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Resumo

RESUMO

A giardiase ¢ uma das infeccOes parasitarias humanas mais comuns em todo o mundo,
afeta centenas de milhGes de pessoas, sobretudo nos paises em desenvolvimento. A
Giardia lamblia (G. lamblia) € um protozoario que parasita o intestino humano. As
infeccbes por G. lamblia sdo mais comuns em criangas, com prevaléncia de
aproximadamente 20% no Brasil. Varios mecanismos de defesa tém sido propostos para
eliminar a infeccéo por G. lamblia, entre estes a atividade de fagdcitos. Por outro lado, o
tratamento da giardiase utiliza terapia de drogas antiparasitarias, porém em 20% dos casos
0 tratamento ndo é eficaz, ocorrendo, muitas vezes, resisténcia e efeitos colaterais. Assim,
com a finalidade de melhorar a eficicia ou reducdo da toxicidade dos farmacos, as
microemulsdes apresentam-se como uma alternativa de forma farmacéutica interessante
para veiculagdo de moléculas com atividade terapéutica. A utilizacdo destes veiculos e
uma alternativa viavel para o controle de liberacdo de estimulos que modulam o sistema
imunoldgico. Assim o objetivo deste trabalho foi avaliar a modulacdo da atividade
funcional de fagécitos mononucleares (MN) do sangue pelo sistema microemulsionado
de cloridrato de levamisol na presenca de G. lamblia. Foi utilizado uma formulagédo
microemulsionada liquida incorporada com cloridrato de levamisol (MELe) a partir de
Oletado de sorbitano, Polissorbato 80, 1-butanol, triglicerideos de acido caprico/caprilico
e agua destilada. A modulacdo da atividade funcional dos fagocitos MN por esta
formulacdo foi avaliada através da liberagdo de superdxido, da atividade
fagocitica/microbicida, da apoptose e da liberacdo de célcio intracelular. Observou-se que
os fagdcitos MN tratados com microemulsdo incorporada com levamisol aumentou a
atividade fagocitica, os indices microbicidas e induziu apoptose. Estes dados comprovam
que a microemulsdo foi capaz de melhorar a eficacia terapéutica do levamisol,
potencializando a atividade funcional destas células. Dessa forma, aMELe pode ser uma
alternativa adequada para o aproveitamento mais eficiente dos potenciais imunolégicos e

aplicado no tratamento a infec¢des por G. lamblia e minimizando os efeitos colaterais.

Palavras-chaves: Giardia lamblia, imunomodulagéo, levamisol, microemulsao



Abstract

ABSTRACT
ABSTRACT

Giardiasis is one of the most common human parasitic infections worldwide, affecting
hundreds of millions of people, particularly in developing countries. The Giardia lamblia
(G. lamblia) is a protozoan parasite that the human gut. G. lamblia infections are more
common in children, with a prevalence of approximately 20% in Brazil. Several defense
mechanisms have been proposed to eliminate the infection by G. lamblia Among them
the activity of phagocytes. On the other hand, treatment of giardiasis utilizes antiparasitics
drugs therapy, but in 20% of the cases the treatment is ineffective, occurring often
resistance and side effects. Thus, the purpose of enhance efficacy or reducing toxicity of
the drugs, microemulsions present themselves as an alternative dosage form for
placement interesting molecules with therapeutic activity. The use of these vehicles is a
viable alternative to control the release of stimulus which modulate the immune system.
Thus aim of this study was to evaluate the modulation of the functional activity of
mononuclear phagocytes (MN) the blood of the microemulsion system levamisole
hydrochloride in the presence of G. lamblia. A liquid microemulsion formulation
incorporated with levamisole hydrochloride (mole) from Oletado sorbitan, polysorbate
80, 1-butanol, triglycerides of capric/caprylic acid and distilled water was used. The
modulation of the functional activity of phagocytes MN for this formulation was
evaluated by the release of superoxide, the phagocytic/microbicidal activity, apoptosis
and intracellular calcium release. It was observed that the MN phagocytes treated with
levamisole microemulsion incorporated with increased phagocytic activity indexes
microbicides and induced apoptosis. These data show that the microemulsion is able to
improve the therapeutic efficacy of levamisole, increasing the functional activity of these
cells. Thus, Amele may be a suitable alternative for the efficient utilization of potential
immunological treatment and applied to infection by G. lamblia and minimizing side
effects.

Key words: Giardia lamblia, immunomodulation, levamisol, microemulsion



1 INTRODUCAO

A giardiase € uma das infeccdes parasitarias humanas mais comuns do trato
intestinal em todo o mundo, afeta centenas de milhdes de pessoas, sobretudo, nos paises
em desenvolvimento (Savioli et al. 2006). Na Asia, Africa e América Latina, cerca de 200
milhGes de pessoas tém giardiase sintomatica (Sulaiman et al. 2003), porém acreditam-se
que esses dados epidemioldgicos sejam subestimados, dada a existéncia de portadores

assintomaticos (Yoder et al. 2007).

A cada ano, cerca de 500.000 novos casos de giardiase sao relatados, por isso,
essa parasitose deve ser observada com especial cuidado, pois contribui de forma
substancial para a geracao de adultos com déficit no desenvolvimento fisico e cognitivo

(Bussatti et al. 2009).

Dos micro-organismos euariotos pertencentes ao reino Protista, 0s
protozoarios do género Giardia merecem consideravel atencdo devido a sua
patogenicidade, especialmente em criancas e animais jovens (Thompson 2000, Koot et

al. 2009).

A giardiase, infeccdo intestinal causada pela Giardia lamblia é uma das
parasitoses mais comuns em todo 0 mundo, presente tanto em paises desenvolvidos (CDC
2010) como naqueles em desenvolvimento (Dib et al. 2008). Estima-se que, por ano,
ocorram cerca de 280 milhdes de casos sintomaticos (Lane & Lloyd 2002, Alia & Hilla
2003) que, quando decorrentes em criangas, podem levar a déficits cognitivos e de

crescimento graves (Niehaus et al. 2002, Berkman et al. 2003).
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Na literatura, inquéritos epidemioldgicos tém revelado que a Giardia lamblia
é frequente, principalmente em criancas indicando transmissdo zoonoética (Zaiden et al.

2008).

A recorrente presenca de cdes nas areas urbanas expfe a populacdo a
contaminagdes ambientais e a doengas por meio do contato direto ou indireto com animais
infectados, incluindo a giardiase e outras parasitoses (Katagiri 2007). Isso ocorre devido
a defecacdo no ambiente e a contaminagdo da dgua de lengois superficiais e freaticos, rios

e lagos, oferecendo riscos a saude publica e animal (Thompson 2004, Paulino 2005).

1.1 GIARDIASE E EPIDEMIOLOGIA

A giardiase ¢ um problema de saude publica de distribuicdo mundial e é
considerada uma doenca negligenciada pela Organizacdo Mundial de Saude (Quihui et
al. 2010, Robertson et al. 2010, Sadeghi & Borji 2015). Estima-se que cerca de 200
milhdes de infecgdes ocorrem a cada ano na populacdo mundial, sendo a maioria em
criancas (Sadeghi & Borji 2015).

As variagdes ambientais micro e macroclimaticas tém impacto sobre a
epidemiologia dessa parasitose intestinal visto que as mudancas climaticas, tais como o
aumento da precipitacdo e da umidade e a diminui¢do da temperatura, sdo favoraveis a
incidéncia da doenca (Escobedo et al. 2015).

Nos paises industrializados, a prevaléncia de parasitas intestinais tais como
G. lamblia varia de 2% a 5%, enquanto que nos paises em vias de desenvolvimento varia

entre 20% a 40% (Meyer 1985; Ortega & Adam 1997; Ali & Hill 2003).
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Em grande parte dos paises desenvolvidos, a G. lamblia é um dos parasitos
intestinais mais comumente identificados, alcangando taxas de prevaléncia entre 2-5%
(H6rman et al 2004, CDC 2010), sendo a causa mais frequente de surtos epidémicos de
diarréia, relatados nos Estados Unidos (Baldursson & Karansis, 2011).

Estudos avaliando a ocorréncia de giardiase em criancas de varias regides do
Brasil mostraram que na Ultima década, a prevaléncia desta parasitose diminuiu, porém
permanece elevada, variando de 4,7% a 27,5% (Carvalho-Costa et al 2007a, Pereira et al
2007, Basso et al. 2008, Machado et al. 2008, Korkes et al. 2009, Menezes et al. 2009,

Tashima et al. 2009, Moreno et al 2010, Santos et al. 2012).

1.2 Giardia lamblia

Os protozoarios sdo seres unicelulares que fazem parte do reino protista, sub-
reino protozoa podendo ser ameboides (Thompson 2004), flagelados, ciliados e

produtores de esporos (Elisabeth & Pegotti, 2010).

A Giardia lamblia (G. lamblia) é um microrganismo eucariotico, unicelular
e flagelado que parasita o intestino humano, assim como o de alguns outros mamiferos,
incluindo cées, gatos, roedores, mas também alguns répteis e aves (Thompson, 2004).
Esse parasito foi reconhecido pela primeira vez em 1681 por Van Leeuwenhoek, que
descobriu esse patdégeno em suas proprias fezes. O género Giardia foi nomeado por
Kunstler, em 1882, quando verificou a presenca de protozoarios flagelados no intestino

de girinos (Monis et al. 2009).

De acordo com a nomenclatura taxonémica mais antiga (Wade et al. 2000), o
género Giardia pertence ao Filo Sarcomastigophora; Classe Zoomastigophorea; Ordem:
Diplomonadida, Familia: Hexamitidae e Género: Giardia; porém, de acordo com a nova
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sistematizacdo, com base em dados estruturais, bioquimicos e genéticos, o género Giardia
pertence ao filo Metamonada, Subfilo Trichozoa, Superclasse Eopharyngia, Classe
Trepomonadae, Subclasse Diplozoa, Ordem Giardiida e Familia Giardiidae (Plutzer et

al. 2010).

O nome da espécie de Giardia é dependente da morfologia e do hospedeiro
de origem. Estudos na literatura relatam que esse género possui seis espécies, das quais
s6 uma delas é parasita de multiplas espécies, denominada G. lamblia, intestinalis ou
duodenalis (Adam 2001). No entanto, com o avango das técnicas de biologia molecular
foram identificados 11 diferentes genotipos de G. lamblia, dos quais oito foram

encontrados no homem (Health Canada 2012).

Com base na morfologia dos parasitos, atualmente séo reconhecidas apenas
as espécies Giardia muris e Giardia microti parasitando roedores, Giardia agilis que
infecta anfibios, Giardia psittaci, parasito de periquitos, Giardia ardea, que infecta
garcas azuis e Giardia lamblia que infecta aves, a maioria dos mamiferos e é a

responsavel pela doenca em humanos (Thompson et al. 2000, Plutzer et al. 2010).

A espécie G. lamblia, por sua vez, pode ser dividida em dois grupos, A e B
(Feng & Xiao 2011). As diferencas genéticas relativamente grandes detectadas por
sequenciamento gendmico desses grupos sugerem que eles podem realmente ser duas

espécies diferentes (Franzén et al. 2009).

