranas. O
tamanho das vesiculas € um parametro que determina o tempo de meia-vida que 0s
lipossomas ficam na circulacdo sanguinea e o0 numero de bicamadas afeta a
guantidade de substancia bioativa encapsulada nos lipossomas (AKBARZADEH et al.,
2013).

Vesiculas unilamelares menores (SUV) consistem em uma Unica bicamada
lipidica com um didmetro médio entre 25 a 100 nm. Vesiculas unilamelares maiores
(LUV) também consistem de uma Unica bicamada lipidica e sdo maiores que 100 nm,
ao passo que vesiculas multilamelares (MLV) sdo compostas por varias bicamadas

lipidicas concéntricas e medem de 1 — 5 um (Figura 7) (LOPES et al., 2013).
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Figura 7 - Classificacéo dos lipossomas de acordo com diametro médio e niumero de

bicamadas.

SuUv
25 -100 nm

> 1 pm

LuUv
100 nm -1 pm

O
O&

Adaptado de LOPES et al., 2013.

A maioria dos lipossomas produzidos passam por métodos para reducdo do seu

tamanho, como a sonicacdo, homogeneizacao ou extrusdo. (MEURE et al., 2008).

2.4 Estudo de Avaliacdo da Toxicidade Aguda

O estudo de avaliacdo da toxicidade aguda € uma etapa importante quando o

objetivo é a introducdo de novos produtos farmacéuticos para uso clinico (LIU et al.,

2010). Recentemente, existe um grande esfor¢co das agéncias de bioética em reduzir o

uso de roedores e outros animais nos estudos de seguranca de novos produtos para

uso humano. Métodos in vitro, utilizando cultura de células, tém sido propostos como

meétodos alternativos com boa predicdo da toxicidade aguda, toxicidade de doses

repetidas, genotoxicidade e toxicidade reprodutiva (KHLEBTSOV; DYKMAN, 2011).

As pesquisas envolvendo toxicidade aguda devem ser conduzidas em animais

saudaveis, de origem conhecida, com peso e idade adequados por periodos pré-
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determinados, de acordo com as diferentes regulamentacdes preconizadas por diversos
orgaos internacionais (FDA, 1996; OECD, 2001). Para o uso correto dos animais 0s
guias preconizam um periodo de acompanhamento dos animais de, no minimo,
quatorze dias apds o tratamento e que todos 0s grupos experimentais sejam avaliados
com relacdo aos sinais clinicos, peso corporal e patologia clinica (hematolégica e

bioquimica) e que os animais sejam necropsiados (OECD, 2001).

Atualmente, é observado um aumento do estudo e do uso de nanoparticulas.
Porém, devido a falta de regulamentacédo especifica para as nanoparticulas, os estudos
envolvendo a toxicidade dessas novas formas farmacéuticas ainda s&o controversos
guanto a padronizacdo e resultados. No entanto, alguns 6rgéos regulatérios, como o
FDA, recomendam o estudo de toxicidade para sistemas lipossomais utilizando a forma

encapsulada, o farmaco livre e o carreador puro (FDA, 2010).

Dessa maneira, estudos pré-clinicos de avaliacdo da toxicidade aguda de novos
sistemas lipossomais contendo TE sdo necessarios e importantes para se conhecer o

seu perfil de seguranca.

2.5 Validacdo de método por espectrometria de absorcdo atémica em forno de
grafite (GFAAS)

Validacdo é a confirmacdo por exame e fornecimento de evidéncia objetiva de
gue os requisitos especificos para um determinado uso pretendido sdo atendidos
(INMETRO DOQ-CGCRE-008, 2020).

A validacéo deve ser suficientemente abrangente para atender as necessidades
de uma determinada aplicacdo ou area de aplicacdo. O processo de validacdo de um
método deve estar descrito num relatério com o objetivo de confirmar a adequacédo dos
métodos para o uso pretendido. Os resultados obtidos devem ser registrados assim
como o procedimento utilizado para a validacdo e uma avaliacdo de que o método é ou
nao adequado para o uso pretendido. Os estudos de avaliacdo dos parametros de

validacdo devem ser realizados utilizando equipamentos e instrumentos dentro das
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especificacdes, funcionando corretamente e devidamente qualificados (EURACHEM,
2016).

Os parametros a serem verificados durante o processo de validacdo de método
para a determinacdo de tracos em atendimento as demandas do INMETRO sdo:
seletividade, linearidade, limite de deteccdo (LD), limite de quantificacdo (LQ),
tendéncia/recuperacdo, precisdo (repetibilidade, precisdo intermediaria e
reprodutibilidade) e a robustez sendo um procedimento opcional. Assim, a utilizacdo de
métodos analiticos altamente sensiveis, rapidos e confidveis é extremamente
necessaria para obtencdo de uma resposta correta (INMETRO DOQ-CGCRE-008,
2020).

Algumas caracteristicas da GFAAS, como o0 uso de pequenas quantidades de
amostra, a eliminacdo eficiente de interferéncias espectrais e ndo espectrais, a
possibilidade de se utilizar processos mais simplificados de preparo de amostras,
baixos valores para os limites de quantificacdo e custo relativamente baixo, tornam a
técnica atrativa para o monitoramento da presenca de metais em determinados tecidos
(PEREIRA et al., 2011).

Com o uso do forno de grafite, poucos microlitros de amostra sdo depositados
dentro do tubo, que € aquecido eletricamente mediante a passagem de corrente
elétrica. Dessa forma, uma série programada de eventos de aguecimento ocorre, cuja
as etapas sdo a secagem, pirGlise, atomizacao e limpeza. A temperatura e duracao de
cada etapa de aquecimento podem ser controladas, sendo essencial para o

desenvolvimento de metodologias analiticas (SKOOG, et al., 2007).

Algumas técnicas de correcdo de fundo (ruido) estdo disponiveis
comercialmente para compensar interferéncias, entre elas podemos citar o corretor de
fundo por efeito Zeeman (HOLLER, et al., 2009).



40

3 OBJETIVOS

Avaliar a toxicidade aguda in vivo de lipossomas contendo TE e desenvolver um
método analitico para a determinacdo de antiménio em coracdo de camundongos
BALBI/c.

3.1 Objetivos especificos

- Preparar e caracterizar do ponto de vista quimico e fisico-quimico lipossomas

contendo TE;

- Investigar a toxicidade aguda da formulacdo lipossomal contendo TE em animais
sadios por meio de observacdo comportamental; determinagcdo do peso corporal,
morbidade e mortalidade; analises bioquimicas, hematoldgicas e histoldgicas;

- Otimizar o procedimento de digestdo acida com acido nitrico (HNO3) e as condicdes
instrumentais da técnica de GFAAS: temperatura de concentrador, tempo de digestao,
temperatura de pir6lise, tempo de pirélise e temperatura de atomizacao;

- Fornecer evidéncias de que o método desenvolvido satisfaz os requisitos
especificados no documento do INMETRO (DOQ-CGCRE-008), por meio da validacéo,
demonstrando sua adequacéo para o uso pretendido.



41

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material

Tartarato de potassio-antimoénio trihidratado (tartaro emético — TE) (Sigma-
Aldrich, EUA), cloreto de sodio (MERCK KGaA, Alemanha), fosfatidilcolina de ovo
(EPC) (Lipoid GmbH, Alemanha), 3(3-[N-(N',N'-dimetilaminoetano)-carbamoil]colesterol
(DC-CHOL) (Chem-Ilmpex International, Inc., EUA), cloroférmio (Vetec Quimica Fina
Ltda, Brasil), fosfato de sodio dibasico heptahidratado (MERCK, Alemanha), fosfato de
potassio monobasico anidro (Vetec Quimica Fina Ltda, Brasil), HEPES (Vetec Quimica
Fina Ltda, Brasil), &cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) (ECIBRA, Brasil).

