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RESUMO

A anfotericina B (AmB), farmaco segunda escolha no tratamento da leishmaniose,
esta associada a elevada incidéncia de reacdes adversas quando administrada na
forma convencional, Anforicin®. As nanoemulsdes (NE) séo consideradas alternativas
atraentes para reduzir essa toxicidade. Este trabalho teve como objetivo avaliar a
estabilidade de uma NE contendo AmB (NE-AmB) e avaliar sua eficacia no tratamento
experimental da leishmaniose tegumentar. Os seguintes parametros foram avaliados
no estudo de estabilidade (4 °C): teor total, teor de encapsulacédo (TE), diametro de
glébulo, potencial zeta e estado de agregacao da AmB (por espectroscopia UV-Visivel
e dicroismo circular). Estudo de hemdlise in vitro em células sanguineas vermelhas
de coelho foi conduzido, comparando a NE-AmB com o Anforicin®. A eficacia da NE-
AmB foi avaliada em camundongos BALB/c experimentalmente infectados com
Leishmania (Leishmania) major divididos nos seguintes grupos: Anforicin® (1 mg/kg)
e NE-AmB (1; 4; ou 8 mg/kg/dia) administrados, por via endovenosa, em cinco dias
alternados. Apés o fim do tratamento foram avaliados a carga parasitaria (leséo e
baco) e o tamanho da lesdo. O método analitico foi otimizado e validado, atendendo
as especificacdes preconizadas e sendo capaz de promover a separacao da AmB dos
seus produtos de degradacado alcalina. A presenca do colesterol 0,5% se mostrou
fundamental para a estabilidade da formulagcdo e manutencdo da AmB na forma
monomérica. O estudo de estabilidade indicou que a NE-AmB 0,5% colesterol é
estavel, com valores de teor e TE acima de 90% e ligeiro aumento de tamanho, apos
180 dias. Ademais, a NE ndo demonstrou presenca de espécies agregadas mesmo
apos 260 dias de estabilidade. A atividade hemolitica in vitro do Anforicin® foi
significativamente maior do que aquela observada para a NE-AmB, mesmo daquela
mantida em estabilidade por 180 dias (p<0,05). O estudo in vivo mostrou que a NE-
AmB na dose de 8 mg/kg/dia foi capaz de estabilizar o tamanho da leséo e reduzir a
carga parasitaria no baco em relacdo ao grupo controle (p<0,05), entretanto, n&o
houve reducéo significativa da carga parasitaria na lesédo (p>0,05). Ja o Anforicin® ndo
mostrou eficacia em nenhum dos parametros avaliados (p>0,05), em relagéo ao grupo
controle. Esses dados indicam o potencial das NE para o carreamento da AmB no
tratamento parenteral da leishmaniose tegumentar.

Palavras-chave: Nanoemulsdo. Anfotericina B. Leishmaniose tegumentar.

Estabilidade. Colesterol. Atividade em modelo animal.



ABSTRACT

Amphotericin B (AmB), second line drug on leishmaniasis treatment, has been
associated with high adverse reaction incidence. Nanoemulsions (NE) are an attractive
alternative since they are capable of reducing the drug’s toxicity. Therefore, this study
aimed to evaluate the preliminary stability of a previously described AmB-loaded NE
(NE-AmB) and evaluate its efficacy on an experimental treatment for cutaneous
leishmaniasis. The following parameters were evaluated by an NE-AmB stability study
(4 °C): total content determination, encapsulation efficiency (EE), particle size, zeta
potential and AmB aggregation state (measured by UV-Visible spectroscopy and
circular dichroism). The NE-AmB capacity to induce in vitro hemolysis of rabbit red
blood cells was also evaluated, in comparison to Anforicin®. Finally, the NE-AmB
activity on BALB/c mice experimentally infected with Leishmania (Leishmania) major
was evaluated on the following groups: Anforicin® (1 mg/kg) and NE-AmB (1; 4; or 8
mg/kg/day), intravenously administered in five alternate days. After the end of the
treatment, the parasitic load (lesion and spleen) and the lesion size were evaluated.
The analytic method was optimized and validated, meeting the recommended
specifications and furthermore being able to promote the separation between the AmB
from its alkaline degradation products. The 0.5% cholesterol was fundamental to the
formulation stability and to the maintenance of the AmB monomeric form. The stability
study shows that NE-AmB 0.5% cholesterol is stable, with total content and EE above
90% and a slight increase in size, keeping the appropriate parameters for intravenous
administration during the 180 days of evaluation. In addition, the formulation does not
show aggregate species even after 260 days of stability. The Anforicin® in vitro
hemolytic activity was significantly higher than that which can be observed for the NE-
AmB with maintained stability during the 180 days (p<0.05). The in vivo study shows
that the 8 mg/kg/day dosage of NE-AmB was capable of stabilizing the lesion size and
reducing the parasitic load on the spleen in comparison to the control group (p<0.05),
however, there was no significant parasitic load reduction on the lesion (p<0.05). On
the other hand, Anforicin® shows no activity on neither of the evaluated parameters
(p>0.05) in comparison to the control group. Hence, the results found in this study
indicates the NE potential on AmB transportation for the parenteral treatment of
cutaneous leishmaniasis. Key-words: Nanoemulsion. Amphotericin B. Cutaneous

leishmaniasis. Stability. Cholesterol. Activity in animal model.
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1 INTRODUCAO

As leishmanioses constituem um complexo de doencas parasitérias, causadas por
protozoarios, que tém amplo espectro de manifestacdes clinicas. A terapia de primeira
escolha se baseia na utilizacdo de antimoniais pentavalentes como o estibogluconato
de s6dio (Pentostam®) ou antimoniato de N-metilglucamina (Glucantime®). Os indices
de cura séo altos, no entanto, o tratamento antimonial € acompanhado por alguns
inconvenientes relacionados as reacdes adversas relativamente frequentes (GOTO &
LINDOSO, 2010; MURRAY et al.,2005; SUNDAR & CHAKRAVARTY, 2013).

A anfotericina B (AmB) é considerada um dos farmacos mais potentes no tratamento
da leishmaniose visceral, com taxas curas de aproximadamente 100% para a
leishmaniose visceral (BERMAN, 2005; DAVIDSON, 2005). E indicada como segunda
linha de tratamento, especialmente nos casos de resisténcia ou pacientes nao
responsivos a terapia antimonial, e como farmaco de escolha para pacientes
portadores do HIV (MINISTERIO DA SAUDE, 2015 e 2017; YARDLEY & CROFT,
1997). Entretanto, quando administrada na forma convencional (complexo de AmB
com desoxicolato de sbdio) por via intravenosa, ndo é bem tolerada, estando
associada a elevada incidéncia de reacdes adversas. A disfuncdo renal é
normalmente observada, ainda que em grau variavel e dose-dependente, e, em casos
extremos, a nefrotoxicidade e hemdlise severas exigem a interrup¢édo do tratamento
(JAIN et al., 2012; SHADKAN et al., 1997).

Com o objetivo de reduzir essa toxicidade, foram desenvolvidas formulaces lipidicas,
com destaque para a forma lipossomal. Embora estas formulagbes tenham
demonstrado boa eficicia contra a leishmaniose visceral e estejam relacionadas a
menores incidéncias de reacdes adversas, ainda apresentam custo de produgédo muito
alto (ALVAR et al., 2008; MOHAMED-AHMED et al., 2012; SUNDAR et al., 2008;
TIUMAN et al., 2011; VANLERBERGH et al., 2007).

As nanoemulsdes (NE) tém sido utilizadas ha& anos na nutricdo parenteral
e como carreadora de farmacos lipofilicos devido a sua biocompatibilidade. S&o
sistemas que apresentam vantagens em relagcéo a outros nanocarreadores, por serem

de tecnologia relativamente simples e baixo custo do ponto de vista de producéao.
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Ademais, apresentam potencial para reduzir a citotoxicidade dos farmacos e de
protegé-los da hidrdlise e degradacéo enzimatica em condi¢des fisioldgicas (AKHTER,
2016; ARAUJO et al., 2011).