A G. lamblia tem um genoma complexo (Adam 2001), sendo capaz de sofrer
variacdo antigénica de proteinas de superficie durante o encistamento ou na infecgéo
humana (Nash 2002, Touz et al. 2005). A variacdo antigénica parece estar associada a

mecanismos de evasdo desse parasita frente aos mecanismos imunoldgicos do
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hospedeiro, porém o significado clinico dessa variagdo antigénica da G. lamblia ainda

ndo foi totalmente elucidado.

1.2.1 Morfologia

A G. lamblia apresenta de duas formas: cistos e trofozoitos. Os cistos podem
ser redondos ou elipticos, medindo de 12 a 15 um de comprimento e 6-8 um de largura.

Eles contém quatro nucleos, axonemas e um corpo mediano.

A parede cistica é composta de uma camada exterior protofilamentosa e uma
camada interna membranosa, formada, principalmente, por carboidratos (principalmente
N-acetilgalactosamina) e proteinas, que lhe atribuem resisténcia e protecdo as mais

adversas alteracBes de ambiente e temperatura (Aguilar-Diaz et al. 2011).

O trofozoito apresenta formato de gota, com simetria bilateral, medindo de
12-15 pm de comprimento, 5-9 um de largura e 1-2 um de espessura (Carranza & Lujan,
2010). Apresenta um citoesqueleto complexo, responsavel pela conservacdo do formato
do parasito e por ancorar os quatro pares de flagelos, emergentes do corpo celular em suas
faces anterior, posterior, ventral e caudal (EImendorf et al. 2003), responsaveis por
conferir motilidade ao parasito (Ankarklev et al. 2010). Em sua face ventral, os
trofozoitos apresentam uma estrutura denominada disco ventral, adesivo ou suctorial, que
possibilita a adesdo do parasito a diferentes estruturas, inclusive ao epitélio intestinal do

hospedeiro (Palm et al. 2005) (Figura 1).
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O disco ventral estd ligado a membrana plasmatica por microfibrilas
compostas por o e P-tubulina, proteinas contrateis e proteinas do citoesqueleto
denominadas giardinas (Palm et al. 2005). Uma vez que os protozoarios do género
Giardia sp. ndo invadem os tecidos do hospedeiro, o estabelecimento da doenca depende
em grande parte, da capacidade do trofozoito em aderir ao epitélio intestinal, por isso, 0
disco ventral é uma organela de suma importancia neste processo (Carranza & Lujan,

2010).

1.2.2 Ciclo bioldgico e transmissao

A G. lamblia possui um ciclo de vida simples, no qual se alterna entre duas
formas biologicas e morfologicamente distintas: trofozoitos flagelados que causam a

patologia pela colonizagdo do intestino delgado, e os cistos que sdo resistentes ao
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ambiente e altamente infecciosos (Eckmann et al. 2000; Prucca & Lujan 2009;

Ankarklev 2010) (Figura 2).

Contaminacao
das maos, da

agua e de “
g "’1

alimentos com os

cistos infectantes

.ﬁ.” Infective Stage

Figura 2 - Ciclo de vida da giardia e transmisséo

Fonte: Disponivel em: <https://web.stanford.edu/class/humbio103/ParaSites2006/
Giardiasis/lifecycle.htm>. Acesso em: 10/12/2014

A transmissao do protozoario ocorre via fecal-oral, pela ingestdo dgua e alimentos
contaminados (frutas e verduras) apresentando cistos do parasito (Shahnazi & Jafari-

Sabet 2010; Srisuphanunt et al. 2010).

Esses cistos podem permanecer vidveis no meio ambiente durante até trés

meses, sob condicbes favoraveis de temperatura e de umidade. Trés aspectos sdo
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importantes no contexto epidemioldgico da doenca: a resisténcia dos cistos no meio
ambiente, a quantidade de cistos eliminados pelos pacientes, e 0 aspecto zoonotico da

doenga (Hunter & Thompson 2005).

O encistamento é uma adaptacdo para sobreviver fora do hospedeiro, de
forma que o parasita se dobra sobre si mesmo e forma uma camada protetora ao redor das
estruturas internas e dos flagelos, tornando-se apto para passar através do organismo do
hospedeiro e chegar ao meio ambiente. A transformacédo do trofozoito em cisto ocorrera
quando o ambiente interno se alterar ou o hospedeiro estiver sob condicdes de estresse

(Hausen et al. 2006, DuBois et al. 2008, Midlej & Benchimol 2009).

Quando o parasita encistado atinge o ambiente alcalino do intestino delgado,
0 mesmo é exposto as enzimas digestivas e sais biliares, o que permite completar o
processo de desencistamento. Os trofozoitos resultantes emergem de cada cisto e aderem
-se aos enterocitos pelo disco adesivo ventral, iniciam a alimentagdo e estabelecem a

infeccdo (Gallego et al. 2007).

Advertindo que, nos ultimos anos, a transmissao direta, pelo contato pessoa-
pessoa, tem adquirido grande importancia, tornando-se muito comum, principalmente
entre individuos institucionalizados, quando as condi¢fes sanitarias e de higiene séo

inadequadas (Abe & Teramoto 2012).

Também a transmissdo sexual entre homens homossexuais vem sendo
verificada em nacdes desenvolvidas, como em muitos paises da Europa e nos Estados
Unidos da América, onde a giardiase ja € reconhecida como doenca sexualmente

transmissivel (Shelton 2004).
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1.3 PATOGENESE

Infeccdes parasitarias sdo mais comuns em criancas do que em adultos, e sdo
uma das principais causas de desnutricio. E um ponto de preocupacdo, porque a
desnutricdo em criancas pode comprometer as suas capacidades de aprendizagem em seus

anos de formacéo (Katona & Katona 2008).

As infecgdes por helmintos em criangas em idade escolar estdo associadas
com déeficits cognitivos (Stoltzfus et al. 2011). Varias infec¢des por vermes, incluindo
ancilostomiase, esquistossomose e giardiases, estdo associados a anemia por deficiéncia
de ferro e uma perda significativa de micronutrientes. A perda de sangue pode ser t&o

elevada quanto 45 ml/dia, ou o equivalente a 9,9 mg de ferro (Stoltzfus et al. 1997).

As manifestacbes clinicas da giardiase podem variar de portador
assintomatico até um estado de diarreia e ma absorc¢do de longa duracdo (Robertson et al.
2010), caracterizado por dores abdominais, diarreia, flatuléncia, esteatorreia, sindrome de
ma absorcdo, baixo crescimento e perda de peso, principalmente em criangas (Etthas,

Danyani & Nemati 20100).

Alguns estados imunoldgicos parecem predispor a infeccdo por G. lamblia
De fato, individuos deficientes de anticorpos parecem ter uma maior incidéncia de
giardiase e apresentam sintomatologia mais grave, particularmente os que tém défices de

producéo de Imunoglobulina A (IgA) (Faubert 2000, Langford et al. 2002).

A patogénese pode ser considerada como um processo multifatorial,
envolvendo tanto as caracteristicas do parasita quanto a resposta imune do hospedeiro

(Geurden & Olson 2011).
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Na infeccdo por G. lamblia, ocorre a formagéo de uma barreira mecénica
impedindo a absorgdo de vitaminas, &cido folico, acidos graxos e ferro, levando esses
pacientes a apresentarem anemia (Mansbach 2009), o que também pode causar diarreia
aguda ou cronica, desidratacdo, desconforto abdominal e perda de peso (Faubert 2000,

Buret et al. 2002, Mueller 2005, Hausen et al. 2006; Gascon 2006).

A variacdo nas manifestacGes clinicas procede de causas multifatoriais,
envolvendo tanto fatores relacionados ao hospedeiro, como ao parasito (Cotton et al.
2011). Recentemente, foi proposto ainda, que a gravidade de anormalidades pode diferir
inclusive, conforme as regiGes geogréficas, apresentando-se diferentemente nos paises
em desenvolvimento ou desenvolvidos (Hollm-Delgado et al., 2008, Ward 2009, Siwila

et al. 2010).

Efeitos deletérios da giardiase sobre o crescimento e desenvolvimento foram
observados em criancas (Almerie et al. 2008, Nematian et al. 2008, Quihui et al. 2010).
A desnutricdo é frequentemente observada em criancas positivas para G. lamblia (Behera
et al. 2008, Silva et al. 2009). Um estudo de caso-controle com criangas com giardiase
revelou que houve diminui¢do do peso corporal, dos niveis séricos de ferro, de zinco
(Abou-Shady et al. 2011). Ma absorcao de nutrientes foi relatada em pelo menos 50% dos
pacientes com giardiase sintomatica (Simsek et al. 2004; Celikstz et al. 2005; Behera et

al. 2008).

As principais anomalias estruturais e funcionais associadas a giardiase séo
encontradas no intestino delgado. A infeccdo humana pode conduzir a um espectro de
alteracdes microscopicas que vao desde anormalidades suaves a atrofia das vilosidades
em casos mais graves. Mesmo na auséncia de mudancas na arquitetura das vilosidades e

criptas, o encurtamento e interrup¢do das microvilosidades foram relatados sendo
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associada, especialmente, a deficiéncia da enzima lactase (Buret et al. 1991, Singh et al.
2000). Todavia, em estudo utilizando cortes histoldgicos ndo foram observadas alteragdes

patoldgicas em 96% dos individuos com giardiase (Oberhuber et al. 1997)

1.4 RESPOSTA IMUNOLOGICA

A infecgdo por G. lamblia produz imunidade, embora néo esteja esclarecido
se a infeccdo prévia pelo parasito realmente evita uma segunda infecgdo ou apenas evita
0s sintomas severos da doenca (Solaymani-Mohammadi & Singer 2010). Sabe-se que 0s
sintomas da giardiase na reinfeccdo sdo de menor gravidade, o que reforca a hip6tese de
que a exposicéo anterior ndo impede a infec¢do, mas reduz a gravidade da doenca (Kohli

et al. 2008).

A infecgdo por G. lamblia €, na maioria das vezes, autolimitada, indicando a
presenca de uma defesa eficaz do hospedeiro (Eckmann 2003). Os mediadores imunes
parecem agir localmente no limen, uma vez que G. lamblia ndo invade a camada epitelial,
e provoca apenas uma ligeira inflamacdo das mucosas (Oberhuber et al. 1997). A
imunoglobulina A tipo secretdria (slgA) desempenha um papel central na eliminacdo do
parasita (Eckmann 2003, Langford et al. 2002), juntamente com mastdcitos (Chin et al.
2002, Li et al. 2004) defensinas (Aley et al. 1994) e outros fatores do hospedeiro
(Eckmann et al. 2000). Anticorpos IgG, IgM, IgA anti-Giardia tém sido detectados no
soro de individuos com giardiase, em diferentes regidées do mundo. Além dos
anticorpos circulantes, estudos tém relacionado a participacdo de IgA secretdria na
imunidade local a nivel de mucosa intestinal. A funcdo exata de IgA na resposta

imune local ainda ndo é bem conhecida, mas evidéncias sugerem gue este anticorpo
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diminua a capacidade de adesdo dos trofozoitos a superficie das células do epitélio

intestinal (Neves et al. 2005).