Os kits para andlises bioquimicas foram obtidos das empresas Labtest (Lagoa
Santa, Brasil) e Bioclin (Belo Horizonte, Brasil). Foram utilizados camundongos BALB/c
fémeas com cerca de 8 a 10 semanas para estudo de toxicidade aguda e coleta de
orgdos para validacdo de método em GFAAS. O estudo em modelo animal
experimental foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA/UFMG) sob
protocolo n° 240/2018.

Para a validacdo de método em GFAAS todos os reagentes foram de grau
analitico, &cido nitrico a 65% (v/v) (MERCK, Alemanha), peroxido de hidrogénio 30%
(v/v) (Labsynth Produtos Para Laboratério Ltda, Brasil) e solucéo de referéncia de 1000
mg L de antiménio (MERCK, Alemanha).


http://www.phbio.com.br/produtos/fertilizantes/fosfatodepotassiomonobasico
http://www.phbio.com.br/produtos/fertilizantes/fosfatodepotassiomonobasico
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4.2 Métodos

4.2.1 Preparo dos lipossomas

4.2.1.1 Preparo do tampéao PBS

Foram pesadas as massas de cada reagente, descritos a seguir: 0,4490 g de
fosfato de sodio dibasico heptahidratado (NazHPOa. 7H20), 0,0211 g de fosfato de
potassio monobésico anidro (KH2PO4 anidro), 0,8050 g de NaCl em balanca analitica.
Em seguida, efetuou-se a solubilizacdo desses reagentes em cerca de 50 mL de agua
destilada em um béquer, ajustou-se o pH com NaOH 1M até 7,4, com auxilio de um
pHmetro (PHMETRO DM-20/DIGIMED, Brasil). Em seguida, transferiu-se a solugao

para um baldo volumétrico de 100 mL e completou-se o volume com &gua destilada.

4.2.1.2 Solubilizacdo do TE

Para o preparo dos lipossomas foram pesados 300 mg de TE, seguida de sua
transferéncia para um frasco de penicilina contendo 5 mL de tampédo PBS e procedeu-
se a homogeneizacdo no agitador magnético por cinco minutos até completa

solubilizagéo.

4.2.1.3 Preparo do tampé&o HEPES

Foram pesados 0,2397 g de HEPES, 0,8490 g de NaCl, 0,1462 g de EDTA em
balancga analitica e solubilizou-se em cerca de 70 mL de agua destilada em um béquer.
Em seguida, ajustou-se o pH com solucdo de NaOH 1M até pH 7,4, com auxilio de um
pHmetro (P(HMETRO DM-20/DIGIMED, Brasil). A solugao foi transferida para um baléo

volumétrico de 100 mL e completou-se o volume com agua destilada.


http://www.phbio.com.br/produtos/fertilizantes/fosfatodepotassiomonobasico
http://www.phbio.com.br/produtos/fertilizantes/fosfatodepotassiomonobasico
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4.2.1.4 Eliminacéao de peroxido do éter etilico

A proporcao de éter etilico:HEPES foi de 3:1, de modo que foram medidos 21 mL
de éter etilico e 7 mL de HEPES, por exemplo. O éter etilico e o tampéao HEPES foram
adicionados em um funil de decantacéo, e procedeu-se a agitagcdo dos mesmos, sendo
posteriormente descartada a fase aquosa.

4.2.1.5 Preparo dos lipossomas contendo TE

Foram preparados lipossomas contedo TE e lipossomas brancos (sem TE),
sendo utilizado o método de evaporagdo em fase reversa (REV) conforme ilustrado na
Figura 8.

Figura 8 - Descricdo do método de preparo de lipossomas por evaporacao em fase
reversa.

Lip EPC:DC-CHOL 20 mM Adicgao de éter etilico e
Razdo molar 7:3 solubilizagao do filme

E o B &

$ e

Solucéo de lipideos em

Pl Filme lipidico Hidratacéo do filme lipidico
solvente organico

Evaporacgéo do solvente orgénico

Adigéo de solugdo TE 3
(60g/L) em PBS =

l

" Formacao dos lipossomas
Evaporagido contendo TE

Adaptado de LOPES et al., 2013
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Inicialmente, foi formado um filme lipidico contendo EPC e DC-CHOL na
concentracao lipidica total de 20 mM (razdo molar 7:3, respectivamente). Para 5 mL de
formulagdo foram aliquotados 2,34 mL da solugdo de EPC 30mM e 0,6 mL da solugéo
de DC-CHOL 50 mM, os quais foram transferidos para um baléo de fundo redondo de
150 mL. A evaporacdo do solvente organico e formacdo do filme lipidico foram
realizadas nas seguintes condi¢des: rotavapor a 200 rpm, 25°C e 1 hora. O éter etilico
tratado foi adicionado ao filme lipidico e vortexado para homogeneizar. No baldo de
fundo redondo foi acrescentada a solugcéo de 5 mL de solucédo de TE (60 g/L) preparada
em PBS. As solucfes foram evaporadas em rotavapor nas condi¢cdes de rotacao de 200

rpm, a uma temperatura de 28°C, a 336 mBar, durante 4 horas e 30 minutos.

4.2.1.6 Calibracéo dos Lip-TE

As formulacdes foram submetidas a extrusdo através de membranas de
policarbonato de 0,4 e 0,2 um, sendo 10 vezes na membrana de 0,4 um e cinco vezes

na membrana de 0,2 pm.

4.2.1.7 Purificacdo dos Lip-TE e Lip-Branco

Os Lip-TE e Lip-Branco foram purificados por ultracentrifugacdo (Beckman

Coulter, Estados Unidos) nas condicdes de 150000 g, 4 °C e 90 minutos.

4.2.1.8 Ressuspensao do pellet

Foi adicionado sobre o pellet obtido um volume de tampéo PBS quatro vezes menor do
gue a quantidade de sobrenadante pesada anteriormente, sendo assim, foram retirados
3,37 mL de sobrenadante e o pellet foi ressuspendido em 0,84 mL de PBS. Essa
correcdo foi feita para a formulacdo alcancar a dose a ser administrada em
camundongos BALB/c de 16 mg/Kg de Sh3*.
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4.2.2 Caracterizacédo quimica e fisico-quimica dos lipossomas

4.2.2.1 Determinacdes de diametro, indice de polidisperséo e do potencial zeta

As analises do didametro e do indice de polidisperséo (IP) das particulas foram
realizadas por espectroscopia de correlacdo de fétons a 25 °C e angulo de 90°. O
potencial zeta foi avaliado por espalhamento dinAmico da luz associado a mobilidade
eletroforética, a um angulo de 90°. As medidas foram efetuadas utilizando-se o
equipamento Zetasizer Nanno ZS90 (Malvern Instruments Ltd., Inglaterra). A diluicdo
das amostras seguiu a propor¢cao de 50 pL de Lip-TE : 1 mL de tampao PBS e 50 pL
Lip-Branco : 1 mL de tampéao PBS.

4.2.2.2 Determinacgdes do teor de encapsulacao de antiménio trivalente no Lip-TE

O doseamento da quantidade de TE presente nos lipossomas antes e apos
purificagdo, assim como na solucdo padréao foi realizado utilizando espectrometria de
absorcao atbmica em forno de grafite (SpectrAA Zeeman-220, Varian, Australia). As
condi¢cBes de andlise para a determinacdo do antimdnio trivalente nas amostras estao
descritas na Tabela 3.

Tabela 3 - Condicdes de analise para determinacdo de antimonio trivalente por
espectrometria de absorcao atbmica em forno de grafite.

Temperatura do Forno (°C) | Rampa (s) | Platé (s) | Fluxo de argdnio (L/min)

85 5 3
95 40 3
120 10 3
350 15 3
700 5 (5: 2) (3; 0)

2000 0,6 2 0

2300 2 --- 3
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As amostras foram preparadas conforme discriminado nas Figuras 9, 10 e 11.

Figura 9 - Diluicdo seriada com a amostra de lipossoma TE purificado.

100pL

100pL 100pL 110pL
Concentragdo teérica
de Sb = 900000 pg/L f\
TR I

O

Q(\\ final de Sb = 49,45 pg/L
] 1
Amostra contendo
Lipossoma TE

Purificado Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 Amostra 4
100 pL de Lip TE purificado 100 pL amostra 1 100 pL amostra 2 110 plL amostra 3
900 pL HNO3(0,5% v/v) 900 pL HNO3(0,5% v/v) 900 uL HNO3(0,5% v/v) 1890 uL HNO3(0,5% v/v)

Concentragéo tedrica

Figura 10 - Diluicdo seriada com a amostra lipossoma TE total.

100uL

Concentragio  tedrica 100pL 100pL 100pL 100pL 460uL

Concentragdo tedrica
P <<\\

Q(\ s final de Sb = 50,34 ug/L
Amostra contendo
Lipossoma TE Total

Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 Amostra 4 Amostra 5 Amostra 6
100 pL de Lip TE total 100 pl amostra 1 100 pl amostra 2 100 plL amostra 3 100 plL amostra 4 460 pL amostra 5
900 pl HNO3(0,5% v/v) 900 pL HNO3(0,5% v/v) 900 ul HNO3(0,5% v/v) 900 pl HNO2(0,5% v/v) 900 pl HNO2(0,5% v/v) 1540 pL HNO3(0,5% v/v)
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Figura 11 - Diluicédo seriada da solucdo padrdo de TE.

100pL
- 100pL 100uL 100pL 800pL
Concentracédo tedrica de
Sb = 1000000 pg/L {\ {\
Concentragéo tedrica
CC\\ R SN C{\ &: final de Sb = 50 ug/L
=
Amostra contendo
Padrdo de TE
Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 Amostra 4 Amostra 5

100 pl de Padréo 100 pL amostra 1 100 pL amostra 2 100 pL amostra 3 800 L amostra 4
900 pL HNO3(0,5% v/v) 900 pl HNO3(0,5% v/v) 900 ul HNO2(0,5% v/v) 900 pl HNO3(0,5% v/v) 800 pl HNO3(0,5% v/v)

Todas as amostras foram feitas em triplicata e cada diluicdo homogeneizada 3 vezes.

4.2.2.3 Criomicroscopia eletrénica

A morfologia de Lip-TE foi analisada mediante o emprego de criomicroscopia
eletrdnica. As imagens foram registradas com o emprego de um microscopio eletrénico
de transmissao Tecnai G2-12 — FEI SpiritBlotwin - 120 kV.

4.2.3 Estudo de toxicidade aguda in vivo de lipossomas contendo TE

Para determinacdo da toxicidade aguda in vivo de Lip-TE foram utilizados
camundongos fémeas BALB/c sadios com idade entre 8 a 10 semanas, com peso
aproximado de 20g = 20%. Antes do inicio dos experimentos os animais foram

ambientados por um periodo de uma semana.

Para cada grupo foram utilizados seis animais, seguindo adaptacéo do protocolo

preconizado pela OECD 423.

Os grupos de tratamento foram Lip-TE (16 mg/Kg de Sb®*), Lip-Branco (dose de

lipides equivalente aquela administrada nos animais tratados com Lip-TE 16 mg/Kg de
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Sb3*), TE livre (16 mg/Kg de Sb3*) e PBS (controle). Todos os grupos foram tratados

pela via intravenosa (IV) com volume de 100 pL em dose Unica.

Apés os tratamentos, os animais foram observados por 14 dias. Durante o
periodo de observacdo foram avaliados parametros comportamentais, peso corporal,
morbidade e mortalidade. A variagdo de peso foi calculada de acordo com o peso inicial
dos animais comparando com o sétimo e décimo quarto dias. A equacao utilizada para

o calculo da variacdo de peso esta representada abaixo.

Peso dia 7 ou 14 x 100
( )— 100

Pezo inicial

Terminado os 14 dias de observacdo os animais foram anestesiados por via
intraperitoneal com uma mistura de ketamina (100 mg/kg) e xilazina (15 mg/kg), e o
sangue coletado para as analises hematoldgicas e bioquimicas. Apds a eutanasia, 0s

orgaos (coracdao, figado, rins e baco) foram coletados para analise histopatologica.

Também foram preparados lipossomas com concentracdo final para
administracdo de 32 mg/kg Sb®*, 24 mg/kg Sb3*, 20 mg/kg Sb3* e 18 mg/kg Sh3*. As
doses foram reduzidas de acordo com a adaptacdo do protocolo da OECD e os dados

obtidos estdo descritos na Tabela 8.

4.2.3.1 Preparo da solucdo de tartaro emético livre utilizada no ensaio de

toxicidade aguda

Para o preparo da solugéo contendo TE livre utilizada no ensaio in vivo foram pesados
89 mg de TE, logo apos foram transferidos para um frasco de penicilina e adicionados
10 mL de PBS. Sendo assim a concentracdo final da solucdo de TE livre foi de
aproximadamente 8,9 g/L, para administracédo final de uma dose na concentragcéo 16
mg/Kg de Sh3*.
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4.2.3.2 Analise hematoldgica e bioquimica

O sangue total foi coletado por puncédo do plexo braquial em tubos contendo 50
pL de solucdo anticoagulante (EDTA 0,1M). Os parametros hematolégicos avaliados
foram: células vermelhas, hemoglobina, células brancas, linfocitos e granuldcitos. Os
parametros foram mensurados utilizando o analisador hematolégico Hemovet 2300
(Sinothinker Technology, China).

O sangue total foi centrifugado (3500 rpm, 10 min) e o plasma foi obtido para
analise dos parametros bioquimicos. Para esse teste foi utilizado o analisador
semiautomatico modelo Bioplus BIO-2000 (S&o Paulo, Brasil) utilizando-se kits

comerciais.

A funcdo cardiaca foi avaliada por meio da dosagem de creatino quinase
isoforma MB (CK-MB), a funcdo hepatica por meio da dosagem de alanina amino
transferase (ALT) e aspartato amino transferase (AST) e a funcdo renal por meio da

dosagem de ureia e creatinina.

4.2.3.3 Analise histopatolégica

Para investigacdo histopatolégica foram coletados coracéo, figado, baco e rins.
Os orgaos foram entdo fixados em formol tamponado a 10%, e posteriormente,
incluidos em blocos de parafina. Destes blocos, foram obtidas seccfes de 4 um e estas
foram coradas por hematoxilina e eosina. As imagens foram capturadas por camera
acoplada a microscépio 6ptico. As laminas foram avaliadas pelo professor Dr. Geovanni
Dantas Cassali, do departamento de Patologia Geral do Instituto de Ciéncias Biolbgicas
da UFMG,

4.2.3.4 Andlise estatistica
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Os dados foram expressos em média + desvio padrdo da média. A normalidade
e homocedasticidade dos dados foram verificadas pelos testes de Shapiro-Wilk e
Brown-Forsythe, respectivamente. Os dados foram posteriormente avaliados por
analise de variancia (ANOVA) e se observada diferenca estatistica os resultados foram
submetidos ao teste de Tukey. As diferencas foram consideradas estatisticamente

significativas quando o valor de p foi menor que 0,05 (p < 0,05).

4.2.4 Validacdo de método analitico de espectrometria de absor¢éo atémica

4.2.4.1 Equipamentos e instrumentos

Para realizar as analises o instrumento utilizado foi um espectrobmetro de
absorcdo atomica (Agilent Technologies, modelo 240Z AA — 200 Series AA, EUA),
possuindo também amostrador automatico (Agilent Technologies, modelo PSD 120,
EUA) e atomizador de tubo de grafite (Agilent Technologies, GTA 120, EUA) com
correcao de fundo por Zeeman. O equipamento é operado por microcomputador e pelo
software SpectrAA versao 5.2 pro. O volume de amostra pipetado para o tubo foi de 17
puL. A ldmpada de catodo oco (Agilent Technologies, EUA) utilizada foi a de Sb operada
em 217,6 nm, com 10 mA de corrente e largura de banda espectral de 0,2 nm. Foram
utilizados tubos de grafite piroliticos (Varian, Australia) aquecidos de forma longitudinal.
O gas de purga utilizado foi o Argdnio premier (Air Products, Brasil) com 99,9992% (v/v)
de pureza. Todas as solu¢des foram preparadas utilizando agua purificada tipo 1 (18,2

MQ.cm a 25°C) produzida a partir de um sistema de Direct-Q® (Millipore, Franca).

Outros equipamentos utilizados foram o concentrador Tecnal TE-019 (Tecnal,
Brasil), balanca analitica Sartorius TE1245 (Sartorius, Alemanha), homogeneizador
Ultra-turrax IKA T25 (IKA Labortechnik, Alemanha) e micropipetas monocanal de
volume variavel (20-200 yL — LabMatepro, 100-1000 pL — LabMatepro e LM10000 1-10
mL — LabMate+, Pol6nia).

Todos os materiais utilizados (béquer, ponteiras de 200 uL, ponteiras de 1 mL,

eppendorfs, vials, copo do amostrador GFAAS, tubos pyrex e baldes de 10 mL) foram
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descontaminados antes do uso, por meio de incubacdo em agua por 24 horas, contato
com solucdo de acido nitrico 20% (v/v) por no minimo 24 horas, enxague com agua
purificada e secagem a temperatura ambiente em bancada limpa e em vasilhas

protegidas de poeira.

4.2.4.2 Eutanasia e coleta de orgéaos

Camundongos fémeas BALB/c foram anestesiadas com 200 pL de solugéo
anestésica ketamina (100 mg/kg) e xilazina (15 mg/kg), o sangue coletado por puncéo
do plexo braquial em tubos contendo 50 pL de solucdo anticoagulante (EDTA 0,1M).
Apés a eutandsia, foram coletados coracdo, figado, baco e rins em placa de petri
contendo papel filtro, sendo utilizado tampéao PBS para retirar o excesso de sangue dos
orgaos. Todos os 6rgaos foram pesados para posterior determinacédo percentual de Sb
nas amostras. O sangue foi centrifugado a 3500 rpm por 10 minutos em temperatura

ambiente e apos foi retirado o plasma e congelado para posterior anélise.

Os tecidos foram pesados em vials com capacidade de 5 mL, adicionou-se 2 mL
de PBS e foram triturados com auxilio de ultra-turrax até completa homogeneizacdo. Os
vials contendo figado, baco e rins foram entdo congelados para posteriormente
realizarmos a validagdo do método de doseamanto de Sb por espectrometria de

absorcao atbmica nessas matrizes.

4.2.4.3 Preparo da amostra por digestado acida

O preparo da amostra de coracdo foi realizado como ilustrado na Figura 12.
Inicialmente pesou-se em tubo pyrex aproximadamente 1000 mg de coracéo
homogeneizado em PBS, ao tubo foi adicionado 1 mL de HNO3s 65% (v/v), a mistura foi
entdo aquecida em concentrador a 120°C por 1 hora e 30 minutos, e logo apos, foi
resfriado a temperatura ambiente. Ao tubo adicionou-se 400 pL de H202 30% (v/v), a

mistura foi novamente aquecida em concentrador a 70°C por 1 hora e 30 minutos,
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obtendo completa solubilizacdo da amostra. Apdés o resfriamento, transferiu-se
guantitativamente a mistura para baldo volumétrico de 10 mL e completou-se o volume
com agua tipo 1. Homogeneizou-se a solucdo obtida e transferiu-se uma porcéo para
copo amostrador para andlise por GFAAS.

Figura 12 - Fluxograma do método proposto para a quantificagdo de Sb em coracéo de
camundongos BALB/c por GFAAS.
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4.2.4.4 Otimizacdo do método

O desenvolvimento e a otimizacdo do método analitico por GFAAS foi baseado
em estudo prévio realizado por Aguiar e coloboradores (AGUIAR et al., 2018), como
descrito na Tabela 4. As amostras passaram por etapas de investigagdo experimental
descritas abaixo utilizando amostra fortificada com o antimonio.

Tabela 4 - Programa de temperatura utilizado para determinag&o analitica de Sb em
coracao da camundongos BALB/c por GFAAS.

Passo Temperatura Tempo (s) Fluxo de argbnio  Medicao (M) e
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(°C) (L/min) registro (R)
dos dados
1 - Pré-secagem 85 10 0,3
2 — Pré-secagem 95 25 0,3
3 - Secagem 120 30 0,3
4 - Pirolise 350 30 0,3
5 - Pirdlise 750 10 0,3
6 - Pirdlise 750 2 0,3
7 - Pirdlise 750 0.5 0,0 R
8 - Atomizacéao 2300 0.7 0,0 MeR
9 - Atomizacéao 2300 2 0,0 MeR
10 - Limpeza 2300 0.1 0,3 R
11 - Limpeza 2300 3 0,3

Adaptado de AGUIAR et al., 2018.

Com base na literatura e com os dados obtidos anteriormente a faixa de
temperatura foi avaliada e a andlise foi feita em triplicata da matriz branca fortificada em
comparacdo com o padrdao em curva aquosa (HNOs 5% v/v) em concentragcéo
conhecida de 50 ug/L de Sb. Na concentracdo de 50 pg/L de Sb o equipamento deve
fornecer uma leitura de aproximadamente 0,2 de absorvancia em comprimento de onda
de 217,6 nm. Nessa etapa do estudo foram observadas a intensidade do sinal analitico,
do sinal de fundo e o perfil do sinal analitico.

Apos o desenvolvimento do método, o mesmo foi validado de acordo com os
critérios analiticos que devem ser observados pelos laboratérios credenciados pelo
INMETRO que seguem a ABNT NBR ISO/IEC 17025. Neste trabalho foram avaliados
0s parametros de desempenho correspondentes a seletividade, linearidade, limite de
deteccdo (LD), limite de quantificacdo (LQ), tendéncia/recuperagdo e precisdo

(repetibilidade, preciséo intermediaria e reprodutibilidade).
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4.2.4.5 Seletividade (Efeito Matriz)

Como o estudo € conduzido em matriz sem o analito disponivel preparou-se
duas curvas analiticas, uma contendo a matriz (coracdo digerido) e a outra somente
com solucao de acido nitrico 5% (v/v) com a mesma adi¢do de analito para cada nivel
de concentracdo (20, 40, 60, 80 e 100 pg/L). As curvas foram preparadas em triplicata

para cada nivel e analisadas aplicando o método otimizado.

A avaliacdo dos resultados obtidos nos 5 niveis de fortificagdo foi realizada
aplicando o teste t de Student (95%) para comparacao de médias.

4.2.4.6 Linearidade

Linearidade de um procedimento analitico € a sua habilidade (dentro de uma
dada faixa) em obter resultados os quais séo diretamente proporcionais a concentracao

do analito na amostra (ICH, 2005).

Na construcao da curva de calibracdo utilizaram-se cinco niveis de concentracéo
de matriz fortificada com trés réplicas para cada nivel. Os niveis de concentracéo
escolhidos estdo mostrados na Tabela 5.

Tabela 5 - Niveis de concentracao da curva de calibracdo para determinacao de Sb em
coracao de camundongos BALB/c por GFAAS.

Niveis de calibracdo Concentracéo de Sb (ug/L)
1 0

20

40

60

80

100

o o1 A WD
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Para a escolha das concentracbes da curva de calibracdo, levou-se em
consideracdo o teor obtido por Azevedo e colaboradores (AZEVEDO et al.,, 2011).
Foram verificados a auséncia de valores aberrantes (outliers) para cada nivel de
concentragédo e a homocedasticidade dos dados. A verificacdo da auséncia de valores
aberrantes foi feita com base nos residuos padronizados Jacknife e a
homocedasticidade pelo teste de Cochran. Observou-se um sistema homocedastico e
entdo a equacdo da regressdo linear simples foi calculada usando o método dos
minimos quadrados ordinarios ndo ponderados. Calculou-se os coeficientes do modelo
da regressao linear simples, os residuos e o coeficiente de correlacdo linear (r). A
linearidade foi avaliada também por meio do test F (Fischer-Snedecor) na analise da

variancia (ANOVA) da regresséao.

4.2.4.7 Limite de deteccéo (LD) e Limite de quantificacéo (LQ)

Realizou-se a andlise de 10 réplicas de matriz branca e os valores obtidos foram
utilizados para calcular (INMETRO DOQ-CGCRE-008, 2020):

LD = X+t o55)-S
LQ= X+ 10.s

Onde: ¥ = média dos valores dos brancos da amostra; t = abscissa da

distribuicdo de Student, com 9 graus de liberdade e 95% de confianca; s = desvio

padrao da resposta do branco.

Realizou-se a confirmacdo do valor do LQ com 10 réplicas de amostras

fortificadas no mesmo nivel de concentracdo determinando a sua recuperacao.

4.2.4.8 Tendéncia/Recuperacao
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A recuperacdo do analito pode ser estimada pela fortificacdo da amostra antes
da digestdo com concentracfes conhecidas. Fortificou-se a matriz com o analito em
pelo menos trés diferentes concentracfes (baixa 200 pg/kg, média 600 pg/kg e alta
1000 pg/kg de Sb) da faixa de uso do método e foram realizadas 6 leituras para cada
nivel. Normalmente, os critérios de aceitacdo para a recuperacdo estdo atrelados ao
nivel de concentracdo. Na Tabela 6, temos o exemplo dos critérios sugeridos pela
AOAC 2016.

Tabela 6 - Critérios de aceitacao para recuperacao.

Analito, % Fragao Massica (C) Unidade Recuperagao meédia, %
100 1 100% 98 — 102
10 101 10% 98 — 102
1 102 1% 97 — 103
0,1 103 0,1% 95 -105
0,01 104 100 ppm (mg/kg) 90 - 107
0,001 10 10 ppm (mg/kg) 80— 110
0,0001 10 1 ppm (mg/kg) 80 - 110
0,00001 107 100 ppb (pg/kg) 80— 110
0,000001 10 10 ppb (ug/kg) 60 115
0,0000001 100 1 ppb (ug/kg) 40 -120

Adaptado de AOAC, 2016

Para a nossa andlise foi considerada a recuperacdo média de 80-110%, pois o analito

encontra-se na unidade de 1000 ppb (pg/kg).

4.2.4.9 Precisao

Normalmente, a precisdo € determinada para circunstancias especificas de
medicao e a forma comum de expressa-la é por meio da determinacéo da repetibilidade
e precisdo intermediaria (realizada de forma independente em diferentes dias, ou seja,

realizada com novo preparo de amostras, padroes e calibracdes), sendo usualmente
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expressas pelo desvio padrao e coeficiente de variacdo. O coeficiente de variacdo (CV)

também conhecido como desvio padréo relativo (DPR) é calculado da seguinte forma:
DPR = (DP / CMD) x 100
Onde: DP é o desvio padrédo; CMD é a concentracdo média determinada.

O valor do DPR que utilizamos para a aceitacdo da repetibilidade foi de 15%,

seguindo os critérios sugeridos pela AOAC 2016.

Portanto, foram preparadas seis replicatas de matriz branca fortificada em trés
niveis de concentracdo de 200 pg/kg, 600 pg/kg e 1000 pg/kg de Sb. Realizou-se o
experimento por duas vezes em dias diferentes para a avaliacdo da repetibilidade.
Calculou-se, a partir dos resultados obtidos, a concentracdo de cada réplica, a
concentragcdo média para cada nivel de adicdo, o DP e o DPR. O DPR tedrico
(DPRHonwitz) para cada nivel de concentracdo foi calculado utilizando a equacdo de
Horwitz (INMETRO DOQ-CGCRE-008, 2020):

DPR — 2(1—!}_.5- !ﬂgf:l

Onde: C é a concentracgdo (ug/kg) x 10°°

Por fim, calculou-se o valor de HORRAT que é dado por:

DPRr derivado do estudo colaborativo

DPRyr previsto da equacio de Horwits
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizagdo quimica e fisico-quimica de Lip-TE

O tamanho das vesiculas e IP sdo parametros de fundamental importancia na
caracterizacdo dos lipossomas, tendo relacdo ndo s6 com a estabilidade, mas com a

seguranca desses sistemas em administracdes parenterais (LOPES et al., 2013).

Foram obtidos lipossomas branco (Lip-branco) com diametro médio e indice de
polidispersdo indicativos de amostras monodispersas e o0 potencial zeta se manteve
positivo decorrente da presenca do lipide catidnico 3B-[N-(N',N'-dimetilaminoetano)-
carbamoil]colesterol e podem levar a repulsédo entre as vesiculas, contribuindo para a
manutencdo do didmetro das mesmas, e consequentemente, para a sua estabilidade
de armazenamento. A eficacia do sistema de liberacdo lipossomal depende de sua
captura pelas células do sistema fagocitario mononuclear. Este processo pode ser
facilitado pela opsonizacdo dos lipossomas, assim como pela via de administracédo
(MOGHIMI et al., 2012). O processo de encapsulacdo do TE néo alterou os parametros
fisico-quimicos da formulacdo (Tabela 7). A guantidade de TE encapsulada nesses
lipossomas cationicos foi igual a 8,90 + 1,19 ¢g/L, 0o que corresponde a
aproximadamente 15 % da quantidade de TE inicial utilizada na preparacéo de Lip-TE.
Ao compararmos com estudo de Schettini e colaboradores observamos que o0s
lipossomas obtidos tinham diametro médio de 510 + 100 nm, mostrando assim que 0s
lipossomas utilizados no nosso estudo apresentaram didametro menor e mais compativel
com a via de administracdo. Também foi observado que a eficiéncia de encapsulagéo
de Schettini foi de 43 = 4, sendo assim, maior do que a obtida no nosso estudo
%(SCHETTINI et al., 20086).

Tabela 7 - Parametros avaliados para caracterizacdo quimica e fisico-quimica dos Lip-
TE e Lip-Branco.

Lote Diametro médio {ndice de Potencial zeta Teor de
(nm) polidispersséo (mV) encapsulacao (g/L)
Lip-TE 1975+2,9 0,123 + 0,05 +21,1+0,6 8,90+1,19
Lip-Branco 141,3+1,7 0,136 + 0,05 +22,8 £ 0,35 N&o se aplica

*O numero de amostras foi igual a trés. Os resultados estao apresentados como média + desvio padrao.
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Atualmente, o uso de nanoestruturas tem sido uma estratégia amplamente
empregada no tratamento de varias doencas a fim de, principalmente, diminuir a
toxicidade sistémica de agentes citotoxicos (DAWIDCZYK et al., 2014).

Na Figura 13 podemos observar a foto da criomicroscopia eletrbnica dos
lipossomas, mostrando que as vesiculas apresentam diametro médio aproximado de
200 nm. Esse dado vem corroborar com os dados encontrados na avaliagdo do
didmetro com o emprego da técnica de espalhamento de luz dindmico Zetasizer. Além
disso, em relacéo a lamelaridade pode-se verificar que a maioria dos lipossomas séo do
tipo LUV.

Figura 13 - Fotomicrografia de criomicroscopia eletrbnica de transmissao de Lip-TE.

5.2 Toxicidade agudain vivo de lipossomas contendo TE

5.2.1 Avaliacédo de peso corporal, sinais clinicos e mortalidade dos animais

A variacdo do peso corporal € mostrada na Figura 14. Péde-se observar que ndo
ha diferenca estatistica dos valores de variacdo de peso entre os grupos de tratamento.
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Apoés 7 dias, observou-se perda de peso em torno de 5% em todos o0s grupos de
tratamento. No entanto, no dia 14, o ganho de peso foi observado nos grupos tratados
com PBS, Lip-Branco e Lip-TE, mas no grupo tratado com TE a média n&o variou ao
compararmos com o dia inicial. A mortalidade foi observada apenas no grupo tratado
com TE, sendo que dois animais morreram um dia apds a administracdo e 0s outros
apresentaram sinais clinicos de toxicidade pronunciados (prostracao, piloerecao intensa
e diarréia). Nos grupos tratados com Lip-TE e Lip-Branco observou-se discreta

piloerecéo e prostracdo nas primeiras duas horas apés administragéo.

Figura 14 - Porcentagem de variacao do peso corporal de camundongos BALB/c
fémeas apds 7 e 14 dias de administragdo intravenosa.
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Realizamos também o preparo de lipossomas com concentracdo final para
administracdo de 32 mg/kg Sb3*, 24 mg/kg Sb3*, 20 mg/kg Sbh3* e 18 mg/kg Sb3*. Tanto
o tratamento com Lip-TE quanto com TE na dose de 32 mg/kg Sb3* levou a morte dos
animais, e estes apresentaram rigidez cadavérica apdés uma hora da administracao,
impossibilitando assim a coleta dos 6rgdos. Ao reduzirmos a dosagem para 24 mg/kg
Sb3* os animais ndo resistiram e também foram encontrados com rigidez cadavérica.

Ainda seguindo o que é preconizado pela OECD, administramos também em mais dois
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grupos Lip-TE e TE na dose de 20 mg/kg Sbh3*, sendo que um animal do grupo Lip-TE
sobreviveu aos 14 dias de tratamento e aqueles tratados com TE morreram. Seguindo o
protocolo reduzimos mais uma vez a dose para 18 mg/kg Sb3* e os animais também
nao resistiram ao tratamento com Lip-TE ou TE. Os resultados estdo compilados na
Tabela 8.

Tabela 8 — Avaliacdo da resposta de administracéo de diferentes doses de Lip-TE e TE

em camundongos BALB/c para fins de estudo de toxicidade aguda adaptado do guia da
OECD 423.

Dose Lip-TE (n=3) TE (n=3)

32 mglkg Os trés animais morreram Os trés animais morreram
Sp3+ até uma hora apds até uma hora apos
administragéo. administracgéo.

Dois animais morreram no
mesmo dia da administragéo
e um animal um dia apds
administragéo.

24 mglkg Os trés animais morreram
Sp3* um dia apos a
administracgéo.

Um animal morreu apdés 2h
de administracdo, um animal
morreu no dia seguinte e um

Dois animais morreram um
20 mg/kg dia ap6s a administracao.

Sb3* Um animal sobreviveu os . o
: animal morreu dois dias
14 dias. . . ~
apoés a administracao.
Os trés animais foram Um animal morreu apés 2h
18 mg/kg encontrados com rigidez de administracao, dois
Sb3* cadaveérica um dia apos animais morreram um dia
administracgéo. apos a administracao.

Portanto, os dados aqui apresentados se referem somente a dose de 16mg/kg
Sb®*, mas outras doses também foram testadas auxiliando na tomada de decisdo em

relacdo a dose da substancia bioativa a ser administrada.
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5.2.2 Andlise hematologica

Nenhuma diferenca significativa (p > 0,05) foi observada para todos os grupos de
tratamento avaliados com relacdo aos parametros hematolégicos como contagem de
glébulos vermelhos (RBC), hemoglobina, globulos brancos (WBC), linfécitos e
granuldcitos (Tabela 9). Ao compararmos o parametro hemoglobina, Rodrigues e
colaboradores (2018) obtiveram para o grupo controle 12,8 + 0,4 g/dL, enquanto em
nosso estudo o grupo controle (PBS) apresentou um valor de 12,60 + 0,26 g/dL, assim

como todos 0s outros grupos apresentaram valores proximos ao controle.

Tabela 9 — Pardmetros hematoldgicos de camundongos BALB/c tratados com PBS, Lip-
TE (16mg/kg Sb3*), Lip-Branco e TE (16mg/kg Sb3*).

Parametro PBS Hip-TE (1omg/kg Lip-Branco TE (16mafkg
Sb3*) Sb3)
RBC (10%/uL ) 6,58+0,08 6,69+0,65 6,63+0,12 6,82+0,83
Hemoglobina (g/dL)  12,60+0,26 13,12+1,68 12,93+0,35 14,00+3,62
WBC (103/uL ) 4,17+0,57 5,42+1,41 5,27+0,80 4,37+1,40
Linfécitos (10%/uL) 1,7+0,5 1,8+0,8 1,8+0,3 1,7+0,6
Granulécitos (%) 53,6+18,36 42,48+10,02 43,93+1,83 31,35+12,37

5.2.3 Andlise bioquimica

A Tabela 10 apresenta parametros bioguimicos indicativos de toxicidade
hepatica (ALT e AST) e cardiaca (CK-MB). Quanto a toxicidade hepatica, observou-se
aumento significativo de AST (Figura 15) e ALT (Figura 16) nos camundongos tratados
com TE (16mg/kg Sb**) em relacdo aos animais tratados com PBS, Lip-TE (16mg/kg
Sb3) e Lip-Branco (p < 0,05). No estudo de Rodrigues e colaboradores néo foi

observada diferenga estatistica significativa com relacdo aos parametros de ureia e
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creatinina, 0s nossos resultados corroboram com os dados e nao apresentaram

diferenca para esses dois parametros (RODRIGUES et al., 2018).

Tabela 10 - Parametros bioquimicos de camundongos BALB/c tratados com PBS, Lip-
TE (16mg/kg Sb3*), Lip-Branco e TE (16mg/kg Sb3*).

Lip-TE _ TE
Parametro PBS Lip-Branco
(16mg/kg Sh®") (16mg/kg Sb")
Creatinina (mg/dL) 0,32+0,03 0,28+0,07 0,36%0,06 0,42+0,21
Ureia (mg/dL) 41,32+2,23 35,37%9,74 39,62+1,11 28,44+6,41

A enzima AST € um importante marcador de injudria hepéatica aguda e que pode
indicar também insuficiéncia cardiaca. O aumento da quantidade de AST no grupo
tratado com TE mostra a ocorréncia da toxicidade hepatica. Essa toxicidade também é
observada no estudo de Rodrigues e colaboradores com o tratamento contendo
antimoniato de meglumina, onde ocorreu um aumento da atividade de AST chegando a
valores de 129,8 + 4,04 (U/L) (RODRIGUES et al., 2018), enquanto 0s niveis no grupo
TE obtidos em nosso estudo foram 161.53 + 64.38 (U/L).
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Figura 15 - Avaliacdo da quantidade de AST em camundongos fémea BALB/c apés 14
dias de administracéo intravenosa de PBS, Lip-TE (16mg/kg Sb3*), Lip-Branco e TE
(16mg/kg Sb3*).
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*Representa diferenca significativa entre o grupo PBS e TE (p < 0,05).

#Representa diferenca estatistica significativa entre Lip-TE e TE (p < 0,05).

A ALT esta presente em altas concentracdes no figado e muito baixa em outros
orgaos, tendo assim maior especificidade para indicar injuria hepatica (principalmente
guando ha elevacdo conjunta da AST). A analise das enzimas aminotransferases
séricas (ALT e AST) serve como um importante indicador de lesdo de células hepéticas
e 0 aumento das condi¢cdes patoldgicas associadas a cirrose, colestase e isquemia
hepatocelular (RODRIGUES et al., 2018).
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Figura 16 - Avaliacao da quantidade de ALT em camundongos fémea BALB/c apos 14
dias de administracéo intravenosa de PBS, Lip-TE (16mg/kg Sb3*), Lip-Branco e TE
(16mg/kg Sb3*).
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*Representa diferenca significativa entre o grupo PBS e TE (p < 0,05).
#Representa diferenca estatistica significativa entre Lip-TE e TE (p < 0,05).

Em relacdo a toxicidade cardiaca, foi observado aumento significativo de CK-MB
nos animais tratados com TE (16mg/kg Sb®*) em relacdo aos animais tratados com
PBS, Lip-TE (16mg/kg Sb®*) e Lip-Branco (Figura 17).
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Figura 17 - Avaliacdo da quantidade de CK-MB em camundongos fémea BALB/c apos
14 dias de administracédo intravenosa de PBS, Lip-TE (16mg/kg Sb3*), Lip-Branco e TE
(16mg/kg Sb3*).
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*Representa diferenca significativa entre o grupo PBS e TE (p < 0,05).
#Representa diferenca estatistica significativa entre Lip-TE e TE (p < 0,05).

A cardiotoxicidade é o efeito adverso mais conhecido, grave e debilitante apos
administracdo de TE, sendo caracterizada por alteracbes no eletrocardiograma,
inversdo do segmento ST, prolongamento do intervalo QT, e consequentemente,
aparecimento de arritmias e parada cardiaca subita (MACIEL et al., 2010). No presente
estudo, observou-se aumento nos niveis séricos de CK-MB (isoenzima liberada na
circulacdo em casos de lesédo cardiaca) em animais tratados com TE ao compararmos
com 0s outros grupos de tratamento vale destacar que a encapsulacdo de TE em
lipossomas permitiu reduzir a hepatotoxicidade e cardiotoxicidade induzidas pelo

tratamento com TE.
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5.2.4 Analise histopatoldgica

Nesse estudo, os camundongos tratados com PBS, Lip-Branco, Lip-TE e TE
apresentaram o mesmo perfil histopatologico dos rins e figado analisados, alteracdes
ocasionais nos tecidos foram observadas, porém ndo apresentavam diferenca entre os

grupos de tratamento (dados n&o apresentados).

As fotomicrografias do musculo cardiaco estdo ilustradas na Figura 18.
Mudancas morfolégicas foram observadas em todos os animais que receberem TE (16
mg/kg Sb?®*). Essas fotomicrografias apresentam area focal com discreta vacuolizacédo
de cardiomidcitos, compativel com esteatose (Figura 18D). Entretanto, nenhuma
diferenca foi observada entre os grupos PBS, Lip-Branco e Lip-TE (Figuras 18A, 18B e
18C).

Figura 18 - Cortes histologicos de coracado de camundongos BALB/c fémea corados
com hematoxilina & eosina. (A) PBS (B) Lip-TE 16 mg/kg Sb®* (C) Lip-Branco e (D) TE
16 mg/kg Sbh3*. As setas pretas indicam vacuUolos nos cardiomidcitos.
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As fotomicrografias confirmam os dados bioquimicos encontrados, indicando que
ocorreu lesdo no musculo cardiaco dos animais tratados com TE, porém nao foi

observada nenhuma mudanca nos outros grupos de tratamento.

As fotomicrografias do baco estdo ilustradas na Figura 19. Mudancas
morfologicas foram observadas em todos os animais que receberam TE (16 mg/kg
Sb3*). Essas fotomicrografias apresentam discreta hiperplasia de polpa vermelha
(Figura 19D). Entretanto, nenhuma diferenca foi observada entre os grupos PBS, Lip-
Branco e Lip-TE (Figuras 19A, 19B e 19C).

Figura 19 - Cortes histoldgicos de bagco de camundongos BALB/c fémea corados com
hematoxilina & eosina. (A) PBS (B) Lip-TE 16 mg/kg Sb®* (C) Lip-Branco e (D) TE 16
mg/kg Sh3*.

Conclui-se neste estudo que a encapsulacédo do TE reduziu significativamente
sua toxicidade, observando que efeitos tdxicos cardiacos e hepaticos foram menores
para os animais tratados com Lip-TE, portanto, o uso desses lipossomas pode ser um
tratamento promissor para LV.
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5.3 Validac&o de método analitico de espectrometria de absorcao atémica

Em estudos anteriores verificamos que Azevedo e colaboradores (2013)
utilizaram a digestédo acida com acido nitrico 65% (v/v) para analise de Sb por GFAAS
em tecidos de cdes com LV e tratados com antimdnio. A partir disso, propusemos um
método para quantificacdo de Sb em coracdo de camundongos por GFAAS. A Figura
12 ilustra as etapas do método otimizado.

5.3.1 Efeito Matriz

O primeiro parametro a ser avaliado foi o efeito de matriz, pois a partir dele
determinou-se a forma de calibracdo que utilizamos. Quando ha efeito de matriz as
curvas de calibracdo matrizadas devem ser utilizadas para compensar a variacdo do

sinal analitico na presenca e auséncia de matriz.

Foram preparadas solucfes para essa avaliacdo (com e sem matriz — coracdo
de camundongo) e essas foram analisadas utilizando curva de calibragdo com cinco
niveis de concentracdo (Tabela 5), usando solu¢cédo padrao de Sb em solucdo aquosa
de &cido nitrico 5% v/v. Os resultados estdo mostrados na Tabela 11.

Tabela 11 - Avaliacdo de efeito matriz em amostra de coracdo de camundongo BALB/c
fortificado com Sb para doseamento por espectrometria de absor¢cédo atdmica* (n=3).

Nivel de Valor médio Valor médio Variancia dos

fortificacao Com matriz? encontrado encontrado residuos

(Lg/L) (ug/L) (Abs)
0 Sim 0 0,07 ]

N&o 0 0,03
Sim 17,51+2,64 0,15

20 N&o 19,17+0,53 0,14 1,23E-04
Sim 42,24+0,31 0,25

40 N&o 42,13+1,47 0,28 1,72E-06
Sim 59,29+3,43 0,32

60 N&o 59,45+1,93 0,39 2,088-04

i +
80 S|~m 81,44+2,58 0,42 118E-04

N&o 81,41+1,54 0,52
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Sim 96,41+1,94 0,48
N&o 100,23+1,23 0,64

100 6,79E-05

*O numero de amostras foi igual a trés para cada nivel de fortificacéo.

O teste F (Fischer-Snedecor) indicou que a média das variancias dos residuos
tanto na curva com solvente quanto na curva matrizada sdo homocedasticas (Fcal < Ftab)
a 95% de confianca. O teste t para comparacao das meédias indicou que a matriz afeta o
ensaio nos niveis de fortificacdo estudados (tca > tiab) para o nivel de confianca de 95%
(Tabela 12). Assim, as curvas de calibracdo foram feitas em meio contendo matriz para

determinacao analitica.

Tabela 12 - Teste F de média das variancias dos residuos e teste t de comparacéo de

médias.
Teste F
Média variancias dos residuos Média das variancias dos
(Curva em solvente) residuos (Curva na matriz)
8.37E-05 7.40E-05
F calculado 1.131
F tabelado - unicaudal
(95 %, n-2,n-2) 2.084
Concluséao Ha homocedasticidade
Teste t (varidancias combinadas)
3 em solvente 15
NUmero de pontos da curva .
na matriz 15
s?, 0.00008
Sxx1 12000.00
Sxx2 12000.00
Quando houver homocedasticidade
t calculado 17.389
t tabelado (95 %, n1+n2-4) 2.056

Conclusao Ha efeito matriz
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5.3.2 Linearidade

Para verificarmos a linearidade a mesma foi avaliada pela inspecéo visual dos
graficos gerados pela regressdo linear (tanto na curva em solvente quanto na
matrizada), pela avaliacdo estatistica dos residuos (Tabela 12) e o coeficiente de
correlacdo (r). As curvas analiticas e os graficos de residuos estdo apresentados na
Figura 20.

Figura 20 - Curvas de calibracdo analitica para doseamento de Sh por espectrometria
de absorcao atdbmica e graficos de residuos das curvas.
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A equacdao da reta considerou o ponto 0. A distribuicdo dos residuos sugere que
h&4 homogeneidade das variancias, podemos confirmar pelo teste F (Fca < Ftab) da
Tabela 12. A verificacdo da auséncia de valores aberrantes foi feita com base nos
residuos padronizados Jacknife e a homocedasticidade pelo teste de Cochran. O valor
do Ctab considerando 6 graus de liberdade e 95% de confianca é igual a 0.6160 e 0 Ccalc
para curva matrizada e para a curva em solvente foi igual a 0.4019 e 0.3329,

respectivamente. Desta forma, pode-se constatar que Ccac < Ctab. O coeficiente de
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correlacao linear (r) foi maior que 0,99, tanto para curva matrizada quanto para a curva

com solvente.

5.33LDelLQ

Os LD e LQ foram determinados como descrito no item 4.6.2.7 e os valores

obtidos estdo apresentados na Tabela 13.

Tabela 13 - Limite de deteccao e quantificacao obtidos pelo método de espectrometria
de absorcao atbmica otimizado.

Média das concentragdes Desvio LD LQ Recuperacéo na
(ug/L) n =10 padréo (Hg/L) (Hg/L) confirmacgéo do LQ (%)
16.79 1,48 20,13 31,56 96

A confirmacao do valor do LQ foi realizada com 10 replicatas, a partir da matriz
branca fortificada com 30 pg/L. Podemos observar que os resultados alcangcaram os
valores de recuperacdo estabelecidos pela AOAC 2016 entre 80% e 110% para
concentracfes acima de 10 pg/kg. No estudo de Azevedo e colaboradores (2013),
relatam o método utilizado para a determinacéo de Sb em tecidos de cées e os testes
mostraram que o limite de quantificacdo para a pele dos animais teve como

recuperacao 94% o que corrobora com o valor encontrado em nosso trabalho de 96%.

5.3.4 Tendéncia/recuperacao

Como nao temos um material de referéncia certificado (MRC) para esse tipo de
analise realizamos a adicdo do analito & amostra, mas ela ndo se encontra
guimicamente ligada a matriz o que nos forneceria um resultado mais confiavel. Para
esse ensaio foram utilizados os dados obtidos no ensaio de repetibilidade, determinou-

se a recuperacao utilizando matriz branca fortificada nas concentragbes de 200 pg/kg,
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600 pg/kg e 1000 pg/kg. Para o nivel baixo a média da recuperacao foi de 105%, para o
nivel médio a média da recuperacdo foi de 94% e para o alto foi de 92%. Como
podemos observar na Tabela 6 da AOAC 2016 os valores estado entre a faixa de 80-
110%. Ao compararmos com o0s 0rgaos utilizados (sangue, figado, baco, medula 6ssea
e pele) no estudo de Azevedo e colaboradores (2013) eles relatam que na curva
matrizada contendo sangue a recuperacao ficou entre 99-105% e na curva matrizada

contendo pele de céo a recuperacao ficou entre 94-101%.

5.3.5 Precisao

Os resultados apresentados na Tabela 14 permitem constatar a precisdo do
método, avaliada por meio da repetibilidade e da precisdo intermediéria, para a analise
de réplicas de matrizes brancas fortificadas (n=6) em dias diferentes e os trés niveis de
concentracdo estudados (200 pg/kg, 600 pug/kg e 1000 pg/kg). Calculou-se, a partir dos
resultados obtidos, a concentracdo de cada réplica, a concentracdo média para cada
nivel de adicdo, o DP e o DPR em condicbes de repetibilidade e de precisdo
intermediaria. O DPRronitz para cada nivel de concentracdo foi calculado utilizando a
equacao de Horwitz. O DPR se manteve abaixo dos 15% como recomendado pela
AOAC 2016.

Tabela 14 - Repetibilidade e preciséo intermediaria obtidas utilizando matriz branca

fortificada.
1 dia (Repetibilidade) 2 dia (Precisao intermediaria)
[ug/L] DPRuorwitz Média Média
DP DPR HORRAT DP DPR HORRAT
Hg/L Ho/L
20 28,83 20,94 2,32 11,08 0,38 18,89 2,75 14,56 0,50
60 24,44 56,68 2,92 5,15 0,21 54,73 3,59 6,56 0,27

100 22,63 91,62 3,14 3,42 0,15 92,97 3,02 3,25 0,14
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No estudo realizado por Azevedo e colaboradores (2013) o DPR para avaliacdo
da precisdo do método de espectrometria de absorcédo atbmica para analise de Sb em
pele de céo variou entre 3-20%, sendo o valor maior do que o encontrado em Nnosso
estudo (3-15%). J& em condi¢des de precisdo intermediaria, como mostrado na Tabela
14, as réplicas de analises apresentaram desvio-padrao relativo menor que o valor de
DPRHoiz € 0S valores de HORRAT também foram inferiores a 1,0. Esses dados
indicam que os resultados de ensaios independentes, repetidos da mesma amostra,
apresentam alto grau de concordancia e atendem aos critérios estabelecidos pelo
INMETRO (DOQ-Cgcre-008).
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5 CONCLUSAO

Pode-se concluir com este trabalho que os lipossomas apresentaram tamanho,
IP e potencial zeta condizentes com a proposta de administracdo IV. A encapsulacao
do TE em lipossomas contribuiu de forma efetiva para diminuicdo da toxicidade
sistémica do TE devido a diminuicdo significativa da toxicidade hepatica e cardiaca.
Estes fatores sugerem que Lip-TE é uma formulagdo promissora para a entrega do

farmaco no tratamento da LV.

Um método para a quantificacdo dos teores de Sb em matriz de coracao de
camundongo foi desenvolvido, otimizado e validado, empregando-se a digestdo com
acido nitrico como estratégia de preparo de amostra e a espectrometria de absorcéo

atdmica em forno de grafite para a quantificagao.
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