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RESUMO

Decorridas vérias décadas de estudos relativos as leishmanioses, ainda ndo existe
tratamento realmente eficaz e atoxico para as diferentes formas clinicas dessa
parasitose. Compostos antimoniais pentavalentes sdo utilizados como primeira
escolha para o tratamento das leishmanioses, incluindo a leishmaniose cutanea (LC),
porém, apresentam fatores que limitam sua utilizac&o, tais como alta toxicidade, baixa
adesdao e a via de administragcdo parenteral. O desenvolvimento de terapias
alternativas, incluindo a identificagcdo de medicamentos eficazes para o tratamento
tépico e/ou oral da LC é desejavel. Neste contexto, a terapia fotodinamica (TFD)
topica associada ao tratamento sistémico é uma alternativa interessante. A TFD se
baseia na ativacdo de uma molécula fotossensibilizante, como a aluminio-cloro-
ftalocianina (AICIFc), a qual produz espécies reativas de oxigénio que induzem a
destruicdo do parasito. Como alternativa para o tratamento oral, o Fexinidazol (Fex),
um nitroimidazol, também vem sendo pesquisado para o tratamento da LC. Todavia,
tanto AICIFc quanto o Fex apresentam limitacdes, entre elas a baixa solubilidade em
agua. Assim este trabalho propde preparar lipossoma contendo AICIFc (Lip-AICIFc) e
sistema auto emulsionavel de liberacdo de farmacos contendo Fex (SEDDS-Fex),
caracterizar quimica e fisico-quimicamente estes sistemas quanto ao tamanho, indice
de polidispersdo, potencial zeta, teor e concentracdo; e avaliar a efichcia no
tratamento da LC em animais infectados com L. (L.) amazonensis ou L. (L.) major.
Foram preparados dois lotes de cada uma das formulacdes: Lip-AICIFc 1 e 2 e
SEDDS-Fex 1 e 2. Como as formulacdes apresentaram caracteristicas fisico-
guimicas adequadas para as vias de administracdo propostas, foram conduzidos os
estudos de efichcia. Camundongos BALB/c foram infectados com L. (L.)
amazonensis, separados em grupos e tratados com: Lip-AlCIFc, SEDDS-Fex,
Glucantime®, combinacao Lip-AlICIFc+SEDDS-Fex, combinacao Lip-
AICIFc+Glucantime® e controle (sem tratamento). Os resultados mostraram que
houve estabilizacdo no tamanho das lesbes dos animais tratados com as
combinacges Lip-AlCIFc+Glucantime® e Lip-AICIFc+SEDDS-Fex, sem reducédo
significativa da carga parasitaria na lesdo. Entretanto, a combinacdo Lip-
AICIFc+SEDDS-Fex foi capaz de reduzir a carga parasitaria no baco. Os animais
infectados com L. (L.) major foram tratados com: Lip-AlCIFc, SEDDS-Fex,

combinacao Lip-AlCIFc+SEDDS-Fex, suspensao-Fex e controle (sem tratamento).



Os resultados mostraram que houve redugcao no tamanho das lesbes dos animais
tratados com a combinacéo Lip-AICIFc+SEDDS-Fex, com reducéo significativa da
carga parasitaria na lesdo e no baco. Assim, os resultados obtidos neste trabalho
apontam que combinacéo Lip-AlCIFc+SEDDS-Fex pode ser promissora para 0O

tratamento da LC causada por L. (L.) amazonensis ou L. (L.) major.

Palavras-chave: leishmaniose cutanea; aluminio-cloro-ftalocianina; lipossomas;

fexinidazol; sistema autoemulsionavel de liberacéo de farmacos.



ABSTRACT

After several decades of studies on leishmaniasis, there is still no really effective and
non-toxic treatment for the different clinical forms of this parasitosis. Pentavalent
antimonial compounds are used as the first choice for the treatment of leishmaniasis,
including cutaneous leishmaniasis (CL), however, they have factors that limit their use,
such as high toxicity, low adherence and the route of parenteral administration. The
development of alternative therapies, including the identification of effective drugs for
the topical and/or oral treatment of CL, is desirable. In this context, topical
photodynamic therapy (PDT) associated with systemic treatment is an interesting
alternative. PDT is based on the activation of a photosensitizing molecule, such as
chloro-aluminum-phthalocyanine (AICIFc), which produces reactive oxygen species
that induce the destruction of the parasite. As an alternative to oral treatment,
Fexinidazole (Fex), a nitroimidazole, has also been researched for the treatment of CL.
However, both AICIFc and Fex have limitations, including low water solubility. Thus,
this work proposes to prepare liposome containing AICIFc (Lip-AICIFc) and self-
emulsifying drug delivery systems containing Fex (SEDDS-Fex), to characterize
chemically and physicochemically these systems regarding size, polydispersion index,
zeta potential, content and concentration; and evaluate the efficacy in the treatment of
CL in animals infected with L. (L.) amazonensis or L. (L.) major. Two batches of each
of the formulations were prepared: Lip-AICIFc 1, and 2 and SEDDS-Fex 1 and 2. As
the formulations presented adequate characteristics for the proposed routes of
administration, efficacy studies were carried. BALB/c mice were infected with L. (L.)
amazonensis, separated into groups and treated with: Lip-AICIFc, SEDDS-Fex,
Glucantime®, Lip-AlCIFc+SEDDS-Fex combination, Lip-AlCIFc+Glucantime®
combination and control (no treatment). The results showed that there was stabilization
in the size of the lesions of animals treated with the combinations of Lip-
AICIFc+Glucantime® and Lip-AlCIFc+SEDDS-Fex, without a significant reduction in
the parasite load on the lesion. However, the combination Lip-AlCIFc+SEDDS-Fex was
able to reduce the parasite load in the spleen. Animals infected with L. (L.) major were
treated with: Lip-AICIFc, SEDDS-Fex, Lip-AlCIFc+SEDDS-Fex combination,
suspension-Fex and control (no treatment). The results showed that there was a
reduction in the size of the lesions in animals treated with the combination of Lip-

AICIFc+SEDDS-Fex, with significant reduction in the parasite load in the lesion and



spleen. Thus, the results obtained in this work indicate that the Lip-AlCIFc+SEDDS-

Fex combination may be promising for the treatment of CL caused by L. (L.)

amazonensis or L. (L.) major.

Keywords: cutaneous leishmaniasis; chloro-aluminum-phthalocyanine; liposomes;
fexinidazole; self emulsifying drug delivery systems.
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1 INTRODUCAO

As leishmanioses sao antropozoonoses, consideradas um problema de saude publica
e representam um complexo de doencas com importante espectro clinico e
diversidade epidemioldgica. Estima-se que 350 milhdes de pessoas estejam
suscetiveis a infecgcdo. Nas Américas, as leishmanioses estdo presentes em 18
paises, sendo mais comum a leishmaniose tegumentar (LT) na sua forma clinica

cutanea (BRASIL, 2021).

Atualmente, o Ministério da Saude preconiza a utilizagdo de antimonial pentavalente,
como de primeira escolha para o tratamento das leishmanioses. Apesar de eficaz, na
maioria dos casos 0s antimoniais estdo associados a consideravel toxicidade
cardiaca, hepéatica e renal. Por essa razéo, quando ha impedimento na utilizacao dos
antimoniais, outros farmacos podem ser utilizados como tratamento alternativo, sendo
0s mais usados a anfotericina B e pentamidina. No entanto, todos os medicamentos
empregados no tratamento das leishmanioses possuem limitacdes, tais como: custo
elevado, dificuldade de administracdo, toxicidade ou ainda o desenvolvimento de
possivel resisténcia, o que representa grande obsticulo para o sucesso da terapia
(SILVA, F.C.; ALVES, C. R, 2014).

Em face dessas limitagBes, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estimula o
desenvolvimento de novas alternativas de tratamento com intuito de melhorar a
gualidade de vida das pessoas afetadas (OMS, 2021). Nesse contexto, a terapia
fotodindmica (TFD) pode ser uma técnica promissora no tratamento da LT devido a
sua baixa toxicidade, menores custos e melhor ades&o dos pacientes ao tratamento
(OLIVEIRA, S. et al., 2017).

A aluminio-cloro-ftalocianina (AICIFc) tem sido investigada como fotossensiblizador
(FS) para tratar leishmaniose devido as suas caracteristicas fotofisicas adequadas
para aplicacdo da TFD (ANNUNZIO et al., 2019). Entretanto, a AICIFc apresenta baixa
solubilidade em &gua e tende a se autoagregar, o que reduz a sua capacidade de
producédo de oxigénio singlete ou espécies reativas de oxigénio (NUNES et al., 2004).
O desempenho do FS como substancia bioativa leishmanicida para aplicacdo topica
pode ser melhorado se for utilizado um nanocarreador. Os lipossomas séo sistemas

nanometricos adequados para a veiculacdo de substancias bioativas, que podem
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modular sua penetracdo pela epiderme e derme, assim como sua absorc¢éo sistémica
(FREZARD et al., 2005; MONTANARI et al., 2010).

Outra alternativa pesquisa é o Fexinidazol (Fex) que foi redescoberto pela Iniciativa
de Medicamentos para Doencas Negligenciadas (DNDi) por meio de revisédo
sistematica de moléculas ativas contra protozoarios. No entanto, o Fex apresenta
também baixa solubilidade em agua o que pode ser um fator limitante para sua
absorcao oral. Por essa razéo, o Sistema autoemulsionavel de liberacdo de farmacos
(SEDDS) é uma alternativa interessante para veiculagdo do Fex, pois estes sistemas
apresentam facil producéo, quando comparado a outros nanossistemas, nao utilizam
solventes téxicos e, principalmente, aumentam a biodisponibilidade oral de
substancias bioativas (DE MORAIS-TEIXEIRA; RABELLO; AGUIAR, 2019;
DAMASIO, 2021).

Embora a busca de um simples composto, efetivo contra todas as espécies de
Leishmania e as formas clinicas da doenca, seja considerada por alguns autores uma
utopia, o desenvolvimento de uma nova formulacao totalmente efetiva, ou ainda sua
associacdo com farmacos ja existentes, € altamente relevante. A utilizacdo de
compostos combinados, visando, preferencialmente, diferentes alvos de atuacéo e
mecanismos de defesa, tem sido incentivada de modo a aperfei¢coar a capacidade dos
compostos por meio de efeito sinérgico ou aditivo, prevenindo o aparecimento de
resisténcia ao farmaco, diminuindo as doses requeridas, reduzindo os efeitos
colaterais, a alta toxicidade e o custo do tratamento ou, ainda, aumentando o0 espectro
de atividade (SOARES; LEON, 2014).

Diante do exposto, 0 objetivo deste trabalho foi preparar, caracterizar e avaliar a
eficacia da administracéo tépica de lipossomas contendo aluminio cloro ftalocianina
em combinacdo com SEDDS-Fex ou Glucantime® para tratamento da leishmaniose

cutanea experimental causada por diferentes espécies de Leishmania spp.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Doencas negligenciadas

As doencas tropicais negligenciadas sdo um grupo diversificado de doencas
transmissiveis que prevalecem em condi¢cBes tropicais e subtropicais em 149 paises,
afetam mais de um bilhdo de pessoas e custam bilhdes de ddlares as economias em
desenvolvimento todos os anos. As populagdes que vivem em situacao de pobreza,
sem saneamento adequado e em contato préximo com vetores infecciosos, animais
domeésticos e gado séo as mais afetadas (OPAS, 2019). As doencas negligenciadas
podem manter pacientes acamados e improdutivos por semanas Ou meses,
perpetuando a pobreza. Apesar dos significativos progressos da medicina nos ultimos
50 anos, as populagbes vulneraveis ainda sofrem com a falta de tratamentos
adequados disponiveis, sendo que as leishmanioses se enquadram nesta situacao
(DND;i, 2021).

2.1.1 Leishmanioses

Atualmente, mais de 1 bilhdo de pessoas vivem em areas endémicas para as
leishmanioses e estéo sob risco de infeccédo. Estima-se que 700.000 a 1 milhdo de
novos casos ocorram anualmente em todo o mundo. Segundo a OMS, as
leishmanioses sdo um grupo de doengas causadas por protozoarios de mais de 20
espécies do género Leishmania que pertence a ordem Kinetoplastida, a familia
Trypanosomatidae e apresentam ciclo de desenvolvimento heteroxeno, ou seja, um
hospedeiro invertebrado e outro hospedeiro vertebrado (NEVES, 2016; OMS, 2021).

As Leishmanias sdo transmitidas quando a fémea infectada do flebotomineo inocula
0 protozoério em um hospedeiro sem infeccdo, enquanto se alimenta de seu sangue.
Tais hospedeiros, além do homem, podem ser varios mamiferos silvestres (como a
preguica, o gamba, roedores, canideos) e domésticos (cdo, cavalo etc.)

(FIOCRUZ,2021). A Figura 1 apresenta o ciclo bioldgico da Leishmania.
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Figura 1 - Ciclo bioldégico da Leishmania spp
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No ciclo de vida do parasito, ao picar um mamifero infectado, o vetor ingere,
juntamente com o sangue, células contendo formas amastigotas. Essas formas séo
conduzidas a porcao anterior do trato digestivo do invertebrado, onde se transformam
em promastigotas prociclicos. As formas promastigotas migram, entéo, para o epitélio
do tubo digestivo, onde se multiplicam por divisdo binaria e se aderem pela regiao do
flagelo. Apds a multiplicacdo, os parasitos migram para a porcdo anterior do trato
digestivo, até a valvula estomodeal do inseto, onde se diferenciam em promastigotas
metaciclicos, forma altamente infectante. Em seguida, essas formas se direcionam a
proboscide e sao regurgitadas, sendo transmitidas a um novo hospedeiro vertebrado,
como o homem, durante a picada. O parasito pode ser fagocitado por diversas células
humanas, infectando-as: os neutréfilos, primeiramente; células dendriticas; e,
principalmente, os macrofagos. No interior do vacuolo parasitéforo, as promastigotas
metaciclicas se diferenciam em amastigotas que, por sua vez, se multiplicam por
divisdo binaria. A multiplicacdo intensa ocasiona o rompimento da membrana do
macrofago, liberando os amastigotas que, entdo, se disseminam pelos sistemas

circulatério e linfatico e infectam novos mondcitos e macrofagos do sistema fagocitario
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mononuclear (SFM) (CHAPPUIS et al.,, 2007; MATLASHEWSKI, 2001; KAYE,
SCOTT, 2011).

O curso da infeccédo é definido por uma série de fatores relacionados ao parasito
como: espécie, cepa, forma evolutiva e indculo inicial, e também ao hospedeiro. A
localizacdo do parasito nas células do SFM, associada a resposta imune estimulada
pela presenca do antigeno parasitario, produzem uma reacdo inflamatéria com
predominancia celular (processo inflamatério cronico do tipo granulomatoso). A
interacdo entre a multiplicacdo parasitaria e a resposta imune do hospedeiro podera
produzir infeccdo mais ou menos grave e, na dependéncia da espécie do parasito
envolvida, podem acometer 6rgdos viscerais - Leishmania Visceral (LV) ou surgir
lesBes teciduais acometendo o tecido cutaneo e/ou mucosa - Leishmania Tegumentar
(LT) (SILVA et al., 2014).

2.1.2 Leishmaniose Tegumentar (LT)

No Brasil, a LT é uma das afec¢des dermatoldgicas que requerem mais atencao,
devido a sua magnitude, assim como pelo risco de ocorréncia de deformidades que
podem ocasionar no ser humano, e também pelo envolvimento psicolégico, com

reflexos no campo social, psicolégico e econémico (BRASIL, 2017).

Em 2019 foram confirmados 15.484 casos novos de LT no Brasil, com coeficiente de
deteccdo de 7,37 casos a cada 100 mil habitantes, uma vez que o coeficiente de
deteccdo de novos casos € o calculo da incidéncia real de casos e da agilidade
diagnéstica dos servicos de saude. A LT acomete principalmente os adultos jovens,
na faixa etaria de 20 a 49 anos (54,9%), do sexo masculino (75,2%). Do total de casos
notificados em 2019, 67,1% evoluiram para cura clinica, enquanto 1,9% abandonaram
o tratamento. Em 5,3% foi detectada a presenca da forma mucosa e 19 6bitos por LT.
Por conseguinte, conhecer a porcentagem de cura € um indicador importante, pois
esta relacionado com o diagnéstico, acompanhamento adequado dos pacientes, e
ainda permite avaliar o controle da LT e reducéo das formas graves e deformidades
(BRASIL, 2018; BRASIL, 2021).

Apesar da ampla variedade de formas clinicas encontrada em pacientes com LT,
variando de uma lesé&o autorresolutiva a lesdes desfigurantes, esta pode ser
classificada em quatro formas clinicas principais: leishmaniose cutanea localizada

(LCL) caracterizada por uma papula eritematosa que evolui para uma Ulcera
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geralmente indolor, que aparece no local da picada do vetor; disseminada (LD),
caracterizada pelo aparecimento de mudltiplas lesdes papulares e de aparéncia
acneiforme que acometem varios segmentos corporais, envolvendo com frequéncia a
face e o tronco; mucosa (LM), que é uma lesé@o secundaria que atinge principalmente
a orofaringe, com comprometimento do septo cartilaginoso e demais areas
associadas; e a forma clinica difusa (LCD), que inicia de maneira insidiosa, com lesdo
Unica e ma resposta ao tratamento, evoluindo de forma lenta com formacé&o de placas
e multiplas nodula¢cdes ndo ulceradas recobrindo grandes extensdes cutaneas
(NEVES, 2016; VASCONCELOS et al., 2018).

No Velho Mundo, a leishmaniose cutanea é frequentemente causada pela Leishmania
(Leishmania) major. No Novo Mundo, as principais espécies sdo Leishmania
(Leishmania) amazonensis, Leishmania (Viannia) guyanensis e Leishmania (Viannia)
braziliensis (NEVES, 2016). Nesse sentido, as caracteristicas da LT presente em cada

espécie sédo:

L. (L.) major: provoca a formacdo de uUlceras indolores, como nas outras formas,
guando as lesdes ndo se complicam. As lesdes evoluem rapidamente para uma Ulcera

Uumida, e com frequéncia sdo multiplas (NEVES, 2016).

L. (L.) amazonensis: apresenta Ulceras cutaneas localizadas e, ocasionalmente,

alguns individuos podem desenvolver o quadro classico da LCD (BRASIL, 2017).

L. (V.) guyanensis: causa predominantemente lesdes ulceradas cutaneas unicas ou
multiplas, sendo que as lesBes multiplas sdo consequéncias de picadas simultaneas
de varios fleb6tomos infectados ou metéstases linfaticas secundarias. E muito raro o

comprometimento mucoso por esta espécie (BRASIL, 2017).

L. (V.) braziliensis: é caracterizada por Ulcera cutanea, Unica ou multipla, cuja principal
complicacdo é a metastase, por via hematogénica, para as mucosas da nasofaringe,

com destruicédo desses tecidos, forma mucosa da doenca (BRASIL, 2017).
2.2 Tratamento dalLT

O tratamento da LT deve ser indicado de acordo com a manifestagéo clinica, com o
apoio do diagnéstico laboratorial e obedecendo aos critérios estabelecidos para cada
situacdo, cujo objetivo é a cicatrizacéo das lesGes cutaneas, assim como a prevencao

de acometimento das mucosas. No Brasil, o farmaco de primeira escolha para o
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tratamento da LTA é o antimoniato de N-metil-glucamina (AM) (Glucantime®),
recomendado pelo Ministério da Salde, na dose de 10 mg-20 mg Sb®*kg/dia durante
vinte dias consecutivos, administrado pelas vias endovenosa ou intramuscular para
LC e 20 mgSb®*/kg/dia durante trinta dias consecutivos para a LM (BRASIL, 2019).
Conforme o Manual de Vigilancia da Leishmaniose Tegumentar (2017) existe a
possibilidade do tratamento com AM por via intralesional, entretanto, a recomendacéao

possui varias ressalvas quanto a forma clinica, nimero e tamanho das lesdes.

O mecanismo de acdo dos antimoniais ainda nao é totalmente esclarecido. Sugere-
se gue o antimdnio pentavalente (Sb°*) seja um pré-farmaco, que é convertido em
antimoénio trivalente (Sb3"), apds sua administragdo. Entretanto, o mecanismo
(enzimético ou ndo enzimatico) e o sitio (macrofago ou parasito) da reducéo ainda ndo
foram determinados (ROBERTS et al., 1998; SERENO et al., 1998; OUELLETTE et
al., 2004). O AM é considerado eficaz, entretanto, possui alta toxicidade, podendo
trazer impactos negativos para o paciente. Os efeitos adversos mais frequentes do
tratamento com AM sado: dores musculoesqueléticas, alteragbes gastrointestinais e
cefaleia de leve a moderada, alteracdes eletrocardiograficas, como prolongamento do
intervalo QT, alteracdo de repolarizacdo ventricular, alteracdes isquémicas, e
laboratoriais, aumento leve a moderado das enzimas pancredticas e hepaticas
(VASCONCELOS et al., 2018). Outros tratamentos indicados em caso de resposta
ndo satisfatéria, debilidade do paciente, idosos, gestantes e/ou presenca de
comorbidades sdo a anfotericina B, anfotericina B lipossomal e as pentamidinas
(BRASIL, 2017).

A anfotericina B (AB) é antifungico poliénico que interage com o ergosterol da
membrana celular, formando poros que alteram a permeabilidade celular e o balanco
idnico, causando morte celular. A formulacdo convencional de AB, comercializada no
Brasil € o Anforicin B® (Cristalia, Brasil). Nessa formulacéo, o sal biliar desoxicolato de
sédio é utilizado para solubilizar a AB, formando um complexo micelar em solucgéo.
Seu uso é limitado pelos efeitos adversos, como anafilaxia, trombocitopenia, dor
generalizada, convulsdes, calafrio, febre, flebite, anemia, anorexia, diminuigdo da
funcao tubular renal e hipocalcemia em um terco dos doentes. Com a finalidade de
minimizar estes efeitos ocasionados pela AB, a industria farmacéutica desenvolveu
formulacdes lipidicas, dessas destaca-se o AmBisome® uma formulacéo lipossomal

de AB, formada por vesiculas unilamelares pequenas, constituidas de fosfatidilcolina
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hidrogenada de soja (HSPC), colesterol, diestearoilfosfatidilglicerol (DSPG) e AB na
razdo molar de 2:1:0,8:0,4 (ARRUDA et al., 2016; FILIPPIN; SOUZA, 2006).

Algumas vantagens da formulacdo lipossomal sdo a menor toxicidade, melhor
direcionamento do alvo farmacoldgico e reducdo do tempo de internacéo (FILIPPIN;
SOUZA, 2006). No entanto, a via de administragdo continua sendo intravenosa cujas
desvantagens sdo o desconforto do paciente, risco de embolia e em caso de dose
excessiva ndo € possivel retardar a biodisponibilidade do farmaco (KATZUNG;
MASTERS; TREVOR, 2017), além de néo ser estabelecida a seguranca em gestantes
e lactantes (BRASIL, 2017).

Em adicdo, a pentamidina € um derivado sintético da amidina, eficaz contra grande
ndamero de protozodrios patogénicos, incluindo espécies de Leishmania. A descoberta
da atividade antiprotozodria das diamidinas foi consequente a procura por compostos
hipoglicemiantes que pudessem comprometer o metabolismo energético dos
parasitos. Atualmente, € comercializada para uso humano apenas sob a forma
liofilizada de isotionato de pentamidina. O possivel mecanismo de acdo da
pentamidina seria por inibicdo de diferentes processos celulares, ainda n&o totalmente
elucidados. Todavia, resisténcia a pentamidina tem sido descrita em tripanossomas e
leishmanias (NEVES et al, 2016).

Recentemente, a miltefosina foi incoporada ao esquema terapéutico da LT por meio
da portaria n° 56, de 30 de outubro de 2018 (BRASIL, 2018a), sendo um medicamento
de uso oral. Porém, segundo a DNDi (2021a) existe relatos de uma queda de eficacia
da monoterapia na Asia, provavelmente associada a subexposicdo para criangas e
também foi relatado esse fato na Africa. O tratamento € realizado com doses de 2,5
mg/kg/dia, administradas 2 a 3 vezes por dia, até o limite de 150 mg/dia (3
capsulas/dia), durante 28 dias. As reac¢des adversas mais comuns estao relacionadas
ao trato gastrointestinal, tais como: o nauseas, vomitos, dor abdominal e diarreia.
Entretanto, a miltefosina é teratogénica, necessitando cautela ao ser prescrita para
mulheres em idade fértil (BRASIL, 2018b; BRASIL, 2020; BRASIL, 2020a)

Portanto, os tratamentos disponiveis atualmente apresentam uma série de limitacdes
como alto custo, administracdo parenteral e alta toxicidade, associadas a muitos
outros efeitos adversos indesejaveis (RIBEIRO et al.,, 2016). Dessa forma, o

desenvolvimento de terapias alternativas, incluindo a identificagdo de medicamentos
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eficazes para o tratamento topico e/ou oral da LT é uma proposta altamente atrativa
gue diminuiria a toxicidade, reduziria os efeitos adversos, diminuiria o custo do

tratamento e melhoraria a qualidade de vida dos pacientes (LOPES et al., 2019).
2.3 Terapia Fotodinamica

Como ja relatado, diante dos graves efeitos adversos e limitagcdes dos tratamentos
atualmente disponiveis, outras alternativas estdo sendo estudadas para o tratamento

da LT, dentre elas o tratamento tépico com terapia fotodinaAmica (TFD).

A TFD foi desenvolvida no final dos anos 1970 e tem sido amplamente utilizada em
diferentes especialidades incluindo a dermatologia, urologia, otorrinolaringologia e
oftalmologia. Esta modalidade de tratamento baseia-se na fotoativacdo de moléculas
de fotossensibilizador (FS), quando irradiadas pela luz em um comprimento de onda
especifico. Uma vez que o FS é ativado pela luz, pode gerar espécies reativas de
oxigénio que induzem a destruigdo dos parasitos. Portanto, o FS € um elemento critico
no processo de TFD (KONAN et al., 2002; AKILOV et al. 2007; OSPINA et al., 2014).

A interacdo de luz monocromatica com o farmaco fotossensibilizador induz uma série
de processos. ApGs a absorcédo da luz, o FS, inicialmente em estado fundamental
(FSY), é ativado para um estado excitado de vida curta (*FS*) que pode se converter
em um estado de tripleto de vida longa (3FS*) (Figura 2). O principal papel do estado
singleto no processo de fotossensibilizagdo é agir como um precursor do estado
tripleto. O estado tripleto € o estado fotoativo, que pode gerar espécies citotoxicas
passando por duas reacdes principais. As reacdes do tipo | podem produzir radicais
livres ou ions superéxidos resultantes da transferéncia de hidrogénio ou elétron. J4 as
reacdes do tipo Il envolvem interacdo entre o oxigénio e o estado tripleto do FS para
mediar a formac&o de oxigénio singlete, que geralmente acredita-se ser a principal
espécie citotéxica em TFD (KONAN et al., 2002).
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Figura 2 - Mecanismo de citotoxicidade da TFD
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Fonte: Adaptado de KONAN et al., 2002. O FS quando estimulado por um comprimento de onda
especifico desencadeia a producdo de espécies reativas de oxigénio ou radicais livres que causam

citotoxicidade.