O uso de NE para o carreamento da AmB vem sendo descrito na literatura como uma
alternativa atrativa para o tratamento das leishmanioses (CALDEIRA et al.,2015;
SANTOS et al.,2012). Recentemente, uma formulagédo de NE contendo AmB (NE-
AmB) foi comparada com a forma convencional de desoxicolato em relagdo a sua
toxicidade e efichcia no tratamento de animais infectados com Leishmania
(Leishmania) infantum chagasi. Os resultados foram bastante promissores, indicando
a possibilidade da administracdo endovenosa de maiores doses de AmB, com
reducdo significativa da carga parasitdria e sem o aparecimento de sinais de
toxicidade aguda (SANTOS et al., 2017).

O presente trabalho se insere nesse contexto, com a proposta de caracterizar a NE
relatada por Santos e colaboradores (2017) durante seu periodo de estabilidade e de
avaliar sua eficacia em animais experimentalmente infectados com Leishmania

(Leishmania) major, um modelo murino de leishmaniose tegumentar.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Leishmanioses

As leishmanioses sdo um complexo de doencas parasitarias negligenciadas com
amplo espectro de manifestacéo clinica e epidemioldgica, encontradas em grandes
areas dos trépicos, subtrépicos e no sul da Europa (CDC, 2013; CHAPPUIS et al.,
2007). Elas séo classificadas em duas formas principais, leishmaniose tegumentar
(LT) e leishmaniose visceral (LV) (CARNEIRO et al., 2012).

Consideradas um grande problema de saude publica, as leishmanioses sdo zoonoses
de notificagdo compulsoria no Brasil com forte associagcdo com a pobreza e a ma
nutricdo, deslocamento populacional, mas condi¢cdes de moradia e de saneamento
basico. Fatores ambientais, como urbanizacdo e desmatamento, e mudancas
climéticas também influenciam a incidéncia da doenca (OMS, 2016; ALVAR et al.,
2006). Dessa forma, o padrao de transmissdo, essencialmente silvestre no inicio, foi
alterado devido a modificac6es socioambientais (MINISTERIO DA SAUDE, 2015).

Segundo a Organiza¢do Mundial de Saude (OMS) (2016), 97 paises e territérios sdo
endémicos e casos ja foram reportados em outros 4 paises. Estima-se a prevaléncia
de 12 milhdes de casos no mundo, com 350 milhdes de pessoas sob risco de infeccao,
700 mil a 1 milh&o de novos casos e 200 mil a 300 mil mortes todo ano, entretanto, ha
evidéncias de que a incidéncia é subestimada, especialmente em regibes
hiperendémicas (AMEEN, 2010; ANTINORI et al., 2012; OMS, 2017).

2.1.1 Etiologia

As leishmanioses sdo causadas por protozoarios pertencentes a ordem
Kinetoplastida, familia  Trypanosomatidae, género Leishmania, parasitos
intracelulares obrigatérios das células de mamiferos. Existem ao menos 25 espécies
de Leishmania, com ampla distribuicdo geogréafica (Tabela 1), capazes de infectar
mamiferos, incluindo o homem (MATLASHEWSKI, 2001). A doenca € transmitida pela
picada de flebotomineos fémeas infectadas dos géneros Phlebotomus, no Velho

Mundo (Europa, Africa e Asia), e Lutzomyia, no Novo Mundo (América e Oceania)
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(STOCKDALE & NEWTON, 2013). Mais de 90 espécies de flebotomineos, também
conhecidos no Brasil como mosquito-palha (Figura 1), sdo capazes de transmitir 0s
parasitos do género Leishmania, e, aproximadamente 70 animais, incluindo o homem,

podem ser considerados reservatorios naturais deste parasito (OMS, 2017).

Tabela 1 - Exemplos de espécies de Leishmania que causam doencas em humanos.

Manifestacdo clinica Distribuicdo geogréfica principal

principal
Novo Mundo
L. (Viannia) braziliensis LCL e LMC America do' Sul, partes da America
Central e México
L. (Viannia) panamensis LCL e LMC Nort,e. da América do Sul e sul da
América Central
L. (Viannia) guyanensis LCL e LMC América do Sul
L. (Leishmania) amazonensis LCLe LCD América do Sul e América Central
L.(Leishmania) mexicana LCLe LCD América Central, México e EUA
L.(Leishmania) lainsoni LCL Ameérica do Sul
Velho Mundo
. . . Asia Central, norte da Africa, Oriente
L. (Leishmania) major LCL Médio, leste da Africa
. . . Asia Central, Oriente Médio, partes do
L. (Leishmania) tropica LCL norte da Africa, leste da Africa
L. (Leishmania) donovani LV, LCL Africa, Asia central, sul da Asia
Velho e Novo Mundo
L. (Leishmania) infantum ou L. LV Europa, norte da Africa, América

(Leishmania) chagasi Central, América do Sul

LCL = Leishmaniose cutanea localizada; LCD = Leishmaniose cutanea difusa; LMC = Leishmaniose mucocutanea; LV
= Leishmaniose visceral

Adaptado de MCCALL et al. (2013) e REITHINGER et al. (2007).
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Figura 1 - Fémea de flebotomineo da espécie Phlebotomus papatasi.

Adaptado de https://www.cdc.gov/parasites/leishmaniasis/.

As espécies de Leishmania apresentam-se em duas formas evolutivas (Figura 2)
principais: amastigota, forma intracelular no hospedeiro vertebrado, ovalada e sem
flagelo aparente, e a forma promastigota, forma extracelular no vetor, alongada e
flagelada (FOGANHOLI & ZAPPA, 2011; GOLENSER & DOMB, 2006;
MATLASHEWSKI, 2001; MCCALL et al.,2013).

Figura 2 — (A) Leishmania — forma amastigota. (B) Leishmania — forma promastigota.
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Adaptado de http://www.canalciencia.ibict.br/pesquisa/0295_A caminho_da_cura_da_leishmaniose
_visceral_canina.html

No ciclo de vida do parasito (Figura 3), ao picar um mamifero infectado, o vetor ingere,
juntamente com o sangue, células contendo formas amastigotas, especialmente
macrofagos. Essas formas sdo conduzidas a porgcéao anterior do trato digestivo do
invertebrado, onde se transformam em promastigotas prociclicos. As formas
promastigotas migram, entéo, para o epitélio do tubo digestivo, onde se multiplicam
por divisdo binaria e se aderem pela regido do flagelo. Apos a multiplicagdo, os

parasitos migram para a porcéo anterior trato digestivo, até a valvula estomodeal do
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inseto, onde se diferenciam em promastigotas metaciclicos, forma altamente infectiva.
Em seguida, essas formas se direcionam a probdscide e sdo regurgitadas, sendo
transmitidas a um novo hospedeiro vertebrado, como o homem, durante a picada. O
parasito pode ser fagocitado por diversas células humanas, infectando-as: os
neutrofilos, primeiramente; células dendriticas; e, principalmente, os macrofagos. No
interior do vacuolo parasitéforo, as promastigotas metaciclicas se diferenciam em
amastigotas que, por sua vez, se multiplicam por divisdo binaria. A multiplicacdo
intensa ocasiona o rompimento da membrana do macrofago, liberando os amastigotas
que, entdo, se disseminam pelos sistemas circulatorio e linfatico e infectam novos
monaocitos e macrofagos do sistema fagocitario mononuclear (CHAPPUIS et al., 2007,
KAYE & SCOTT, 2011; MATLASHEWSKI, 2001).

Figura 3 - Ciclo de vida simplificado da Leishmania.
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Adaptado  dehttp://www.canalciencia.ibict.br/pesquisa/0295_A caminho_da_cura_da_leishmaniose

_visceral_canina.html

2.1.2 Influéncia de fatores do hospedeiro na evolucdo da doenca

O estabelecimento da infeccdo primaria e as diversas manifestacdes clinicas das

leishmanioses sédo resultado de um conjunto de fatores: espécie de Leishmania,
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fatores de viruléncia do vetor, aspectos genéticos do hospedeiro e resposta
imunologica aos parasitos (AMEEN, 2010; REITHINGER et al., 2007).

Cada espécie de Leishmania produz um padréo caracteristico da doenca, com grau
variado de metastase do parasito, por exemplo, a L. (L.) major tende a permanecer
circunscrita a leséo e érgaos linfaticos, enquanto a L. (L.) donovani se dissemina para
varios o6rgdos (MCCALL et al., 2013). Entretanto, além da espécie causadora, a
genética e a resposta imune do hospedeiro influenciam a evolugédo da doenca (para
uma forma clinica ou para a cura espontanea), a disseminacéo do parasito (que pode
manter-se na pele ou se espalhar para a mucosa e 0rgaos) e até a resposta ao
tratamento (que pode ser completa ou parcial) (DAVIDSON, 2005). Como
consequéncia, a infeccdo por parasitos Leishmania nem sempre resulta em
manifestacdo clinica, apenas uma pequena porcdo das pessoas infectadas
desenvolve a doenca. A taxa incidéncia assintomatica por incidéncia sintomatica varia
dependendo da regido, sendo de 18:1 no Brasil (MCCALL et al., 2013).

O tipo de resposta imune parece ser determinante para a resisténcia ou a
susceptibilidade a infeccdo, sendo o processo patologico dependente de uma
interacdo complexa de fatores das respostas imune inata e adquirida. De forma
simplificada, as células dendriticas e os macréfagos apresentam os antigenos da
Leishmania para as células T, subdivididas em Thl e Th2, que medeiam respostas
diferentes, de acordo com seu subtipo. Uma resposta imune efetiva, associada a cura
clinica e prevencéao de recidivas, esta relacionada a ativacdo do macrofago para um
estado leishmanicida e é principalmente mediada pelas células Thl por meio de
secrecdo de citocinas pro-inflamatoérias. A resposta Th2, por sua vez, envolve a
producado de citocinas antinflamatorias, a desativacdo do macrofago e a reducéo de
citocinas proé-inflamatérias, estando associada a promocéo da infeccéo intracelular.
Este tipo de resposta, entretanto, ao contrario da resposta Thl, provavelmente previne
a destruicao tecidual severa (AMEEN, 2010; DAVIDSON, 2005; REITHINGER et al.,

2007).
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2.1.3 Leishmaniose Tegumentar

A maioria dos casos de LT reportados se concentra no Afeganistdo, Argélia, Brasil,
Colémbia, Ird, Paquistdo, Peru, Arabia Saudita e Siria, sendo o numero de novos
casos estimado em 0,6 milhdo a 1,0 milhdo. A Figura 4 apresenta a distribuicdo da
LT no mundo. Em relagcdo aos casos especificos da forma mucocutanea,
aproximadamente 90% dos casos ocorrem na Bolivia, Brasil e Peru (OMS, 2017). Uma
diversidade de espécies esta envolvida na transmisséo da LT (Tabela 1), sendo, no
Brasil, a Leishmania (Viannia) braziliensis, Leishmania (Leishmania) amazonensis e
Leishmania (Viannia) guyanensis as trés principais (GONTIJO& CARVALHO, 2003;
GOTO & LINDOSO, 2010; MINISTERIO DA SAUDE, 2017).

Figura 4 - Situacéo endémica da LT no mundo.
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Adaptado de OMS, 2016.

No periodo de 2000 a 2013, observou-se, no Brasil, a tendéncia de reducédo da
endemia da forma tegumentar. Entretanto, a média anual da doenca foi de 24.694
casos, apresentando, ainda, expansao geografica, com casos autéctones em todos
os estados (MINISTERIO DA SAUDE, 2015).

O desenvolvimento clinico da LT inclui manifestacdes diversas, dependendo da
regido, da espécie envolvida e do estado imunoldgico do individuo infectado
(BERMAN, 2003; GOTO & LINDOSO, 2010).
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A evolucdao inicial da lesdo, entretanto, € similar no sitio da picada. Apos o periodo de
incubacédo, que pode variar de algumas semanas a anos (normalmente menor que
dois anos), aparece uma pequena papula ou nédulo eritematoso (Figura 5) que
cresce de tamanho, podendo ser Unico ou multiplos, e algumas vezes precedidos ou
acompanhados pelo aumento do linfonodo satélite. Frequentemente, a lesdo se
transforma em uma Ulcera com bordas elevadas, contorno regular e fundo com
granulacdes, recoberta ou n&do por exsudato sero-purulento (ALMEIDA & SANTOS
2010; GREVELINK & LENER, 1996; GOTO & LINDOSO, 2010; MOORE, 2011).

Figura 5 - Aspecto inicial inespecifico da LC.

Adaptado de AMEEN, 2010.

As formas clinicas principais sdo a leishmaniose cutdnea localizada (LCL);
leishmaniose cutanea difusa (LCD); e leishmaniose mucocutanea (LMC). Entretanto,
sdo encontradas ainda a forma cutanea disseminada (LD) e recidiva cutis (GOTO &
LINDOSO, 2010; MINISTERIO DA SAUDE, 2017; STEVERDING, 2017).

A LCL, também conhecida como leishmaniose cutanea (LC), é a forma mais
prevalente da doenca, sendo comumente causada por espécies dermotropicas de
Leishmania. As lesbes (Figura 6) normalmente aparecem em areas expostas do
corpo, variam em namero e tendem a cura de forma esponténea, podendo, entretanto,
deixar cicatrizes suaves. A LCL pode evoluir para outras formas, dependendo da
relacéo de fatores parasito/hospedeiro, conforme descrito previamente (GOLENSER
& DOMB, 2006; GOTO & LINDOSO, 2010).
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Figura 6 — Les6es (A) papulonodular e (B) ulcerada da LCL.

Adaptado de: (A) AMEEN, 2010; (B) MINISTERIO DA SAUDE, 2017.

A LCD é uma variante rara e grave da LT, caracterizada pela presenca de lesdes
disseminadas, nodulares e néo-ulcerativas. Trata-se de condi¢cdo apresentada por
pacientes anérgicos, com deficiéncia especifica na resposta imune celular a antigenos
de Leishmania e que ndo respondem ou respondem mal aos tratamentos (GOTO &
LINDOSO, 2010; GREVELINK& LENER, 1996; MINISTERIO DA SAUDE, 2017).

A LMC é caracterizada por lesbes localizadas nas mucosas das vias aéreas
superiores, podendo causar a destruicdo, dentre outras, das cavidades oral, nasal e
faringea. Nessa forma, as lesGes séo potencialmente desfigurantes ao se estenderem
para a face. A forma mais comum da LMC é secundaria a lesdo cutanea, e seu
desenvolvimento pode ocorrer varios anos apos a cicatrizacdo da leséo inicial.
Acredita-se que a LMC esteja associada as lesdes cutdneas multiplas ou grandes,
persistentes por periodos maiores que um ano, € as curas espontaneas ou com
tratamento inadequado (GOTO & LINDOSO, 2010; GREVELINK & LENER, 1996;
MINISTERIO DA SAUDE, 2017).

As formas de recidivas caracterizam-se pelo desenvolvimento ou ativacdo de novas
lesBes no centro ou bordas de leséo ja cicatrizada, apresentando resposta terapéutica
inferior & da lesdo primaria. Bastante incomum, a forma cutanea disseminada, por sua
vez, é caracterizada pelo aparecimento de multiplas les6es papulares e acneiforme
gue acometem varios segmentos corporais, envolvendo com frequéncia a face. A

disseminacéo das lesbes ocorre, possivelmente, pela disseminacdo dos parasitos
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pela corrente sanguinea ou linfatica, podendo demorar alguns dias para se manifestar
(GREVELINK& LENER, 1996; MINISTERIO DA SAUDE, 2017).

Cabe ressaltar que os pacientes coinfectados com Leishmania e o virus da
imunodeficiéncia humana (HIV) apresentam lesfes atipicas e de espectro variado,
maculas, papulas e Ulceras, tanto nas areas expostas, quanto em areas nao-expostas,
como a genital. A evolugao da doenca nesses pacientes costuma ser acompanhada
por falhas terapéuticas e recidivas, necessitando de antirretrovirais de alta atividade.
Ademais, existem relatos de disseminacdo da doenca cutanea com envolvimento de
orgaos raramente acometidos em individuos imunocompetentes, em um processo
conhecido como visceralizagdo da LT (MINISTERIO DA SAUDE, 2015 e 2017).

2.1.4 Leishmaniose Visceral

A LV é altamente endémica na india e no leste da Africa, e estima-se que 50 mil a 90
mil novos casos surgem ao redor do mundo por ano. Em 2015, a maioria dos novos
casos reportados (mais de 90%) se concentrou em sete paises: Brasil, Etidpia, india,
Quénia, Somalia, Suddo e Suddo do Sul. Programas no sudeste da Asia tém
conseguido diminuir o numero de casos em trés importantes paises endémicos:
Bangladesh, india e Nepal. As espécies envolvidas na transmissdo da LV e sua
distribuicdo geografica principal estdo relacionadas na Tabela 1. No Brasil, a espécie
de interesse € a Leishmania (Leishmania) chagasi, espécie semelhante a Leishmania
(Leishmania) infantum, muitas vezes sendo descritas como uma s6 (OMS, 2017). A
LV esta distribuida em 21 estados, em todas as 5 regides do pais, sendo observada
média anual de 3.454 casos e aumento da sua letalidade, de 3,2% no ano 2000 para
7,1% em 2013 (MINISTERIO DA SAUDE, 2015).

Também chamada de “calazar” (“febre negra”), a LV € uma doenca sistémica causada
pela disseminacédo do parasito Leishmania pelo sangue e sistema reticulo endotelial.
E fatal se ndo tratada em mais de 95% dos casos. O periodo de incubacio é variavel,
geralmente durando de 2 a 6 meses, mas com manifestacdes aparecendo de 10 dias
a até um ano apos a exposicao. Alguns sintomas comuns tanto no Novo quanto no
Velho Mundo incluem febre, anorexia, perda de peso, distensdo abdominal e fraqueza

progressiva. A hiperpigmentacdo, que provavelmente originou o nome “calazar’
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(“febre negra”), s6 foi descrita na India e, hoje, se tornou um sintoma incomum
(CHAPPUIS et al., 2007; GREVELINK& LENER, 1996; PACE, 2014).

A disseminagédo dos parasitos induz o acumulo de células fagocitarias mononucleares
nos orgaos invadidos e hiperplasia secundaria das células reticulo endoteliais,
manifestando-se na clinica principalmente como esplenomegalia e hepatomegalia.
Linfonodos aumentados também podem ser observados em algumas regiées do
mundo, principalmente no Sud&o. A febre geralmente se associa a calafrios e pode
ser intermitente. A fadiga e fraqueza sdo agravadas pela anemia, causada pelo estado
inflamatorio persistente, hiperplenismo (destruicdo periférica de eritrocitos no baco
inchado) e, algumas vezes, por hemorragia. Com o avan¢go da doenga, a
esplenomegalia e hepatomegalia podem aumentar, provocando dor (CHAPPUIS et
al., 2007; PACE, 2014).

2.1.5 Tratamento das Leishmanioses

As leishmanioses sdo doencas trataveis e passiveis de cura, desde que o individuo
seja imunocompetente, uma vez que 0s medicamentos ndo eliminam o parasito do
organismo e a imunossupressdo pode resultar em recidivas (OMS, 2017). O
tratamento da doenca depende de varios fatores, como espécie causadora, forma
clinica, estado clinico do paciente, comorbidades existentes e localiza¢do geografica
(MINISTERIO DA SAUDE, 2017; MINODIER & PAROLA, 2007; OMS, 2017).

Na LV, a falta de tratamento sistémico pode resultar em morte. Ja na LT, o objetivo do
tratamento € acelerar a cura, reduzir o aparecimento de cicatrizes e prevenir a
disseminacéo, as recidivas e a evolucdo para a forma mucocutanea, especialmente
no caso da L. (V.) braziliensis (AMEEN, 2010; HEPBURN 2000; MURRAY, 2005).
Para a LT, a abordagem pode ser local ou sistémica, sendo a abordagem local
indicada quando n&o ha envolvimento de mucosas ou linfonodos e quando as lesdes
séo responsivas ao tratamento local. Formula¢gdes contendo paromomicina, farmaco
mais utilizado no tratamento tépico, sdo consideradas alternativas interessantes para
a LC. Modalidades fisicas, como crioterapia e aquecimento local por infravermelho,
fazem parte dos tratamentos locais utilizados, porém a eficacia é bastante variavel
(AMEEN, 2010; PACE, 2014; PISCOPO & AZZOPARDI, 2006; TIUMAN et al., 2011).
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Os antimoniais pentavalentes (Sb°*), desenvolvidos em 1945, sdo ainda hoje a
primeira linha de tratamento das diversas formas de leishmanioses, na maior parte do
mundo (TIUMAN et al.,, 2011). Sdo disponibilizados no mercado nas formas de
estibogluconato de sédio (Pentostan® e antimoniato de N-metilglucamina
(Glucantime®), sendo que no Brasil esta Ultima é a Unica formulacédo disponivel,
distribuida gratuitamente pelo Ministério da Satde (MINISTERIO DA SAUDE, 2014;
THORNTON et al., 2010).

Os protocolos terapéuticos do Ministério da Saude (2017) recomendam a
administracéo via intravenosa (1V) ou intramuscular (IM) de 20 mg Sb>*/kg/dia, por no
minimo 20 e no maximo 40 dias, para a LV. Para a LT € recomendada a aplicacédo IV
ou IM de 20 mg Sb®*/kg/dia, durante 30 dias consecutivos para as formas difusa e
mucocutanea, e doses de 10-20 mg Sb>*/kg/dia, durante 20 dias consecutivos para a
forma localizada. Aplicacdes intralesionais de antimoniais pentavalentes também
podem ser realizadas para a forma localizada, quando a lesé&o for Unica com até 3 cm

no seu maior diametro.

As taxas de cura relatadas para os antimoniais chegam a ser superiores a 90%, no
entanto, sua eficdcia varia com a regido geografica e espécie de Leishmania
(MINODIER & PAROLA, 2007; PAVLI & MALTEZOU, 2010; PISCOPO &
AZZOPARDI, 2006). Na india, o uso indiscriminado resultou no aparecimento de
resisténcia, enquanto casos de falhas terapéuticas tém sido observados em varias
outras partes do mundo, chegando a 16% no Brasil (GOTO & LINDOSO, 2010;
MALTEZOU, 2009; MURRAY, 2000). Além disso, o tratamento é acompanhado por
reacoes adversas frequentes, como pancreatite, artralgia, mialgia, dor abdominal e
nauseas, e por reacdes severas relacionadas a cardio, nefro e hepatotoxicidade. A
toxicidade é ainda maior em portadores do virus HIV, idosos e gestantes, situacéo na
qual a contraindicacéo € absoluta devido ao potencial abortivo dos antimoniais (GOTO
& LINDOSO, 2010; MURRAY et al.,2005; SUNDAR & CHAKRAVARTY, 2013).

Nos casos em gue 0s antimoniais sdo contraindicados ou quando ndo ha resposta
satisfatoria com o seu uso, agentes alternativos sdo empregados, como a anfotericina
B, pentamidina, miltefosina e paromomicina (SANTOS et al.,, 2008; PAVLI &
MALTEZOU, 2010).
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2.2 Anfotericina B (AmB)

A anfotericina B (Figura 7) € um antibiético macrolideo poliénico, de cor amarelo-
alaranjado, extraido de culturas de Streptomyces nodosus e isolado pela primeira vez
em 1956 (GOLENSER & DOMB, 2006). Inicialmente utilizada para combater infec¢des
fingicas sistémicas, também possui atividade antiparasitaria e leishmanicida
(CARNEIRO et al., 2012; CHATTOPADHYAY & JAFURULLA, 2011).

Figura 7 — Formula estrutural da AmB

Adaptado de CARNEIRO, 2012.

Composto anfifilico, a AmB possui caracteristicas hidrofébicas, devido a presenca de
cadeia rigida com sete duplas conjugadas carbono-carbono, e caracteristicas
hidrofilicas, decorrentes dos varios grupos hidroxila. A presenca dos grupos ionizaveis
amino e carboxilico Ihe confere, ainda, propriedades anfotéricas (FOGLIA et al., 2014;
GOLENSER & DOMB, 2006). Como consequéncia dessas caracteristicas e da
distribuicdo assimétrica entre as porcdes hidrofébica e hidrofilica, o farmaco é
insolivel em solventes aquosos e na maioria dos solventes organicos. Sua
solubilidade em agua em pH fisiolégico (6 a 7) é inferior a 1 mg/L, sendo soltvel em
pH abaixo de 2 ou acima de 11; nessas condi¢cdes de pH extremo, entretanto, a
molécula nédo é estavel (EGITO et al., 2002; LEMKE et al., 2005; TORRADO et al.,
2008). A AmB é praticamente insoluvel em etanol, muito levemente soluvel em
metanol, levemente sollvel em dimetilformamida e solavel em dimetilsulféxido (THE
EUROPEAN Pharmacopoeia, 2010).
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O mecanismo de acdo da AmB é mediado pela sua capacidade de interagir com 0s
esterdis constituintes das membranas celulares: ergosterol, nas células fungicas e de
Leishmania, e colesterol, nas células dos mamiferos. A ligagdo ao ergosterol resulta
na formagao de poros nas membranas dos parasitos, 0 que leva ao extravasamento
do conteudo citoplasmatico e, como consequéncia, morte celular do microrganismo.
Grande parte dos efeitos toxicos causados pelo farmaco, entretanto, provem da sua
interagdo com o colesterol nas membranas do hospedeiro; a maior afinidade pelo
ergosterol, em comparacdo ao colesterol, € 0 que permite seu uso clinico como
antibiético (GOLENSER & DOMB, 2006; LENIADO-LABORIN & CABRALES-
VARGAS, 2009).

Devido a sua natureza anfifilica, a AmB € capaz de se auto associar e formar
agregados. A toxicidade observada na terapia € relacionada a esta capacidade, sendo
que os varios estados de agregacdo (mondmeros, oligbmeros e agregados de
oligbmeros) podem interagir de diferentes maneiras com os esterdis das membranas.
O efeito toxico em membranas contendo ergosterol € normalmente associado a
espécie monomeérica, enquanto a forma agregada é a principal responsavel pela
toxicidade em células de mamiferos (BRAJTBURG & BOLARD, 1996; EGITO et al.,
2002; LEGRAND et al., 1992; TORRADO et al., 2008).

Os diferentes estados de agregacdo podem coexistir numa mesma formulagéo, em
diferentes proporcdes, dependendo de fatores como: temperatura a que foi exposta,
modo de preparo, acdo do surfactante e de outros excipientes, e, principalmente,
concentracdo de AmB. Uma formulacdo ideal, no entanto, deveria possibilitar a
permanéncia majoritaria da AmB na forma monomérica (EGITO et al., 2002; JAIN et
al., 2012; LEMKE et al., 2005; TORRADO et al., 2008). Isso ndao ocorre com a
formulacdo convencional, uma vez que, ao se dissociar parcialmente do desoxicolato,
a AmB ‘“livre” forma uma mistura de mondmeros e oligdmeros soluveis em diferentes
estados de agregacao (BRAJTBURG & BOLARD, 1996).

A baixa solubilidade, baixa permeabilidade intestinal e a instabilidade em meio acido
dificultam o desenvolvimento de formulacdo oral da AmB, ainda n&o disponivel no
mercado. A formulacdo parenteral convencional utiliza-se do sal biliar desoxicolato de

sbédio para promover a sua solubilidade em meio aquoso, através da formacgéo de
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complexos micelares. A forma comercial disponibilizada é conhecida como
Fungizone® (Bristol-Meyers Squibb, EUA) e Anforicin B® (Cristalia, Brasil), ambos de
administragao intravenosa (FILIPPIN & SOUZA, 2006; JAIN et al., 2012). Contudo, a
formulagcdo com desoxicolato de sédio (AmB-D) ndo é bem tolerada, estando

associada a elevada incidéncia de reacdes adversas (SHADKAN et al., 1997).

As reacOes adversas agudas, tais como febre, calafrios, tremores, ndusea, vomitos,
diarreia e cefaleia, sdo frequentes e normalmente relacionados a infusdo. Outras
alteracdes observadas incluem: hipotenséo, hipertenséo, arritmia cardiaca, disfuncéo
renal, hipocalemia, hiponatremia, hipomagnesemia, diurese aumentada e efeitos
toxicos sobrea medula 6ssea. A disfuncao renal € normalmente observada durante o
tratamento, ainda que em grau variavel e dose-dependente, e, em casos extremos, a
nefrotoxicidade e hemdlise severas exigem a interrupcdo do tratamento. Os efeitos
graves, especialmente a nefro e cardiotoxicidade, e a administracao intravenosa
determinam que a terapia ocorra em ambiente hospitalar (CHAPPUIS et al., 2007,
FILIPPIN & SOUZA, 2006; GOLENSER & DOMB, 2006; GONTIJO & CARVALHO,
2003; JAIN et al., 2012).

A AmB é considerada um dos farmacos mais potentes contra a leishmaniose, com
taxas de curas de aproximadamente 100% para a LV (BERMAN, 2005; DAVIDSON,
2005). E indicada como segunda linha de tratamento, especialmente nos casos de
resisténcia ou pacientes nao responsivos a terapia, e como farmaco de escolha para
pacientes portadores do HIV (MINISTERIO DA SAUDE, 2015 e 2017; YARDLEY &
CROFT, 1997). Na forma de desoxicolato, o Ministério da Saude recomenda para a
LV a dose de 1 mg/kg/dia, em dias alternados, com dose total maxima de 3 gramas,
e para a LT a dose de 0,5 a 1,0 mg/kg/dia, com dose total de 25 a 40 mg/kg, néo
excedendo a méaxima diaria de 50 mg (MINISTERIO DA SAUDE, 2014 e 2017).

2.2.1 Sistemas Lipidicos contendo AmB

O desenvolvimento de formulag@es lipidicas contendo AmB foi um grande avancgo
para a terapia da leishmaniose. De forma geral, as trés prepara¢cées comercialmente
disponiveis — AmB lipossomal (Ambisome®), complexo lipidico de AmB (Abelcet®,

ABLC) e dispersdo coloidal de AmB (Amphocil®, ABCD) — possuem eficacia similar a
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formulacéo convencional com desoxicolato e sdo menos toxicas (GOTO & LINDOSO,
2010; TIUMAN et al., 2011; VYAS & GUPTA, 2006).

A menor toxicidade dos sistemas lipidicos esta relacionada a capacidade de
interagirem com as moléculas de AmB, impedindo que o farmaco se dissocie do
carreador lipidico ao ser diluido no sangue. O sistema funciona como um reservatorio
que possibilita a liberacdo lenta da AmB, na sua forma monomeérica, o que modifica
sua distribuicdo no organismo, reduzindo efeitos téxicos, mas mantendo a atividade
contra células parasitarias (ARAUJO et al., 2005; IMAN et al., 2011; VYAS & GUPTA,
2006).

Ademais, devido a natureza coloidal dos sistemas lipidicos, eles sao rapidamente
removidos da circulacéo por células do sistema fagocitario mononuclear (SFM), o que
também modifica a biodisponibilidade e distribuicdo da AmB, reduzindo a toxicidade
associada ao farmaco. Essa remocao funciona, ainda, como um direcionamento
passivo ao alvo, uma vez que os parasitos invadem o SFM. Dessa forma, consegue-
se atingir tanto parasitos intracelulares, pela captacdo do sistema lipidico por
macrofagos e mondcitos, quanto parasitos extracelulares, pela dissociacao lenta da
AmB antes da fagocitose (TORRADO et al., 2008; VYAS & GUPTA, 2006).

Dentre as formulagdes lipidicas, o Ambisome® apresenta a maior eficacia e toxicidade
significativamente menor, relacionadas, dentre outros fatores, a capacidade do
lipossoma interagir fortemente com as moléculas de AmB, ao ancora-las na bicamada
lipidica, e a sua remoc¢édo da corrente sanguinea pelo SFM, sendo transportado aos
vacuolos parasitéforos (IMAN et al.,, 2011; MOHAMED-AHMED et al.,, 2012;
PAPAHADJOPOULOS, 1996; VYAS & GUPTA, 2006; YARDLEY & CROFT, 1997).

Recentemente, o Ministério da Saude oficializou a utilizacdo da forma lipossomal da
AmB no tratamento da LT. A nova recomendacao inclui o medicamento como primeira
escolha na LCL, LD, LMC e em portadores de HIV nas seguintes situacdes: pacientes
com idade a partir de 50 anos; com insuficiéncia renal, cardiaca ou hepatica de
qualquer idade; transplantados renais, cardiacos ou hepaticos; gestantes de qualquer
idade. E, também, indicado como segunda escolha no tratamento da LCD. Os

protocolos terapéuticos recomendam a administracdo de 2 a 5 mg/kg/dia, sem limite
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de dose maxima diéria, até a dose total de 25 a 40 mg/kg (MINISTERIO DA SAUDE,
2017). Para a leishmaniose visceral, a forma lipossomal € indicada nas doses de 1,0
a 1,5 mg/kg/dia, durante 21 dias, ou 3,0 mg/kg/dia durante 10 dias, em pacientes
graves que desenvolveram insuficiéncia renal ou toxicidade cardiaca durante o uso
do Antimoniato de N-metilglucamina e de outras drogas de escolha, ndo obtendo
melhora ou cura clinica (MINISTERIO DA SAUDE, 2014).

Essa ampliacdo do uso do medicamento e um aumento na quantidade da AmB
lipossomal adquirida pelo Ministério da Saude ocorreram, em parte, gracas ao acordo
firmado entre OMS e o laboratério produtor da forma lipossomal para a reducéo do
custo unitario deste medicamento para paises em desenvolvimento. Entretanto, ndo
se sabe até quando esse acordo entre OMS e a indUstria detentora do registro podera
ser mantido (ALVAR et al., 2008; MOHAMED-AHMED et al., 2012; SUNDAR et al.,
2008; TIUMAN et al., 2011; VANLERBERGH et al., 2007). Dessa forma, o
desenvolvimento de sistemas carreadores de AmB efetivos, menos toxicos e mais

vidveis economicamente ainda se faz necesséario.

2.2.1.1 Avaliacao de eficacia e toxicidade da AmB em formulacdes lipidicas

Diversos estudos pré-clinicos tém sido realizados com o objetivo de comparar o
Fungizone® com as formulacdes lipidicas contendo AmB, notadamente a lipossomal
(Ambisome®). Entretanto, observa-se que poucos trabalhos utilizam modelos de LT,
enquanto a grande maioria é executada em modelos de LV, especialmente em

animais infectados com a L. (L.) donovani.

Gangneux e colaboradores (1996) compararam a eficacia e tolerancia do Fungizone®
com Ambisome® em camundongos BALB/c infectados com L. (L.) infantum. O
Ambisome®foi mais eficaz que o Fungizone® na reducéo da carga parasitaria no baco,
figado e pulméo, quando ambos foram administrados na dose de 0,8 mg/kg/dia. As
doses de 5 mg/kg/dia e 50 mg/kg/dia do Ambisome® foram bem toleradas pelos
animais e erradicaram completamente os parasitos nos trés o6rgaos (GANGNEUX,
1996a). Em um segundo estudo, a eficacia e tolerancia do Fungizone® e Ambisome®
foram novamente avaliadas. O Ambisome® foi bem tolerado e permitiu o tratamento

com doses maiores (12 mg/kg) em comparacdo com a mistura AmB + Intralipid® (1,2
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mg/kg) e Fungizone® (0,8 mg/kg). Além disso, apds tratamento com essas doses, 0
Ambisome® erradicou completamente o0s parasitos nos tecidos avaliados
(GANGNEUX, 1996b).

Outro estudo comparou a atividade leishmanicida de quatro formulagdes comerciais
(Fungizone®, Ambisome®, Abelcet® e Amphocil®) em camundongos BALB/c infectados
com L. (L.) donovani, tratados com 2,5 mg/kg por cinco dias, via endovenosa. Com
excecdo do Abelcet®, que se mostrou inativo na andlise da medula 6ssea, todas as
formulacdes levaram a supressao significativa da carga parasitaria no baco, figado e
medula éssea, quando comparadas ao grupo controle. A eficacia das formulacdes foi
classificada como: Amphocil® = Ambisome® > Abelcet®. Fungizone® foi omitido em
decorréncia de toxicidade nas doses usadas nesse modelo de doses multiplas
(MULLEN et al., 1997).

Yardley e Croft (2000) avaliaram a eficacia, através da determinacdo da dose média
efetiva (DMEso), e a toxicidade, através da dose méxima tolerada (DMT), de
formulac6es comercialmente disponiveis contendo AmB, utilizando como modelo
camundongos BALB/c infectados com L. (L.) donovani. Os resultados mostraram que
a DMEso foi de 0,21 mg/Kg para o Fungizone® e 0,73 mg/kg para o Ambisome®. J& a
DMT foi de 1 mg/Kg para o Fungizone®, enquanto para a formulacéo lipidica dose
maior foi tolerada, 25 mg/kg.

A eficacia de diferentes formulagcdes de AmB em camundongos BALB/c infectados
com L. (L.) major, espécie causadora de LT, foi investigada (YARDLEY & CROFT,
1997). Os animais foram tratados, em seis dias alternados, com Fungizone® 1 mg/kg
por via endovenosa e Ambisome® 25 mg/kg, por via subcutanea ou endovenosa. O
Ambisome® por via endovenosa foi o (inico que mostrou atividade em comparacéo ao
controle, com reducao significante das lesbes. Em um segundo experimento, o
Ambisome® foi administrado por via endovenosa em diferentes doses (6,25; 12,5; 25
e 50 mg/kg) e os resultados mostraram um efeito dose-resposta, sendo que, na dose
mais alta (50 mg/kg), quatro dos cinco animais apresentaram cicatrizagdo completa
das lesbes (YARDLEY & CROFT, 1997).
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Estudos clinicos tém sido conduzidos para avaliar a eficacia e a seguranca das
diferentes formulacbes de AmB disponiveis comercialmente, para o tratamento da
leishmaniose. Tem-se verificado reducdo consideravel na incidéncia de efeitos
adversos para pacientes tratados com a formulagao lipossomal quando comparados
com aqueles tratados com a formulacdo convencional. Novamente, pode-se observar
uma maior quantidade de ensaios clinicos para avaliacdo da eficacia em pacientes
portadores de LV, enquanto para a LT menos estudos sdo encontrados e,
normalmente, envolvem um menor nimero de pacientes, ou sdo realizados como

relatos de casos.

Berman e colaboradores (1998) realizaram um ensaio clinico aberto fase Il, em trés
paises, para avaliacdo da eficacia e seguranca do Ambisome®, em diferentes doses
totais (dose diaria de 2 mg/kg/dia), no tratamento de pacientes portadores de LV. Para
a obtencéo de taxas elevadas de cura (100%) foram necessarias as doses totais de 6
mg/kg e 14 mg/Kg, na india e no Quénia, respectivamente. No Brasil, foi necessario
esquema com dose total de 20 mg/kg para atingir uma taxa de cura de 87%. Em
relacdo a toxicidade, os pacientes da india e do Quénia relataram poucos efeitos
adversos, normalmente febre e calafrios associados a infusdo. No Brasil, além da
maior incidéncia desses efeitos adversos, alguns pacientes exibiram dificuldade

respiratéria e/ou arritmia cardiaca associadas a infuséo.

Recentemente, no Brasil, Romero e colaboradores (2017), conduziram um estudo
clinico multicéntrico, aberto e randomizado com o intuito de avaliar a seguranca e a
eficacia dos tratamentos recomendados para LV. Observou-se eficacia equivalente do
Ambisome® (3 mg/kg/dia por 7 dias) em comparacdo com o tratamento com
Glucantime® (20 mg Sb®*/kg/ dia por 20 dias). O grupo do Anforicin B® (1 mg/kg/dia
por 14 dias) foi descontinuado devido a observagdo de grande numero de reacdes
adversas, incluindo reacdes graves. O Ambisome® como monoterapia se mostrou
mais seguro que o Glucantime®, tanto em relacéo a frequéncia de reacdes adversas
relacionadas ao tratamento, quanto a proporcdo de pacientes que apresentaram ao
menos uma reacao grave e a proporcdo de reacdes que resultaram em interrupgéo
definitiva do tratamento (ROMERO et al., 2017).
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Solomons e colaboradores (2007) avaliaram a eficacia da AmB lipossomal em um
grupo de sete pacientes ambulatoriais com LT causada por L. (V.) braziliensis. Foi
administrada dose de 3 mg/kg/dia por via endovenosa, durante cinco dias
consecutivos, com uma sexta dose sendo administrada no décimo dia de tratamento.
Todos os pacientes foram considerados curados dentro de 1 més, com completa
reepitelizacdo das lesbes e sem o0 aparecimento de recidiva durante o
acompanhamento de 12 meses. Em um segundo estudo, os autores utilizaram o
mesmo protocolo de tratamento em um grupo de treze pacientes ambulatoriais
infectados com L. (L.) tropica. Onze dos treze pacientes alcancaram a cura clinica
dentro de 2 meses, com completa reepitelizacdo das lesdes e sem recidivas durante
0s 11 meses de acompanhamento. Para os outros dois pacientes o tratamento foi
considerado ineficaz, com o aparecimento de recidiva ou cura parcial. Cabe
mencionar que seis pacientes haviam sido tratados anteriormente, sem sucesso, com
o estibogluconato de sodio intralesional e quatro com paromomicina topica
(SOLOMONS et al., 2011).

Outros estudos avaliaram a seguranca das formulacbes de AmB em pacientes
apresentando reducdo do numero de neutrofilos. Efeitos adversos graves
relacionados ao farmaco foram observados em maior extensao nos pacientes tratados
com a formulacdo convencional em comparacéo aqueles tratados com a formulacéo
lipossomal. Ademais, a incidéncia de efeitos adversos foi menor para o Ambisome®
quando comparado ao Fungizone® ou Abelcet® (PRENTICE et al., 1997; WINGARD
et al., 2000).

Conforme pode ser observado, os resultados encontrados nos diversos estudos sao
variaveis e nao é definida de forma absoluta a superioridade clinica de qualquer um
dos tratamentos. Entretanto, é bem estabelecido que os sistemas lipidicos
apresentam vantagens em relacédo a forma convencional da AmB com desoxicolato.
O direcionamento passivo das formulacdes lipidicas resulta em maiores
concentracdes nos orgados do SFM, alvos da infeccdo, e menores concentragdes nos
rins, reduzindo notadamente a nefrotoxicidade. Adicionalmente, doses maiores
podem ser administradas por meio de formulagbes lipidicas sem aumento da

toxicidade, o que constitui estratégia interessante na busca de esquemas terapéuticos
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mais eficazes (DUPONT, 2002; MOHAMED-AHMED et al., 2012; TORRADO et al.,
2008; VYAS & GUPTA, 2006).

2.2.2 Nanoemulséo (NE)

Nanoemulsdes (NE) séo sistemas heterogéneos contendo dois liquidos imisciveis, no
qual um esta disperso no outro na forma de glébulos, sendo esta disperséao
estabilizada por agentes emulsionantes ou tensoativos. Podem ser classificadas em:
oleo em agua (O/A), quando a fase dispersa € a oleosa e a fase externa ou dispersante
€ aquosa, (Figura 8) ou em agua em 6leo (A/O), quando o contrario acontece (GANTA
et al., 2014; TAMILVANAN, 2009). O tamanho dos globulos varia de 50 a 1000 nm,
geralmente se encontrando entre 100 e 500 nm para administracdo endovenosa.
Particulas muito maiores (5 um) séo clinicamente inaceitaveis, uma vez podem
ocasionar embolismo (BENITA & LEVI, 1993; BHOSALE et al., 2014; TAMILVANAN,
2009).

Figura 8 — Representacéo esquematica de NE O/A, estabilizada por meio de fosfolipides na
interface, contendo moléculas do farmaco (pontos vermelhos).
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Adaptado de HORMANN, 2015.

As NE vém sendo utilizadas como sistemas de carreamento devido a sua
biocompatibilidade, capacidade de solubilizar grande quantidade de compostos
hidrofébicos, protegé-los de hidrolise e de degradagdo e diminuir a toxicidade
associada aos farmacos (ARAUJO et al., 2011; BENITA & LEVI, 1993; MULLER et al.,
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2004; SANTOS et al., 2017). Assim, constituem op¢ado menos onerosa ao uso do
Ambisome®, uma vez que sdo facilmente escalonaveis para a producdo em larga
escala, possuem menor custo e técnica de preparo mais simples (GANTA et al., 2014;
RODRIGUEZ-GASCON et al., 2014; SANTOS et al., 2017).

Alguns autores sugerem a mistura do Fungizone® a emulsées lipidicas nutricionais de
uso parenteral (Lipofundin® e Intralipid®) para reducdo dos efeitos toxicos da AmB,
como alternativa de baixo custo as formulaces lipidicas comercialmente disponiveis
(ARAUJO, et al., 2005; EGITO et al., 2002; SHADKHAN et al., 1997). Entretanto,
outros estudos relatam separacdo de fases do sistema, com a formacédo de
precipitados de AmB e aumento do tamanho de particula (RANCHERE, et al., 1996;
WALKER et al.,, 1998). Apesar das desvantagens da técnica de incorporacdo do
farmaco no sistema, foi demonstrado o potencial do uso das emulsdes, uma vez que

o procedimento proposto resultou em diminuicdo de toxicidade.

Mais um exemplo de utilizagdo de mistura da AmB na forma de desoxicolato com
emulsdes lipidicas comerciais de uso parenteral foi o desenvolvimento da emulséo
ABLE, na india. Em um estudo multicéntrico, aberto e randomizado, com 500
pacientes portadores de LV, ABLE foi comparado a formulagéo lipossomal utilizando
regime de dose Unica, 15 mg/kg. A melhora clinica foi comparavel nos dois grupos,
assim como a ocorréncia de rea¢des adversas relacionadas ao tratamento. Nenhum
paciente apresentou sinais e sintomas de nefrotoxicidade e hepatotoxicidade.
Entretanto, a porcentagem de pacientes sem sinais e sintomas clinicos de recaida,
em seis meses de acompanhamento, foi de 85,9% para ABLE e 98,4% para a
formulacéo lipossomal (SUNDAR et al., 2014).

Outros estudos abordam a utilizagdo de emulsdes como veiculo da AmB e apontam
para sua eficacia e seguranca. Egito e colaboradores (1996b) testaram a toxicidade e
atividade in vitro e in vivo de emulsGes contendo AmB, comparadas as do Fungizone®.
A emulsdo se mostrou menos toxica para as hemacias humanas e igualmente ativa
contra Candida albicans in vitro. Os experimentos in vivo com camundongos OF1
também mostraram toxicidade aguda menor para as emulsdes (DLso 7,24 mg/Kg e
3,46 mg/kg para a emulsdo e Fungizone®, respectivamente). Quanto a atividade,

adotou-se o0 modelo murino para candidiase, com camundongos BALB/c, e, para
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doses iguais de 0,8 mg/Kg, observou-se eficacia equivalente das duas formulacgées;
ja na avaliacdo de atividade na dose maxima tolerada (2 mg/kg e 1 mg/kg para a
emulsdo e Fungizone®, respectivamente), a emulsdo se mostrou mais eficaz em

prolongar o tempo de sobrevida dos animais infectados.

O processo de incorporacdo da AmB na emulséo proposta por Egito e colaboradores
(1996b) foi por meio da sua solubilizagdo em metanol, com posterior aquecimento do
sistema para evaporacao do solvente. A estratégia de uso de solventes organicos na
incorporacao do farmaco ao carreador é descrita por varios autores (BOUCHEMAL et
al., 2004; DAROLE et al., 2008; FILIPPIN & SOUZA, 2008), entretanto, deve ser

evitada, pois pode acarretar problemas toxicolégicos e ambientais.

Lance e colaboradores (1995) desenvolveram método de incorporacdo da AmB em
emulsdes lipidicas que nao envolve o uso de solventes. Baseado no perfil pH-
solubilidade, o procedimento proposto utiliza-se de solucdo alcalina para a
solubilizagcéo do farmaco que, entdo, é adicionada a emulsao lipidica, proporcionando
a incorporacdo da AmB ao sistema, provavelmente na sua interface. Em seguida, o

pH da formulacgéo € ajustado para a faixa de interesse.

Dessa forma, NE contendo AmB, para administracdo tdpica, foi desenvolvida
utilizando-se da estratégia de incorporacdo baseada no perfil pH-solubilidade,
previamente descrita por Lance e colaboradores (1995). A formulacéo néo foi capaz
de aumentar a penetracdo de AmB, mas apresentou elevado teor de encapsulacdo
(95 £ 1%), e se manteve consideravelmente estavel por 90 dias. Essa estabilidade foi
atribuida a presenca de estearilamina que favorece a formacéo de par-ibnico com a
AmB (SANTOS et al.,2012).

Caldeira e colaboradores (2015) modificaram a NE proposta por Santos e
colaboradores (2012) para administracdo endovenosa, adicionando colesterol como
co-surfactante, e avaliaram a influéncia da estearilamina. O teor de encapsulacdo de
AmB obtida foi alto (aproximadamente 100%) e as formulacdes se mostraram estaveis
por 180 dias, independente da presenca da estearilamina. A caracterizacdo por
dicroismo circular e espectro no ultravioleta mostrou auséncia de sinal de AmB

agregada, a forma mais toxica para as células hospedeiras, tanto na NE contendo
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estearilamina quanto naquela sem o lipideo catiénico. Ja o estudo de atividade in vitro
contra a forma amastigota de L. amazonenses indicou atividade leishmanicida por
parte da estearilamina, que pode agir sinergicamente com AmB. Por outro lado, a
citotoxicidade em macréfagos J774 aumentou consideravelmente na presenca de
estearilamina, sendo que a NE sem este lipide ndo se mostrou citotoxica. Todavia, a
formulacdo convencional com desoxicolato (Anforicin®) se mostrou ainda mais téxica

do que a NE contendo estearilamina 0,1%.

Mais recentemente, Santos e colaboradores (2017) relataram otimizacado do tamanho
de particula dessa NE por meio do ajuste da concentracdo do tensoativo e pelo
aumento gradual da aplicacdo de pressdo durante o preparo da NE-branco em
homogeneizador de alta presséo. A toxicidade hemolitica in vitro foi significativamente
menor para a NE em comparagdo com o Anforicin® (7,9 + 1,5% e 99,7 + 1,2%,
respectivamente). A eficacia da NE-AmB no tratamento da leishmaniose foi avaliada
em camundongos BALB/c infectados com L.(L.) infantum chagasi. A NE se mostrou
tdo eficaz quanto o Anforicin® na concentracéo de 1 mg/kg, sendo também tolerada a
2 mg/kg, ja o Anforicin® ndo pode ser administrado nessa concentragdo devido a alta

toxicidade.

Diante do exposto, NE carregadas com AmB constituem uma alternativa atraente para
o tratamento das leishmanioses. Pode ser observada na literatura uma maior
guantidade de estudos que avaliam a eficacia de formulacdes lipidicas em modelos
de LV e poucos estudos para LT. Dessa forma, o objetivo do presente trabalho se
insere nesse contexto, com a proposta de estender os estudos de estabilidade
descritos por Santos e colaboradores (2017) e avaliar sua eficacia em modelo animal
de LT.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Caracterizar, avaliar a estabilidade e a eficacia de NE contendo AmB em animais
experimentalmente infectados com L. (L.) major, tendo como perspectiva o tratamento

da leishmaniose por administragdo endovenosa.

3.2 Objetivos Especificos

e Otimizar método analitico para doseamento de AmB por cromatografia a liquido
de alta eficiéncia (CLAE) proposto por Chang e colaboradores (2011).

e Validar método analitico para doseamento de AmB por cromatografia a liquido de
alta eficiéncia (CLAE).

e Avaliar a influéncia do colesterol nas caracteristicas fisico-quimicas das NE, por
meio da determinacdo do teor total, teor de encapsulacédo (TE), diametro de
particula, potencial zeta, estado de agregacdo da AmB e avaliacao visual das NE-
AmB.

e Avaliar a estabilidade da NE-AmB, por meio da determinacéo do teor total, teor de
encapsulacéo (TE), diametro de particula, potencial zeta, estado de agregacao da
AmB e potencial hemolitico.

e Avaliar a eficacia da NE-AmB, administrada por via endovenosa, no tratamento
de animais experimentalmente infectados com L. (L.) major, por meio da
determinacdo da carga parasitaria (baco e lesdo) e do acompanhamento do

tamanho das lesdes durante o tratamento.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

A Anfotericina B (AmB) e o Anforicin® foram gentilmente fornecidos pela Cristalia
Produtos Quimicos Farmacéuticos Ltda. (Sao Paulo, Brasil). O triglicéride de cadeia
média, (Lipoid MCT), foi obtido da Lipoid GMbH (Ludiwigshafen, Alemanha). O
Monoleato de sorbitano etoxilado (Tween™ 80) foi gentilmente cedido pela Croda
(Pensilvania, EUA). O Hidréxido de sodio (NaOH), acido cloridrico (HCI), colesterol,
dimetilsulféxido (DMSO), hidroxibutiltolueno (BHT) e o sal dissodico de acido
etilenodiamino tetra-acético diihidratado (EDTA) foram obtidos da Sigma-Aldrich
(Missouri, EUA). O glicerol foi obtido da Casa da Quimica Industria e Comeércio Ltda.
(Sao Paulo, Brasil). A agua ultrapura foi obtida de um Sistema de Agua Milli-Q®.
Tetrahidrofurano (THF), acetonitrila e metanol, grau CLAE, foram obtidos da Tedia
(Ohio, EUA), Merck KGaA (Darmstadt, Alemanha) e J. T. Baker (EUA),
respectivamente. A agua ultrapura foi obtida de um Sistema de Agua Milli-Q®.

O sangue de coelho citratado foi gentilmente fornecido pela Fundacédo Oswaldo Cruz
(Fiocruz). Os camundongos BALB/c (Mus musculus) fémeas foram adquiridos com
cerca de 4 a 5 semanas do Centro de Bioterismo do Instituto de Ciéncias Bioldgicas
da Universidade Federal de Minas Gerais. A L. (L.) major (MHOM/IL/80 Friedlin) foi
gentilmente cedida pelo Instituto René Rachou - Fiocruz Minas, juntamente com o0s
hamsteres da linhagem Dourado (Mesocricetus auratus). O meio Schineider’s, Soro
fetal bovino e a solucdo dos antibiéticos penicilina-estreptomicina foram obtidos
Sigma-Aldrich (Missouri, EUA). O estudo em modelo animal foi aprovado pelo Comité
de Etica no Uso de Animais (CEUA/UFMG) sob protocolo n° 346/2016.

4.2 Métodos

4.2.1 Preparo da nanoemulsao

A composicéo da NE e seu preparo (Figura 9) foram de acordo com o proposto por
Santos e colaboradores (2017). A fase oleosa (FO) foi composta por TCM (5,0%;

triglicéride de cadeia média), