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Resumo

As leishmanioses sdo doengas tropicais negligenciadas endémicas em 98 paises com
incidéncia de, aproximadamente, 2 milhdes de casos novos por ano. Embora estas
doencgas tenham sido descobertas ha mais de 100 anos, poucas drogas atualmente
encontram-se disponiveis para seu tratamento. Além disso, a eficiéncia do tratamento
com base nos farmacos existentes é limitada quanto a sua toxicidade, a presenga de
resisténcia bioldgica e a duragdo do tratamento. Assim, se faz necessario e importante
a busca continua de novos tratamentos para essas doengas, especialmente por meio
do uso de compostos menos toxicos e sistemas de entrega mais eficientes. O objetivo
deste estudo, foi avaliar a eficacia de uma nova formulagao lipossomal contendo uma
molécula derivada da hederagenina (FL-DHe), um triterpenoide pentaciclico obtido
dos frutos de Sapindus saponaria, no tratamento da leishmaniose visceral. A
formulacao desenvolvida apresentou a producgao de lipossomos com a média de 141
nm, indice de polidispersdo de 0,12 com potencial zeta de -19 mV. A eficacia da
formulagdo na inibicdo da proliferagdo de amastigotas de Leishmania infantum
infectando macrdéfagos, in vitro, foi confirmada apresentando indices de seletividade
(IS=8,46) superiores ao controle positivo utilizando Anfotericina B (1S<2). A formulagéo
também apresentou baixa toxicidade sobre os macréfagos, células renais e hepaticas.
Nos testes de toxicidade em animais, os grupos foram tratados com diferentes
concentragdes de FL-DHe e, apds andlises bioquimicas e histopatoldgicas, o carater
atoxico foi mantido, ndo apresentando diferengas significativas (p= 0,05), quando
comparados ao grupo controle PBS, em nenhuma das concentragées. Os resultados
sobre sua atividade em modelo animal evidenciaram que, na dose utilizada, nao foi
observada diferengas estatisticas entre o grupo tratado com FL-DHe, em comparagéao
a grupos infectados nao tratados. Entretanto, um aumento da carga parasitaria nos
grupos tratados com lipossomas vazios (FL-V) pode indicar que os componentes da
formulacdo influenciaram na agdo do composto. Em suma, os resultados
demonstraram o grande potencial leishmanicida da formulagéo e sua baixa toxicidade
in vitro, sendo necessarios estudos em prol do refinamento de seu protocolo
terapéutico e da formulacéao lipossomal, visando potencializar a atividade do composto

em modelo murino.

Palavras chave: Leishmania infantum, farmacos, hederagenina, lipossoma.



Abstract

Leishmaniasis are neglected tropical diseases endemic in 98 countries with an
incidence of approximately 2 million new cases per year. Although these diseases
were discovered more than 100 years ago, few drugs are currently available for their
treatment. In addition, the efficiency of treatment based on existing drugs is limited in
terms of its toxicity, the presence of biological resistance and the duration of treatment.
Thus, it is necessary and important to continuously search for new treatments for these
diseases, especially through the use of less toxic compounds and more efficient
delivery systems. The aim of this study was to evaluate the effectiveness of a new
liposomal formulation containing a molecule derived from hederagenin (FL-DHe), a
pentacyclic triterpenoid obtained from the fruits of Sapindus saponaria, in the treatment
of visceral leishmaniasis. The developed formulation showed the production of
liposomes with an average of 141 nm, polydispersion index of 0.12 with zeta potential
of -19 mV. The effectiveness of the formulation in inhibiting the proliferation of
Leishmania infantum amastigotes infecting macrophages, in vitro, was confirmed by
presenting selectivity indexes (IS = 8.46) higher than the positive control using
Amphotericin B (IS <2). The formulation also showed low toxicity on macrophages,
kidney and liver cells. In animal toxicity tests, the groups were treated with different
concentrations of FL-DHe and, after biochemical and histopathological analyzes, the
non-toxic character was maintained, with no significant differences (p= 0.05), when
compared to the PBS control group, in none of the concentrations. The results on its
activity in an animal model showed that, at the dose used, there were no statistical
differences between the group treated with FL-DHe, compared to untreated infected
groups. However, an increase in parasitic load in the groups treated with empty
liposomes (FL-V) may indicate that the components of the formulation influenced the
action of the compound. In summary, the results demonstrated the great leishmanicidal
potential of the formulation and its low toxicity in vitro, requiring studies in favor of the
refinement of its therapeutic protocol and liposomal formulation, aiming to enhance the

activity of the compound in a murine model.

Keywords: Leishmania infantum, drugs, hederagenin, liposome.
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1. INTRODU(;AO
1.1. Leishmanioses

As leishmanioses sdo um conjunto de doencas tropicais negligenciadas que
possuem como agente etioldgico protozoarios pertencentes a ordem Kinetoplastida, a
familia Trypanosomatidae e ao género Leishmania. Esse género possui 53 espécies
ja descritas e distribuidas nos subgéneros Viannia, Leishmania, Sauroleishmania, e
nos complexos L. enrietti e Paraleishmania (Akhoundi et al., 2016). Dentre as
espécies, 31 sdo conhecidas por possuirem a capacidade de parasitar mamiferos,
sendo 20 patogénicas para seres humanos agrupadas nos subgéneros Leishmania e
Viannia (Tsokana et al.,2014; Silveira et al., 2004).

Os representantes patogénicos desses dois subgéneros podem causar um
amplo espectro de manifestacdes clinicas que sao classificadas, principalmente, em
3 formas: (1) leishmaniose cutanea (LC), leishmaniose mucocutédnea (LMC) e
leishmaniose visceral (LV) (WHO, 2020).

A LC pode provocar lesdes cutaneas, principalmente ulceras indolores, que
normalmente estdo localizadas em areas expostas da pele. Possuem um formato
arredondado ou ovalado, que € uma lesao caracteristica, e pode medir de milimetros
a centimetros (MS, 2017). Caso n&o tratadas, as lesdes tendem a evoluir para cura
espontanea em um periodo que pode variar de alguns meses a anos e deixar
cicatrizes permanentes ou as lesdes podem, também, permanecer ativas por varios
anos e até existirem em simultaneo com lesées mucocutaneas posteriores. (MS, 2017;
WHO, 2020)

Ja na LMC podem ocorrer lesées destrutivas parciais ou totais das mucosas
das vias aéreas superiores (nariz, boca e garganta) (MS, 2017). Elas podem aparecer
como uma lesdo secundaria as lesdes de LC que foram curadas espontaneamente ou
apos ser realizado um tratamento inadequado (MS, 2017). Geralmente, a lesédo é
indolor e costuma acometer mais a mucosa nasal, tendo inicio no septo nasal anterior
onde, normalmente, é facil a sua visualizagdo (MS, 2017). Outras lesdes podem
ocorrer, também, na orofaringe, laringe, labios, palato e, em casos mais excepcionais
causar lesées na traqueia (MS, 2017; WHO, 2020).

A LV é uma doenga grave e cronica que apresenta altos indices de letalidade

se nao for tratada (Harhay et al, 2011). Os individuos infectados podem apresentar
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quadros clinicos assintomaticos, o que ocorre na maioria dos casos, ou alguma das
manifestacdes clinicas classicas caracterizadas por crises irregulares de febre,
hepatoesplenomegalia, anemia, manifestacbes hemorragicas, linfadenomegalia e
perda de peso com progressao para desnutrigdo (Badaro et al., 1986, WHO, 2020).
Nas Américas a doencga é causada pela espécie Leishmania infantum, foco desse
trabalho, que possui como vetor fémeas infectadas de Lutzomyia longipalpis, sendo o
cao doméstico considerado o principal reservatorio do parasito no ciclo urbano
(Lainson & Rangel, 2005; Souza et al. 2009).

Os protozoarios responsaveis pelas trés manifestacoes citadas, apresentam-
se, principalmente, nas formas amastigotas, promastigotas, e promastigotas
metaciclicas, formas essas definidas de acordo com o hospedeiro e etapa do ciclo em

gue se encontram (Neves, 2016; Handman 2001; Pimenta, 2012).

B
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Figura 1. Principais formas evolutivas dos protozoarios causadores da leishmaniose. A) Forma amastigota,
encontrada parasitando as células de mamiferos. B) Forma promastigota, encontrada no interior do vetor
invertebrado. (Adaptado de Teixeira et al, 2013)

As formas amastigotas (Figura 1-A) sédo ovais, esféricas ou fusiformes e néo
apresentam flagelo livre. Sao encontradas parasitando células do sistema
mononuclear fagocitario (SMF), principalmente macréfagos, do hospedeiro vertebrado
(Handman 2001; Kaye & Scott, 2011; Neves, 2016). Ja as formas promastigotas
(Figura 1-B) sdo alongadas e contam com a presenca de um flagelo livre e longo
sendo localizadas no trato digestivo dos hospedeiros invertebrados (flebotomineos)
(Handman 2001; Pimenta, 2012; Neves, 2016). As promastigotas metaciclicas sdo as

formas infectantes para os hospedeiros vertebrados; possuem o didmetro do corpo
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nos menores limites apresentados pelas promastigotas; seu flagelo chega a medir
cerca de duas vezes mais do que o comprimento do corpo e essas formas sao
encontradas livres nas por¢des anteriores do trato digestivo do inseto vetor (Handman
2001; Kaye & Scott, 2011; Neves, 2016)

O ciclo biolégico (Figura 2) se divide em duas fases principais que iréo
acontecer no votor ou no mamifero hospedeiro. Ele tem inicio quando a fémea de
flebotomineo realiza o repasto sanguineo no hospedeiro mamifero infectado com
Leishmania spp.. Durante o repasto, a fémea adquire formas amastigotas junto com o
sangue e, dentro do vetor, os parasitos escapam da matriz peritréfica para a luz de
seu intestino. O sangue, apos digerido, passara para o intestino posterior sendo

eliminado (Kaye & Scott, 2011; Handman 2001; Neves, 2016).

Amastigota
Intracelular

\ Proliferagéao

MAMIFERO

r Fagolisossomo

Macréfago

Outros
Macréfagos

Invasan ou
Fagocitose

&cada do Vetor Picada do Vetor

W

Metaciclica

Promastigota

Figura 2. Ciclo de vida de Leishmania spp . As fémeas de flebotomineos infectadas, ao realizar o repasto
sanguineo no mamifero, depositam as formas infectantes do parasito. Este, por sua vez, podera infectar células
do sistema mononuclear fagocitario, onde, apos diferenciagdo e sucessivas replicagdes, rompera a célula e
estara disponivel no meio extracelular para infectar novas células. (Adaptado de Handman 2001)
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No tubo digestivo do inseto as amastigotas se diferenciam em promastigotas,
as quais sofrem uma série de alteragbes morfologicas e fisioldgicas, diferenciando-se,
pelo menos em parte, em paramastigotas e no final do ciclo em promastigotas
metaciclicas, que se movem para a parte anterior do tubo digestivo do flebotomineo
(Kamhawi, 2006; Kaye & Scott, 2011; Melo, 2016).

Desta forma, ao se alimentarem novamente, os insetos depositam as formas
promastigotas metaciclicas, no local da picada, na pele do novo hospedeiro. Uma vez
no mamifero, os parasitos sdo fagocitados ou invadem as células do SMF,
principalmente macréfagos, e se diferenciam novamente em amastigotas, formas que
conseguem sobreviver dentro dos fagolisossomos, onde se multiplicam (Kaye & Scott,
2011). Apds sucessivas multiplicagdes, as células parasitadas sofrem lise ou entram
em apoptose espalhando as amastigotas no meio extracelular, onde estardo
disponiveis para serem fagocitadas por novos macréfagos ou outra célula do SMF. O
ciclo se completa quando as amastigotas sao ingeridas novamente por flebotomineos

gue se alimentardo no hospedeiro infectado (Kaye & Scott, 2011; Melo, 2016).

1.2. Epidemiologia das Leishmanioses

As leishmanioses estido inseridas entre as doengas mais negligenciadas do
mundo e sao caracterizadas por afetar, principalmente, paises classificados como
mais pobres e paises ainda em desenvolvimento (Inceboz, 2019). Estima-se que
existam, aproximadamente, 12 milhées de pessoas doentes e que, anualmente,
ocorram cerca de 2 milhdes de novos casos (Kedzierski, 2010; Fiocruz, 2019a). Além
disso, 350 milhdes pessoas se encontram expostas ao risco de infecgdo pelas
leishmanioses em todo o mundo com 20 a 30 mil mortes anuais, sendo considerada
uma das enfermidades transmitidas por vetores com maior relevancia (Kedzierski,
2010; Fiocruz, 2014; Fiocruz, 2019a; Inceboz, 2019; WHO, 2020).

Mais de 85% dos casos registrados, em 2018, para LC estavam presentes em
10 paises: Afeganistédo, Argélia, Bolivia, Brasil, Colédmbia, Ira, Iraque, Paquistao, Siria
e Tunisia, sendo que, 84% foram reportados pelo Brasil (OPAS, 2019; WHO, 2020).
Mundialmente, a ocorréncia da LC é de 600.000 a 1 milhdo de novos casos,
anualmente (WHO,2020)

No Brasil, dados de LC registrados entre 2003 e 2018, mostraram a ocorréncia

de mais de 300.000 casos, com uma média de 21.158 casos por ano (MS, 2019). Em
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todo o territorio, o coeficiente médio de deteccao foi de 11,3 casos a cada 100.000
habitantes, e os maiores valores desse coeficiente, foram registrados na regido Norte
do pais, seguido pela regiao Centro-Oeste. (MS, 2019; WHO, 2020).

J& os dados para LV mostraram que, também em 2018, que mais de 95% dos
novos casos foram observados, também, em 10 paises: Brasil, China, Etiépia, india,
Iraque, Quénia, Nepal, Somalia, Sudao do Sul e Sudéao (Inceboz, 2019; WHO, 2020).
Levando em consideragao os dados registrados nas Américas, 96% dos casos de LV
sao reportados somente no Brasil com registros de casos, principalmente nas regides
Centro-Oeste, Nordeste e Sudeste. (OPAS, 2018; MS, 2019). No periodo de 2003 a
2018, 51.000 casos humanos foram confirmados no pais, apresentando uma
incidéncia média de 1,7 casos a cada 100.000 habitantes (MS, 2019).

Dados registrados no ano de 2018 pelo Data Sus, apontam que o estado de
Minas gerais estava citado entre os principais locais de registro de LV no Brasil,
apresentando 434 casos, ficando atras somente do estado do Para (562) e do
Maranhao (725) e, entre os municipios Mineiros onde mais s&o reportados os casos,
destacam-se as cidades de Belo Horizonte (132), Montes Claros (58) e Januaria (46)
(DataSus, 2020).

Entretanto, apesar de ser endémica das regides citadas, a LV é considerada
uma doenca em expansao apresentando, nos ultimos anos, registro de casos em
locais onde antes nao havia incidéncia da doenga como a regido Sul do pais (USP,
2020).

Estudos realizados ao longo dos anos buscaram identificar quais eram as
provaveis causas da propagacao da LV no Brasil. Dentre os fatores foram citadas
como possiveis causas, a migracao de trabalhadores e animais entre os estados
durante desenvolvimento da regido Centro-Sul, além de migracdes em regides
fronteiricas entre paises como Bolivia (Gasoduto Bolivia-Brasil) e Paraguai (disperséo
pela triplice fronteira) além de varios episddios de desmatamentos, todos esses
fatores facilitando um transporte de pessoas doentes, hospedeiros e vetores desse
parasito (Alencar, 1983; Oliveira et al., 2006, Antonialli et al., 2007; Werneck, 2008;
Motoie et al., 2013; Oliveira et al., 2016; Grill & Zurmendi, 2017; WHO, 2017; Oliveira
et al., 2018; Bezerra et al., 2018).
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Apesar da LV apresentar um menor numero de casos em comparagao
a LC, deve-se considerar que sua expansao pelos territérios, onde ndo eram
anteriormente registrada e seu aumento progressivo no Brasil e em outros paises
endémicos, é um risco muito grande, pois se trata de uma doencga silenciosa, de
carater mais grave do que as formas de LC e LMC e que chega a registar 90% de
Obito em pacientes graves nao tratados, atingindo o indice de letalidade de 8,8% no
Brasil, em 2017 (MS, 2005; Harhay et al, 2011; MS, 2017; OPAS, 2018). Assim, torna-
se fundamental o investimento em mecanismos de controle dessa doenca adotando

medidas necessarias para sua prevengao, tratamento e redugao de sua expansao.

1.3. Prevencao e controle leishmaniose visceral

Como ja descrito no ciclo das leishmanioses, sua transmissdo envolve um
complexo sistema bioldgico que engloba o hospedeiro humano, o protozoario parasito,
o vetor flebotomineo e, em algumas situagcdes, um reservatério animal. Portanto, é
improvavel que o controle seja alcangado por uma unica intervengdo, sendo
necessario um conjunto de estratégias, adaptadas a cada contexto, que levem em
conta a realizacdo de um controle vetorial integrado a educacdo em saude, a
realizacao de diagnostico precoce e tratamento dos casos humanos e, a eutanasia
céaes infectados (Killick-Kendrick, 2010; Alves et al., 2018).

Assim, as medidas gerais empregadas no controle do vetor ttm como foco a
interrupgao ou redugao da transmissao do parasito causador da doenga, objetivando
a redugao do numero de flebotomineos a partir do uso de inseticidas de agao residual
ou impregnado em telas e redes, como os ‘mosquiteiros’ e limpeza de possiveis
criadouros do inseto; eutanasia de caes infectados, visto que o tratamento dos animais
doentes ndo é recomendado no Brasil de acordo com orientacdo do Ministério da
Saude (MS), visando reduzir a presenga desse tipo de reservatorio em meio urbano
e, consequentemente, diminuir a transmissdo da doencga para o ser humano; tentar
prevenir do contato dos cdes com o vetor evitando passeios com animais no horario
de preferéncia de repasto do vetor e utilizando coleiras impregnadas com deltametrina
a 4% ; o tratamento de pessoas doentes e a educagdo em saude (Seva et al., 2016;
WHO,2020).Entretanto, a maioria das medidas de controle s&o de dificil realizagao ou
apresentam eficacia abaixo do esperado.
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Em relagcdo ao controle da transmissao, ja € possivel verificar relatos de
problemas com casos de resisténcia do inseto vetor a alguns dos inseticidas
existentes (De Camargo-Neves et al., 2007; Maciel et al.,, 2010). Ademais, a
eliminagcdo de criadouros € problematica, pois o vetor utiliza matéria orgénica,
principalmente de origem vegetal, em decomposicdo como criadouro, 0 que torna

inviavel a identificacédo e eliminagao de todos eles. (Fiocruz, 2019b)

A realizagao da eutanasia de caes infectados gera muita resisténcia entre os
donos dos animais e, quando ela é autorizada, observa-se uma alta taxa de
substituicao dos animais eutanasiados por outros caes, levando a um aumento da
rotatividade dos animais e gerando uma populagédo canina mais jovem que pode ser
mais suscetivel ndo somente a LV, mas a outros tipos de doengas (Nunes et al., 2008;
Rocha et al., 2020). Além disso, as medidas de prevengdo como uso coleiras
impregnadas e redugao de passeios no horario do repasto do vetor podem nao ser
100% eficientes na prevencao do contato do animal com o inseto uma vez que os
criadouros sdo presentes no ambiente peridomiciliar devido ao alto grau de sinantropia
do vetor (Lainson & Rangel, 2005; Souza et al., 2004; Carvalho et al., 2010).

Um estudo realizado na cidade de Belo Horizonte sobre o conhecimento da
LV demonstrou que metade dos individuos infectados desconhecia a doenca
completamente e apenas 1,2% reconheciam o inseto vetor (Borges et al. 2008). Outro
dado importante do estudo foi o de que as pessoas nao alfabetizadas possuiam oito
vezes maior probabilidade de serem acometidas pela LV (Borges et al. 2008). Assim,
percebe-se o quanto a educagao em saude pode ser uma 6tima aliada no controle da
maioria das doencgas parasitarias, mas ainda ndo € uma medida que resolveria

sozinha o controle da disseminacao da doenca.

Como ainda ndo ha uma vacina imunizante, uma das alternativas mais viaveis
para controle da doenca € o tratamento das pessoas doentes, caindo em outro viés,
por se tratar de uma doencga silenciosa onde os pacientes podem apresentar-se
assintomaticos ou oligossintomaticos dificultando o diagnédstico precoce (Kedzierski,
2010; Evans & Kedzierski, 2011; Singh et al., 2014b; Allahverdiyev et al., 2017). Além
disso, os farmacos disponiveis para a terapéutica sdo poucos - quase 0s mesmos a
50 anos -, apresentam altas taxas de toxicidade e alguns deles ja apresentam casos
de resisténcia parasitaria o que pode atrapalhar o tratamento efetivo e imediato de

pacientes diagnosticados, sendo necessarias busca continuas de alternativas para o



22

tratamento (Rath et al., 2003; Soares-Bezerra et al. 2004; Kedzierski, 2010; Sundar et
al., 2012; Ammar et. al.,, 2019). A seguir serdo abordados alguns dos farmacos

utilizados e suas particularidades.

1.4. Tratamentos para leishmaniose visceral
1.4.1. Tratamentos Convencionais

Alguns farmacos encontram-se disponiveis para o tratamento das
leishmanioses como, por exemplo, os antimoniais pentavalentes (SbY), desoxicolato
de anfotericina B (AmB) e miltefosina (MIL) (Soares-Bezerra et al. 2004). Porém todos
apresentam significativas limitagées em relagéo a toxicidade, prego e/ou longo tempo
administragdo. (Rath et al., 2003; Soares-Bezerra et al. 2004; Kedzierski, 2010;
Sundar et al., 2012; Ammar et. al., 2019).

O SbY foi introduzido no mercado a mais de 60 anos atras e constituia um
padréo-ouro para o tratamento (Rath et al., 2003). Nas ultimas décadas, foi observado
um rapido desenvolvimento de resisténcia aos compostos utilizados para o
tratamento, particularmente aos SbY em areas endémicas, devido ao preco e a falta
de supervisdo no cumprimento dos tratamentos (Rath et al., 2003). Nessas areas onde
vém ocorrendo resisténcia ao SbY, vem utilizando-se, alternativamente, farmacos
como a AmB e a MIL (WHO, 2009; Rojo et al., 2015).

A dose desse farmaco normalmente recomendada para se utilizar no
tratamento é de 20mg/kg/dia durante 20 a 40 dias com o limite de 3 ampolas, de 5mL
cada, por dia (405mg de Sb¥/ampola) (MS, 2005, Pelissari et al. 2011).

As doses podem ser administradas pelas vias parenteral, intramuscular ou
endovenosa, sendo a mais aconselhada a via endovenosa com aplicagao lenta (5
minutos de aplicacao), pois nessa via ndo é necessario realizar diluicdes permitindo a
aplicagado de doses mais adequadas além de possuir menor inconveniente de dor

local, observado principalmente na via intramuscular (MS, 2006).

Por ser rapidamente absorvido, cerca de 90% do antiménio administrado &
depurado e excretado pelos rins nas primeiras 48 horas, sendo assim, necessario a
administrar, de forma continua, elevadas doses desse farmaco para atingir sua
eficacia, aumentando o potencial toxico do tratamento com esse composto (Rath et

al. 2003). Efeitos colaterais normalmente associados ao SbY sao mialgias, alteragdes
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hepaticas, nefrites, dores abdominais, além de disturbios dos sistemas cardiaco,

respiratorio e gastrintestinal (Rath et al. 2003).

A MIL foi desenvolvida na década de 80, originalmente, para ser um
medicamento antitumoral (Sundar & Olliaro, 2007; Dos Santos Nogueira et al., 2019).
Seu uso para o tratamento das leishmanioses foi aprovado, pela primeira vez, na india
em 2002 sendo considerado o primeiro farmaco oral que se mostrou eficaz no

tratamento das leishmanioses (Sundar et al., 2012).

A dose recomendada pode variar de 2,5 a 150mg/kg dependendo da idade e
peso do paciente, sendo administrada por via oral durante 28 dias (WHO,2010). Dada
a sua meia-vida longa, esse medicamento deve ser utilizado sob supervisao para

evitar a potencial selegao de cepas de parasitos resistentes (WHO, 2009).

Geralmente, os efeitos colaterais associados ao seu uso no tratamento estéo
relacionados ao trato gastrintestinal, como nauseas, vomito e diarreias. Outros
sintomas mais graves ja descritos sdo a pancreatite aguda e possiveis efeitos
teratogénicos, ndo sendo indicado seu uso por mulheres gravidas ou com potencial
para engravidar durante o tratamento ou em um periodo de 3 meses apds seu término
(WHO, 2010; Monge-Maillo & Lépez-Vélez, 2015). Em 2016, no Brasil, seu uso foi
liberado para o tratamento de caes infectados, sendo o primeiro farmaco autorizado
para esse fim, no pais. (SBMT, 2016).

Ja a AmB é um antibidtico que apresenta atividade antifungica e
leishmanicida, mas possui alto custo, efeitos colaterais e episddios de toxicidade que
limitam a eficiéncia terapéutica e a aplicabilidade clinica deste medicamento (Pelissari
et al. 2011; Ammar et. al., 2019).

Em gestantes e pacientes com idade inferior a 6 anos e superior a 65 anos a
AmB esta indicada como tratamento de primeira escolha assim como em casos graves
de desnutricdo, infecgdes bacterianas, comorbidades e algumas manifestagdes
clinicas como: fendmenos hemorragicos, ictericia, edema generalizado, entre outras
(MS, 2006; Pelissari et al. 2011). E aconselhado o seu uso como segunda opcéo de
tratamento em pacientes que apresentem alguma contraindicagdo ou apresentem

toxicidade ou refratariedade apos o uso de SbY (MS, 2006).
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O uso clinico da AmB esta associado a diversos efeitos colaterais frequentes
e graves, como anemia, nauseas, vomitos, febres, nefrotoxicidade que, quase
sempre, resulta em disfungao renal de gravidade variavel entre os pacientes tratados
levando a interrupgao frequente de tratamento nesses casos (Filippin et al., 2006;
Pelissari et al. 2011; Ammar et. al., 2019).

Outra apresentacdo da AmB disponibilizada pelo MS € a AmB Lipossomal
(MS, 2006; Pelissari et al. 2011). Esse tipo de formulagao possui eficacia comparavel
ao AmB convencional, porém apresenta menor toxicidade (MS,2006, Pelissari et al.
2011). Seu alto custo inviabiliza o seu uso na saude publica, sendo restrito para
tratamento de pacientes que passaram por transplante renal ou apresentem
insuficiéncia renal (alteragbes histopatologicas do rim e taxa de filtragdo glomerular
<60mL/min/1,73m?), em casos onde houve falha terapéutica ou em casos de
toxicidade ao uso de AmB convencional (MS,2006). Os efeitos adversos que podem
ser observados sao a nefrotoxicidade, febre, cefaléia nausea, vémitos, tremores,
calafrios e dor lombar (MS, 2006; Pelissari et al. 2011).

A dosagem recomendada de AmB é de 1mg/kg/dia por via endovenosa, nao
ultrapassando a dose diaria de 50mg, por um periodo de 14 a 24 dias e seu tempo de
infusdo pode levar de 2 a 6 horas (MS, 2006, Pelissari et al. 2011; Ammar et. al.,
2019). No caso da formulagdo lipossomal, orienta-se que seja administrado
3mg/kg/dia, durante sete dias ou 4mg/kg/dia, durante cinco dias por infusdo venosa,
em dose unica diaria. O tempo de infusdo pode levar de 30 a 60 minutos. (MS, 2006
Pelissari et al. 2011).

Continuas pesquisas que objetivam desenvolver novos farmacos para o
tratamento da leishmaniose vém progredindo aos poucos, entretanto, devido a falta
de melhores terapias ainda existe uma grande necessidade de identificagdo de
potenciais farmacos que sejam mais eficientes e seguros (Rodriguez- Hernandez et
al., 2016b).

1.4.2. Identificagao de potenciais farmacos a partir de produtos naturais
Uma alternativa na busca por novos farmacos sédo os produtos naturais. Eles

sdo uma potencial fonte de novos compostos que podem ser usados como farmacos

ou como fonte de estruturas lideres para o desenvolvimento de novos agentes no
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tratamento de varias doengas, incluindo algumas doencgas tropicais negligenciadas
como a leishmaniose (Mishra & Tiwari, 2011; Singh et al., 2014a; Hussain et al., 2014;
Newman & Cragg, 2016).

Entre as varias classes de produtos naturais com atividade leishmanicida,
alguns acidos triterpenoicos pentaciclicos naturais, como acido betulinico, acido
ursolico e seus derivados, mostraram alguma atividade (Singh et al., 2014a; Haavikko
et al., 2014; Lopes et al., 2011). Recentemente, os compostos triterpénicos de acido
oleandlico e lanosterol mostraram ser potentes agentes leishmanicidas contra as

espécies Leishmania braziliensis, L. amazonensis e L. infantum (Melo et al., 2016).

Em um recente trabalho do nosso grupo de pesquisa em parceria com o
Departamento de Quimica da Universidade Federal de Minhas Gerais (UFMG) e da
Universidade Federal de Vigosa (UFV), foi estudado os efeitos da Hederagenina (He)
(figura 3-A), um triterpenoide pentaciclico do tipo oleano que exibe atividades anti-
inflamatérias antifungicas, leishmanicida contra as formas promastigotas de L.
infantum e L. tropica e antimicrobianas, bem como citotoxicidade para diferentes
linhas de células tumorais (Takagi et al., 1980, Timon-David et al., 1980; Majester-
Savornin, 1991; Ribeiro et al., 1995; Albiero et al., 2002; Saha et al.,2010; Gauthier et
al. 2009; Rodriguez-Hernandez et al., 2015). Este acido triterpendico pode ser
extraido em grandes quantidades dos frutos de Sapindus saponaria (Sapindaceae)
(Figura 3-B), uma arvore tropical popularmente conhecida no Brasil como "sabao-de-
soldado", “saboneteira”, entre outras denominagdes (Albiero et al., 2001, Rodriguez-
Hernandez et al., 2015). Pelos potenciais efeitos farmacéuticos e por ser um produto
de facil obtencdo — que poderia levar a baixos custos de produgao-, essa molécula
gerou grande interesse de nosso grupo de pesquisa em avaliar sua agao sobre as

formas amastigotas, o que ainda n&o havia sido realizado.

Além da prépria He avaliamos, também, o potencial de agdo de 60 derivados,
obtidos apo6s alteragbes em sua estrutura quimica, e a suas eficacias em inibir a
proliferacdo de amastigotas intracelulares. Apos os experimentos, foi comprovada a
eficacia, in vivo, da He e de oito de seus derivados, como pode ser observado na
tabela 1 (Rodriguez- Hernandez et al., 2016b). A partir desses dados, selecionamos
0 composto com os resultados mais promissores e partimos para a fase de testes de

segurancga e atividade leishmanicida in vivo.



26

Tabela 1. Valores de atividade leishmanicida, citotoxicidade e indice de seletividade da
hederagenina e derivados

Composto IC,, (LM) Mg CC, (uM) s
He 61.6+0.25 <1000 10
3 9.7+0.12 63.0+0.17 6.4
4 12.0+£0.12 83.0£0.21 6.9
22 18.0+£0.13 32.5+0.18 1.8
32 38.0£0.08 21.0+0.12 0.5
34 32.0+0.13 212+0.12 6.6
44 11.0+0.09 66.0 + 0.09 6.0
49 * 20+0.16 45.0+0.15 22.5
52 6.0 £0.06 16.0 £ 0.15 26
SbY 80.0£0.13 8.0 £0.07 0.1

ICs0.: Concentragdo requerida para inibir 50% da proliferagdo de amastigotas. CCso: Concentracdo de
citotoxicidade do farmaco que resulta em 50% da mortalidade celular. IS: indice de Seletividade que demonstra o
quanto a agao de um composto é direcionada ao parasito sem causar danos as células dos mamiferos (Maior valor
- mais seletiva sua agdo - Maior seguranga). M®: Macrofagos Caninos DH82. SbY: Antiménio Pentavalente. (*):
Composto selecionado para seguir nos testes.

Figura 3. Representagdes da Hederagenina. A) Estrutura quimica da Hederagenina (Adaptado de Rodriguez-
Hernandez et al., 2016a); B) Frutos de Sapindus saponaria (Adaptado de Viveiro Ciprest).

1.4.3. Sistema de entrega de farmacos

Outra alternativa que vem sendo amplamente estudada na busca por novas
terapias € a utilizagao de utilizagdo de sistemas de entregas de farmacos que podem
potencializar a agdo de um composto prolongando sua agao e melhorando sua
administragdo (Mishra et, al, 2010; Gaona, 2016).
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Nas ultimas décadas, um dos sistemas de entrega melhor estudados sao os
lipossomas (Allen & Cullis, 2013; Van Swaay & DeMello, 2013). Isso se deve ao fato
das particulas lipossomais serem biodegradaveis e, assim, apresentarem fraca
imunogenicidade e baixa toxicidade. (Rajendran et al, 2012; Allen & Cullis, 2013). Além
disso, devido a semelhanga com a composicdo de membranas celulares, interagem
bem com as células levando a melhores resultados de absorgédo, pois facilita a
liberacdo do farmaco no local mais adequado, evitando sua perda e degradagao no
organismo (Rajendran et al, 2012). Com isso, € possivel gerar uma redugao nas doses
de tratamento, na toxicidade e efeitos colaterais de um farmaco, proporcionando uma

maior eficacia e seguranga ao tratamento (Allen & Cullis, 2013).

1.4.3.1. Lipossomas

Lipossomas sao vesiculas de bicamadas concéntricas formadas por agregados
coloidais, geralmente constituidos por fosfolipideos (Figura 4-B) como a
diestearoilfosfatidilcolina (DSPC) e dipalmitoilfosfatidilglicerol (DPPG), de onde os
seus componentes organizam-se espontaneamente em estruturas fechadas em forma
de esfera (Figura 4-A) quando sao expostos a um meio aquoso (Santos & Castanho,
2002). Os fosfolipideos possuem a caracteristica tipica de apresentar o carater
anfipatico, ou seja, possui uma cabega polar hidrofilica ligada a uma ou duas cadeias
carbénicas hidrofébicas. Esse tipo de conformacao permite a incorporacédo tanto de
substancias hidrofilicas quanto de hidrofébicas, o que o torna um vantajoso sistema

carreador de farmacos (Santos & Castanho, 2002).

Para o preparo de lipossomas, normalmente, sdo avaliados parametros fisico-
quimicos que levam em consideragdo seu diametro, indice de polidispersao (IP) e
Potencial Zeta (PZ) (De Souza, 2013).

Em trabalhos anteriores, pesquisadores observaram que o didmetro (nm) dos
lipossomas poderia influenciar em seu comportamento (Bozzuto & Molinari, 2015).
Lipossomas de menores diametros (100-200nm) interagiam menos com proteinas do
plasma e evitavam a sua captura por células do SMF, levando a uma meia-vida mais
longa no sangue. Ja os lipossomas maiores (>300nm) tendiam a serem mais
capturados pelo SMF e serem eliminados mais rapidamente da circulagao (Bozzuto &
Molinari, 2015).
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Figura 4. Componentes utilizados para formulagao lipossomal. A) Estrutura esquematica dos lipossomas. B)
Estrutura dos lipideos utilizados na formulagéo lipossomal: Fosfatidilcolina (DSPC) e Fosfatidilglicerol (DPPG). (De
Souza, 2013).

O IP é um parametro usado para indicar como € a distribuicdo do diametro
das vesiculas lipossomais e define a homogeneidade da formulagéo desenvolvida,
podendo variar de 0,0 (completamente monodisperso) a 1,0 (completamente
polidisperso), sendo desejado que esteja sempre mais préoximo de 0,0 (Carmo, 2007,
Balest, 2013).

Ja o PZ (mV) é obtido a partir uma técnica que visa caracterizar a carga
superficial dos lipossomas (Legrand et al., 1999). Um lipossoma pode possuir
componentes carregados que poderao conferir carga neutra, positiva ou negativa. A
carga neutra pode levar a agregacgao dos lipossomas o que reduziria sua estabilidade
fisica o que, consequentemente prejudicaria sua agao (Bozzuto & Molinari, 2015).
Além disso, o carater neutro das particulas faz com que nao ocorra interacio
significativa com as células, levando a liberagdo dos farmacos no meio extracelular
(Bozzuto & Molinari, 2015). Ja a presenca de uma carga na superficie, positiva ou

negativa, induz repulsao eletrostatica entre lipossomas, prevenindo a agregacao e
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colisdes com particulas adjacentes, e, diferente das particulas neutras, uma alta carga
tende a auxiliar na melhor interacdo com as células, quanto maior o seu valor, positivo
ou negativo, maior a estabilidade da formulacdo (Balest, 2013; Bozzuto & Molinari,
2015).

Baseado no potencial de incremento dos lipossomas a agcao dos farmacos
atuais e seu auxilio na reducido da toxicidade, optamos por adicionar a técnica no

preparo de nosso composto.

2. JUSTIFICATIVA

Levando em consideracido os muitos desafios e dificuldades encontradas no
tratamento da leishmaniose visceral, como os citados acima, esse trabalho teve como
foco a busca por um novo farmaco que auxiliasse no tratamento dessa doencga de
grande importancia médica e veterinaria, a partir da elaboragao de uma formulagao

lipossomal contendo, em sua estrutura, uma molécula com agao leishmanicida.

3. OBJETIVO

O objetivo desse trabalho foi o desenvolvimento de nova formulagéo
lipossomal contendo uma molécula derivada da hederagenina e a avaliagdo da
eficacia dessa formulagdo na inibicdo do crescimento parasitario das formas

intracelulares de Leishmania infantum em modelos in vitro e in vivo.

3.1. Objetivos especificos

i. Elaborar uma formulagdo Lipossomal com uma molécula derivada da
hederagenina incorporado a sua estrutura (FL-DHe)

ii. Realizar a caracterizagao fisico-quimica dos sistemas lipossomais em termos
de didmetro (nm), indice de polidispersédo e potencial zeta (mV) das
formulagdes desenvolvidas.

iii. Avaliar a eficacia in vitro na redugcdo da carga parasitaria das formas
intracelulares de L. infantum utilizando macréfagos da linhagem DH82
infectados.

iv.  Verificar a viabilidade metabdlica de células expostas a formulagao FL-DHe
por ensaio colorimétrico MTT.

v. Avaliar a toxicidade FL-DHe, em modelo murino, utilizando técnicas de

analises histopatoldgicas e bioquimicas.
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vi. Avaliar a atividade leishmanicida em modelo murino infectado com L.
infantum, utilizando PCR em tempo real para quantificacdo da carga

parasitaria pos tratamento.

4. METODOLOGIA
4.1. Obtencao dos materiais

4.1.1. Obtenc¢ao do derivado da Hederagenina (DHe)

O composto 49 citado na tabela 1, foi selecionado como o mais promissor
para ser utilizado nos testes. O processo de obtengcdo da He foi realizado por
colaboradores do Departamento de Quimica da UFMG e UFV, e é descrito por
Rodriguez-Hernandez et al. (2015;2016ab). No esquema da figura 5 observa-se que,
para producdo desse derivado, houve a substituigdo do grupo hidroxila e no local,
referente ao carbono 28, foi adicionado uma porgéo contendo um grupamento amida
e um grupo triazol. A molécula foi caracterizada por métodos espectroscopicos e
espectrométricos e a descricdo de sua atividade leishmanicida € mostrada na tabela
1. A molécula foi nomeada, neste trabalho, como ‘Derivada da Hederagenina’ (DHe)

(Rodriguez-Hernandez et al., 2016a).

Figura 5. Esquema de obtenc¢ao dos derivados da hederagenina. Para a formagéo dos derivados, ocorreu a
substituicdo do grupo hidroxila (imagem mais a esquerda) e, no local, foi adicionado um grupo amida e um grupo
triazol (Adaptada de Rodriguez-Hernandez et al. 2015;2016a).

4.1.2. Formulagao Lipossomal e Caracterizagao

As formulacdes, na forma liofilizada, foram fornecidas em colaboragao com o Prof.
Dr. Fréderic Frezard e pelo doutorando Guilherme Ramos, ambos integrantes do

Departamento de Fisiologia e Biofisica da UFMG.

Para o preparo dos lipossomas foram utilizados os fosfolipideos

diestearoilfosfatidilcolina (DSPC) e dipalmitoilfosfatidilglicerol (DPPG) com ou sem o
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farmaco FL-DHe na razdo molar de 5:0,5:0,5, respectivamente (Figura 6-A). Para tal
preparo utilizamos o método de desidratacéo — reidratagdo como descrito previamente

(Kirby & Gregoriadis 1984) demonstrado na figura 6-B.

Sucintamente, os fosfolipideos/farmaco supracitados foram solubilizados em uma
mistura cloroférmio/metanol (2:1) em um baldo de fundo redondo que posteriormente
foi levado a um evaporador rotativo parcialmente imerso em banho a 60°C para
formacao do filme lipidico e evaporagao do solvente por 60 minutos, sob vacuo
constante. Em seguida, este filme foi hidratado com solugéo de sacarose 0,4M por 60
minutos a 60°C, sem vacuo. Posteriormente, as vesiculas foram submetidas a um
processo de calibragcdo de tamanho por filtracdo repetida (5x) a 60°C, através de
membrana de policarbonato com poro de 200 e 100 nm (Sigma, Whatman®

Nuclepore™, Alemanha), usando uma extrusora acoplada a um gas inerte (nitrogénio

ou argbnio).
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Figura 6. Passos do preparo da formulagao lipossomal com o farmaco (FL-DHe) e sem o farmaco (FL-
V). A) Fosfolipideos e molécula DHe utilizados no preparo dos lipossomas contendo o farmaco. Em
formulagdes vazias sdo utilizados os mesmos fosfolipideos sem a DHe. B) Esquema de preparo do filme
lipidico. Imagem criada a partir da adaptagéo do protocolo de Kirby & Gregoriadis 1984.
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Aliquotas dos lipossomas calibrados foram utilizadas para analises de tamanho e
do indice de polidispersao (IP), ambas através de espectroscopia de correlagao de
fétons (DLS -Malvern Zetasizer Nano ZS90, Malvern Instruments LTD, Reino Unido),
a 25°C com éangulo de espalhamento de 90°. O potencial zeta (PZ) foi avaliado
também por DLS associado a mobilidade eletroforética, a um angulo de 90°. Para as

analises, usou-se 0,01mL da amostra (formulagao) para 0,99mL de diluente.

A formulagéao lipossomal que possuiam o composto encapsulado em sua estrutura
foi denominada FL-DHe e a que possuia somente os lipideos FL-V. Ambas as
amostras foram entdo congeladas em nitrogénio liquido, liofilizados por até 48hs e

armazenados em -20°C até o uso.

4.1.3. Promastigotas de Leishmania infantum da cepa MHOM/BR/1974/PP75

As formas promastigotas em fase estacionaria de L. infantum
(MHOM/BR/1974/PP75) foram cultivadas em meio Schneider (Schneider's Insect
Medium. Sigma-Aldrich, USA) contendo antibiético (100U/mL de penicilina; 100ug/mL
de estreptomicina - Gibco, Thermo Fisher Scientific, EUA), 10% de soro fetal bovino
(Gibco, Thermo Fisher Scientific, EUA) inativado e foram mantidas a 26 °C em
incubadora Biochemical Oxygen Demand (BOD - Water — Jacketed Incubator,
Thermo Scientific, EUA) até que estivessem na fase estacionaria, mantendo as formas

em cultura somente até a décima passagem.

4.1.4. Linhagens celulares

Linhagens de células de rim de macaco (BGM), hepatoma humano (HepG2) e
macrofagos de cao (DH82) foram cultivadas em meio Roswell Park Memorial Institute
(RPMI — Merck, Alemanha) contendo antibiético (100U/mL de penicilina; 100ug/mL de
estreptomicina - Gibco, Thermo Fisher Scientific, EUA), 10% de soro fetal bovino
(Gibco, Thermo Fisher Scientific, EUA) e foram mantidas a 37°C e 5% CO2 em
incubadora BOD (Water — Jacketed Incubator, Thermo Scientific, EUA)

4.1.5. Camundongos

Para os experimentos, foram utilizados camundongos fémeas (Mus musculus)
Balb/c, com aproximadamente 8 semanas de idade, obtidos no Biotério Central da
Universidade Federal de Minas Gerais. Durante o periodo experimental, os

camundongos foram alimentados com agua filtrada e ragdo comercial (Nuvilab Cr-1,
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Nuvital Nutrients, Brasil) ad libitum aprovado pela Comiss&o de Etica no Uso de Animal
(CEUA) da UFMG, sob o protocolo n° 45/2012.

4.2. Avaliagdao da formulagao lipossomal sobre o crescimento in vitro de
formas amastigotas intracelulares de Leishmania infantum
A atividade in vitro dos compostos contra amastigotas intracelulares de L. infantum
(PP75) foi realizada usando macrofago DH82. As analises foram divididas em 3
grupos de tratamento: Formulacdo Lipossomal contendo derivado da hederagenina
(FL-DHe), Formulagao lipossomal vazia (FL-V) e o controle positivo utilizando a
Anfotericina B (AmB).

Plagueamento Infeccéo Tratamento ELISA
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Figura 7. Esquema de tratamento das células infectadas com Leishmania infantum. Células foram
plaqueadas a uma densidade de 5x104 células por pogo e posteriormente infectadas em uma proporgao de
50:1 (parasito:célula). As células infectadas foram tratadas com os compostos de teste por 48hrs. Posterior a
esse intervalo, as células infectadas foram fixadas e seguiram para analise a partir de um ensaio ELISA.

Os macrofagos foram contados com auxilio de uma camara de Neubauer,
plaqueados a uma concentragdo 5x10* macréfagos por pogo em placas de
poliestireno de 96 pogos (Cell Wells, Corning Glass Works, EUA), como descrito no
esquema da figura 7, e incubadas a 37°C, e 5% CO2em estufa BOD (Water — Jacketed
Incubator, Thermo Scientific, EUA) (Maia et al., 2007). Apds 24h, o sobrenadante foi
removido e os macrofagos aderidos foram infectados com promastigotas de PP75 em
fase estacionaria, em uma proporcao de 50 parasitos para cada célula hospedeira.
Quatro horas apds a infecgéo, as culturas foram lavadas trés vezes com Tampao
fosfato salino (PBS), para remover os parasitos extracelulares e, logo em seguida, os
compostos diluidos em meio RPMI completo foram adicionados aos pogos nas
seguintes concentragdes: 0,01; 1, 10, 100 e 1000uM para a FL-DHe e para a AmB, e

a concentragao de FL-V foi baseada nos mesmo volumes calculados em FL-DHe, para
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se obter a mesma quantidade de lipideos adicionados aos pogos. Todos os compostos

foram testados em quatro replicatas para cada concentracéo.

Apés 48hs, as culturas foram fixadas com 100ul de metanol gelado, durante 15
min e secas com ar quente. Apos esse processo foi realizado o ensaio ELISA onde a
reducao da carga sera avaliada de acordo com o sinal de absorbancia obtido nesse

ensaio que sera descrito no préximo subitem.

4.3. ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay)
Para verificar a eficacia do tratamento no modelo in vitro foi desenvolvido o ensaio
imunoabsorc¢ao enzimatica, ELISA, que visa auxiliar a identificar a carga parasitaria

de acordo com os valores de absorbancia obtidos.

Apos a fixagcao descrita no subitem anterior, as placas foram lavadas trés vezes
com 100uL de PBS contendo BSA (Bovine Serum Albumin - Merck, Alemanha) a 5%
e, para bloquear possiveis ligagbes nédo especificas do anticorpo com o substrato,
incubou-se durante 1h a 37°C com esta mesma solucao. Ao término desse intervalo,
foi retirada a solugao de bloqueio e adicionado a metade superior da placa soro de
paciente infectado com Leishmania sp. (diluicdo 1:360) e a outra metade soro de
paciente ndo infectado na mesma diluicdo, seguido de incubagao por mais 1 h a 37°C.
Apbs este periodo, as placas foram lavadas quatro vezes com PBS contendo 0,05%
de Tween-20 (pH 7,3). Em seguida, 100ul de anticorpo, Anti-IgG conjugado com
enzima peroxidase (Sigma-Aldrich, USA), foram adicionados a todos os pogos
(diluigdo 1:2000). As placas foram novamente incubadas durante 1h a 37°C, e,
posteriormente re-lavadas quatro vezes com PBS contendo 0,05% de Tween-20 (pH
7,3) antes de desenvolver a reacao de revelagéo. Para desenvolvimento da reagao,
100uL de solucao de substrato {Por placa: 10mL de tamp&o de citrato [(acido citrico
0,1M; Naz2PO4 0,2M); ,10mg de orto-fenilenodiamina (OPD — Sigma Aldrich, EUA) e
10ul de H202 (Synth, Brasil)]} foi adicionado a cada pogo e as placas ficaram
incubadas a 37 °C. Apds 15 min, a reagao foi parada pela adicdo de 30ul da solugao
acido sulfurico 4N (H2S0O4) e a leitura da densidade 6ptica (DO) foi medida a 492nm

em um leitor de ELISA (Versamax, Molecular Devices, EUA).

Os valores de concentragdo inibitéria de 50% da multiplicacdo das amastigotas
(ICs0) foram calculados como se segue: primeiro, a influéncia do fundo placa

(background) e da ligagdo de anticorpos nao especificos para amastigotas de
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Leishmania sp. foram corrigidos. Para corrigir essa ligacdo inespecifica dos
anticorpos, subtraiu-se dos macrofagos infectados com amastigotas de L. infantum e
incubados com soro de paciente positivo a média da densidade 6ptica (DO492nm) de
macrofagos infectados, porém incubados com soro de pacientes negativos para
Leishmania spp. Os resultados in vitro de atividade foram expressos como indice de
inibicdo de crescimento (INDEX) em relagao aos controles de macrofagos infectados
com amastigotas e nao-tratados (adaptado de Nilubol et al., 2012), considerando:

INDEX = (DOa4g2nm pogos experimentais/DO4g2nm controles nao tratados) x 100.

Para determinar a atividade do composto, os dados de resposta de indice foram
representados graficamente e modelados por uma curva de dose-resposta com base
em quatro paradmetros de ajuste logistico (Nilubol et al., 2012). O valor de ICso
referente ao crescimento do parasito foi determinado como a concentracido do
composto capaz de reduzir em 50% o crescimento das amastigotas de L. infantum
(Aulner et al., 2013; Hansen et al., 2010), e, para isso, utilizou-se o programa
estatistico software GraphPadPrism 8 (GraphPad Inc, EUA).

4.4. Ensaio de viabilidade metabdlica (MTT)

Com intuito de avaliar a citotoxicidade da FL-DHe e da AmB, foi realizado o teste
de viabilidade metabdlica utilizando brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
Difeniltetrazolio (MTT - Merck, Alemanha). Esse método se baseia na dosagem da
atividade metabdlica de células viaveis utilizando o ensaio colorimétrico. O protocolo
foi adaptado a partir de métodos previamente descritos (Maia et al., 2007; Hansen et
al., 2010).
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Figura 8. Esquema de teste de viabilidade celular utilizando o ensaio MTT. Figura descrevendo as
etapas de plagueamento, adigdo dos compostos e a posterior realizagdo do ensaio utilizando MTT.
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As células de BGM e HepG2 foram plaqueadas na concentragdo de 1x 10* por
poco enquanto DH82 plaqueados a 5 x10* células por pogo, como demonstrado no
esquema da figura 8. Pogos sem células foram utilizados como controles em branco
onde foi adicionado dimetilsulfoxido (DMSO - Merck, Alemanha) a 0,1% e pogos com

células nao tratadas foram usados como controle positivo.

Para a analise, 100yl dos compostos diluidos foram adicionados aos seus
respectivos pogos contendo ja as células plaqueadas com as mesmas concentragdes
utilizadas nos testes de atividade, e as placas foram incubadas durante 48hs, a 37°C
em estufa com 5% de CO2. Todos os compostos foram adicionados, também, em
alguns dos pogos vazios restante para verificar se, isoladamente, poderiam apresentar
acao redutora do MTT. Apds o periodo de incubacgao, 10uL de MTT (5 mg/mL de
solugédo) foram adicionados a cada pogo e a placa foi incubada por mais 4h. Em
seguida, o sobrenadante foi removido e os cristais de Formazan, o produto metabdlico
de MTT, do fundo dos pogos foi ressuspendido em 50ul de DMSO. A intensidade
colorimétrica foi medida por densidade o6ptica a 570nm em um leitor de ELISA
(Versamax, Molecular Devices, EUA). Os resultados foram expressos em percentual
de viabilidade. Os valores da viabilidade foram utilizados para calcular valores de
CCso, obtidos por analise de regressdao no programa estatistico software
GraphPadPrism 8.0.

4.5. Esquema de tratamento para avaliagao da toxicidade em modelo animal
Para verificar a toxicidade da FL-DHe e a dose que seria utilizada nos testes

de atividade in vivo, foram utilizados camundongos fémeas da linhagem Balb/c e
seguido o delineamento presente no esquema da figura 9. As doses escolhidas foram
baseadas no protocolo aplicado no uso da Anfotericina B lipossomal, que varia de 3 a
4mg/kg/dia. Optamos por adaptar o protocolo terapéutico e variar a dosagem entre
0,03 a 33mg/kg/dia, visando abranger maiores valores ja que o comportamento da FL-
DHe néo, obrigatoriamente, seria 0 mesmo da AmB lipossomal. Os animais foram
separados em 6 grupos para o teste e receberam as doses intraperitoneais em dias
alternados completando 7 doses em 15 dias, como descrito no esquema (Figura 9-A
e 9-B). O grupo PBS recebeu solugéo salina e o grupo FL-V recebeu 0 mesmo volume
de fosfolipideos correspondente a dose do grupo de 33mg/kg. Ja os outros 4 grupos
receberam diferentes concentracbes de FL-DHe variando de 0,03 a 33mg/kg do

farmaco encapsulado por animal.
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Os animais foram eutanasiados 48hs apds a ultima dose do tratamento (dia 15)
utilizando uma superdosagem de anestésico (Solugao de Cloridrato Xilazina 2% Ceva,
Brasil; Cloridrato de Cetamina 10% Syntec, Brasil) para a coleta de sangue, figado e
rim. O sangue foi centrifugado (1500g por 10 min) e o soro coletado foi armazenado

em freezer -80°C para posteriores analises bioquimicas.

O figado e bago coletados foram imersos em formol para fixagdo. Apds o
periodo de fixagdo no formol, um fragmento de cada 6rgao foi desidratado em
dilui¢gdes alcoolicas crescentes, diafanizados em xilol, infiltrado e incluido em parafina.
Foram obtidos cortes com 4um de espessura para coloragdo com hematoxilina e
eosina (H&E), e confeccionadas laminas para analises histopatologica e

semiquantitativas.
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Figura 9. Delineamento dos testes de toxicidade da formulagdao FL-DHe utilizando o modelo animal. A)
Divisao de grupos de tratamento experimental. B) Esquema de administragdo dos compostos com a descrigdo das
amostras coletadas

4.6. Analises histopatoldgica e semiquantitativa das les6es hepaticas e
renais
As laminas descritas no subitem 4.5, foram confeccionadas em colaboragdo com

o professor Dr. Marcelo Caliari do Departamento de Patologia da UFMG.

As analises histopatolégicas das laminas foram utilizadas para avaliar a
presenca de possiveis lesdes provenientes do tratamento dos animais com as

diferentes concentragcées de FL-DHe e FL-V. As lesbes exibidas no figado e rim,
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quando presentes, foram caracterizadas em relacdo a presenga de infiltrado

inflamatério e topografia.

Para analises semiquantitativas, as laminas foram examinadas por
microscopista experiente, em microscopio Optico de campo claro acoplado a um
sistema de captura digital de Imagem (Motic 2.0). Para o score da inflamag¢ao do
parénquima renal foram capturadas 10 imagens aleatdrios por animal com aumento
de 20X. O score, baseado em protocolo de Brunt (2000) é classificado em 4 graus
para inflamacgéao do parénquima renal sendo: grau 0, auséncia de células inflamatorias
(ausente); grau 1 alguns glomérulos e ou tubulos renais possuiam um pequeno
numero de células inflamatdrias (discreto); grau 2, glomérulos e ou tubulos renais
possuiam em inflamacéo significativa (moderada); grau 3, a maioria glomérulos e ou
tubulos renais possuiam intenso infiltrado inflamatério (acentuada).

Para o score das lesdes hepaticas foram capturadas 20 imagens aleatérios por
animal com aumento de 20X. O score também foi em protocolo de Brunt (2000) e
classificado em 4 graus para lesdo do parénquima hepatico: grau 0 auséncia de
células inflamatdrias em torno dos hepatdcitos, vasos sanguineos, ductos biliares e
capilares (ausente); grau 1 regides do parénquima hepatico possuiam um pequeno
numero de células inflamatérias (discreto); grau 2 o parénquima hepatico apresentava
infiltrado inflamatério difuso e infiltrado inflamatdrio perivascular, em torno dos ductos
e pequenas zonas de necrose dispersas pelo parénquima (moderada); grau 3
parénquima hepatico apresentava infiltrado inflamatério difuso e infiltrado inflamatério
perivascular, em torno dos ductos e extensas zonas de necrose dispersas pelo

parénquima (acentuada).

A analise estatistica dos dados foi realizada no programa GraphPad Prism 8
(GraphPad Inc, EUA). Para verificar a distribuicdo normal dos dados os testes
Kolmogorov-Smirnov e de Shapiro-Wilk foram aplicados, verificando, também, a
presenca de possiveis outliers. Para as analises de variancia foram realizados os
testes One-Way ANOVA em dados paramétricos, seguindo de teste Turkey ou em
caso dos nao paramétricos, foi usado Kruskal-wallis e teste de Dunns. Todos os testes

foram considerados significativos quando apresentaram valor de p <0,05.

4.7. Analises bioquimicas
As analises foram realizadas em parceria com a professora Dr2 Fabiola Paes

Leme do laboratério de Patologia Clinica Veterinaria da UFMG.
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Como parametro de lesao renal foram avaliados os niveis de Ureia e creatinina
em mg/dl usando Kit comercial da Kovanlent (Kovalent do Brasil Ltda). Os reagentes
foram adicionados, junto as amostras, ao equipamento de analises bioquimicas Cobas
Mira Plus (Roche Diagnostic Systems, Suicga), que realizou todo o processamento das
amostras. A anadlise estatistica dos dados foi realizada no programa GraphPad Prism
8 (GraphPad Inc, EUA). Para verificar a distribuigdo normal dos dados os testes
Kolmogorov-Smirnov e de Shapiro-Wilk foram aplicados, verificando, também, a
presenca de possiveis outliers. Para as analises de variancia foram realizados os
testes One-Way ANOVA em dados paramétricos, seguindo de teste Turkey ou em
caso dos nao paramétricos, foi usado Kruskal-wallis e teste de Dunns. Todos os testes

foram considerados significativos quando apresentaram valor de p <0,05.

Ja as avaliagbes de lesdo hepatocelular foram determinadas medido a
concentracao de transaminase glutamico oxalacética (TGO) e transaminase glutamico
piravica (TGP) usando uma adaptagéao dos kits comerciais da Bioclin (Bioclin Quibasa,
Brasil) das duas enzimas. O volume de plasma empregado foi 10uL para cada ensaio.
Os dados obtidos passaram foram analisados utilizando o GraphPad Prism 8

(GraphPad Inc, EUA) seguindo os mesmos parametros ja citados.

4.8. Avaliagao de atividade leishmanicida de FL-DHe in vivo
Para avaliar a eficacia da FL-DHe em modelo murino, foram utilizados
camundongos fémeas da linhagem Balb/c, com aproximadamente 8 semanas de vida,

que foram divididas em trés grupos, descritos no esquema da figura 10.

O grupo néao tratado com formulagdes (NT), o grupo que seria tratado com FL-
DHe (33mg/kg) e o grupo que seria tratado com FL-V receberam, via intraperitoneal,

100ul de solugao salina contendo 1x107 parasitos.

Antes do inicio do tratamento, alguns animais foram eutanasiados, 60 dias apds a
infeccao, para avaliagado da carga, por técnica de PCR e o tratamento teve inicio apds
confirmagado da infecgdo. Os animais do grupo FL-DHe foram tratados, via
intraperitoneal, com doses que foram administradas nos dias 0, 4 e 8 e o grupo FL-V
também foi tratado por via intraperitoneal utilizando uma dose, com volume de

fosfolipideos correspondente a dose administrada de FL-DHe, durante os mesmos



40

dias, como descrito na figura 10. No grupo NT foi administrado 100ul de PBS nos

mesmos periodos.

62

A ‘ Camundongos Balb/c ‘
Nido FL-DHe FL-V
Tratado (33mg/kg)
B
i i > Q‘ ‘
-60 -30 0 4 8 12 J
¢ ¢ ¢ Figado Baco

Infecgdo Inicio Eutanasia
Tratamento

Figura 10. Delineamento dos testes de atividade leishmanicida da formulagao FL-DHe utilizando o modelo
animal. A) Separagéo dos grupos infectados em Nao tratados (NT), tratados (FL-DHe) e tratados com formulagéo
vazia (FL-V). B) Esquema de infeccao e dias de tratamento até a eutanasia.

No quarto dia apds a aplicagao da ultima dose, os animais foram eutanasiados
utilizando superdosagem de anestésico (Solu¢cado de Cloridrato Xilazina 2% Ceva,
Brasil; Cloridrato de Cetamina 10% Syntec, Brasil) para a coleta do figado e bago. Os
orgaos coletados foram picotados com auxilio de bisturi e, com auxilio do préprio
bisturi, 0 material foi homogeneizado e armazenado em tubos eppendorf no freezer -

80°C até a data de sua utilizacao.

4.9. Extragdao de DNA
Para o procedimento de extragdo, foram pesados 25mg de cada amostra coletada
(subitem 4.8) e, em seguida, o DNA foi extraido utilizando o protocolo do fabricante
do kit NucleoSpin Tissue (Macherey-Nagel, Duren, Germany) e os seus componentes.
O DNA proveniente da extragao foi eluido em agua ultrapura estéril e quantificado em
espectrofotdbmetro Thermo Scientific™ NanoDrop 2000c. Todas as amostras foram

entdo diluidas para a concentragado de 20ng/pl de DNA e o material foi armazenado
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em freezer -80°C até a data do seu processamento via PCR em tempo real para

verificar a carga parasitaria de cada amostra, o que sera descrito no subitem 4.10.

4.10. PCR em tempo real
A fim de se quantificar a carga parasitaria dos animais infectados com PP75 e
tratados com PBS, FL-DHe e FL-V, foi preparado um mix contendo 5Sul de Sybr
(PowerUp™ SYBR™ Green Master Mix), 1ul de Primer L. infatum DNA polimerase
(Forward: 5' TGT CGC TTG CAG ACC AGA TG 3’, Reverse: 5' GCA TCG CAG GTG
TGA GCA C 3', 10uM) e 4L de agua ultrapura estéril.

As reagdes foram distribuidas em placas (Applied Biosystems N8010560
Microamp Optical 96 Well). Cada pogo recebeu o volume final de 10ul, sendo 9ul do
mix acrescido de 1ul de DNA (20ng/pul), a placa foi entao selada utilizando MicroAmp ™

Optical Adhesive Film e centrifugada a 300xg por 5 minutos na temperatura ambiente.

Em seguida as placas foram colocadas no equipamento 7500 Real Time PCR
System (Applied Systems, EUA), com a seguinte programacéao de ciclos descrito na
tabela 2. A analise do PCR em tempo real foi realizada pelo 7500 software v2.0.1
(Thermo Fisher, EUA) e os resultados foram determinados segundo o método de
curva-padrao que foram construidas a partir da diluigdo seriada do DNA extraido de

108 promastigotas de L. infantum.

Tabela 2. Programacao de Ciclos para técnica de PRC em tempo real

Pré-desnaturagdo | Desnaturacao (40 ciclos) | Anelamento/extensao

50°C, 2 min.
95°C, 15 segqg. 60°C, 1 min.
95°C, 10 min.

A andlise estatistica dos dados foi realizada no programa GraphPad Prism 8
(GraphPad Inc, EUA). Para verificar a distribuigdo dos dados foi utilizado testes como
Kolmogorov-Smirnov, one-way ANOVA, entre outros, a fim de verificar a diferenca
entre os grupos NT, FL-DHe e FL-V. As diferencas estatisticas foram consideradas

quando p< 0,05.
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5. RESULTADOS

5.1. Formulagao lipossomal e caracterizagao
Os lipossomas produzidos e liofilizados, foram entdo reidratados com agua
deionizada, a temperatura de 60°C por 5 minutos sob agitagcdo mecanica. Aliquotas
das suspensdes finais de lipossomas foram utilizadas para avaliacdo de seu didametro,
IP e PZ conforme citado anteriormente. Os resultados obtidos estdo demonstrados na
tabela 3.

Tabela 3. Distribui¢cao de didmetro, IP e PZ das particulas das formulagdes de FL-V e FL-DHe

Amostra Diametro (nm) IP PZ (mV)
FL-V 104,8+12 0,09+0,02 -2142,1
FL-DHe 138,4+21 0,12+0,1 -19,5+1,9

FL-V: Formulagéo Lipossomal Vazia. FL-DHe: Formulacdo Lipossomal contendo derivado da hederagenina. IP:
indice de Polidisperséo. PZ: Potencial Zeta. Representadas médias e desvio padréo ().

Os parametros apresentados na tabela 3 foram obtidos a partir da avaliacao
das caracteristicas das duas formulagbes preparadas. Para a FL-V obtivemos os
valores médios de 104nm, IP de 0,09 e PZ de -21mV. Os valores médios da FL-DHe
foram de 138nm, IP de 0,12 e PZ de -19mV. Os resultados das andlises foram
atingidos apds trés medigdes independentes de cada parametro, estando ambas as

formulagdes aptas a seguirem nos testes.

5.2. Anadlise da atividade da FL-DHe in vitro.
A avaliacédo da atividade in vitro da FL-DHe e da FL-V foi realizada sobre as
formas amastigotas intracelulares de L. infantum (PP75) parasitando macrofagos

(DH82) e, como controle positivo foi utilizado a AmB convencional.

Todos estes valores I1Cso calculados foram obtidos a partir de experimentos com
quatro réplicas. Na figura 11 € demonstrada a curva dose-resposta sigmoidal log
[substancia] versus a percentagem de inibicdo das formas amastigotas intracelulares

de L. infantum da atividade da FL-DHe e seus respectivos valores de |Cso.



43

FL-DHe

~ 150~
=
w R?= 094
g ICg5= 13.811M
2 100
@
s
@
T
§ SO N
e
-]
S
o 0 T g 1

2 0 2 4

Log[] 0.1:a1000uM

Figura 11. Curva dose-resposta de FL-DHe apds ensaios in vitro. FL-DHe: Formulagéo Lipossomal contendo
derivado da hederagenina. r% Coeficiente de variagdo. ICso: Concentragdo requerida para inibir 50% da
proliferacao

Apos realizagdo do ensaio foram obtidos os valores de ICso apresentados na
tabela 4. A partir dos dados foi possivel verificar que a formulagdo apresentou
atividade leishmanicida, com valor de ICso de 13uM, ou seja, com apenas 13 pM ja foi
possivel observar uma inibicao de 50% das formas amastigotas. Ja o controle positivo,
AmB, apresentou uma atividade um pouco menos eficiente, com valores de 1Cso de
17uM. Os valores do coeficiente de variagédo (r?), que definem a confiabilidade dos
resultados (Varia de 0-1), foram maiores do que 0,8 nos testes com FL-DHe e com
AmB. Ja os valores da formulagdo FL-V ndo se adequaram a curva (r’<0,8) desta

forma, foi considerada sem apresentar atividade.

Tabela 4. Resultados das analises de atividade in vitro de FL-DHe

CCso (UM) CCso (UM) CCso (UM)
Composto ICs0 (UM) MO IS BGM Hep G2
FL-DHe 13 +£0,07 110 £ 0,06 8,46 >1000 92 + 0,26
AmB 17+ 0,13 23 £0,05 1,35 13+ 0,06 9+0,05

FL-DHe: Formulagéo Lipossomal contendo derivado da hederagenina. ICso.. Concentragdo requerida para inibir
50% da proliferagdo de amastigotas. CCso: Concentragao de citotoxicidade do farmaco que resulta em 50% da
mortalidade celular. IS: indice de Seletividade. M®: Macréfagos Caninos DH82. BGM: Células de Rim de Macaco
Verde. HEPG2: Células derivadas de hepatoma humano

5.3. Analise da viabilidade metabdlica das células na presenc¢a de FL-DHe
A formulacdo FL-DHe e AmB também foram avaliados por meio do ensaio
colorimétrico para verificar a viabilidade metabdlica das células expostas a eles. Como

formulacdo FL-V nao foi ativa, ela n&o foi avaliada nesse ensaio.
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Os resultados da concentragdo citotoxica (CCso), concentragao de
citotoxicidade do farmaco que resulta em 50% da mortalidade celular, sao
apresentados na Tabela 4. Nos testes de citotoxicidade sobre macrofagos, BGM e
HepG2, a FL-DHe obteve bons resultados apresentando baixa toxicidade com os
valores de CCsp a 110, >1000 e 92uM, respectivamente. Esses valores mostram que,
para que o composto apresente toxicidade com mortalidade de 50% das células, em
cultura, ele precisa estar sendo administrado em quantidades iguais ou maiores do
que as concentragdes relatadas acima. Em contrapartida, os valores de toxicidade
sobre os mesmos tipos celulares, obtidos pela AmB se apresentaram com os valores
de CCsode 23uM para macrofagos,13uM para BGM e 9uM para HepG2, apresentando
uma toxicidade mais elevada, visto que, uma quantidade menor desse farmaco, em
comparagao com FL-DHe, ja é suficiente para danificar as células. Na tabela 4
também estdo demonstrados os indices de seletividade (IS), valores que definem o
quanto a acao de um composto é direcionada ao parasito sem causar danos as células
dos mamiferos, ou seja, quanto maiores os valores obtidos, mais seletiva sera a agao
da formulacao sobre os parasitos sem danificar as células hospedeiras e, assim, maior
a seguranga do tratamento. Para obter os valores de IS, foi calculada a razdo entre os
valores de CCso e os valores de ICso obtidos apds os testes de citotoxicidade e

atividade, respectivamente.

5.4. Toxicidade em modelo animal

5.4.1. Analises histopatolégicas e semiquantitativas
Visando definir uma dose segura que seria utilizada no tratamento, 34 animais
foram divididos em 6 grupos, como descrito na figura 9. Apds analises histopatolégica
e semiquantitativas das laminas confeccionadas com as amostras coletadas,

obtivemos os dados representados nos graficos da figura 12.

Os gréficos da figura 12 e as fotomicrografias presentes nas figuras 14 e 15,
referem-se a analise da presenga de infiltrado de células inflamatdrias no figado e no
rim, respectivamente, dos animais tradados com PBS, FL-V e as diferentes
concentragdes de FL-DHe. Ambos os graficos descrevem, quando presente, o score
de lesdo encontrados a partir de valores que variam de 0 a 3, como descrito no

subitem 4.6 da metodologia.
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histopatolégicas de figado e rim de camundongos saudaveis apds tratamento com PBS, FL-V e diferentes
concentragoes de FL-DHe. A) Andlise de infiltrado inflamatério no tecido hepatico. B) Analise de infiltrado
inflamatorio em tecido renal. Score variando de 0-3 (Descrito no subitem 4.6). PBS: Tratamento com PBS. FL-V:
Formulagdo Lipossomal Vazia. Doses de FL-DHe: Formulagéo Lipossomal contendo derivado da hederagenina
administrada nas diluigbes de 0,03, 0,3, 3,3 e 33 mg/kg. Os dados séo exibidos nos graficos com mediana e
intervalo interquartil (25% - 75%).

No grafico que descreve a investigacao de lesdes no figado (Figura 12-A) e do
rim (Figura 12-B) a partir de valores bioquimicos podemos observar que, embora
tenham ocorrido algumas oscilagdes nos valores de score, ndo houveram diferengas
estatisticas entre os grupos tratados com as formulagcbes em comparagdo ao grupo
controle PBS em nenhum dos 6rgaos avaliados (p>0,05). Essa auséncia de lesao
pode ser observada, também, na figura 14 (A-F) que mostra os cortes histolégicos do
figado e na Figura 15 (A-F) de cortes histolégicos do rim. Esses cortes permitiram
verificarmos que, embora houvesse por vezes a presengca de escassas células
inflamatdrias proximas a ductos e vasos sanguineos, o figado e rim pertencentes aos
animais de ambos 0s grupos, ndo apresentaram nenhuma lesdo e apresentavam

aspecto normal do parénquima.

5.4.2. Analises bioquimicas
Com o soro coletado dos animais eutanasiados (subitem 4.5) realizamos a
medicdo dos analitos utilizando kit bioquimico. Os dados sdo apresentados nos
graficos da figura 13.

No grafico 13-A, referente os niveis de ureia, nos grupos tratados com as doses
de FL-DHe obtiveram como resultados, em ordem crescente de dose administrada
(0,03mg/kg a 33mg/kg), os valores médios de 51, 52, 52 e 55mg/dl, enquanto o grupo
FL-V apresentou dados médios de 63mg/dl. Ambos os grupos quando comparados a
média obtida no soro dos animais controle PBS (53mg/dl) ndo apresentaram
diferencas significativas.
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No grafico 13-B podemos observar que os valores de creatinina dos grupos
tratados com FL-DHe ou FL-V também nao mostraram valores significativamente
distantes dos do grupo PBS (0,40 mg/dl). Como resultado obtivemos as medianas de
0,27, 0,43, 0,27 e 0,23mg/dl respectivos as doses de FL-DHe em ordem crescente de
concentrag&o avaliada e 0,35mg/dl no grupo tratado com FL-V.
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Figura 13. Parametros bioquimicos avaliados em animais saudaveis apo6s tratamento com PBS, FL-V
e diferentes doses de FL-DHe. A) Niveis de ureia (mg/dl). B) Niveis de creatinina (mg/dl). C) Niveis de TGO
(U/1). D) Niveis de TGP (U/l). PBS: Tratamento com PBS. FL-V: Formulagdo Lipossomal Vazia. Formulagéo
Lipossomal contendo derivado da hederagenina administrada nas diluigdes de 0,03, 0,3, 3,3 e 33 mg/kg.
Dados apresentados demonstram a média e desvio padrdo da média em A e Mediana e intervalos Interquartis
(25%-75%) em B, C e D. (*) p==0,05

Ja os dados de TGO demonstrados no grafico 13-C, observamos que os
valores dos grupos FL-DHe foram de 49, 36, 37, 43 U/l respectivos as doses da menor
para a maior concentragéo, ndo apresentando diferengas estatisticas com o grupo FL-
V (49U/1) ou o grupo controle PBS (53U/1).

Ao analisarmos os valores de TGP (13-D), obtivemos os valores de 20, 14, 19
e 27 U/l para as respectivas doses de FL-DHe avaliadas em ordem crescente de
concentragao, além dos valores de 23U/l para FL-V. Quando comparados com o
grupo PBS, pdde ser observada diferenga estatistica somente entre o grupo com dose
de 0,03mg/kg de FL-DHe, porem os valores se mantiveram dentro do padrdo
esperado para animais saudaveis.
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Como nenhum dos grupos apresentou toxicidade e lesdes significativas em
nenhuma das doses testadas, selecionamos a maior dose utilizada para seguir nos

testes in vivo.

Figura 14. Fotomicrografia de corte histolégico do figado dos animais tratados com PBS, FL-V e diferentes
concentragoes de FL-DHe. A) Grupo (PBS): parénquima hepatico com aspecto normal, [VP] Veia porta, [DB]
ducto biliar; B) Grupo (FL-V): visivel aspecto habitual do parénquima hepatico, [VC] veia centrolobular; C) Grupo
(0,03mg/kg): parénquima hepatico com aspecto habitual, [VC] veia centrolobular; D) Grupo (0,3mg/kg): visivel
parénquima hepatico com aspecto normal, [VP] Veia porta, [DB] ducto biliar; E): Grupo ( 3,3mg/kg) parénquima
hepatico com aspecto normal, [VC] veia centrolobular; F): Grupo (33mg/kg) parénquima hepatico com aspecto
normal, [VC] veia centrolobular. Coloragdo Hematoxilina & Eosina, barra= 100 ym, barra= 200 pm.
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Figura 15. Fotomicrografia de corte histolégico do rim dos animais tratados com PBS, FL-V e diferentes
concentrag6es de FL-DHe. A) Grupo (PBS): parénquima renal com aspecto normal, [G] glomérulo, [TP] tubulo
proximal; B) Grupo (FL-V): visivel aspecto habitual do parénquima renal, [G] glomérulo, [Ae] arteriola aferente; C)
Grupo ( 0,03mg/kg ): parénquima renal com aspecto habitual, [G] glomérulo, [TP] tubulo proximal; D) Grupo
(0,3mg/kg): visivel parénquima renal com aspecto normal, [G] glomérulo, [TP] tubulo proximal, [Ae] arteriola
aferente; E): Grupo (3,3mg/kg) parénquima renal com aspecto normal, [G] glomérulo, [TP] tubulo proximal; F):
Grupo (33mg/kg) parénquima renal com aspecto condizente com a normalidade, [G] glomérulo, [TP] tubulo
proximal, [Ae] arteriola aferente. Coloracdo Hematoxilina & Eosina, barra= 100 pm.

5.5. Testes de avaliagao do potencial leishmanicida de FL-DHe in vivo
Baseado no resultado das analises de toxicidade in vivo descritos no subitem

5.4, a maior dose testada (33mg/kg) foi selecionada para seguir na analise de
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atividade leishmanicida em modelo murino. Assim, os animais foram tratados, as
amostras de figado e bago foram coletadas e realizou-se os testes por PRC, conforme

descrito nos subitens 4.8, 4.9 e 4.10 da metodologia.

A partir de analises de PCR em tempo real (Figura 16), foi possivel observar
que, apos o tratamento, ndo foi detectada diferenca estatistica entre os valores de
carga encontrada no figado dos animais dos grupos tratados com FL-V e FL-DHe, em
comparagao aos animais do grupo NT (p=0,05) (Figura 16-A). Ja nos valores
encontrados no bago de animais tratados (Figura 16-B), pode ser verificado uma
diferencga estatistica entre os valores do grupo NT e FL-V (p=0,02) e, embora o valor
da carga de FL-V tenha sido maior que o apresentado por FL-DHe, ndo foi observado
diferencga estatistica entre os dois grupos assim como n&o houve diferengas entre o
grupo NT e FL-DHe (p=0,05).

A carga parasitaria do figado B Carga parasitaria do baco

2500 - 8000

2000 6000

1500 4000+

1000

2000+
500

0 0-

Quantidade de parasitos/ ng de DNA
Quantidade de parasitos/ ng de DNA

A Y ]
A A e A SR
< <

Figura 16. Carga resultante apos avaliagado do potencial leishmanicida de FL-DHe. Valores obtidos apés PCR
real time de amostras de figado de animais infectados: tratados com PBS (NT), tratados com FL-V e tratados com
FL-DHe (33mg/kg). B) Valores obtidos apds PCR real time de amostras de bago de animais infectados: Tratados
com PBS (NT), tratados com FL-V e tratados com FL-DHe. (*) p<0,05

6. DISCUSSAO

As leishmanioses sdo doengas de grande importédncia médica e veterinaria
presentes em varias partes do mundo, incluindo paises como o Brasil. De acordo o
Informe Epidemiolédgico das Leishmanioses nas Américas divulgado pela Organizacao
Pan-Americana da Saude (OPAS) em dezembro de 2019, observa-se que 0 numero
de casos na américa latina sofreu pequenas reducdes nos ultimos anos, mas, essas

doencgas ainda sao consideradas umas das principais causas de mortes em paises
endémicos (OPAS, 2019).
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Embora tenham ocorrido avangcos na descoberta de novos farmacos para a
terapéutica e tentativas de aprimoramento dos ja existentes, as terapias disponiveis
para o tratamento da leishmaniose ainda s&o bastante reduzidas, contando farmacos
como a Anfotericina B, Miltefosina e Antimoniatos que, além de apresentarem muitos
efeitos adversos por causa de sua toxicidade, sdo caros, tém um longo periodo de
administragdo, alguns necessitam de grandes dosagens para atingirem a sua
eficiéncia desejada e muitos ja apresentam quadros de resisténcia parasitaria (Oryan,
2015). Assim, a busca de novos compostos exige que sejam desenvolvidas terapias
com alta seletividade para o parasito e uma menor toxicidade para os pacientes. A
descoberta de um tratamento com essas caracteristicas, poderia levar a uma cura
mais rapida, reducao na toxicidade e efeitos adversos, redugéo de casos de recidivas
e, também, redugdo do abandono de pacientes ao tratamento (Machado et al. 2007;
Batista et al., 2007; Sundar et al, 2010).

As plantas sdo uma das ferramentas mais antigas utilizadas na cura e prevengao
de doencgas (Viégas et al., 2006). Culturalmente observamos o conhecimento da
propriedade de varias espécies atravessando geragdes e sendo aplicados em
pesquisas farmacoldgicas como ferramentas alternativas a terapias nao tao eficazes
ou altamente toxicas (Fabricant & Farnsworth, 2001). Além disso, um unico extrato
natural pode possuir ampla aplicabilidade pois tém em sua composicao, inumeros
compostos quimicos que podem ser estudados quanto ao seu comportamento
biolégico desencadeando diversas fontes de alvos farmacolégicos (Sen & Chatterjee,
2011; Bezerra 2020).

Trabalhos realizados com esse foco, vém selecionando produtos alternativos
com resultados promissores para serem utilizados na terapéutica. Pesquisas de
Monzote et al. (2014) com Oleos essenciais e outros componentes extraidos de
Chenopodium ambrosioides demonstraram bons resultados contra amastigotas de L.
amazonensis com valores de ICso de 0,3 pg/mL. Ja trabalhos de Ghosh et al. (2011),
utilizando extratos de Valeriana wallichii, evidenciaram uma atividade em torno de 4
Mg/mL para formas amastigotas e promastigotas Leishmania spp., com resultados um
pouco inferiores aos da AmB que ficou abaixo de 1 uyg/mL. Entretanto, observou-se
que alguns dos compostos testados nesse estudo, ndo apresentaram nenhuma
toxicidade em sua maior concentragao de testes (500 pg/mL) o que normalmente n&o

ocorre nos testes utilizando AmB. Em estudos utilizando a Miltefosina como controle
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positivo, Costa-Silva et al. (2019) utilizando isolados de Nectandra oppositifolia

obtiveram um bom resultado sob amastigotas de L. infantum com ICso de 10,5uM.

O composto utilizado nesse trabalho foi testado, anteriormente, por nosso
grupo de pesquisa, juntamente a outros 59 derivados da hederagenina e ela propria.
Ele foi obtido a partir de frutos de Sapindus saponaria. A propria hederagenina e de
seus 8 derivados apresentaram atividade leishmanicida inibindo a proliferacdo de

amastigotas em macréfagos infectados.

Selecionamos, a partir dai o mais promissor para seguir nos testes
farmacoldgicos, o qual denominamos de DHe. Esse composto selecionado havia
apresentado, in vitro, resultados de ICso de 2uM além de baixa toxicidade em todos
os tipos celulares testados, obtendo IS acima de 22,5 (Rodrigues-Hernandez et al.
2016b).

Devido ao carater hidrofébico do DHe, verificado a partir de sua estrutura
quimica e por testes de diluicdo, optamos por fazer os experimentos utilizando
formulagdes lipossomais o que, além de garantir uma boa entrega do composto,
poderia conferir uma eficacia ainda maior a sua acdo. Essa expectativa se devia ao
fato dessa maior eficiéncia ja ter sido observada em varios estudos que buscaram
avaliar a eficacia de farmacos, ja utilizados na terapéutica da leishmaniose, que sao
incorporados a lipossomas. Pesquisas de Frézard et al (2000), por exemplo, avaliaram
o uso de SbY encapsulada em lipossomas no tratamento de L. infantum em hamsters
infectados. Os resultados demonstraram uma significativa redugcdo na carga
parasitaria no figado dos animais tratados em comparagao aos animais tratados com
SbY livre na mesma concentracdo. Outro dado mais interessante foi descrito por
Sundar et al. (2010) que tratou pacientes com leishmaniose visceral utilizando
anfotericina B lipossomal. Os autores verificaram que uma unica dose da formulagao
lipossomal obteve resultados com eficiéncia equivalente a AmB livre administrada
durante 29 dias. Santos et al (2018), também trabalhando com AmB, testaram uma
nova formulagdo lipossomal, contendo esse farmaco, que apresentou melhores
resultados na reducdo de carga parasitaria de figado e bagco de animais em

comparagao a grupos que foram tratados com AmB convencional.

Nossa formulagdo foi preparada com os fosfolipideos DSPC e DPPG, os

valores de tamanho, IP e PZ foram avaliados para verificar a viabilidade de seu uso.
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Os valores de didmetro da formulagao contendo o farmaco (FL-DHe = 138nm) e sem
o farmaco (FL-V= 104nm) foram aproximados, mostrando que o DHe nao apresentou
muita influéncia no tamanho da particula. Além disso, como ja citado, as formulag¢des
que apresentam diametros entre 100 nm e 200 nm tém a caracteristica de possuir
uma maior meia-vida na circulagdo sendo menos reconhecida pelo SMF em testes
com modelo in vivo estando mais aptos promover interagdes eficientes com as células
e tecidos alvo estando, assim, dentro de bons valores de lipossomas (Awasthi et al.,
2003; Ishida et al., 1999; Litzinger et al., 1994; Park et al, 2002)

Os valores de IP de ambas as formulagdes (FL-V e FL-DHe) foram abaixo de
0,3 refletindo uma homogeneidade adequada da distribuicdo do tamanho das
particulas das duas formulagdes, sendo considerada uma formulagdo monodispersas
(Hunter & Frisken, 1998; Weiss-Angelie et al., 2008). Esse carater foi muito importante
uma vez que, para garantir um comportamento estavel e consistente é desejavel que
o perfil de dispersao das particulas seja 0 mais monodisperso possivel (mais proximo
de 0), especialmente em sistemas de veiculacdo de farmacos. (Mehnert & Mader,
2001).

O resultado de FL-DHe para as medidas de potencial zeta indicam que, ao ser
incorporado, o composto DHe nao alterou os valores negativos de carga superficial,
mostrando, como ja supracitado, que foi mantida no sistema uma repulsido
eletrostatica entre lipossomas, garantindo que ndo houvesse agregagdo com as
outras particulas da formulagao e houvesse melhor interagcdo com as células (Balest,
2013; Bozzuto & Molinari, 2015) .A presenca do farmaco levou a producao de
lipossomas ligeiramente menos negativos (-19,5mV), em comparagéao ao resultado de

FL-V(-21mV), entretanto, o carater de superficie anidnica se manteve.

Uma caracteristica interessante ja descrita e sugerida em estudos histologicos
€ a de que os lipossomas com cargas negativas tendem a se difundir na derme e
foliculos capilares mais rapidamente do que os de carga positiva (Ogiso et al, 2001;
Gillet et al. 2011). Esses dados mostram que, a partir dessa caracteristica fisico-
quimica, FL-DHe poderia ser considerada para seguir, também com testes em
tratamentos dérmicos para lesbes provenientes de leishmaniose cutanea e

mucocutanea.
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Os dados de diametro, IP e PZ permitiram observar que os resultados obtidos
nesse estudo podem ser considerados de qualidade, quanto aos parametros fisico-

quimicos analisados, estando a formulagao apta a ser utilizada nos testes seguintes.

Como essa nova formulagao se tratava de um produto final diferente do testado
no trabalho de Rodriguez-Hernandez et al. (2016b), onde trabalhamos somente a
molécula livre, optamos por repetir os testes de eficacia in vitro, sob as formas
amastigotas de L. infantum infectando macréfagos. Esse modelo de infecgao
utilizando os macrofagos € um dos mais adequados, pois essas células
desempenham um papel central na resposta imune do hospedeiro parasitado além de
ser o principal alvo de infecgdo do parasito (Tomiotto-Pellissier, 2018). O diferencial
do teste, também, é a capacidade de investigar a agcdo do composto sobre as formas
intracelulares do protozoario simulando melhor a provavel atividade a interagdo do
parasito-hospedeiro, in vivo, em comparativo a testes que utilizam somente o parasito

em cultura.

Como observado nos testes de atividade leishmanicida, FL-DHe exibiu,
novamente, valores promissores de atividade (ICs0=13uM) inibindo a proliferagéao
intracelular das amastigotas de L. infantum além de resultar, também, em valores
reduzidos de citotoxicidade gerando valor de IS de 8.46. Ja a AmB, controle positivo,
apresentou atividade leishmanicida em uma concentragao préxima de FL-DHe, mas,
por outro lado, demonstrou um carater toxico sobre as células analisadas obtendo
somente o valor de IS de 1.35, mantendo seu comportamento téxico, como

previamente descrito. (Laniado-Laborin & Cabrales-Vargas 2009; Kagan, 2012).

O IS demonstra o quanto a acdo de um composto & direcionada ao parasito
sem causar danos as células dos mamiferos, ou seja, quanto maiores os valores
obtidos, mais seletiva sera a acdo da formulagao sobre os parasitos sem danificar as
células hospedeiras (Caldeira, 2011). Ao apresentar um IS igual a 1.35, podemos
inferir que a dose tolerada até que a AmB seja toxica para o organismo, € somente
1.35x maior do que a dose ativa (17 uM x 1.35= ~23 pM) enquanto que, para a
formulagao testada seria possivel utilizar uma dose até 8.46x maior do que a dose
ativa (13 uM x 8.46= ~110 pyM), valor cerca de 5x superior ao da dose maxima da
AmB. De acordo com Badisa et al., (2009) e Bezivin et al. (2003) é necessario um
indice de seletividade 3 para potenciais candidatos a medicamentos, o que reafirma o

potencial de FL-DHe na pesquisa de novos farmacos. Ja Oryan et al., (2015)
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descrevem que um medicamento com agao leishmanicida sera considerado seguro
guando seu indice de seletividade for maior do que 10. Independente do padrao a ser
seguido, o presente estudo e muitas de suas referéncias ja citadas, evidenciaram que
poucos compostos atingiram valores 210 nos testes, mostrando que esse indice pode
ser variavel. DHe em sua forma livre atingiu valores I1S= 22,5 nos mesmos testes,
mostrando que uma investigacdo mais detalhada dos mecanismos de acao e cinética

do farmaco quando encapsulado e estabilidade da formulagéo, devem ser conduzidas.

Ao buscarmos novos farmacos, devemos pensar ndao somente na relagéo do
composto com o parasito, mas também na sua interagdo com outras células e
sistemas (Islamuddin et al., 2015; Bezerra 2020). Assim, apos o estudo de atividade
leishmanicida e seletividade em macrofagos, FL-DHe também foi testada quanto a
citotoxicidade contra células hepaticas (HepG2) e renais (BGM) para tentar avaliar
seus efeitos em diferentes partes dos organismos. Conforme observado na Tabela 4,
o composto de referéncia no tratamento (AmB) apresentou CCsoa 13uM e 9uM para
células do rim e do figado, respectivamente. Estes resultados confirmam novamente
que esse farmaco, utilizado em pacientes com leishmaniose, apresenta uma
toxicidade consideravel. Ja FL-DHe apresentou um CCso acima de 1000uM para
células de rim e de 92uM para hepatécitos, mais uma vez afirmando que o seu baixo

potencial citotdxico a coloca como uma potencial formulagao.

Esse € um resultado promissor, levando em conta que uma das alteragdes
comumente encontradas em pacientes acometidos por leishmaniose visceral sdo as
alteragdes hepaticas e renais (Salgado et al. 2003; De Oliveira et al., 2010; Sena,
2015). Farmacos que prejudicam as fungbes desses 6rgdos ou causam maiores
lesdes (hepatotdxicos ou nefrotéxicos), como ocorre com o uso de Sb¥ e AmB, por
exemplo, nao sao boas opg¢des para serem aplicados na terapéutica, pois poderiam
gerar um agravamento do quadro da doenga, suportando ainda mais a problematica
de ndo existirem muitas alternativas eficientes para substituicdo desses farmacos
como primeiras escolhas de tratamento da LV e reforcando a necessidade da
investigacao de novos compostos (Rath et al. 2003; Salgado et al. 2003; De Oliveira
et al., 2010; Sena, 2015; Fiocruz, 2016; Ammar et. al., 2019).

Embora nossos testes tenham demonstrado a baixa toxicidade de FL-DHe em
células desses orgaos (BGM, HEPG2), in vitro, a formulagédo, ao ser administrado no

animal, poderia ter um comportamento diferente, pois o sistema de testes in vivo é um
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sistema muito mais complexo do que o processo in vitro. Desse modo, para avaliar se
0s compostos manteriam a baixa toxicidade, também, sobre esses 6rgados no modelo
animal, 34 camundongos saudaveis da linhagem Balb/c foram divididos em 6 grupos,
os quais foram tratados separadamente com PBS, FL-V e 4 concentracbes de FL-
DHe.

De acordo com as caracteristicas da formulacado obtida esperava-se que, uma
vez no organismo, a formulagéo tenderia a ter uma meia-vida maior por se considerar
que o sistema de entrega seria mais gradativo. Assim, o esquema terapéutico poderia
ser montado considerando-se o uso de em um menor numero de doses com as
aplicagdes mais intervaladas. Entretanto, afim de verificar com mais segurancga se nao
ocorreria toxicidade, utilizamos uma maior quantidade de doses com aplicagdes
menos intervaladas (15 dias de tratamento com aplicagbes de doses em dias
alternados - 7 doses) e, caso ndo observassemos toxicidade, realizariamos os testes
de atividade leishmanicida com intervalos de tratamento mais espacados. Apds
tratamento, analises histopatolégicas e bioquimicas foram feitas para observar

possiveis alteragdes hepaticas e renais nos grupos tratados.

Nos dados obtidos da avaliagéo do figado, os grupos tratados com as doses de
FL-DHe e FL-V ndo apresentaram caracteristicas de lesdo ou inflamagao
significativos, quando em comparagcdao aos animais tratados somente com PBS, e
mantiveram-se proximos ao grau 1 de score de lesdo, apresentando discretos
infiltrados inflamatérios. O cenario se manteve quando avaliamos os resultados do rim
onde, embora o grupo PBS tenha apresentado score 0 na avaliagdo, nenhum dos
outros grupos apresentou diferengas estatisticas significativas em comparagao a ele
(p>0,05). A auséncia de lesbes em ambos os 6érgaos pode ser observada nas
fotomicrografias das figuras 14 e 15 onde, salvo escassas células inflamatorias
proximas a ductos e vasos sanguineos, € mostrado um aspecto do parénquima dentro

da normalidade para figado e rim dos animais de todos os grupos.

Nas analises bioquimicas, a fung¢ao renal foi avaliada por meio da dosagem de
niveis de ureia e creatinina e a fungao hepatica foi avaliada por meio da dosagem de
TGO e TGP.

Em todos os grupos, as concentragdes de ureia apresentaram valores proximos
aos valores de referéncia esperados para camundongos (Almeida et al., 2008, Matida

et al., 2015; De Sousa Barbosa et al., 2017). Os niveis de creatinina, também,
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encontram-se inseridos dentro do padrdo de normalidade em todos os animas
testados. Ambos os resultados, juntamente as analises histopatologicas podem
afirmar que nao houve toxicidade renal decorrente dos testes com ambas as

formulagdes.

Ao avaliar a funcéo hepatica, os valores de TGO para todos os animais tratados
mantiveram-se dentro de padrdes de referéncia esperados para as concentragdes
dessa enzima em camundongos e nenhuma diferenga estatistica foi identificada entre

0s grupos tratados e o grupo PBS (Matida et al., 2015; De Sousa Barbosa et al., 2017).

A partir dos valores obtidos de TGP, verificamos que um dos grupos tratados
(0,03mg/kg) apresentou diferenca estatistica com o grupo PBS. Como nenhuma outra
alteracgao foi evidenciada nos outros parametros ou nos cortes histolégicos do mesmo
grupo, nédo consideramos que esse valor seria decorrente de lesdes ou alteragdes
hepaticas que justificassem o resultado. Além disso, nenhuma das outras doses de
FL-DHe ou a FL-V apresentaram diferencas significativas com o grupo PBS o que

mostra que a reducgéao, provavelmente, ndo esta ligada as formulagcbes

Nos testes de atividade leishmanicida no modelo murino, optamos por utilizar o
figado e 0 bago nas andlises, no lugar do rim, uma vez que é amplamente descrito na
literatura que esses dois érgaos estao entre os locais de maior tropismo do parasito
dentro do hospedeiro mamifero (Mathias et al., 2001; Evans & Kedzierski, 2011). Para
realizar os tratamentos, dezoito animais infectados com L. infantum foram divididos
em trés grupos, cada um recebendo uma infusao diferente: um grupo néao tratado -

PBS (NT); um grupo tratado com FL-DHe (33mg/kg); um grupo tratado com FL-V.

Devido ao fato do lipossoma poder apresentar o comportamento de liberar o
composto de forma gradativa devido ao didmetro das vesiculas formadas e sua
potencial capacidade de ser direcionado aos 6rgaos de interesse (Figado, Bago),
como ja citados anteriormente, foi realizada a administragdo das doses em intervalos
maiores do que os utilizados nos testes anteriores, por um menor tempo de
tratamento, como descrito na figura 10 (12 dias de tratamento com aplicagdo das
doses a cada 96hrs > 3 doses) com a eutanasia realizada 96hrs apo6s a ultima dose

administrada.

Ao término do tratamento, realizamos a eutanasia, coletamos as amostras e

foram realizadas as analises por PCR em tempo real e programa estatistico software
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GraphPadPrism 8. A partir dos resultados citados no subitem 5.5 observou-se que os
valores da carga parasitaria resultante apds o tratamento dos animais infectados,
utilizando as formulacdes FL-DHe e FL-V nao foram, estatisticamente, diferentes dos
apresentados pelo grupo que néo recebeu tratamento com lipossomas (NT) (p=0,05).
Ja nos valores obtidos com as amostras de baco dos animais tratados, novamente,
nao foi observado diferenga entre o grupo NT e FL-DHe nem mesmo entre os grupos
FL-V e FL-DHe (p=0,05). Porém, ocorreu uma diferenga significativa entre os valores
do grupo NT e FL-V (p=0,02).

Essa, aparente, baixa atividade leishmanicida dos compostos, demonstrada

com esses resultados pode ter ocorrido devido a varios fatores.

Apds a administragdo, os lipossomas ficam sujeitos: a agao de fluidos e
componentes biolégicos que podem alterar a permeabilidade de sua membrana; a
acao de opsoninas que podem aderir a membrana do lipossoma e fazer com que este
seja mais rapidamente capturado da circulagdo e levando a liberagédo do farmaco
niveis abaixo do esperado no tecido alvo (Torchilin, 2005; Machado et al., 2007;
Chrysostomo, 2011); ocorréncia de interagcdo com lipoproteinas na circulagdo que
levariam a transferéncia de seus lipideos para elas ou a passagem de algum
componente da lipoproteina para o lipossoma levando a formagdo de poros e
liberagao do conteudo interior da vesicula antes que atinja o alvo ou até a um aumento
no tamanho das vesiculas, em decorréncia do contato com essas lipoproteias,
comprometendo as propriedades dos lipideos (Torchilin, 2005; Machado et al., 2007;
Chrysostomo, 2011). Além disso, os fatores acima podem ter sido facilitados devido
ao carater negativo das particulas, pois ja foi descrito que apesar de particulas
carregadas serem mais estaveis, como citado anteriormente, os lipossomas com
carga negativa tendem a interagir mais rapidamente com o sistema biolégico e

estarem sujeito a opsonizagao e agao das lipoproteinas. (Bozzuto & Molinari, 2015).

Um cenario parecido péde ser observado em um trabalho de Silva, 2018, que
avaliava a eficacia de um farmaco encapsulado, com os mesmos fosfolipidios, na
terapéutica da leishmaniose. No estudo, a maior dose testada em um dos grupos
gerou um aumento exacerbado da carga parasitaria. Em testes para tentar justificar
essa exacerbacao, foi detectada um aumento da interleucina 6 (IL-6), uma citocina
pro-inflamatdria, em comparacdo aos outros grupos de teste (Murray, 2008). Altos

niveis dessa citocina podem inibir a produ¢ao de TNF- a que pode inibir as respostas
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do tipo TH1 e, consequentemente induzir respostas TH2 levando a uma diminuigao
da atividade do macréfago no controle parasitario, favorecendo o aumento da carga.
Embora o trabalho ndao descreva se é a formulagdo ou o farmaco utilizado o
responsavel pelo comportamento nao esperado, ele serve de referéncia para futuras
analises que podem ser incluidas nos proximos testes para refinamento da
formulacgao, visto que, a influéncia dos lipossomas no processo, € uma hipétese a ser

considerada.

Vale ressaltar que, apesar da diferengca entre o grupo FL-V e o grupo NT,
nenhum dado obtido de analises histopatolégicos ou bioquimicos relatados nesse
trabalho evidenciaram toxicidade ou lesdes que influenciariam ou potencializariam a
acao farmaco encapsulado, ao contrario, os tecidos de todos os grupos encontravam-

se com aspecto normal.

Uma redugao significativa da carga pode, também, ter sido influenciada pelo
protocolo de tratamento utilizado, visto que as doses e os intervalos de tratamento
podem ter sido insuficientes. Outros testes serao conduzidos para verificar essa

suposigao.

Em conjunto, nossos dados demonstram que a formulagéo FL-DHe apresenta
boa atividade parasiticida e baixa toxicidade in vitro. Que o comportamento das
formulagdes no tratamento in vivo, demonstrada por dados inconclusivos, pode estar
relacionada ao comportamento da formulagao lipossomal no animal por consequéncia
de alguma de suas caracteristicas fisico-quimicas, e que o protocolo de intervalos de
tratamento ou da concentracao utilizada de FL-DHe podem ser revistos visando um
melhor refinamento da formulacdo e esquema terapéutico. Para isso, analises de
interagdo celular, biodisponibilidade, dosagem de citocinas, farmacocinética e

farmacodinamica das formulagées, podem ser aplicados.
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7. CONCLUSAO

Este trabalho contribuiu para o desenvolvimento de um sistema de liberacao e
entrega de farmacos com uma estrutura adequada e bem desenvolvida sem efeitos
toxicos em modelo de testes celulares e animal, além de apresentar eficacia
consideravel em modelo in vitro. Embora a formulagdo n&o tenha apresentado
resultados conclusivos no tratamento de animais infectados com L. infantum em
modelo murino, os dados apresentados demonstram que ainda ha espacgo para novas
analises e estudos para o refinamento de formulagdo com um grande potencial a ser

explorado.
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