A gravidade da doenca depende dos fatores de viruléncia do parasito bem
como do nivel nutricional, imunoldgico e de desenvolvimento do hospedeiro (Chin et al.
2002, Scott et al. 2002). Alguns estados imunoldgicos parecem predispor a infecgdo por
G. lamblia. De fato, individuos deficientes de anticorpos parecem ter uma maior
incidéncia de giardiase e apresentam sintomatologia mais grave, particularmente os que

tém défices de producéo de Imunoglobulina A (IgA) (Faubert 2000, Langford et al. 2002).

Varios mecanismos de defesa tém sido propostos para eliminar a infeccéo por
G. lamblia, incluindo produgdo de Oxido nitrico e mucinas pelas células epiteliais,
recrutamento e ativagdo de mastocitos e fagocitose por macrdfagos (Solaymani-

Mohammadi 2010).

Embora os sintomas associados com a infecgdo por G. lamblia tém sido bem
documentados, os mecanismos celulares e moleculares subjacentes que conduzem a
doenca ndo estdo bem compreendidos. As células epiteliais expostas ao parasito exibem
aumento da expressdo de genes de resposta ao stress, diminuicdo da expressdo
proliferativa do gene (Roxstrom-Lindquist et al. 2005), rearranjo da actina (Teoh et al.
2000), ruptura de juncbes firmes (Troeger et al. 2007) aumento da permeabilidade
intestinal (Panaro et al. 2007, Troeger et al. 2007) e a apoptose (Panaro et al. 2007, Chin
et al. 2002). Além disso, quando expostas ao parasita in vitro, as células epiteliais
secretam citocinas que sdo quimiotaticas para células do sistema imune, incluindo os

macrofagos (Roxstrom-Lindquist et al. 2005).

A interacdo parasito-hospedeiro leva a sobre-regulacdo de genes envolvidos

na cascata apoptotica e na formacao de espécies reativas de oxigénio dentro das células
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intestinais. Os resultados de alguns estudos indicam um novo mecanismo biol6gico no
qual a ativacdo de um transportador ativo de glicose dependente de s6dio (SGLT-1) possa
impedir a apoptose dos enterdcitos por aumentar a absor¢do de glicose. Esta resposta
celular pode ser um mecanismo de defesa ndo especifico do hospedeiro por aumentar a
sobrevivéncia celular contra enteropatégenos, como a Giardia spp (Escobedo et al. 2008,

Scorza & Lappin 2012).

O recrutamento de macréfagos para o local da infecgdo sugere que essas
células tenham uma funcédo de controle durante a infeccdo pelo parasito. Camundongos
infectados com Giardia muris apresentam diminuicdo do recrutamento de células
inflamatorias para a cavidade peritoneal e 0os macréfagos isolados reduzem a capacidade
de resposta quimiotética (Belosevic & Faubert 1986) mas mantém a capacidade de
fagocitar trofozoitos (Owen et al. 1981, Hill & Pearson 1987, Belosevic & Daniels
1992). No entanto, em giardiase humana, ndo esté claro como macré6fagos respondem as
citocinas secretadas a partir de células epiteliais durante a infec¢do e, subsequentemente,

modulam a resposta imune do hospedeiro.

A estimulacdo celular pode ser observada pela ativacdo do metabolismo
oxidativo com liberacdo de radicais livres. Os efeitos benéficos dos radicais livres no
organismo humano parecem ser a participacdo nos processos de fagocitose e atividade

microbicida, que visam eliminar os agentes potencialmente patogénicos (Olszewer 1995).
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1.5 IMUNOMODULACAO E ATIVIDADE FUNCIONAL DE FAGOCITOS

A imunomodulacéo é um processo que pode alterar o sistema imune de um
organismo interferindo em suas fungdes, levando ao aumento ou a diminuigao das reacoes
imunolégicas. Quando estimula de componentes do sistema imunolégico, ou seja,
granuldcitos, macréfagos, sistema complemento, linfdcitos T, linfécitos B e diferentes
substancias efetoras ¢ denominada de imunoestimulacdo. A Imunossupressao implica
principalmente a reducéo da resisténcia para infeccdes, estresse e pode ocorrer por conta

de fatores ambientais ou quimioterdpicos (Makare et al. 2001).

Os imunomoduladores sdo aquelas substancias capazes de ativar ou suprimir
respostas imunoldgicas. A origem dos imunomoduladores é muito variada, podendo ser
enddgena ou exogena, tais como: como produtos microbianos, substancias sintéticas e
plantas medicinais (Farthing 1997, Blecha 2001, Reinaque et al. 2012, Franga et al.
2014), podem ser anticorpos (Honorio-Franga et al 2001, Franga et al. 2011), hormonios
(Fagundes et al. 2012, Hara et al. 2013, Morceli et al. 2013, Honorio-Franca et al. 2013)

e citocinas (Fagundes et al. 2013).

A atividade imunomoduladora de uma substancia pode ser avaliada
verificando a sua atuacdo na atividade de fagocitos (Vellosa et al. 2007). Os macrofagos
e neutréfilos sdo as células do sistema imune envolvidas no processo de fagocitose. A
fagocitose é um dos principais mecanismos de destruicdo de microrganismos e se inicia
com a aderéncia destes & membrana celular. Essa interacdo pode ser potencializada por
fatores hormonais e imunologicos (Honorio-Franca 2001; Franca et al. 2011; Franca et

al. 2012, Franca-Botelho et al. 2012, Morceli et al. 2013, Honorio-Franca et al. 2013).

Apos a fagocitose, a destruicdo de micro-organismos pode ser mediada por
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dois mecanismos: metabolismo oxidativo, com producdo de metabdlitos ativos do
oxigénio (Honorio-Franca et.al. 1997, Franca et.al. 2011-a, Franca et. al. 2011-b), e
liberacdo de enzimas lisossdmicas (Segal & Soothill 1983). A funcdo das espécies
reativas de oxigénio gerado durante o metabolismo celular tem sido bastante estudada.
Esses componentes reativos, gerados pela consecutiva reducao univalente da molécula de
oxigénio (Asad et al. 1994), participam de processos imunolégicos, na peroxidacao de
lipideos, nas alteracfes em DNA, em rea¢des inflamatorias (Ames et al. 1993), modificam
os eventos de fosforilagdo durante o metabolismo oxidativo e os niveis intracelulares de

Cax* (Carrichon et al. 2011).

O papel dos radicais livres é um fendbmeno extremamente importante durante
as respostas imunoldgicas e reacfes inflamatorias, ao passo que a atividade microbicida
dos fagdcitos tem sido associada a ativacdo do metabolismo oxidativo celular e a

liberacdo de grandes quantidades de radicais livres (Dizdaroglu et al. 2002).

Poucos estudos tém avaliado a interagdo da G. lamblia com fagdcitos. Sabe-
se que essas células, quando em presenca de G. lamblia opsonizadas por anticorpos, sao
capazes de fagocitar e eliminar esses micro-organismos (Francga-Botelho et al. 2006).
Portando, a fagocitose desempenha um papel importante na patogenicidade da G. lamblia,

tornando-se objeto de investigagdes.
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1.6 DIAGNOSTICO

1.6.1 Clinico

As infecgBes sintomaticas ocorrem em cerca de 20 a 80% das pessoas com
amostras de fezes positivas e sdo caracterizadas por nauseas, vomitos, dores epigastricas,
e diarréia (Wolfe 1984, Flanagan 1992 , Farthing 1997, Eckmann 2003, Thompson et
al. 1993). Esses sintomas estdo associados a ma absorcdo de nutrientes e podem levar a
perda de peso e a desnutricdo em criancgas, expondo esse grupo vulnerdvel a falhas e

problemas de desenvolvimento (Solaymani-Mohammadi & Singer 2010).

A infecgdo por G. lamblia causa a formagdo de uma barreira mecanica
impedindo a absorgdo de vitaminas, &cido folico, acidos graxos e ferro, levando esses

pacientes a apresentarem anemia (Mansbach 2009).

A doenca se cura espontaneamente na maior parte dos casos, embora a fase
aguda da doenca possa evoluir para doenca cronica, mesmo em individuos
imunocompetentes (Robertson et al. 2010). Nesses casos, 0s sintomas da doenca
reaparecerdo por periodos curtos e recorrentes (Wolfe 1984, Flanagam 1992, Adam

2001).

1.6.2 Laboratorial

A forma cléssica de diagnostico da giardiase € o exame parasitologico de
fezes, com pesquisa de trofozoitos em fezes liquidas e cistos em fezes pastosas (Machado
et al. 2001, Cimermam 2002, Souza et al. 2003). Como a eliminacgéo de cistos nas fezes
ndo é continua, o diagnostico imunoldgico representa grande importancia na deteccao da
giardiase. Testes como 0 ensaio imunoenzimatico (ELISA) e imunofluorescéncia indireta
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mostram alta sensibilidade e especificidade, porém, devido ao alto custo, ndo tém sido

muito utilizados no Brasil.

O aperfeicoamento da técnica citometria de fluxo para detectar G. lamblia
permitiu também a quantificagdo morfo-funcional de micro-organismos individuais
(Barbosa et al. 2008). Vérios estudos demonstram a eficiéncia das provas soroldgicas para

pesquisa de Giardia lamblia (Uecker et al. 2007).

Estudo de técnicas de imunoseparacdo magnética acoplada a
imunofluorescéncia, em relacdo ao método de Faust e de Lutz, comprovaram maior
sensibilidade da primeira em relacdo as outras (Souza et al. 2003). A imunoseparacao
magnética acoplada & imunofluorescéncia apresenta como vantagem proporcionar o
processamento de varias amostras simultaneamente, além de aumentar a recuperacao de

cistos de G. lamblia e reduzir o tempo de estocagem das amostras.

Andlises comparativas entre as técnicas de imunofluorescéncia indireta e
ELISA para pesquisa de 1gG anti-Giardia comprovaram ter a imunofluorescéncia indireta
maior concordancia com o resultado do Exame Parasitologico de Fezes (EPF) (Guimaraes

& Sogayar 2002).

Estudo comparando métodos laboratoriais para diagnostico da giardiase, tais
como: o método direto com coloracdo por lugol, a técnica de hematoxilina férrica, o
método de concentracdo de Faust e coproantigeno (em microplaca ProSpect Giardia®)
revelaram que hematoxilina e o método direto apresentaram menor positividade,
enquanto que o método de Faust e coproantigeno foram mais efetivos para diagndstico.
O ensaio imunoenzimatico parece melhorar na qualidade da deteccdo desse parasito

(Machado et al. 2001).
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1.7 TRATAMENTO

Uma variedade de agentes quimioterapéuticos tém sido utilizados no
tratamento da giardiase. No entanto, a maior parte dos farmacos utilizados exibem efeitos
secundarios significativos e sdo contra-indicados em alguns casos. Além disso, a G.
lamblia é capaz de desenvolver resisténcia a esses agentes (Wright et al. 2003, Muller et

al. 2000).