Os FS subdividem-se, basicamente, em primeira e segunda geracdo. Os FS de
primeira geracdo, representados principalmente por uma mistura de porfirinas
(Photofrin), apresentaram algumas limitagdes na aplicagéo clinica resultantes de baixa
pureza quimica de hipersensibilidade da pele & luz ap6s aplicacdo da TFD vérias
semanas devido a meia-vida longa e seu alto acumulo na pele. As desvantagens dos
FS de primeira geracdo levaram a necessidade de investigar novos compostos e
iniciaram o desenvolvimento dos FS de segunda geracdo. Atualmente, o grupo dos
FS de segunda geracao inclui derivados de hematoporfirina e FS sintéticos tais como:
acido 5-aminolevulinico e as ftalocianinas. Os FS de segunda geracdo sao
caracterizados por uma maior pureza quimica, maior rendimento de formacédo de
oxigénio singlete e maior penetracéo nos tecidos localizados profundamente devido a
sua absorcdo maxima na faixa de comprimento de onda de 650-800 nm. A principal
desvantagem do FS de segunda geracdo é sua baixa solubilidade em &gua
(KWIATKOWSKI et al., 2018). A Tabela 1 apresenta alguns estudos realizados

utilizando fototerapia para o tratamento da leishmaniose.
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Tabela 1 - Descri¢cao dos estudos que utilizaram porfirinas, ftalocianinas e

clorinas no tratamento da leishmaniose cutanea

Autor e ano Tipo de Espécie Leishmania FS* Familia
estudo quimica
In vitro e L. (L.) major ALA Porfirina
Kosaka et al., o
in vivo
2007
Clinico L. (L.) major ALA Porfirina
Evangelou et
al., 2011
Mateus et al., In vitro L. (V.) panamensis ou L. ALA Porfirina
2014 infantum
Silva et al., In vitro L. (L.) amazonensis e L. Tetrassulfonato de Ftalocianina
2015 (V.) braziliensis zinco ftalocianina
Pinto et al., In vitro L. (L.) majore L. (V.) Clorina Clorina
2016 braziliensis
Ribeiro et al., In vivo L. (L.) amazonensis Aluminio cloro Ftalocianina
2016 ftalocianina
Viana et al., In vitro e L. (L.) amazonensis ALA Porfirina
2018 .
in vivo
Lopes et al., In vivo L. (L.) amazonensis AICIFc Ftalocianina
2019
Ribeiro et In vivo L. (L.) amazonensis AICIFc Ftalocianina
al.,2019

*ES = fotossensibilizadores, ALA = do inglés 5-aminolevulinic acid (acido 5-aminolevulinico).

Fonte: adaptada Annunzio et al., 2019. Relacdo dos estudos, no periodo entre 2007 a 2019, feitos em

diferentes espécies causadoras de LC com fotossensiblizadores.
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2.3.1 Aluminio—cloro-ftalocianina

As Ftalocianinas apresentam uma variedade de ions metélicos em sua estrutura
guimica, que sado de fato responsaveis pela particular propriedade de cada molécula.
Aluminio (I1) e zinco (Il) sdo dois metais usados para aumentar a fototoxicidade das
ftalocianinas. Além disso, uma vantagem extra dos corantes a base de ftalocianina é
que eles podem ser seletivamente acumulados e eliminados muito mais de forma
eficiente para fora do tecido-alvo, com quase nenhuma fluorescéncia observada nas
células 24 h apos a administracdo do medicamento. As ftalocianinas absorvem luz
entre 630 e 700 nm, fornecem penetracdo maxima no tecido e alta eficiéncia como
agente FS. As propriedades favoraveis das ftalocianinas para serem utilizadas na TFD
sdo dependentes do ion metal presente em sua estrutura molecular (Figura 3)
(PORTILHO et al., 2013). A AICIFc é guimicamente estavel e exibe propriedades
fotofisicas adequadas (como alto rendimento quéntico de tripleto e longa vida util de
tripleto) para procedimentos médicos. Embora possua alto peso molecular, sua
natureza hidrofébica permite facilmente a interacdo com camadas lipidicas
(HERNANDEZ et al., 2012).

Figura 3 - Férmula estrutural da AICIFc
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Fonte:Sigma Aldrich,2021.

No entanto, AICIFc é uma substancia hidrofébica propensa a autoagregacéao. O desvio
do comportamento linear de Lambert-Beer para essa substancia bioativa em solucéo,
causado pela formacédo de dimeros, € normalmente mais pronunciado em agua do
gue em solventes organicos. Os dimeros sdo considerados inativos ou muito mais
ineficientes do que os monémeros como FS. A agregacao reduz a capacidade de
sensibilizacdo da ALCIFc nas reaces de transferéncia de elétrons e na fotoproducéo
de O2 (NUNES; SGUILLA; TEDESCO, 2004). Assim, o uso de nanocarreadores em
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associagdo com FS minimiza este problema, como também pode aumentar seu
acumulo no local da aplicacdo (ROCHA et al, 2019). Entre os sistemas
nanocarreadores disponiveis, os lipossomas parecem ser 0s mais indicados, pois
apresentam elevada biocompatilidade, sdo biodegradaveis e apresentam bom
direcionamento para o tecido alvo. Portanto, quando o alvo é o SFM, esse
nanossistema possui maior retencdo no baco e figado, além de atingir o sistema
linfatico (MONTEIRO et al., 2014; SANTOS et al., 2020).

Nesi-Reis e colaboradores (2018) apresentaram os efeitos fototoxicos da AICIFc
contra formas promastigotas e amastigotas de L. (L.) amazonesis in vitro, mostrando
a possibilidade do uso da TFD com AICIFc no tratamento da LT. Hernandez e
colaboradores (2012), avaliaram a atividade da AICIFc em solugéo e encapsulada em
lipossomas como FS para reduzir a viabilidade celular e inibir o crescimento in vitro
de L. panamensis e L. chagasi, mostrando que a forma lipossomal foi dez vezes mais
ativa. Estudos conduzidos in vivo por Ribeiro e colaborados (2016), assim como, por
Lopes e colaboradores (2019) mostraram o potencial da ALCIFc veiculada em

lipossomas no tratamento tépico de animais infectados com L. (L.) amazonensis.

Em resumo, a AICIFc aplicada em conjunto com os procedimentos de TFD pode ser
realizada em um ambiente ambulatorial e, em alguns casos, sem hospitalizacdo. Do
ponto de vista da saude coletiva, tem despertado grande interesse também pelos seus
menores custos operacionais quando comparados aos tratamentos tradicionais
(RIBEIRO et al., 2016).

2.3.2 Lipossomas

O desempenho de um FS como um farmaco antileishmania para aplicacédo topica
pode ser melhorada se usado um carreador adequado bem como pode alterar a forma
de sua internalizacdo pelos macréfagos infectados. Os lipossomas sdo vesiculas
coloidais que variam em tamanho de 50 a 1000 nm de diametro, sdo constituidos por
fosfolipidios biocompativeis e biodegradaveis, e apresentam a potencialidade de
carrear substancias bioativas hidrofilicas, hidrofébicas e anfifilicas (Figura 4) como
veiculos de entrega de alguns medicamentos antileishmania, ja disponiveis no
mercado (HERNANDEZ et al., 2012).

As propriedades dos lipossomas séo altamente versateis, cujo tamanho, lamelaridade,

carga superficial , composicéao lipidica, volume e composi¢cdo do meio aquoso interno
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podem ser manipulados em fung¢do dos requisitos farmacéuticos e farmacolédgicos
(FREZARD et al., 2005; AKBARZADEH et al., 2013).

Figura 4 - Caracteristicas estruturais dos lipossomas
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Dentre os fosfolipidios utilizados no preparo dos lipossomas, pode-se destacar 0s
glicerofosfolipidios, os quais podem ser de origem natural ou sintética. A
fosfatidilcolina (FC) é um fosfolipidio de origem natural constituida por uma
extremidade polar formada por um grupo colina e um grupo fosfato ligado a porcéo
hidrofobica que é composta por duas longas cadeias acilicas de 16 a 22 carbonos
ligadas as hidroxilas do glicerol mediante a formacao de ligacbes éster ésteres com o
glicerol (Figura 5). As cadeias acilicas podem conter uma ou mais insaturagdes.
Devido a estrutura polar-apolar, ou seja, anfifilica, essas moléculas tendem a se auto-
organizar em bicamadas. A FC tem sido purificada a partir de fontes naturais
abundantes, como a gema de ovo e sdo denominadas fosfatidilcolina de ovo ou em
inglés egg phosphatidylcoline (EPC) (MERTINS et al., 2008)
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Figura 5 - Férmula estrutural da fosfatidilcolina (FC)
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Os métodos convencionais de fabricacdo de lipossomas envolvem quatro etapas:
dissolugdo dos lipidios em solvente orgéanico, eliminacdo do solvente organico,
dispersdo dos lipidios em meio aquoso, purificacdo dos lipossomas resultantes e
caracterizacdo quimica e fisico-quimica da dispersao de lipossomas do final produto
(MOZAFARI, 2005). Usualmente, utiliza-se 0 método de preparo denominado “método
de Bangham” ou também chamado de “hidratagao do fiime”. O preparo consiste no
uso de solventes organicos volateis, tais como cloroférmio, éter ou etanol, para
solubilizar os lipidios. De maneira que os lipidios sdo depositados como uma pelicula
fina na parede do baldo de fundo redondo, a medida que o solvente € evaporado por
técnica de evaporacao sob pressao reduzida (AKBARZADEH et al., 2013).

Em seguida, uma solucdo aquosa € adicionada aos lipidios aderidos na parede do
baldo, permitindo sua hidratagdo sob agitacéo vigorosa, resultando na formacao de
lipossomas multilamelares (MLV) (Figura 6) (MONTEIRO et al., 2014). A
encapsulacdo da substancia bioativa hidrofébica ou hidrofilica ocorre mediante sua
solubilizacdo no solvente organico junto com os lipides ou na solu¢cdo aquosa,
respectivamente. (BATISTA; CARVALHO; MAGALHAES, 2007). Os lipossomas MLV
podem ser calibrados para obtencdo de uma disperséo de lipossomas de tamanho e
distribuicdo homogéneos por meio da técnica de extrusdo, a qual consiste na
passagem da formulacdo através de membranas de policarbonato com diferentes
porosidades. (BATISTA; CARVALHO; MAGALHAES, 2007).



33

Figura 6 - Método de preparacdo dos lipossomas pelo método Bangham
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Filme lipidico MLVs

Diante do exposto e conforme estudos anteriores, a incorporagao do agente fotoativo
em membranas bioldgicas parece ser fortemente melhorada quando a composicéo
lipidica do carreador lipossomal mimetiza a composicao lipidica da membrana,
melhorando assim a seletividade da substéncia bioativa e a eficiéncia da TFD. A
solubilizacdo do sensibilizador na bicamada lipidica também fornece um meio
alternativo de controlar a liberacéo das substancias bioativas inseridas nos lipossomas
(CHEN et al., 2005).

2.4  Fexinidazol (Fex)

Outra proposta interessante para o tratamento da LT seria um farmaco administrado
por via oral. O Fex foi sintetizado pela primeira vez pela Hoechst em 1978 sendo
redescoberto pela DNDi ap0s extensa triagem por meio de empresas farmacéuticas e
bancos de dados publicados. Subsequente, foi avaliado no tratamento para
tricomonas, Entamoeba histolytica, Trypanosoma cruzi e Trypanosoma brucei
(DEEKS et al., 2019).

O Fex é um derivado nitroimidazol (Figura 7), com forma molecular C12H13N303S,
massa molecular 279,31g/mol e apresenta baixa solubilidade em agua (48,27 mg/L)
(REPOSITORY, 2015). Em todas as espécies de animais investigadas, o Fex foi

rapidamente metabolizado por oxidacéo, resultando na formacéo de dois metabdlitos
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farmacologicamente ativos o sulféxido e a sulfona de Fex (Figura 7), que parecem ser
0s principais responsaveis pela atividade antiparasitaria. Nenhum estudo formal foi
realizado para determinar o modo de acao do Fex, mas € provavel que o composto
atue de forma semelhante a outros farmacos 5-nitroimidazol(WYLLIE et al., 2012;
TORREELE et al., 2012).

Figura 7 - Fexinidazol e seus metabdlitos primérios
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Ao longo dos anos, o Fex foi submetido a extensos estudos de toxicologia regulatoria,
incluindo farmacologia de seguranca (respiratoria, cardiovascular e comportamento
geral) e estudos de toxicocinética de dose repetida em ratos e caes. No geral, o Fex
foi considerado bem tolerado, sem toxicidade especifica. Durante os anos de 2010-
2011, a DNDi realizou dois ensaios clinicos de Fase | para avaliar a seguranca e a
farmacocinética do Fex em voluntarios humanos sendo administrados doses Unicas e
multiplas (BAHIA et al., 2012).
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O Fex, assim como seus metabolitos sulféxido e sulfona, tiveram a atividade in vitro
avaliada em macrofagos murinos infectados com L. donovani, sendo demonstrada a
atividade terapéutica de todas essas formas moleculares. Estudo conduzido em
camundongos infectados com L. donovani mostrou a atividade leishmanicida do Fex
apos sua administracao por via oral por cinco dias consecutivos. Nesse estudo, a dose
de 200mg/Kg/dia levou a uma reducdo de 98,4% da carga parasitaria no figado
(WYLLIE et al., 2012).

A atividade do Fex em suspensdo também foi investigada contra as principais
espécies causadoras de LV e LT do Novo Mundo. Este estudo in vivo mostrou a
eficacia do Fex oral contra L. (L.) amazonensis, L. (V.) braziliensis, L. (V.) guyanensis
e L. (L.) infantum chagasi, quando administrado em altas doses (200 e 300mg/kg/dia),
mostrando o potencial do Fex para terapia oral das leishmanioses causadas por
espécies de importancia epidemiolégica nas Américas (DE MORAIS-TEIXEIRA;
RABELLO; AGUIAR, 2019).

2.4.1 Sistema autoemulsionéavel de liberac&o de farmacos (SEDDS)

A administracao oral de farmacos hidrofobicos apresenta um grande desafio devido a
baixa solubilidade aquosa de tais compostos. O SEDDS é uma mistura isotrépica de
Oleos, surfactantes, solventes e cosolventes/cosurfactantes, que pode ser usado
como alternativa de formulacdo a fim de melhorar a absor¢cdo oral de farmacos
altamente lipofilicos. Assim, o SEDDS pode ser administrado por via oral em capsulas
de gelatina mole ou dura e formar emulses finas de 6leo em agua (o/a) relativamente
estaveis apos diluicdo aquosa devido a agitacdo suave dos fluidos gastrointestinais
(PATEL et al., 2011).

Em decorréncia disso, a eficiéncia da absorcéo oral do farmaco veiculado no SEDDS
depende de muitos parametros relacionados a formulagdo, como concentracdo de
surfactante, razdo Oleo/surfactante, polaridade da emulsao, tamanho da gota e carga,
todos os quais, em esséncia, determinam a autoemulsificagdo (CHATTERJEE et al.,
2016).

Ademais, conhecer a fungdo desempenhada por cada componente € importante para
obter maior eficiéncia do nanossistema. A seguir estdo descritos o papel de cada

agente presente na formulacao:
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Oleo: Representa um dos excipientes mais importantes na formulagdo SEDDS n&o s6
porque pode solubilizar quantidades marcantes do farmaco lipofilico ou facilitar a
autoemulsificacdo, mas também e principalmente porque pode aumentar a fracdo do
farmaco lipofilico transportada através do sistema linfatico intestinal, aumentando
assim a absorcao do trato gastrointestinal (TGI), dependendo da natureza molecular
do triglicerideo (GURSOQY et al., 2004).

Surfactante: E responséavel por reduzir a tenséo superficial entre o 6leo e a fase
aguosa. Os surfactantes néo idnicos com valores do equilibrio hidrofilico-lipofilico (do
inglés hydrophilic-lipophilic balance-HLB) relativamente altos s&o mais amplamente
recomendados para serem utilizados no SEDDS, tais como Tween 20, Tween- 80,
Cremophor RH40, Pluronic L-64 e Emulphor EI-620 (CHATTERJEE et al., 2016).
Normalmente, a concentracao de surfactante varia entre 30 e 60% p/p, a fim de formar
SEDDS estavel. Determinar a concentracdo de surfactante adequadamente é muito
importante, pois grandes quantidades de surfactantes podem causar irritacao no trato
gastrointestinal (GURSOY et al., 2004).

Cosurfactante: Ajuda principalmente a aumentar a capacidade de carreamento do
farmaco, resultando na reducao da concentracédo de surfactante quando é adicionado
a formulacéo. A adicao de cosurfactante reduz as chances de variabilidade e irritacdo
local causada pelos surfactantes, aumentando a fluidez interfacial. Também facilita o
processo de dispersdo no meio (CHATTERJEE et al., 2016).

Nos ultimos anos, o SEDDS tem sido amplamente investigados para aumentar a
biodisponibilidade e estabilizar as taxas de absorcdo de farmacos hidrofébicos
administrados por via oral. De forma que esse sistema se distingue dos outros porque
possui a vantagem de ser produzido por processo de fabricacao simples, o que facilita
a producédo em larga escala. Assim como, apresentam melhor estabilidade fisica e
guimica apls o armazenamento a longo prazo por serem anidros, ndo sofre danos
devido ao processo de digestdo dos lipidios quando comparado aos outros sistemas
e reduz a variabilidade inter e intraindividuos e frente a efeitos alimentares(WANG et
al., 2009; BENSON et al., 2014; SHARMA et al., 2016).

2.5 Associacao de tratamentos

Considerando-se a problematica do tratamento das leishmanioses, é essencial a

busca experimental de compostos que possibilitem o desenvolvimento de novos
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tratamentos altamente efetivos, com menores efeitos adversos e que nédo induzam
facilmente a resisténcia (SOARES; LEON, 2014). Por isso, farmacos em associacao
podem gerar sinergias (aumento de eficacia, retardo ou impedimento de
desenvolvimento de resisténcia parasitaria) constituindo beneficios terapéuticos.
Geralmente, os farmacos combinados agem por diferentes mecanismos ou em
variados sitios-alvo, o que pode justificar a sinergia. Além disso, seus parametros
farmacocinéticos devem ser compativeis, para que se harmonizem a via de
administracdo, o intervalo entre doses e a duracdo do efeito (HOEFLER,;
WANNMACHER, 2007).

De acordo com Infoleish (2019), as vantagens no uso da terapia combinada sao:

1. O uso de um tratamento local e um tratamento sistémico resultaria hipoteticamente
um efeito aditivo, pois o segundo eliminaria os parasitos circulantes ou remanescentes
localizados na periferia da lesdo que os tratamentos locais ndo alcancam e que podem

ser a causa das recaidas;

2. Também oferece a oportunidade de aumentar a taxa de cura atual se comparada

com qualquer outra abordagem terapéutica disponivel em monoterapia,

3. A combinacao reduz a duracao do tratamento. Além disso, caso sejam alcancadas
as taxas de cura esperadas, havera evidéncias para recomendar a substituicdo dos

antimoniais como primeira linha de tratamento nos casos de LC n&o complicada.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Preparar, caracterizar e avaliar a eficacia da administracdo topica de lipossomas
contendo AICIFc em combinacdo com medicamentos de administracdo sistémica para

tratamento da LC experimental causada por diferentes espécies de Leishmania spp.
3.2 Objetivos especificos
o Preparar lipossomas contendo AICIFc pelo método de Bangham.

o Realizar caracterizacdo quimica e fisico-quimica dos lipossomas contendo

AICIFc por meio de medidas de tamanho, indice de polidisperséo e potencial zeta.

o Determinar a concentracéo de AICIFc utilizando espectrometria de absor¢cao na

regiao do visivel.
o Preparar SEDDS contendo Fex (SEDDS-Fex).

o Realizar caracterizacdo quimica e fisico-quimica do SEDDS-Fex mediante
medidas de tamanho, indice de polidispersdo e potencial zeta. Determinar a
concentracdo de Fex utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia.

o Avaliar a eficacia do tratamento tépico do lipossoma contendo AICIFc em
combinacdo com a administracao sistémica de Glucantime® ou SEDDS-Fex para

tratamento da leishmaniose cutanea experimental causada por L. (L.) amazonensis.

o Avaliar a eficacia do tratamento tépico do lipossoma contendo AICIFc em
combinagdo com a administragao sistémica com SEDDS-Fex para o tratamento da

leishmaniose cutanea experimental causada por L. (L.) major.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Materiais

Reagentes: Aluminio cloro ftalocianina (Sigma- Aldrich, EUA), cloreto de sédio (NaCl)
(MERCK KGaA, Alemanha), fosfatidilcolina de  ovo (EPC) (Lipoid GmbH,
Alemanha), alcool etilico 95% (Synth, Brasil), Tris-(hidroximetil)-amino metano (TRIS)
(Sigma-Aldrich, EUA), triglicerideos de cadeia média (TCM) (Lipoid GmbH,
Alemanha), monooleato de sorbitano etoxilado - Tween 80® (Croda),Tween 80®
(Exodo Cientifica), Oleo de mamona hidrogenado e etoxilado - Kolliphor RH 40®
(Sigma-Aldrich, Monooleato de Sorbitano - Span 80® (Sigma-Aldrich), meio Schineider
(Sigma Chemical, EUA), Fexinidazol (Centipharm), soro fetal bovino (Gibco,
Alemanha), solucdo de antibiéticos penicilina-estreptomicina (Sigma-Aldrich, EUA),
Glucantime®(Sanofi-Aventis), Acetonitrila (LS Chemicals), agua Milli-Q obtida por um
sistema Milli-Q Direct-Q3 Millipore (Billerica,EUA).

Parasitos: L. (L.) amazonensis (IFLA/BR/1967/PH8) e L. (L.) major
(MHOM/IL/80/Friendlin).

Animais: Hamsters Golden machos com cerca de 5 semanas provenientes do
Biotério do Departamento de Parasitologia do Instituto de Ciéncias Biologicas da
Universadade Federal de Minas Gerais e camundongos BALB/c fémeas com cerca de
5 semanas provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Minas Gerais.
Os protocolos utilizados neste estudo foram certificados pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal (CEUA/UFMG): 85/2019 e 18/2020.

4.2 Meétodos
4.2.1 Preparo e caracterizacdo das Formulacgodes
4.2.1.1 Preparo dos lipossomas contendo AICIFc

Para o preparo dos lipossomas contendo AICIFc (Lip-AlICIFc) foi utilizado o método
Bangham, conforme descrito por Lopes e colaboradores (2019). Resumidamente, foi
preparada uma solucéo etandlica de AICIFc (5,74ug/mL) e esta foi adicionada a uma
solucdo etandlica contendo fosfatidilcolina de ovo (30 mM), seguido de
homogeneizacdo. Um filme lipidico foi entdo obtido por evaporacédo do é&lcool etilico
sob pressédo reduzida. Em seguida, o filme lipidico foi hidratado com Tampé&o TRIS

(60 mM) pH 7,4, até uma concentracao final de 20 mM de fosfatidilcolina de ovo. Apos
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0 preparo, as vesiculas foram submetidas a extrusdo usando membranas de
policarbonato (0,4 um, 10 vezes) e purificadas por ultracentrifugagdo a 150.000 x g a
4°C por 190 min (Optima® L-80XP; Beckman Coulter, Indianapolis, EUA) (Figura 8).
A seguir, o sobrenadante foi separado a fim de retirar a AICIFc ndo encapsulada e os
pellets obtidos foram ressuspendido com tampé&o TRIS. De maneira que o volume final

obtido estava concentrado trés vezes em relacédo ao volume inicial preparado.

Figura 8 — Etapas do preparo de Lip-AlICIFc
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4.2.1.2 Preparo dos SEDDS- Fex

O preparo do SEDDS-Fex (Tabela 2) foi realizado conforme descrito por DAMASIO
(2021). Inicialmente foram pesados os surfactantes e cosurfactante em um frasco de
penicilina, estes foram homogeneizados sob agitacdo magnética por 2 minutos. Em
seguida, o Fex foi adicionado (10mg/g) e o frasco submetido a nova agitagéo por mais
2 minutos. ApOs homogeneizacdo, o triglicerideo de cadeia média (TCM) foi
adicionado aos poucos e o frasco foi submetido por mais 2 minutos de agitacdo. Como
ultimas etapas do processo, a formulacéo foi levada ao banho de ultrassom por 30
minutos, a 40°C e entdo mantida sob agitacdo magnética por 24 + 2 horas, a
temperatura ambiente (Figura 9) (DAMASIO, 2021).
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Tabela 2 - Descricdo dos componentes da formulagcdo SEDDS-Fex

Componente Composicéao Funcédo farmacotécnica
(%op/p)
Tween 80° 30 Surfactante
Span 80°® 10 Co-surfactante
Kolliphor RH 40® 10 Surfactante
TCM 49 Oleo
Fex 1 Farmaco

Figura 9 — Etapas do preparo do SEDDS-FEX
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4.2.1.3 Preparo da suspensao-Fex

Para o preparo da suspenséao de Fex este foi pesado em um tubo de centrifuga (15
mL), contendo esferas de vidro, juntamente com o Tween 80® (Tabela 3). Em seguida
foram homogeneizados em um vértex até que o Fex estivesse totalmente disperso
no Tween 80®. Em seguida a agua purificada foi adicionada e a mistura novamente
homogeneizada em vortex até a obtencdo de uma suspensdo. A formulagcéo foi

protegida da luz e armazenada a 4° C por 7 dias (DE MORAIS-TEIXEIRA; RABELLO;
AGUIAR, 2019).
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Tabela 3 - Descricdo dos componentes da formulagéo suspenséo-Fex

. Funcéo
Componente Composicao o
farmacotécnica
(%op/v)

Tween 80® 1,5 Surfactante

Fex 0,5 Farmaco

Agua purificada 98 Veiculo

4.2.1.4 Determinacdo do diametro médio, indice de polidispersdo e

potencial zeta

As analises de diametro hidrodindmico e do indice de polidispersdo (IP) dos Lip-
AICIFc e SEDDS-Fex foram realizadas por espectroscopia de correlacédo de fotons a
25°C e em angulo de 90°. O potencial zeta foi avaliado por espalhamento dindmico
da luz associado a mobilidade eletroforética em um angulo de 90°. As medidas foram
efetuadas utilizando-se o0 equipamento Zetasizer (Malvern Instruments Ltd.,

Inglaterra).

As amostras de Lip-AlCIFc foram diluidas 1:80 em solugéo de cloreto de sodio (NaCl)
(0,9% m/v) e as de SEDDS-Fex em agua Milli-Q diluidas 1:200. As medidas séo feitas

em triplicata e os valores representados como média + desvio padréo.

4.2.1.5 Determinacdo da concentracdo de AICIFc nos lipossomas por

espectrometria de absorcao na regiao do visivel

A determinacédo da concentracao de AICIFc nos lipossomas foi realizada pelo método
de espectrometria de absorcdo na regido do visivel no comprimento de onda de
674nm. Apés o processo de purificagdo, descrito no item 4.2.1.1, foi coletada uma
amostra e determinada a concentracdo de AICIFc (concentracdo de AICIFc nos
lipossomas purificado). Em seguida, 100 pL lip- AICIFc foram solubilizados em 900 pL
de &lcool etilico (95%) ambos pesados separadamente para calcular o fator de
diluicdo. Com o resultado da absorbancia obtida, calculou-se a concentracdo da
AICIFc nos lipossomas por meio da equacgéao y = 0,467x- 0,0191 obtida pela curva

padrédo da AICIFc em etanol.
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4.2.1.6 Determinacao do teor Fex no SEDDS por cromatografia liquida de

alta eficiéncia.

Para quantificacdo de FEX em SEDDS foi utilizado método previamente desenvolvido
e validado por DAMASIO (2021) por cromatografia de alta eficiéncia (CLAE).
Breviamente, foram pesados cerca de 250 mg de SEDDS-Fex (10 mg/mL),
solubilizados em 5 mL de acetonitrila, transferido quantitativamente para um baldo
volumétrico de 25 mL e o volume completado com o0 mesmo solvente. Desta solucéo,
foram pipetados 5 mL para um baldo de 50 mL e o volume completado com
acetonitrila. Por fim, pipetou-se 1 mL desta para um baldo de 10 mL e o volume
completado com fase moével. Também foi preparada uma solugdo padrdo com a
mesma concentracao final (1pg/mL), as solugdes foram filtradas em membrana 0,45
um, injetadas no equipamento, e foram utilizadas as condicbes cromatograficas

descritas na Tabela 4.

Tabela 4 — Condi¢cdes cromatograficas de analise

Condi¢8es cromatogréficas

Comprimento de onda 320 nm
Coluna Fase reversa ACE® C8 (250 mm x 4,6 mm)
Temperatura 25°C
Fase movel Agua ultrapurificada:Acetonitrila (30:70)
Tempo de corrida 7 minutos
Volume de injecéo 20 pL
Fluxo 1,0 mL/minuto
4.2.1.7 Analise microscopica do SEDDS-Fex

A identificacéo de cristais de Fex foi feita por analises de microscopia de luz polarizada
utilizando o Microscopio Optico Zeiss®. As andlises foram feitas com aumento 100x.
As amostras contendo SEDDS-Fex foram analisas sem diluicdo e também foi

realizada a analise da suspenséao-Fex.
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4.3 Avaliacdo da eficacia leishmanicida in vivo
4.3.1 Estudo in vivo com a espécie L. (L.) amazonensis

Promastigotas de L. (L.) amazonensis foram cultivadas in vitro em meio Schneider
completo, enriquecido com 20% de soro fetal bovino (SFB) até atingirem a fase
estacionaria de crescimento. A contagem foi realizada em camara de Neubauer.
Hamsters Golden (idade: cerca de 5 semanas) foram anestesiados com Ketamina
(100mg/kg) / xilasina (15mg/kg) e inoculados com um volume 0,03 mL, via
subcutanea, na pata (seringa BD ultra-fine 0,3 mL, agulha curta 30 G), contendo 1 x
10° promastigotas de L. (L.) amazonensis. O desenvolvimento do edema de pata foi
monitorado visualmente. Quando os animais apresentam edemas bem definidos sem
ulcera, estes foram eutanasiados em camara de CO.. Em seguida, o nddulo foi
removido e os fragmentos de tecido triturados (Ultra-turrax, IKA, Estados Unidos) em
meio de Schineider. O tecido foi centrifugado a 50 g por dois minutos para
sedimentacdo (Thermo Scientific Haraeus). O sobrenadante foi separado e
novamente centrifugado a 1700 g por 15 minutos (Thermo Scientific Haraeus). O pellet
formado foi ressuspendido em meio de Schnneider para obtecao leishmanias na forma
amastigota (AGUIAR et. al; 2010).

Camundongos fémeas BALB/c (idade: cerca de 5 semanas) foram tricotomizados e
inoculados com um volume 0,02 mL, via subcutanea, na base da cauda (seringa BD
ultra-fine 0,3 mL, agulha curta 30 G), com as amastigotas recém isoladas de L. (L.)
amazonensis. O desenvolvimento das lesdes foi monitorado por meio de medidas do
didmetro médio. O didmetro médio da leséo foi calculado considerando a média entre
a maior linha que pode ser tracada unindo duas bordas da lesé&o e a linha que corta
esta com um angulo de 90° medido com auxilio de um paquimetro digital (Figura 10).
E ainda foram retiradas fotografias no inicio e fim do tratamento para
acompanhamento da progresséo das les6es. Outra forma de avaliagcéo foi a pesagem
dos animais que ocorreu nos tempos: inicio do tratamento (0), 7, 14 dias e fim do

tratamento (21 dias).
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Figura 10 — llustragdo das medidas realizadas para determinacdo do diametro

médio da lesdo para espécie L. (L.) amazonensis

Apo6s o desenvolvimento de lesGes homogéneas (diametro médio de cerca de 8 mm),
0os animais foram divididos em 6 grupos de 7 animais cada e tratados por 10 dias
alternados, conforme discriminado na Tabela 5.

Tabela 5 — Diferentes modalidades de tratamento dos camundongos infectados

com a forma amastigota de L. (L.) amazonensis

Grupos Tratamento Dose

Controle infectado

1
ndo tratado
) 0,0306mg/kg/dia
2 Lip-AICIFc
3 Glucantime® 200mg/kg/dia
Lip-AICIFc
0,0306mg/kg+
4 em combinagéo
200mg/kg/dia
com Glucantime®
5 SEDDS-Fex 50 mg/kg/dia
Lip-AICIFc 0,0306 mg/kg +
6

em combinagdo com SEDDS- Fex 50 mg/kg/dia
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Para o tratamento topico com Lip-AICIFc os animais foram previamente anestesiados
com uma mistura de ketamina (100mg/kg) / xilasina (15mg/kg) por via intraperitoneal.
Apoés os animais serem sedados os olhos foram protegidos com gaze umedecida em
salina estéril. Os tratamentos foram aplicados diretamente na lesdo (50 L), com
auxilio de uma pipeta automatica. Apos a aplicacado dos lipossomas a lesao foi coberta
com papel aluminio por 15 minutos. Apés este periodo a lesdo foi descoberta e o
animal posicionado a uma distancia de 5 cm da lampada em relacdo a base onde o
animal encontrava-se. A distancia foi medida com auxilio de uma régua. Os olhos dos
animais foram mantidos protegidos com gaze umedecida em salina estéril durante
todo periodo de exposicdo a luz. A lesao foi exposta a radiacdo com a lampada a
uma distancia de 5 cm (A = 660 nm), poténcia 81,39 mW/cm2, fluxo de 0-95,2 J/cm2
e por 20 minutos monitorados com auxilio de cronémetro. A temperatura do animal foi
monitorada com auxilio de um termémetro posicionado no dorso do animal, durante
todo periodo de exposicdo a luz. Os parametros da lampada foram monitorados
durante o tempo de exposicao, sendo a ultima medida realizada 30 segundos antes
do termino da sessédo. Em seguida a lesao foi limpa com solucéo salina estéril 0,9% e
gaze estéril (LOPES et al., 2019).

O tratamento com Glucantime® foi realizado por via intraperitoneal (0,2mL), e 0
tratamento oral com SEDDS-Fex por gavagem (0,2 mL) apdés a mistura de SEDDS-
Fex com agua na proporcdo 1:1. O grupo controle ndo infectado e nao tratado foi
apenas manuseado para simular a condicdo de stress que 0s outros grupos foram

submetidos.
4.3.1.1 Avaliacdo da carga parasitaria

A eficacia dos tratamentos também foi avaliada mediante a determinacdo da carga
parasitaria na lesdo e no baco, utilizando o método analise diluicdo limitante. Os
animais foram eutanasiados em camara de gés carbodnico (CO2) um dia apds o
término do tratamento e, em seguida, a lesdo e o baco foram removidos para
determinacado da carga parasitaria. A leséo e o baco foram pesados, triturados (Ultra-
turrax, IKA, Estados Unidos) em meio Schnneider contendo solugéo de antibittico
(penicilina potassica 100Ul e de sulfato de estreptomicina 10ug/mL). Em seguida, a
leséo e o baco foram centrifugados a 50xg por dois minutos para sedimentacdo dos

tecidos. Os sobrenadantes foram separados e novamente centrifugados nas
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seguintes: a lesdo a 1700xg por 15minutos e o baco a 1620xg por 2minutos. Cada
pellet foi ressuspendido em 1mL de meio Schneider contendo 20% de soro fetal
bovino e 10 pL/mL da solucéo de antibidticos (penicilina potassica 100Ul e de sulfato
de estreptomicina 10ug/mL). Diluicdes sucessivas em placa de cultivo de 96 orificios
estéreis foram realizadas n = 3 (Costar®, Estados Unidos). As placas foram incubadas

a23°c por 7dias e a carga parasitaria foi determinada a partir da mais alta diluicao na
gual foi observado crescimento (AGUIAR et.al.; 2010).

4.3.1.2 Avaliacdo histopatoldgica da leséo

No dia da eutanasia dos animais, foi coletado uma fracdo de tecido da lesdo dos
animais para analise histopatolégica. Os tecidos foram armazenados em cassetes e
imersos em formol tamponado 10% (pH 7,2) até o processo de inclusdo em parafina.
Por conseguinte, o material coletado foi retirado do formol e lavado em agua corrente
por 2 horas. Em seguida, a cada 30 minutos, o material foi submetido a imersédo em
etanol nas concentracdes de 70%, 80%, 90% e etanol absoluto. Apds esse processo,
as amostras ficaram em repouso no solvente xilol por aproximadamente 1 hora. Por
fim, houve a inclusdo dos tecidos em parafina para serem submetidos a microtomia
(5 um) e corados em H&E. As imagens foram obtidas em microcamera (Q-Color5,
Olympus) acoplada ao microscépio BX53 (Olympus) com software Q-Capture Pro
7.0. A reacdo inflamatoria foi avaliada por meio de procedimento semiquantitativo
avaliando a presenca de leucdcitos na derme e hipoderme (ALVES et al., 2013). O
sistema de pontuacédo do infiltrado inflamatorio foi adaptado da seguinte forma: 0,
ausente; 1, leve; 2, moderado (infiltrado inflamatério difuso ou focal moderado,
incluindo areas na derme profunda ou hipoderme); 3, intenso (infiltrado inflamatério
difuso ou focal grave ao redor dos vasos, glandulas, foliculos pilosos na derme
profunda e /hipoderme); 4, muito intenso (infiltrado inflamatdrio disseminado pela
derme). A extensdo das areas necroticas foi graduada de O (ausente) a 3 (grave)
(VIANA et al.,, 2013). A avaliagdo morfolégica da epiderme compreendeu o0s
seguintes parametros: acantose, disceratose, papilomatose, exocitose e
hiperceratose, que foram graduados em ausente (0) ou presente (1). A pontuacéo
total variou de 0 a 10. A analise histopatoldgica foi realizada usando um modelo

simples-cego.
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4.3.1.3 Reacgéo em cadeia da polimerase (PCR)

A amostra da espécie de L. (L.) amazonensis foi descongelada e o DNA foi extraido
utilizando o kit Quick-Start Protocol - September 2018 e Kit QIAamp® Blood Mini. Apds
esse processo, foi feita leitura do produto da extracdo DNA — concentracdo de DNA
(ng/uL) — no equipamento NanoDrop (Alemanha). Em seguida, foi realizado a PCR
convencional/ Hsp70 (234 pares de bases-pb) e eletroforese para confirmar a
presenca da banda 234 pb. Em adicao foi realizado a PCR de restricdo Hsp70 — 234
pb — Haelll e BstUI, sendo essas as enzimas de restricdo por cortar os produtos de
amplificacdo da PCR convencional (GRACA et al., 2012). Os produtos da restricdo
obtidos foram submetidos a eletroforese para visualizacéo do resultado. Esta analise
foi realizada em colaboracdo com o Laboratério de Pesquisas Clinicas do Instituo

René Rachou/Fiocruz Minas para identificacéo da espécie.
4.3.2 Estudo in vivo com a espécie L. (L.) major

Para propagacao in vitro de promastigotas da L. (L.) major foi utilizado o meio de
Schneider completo, enriquecido com 20% de soro fetal bovino. As promastigotas
foram mantidas em cultivo até atingirem a fase estacionaria de crescimento. A
contagem foi realizada em camara de Neubauer. Camundongos fémeas BALB/c
(idade: 7 semanas) foram tricotomizados e inoculados com um volume 0,02 mL, via
subcutanea, na base da cauda (seringa BD ultra-fine 0,3 mL, agulha curta 30 G),

contendo 1 x 107 promastigotas de L. (L.) major.

Apébs o desenvolvimento de lesdes homogéneas (diametro médio de cerca de 8 mm),
os animais foram divididos em 5 grupos de 7 animais cada e os tratamentos, conforme
discriminado na Tabela 6, foram iniciados. Os grupos que receberam o tratamento
tépico com Lip-AlCIFc e tratamento oral com SEDDS-Fex por gavagem foram tratados
conforme descrito no item 4.3.1. Assim como 0s animais que receberam a supensao-
Fex também foram tratados por gavagem. Desse modo os grupos tratados com
SEDDS-Fex e suspenséo-Fex receberam diariamente esses tratamentos por 20 dias

consecutivos, separadamente.
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Tabela 6 — Diferentes modalidades de tratamento dos camundongos infectados

com a forma amastigota de L. (L) major

Grupos Tratamento Dose

Controle infectado

' ndotratado

2 Lip-AICIFc 0,0248mg/kg/dia

3 Suspenséao- Fex 50mg/kg/dia

4 SEDDS-Fex - 50 mg/kg/dia 50 mg/kg/dia
Lip-AlCIFc 0,0248mg/kg +

° combinagdo com SEDDS-Fex 50 mg/kg/dia

A avaliagédo do tamanho da lesdo, monitoramento das lesdes e pesagem dos animais
seguiram conforme descrito no item 4.3.1. Bem como a avaliagcdo da carga parasitaria

foi mencionado no item 4.3.1.1 e avaliacdo histopatoldgica da leséo no item 4.3.1.2.
4.4  Analise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas por meio do programa GraphPrism. Os
dados obtidos para a carga parasitaria, na lesdo e no baco, e para tamanho de lesdo
e foram submetidos aos testes de normalidade Komolgorov-Smirnov e
homocedasticidade Bartlett. Em seguida, foram avaliados por ANOVA, e, em caso de
diferenca estatistica, os resultados foram submetidos ao teste de Tukey. As diferengas
foram consideradas significativas para valores de P menores que 0,05. Para analise
histopatoldgica, a comparacéo dos grupos foi realizada pelo teste de Kruskal-Wallis.

A diferenca foi considerada significativa quando o valor de p foi <0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Preparo e caracterizacao das formulagdes Lip-AlCIFc e SEDDS-Fex

Foram preparados dois lotes de cada uma das formulagdes: Lip-AlCIFc e SEDDS-Fex,
sendo primeiro lote das formulagbes utilizado no estudo de eficicia contra L. (L.)
amazonensis (Lip-AICIFc 1 e SEDDS-Fex 1) e o segundo no estudo de eficacia contra
L. (L.) major (Lip-AlICIFc 2 e SEDDS-Fex 2). Os resultados dos parametros avaliados
na caracterizacdo quimica e fisico-quimica das formula¢des encontram-se descritos

nas Tabelas 7 e 8.

Tabela 7- Parametros avaliados para caracterizagcdo quimica e fisico-quimica

do Lip —AICIFc
indice de x
_ Diametro o Potencial ~ Concentragao
Formulacéo cdio polidisperséo Zeta (mV)
médio eta (mV)*
(Ip)* (Mg/mL)
Lip-AlICIFcl 420 0,424 -2,15 12
Lip-AlICIFc 2 348 0,334 -2,54 10

* diIuigéoAreaIizada na prdporgéo 1:80 com o diluente NaCl % 0,9 p/p.

Tabela 8 - Parametros avaliados para caracterizacdo quimica e fisico-quimica
do SEDDS-Fex (10 mg/mL)

indice de .
Tamanho o Potencial
Formulacéo polidisperséo Teor (%)
(nm)* Zeta (mV)*
(Ip)*
SEDDS-Fex 1 108,6 0,225 -9,70 92
SEDDS-Fex 2 66,5 0,214 -21,6 92

* diluicdo foi feita na propor¢éo 1:200 com o diluente agua.

As propriedades fisico-quimicas e quimicas das nanoestruturas como tamanho carga
e composicao sao fatores que podem influenciar em sua interagdo com o organismo,
podendo impactar na estabilidade, eficacia e toxicidade desses sistemas (GANTA et

al., 2014). Quando avaliamos o tamanho obtido para os dois lotes de Lip-AlCIFc
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(média 384 nm), eles foram maiores que anteriormente relatado por Lopes e
colaboradores (2019) (cerca de 250 nm). Essa diferenca pode ser atribuida a
modificacdo das condicGes da ultracentrifugacdo e do aumento da concentracao da
AICIFc quando comparado ao estudo de 2019. Ao modificar os parametros do tempo,
temperatura e rotacdo da ultracentrifuga e aumento da massa da AICIFc altera-se a
forca centripeta atuante no processo. Logo, pode ocorrer uma desestabilizacdo da
membrana dos lip-AlCIFc e facilitar o escape da substancia bioativa presente nos lips.
Em decorréncia disso, a estabilidade da formulagao foi afetada e pode ter ocorrido a
coalescéncia dos lip-AICIFc, portanto, o aumento do tamanho possivelmente se
justifica por essas razdes. Todavia, o tamanho obtido € compativel com a abertura da
membra (0,4 uM) utilizada para a extrusdo dos mesmos. No caso das leishmanioses,
a captacao dos nanocarreadores por células do SFM representa uma excelente
estratégia de direcionamento passivo, pois 0os macrofagos sdo as células alvo do
tratamento (LEMKE; KIDERLEN; KAYSER, 2005), assim o tamanho superior a 200
nm pode levar a uma maior extensao da captacao por células do SFM (BATISTA, C.
M.; DE CARVALHO, C. M. B.; MAGALHAES, N. S. S,2007).

Ja o SEDDS-Fex apos diluicdo apresentou glébulos com média de cerca de 100 nm,
de acordo com Chatterjee et al. (2016), uma dispersdo em nanoescala € fator
relevante para melhorar a absor¢éo do farmaco ap6s a administragdo oral. Entretanto,
houve uma diferenca entre os dois lotes preparados, nos parametros tamanho e
potencial zeta. Estas diferencas podem ser explicadas pela utilizacdo do polissorbato
80 de dois fabricantes diferentes no preparo dos lotes. Os polissorbatos sdo ésteres
de acidos graxos de polioxietileno sorbitano (RITSCHEL, W.A.; KEARNS, G.L, 2004),
como resultado do processo de obtencao dos polissorbatos pode haver quantidades

diferentes de acidos graxos, o levaria a diferenca no potencial zeta.

E importante ressaltarmos que apesar, dos baixos valores de potencial zeta
encontrados para as duas formulacbes preparadas, estudos de estabilidade
anteriormente conduzidos mostraram a estabilidade do Lip-AlCIFc e SEDDS-Fex por
60 dias a 4° C e 6 meses a 25° C, respectivamente (LOPES et al., 2019; DAMASIO,
2021).

O valor de IP fornece informagéo sobre a homogeneidade da distribuicdo do tamanho,
as médias encontradas foram de 0,38 e 0,22; para Lip-AlCIFc e SEDDS-Fex,

respectivamente. Valores de IP inferiores a 0,3 indicam a obtencdo de sistema
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monodisperso, sendo considerado um parametro critico para administracdo
endovenosa, ja para administracao topica valores superiores sao aceitos (RIBEIRO et
al. 2019).

A Figura 11 apresenta a andlise microscopica do SEDDS-Fex 2 sem diluir e da
suspensdao de Fex, como podemos observar foi possivel solubilizar o Fex na
formulacdo SEDDS, enquanto, na suspensdo € possivel verificar a presenca de
muitos cristais de Fex. E importante garantirmos também que a emuls&o formada ap6s
a diluicdo do SEDDS né&o apresente precipitacdo do insumo farmacéutico ativo, pois
a presenca de cristais insollveis no meio pode levar ao retardo ou diminui¢éo da sua
absorcdo (CERPNJAK et. al., 2013; GUPTA; CHAVHAN; SAWANT, 2011). Damasio
(2021) verificou para esta mesma formulacéo, que em diluicbes de 1:200 em 4gua ou

fluidos simulados gastrico ou intestinal o Fex manteve-se soltvel.

Figura 11- Microscopia com luz polarizada da formulacdo SEDDS-Fex 2

(A) SEDDS-Fex 2 sem diluir, (B) Suspensao-Fex.

Assim, como as formulacdes preparadas Lip-AICIFc e SEDDS-Fex apresentaram
caracteristicas quimicas e fisico-quimicas compativeis para administracdo topica e
oral, respectivamente, foram utilizadas para os estudos de eficacia no tratamento da
LT.

5.2 Avaliacdo da eficacia leishmanicida in vivo
5.2.1 Estudo in vivo com espécie L.(L.) amazonensis

Estudo anterior conduzido por Lopes e colaboradores (2019) avaliou a eficacia do
tratamento tépico do Lip-AICIFc em animais infectados com L. (L.) amazonensis.

Entretanto, uma questdo sobre o tratamento tOpico como monoterapia para LT,
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principalmente, no Novo Mundo, é a sua segurancga devido ao risco de persisténcia
dos parasitos disseminados, com o risco de desenvolvimento tardio de lesdes da
mucosa. A terapia combinada representa uma estratégia para o tratamento de LT que
oferece vantagens sobre a monoterapia, como prevenir o surgimento de resisténcia,
aumentar a eficacia e diminuir o tempo do tratamento (SEIFERT; CROFT, 2006; DE
MORAIS-TEIXEIRA et al.,, 2015). Assim, este estudo propde a combinacdo do
tratamento toépico (Lip-AlICIFc) com o sistémico, sendo selecionados para
administragao sistémica o Glucantime®, medicamento de referéncia no tratamento
da LT (BRASIL, 2017) e o SEDDS-Fex uma proposta inovadora para o tratamento

LT, administrado por via oral.

Foram utilizados como parametros para avaliacdo da eficacia dos tratamentos a
determinacao da carga parasitaria (leséo e baco), o acompanhamento do tamanho da
lesé@o e a avaliacéo histopatoldgica das lesdes ao fim do tratamento. As Figuras 12 e
13 apresentam a carga parasitaria na lesao e no baco, respectivamente. Nenhum dos
tratamentos propostos, monoterapia ou combinacdo, foram capazes de reduzir
significativamente a carga parasitaria na lesdo quando comparado ao grupo controle
(p>0,05), também nado houve diferenca significativa quando a comparacdo foi
realizada entre os grupos tratados (p>0,05) (Figura 12). Quando avaliada a carga
parasitéaria no baco foi observada diferenca significativa do grupo tratado com a
combinacéo Lip-AICIFc + SEDDS-Fex quando comparado aos grupos: o controle, Lip-
AICIFc, Glucantime® e com a combinagdo Lip-AICIFc + Glucantime® (p <0,05)
(Figura 13).
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Figura 12 — Avaliacdo da carga parasitaria nalesdo em camundongos BALB/c

infectados com L. (L.) amazonensis
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Camundongos BALB/c fémeas foram infectados com amastigotas L (L.) amazonensis na base da
cauda. Apés o desenvolvimento das lesdes ulceradas os animais foram tratados com o grupo Lip-
AICIFc, SEDDS-Fex, Glucantime®, combinacéo Lip-AlCIFc+ SEDDS-Fex, combinagdo Lip-AlCIFc+
Glucantime® e Controle (animais infectados e nao tratados). Um dia apés a interrupcéo do tratamento,
a carga parasitaria na leséo foi determinada pelo método de dilui¢do limitante. As barras representam
as médias e os desvios padrdo (n = 7). Comparacdes entre os grupos nao foram estatisticamente
significantes (p> 0,05).

Figura 13 — Avaliacdo da carga parasitaria no baco em camundongos BALB/c

infectados com L. (L.) amazonensis
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Camundongos BALB/c fémeas foram infectados com amastigotas L (L.) amazonensis na base da
cauda. Ap6s o desenvolvimento das lesBes ulceradas os animais foram tratados com o grupo Lip-
AICIFc, SEDDS-Fex, Glucantime®, combinacdo Lip-AlCIFc+ SEDDS-Fex, combinagéo Lip-AICIFc+
Glucantime® e Controle (animais infectados e nao tratados). Um dia apds a interrupc¢éo do tratamento,
a carga parasitaria na leséo foi determinada pelo método de dilui¢éo limitante. As barras representam
as médias e os desvios padréo (n = 7). *p<0,05 quando comparado com o grupo controle, Lip-AICIFc,
Glucantime® e com a combinacéao Lip-AICIFc + Glucantime®.

Nossos resultados diferem dos obtidos em estudo anterior, em que foi utilizado o

mesmo protocolo de tratamento com Lip-AlCIFc e Glucantime®. Lopes e
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colaboradores (2019) mostraram uma reducdo significativa na carga parasitaria nos
dois orgaos avaliados, lesao e baco, quando comparados ao grupo controle (p<0,05).
Neste mesmo estudo também foi avaliada a formulacao lipossomal sem a presenca
da AICIFc, sendo que esta ndo foi capaz de apresentar eficAcia em nenhum dos
parametros avaliados (LOPES et al.,, 2019). Buscando investigar os motivos da
diferenca entre os resultados foi realizada a identificacdo da espécie de Leishmania
utilizada no presente estudo em colaboracdo com o Laboratorio de Pesquisas Clinicas
do Centro de Pesquisas Renné Rachou - Fiocruz, através da técnica PCR
(convencional e PCR restricdo/Hsp70), sendo confirmada que se tratava realmente da
L. (L.) amazonensis, entretanto, ndo foi possivel nos certificarmos da cepa utilizada

ou realizarmos testes de resisténcia.

E importante ressaltarmos que a capacidade de infeccdo da Leishmania depende de
determinantes multigénicos e a causa precisa da sua capacidade de infec¢cado ou
resisténcia nao é totalmente compreendida (CHANG et al., 2003). Vérios estudos tém
mostrado que isolados e cepas de Leishmania sdo heterogéneos e polimorficos na
natureza e no laboratoério, em termos de patogenicidade (ESPIAU et al., 2017). Assim,
uma hipotese levantada para a diferenca entre os estudos, seria uma maior resisténcia
do parasito. A literatura admite o surgimento de cepas resistentes (PONTE-SUCRE et
al., 2017), esta maior resisténcia do parasito pode ser explicada pelo processo de
obtencdo da forma amastigota utilizada na infeccdo. Durante o processo de
manutencdo das Leishmanias em nosso laboratério foi necessario realizar dois
indculos nos mesmos animais para que os hamsters desenvolvessem o nédulo para
isolamento da forma amastigota. As lesGes cutaneas desenvolvidas por estes animais
sdo muito semelhantes as observadas em humanos (HOMMEL et al.,1995). Osoério e
colaboradores (1998) relatam que os hamsters séo capazes de montar uma resposta
imune parcialmente protetora mesmo quando reinfectado por diferentes espécies de

Leishmania.

De Morais-Teixeira e colaboradores (2019) mostraram que a suspensédo de Fex foi
capaz de reduzir a carga parasitaria no baco apenas com a dose de 200 mg/kg/dia,
apos 20 dias consecutivos de tratamento, portanto, com uma dose total de Fex 4000
mg/kg. Neste sentido, apesar das limitacbes nosso estudo aponta para maior eficacia
para a combinacéo Lip-AlICIFc + SEDDS-Fex, quando avaliado este parametro, visto

gue houve uma reducao significativa com a administracdo de uma dose diaria 4 vezes
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inferior de Fex (50 mg/kg/dia), em 10 dias de tratamento. Uma possivel explicacédo
para esta maior atividade no baco seria uma acao sinérgica ou aditiva entre a AICIFc

e o Fex.

O aspecto clinico da eficacia terapéutica da LT € muito importante e devem
considerados aspectos relacionados a histopalogia e a capacidade de cicatrizacédo
das lesdes. A Figura 14 mostra a evolucao do tamanho da lesdo apos o inicio do
tratamento em funcdo do tempo. No inicio do tratamento, os animais tratados
apresentavam lesGes com diametro médio de 9,3+0,58 mm (controle); 9,3+0,54 mm
(Lip-AICIFc); 9,7+0,79 mm (SEDDS-Fex); 9,2+1,58 mm (Glucantime®); 8,9+1,26 mm
(Lip-AlCIFc + SEDDS-Fex) e 9,6+1,37 mm (Lip-AlCIFc + Glucantime®) sem diferenga
significativa entre todos os grupos (p> 0,05). O tamanho da lesdo dos animais tratados
com as combinacdes Lip-AlCIFc + Glucantime® e Lip-AlCIFc + SEDDS-Fex
apresentaram estabilizacéo no intervalo de tempo avaliado, uma vez que nao houve
diferenca significativa no diametro médio das lesdes entre o tempo inicial e final do
tratamento (10,4+1,86 e 9,6£2,50 mm, respectivamente) (p> 0,05), assim como 0s
regimes monoterapicos Glucantime® e SEDDS-Fex (9,6+1,49 e 11,1+1,72 mm,
respectivamente) (p> 0,05). Em contraste, o grupo de controle mostrou um aumento
gradual no tamanho médio da lesdo com diferenca significativa entre o tempo inicial e
final de tratamento (11,5+1,34 mm) (p <0,05). A Tabela 9 apresenta imagens das
lesBes de animais no inicio do tratamento e no fim, é possivel observar que as lesdes
mantiveram-se abertas, sem processo de cicatrizacdo visivel em todos 0s grupos.
Yardley & Croft (1997) atribuem a reducao/cicatrizacdo das lesbes a um efeito
supressivo, porém ndo curativo. Os dados do presente estudo corroboram essa
hipotese, j& que, quando avaliada a carga parasitaria na lesdo, ndo ha uma reducéo
significativa em relacdo ao grupo controle, entretanto, ha uma estabilizacdo das

lesdes.

E importante ressaltar que camundongos BALB/c sdo considerados um modelo
rigoroso, no qual apenas os farmacos mais ativos séo eficazes (CROFT; SUNDAR;
FAIRLAMB, 2006). Neste mesmo aspecto a doenga se mostra mais agressiva em
animais infectados com a forma amastigota, quando comparada a infecgdo com a
forma promastigota, e o0s resultados da terapia podem ser marcadamente
influenciados por isso (GARNIER et al., 2007). Assim, qualguer melhora pode ser

atribuida aos efeitos da quimioterapia.
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Figura 14 - Avaliagcdo do didmetro médio das lesb6es em camundongos BALB/c

infectados com L. (L.) amazonensis
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Camundongos BALB/c fémeas foram infectados com amastigotas L (L.) amazonensis na base da
cauda. Ap6s o desenvolvimento de lesGes ulceradas os animais foram tratados com Lip-AICIFc,
SEDDS-Fex, Glucantime®, combinacdo Lip-AlCIFc+ SEDDS-Fex, combinacdo Lip-AlCIFc+
Glucantime® e controle (animais infectados e ndo tratados). A figura apresenta a evolugdo do tamanho
da leséo, ap6s o inicio do tratamento, em funcao do tempo. As barras representam as médias e os
desvios padrdo (n = 7). Comparacgdes entre o tamanho médio da lesédo no tempo inicial (tempo zero) e
tempo final (21 dias) dos tratamentos nao foram estatisticamente significantes (P> 0,05)

Tabela 9 - Imagens das lesdes em camundongos BALB/c infectados com L. (L.)

amazonensis

Inicio do tratamento Fim do tratamento

Grupo
(Tempo 0) (Tempo 21 dias)

Controle
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Imagem das lesdes em camundongos BALB/c infectados com L. (L.) amazonensis na base da cauda.
As imagens foram obtidas no inicio e fim do tratamento dos animais. (A) Controle no inicio do
tratamento e (B) fim do tratamento, (C) Lip-AICIFc no inicio do tratamento e (D) fim do tratamento, (E)
SEDDS-Fex no inicio do tratamento e (F) fim do tratamento, (G) Glucantime® no inicio do tratamento
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e (H) fim do tratamento, (I) Lip-AICIFc + SEDDS-Fex no inicio do tratamento e (J) fim do tratamento e
(K) Lip-AICIFc + Glucantime® no inicio do tratamento e (L) fim do tratamento.

A andlise histologica da pele (Figura 15) mostra que a infec¢ao por L.(L.) amazonensis
induziu alterac@es inflamatorias significativas no grupo controle (Figura 15A e Figura
15B). Foram observadas extensas areas de necrose na derme e infiltrado inflamatério
intenso apresentando tanto células polimorfo como mononucleares, com predominio
de neutrofilos e macrofagos, respectivamente. Em diversas amostras, observou-se
também a presenca de areas de ulceracdo, com descontinuidade da epiderme. No
grupo que recebeu o Glucantime®, o padrédo da lesdo observada foi na maioria das
amostras semelhante ao grupo controle. Entretanto, também foi notada a presenca de
corpusculos calcificados na derme, sugestivos de calcificacdo distrofica, bem como
regibes com maior deposicéo de fibras coldgenas (fibrose) (Figura 15C e Figura 15D).
No grupo que recebeu o Lip-AICIFc tépico (Figura 15E e Figura 15F), a maior parcela
das amostras apresentou infiltrado inflamatorio na derme e areas de ulceragao
relativamente menores que nos grupos anteriores. Ja no grupo que recebeu SEDDS-
Fex, observou-se grande variabilidade no padréo das lesbes, com algumas amostras
apresentando grande numero de neutréfilos e macréfagos, além de éareas
significativas de necrose na derme, enquanto, outras apresentavam restricdo do
infiltrado celular e areas de ulceracéo limitadas (Figura 15G e Figura 15H). Para as
combinagdes Lip-AICIFc + Glucantime® e Lip-AlCIFc + SEDDS-Fex, notou-se uma
sutil reducdo das alteracdes inflamatoérias induzidas pela infec¢do, com infiltrado
inflamatério menos intenso, areas de necrose e de ulceracdo menores que nos outros
grupos. Esses resultados corroboram o score total encontrado (Figura 15M), onde as
combinagdes apresentaram os valores mais baixos e diferenga significativa quando

comparados ao grupo controle (p<0,05).
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Figura 15 - Analise histopatoldgica das les6es de pele dos camundongos

BALB/c infectados com L. (L.) amazonensis e analise do Score Total
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A andlise histopatolégica (H&E) foi realizada nos grupos controle (A e B), Glucantime® (C e D), Lip-
AICIFc (E e F),SEDDS-Fex (G e H), Lip-AlCIFc + Glucantime® (I e J) e Lip-AICIFc + SEDDS-Fex (K e
L). A primeira coluna a direita apresenta as imagens com aumento de 4x e a segunda coluna a esquerda
a imagem com aumento de 40x. (M) Score total. Dados apresentados como mediana + maximo/minimo.
* Os grupos Lip-AlCIFc + Glucantime® e Lip-AlCIFc + SEDDS-Fex apresentaram diferenca estatistica
quando comparado ao grupo controle (p<0,05).

Por fim, com objetivo de avaliar a toxicidade dos tratamentos, o peso e sinais de
mudanca de comportamento (como agitacdo, prostracdo e pilorecdo) dos animais
foram acompanhados durante o tratamento. Ndo houve diferenca significativa do peso
dos animais nos diferentes tempos de tratamento (P>0,05) (Figura 16), nem presenca
de outros sinais de toxicidade. Estes dados sdo semelhantes ao obtidos por Lopes et
al. (2019), Morais-Teixeira et al. (2019) e Damasio (2021).
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Figura 16 - Peso dos camundongos BALB/c infectados com L. (L.)

amazonensis submetidos a diferentes tratamentos nos tempos: inicio-0,7,14 e

21 dias.
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Camundongos BALB/c fémeas foram infectados com amastigotas L (L.) amazonensis na base da
cauda. Apos o desenvolvimento das lesdes ulceradas os animais foram tratados com o grupo Lip-
AICIFc, SEDDS-Fex, Glucantime®, associacdo Lip-AICIFc+ SEDDS-Fex, associa¢ido Lip-AlCIFc+
Glucantime® e Controle (animais infectados e ndo tratados). Os animais foram pesados no inicio (0
dias) e nos dias 7, 14 e 21 apos inicio do tratamento. As barras representam as médias e os desvios
padréo. Comparacéo do peso de todos os grupos nos diferentes tempos nédo foram estatisticamente
significantes (p> 0,05).

Entendemos que seria interessante uma investigacao mais profunda sobre a diferenca
em relagéo aos resultados obtidos no estudo conduzido por Lopes e colaboradores
(2019), como por exemplo, a realizacdo de ensaios para avaliar a indugdo de
resisténcia do parasito, entretanto, em funcdo da pandemia ndo foi possivel a
conducdo. Assim, apesar das limitacdes deste estudo, o conjunto de resultados
obtidos aponta que a combinacao do tratamento topico Lip-AICIFc com os sistémicos
(Glucantime® ou SEDDS-Fex) pode ser promissora para o tratamento da LT.

5.2.2 Estudo in vivo com espécie L. (L.) major

A L. (L.) major é uma das principais espécies causadoras de LT no Velho Mundo,
sendo uma das espécies prevalente na bacia do Mediterraneo, Oriente Médio e Africa.
A coinfecgcdo com HIV tem levado a manifestagfes atipicas da LT, como foi observado
em um surto relacionado a esta espécie em Burkina Faso, na Africa (BURZA et al.,
2018). Dessa forma, estes fatores mostram a importancia da busca por novas
alternativas terapéuticas para LT também causada por esta espécie. E importante
ressaltarmos que cada espécie de Leishmania apresenta caracteristicas bioquimicas
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e moleculares especificas e, portanto, a sensibilidade aos farmacos é também
diferente (ESCOBAR et al., 2002). Foram encontrados estudos publicados sobre a
eficacia in vivo do Fex e da AICIFc contra diferentes espécies causadoras de LT do
Novo Mundo e LV do Novo e Velho Mundo (WYLLIE et al., 2012; RIBEIRO et al., 2016;
PINTO et al., 2019; LOPES et al.,, 2019; DE MORAIS-TEIXEIRA et al., 2019),
entretanto, ndo foi encontrado nenhum estudo que tenha avaliado a eficacia contra L.
(L.) major. Assim, para este estudo de eficacia terapéutica, consideramos ser
interessante avaliarmos a formulagcdo convencional (suspenséo) de Fex, que foi
utilizada em estudo anterior (DE MORAIS-TEIXEIRA et al., 2019) para espécies

causadoras de LT no Novo Mundo.

Inicialmente os animais foram experimentalmente infectados com L. (L.) major e o
desenvolvimento de lesdes seguiu o0 progndstico descrito na literatura (AGUIAR et al.,
2009). Conforme mostrado na Figura 17, a carga parasitaria no grupo controle (3,0 x
10°) foi superior a observada em todos os grupos tratados, apresentando diferenca
significativa em relacdo ao grupo tratado com a combinacgéo Lip-AICIFc + SEDDS-
Fex (p<0,05).
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Figura 17 — Determinacdo da carga parasitaria nalesdo de camundongos
BALB/c infectados com L. (L.) major para avaliacdo da eficacia terapéutica de

diferentes tratamentos in vivo
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Camundongos BALB/c fémeas foram infectados com amastigotas L (L.) major na base da cauda. Os
tratamentos utilizados foram Lip-AICIFc, SEDDS-Fex, combinacdo Lip-AICIFc + SEDDS-Fex e
suspensdo-Fex e grupo sem tratamento (Controle). Os animais foram tratados por 20 dias
consecutivos, sendo os grupos Lip-AICIFc e associagéo Lip-AlCIFc + SEDDS-Fex tratados em dias
alternados em 10 sessdes de TFD e os grupos SEDDS-Fex, Lip-AICIFc + SEDDS-Fex e suspenséao-
Fex foram tratados por 20 dias consecutivos e por gavagem. Um dia apés o fim dos tratamentos a
carga parasitaria foi determinada pelo método de dilui¢éo limitante. *p<0,05 quando a associacao Lip-
AICIFc + SEDDS-Fex comparado ao grupo Controle.

Quando avaliamos a carga parasitaria no baco, apresentada na Figura 18, podemos
observar que a carga parasitaria no grupo controle foi superior a todos os grupos
tratados, sendo que o0s grupos tratados com as monoterapias SEDDS-Fex e
suspensao-Fex, assim como, o grupo tratado com a combinagcdo Lip-AICIFc +
SEDDS-Fex apresentaram uma reducao significativa quando comparados ao grupo
controle (p<0,05). Também, foi possivel observar diferenca estatistica quando
comparamos o grupo Lip-AlCIFc com os grupos SEDDS-Fex e a combinacgao Lip-
AICIFc + SEDDS-Fex (p<0,05).

Os resultados obtidos parecem apontar para uma maior eficicia leishmanicida da
suspensao de Fex contra L. (L.) major em relacdo a L. (L.) amazonensis, ja que para
reduzir da carga parasitaria no baco, utilizando o mesmo protocolo de tratamento, foi

necessaria a dose 200 mg/kg/dia de Fex na forma de suspensdo no segundo caso
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(DE MORAIS-TEIXEIRA et al., 2019), enquanto, neste estudo a dose de 50 mg/kg/dia

foi suficiente.

Também é interessante observamos que SEDDS-Fex foi capaz de levar uma reducéao
maior da carga parasitaria, na lesao e no baco, que a suspenséao Fex, provavelmente
por Fex encontrar-se totalmente solubilizado quando administrado na forma de
SEDDS-Fex. Tarral e colaboradores (2014) mostraram que a biodisponibilidade do
Fex administrado na forma de comprimido em humanos € aproximadamente 25 %
menor do que quando administrado na forma de suspenséo, a absorcéo reduzida do
Fex, na forma de comprimido, é explicada pelo tempo necessario para desintegracao
e dissolucao, pois a taxa de dissolugcdo do farmaco é o fator determinante para o grau

de absorcao dentro de um dado periodo de transito gastrico.

Figura 18 — Determinacgédo da carga parasitaria no baco de camundongos

BALB/c infectados com L. (L.) major para avaliacdo da eficacia terapéutica in
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Camundongos BALB/c fémeas foram infectados com amastigotas L (L.) major na base da cauda. Os
tratamentos utilizados foram Lip-AICIFc, SEDDS-Fex, associacdo Lip-AICIFc + SEDDS-Fex e
suspensao-Fex e grupo sem tratamento (Controle). Os animais foram tratados por 20 dias
consecutivos, sendo os grupos Lip-AICIFc e associagéo Lip-AlCIFc + SEDDS-Fex tratados em dias
alternados em 10 sessdes de TFD e os grupos SEDDS-Fex, Lip-AICIFc + SEDDS-Fex e suspenséo-
Fex foram tratados por 20 dias consecutivos e por gavagem. Um dia apés o fim dos tratamentos a
carga parasitaria foi determinada pelo método de dilui¢do limitante. *p<0,05 quando comparado os
grupos SEDDS-Fex, suspensédo-Fex e a associacao Lip-AlCIFc + SEDDS-Fex com o grupo Controle.

A Figura 19 mostra a evolugdo do tamanho da lesdo apés o inicio do tratamento em

funcdo do tempo. No inicio do tratamento, os animais tratados apresentavam lesées
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com diametro médio igual a: grupo controle (6,1 £ 1,9mm), Lip-AICIFc (7,2 £ 0,6 mm),
SEDDS-Fex (7,1 = 1,0mm), combinacao Lip-AICIFc + SEDDS-Fex (8,1 £ 0,9mm) e
suspensao-Fex (5,8t 0,7mm) sem diferenca significativa entre todos o0s grupos
(p>0,05). As lesbGes dos animais tratados com as monoterapias SEDDS-Fex,
suspensao de Fex e com a combinacéo Lip-AlICIFc + SEDDS-Fex diminuiram durante
o periodo de avaliacédo, até a cicatrizacdo completa da lesdo de um animal dos grupos
tratados com as monoterapias e de trés animais no grupo tratado com a combinacéao,
gue pdde ser observado 14 dias ap0s o inicio da terapia (Tabela 10). Este tempo de
cicatrizacdo estd em consonancia ao apresentado em outros trabalhos que
mostraram a eficacia de tratamentos em camundongos BALB/c infectados com L.(L.)
major (MUSSI; FERNANDES; FERREIRA, 2007; AGUIAR et al., 2009).

Figura 19 - Monitoramento do tamanho da lesdo em resposta a diferentes

tratamentos de camundongos fémeas BALB/c infectados com de L (L.) major
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Acompanhamento do didmetro médio das lesGes em fungéo do tempo. Os tratamentos utilizados foram
Lip-AICIFc , SEDDS-Fex, associacdo Lip-AlICIFc + SEDDS-Fex e suspensdo-Fex e grupo sem
tratamento (Controle).Os animais foram tratados por 20 dias consecutivos, sendo 0s grupos Lip-
AICIFc e combinagéo Lip-AlICIFc + SEDDS-Fex tratados em dias alternados em 10 sessbes de TFD
e 0s grupos SEDDS-Fex, Lip-AICIFc + SEDDS-Fex e suspensdo-Fex foram tratados por 20 dias
consecutivos e por gavagem. Um dia ap6s o fim dos tratamentos, as analises estatisticas mostram
gue no tempo inicial ndo houve diferenga estatistica entre os grupos (p>0,05).
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Tabela 10 - Avaliagdo do efeito do tratamento em camundongos BALB/c

infectados com L (L.) major

Grupo Inicio do tratamento (0 dias) Fim do tratamento (21 dias)

|\\ |
\\ ;
Controle ‘
»
Lip-AlCIFc I

F “!

f

SEDDS-Fex

Lip-AICIFc +
SEDDS-Fex




67

Suspenséao-

Fex

Acompanhamento da progressao das lesdes em camundongos BALB/c infectados com L. (L.) major na
base da cauda. As imagens foram obtidas no inicio (0 dia) e fim do tratamento (21 dias) dos animais.
Os grupos analisados foram: Controle, Lip-AlCIFc, SEDDS-Fex, Lip-AICIFc + SEDDS-Fex e
suspensao-Fex.

A analise histopatologica das amostras (Figura 20A e Figura 20B) indicou, no grupo
controle, uma leséo inflamatéria e necrotica extensa. A leséo foi caracterizada por
ampla areas de necrose e de ulceragdo, bem como infiltrado inflamatério misto, com
predominio de macréfagos mononucleares em regiées mais profundas da derme,
enquanto que, em areas mais superficiais, predominaram neutréfilos
polimorfonucleares (PMN). Em algumas amostras, foram detectados macréfagos
vacuolizados e parasitados, bem como pontos de calcificacdo distréfica. Também
foram observadas alteragcbes na epiderme, incluindo exocitose, acantose e
disceratose. No grupo que recebeu tratamento Lip-AICIFc (Figura 20C e Figura 20D)
as alteracOes detectadas foram menos intensas, sendo que ndo foram observadas
alteragcfes na epiderme, incluindo auséncia de &reas ulceradas em quase todas as
amostras. J& o infiltrado inflamatério e as areas de necrose variaram de moderadas,
em sua maioria a intensas. Caracteristicas semelhantes foram vistas no grupo que
recebeu SEDDS-Fex (Figura 20E e Figura 20F), prevalecendo o infiltrado inflamatério
de moderado a intenso, ndo houve alteracdes na epiderme e a lesdo necrética foi
restrita a derme. A combinacéo Lip-AlCIFc + SEDDS-Fex (Figura 20G e Figura 20H)
atenuou o fendtipo da lesédo, ndo sendo observada lesdo da epiderme, auséncia de
necrose na maior parte das amostras. Concomitantemente, o infiltrado inflamatoério
mononuclear também foi restrito, variando de leve a moderado. Por fim, no grupo
tratado com Suspenséo-Fex (Figura 20l e Figura 20J) observou-se uma variacdo da
les&o entre os animais do grupo, sendo que alguns apresentaram alteragdes intensas
como as descritas no grupo controle, enquanto outros apresentaram lesdo leve, em

area limitada. O score total € apresentado na Figura 20K, onde podemos observar
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gue os grupos SEDDS-Fex e combinacdo Lip-AICIFc + SEDDS-Fex apresentaram

diferenca significativa quando comparados ao grupo controle (p<0,05).

Figura 20 — Andlise histopatolégica dos camundongos fémeas BALB/c

infectados com L. (L.) major e analise do Score Total
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A analise histopatoldgica (H&E) foi realizada nos grupos controle (A e B), Lip-AlCIFc (C e D), SEDDS-
Fex (E e F), combinacéo Lip-AICIFc + SEDDS-Fex (G e H), suspensao-Fex (I e J). A primeira coluna a
direita apresenta as imagens com aumento de 4x e a segunda coluna a esquerda a imagem com
aumento de 40x. (K) Score total. Dados apresentados como mediana + maximo/minimo. * Os grupos
tratados com SEDDS-Fex e associacdo Lip-AICIFc + SEDDS-Fex apresentaram diferenca estatistica
quando comparado ao grupo controle (p<0,05).

Embora, nem sempre a melhora clinica, com redu¢do do tamanho da leséo durante
e apos a terapia se correlacione com a atividade anti-leishmania (CROFT; SUNDAR,;
FAIRLAMB, 2006), no presente estudo observamos tanto a reducdo da carga
parasitaria nas regides avaliadas (lesdo e baco), como a melhora clinica das lesées,
com reducdo do tamanho e cicatrizacdo, assim como, no aspecto histopatologico

guando os animais foram tratados com a combinacdo de SEDDS-Fex + Lip-AICIFc, o
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gue indica que esta combinagdo pode ser promissora para o tratamento da LT

causada por L. (L.) major.

Por fim, a Figura 21 demonstra a variacdo do peso dos animais ao longo do periodo
do tratamento, e como podemos observar ndo houve diferenca significativa do peso
dos animais nos diferentes tempos de tratamento (P>0,05), mesmo com o0 aumento
de doses administradas de SEDDS-Fex. Também n&o houve sinais de mudanca de

comportamento (como agitacdo, prostracao e pilorecéo).

Figura 21 — Avaliagcdo do peso dos camundongos Balb/C infectados com L. (L.)

major submetidos a diferentes tratamentos
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Camundongos BALB/c fémeas foram infectados com amastigotas L (L.) major na base da cauda. Apés
o desenvolvimento das lesGes ulceradas os animais foram tratados com o grupo Lip-AlCIFc, SEDDS-
Fex, combinagéo Lip-AlCIFc+ SEDDS-Fex, suspenséo- Fex e Controle (animais infectados e ndo
tratados). Os animais foram pesados no inicio (0 dias) e nos dias 7, 14 e 21 apoés inicio do tratamento.
As barras representam as médias e os desvios padrdo. Comparacdes entre o peso de todos 0s grupos
nao foram estatisticamente significantes (p> 0,05).
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6 CONCLUSAO

Neste trabalho foi possivel avaliar a eficacia do tratamento topico com Lip-AlCIFc
combinado a tratamentos sistémicos em diferentes espécies causadoras de LT, sendo

uma espécie do Novo Mundo e outra do Velho mundo.

Primeiramente, foram preparadas e caracterizadas as formulac¢des Lip-AlCIFc e
SEDDS-Fex que apresentaram caracteristicas fisico-quimicas condizentes com as
vias de administracdo propostas. Em seguida, o ensaio com a espécie L. (L.)
amazonensis demonstrou uma situagdo frequente na prética clinica e ressaltou a
importancia da busca por tratamentos mais eficazes e seguros para os pacientes. Na
literatura ainda ndo é evidente os fatores de influéncia que determinam o insucesso
terapéutico da LT. Entretanto, apesar do modelo experimental ser considerado de
dificil tratamento para a LT e haver uma provavel alteracao do parasito, o grupo tratado
com a combinacéo Lip-AlCIFc + SEDDS-Fex obteve um resultado positivo na carga
parasitaria do baco quando comparado aos outros grupos e também na

histopatologia houve diferenca estatistica comparado ao controle.

Ademais, no estudo in vivo com a espécie L. (L.) major, os resultados obtidos ao
utilizar a combinacéo Lip-AICIFc + SEDDS-Fex foram eficazes na redugao da carga
parasitaria tanto na lesdo quanto no bago. Bem como os achados histopatoldgicos e
a avaliacao dos efeitos terapéuticos visto na lesdo estdo em concordancia com esses

resultados.

Portanto, a leishmaniose consiste em um desafio no ramo terapéutico devido aos
diversos fatores que a influenciam. O tratamento da LT deve ser eficiente, seguro,
sem hospitalizacdo e menos invasivo. Por esse motivo, a combinac¢do do Lip-AlCIFc
+ SEDDS-Fex é uma estratégia promissora na busca por uma nova alternativa

terapéutica para a LT.
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