O metronidazol (1- B-hidroxietil-2-metil-5-nitroimidazole) é a droga mais
utilizada para o tratamento de infecgdes causadas por G. lamblia, Entamoeba histolytica,
Trichomonas vaginalis, e Blastocystis spp. (Upcroft e Upcroft 2001, Busatti et al. 2009,
Leitsch et al. 2011, Mirza et al. 2011). Em todos esses parasitos foram documentados
casos de sintomas recorrentes e resisténcia (Upcroft et al. 2006, Bansal et al. 2006,
Tejman-Yarden et al. 2011), incentivando o0 avanco da pesquisa sobre drogas alternativas

contra estes parasitos.

Tém sido relatados alguns casos de falhas terapéuticas de G. lamblia ao
Metronidazol e a busca de novos farmacos para o tratamento especifico de protozoarios

intestinais ainda sdo objetos de estudos (Ouattara et al. 2010).

1.8 SISTEMAS DE LIBERACAO MODIFICADA DE FARMACOS

Por definicdo, sistema de liberagdo modificada de farmaco é um sistema de
administracdo desenvolvido para prolongar o tempo de liberagdo do farmaco no
organismo, sustentar sua concentracdo plasmatica e controlar a localizagcdo temporal e
espacial das moléculas in vivo, por meio da aplicacéo de principios biologicos e quimicos.
Desta forma, alteragdes ciclicas na concentracdo séo eliminadas e a disponibilidade
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bioldgica do farmaco é aumentada. Também, pode ser conseguida redugéo da toxicidade,
supressdao de reacOes adversas e diminuicdo do numero de doses administradas,

diariamente (Kalachandra et al. 2006, Kockisch 2005).

Estudos mostram que a forma farmacéutica em que sdo veiculados o0s
farmacos € de grande importancia e tem responsabilidade pelos efeitos terapéuticos dos
medicamentos, em razdo de poderem modificar favoravelmente ou ndo, a

biodisponibilidade deles (Ribeiro 2013).

Observou-se que substancias farmacologicamente ativas, quando veiculadas
em formas farmacéuticas convencionais, ndo controlam a liberagdo e podem néo atingir
concentracdo aprecidvel no tecido alvo em virtude de uma série de barreiras bioldgicas,
entre elas, a motilidade gastrointestinal, o pH intraluminal, o fluxo sanguineo e a acdo
enzimatica influenciam a absorc¢do gastrointestinal de medicamento (Wu & Benet 2005,

Pestana et al. 2008).

Sistema de liberacdo controlada ¢ um sistema onde o farmaco libera-se de
forma mediada, e com um tempo pré-fixado (figura 3). Quando um farmaco ¢ aplicado
neste tipo de sistema, os niveis sanguineos se mantém dentro da faixa terapéutica durante
um intervalo de tempo maior, sendo mais eficaz do que as formas convencionais. O nivel
terapéutico descreve um platd ao longo do tempo na dose terapéutica que diminui
lentamente (Lin, 2003, Kockisch et al. 2005, Escobedo et al. 2008, Talegaonkar et al.

2008) evitando niveis subterapéuticos ou toxicos.
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LIBERACAO CONTROLADA
E SUSTENTADA DE FARMACOS
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A - LIBERACAO SUSTENTADA
B - TERAPIA CONVENCIONAL

Figura 3 - Perfis de liberacéo de farmacos em funcdo do tempo: controlada versus convencional.

Fonte: Ghandehari (2003).

Nos Ultimos anos, a procura por novos sistemas de liberacdo modificada de
farmacos tem sido relevante no sentido de estabelecer alternativas terapéuticas mais
eficientes, que possibilitem administrar moléculas biologicamente ativas em local
especifico, com nivel terapéutico relevante e efeitos colaterais minimos (Lawrence &

Rees 2000).

Nesse contexto, destacam-se as microemulsdes (ME), como uma forma
farmacéutica interessante para veiculacdo de moléculas com atividade terapéutica

(Oliveira et al. 2004).

As MEs (microemulsdes) diferem das emulsdes simples, que séo dispersoes
grosseiras bifasicas, turvas e termodinamicamente instaveis com goticulas de 2000 a
10000 nm de diametro, pelo fato de apresentarem tenséo interfacial bem menor, ja que as

moléculas do co-tensoativo se intercalam entre as moléculas do tensoativo na interface

34



Oleo-agua afetando a curvatura da goticula (Gradzielski 2008). Esta baixa tensdo
interfacial promove a formacdo de sistemas monofésicos e a formacdo de goticulas de

tamanho reduzido termodinamicamente estaveis (Fanun 2012).

A interface biomateriais-farmacos tem sido utilizada em diferentes areas da
salde para o desenvolvimento de sistemas de liberacdo e tratamento de patologias (Faraji
& Wipf 2009). Baseado nos beneficios da utilizacdo desses novos sistemas de liberagdo
para modulacdo do sistema imune, a literatura descreve a utilizagdo comercial de um
carreador microemulsionado para melhorar o potencial imunosupressivo da Rapamicina
e 0 uso de microemulsdo para veiculagcdo de melatonina oral como imunoestimulante e

modulador (Lawrence & Rees 2000, Talegaonkar et al. 2008).

A ME é definida como um sistema termodinamicamente estavel e
isotropicamente translicido de dois liquidos imisciveis, usualmente agua e 0leo,
estabilizados por um filme interfacial de tensoativos localizados na interface 6leo/agua A
sua formulacdo geralmente envolve a combinacdo de trés a cinco componentes: Gleo,
agua, tensoativo, cotensoativo e eletrélito (Rosano 1974, Aboofazeli et al. 1994,
Constantinides & Yiv 1995, Ho & Sheu 1996, Bagwe et al. 2001, Oliveira et al. 2004,

Nornoo et al. 2009).

Assim, as microemulsdes possuem caracteristicas que as tornam ideais como
candidatas a formulacdo de drogas pouco sollveis em agua e baixa permeabilidade, a ser
administrada por via oral (Nornoo et al. 2009). Quando bem caracterizada, a utilizagdo
desses veiculos € uma alternativa viavel para o controle de liberacdo de estimulos que
modulam o sistema imunologico (Sajan et al. 2009, Mandal et al. 2010). O controle de

liberacdo é importante, pois a imunomodulacéo deve ser controlada a fim de proteger o
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organismo da resposta pré-inflamatoria excessiva e, a0 mesmo tempo, produzir respostas

imunes eficazes (Riet et al. 2007).

Para a caracterizacdo adequada destes sistemas, sdo empregadas técnicas
experimentais como pH, condutividade elétrica, caracterizacéo reoldgica, difracdo de raio
X, dentre outras técnicas (Podlogar et al. 2004, Boonme et al. 2006). Muitos estudos tém
agregado valor com o estudo fisico de equilibrio hidrofilo-lipofico e de diagramas
pseudoternarios como forma de propor novos veiculos, baseando-se nas concentracGes de

mistura entre 6leo, 4gua e tensoativos (Kreilgaard 2002).

Trabalho recente produziu e caracterizou um sistema microemulsionado com
levamisol incorporado que foi capaz de estimular a fagocitose e a atividade anti-
parasitaria de fagdcitos para Entamoeba histolytica (Ribeiro et al. 2015). Esses resultados
sugerem que esse sistema de liberagcdo microemulsionado com levamisol pode representar
um possivel neomaterial como alternativa para terapias de parasito ou como agente

imunomoduladora.

O cloridrato de levamisol, 1-2,3,5,6-tetrahidro-6-fenilimidazol[2,1-b]
tiazol-cloridrato, é um anti-helmintico eficiente e de amplo espectro para o tratamento de
nematoides gastrointestinais em seres humanos e em animais e é utilizado na dose de 5-

40 mg kg-1, dependendo da espécie de parasitas envolvidos (Amery & Bruynseels 1992).

Além das propriedades anti-helminticas, o levamisol pode atuar na
imunoestimulagéo (Stogaus & King 1995). Varios trabalhos tém buscado demonstrar que
diferentes pardmetros imunologicos, tanto in vivo como in vitro podem ser modulados
pelo levamisol (Connell et al. 2006, Holcombe et al. 2006, Zhang & Que 2008, Bisalla

et al. 2009, Sayad et al. 2012).
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Outros estudos comprovaram ainda que ele tem a propriedade de estimular a
atividade das células T e aumentar a funcdo dos linfocitos B (Janik et al. 1993, Deniz
Ayli et al. 2000, Connell et al. 2006), de fagécitos (Ribeiro et al. 2015) e parece atuar
como adjuvantes para vacinas (Alavian & Tabatabaei 2010). Vérios estudos demonstram
0 potencial imunoestimulador do levamisol com capacidade de controle de diversas
infecces, incluindo parasitoses (Holcombe et al. 2006, Bisalla et al. 2009). Porém seus

efeitos, quando incorporados a microemulsdes, ainda ndo foram elucidados.

E possivel que esse farmaco, quando incorporado & microemulsdo, possa
atuar funcionalmente sobre fagdcitos e ativar os mecanismos intracelulares durante
interagBes dessas células com G. lamblia. Assim, compreender os efeitos da
microemulsdo de levamisol sobre as células do hospedeiro na presenca do parasito, bem
como a sinalizagdo intracelular que ocorre durante a infeccdo pelo parasito, séo
necessarios para definir um modelo funcional dos mecanismos de fagocitose em humanos

durante a infeccdo por G. lamblia.
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2 JUSTIFICATIVA

G. lamblia é mundialmente considerado o protozodrio mais comum que
parasita o intestino humano e sua disseminacéo esta associada a condi¢fes sanitarias. Em
algumas regides do Brasil, a prevaléncia de giardiase é de 20%, sendo mais comum em

criancas devido ao modo direto de transmissdo (Pereira et al. 2007, Tashima et al. 2009).

Entretanto, o tratamento da giardiase depende de terapia de droga
antimicrobiana (Gardner & Hill 2001), sendo que, em 20% dos casos, ocorre resisténcia
cruzada entre antimicrobianos ou falhas no tratamento ( Escobedo et al. 2008, Upcroft &

Upcroft 2001, Tejman-Yarden et al. 2011).

Embora a literatura tenha reportado falhas terapéuticas de G. lamblia as
drogas utilizadas, a busca de novos farmacos para o tratamento especifico de protozoarios

intestinais ainda € um desafio (Ouattara et al. 2010).

Trabalho recente do grupo tem produzido e caracterizado um sistema
microemulsionado com levamisol incorporado que foi capaz de estimular a fagocitose e
a atividade anti-parasitaria de fagocitos para Escherichia coli enteropatogéncia (Pessoa
et al. 2015) Entamoeba histolytica (Ribeiro et al. 2015), porém seus efeitos para a Giardia

ainda ndo foram elucidados.

Sabe-se que o levamisol tem a capacidade de estimular a atividade das células
T e linfécitos B e parece atuar como adjuvantes para vacinas potencializando a resposta
imunoldgica do hospedeiro e atividade microbicida nas diversas infecgdes, incluindo

parasitoses.
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Assim, trabalhos que busquem compreender 0s mecanismos de
imunomodulacdo sobre a atividade funcional dos fagocitos, sdo importantes para
compreender os mecanismos fisiopatoldgicos envolvidos na infec¢do por G. lamblia, que
acomete a populacdo brasileira, sobretudo na regido da Amazénia Legal, onde as

condigBes socioeconbmicas e sanitrias sdo muito precarias.
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3 OBJETIVO

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a acdo de microemulsédo incorporada com levamisol in vitro como modulador da

atividade funcional de fagdcitos do sangue humano, na presenca de G. lamblia.

3.2 OBIJETIVOS ESPECIFICOS

Como obijetivos especificos este trabalho pretendeu realizar a preparagdo do sistema

microemulsionado incorporado de levamisol (6MELe) e analisar:

» a fagocitose de células do sangue na presenca do sistema microemulsionado de

cloridrato de levamisol e da G. lamblia;

» a atividade anti-parasitaria dos fagocitos do sangue na presenca do sistema

microemulsionado de cloridrato de levamisol para G. lamblia;

> o0s efeitos imunomoduladores do sistema microemulsionado de cloridrato de

levamisol sobre a liberacdo de Ca?* intracelular pelos fagécitos;

» a inducdo de apoptose na interacdo entre fagdcitos do sangue periférico e G.

lamblia.
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4 METODOLOGIA

4.1 COMPOSICAO DO SISTEMA

A microemulsdo incorporada com Levamisol (MELe) foi formulada de
acordo com Ribeiro et al. (2015). Foram utilizados para composic¢do do sistema agua
destilada, Triglicérides de acido caprico/caprilico - Polymol 812®, EHL= 10,8 (Emfal®,
Betim, Brasil), Oletado de sorbitano - Span 80® (SP), EHL = 4,3 (Emfal®, Betim,
Brasil), Polissorbato 80 - Tween 80® (TW) - EHL = 15,0 (Vetec®, Rio de Janeiro, Brasil)
e 1-butanol (BT), (Vetec®, Rio de Janeiro, Brasil), sendo o sistema denominado
SP/TWI/BT. A substancia quimica de referéncia utilizada foi o Cloridrato de Levamisol

(Henrifarma®, Sdo Paulo, Brasil) com teor declarado de 99,0 %.

4.1.1 Desenvolvimento dos sistemas microemulsionados

Para o desenvolvimento do sistema, foram utilizadas quantidades pré-
estabelecidas dos componentes, e cada componente variou de 20 a 80 %. As amostras
foram classificadas visualmente, apos 72 horas a 25°C, em regides de Microemulsdo

liquida (MEL), Emulséo gel (EG) e Separacao de Fases (SF).

Foram realizadas titulacbes aquosas de razGes de massa de mistura de
tensoativos/fase oleosa de 1:9 a 9:1 sob agitacdo, com o intuito de se obter pontos
delimitantes, a area e a classificagdo das diferentes regides de formacao dos sistemas no
diagrama. A titulagdo foi realizada com acréscimos de agua destilada em quantidade de

0,05 mL a 0,2 mL, sendo que, durante 0 processo, as misturas passaram por agitacao
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mecénica e manual. Ap6s a homogeneizagéo de cada volume do titulante, as formula¢Ges

foram classificadas visualmente.

4.1.2 Construcao de diagramas de fases pseudoternarios

A partir dos dados das amostras e das titulagGes realizadas, foram construidos
os diagramas pseudoternrios por meio do programa SigmaPlot 8.0, onde no diagrama o
veértice superior representa 100 % de tensoativo/co-tensoativos, o inferior direito 100 %

de fase oleosa e o inferior esquerdo 100 % de fase aquosa.

4.1.3 Selecéao dos sistemas microemulsionados

De posse da determinacdo das regibes de dominios no diagrama
pseudoternario, pode-se determinar a concentracdo dos sistemas que se enquadram na
regido de MEL. Nessa regido, foram pré-selecionados pontos distribuidos em retas que
cortam o seguimento da regido de forma a se conseguir amostras representativas dos

sistemas em estudo, sendo esses sistemas caracterizados em testes posteriores.

4.1.4 Estudo de densidade aparente

A densidade aparente corresponde ao volume ocupado pela substancia, sem
a exclusdo das porosidades. Sua determinacdo é necessaria para calcular a capacidade
volumétrica para formas farmacéuticas em capsulas. A medicdo do volume aparente foi
realizada em picondmetro de vidro com capacidade para 10 mL, seguido da pesagem em
balanca analitica. A densidade aparente média dos pontos do sistema e da formulagéo

escolhida foi determinada segundo a equagéo:

dap=m/v Onde: Densidade aparente (dap), massa (m) e volume (V).
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4.1.5 Preparo das formulag6es

Em fun¢do da média da densidade aparente dos pontos do sistema, cloridrato
de Levamisol foi dissolvido no peso equivalente de fase aquosa da microemulséo
formulada na concentragéo de 8,47 x 10 g/mL, sob agitacdo, sequido de adicéo das fases
de tensoativo e oleosa, respectivamente. Dessa forma, o Levamisol foi solubilizado para
fornecer a proporgédo de 80 mg no volume de 95 mL de microemulséo, sendo o sistema

denominado microemulséo levamisol (MELe).

4.1.6 Tamanho das particulas do sistema microemulsionado

Suspensdes coloidais da formulacdo MELe foram preparadas por analises
usando a técnica DSL (Dispersao de luz dindmica) Trata-se de uma técnica para medir o
tamanho e distribuicdo de tamanho de particulas e moléculas tipicamente na regido do
submicron, e com o tecnologia de ponta inferior a 1 nm. Dessa forma, foi possivel
averiguar o didmetro hidrodindmico e o potencial zeta do sélido disperso. As amostras
foram preparadas a partir de uma diluicéo de 1: 1000 da formulacéo em &gua desionizada
em cuvetes de quartzo usando agua deionizada como referéncia. As analises DLS foram
obtidas de equipamentos Zetaizer Nano Z90 (Malvern Instruments, Malvern,

Worcestershire, United Kindom) com excitagdo 632,8 nm.

4.2 OBTENCAO DE AMOSTRAS DE SANGUE PERIFERICO HUMANO

Foram coletadas 55 amostras de sangue periférico de doadores clinicamente
sadios, do sexo masculino, com idade entre 18 a 35 anos. Essas amostras,
aproximadamente 8 mL de sangue, foram coletadas em tubos contendo EDTA e

imediatamente processadas.
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Todos os doadores receberam orientagdes em relagdo aos fins de que a
coleta seria destinada para um trabalho cientifico e assinaram um termo de consentimento

livre esclarecido (TCLE).

4.3 SEPARACAO DE CELULAS DO SANGUE PERIFERICO HUMANO

O sangue coletado foi centrifugado por 15 minutos a 160 x g. O plasma foi retirado
e as células foram separadas em gradiente de densidade com Ficoll-Paque (Pharmacia)
por 40 minutos a 160 x g, sob temperatura de 37°C. Ap6s centrifugagdo o anel rico em
fagocitos MN foi retirado. Os fagocitos MN foram contados em cdmara de Newbauer, e
as concentra¢des celulares ajustadas para 2 x 10° células/mL. As células foram utilizadas
nos ensaios de imunofenotipagem, fagocitose, atividade anti-parasitaria, apoptose e Ca2+

intracelular.
4.4 PARASITOS

Foram utilizados nos experimentos, trofozoitos de G. lamblia, Portland 1 (P1,
ATCC 30.888). Os parasitos foram cultivados de modo axénico no meio TYI-S-33
modificado (Keister 1983), num periodo de 2 a 5 dias. Antes dos experimentos, os tubos
contendo as culturas de trofozoitos de G. lamblia foram centrifugados a 250G durante 5
minutos a temperatura ambiente, posteriormente foram lavados e ressuspendidos no meio
de cultura 199 (Franca-Botelho et al. 2006). A capacidade de sobrevivéncia dos parasitos
no meio 199 foi determinada pela incubagio de 10° trofozoitas/mL de meio 199. Apos
duas horas de incubacédo, a mobilidade dos flagelos e 0 movimento do trofozoito foram

medidos para determinar a viabilidade do parasito (Hill & Pearson 1987).
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4.5 GRUPOS EXPERIMENTAIS

G1. MNs + 25 uL. de meio de cultura 199 + G. lamblia

G2. MNs + 25 pL de Levamizol (LE) 8,47 x 10-2 g mL-1 + G. lamblia

G3. MNs + 25 pL de microemulsdo (ME) + G. lamblia

G4. MNs + 25uL de MELe + G. lamblia

45.1. Tratamento dos fagocitos do sangue pelo sistema

microemulsionado de cloridrato de levamisol (MELe)

A incubacdo dos fagdcitos com a microemulsdo (MELe) foi realizada de
acordo Ribeiro et al. (2015). Os fagdcitos (2 x10° cels/ml ) foram incubados com 25u de
MELe, por 30 min a 37° C. Para comparacdo, as suspensdes de células e de parasitos
foram incubadas, nas mesmas condic¢des, com 25 pL de uma solucdo de levamisol na
concentracdo de 8,47 x 10-2 g/mL. Os fagocitos foram lavados uma vez com meio de
cultura 199, e imediatamente usados para analises. Um controle foi realizado usando
somente meio de cultura. A seguir foram realizados os ensaios de fagocitose, atividade
anti-parasitaria e apoptose. Nos ensaios de liberacdo de célcio intracelular foram
utilizados os mesmos grupos, no entanto, sem os trofozoitos de G. lamblia, porque o0s

mesmos inviabilizam a anélise no citdmetro de fluxo.

4.6 IMUNOFENOTIPAGEM

Células MN do sangue foram lavadas com Tampao Salina Tamponada (PBS)

acrescido de BSA (Albumina Bovina Sérica) - Sigma- St Louis - USA por 10 minutos a
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4°C. As células foram marcadas com 10ul de anti-CD14" FITC, anti-CD3" PerCP, anti
CD4" FITC, anti CD8" PE ¢ anti CD19" FITC por 30 minutos sob refrigeragdo. As células
MN foram lavadas e ressuspendidas em PBS-BSA e analisadas por citometria de fluxo
(FACSCalibur, BD Bioscience, USA). O minimo de 10.000 células foram avaliadas pelo
tamanho, granulosidade e intensidade de fluorescéncia. Os dados foram analisados por

meio do software Flowjo 7.2.5.

4.7 ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR

A viabilidade dos fagocitos do sangue periférico humano foi avaliada pela
técnica de alaranjado de acridina (BEllinati-Pires et al., 1989). O Alaranjado de acridina
é um corante fluorocromo vital, metacromatico, que se liga ao DNA ou RNA celular
(Frester, 1971; Smith e Rommel, 1977). Quando examinado sob um microscopio
ultravioleta, em contato com DNA de cadeia dupla, emite cor verde, ortocromatica e
quando em contato com o DNA desnaturado ou despolarizado, ou RNA de cadeia
simples, na forma metacromatica, emite cor alaranjado ou avermelhado (Smith e Rommel
1977, Zelenin 1999, McFeters et al. 1991).

Apos separar os fagocitos MN conforme protocolo de separacdo de células
(sangue) e ajustado a concentracdo (2 X 10° células/mL), elas foram incubados com o
levamisol e com a microemulsdo incorporada ou ndo com levamisol. As suspensdes
celulares (2 X 10° células/mL), mais o levamisol/ou microemulsdo incorparada com
levamisol foram incubadas por duas horas em banho-maria a 37°C. Decorrido o tempo de
incubacdo as amostras foram centrifugadas (10 minutos a 160 G). O sobrenadante foi
entdo desprezado e o botdao celular “pellet” foi corado com 200 pl de alaranjado de

acridina (concentragdo 14,4 mg/mL) (Sigma, St Loius, USA-2mg/mL). Posteriormente
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as amostras foram lavadas 3 vezes em PBS sob centrifugagédo (10 minutos a 160 G). A
seguir foram montadas laminas com 20 pL das células e analisadas em microscopia de
fluorescéncia (Nikon Eclipese E-200).

O indice de viabilidade celular foi obtido através da contagem de 100 células,
onde foram contabilizadas as células vivas as que possuiam coloracdo verde e as células
mortas as que possuiam coloracdo alaranjada, obtendo-se uma relagdo de células

vivas/mortas (Franga et al 2011).

4.8 ENSAIO DE FAGOCITOSE E ATIVIDADE ANTI-PARASITARIA

Foram misturadas as suspensdes de células MN (2 X 106 células/mL),
tratados ou ndo pela MLe e com os trofozoitas de G. lamblia (4x10* trofozoitos/mL),
seguido de incubacdo por duas horas a 37° C. Ap0s esse processo, as células foram
separadas por centrifugacdo durante 10 minutos e coradas com 200ul de acridina orange
por 2 minutos. Apds esse procedimento, o sedimento foi ressuspendido em meio 199
gelado, lavado duas vezes e observados em microscopio de imunofluorescéncia (Nikon —
Eclipse E200). Foram contados 100 parasitos por lamina, o fluorocromo metacromatico

e acridina permite determinar a morte de leucdcitos e G. lamblia.

O indice de fagocitose foi calculado pela contagem do nimero de células que
fagocitaram G. lamblia em um total de 100 celulas. O indice microbicida foi obtido a
partir da contagem de células contendo parasitos. Os parasitos fagocitados com a
coloragéo laranja foram contados como mortos, e parasitos que englobadas pelos
fagdcitos, porém, encontravam-se na cor verde, foram considerados vivos (Franca et al.

2011). Todos os experimentos foram realizados em duplicata.
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4.9 ENSAIO DE APOPTOSE

Para o ensaio de apoptose, foi utilizado o Kit Annexin V-FITC Apoptosis
Detection. As células, microemulsdo e trafozoitos foram previamente incubados de
acordo com os protocolos descritos acima. Um controle positivo foi preparado utilizando-
se suspensdo de fagocitos mononucleares de sangue estimulados com estaurosporina
(Sigma 100pug/mL), incubadas por um periodo de oito horas (Pundt et al., 2009) em estufa
(37°C — 5% de CO2). A seguir os fagécitos MN foram incubados por 10 min. a
temperatura ambiente com anexina V-FITC e iodeto de propidio. Depois desse periodo, a
suspensao, células e trofozoitos, foram analisadas no fluorimetro (Fluoroskan/Science-

Thermocientific).

410 LIBERACAO DE CALCIO INTRACELULAR PELOS FAGOCITOS DO

SANGUE PERIFERICO HUMANO

Para se verificar os mecanismos intracelulares de modulacdo de fagdcitos
pelo sistema microemulsionado de cloridrato de levamisol, que ocorre na dependéncia de
liberacdo de célcio intracelular, foi utilizado o corante fluorescente Fluo-3 (Sigma).
Suspensdes de células de sangue foram pré-incubadas com as microemulsGes, misturadas
a 37 °C por 30 min, sob agitacdo continua. A seguir foram centrifugadas duas vezes (1500
rpm, 10 min, 4° C) ressuspendidas em PBS contendo BSA (5 mg/mL) e incubadas com 5
pL de Fluo-3 (1 mg/ mL) por 30 min a 37° C. Apds a incubagdo, as células foram lavadas
duas vezes em PBS contendo BSA (5 mg/mL; 1500 rpm, 10 min, 4° C) e analisadas por
Citometria de Fluxo FACSCalibur (BD San Jose EUA). O Fluo-3 foi detectado
utilizando-se filtro na faixa de 530/30nm. A quantificacdo da liberacdo de calcio
intracelular foi expressa como a média geométrica da intensidade de fluorescéncia do

Fluo-3.
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4.11 ASPECTOS ETICOS

O estudo foi aprovado no Comité de Etica em Pesquisa do Campus Araguaia
da Universidade Federal de Mato Grosso, Parecer n° 1.018.274 (ANEXO 1). As
consideragdes éticas foram baseadas no uso do material bioldgico para fins cientificos,
com sigilo da identidade do doador, livre de coacao ou conflito de interesses da institui¢ao
ou de pessoas envolvidas no trabalho. Os doadores foram previamente informados e o
material somente foi coletado ou utilizado, sob expresso consentimento em formulario
especifico (Termo de Consentimento Livre e Esclarecido - TCLE) (ANEXO 2), conforme
resolugdo 466/12 do Conselho Nacional de ética em Pesquisa (CONEP). Os experimentos
foram realizados dentro de normas de biosseguranca e cada tipo de ensaio in vitro foi

realizado em duplicatas.

4.12 ANALISE ESTATISTICA

Para avaliar a viabiliadde, fagocitose, atividade anti-parasitaria, liberagao de
calcio intracelular e apoptose, utilizou-se Analise de Variancia (ANOVA), seguido de
comparagdoes multiplas pelo teste de Tukey. As estatisticas foram consideradas

significativas quando o valor de p foi menor que 0.05 (P<0.05).
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5 RESULTADOS

» A analise dos dados se dispbe sob a forma de figuras e tabela,

apresentados na sequéncia abaixo:

» Preparacdo do sistema microemulsionado;

» Imunofenotipagem

> Viabilidade celular;

» Leucofagocitose

» Atividade anti-parasitaria

> Apoptose

» Liberacéo de célcio intracelular
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5.1 PREPARACAO DO SISTEMA MICROEMULSIONADO

Os diagramas de fases pseudoternério para classificacdo dos pontos e
dominios de regido estdo apresentados na Figura 4. A mistura de tensoativos SP/TW/BT
(3,5:5,5:1,0) associado ao Triglicerideo de &cido céprico/caprilico e & agua destilada em
proporgdes pré-estabelecidas pelo diagrama resultou em 36 pontos com caracteristicas de
equilibro divergentes. Observam-se que propor¢Ges acima de 45% de tensoativo
promoveram pontos com equilibrio termodindmico em virtude do predominio de sistemas

homogéneos e translucidos (Figura 4a).

A Figura 4b apresenta a delimitacdo das regides de dominios no diagrama
pseudoternario a partir do diagrama de pontos e das titulacdes. Pontos foram selecionados
na regido de microemulsao liquida para o estudo do sistema SP/TW/BT. Analisando o
comportamento das fases, observa-se que o sistema de tensoativos promoveu amplas
faixas de sistemas estaveis. Contudo, assim como no diagrama de pontos, 0s dominios de
regido abaixo de 40% de tensoativos demonstraram instabilidade e separacdo de fases

(Figura 4b).

Das 36 formulacdes, somente a formulacdo 6MELe foi estavel em condi¢des
extremas e submetida a incorporacdo do farmaco. Sendo assim, essa formulacdo
denominada 6MELe foi utilizada nas avaliagcdes de atividade celular frente ao parasito

(Figura 5).

Os diametro hidrodindmico e o potencial zeta foram obtidos na formulacéo
do sistema microemulsionado MELe 20.98nm =+ 0.78 e - 2.22 + 0.92, respectivamente

(Figura 4c)
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(a) {3,5:55:1,0)
SP/TW/BT

., 0 W 2 3 & 5 s 7O B0 90 100
Agua Destilada (%) Triglicérides de dcido capricol/caprilico (%)
(b}
(3,5:5.5:1,0)
SPITW/IBT

T &l a0 100

. D 0 20 W 40 = &
Agua Destilada (%) Triglicérides de Acido capricofcaprilico (3%)

Figura 4 - Diagramas pseudoternério de classificacdo dos pontos (a) e de dominios de regido com as
microemulsdes selecionadas (b) do sistema SP/TW/BT. *Microemulséo liquida (MEL), Microemulsdo gel

(MEG), Emulséo gel (EG), Separacdo de Fases (SF).
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Figura 5b - Imagens das microemulsdes selecionadas do sistema SP/TW/BT. (A) Microemulsao liquida

(MEL); (B) Separacéo de Fases (SF), (C) Microemulsdo Levamisol (MLe).
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5.2. IMUNOFENOTIPAGEM

Na tabela 1 estdo apresentados os percentuais de células do sangue humano
expressando marcadores CD3", CD4*, CD8" CD14" e CD19*. Observa-se que ap6s o
processo de separacdo celular houve expressdao de marcadores CD3*, CD4", CD8" CD

19" e CD14".

Tabela I. Imunofenotipagem de linhagens celulares do sangue periférico, caracterizando
as células mononucleares.

Intensidade de Fluorescéncia

Marcadores de superficie celular Expressao (%)
CD3 20,2+ 1,2
CD4 11,729
CD8 5,51+0.9
CD14 158425
CD19 7,4+0,8
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5.3 INDICE DE VIABILIDADE

A Figura 6 apresenta o indice de viabilidade (%) dos fagdcitos MN. Observou-se que a
viabilidade dos fagocitos MN foi menor quando incubado com microemulsdo. A
microemulsdo incorporada com levamisol determinou indices de viabilidade celular

similares aos encontrados quando a célula foi incubada em meio de cultura.

100
80 -
60 -

40 -

Indice de Viabiliadde (%)

20 -

Meio 199 Le ME MELe
Fagdcitos MIN

Figura 6 - Indice de viabilidade (%) dos fagocitos MN tratados com solucdo de levamisol (Le),
microemulsdo (ME), e microemulsdo incorporada com levamisol (MELe). Os resultados representam a
média e erro padrdo de células de seis individuos de diferentes. *P<0.05 diferencas estatisticas entre o grupo

controle (Meio 199) e os grupos experimentais (Le, ME ou MELe).
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5.4 INDICE DE FAGOCITOSE DE CELULAS MN DO SANGUE PARA G. Lamblia

Na figura 7, estdo apresentados os indices de fagocitose das células MN para G.
lamblia. Observou-se que levamisol aumentou os indices de fagocitose das células MN.
Houve reducdo da atividade fagocitica das células MN quando tratadas com a
microemulsdo. As células MN tratadas com levamisol incorporado a microemulsdo

apresentaram indices fagociticos similares as células tratadas por levamisol e maiores aos

indices das células ndo tratadas.

100 +

80 -

40 -

Indice de Fagocitose (%)

Giardia Giardia+Le Giardia+ME Giardia+MELe
Fagdcitos MN

Figura 7 - indice de fagocitose (%) das células MN tratados com solugéo de levamisol (Le), microemuls&o
(ME), e microemulsdo incorporada com levamisol (MELe) na presenca de G.lamblia. Os resultados
representam a média e erro padrdo de células de seis individuos de diferentes. *P<0.05 diferencas
estatisticas entre o grupo controle (Meio 199) e os grupos experimentais (Le, ME ou MELe); 1 P<0.05

diferencas estatisticas entre os grupos experimentais (Le, ME ou MELe).
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5.5. ATIVIDADE ANTI-PARASITARIA

A Figura 8 mostra a atividade anti-parasitaria dos fagdcitos MN para 0s
trofozoitos de G. lamblia. Observou-se que houve aumento da atividade anti-parasitaria
dos fagocitos apds o tratamento com levamisol. O tratamento dos fagocitos tratados com
microemulsdo reduziu os indices microbicidas. A microemulsdo com levamisol
incorporado foi capaz de aumentar os indices microbicidas dos fagdcitos. Os maiores
indices microbicidas para G. lamblia foram observados quando os fagdcitos foram

tratados com levamisol incorporado a microemulsao.
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Fagocitos MN

Figura 8 - Atividade anti-parasitaria (%) das células MN tratados com solucdo de levamisol (Le),
microemulsdo (ME), e microemulsdo incorporada com levamisol (MELe) na presenca de G.lamblia. Os
resultados representam a média e erro padrao de células de seis individuos de diferentes. *P<0.05 diferencgas
estatisticas entre o grupo controle (Meio 199) e os grupos experimentais (Le, ME ou MELe); 1 P<0.05
diferengas estatisticas entre 0s grupos experimentais (Le e ME); #P<0.05 diferencas estatisticas entre os
grupos experimentais (ME e MELe); *P<0.05 diferencas estatisticas entre os grupos experimentais (Le e

MELe).

57



5.6. INDICE DE APOPTOSE

Na Figura 9, estdo apresentados os indices de apoptose dos fagdcitos MN na
presenca de G. lamblia. Observou-se que os indices de apoptose foram similares quando
os fagocitos foram tratados com levamisol e incubados com G. lamblia e quando os
fagdcitos ndo foram tratados. O tratamento dos fagocitos MN com a microemulsdo
reduziu os indices de apoptose a valores similares aos indices observados e fagécitos MN
sem tratamento e ndo incubado com o parasito. Quando os fagdcitos foram tratados com
levamisol incorporado & microemulséo e incubados com o parasito, houve aumento dos

indices de apoptose quando comparados aos demais tratamentos.
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Figura 9 - indice de apoptose (%) das células MN tratados com solugéo de levamisol (Le), microemulsio
(ME), e microemulsdo incorporada com levamisol (MELe) na presenca de G.lamblia. Os resultados
representam a média e erro padrdo de células de seis individuos de diferentes. *P<0.05 diferencas
estatisticas entre o grupo controle (somente fagdcitos ndo tratado) e os grupos de fagécitos tratados na
presenca de G. lamblia (Le, ME ou MELe); T P<0.05 diferencas estatisticas entre os tratamentos (Le, ME
ou MELe); ¥P<0.05 diferencas estatisticas entre os fagocitos incubados G. lamblia e os os fagécitos tratados

MELe e incubados G. lamblia.
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5.7 LIBERACAO DE CALCIO INTRACELULAR PELOS FAGOCITOS DO SANGUE

PERIFERICO HUMANO

A Figura 9 mostra a liberacao de célcio intracelular pelos fagocitos MN do sangue
periférico humano na presenca de levamisol, microemulséo e levamisol incorporados a
microemulsdo. Observa-se que houve aumento da liberagdo de Calcio intracelular pelos
fagdcitos mononucleares quando tratados com Levamisol. O tratamento dos fagocitos
com a microemulsdo e com levamisol incorporado a microemulsdo reduziu a liberacéo
de calcio intracelular. Nao houve diferenca estatistica na liberagdo de célcio intracelular
entre os fagdcitos tratados com microemulsdo e os tratados com levamisol incorporado a

microemuls&o (Figura 10 e Figura 11).
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Figura 10 - Liberacdo de calcio intracelular por fagécitos mononucleares (MN) do sangue indicado pela
intensidade de fluorescéncia (filtro na faixa de 530/30nm). Fagocitos MN sangue foram pré-incubados ou
ndo com solucdo de levamisol, microemulsdo e levamisol incorporado na microemulsdo. *P<0.05
diferencas estatisticas entre os fagocitos ndo tratados e os fagocitos tratados (Le, ME ou MELe); 1 P<0.05
diferencas estatisticas entre os grupos experimentais (Le e ME); *P<0.05 diferencas estatisticas entre os

grupos experimentais (Le e MELe).
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Figura 11 - Intensidade de liberacdo de Ca®* pelos fagdcitos MN do sangue tratados por levamisol,
microemulsdo e levamisol incorporado & microemulsdo. As células foram marcadas com Fluor-3, e as
analises de imunofluorescéncia foram realizadas por citometria de Fluxo (Facscalibur, Becton Dickson,
USA).(filtro na faixa de 530/30nm) A. grupo controle (s6 mn); B. grupo: MN+ME; C. Grupo: MN+LE; D.

Grupo: MN+MELe.
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6 DISCUSSAO

O desenvolvimento de novos sistemas de liberacdo de farmacos tem sido
muito relevante no sentido de estabelecer alternativas terapéuticas modernas,
farmacologicamente mais eficientes e com efeitos colaterais minimizados (Cera 2001;
Bruxel et al. 2012). Estudos mostram que a forma farmacéutica em que séo veiculados 0s
farmacos € de grande importancia e tem responsabilidade direta pelos efeitos terapéuticos
dos medicamentos, em razdo de poder modificar favoravelmente ou ndo, a
biodisponibilidade deles (Gibaldi et al. 1970; (Attwood & Florence 1985, Bruxel et al.

2012).

No presente estudo, foi avaliado o efeito de uma formulagdo
microemulsionada liquida para a veiculacdo do Cloridrato de Levamisol a partir de
Oletado de sorbitano, Polissorbato 80, 1-butanol, triglicerideos de acido caprico/caprilico
e agua destilada sobre a G. lamblia, visando a modificacdo da liberacdo desse ativo para

emprego como alternativo no tratamento de giardiase.

As microemulsdes possuem duas tendéncias basicas, dependendo das
caracteristicas dos seus constituintes: alta capacidade de incorporagcdo do farmaco no
veiculo e efeito intensificador de permeacdo (Sintov et al. 2004). Pelo fato de
apresentarem tensdo interfacial baixa, as MEs proporcionam um excelente veiculo, e suas
proporcdes entre as fases aquosa, lipofilica e tensoativo, promovem a transicdo do
farmaco do veiculo para o estrato corneo lipofilico (Kreilgraard 2002, Sintov et al. 2004).
Tais caracteristicas tornam as MEs vantajosas em relagdo as formas farmacéuticas orais

convencionais (Kreilgaard 2002, Gradzielski 2008).
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Entretanto, a estabilidade de sistemas emulsionados depende intrinsecamente
da interacdo interfésica estabelecida pelo agente emulsivo entre as fases imisciveis que
as constituem. A escolha, proporcéo e a caracteristica do tensoativo a ser utilizado na
preparacdo almejada sdo previstos por meio da verificacdo do EHL (equilibrio hidrofilo-
lipdfilo) das substancias o que permite predizer o tipo de comportamento esperado do
composto frente a substancias polares e apolares (Lawrence & Rees 2000; Zanin et al.

2002).

A fracdo da mistura de tensoativos SP/TW/BT depende do farmaco ou
principio ativo a ser incorporado. O EHL requerido pode variar de acordo com o produto
a ser incorporado (Chaud et al. 2014, Pessoa et al. 2015). Neste estudo, o0 sistema
microemulsionado foi previamente estabelecido, sendo que a fracdo da mistura de
tensoativos utilizada no sistema SP/TW/BT (Span 80® (SP); Tween 80® (TW) e 1-
butanol (BT) originou diversos sistemas com as mais variadas caracteristicas e tipos de
organizacdo a partir de uma ampla faixa de combinacdo de componentes. As regides
delimitadas no diagrama de fases foram: Microemulsdo liquida (MEL), Microemulsdo
gel (MEG), Emulsdo gel (EG), Separacdo de Fases (SF). A fracdo da mistura de
tensoativos utilizada no sistema SP/TW/BT na razéo 3,5:5,5:1,0, proporcionou um valor
de EHL igual ao requerido pelo Triglicérides de acido céprico/caprilico (Ribeiro et al.

2015).

Estudos afirmam que o nimero de EHL elevado, como os requeridos pelo
triglicérides de acido caprico/caprilico, indica propriedades mais hidrofilicas e, além
disso, proporcionam um menor crescimento do nucleo e diminui¢do do tamanho final da
particula (Housaindokht & Pour 2012). Esses fatos s@o teoricamente esperados, uma vez
que o ajuste adequado do EHL tem a capacidade de produzir sistemas com reduzido

didmetro de particula, o que desencadeia sistemas com maior estabilidade termodindmica
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(Aboofazeli et al. 2000). Este estudo, apesar do desenvolvimento de diagrama com ampla
area de sistemas estaveis, com amplos dominios de sistemas translicidos liquidos e géis
observados na parte superior do diagrama, com proporc¢des acima de 40% da fase de
mistura de tensoativos, foi utilizado somente a microemulsdo 6MLe, conforme
previamente estabelecida como um sistema mais estavel SP/TW/BT, durante um periodo
de até 90 dias (Brito et al. 2015). A estabilidade desse sistema SP/TW/BT pode estar
relacionada com as fracas interac6es intermoleculares o que resulta em baixa viscosidade,
podendo, portanto, ser adequada para administracdo oral, parenteral, pulmonar ou mesmo

ocular (Lawrence & Rees 2012).

Apesar da possibilidade de utilizacdo em varias vias de administracdo, a
microemuls&o incorporada com Levamisol foi desenvolvida para veiculacdo oral (Ribeiro
et al. 2015). As cépsulas e comprimidos sdo as formas farmacéuticas de fécil
administracdo o que permite maior aceitacdo do tratamento pelo paciente (Bagwe et al.
2001, Aguiar et al. 2002). Além disso, esse tipo de sistema de liberacdo pode melhorar a
eficacia terapéutica, reduzir o volume de farmaco e veiculo na formulag&o, minimizar os
efeitos tdxicos (Lawrence & Rees 2012) e desencadear respostas imunomoduladas (Cui

et al. 2003; Hondrio-Franca et al. 2008; Franca & Hondrio-Franga 2012).

A imunomodulacdo deve ser controlada e eficiente para promover a
erradicacdo da patologia sem causar dano ao hospedeiro (Riet et al. 2007). Este e outros
fatores associados fazem com que apenas a resposta imune do hospedeiro possa nao ser
suficiente em todos os casos, com isso, a utilizagéo de sistemas de liberagdo modificada
de farmacos é uma alternativa viavel para a modificacdo da liberacdo de estimulo, como

0 Levamisol (Sajan et al. 2009, Mandal et al. 2010).
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Estudos relatam que a aplicacdo de sistemas de liberagdo modificada
adsorvidas com diferentes substancias organicas com o objetivo de modular células MN
potencializam a fagocitose e atividade anti-parasitéaria (Scherer et al., 2011; Fagundes et
al., 2012, Reinaque et al. 2012; Hara et al. 2013, Possamai et al. 2013, Pessoa et al., 2015,
Nunes et al. 2015). Fagocitose e atividade microbicida de células imunocompetentes tém
sido consideradas como um importante mecanismo de defesa para varias infec¢des
(Franca et al. 2010, Morceli et al. 2011). Além disso, a fagocitose desempenha um papel
importante na patogenicidade de G. lamblia, portanto, a capacidade dos MN em fagocitar

trofozoitos de giardia tem sido alvo de investigacdes.

Cloridrato de levamisol, 1-2,3,5,6-tetrahidro-6-fenilimidazol[2,1-b] tiazol-
cloridrato, € um anti-helmintico eficiente e de amplo espectro para o tratamento de
nematoides gastrointestinais em seres humanos e em animais e € utilizado na dose de 5-

40 mg kg-1, dependendo da espécie de parasitas envolvidos (Amery & Bruynseels 1992).

A literatura tem relatado que o levamisol pode ativar a imunidade inata e levar
a melhores respostas imunes adaptativas, particularmente para a imunidade mediada por
células (Li et al. 2009). O interesse clinico do levamisol é dirigido para os efeitos
imunoestimulantes, principalmente para o tratamento de cancer (Janik et al. 1993;
Connell et al. 2006) e no desenvolvimento de adjuvantes para vacinas (Alavian &
Tabatabaei 2010). Alguns autores consideram que o levamisol € um farmaco de
classificacdo biofarmacéutica Ill, indicando que, em virtude de problemas com

permeabilidade, sua biodisponibilidade oral pode ser afetada (Shaji & Jadhav 2010).

Ensaios farmacologicos indicam que a levamisol atua como um estimulante
ganglionar e provoca contragdo muscular dos nematoides impedindo a mobilidade e

levando a paralisia do Ascaris lumbricoides. Analises bioquimicas também sugerem
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inibicdo da enzima fumarato redutase (Coles et al 1975). Além das propriedades anti-
helminticas, Renoux e Renoux (1971) verificaram que o levamisol pode atuar na
imunoestimulagéo (Stogaus & King 1995). Desde entdo, diversas pesquisas tém buscado
demonstrar que diferentes parametros imunes, tanto in vivo como in vitro, podem ser
modulados pelo levamisol (O’Connell et al. 2006; Holcombe et al. 2006; Bisalla et al.

2009; Zhang et al. 2009; Sayad et al. 2012).

Para a realizacdo das interacdes dos fagocitos mononucleares na presenca do
sistema microemulsionado de levamisol, foi necessario realizar a identificagdo dos tipos
celulares, esta analise permitiu identificar os marcadores de superficie celular, por sua
vez denomidados de CD (“cluster of differentiation’) os quais sdo uteis para identificagdo
de preparagdes celulares na utilizacdo em ensaios bioldgicos in vitro (Zola et al 2000).
Para este estudo foram utilizados anticorpos monoclonais marcados com FITC e PE e a
partir destas marcagdes foi possivel identificar a populacdo de células utilizadas,
garantido para o trabalho um ndmero consideravel de células que expressaram 0s
marcadores CD14" permitindo assim seu uso para as analises e impedindo interferéncia

de outras populacdes celulares.

Neste estudo, observa-se que a viabilidade dos fagdcitos mononucleares
do sangue humano, ndo foi alterada ap6s a incubacdo com levamisol e com a
microemuls&o incorporada ao levamisol. A viabilidade celular foi acima de 90%. Desse
modo, 0 ensaio de viabilidade celular mostrou que o levamisol e a microemulsao
incorporada ao levamisol ndo causaram danos ao DNA e o RNA, e, portanto, ndo

apresentaram efeitos citotoxicos.

Na literatura, varios autores também relacionam a viabilidade celular com a

atividade funcional, mostrando que estimulos como plantas medicinais (Scherer et al.,
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2011; Reinaque et al. 2012; Cortés et al. 2013, Pessoa et al. 2015), hormonios (Fagundes
et.al. 2012 e Hara et al. 2013) e aminoacidos (Guimaraes et al. 2013) e farmacos (Ribeiro

et al. 2015) podem aumentar a fagocitose e atividade anti-parasitaria.

Neste estudo, o sistema microemulsionado incorporado ao levamisol foi
capaz de aumentar a fagocitose de trofozoitos de G. lamblia pelas células mononucleares,
e esse aumento refletiu sobre os mecanismos microbicidas celulares. Os maiores indices
microbicidas dos fagdcitos MN para G. lamblia foram observados quando essas células

foram previamente tratadas com microemulséo incorporado ao levamisol.

Fagocitose e atividade microbicida tém sido consideradas como um
importante mecanismo de defesa para vérias infeccGes bacterianas (Honorio-Franca
2001; Linden 2008; Franga 2011) fungicas (Kulwein & lIrwin 2001), e infec¢bes por
protozoarios (Franga-Botelho et al. 2010; Franga-Botelho et al. 2012). Também o
levamisol incorporado a microemulsdo apresenta capacidade de estimular a fagocitose

das células mononucleares por trofozoitos amebianos (Ribeiro et al. 2015).

Estudos tém buscado elucidar o potencial imunoestimulador do levamisol
com capacidade de controle de diversas parasitoses (Holcombe et al. 2006; Bisalla et al.
2009). Neste trabalho, os fagdcitos MN expostos a G. lamblia e estimulados pelo sistema
microemulsionado ao levamisol incorporado mostraram aumento da fagocitose, da
atividade anti-parasitaria e de morte por apoptose. Interessante que esse sistema
micromulsdo/levamisol potencializou a apoptose com valores superiores aos encontrados
quando os fagocitos foram tratados somente com levamisol, demonstrando sua

capacidade imunomoduladora para G. lamblia quando incorporado a microemulsé&o.

Na literatura, alguns trabalhos relatam que a inducdo de apoptose pode

contribuir para a patogénese da giardiase, devido a perda de funcéo da barreira epitelial
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da mucosa intestinal e aumento da permeabilidade de uma forma dependente da caspase-
3 (Chin et al. 2002), enquanto outros relatam que a infec¢do da G. lamblia em humanos
é resultante de uma combinacdo de transporte epitelial e disfuncdo da barreira da mucosa
intestinal (Troeger et al. 2006). As caspases compreendem uma familia de proteases
especializadas que contém uma cisteina no sitio ativo que cliva os alvos no seu &cido
aspértico especifico. As caspases, ndo so participam na ativacdo progressiva de outras
caspases, mas também podem contribuir para outros processos, tais como na reducédo de
volume da célula (picnose), condensacdo de cromatina, fragmentacdo nuclear
(cariorrexe), e formacdo de vesiculas de membrana de plasma de (Kroemer et al. 2009,
Marsden & Strasser 2003). Todos estes processos levam a alteragdes na morfologia
celular, resultando em celular e nucleo encolhimento sem escapamento de contetdo

celular com o micro ambiente.

Uma nova funcdo de caspase-11 foi identificada na regulacdo de infeccédo
bacteriana patogénica em macrofagos (Akhter et al. 2012).Neste estudo, os altos indices
de apoptose, observados na presenca de sistema microemulsionado com levamisol
incorporado, provavelmente estdo associados aos mecanismos efetivos da fagocitose que

culminam com a morte do parasito.

A acdo de sistema de liberagdo controlada também esta associada a um
niimero de processos tais como alteragdes no Ca?* intracelular por fagdcitos (Fagundes et
al. 2012; Hara et al. 2013; Guimardes et al. 2013). Neste trabalho, o levamisol se mostrou
um potente farmaco indutor de calcio intracelular em fagocitos humanos. No entanto, o
levamisol, quando incorporado ao sistema microemulsionado, reduziu esse influxo de
calcio intracelular. A literatura ressalta que a resposta de Ca?* intracelular depende de
eventos de fosforilacdo durante o metabolismo oxidativo celular (Carrichon et al. 2011),

e de estimulos como hormonios (Morceli et al. 2013 ) e citocinas (Fagundes et al. 2013).
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Considerando que G. lamblia vive no intestino em contato constante com os fatores
imunolodgicos da mucosa, a estimulacdo de células MN, mediante o tratamento com o
sistema microemulsionado de levamisol, pode ser um importante mecanismo de prote¢éo

conferido pela imunidade de mucosa para as infegdes por G. lamblia.

Com este trabalho, verificou-se que a microemulséo foi capaz de melhorar a
eficacia terapéutica do levamisol, potencializando a atividade fagocitica, microbicida e
indugéo de apoptose. Dessa forma, a microemulsdo pode ser uma alternativa adequada
para o aproveitamento mais eficiente dos potenciais imunolégicos do levamisol. Deve ser
considerado ainda que o habitat do parasito e os resultados do presente estudo reforgam
a necessidade da integridade da imunidade do hospedeiro, tanto sisttmica quanto de

mucosa, durante as infecgdes por G. lamblia.

Cabe ressaltar que o levamisol induziu altos indices de apoptose e de calcio
intracelular. Todavia, o levamisol, quando incorporado na microemulsdo, apesar de
induzir altos indices apoptoticos, determinou reduzidos niveis de célcio intracelular,

sugerindo que 0s mecanismos de atividade morte do parasito podem ser diferenciados.

De acordo com os dados encontrados, mais estudos devem ser conduzidos
buscando elucidar os mecanismos imunomoduladores mediados pelo sistema

microemulsionado de levamisol, em doencas parasitarias.
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7 CONCLUSOES

No presente estudo, foi avaliado o efeito de uma formulagao
microemulsionada liquida para a veiculagdo do Cloridrato de Levamisol a partir de
Oletado de sorbitano, Polissorbato 80, 1-butanol, triglicerideos de acido céprico/caprilico
e &gua destilada 6M, por ter sido a mais estavel em condigdes extremas e submetida a
incorporacdo do farmaco, sobre a G. lamblia, visando a modificacéo da liberacdo deste
ativo para emprego como alternativo no tratamento de giardiase. Com os resultados dos

experimentos, concluiu-se que:

> As células MN, tratadas com levamisol incorporado a microemulsdo, apresentaram
indices fagociticos similares as células tratadas por levamisol e maiores aos indices

das células ndo tratadas.

» O tratamento dos fagdcitos tratados com microemulsdo reduziu os indices
microbicidas. Os maiores indices microbicidas para G. lamblia foram observados

quando os fagocitos foram tratados com levamisol incorporado a microemulséo.

» O tratamento dos fagdcitos MN com a microemulsao reduziu os indices de apoptose
a valores similares aos indices observados e fagocitos MN sem tratamento e néo
incubado com o parasito. Quando os fagdcitos foram tratados com levamisol
incorporado & microemulsédo e incubados com o parasito, houve aumento dos

indices de apoptose quando comparados aos demais tratamentos.

» O tratamento dos fagdcitos com a microemulsdo e com levamisol incorporado a

microemulsdo reduziu a liberacdo de célcio intracelular. N&do houve diferenca
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estatistica na liberagdo de célcio intracelular entre os fagocitos tratados com

microemulsdo e os tratados com levamisol incorporado & microemuls&o.

A microemulsdo foi capaz de melhorar a eficicia terapéutica do levamisol,
potencializando a atividade fagocitica, microbicida e inducdo de apoptose. Dessa
forma, a microemulsdo pode ser uma alternativa adequada para o aproveitamento

mais eficiente dos potenciais imunoldgicos do Levamisol.
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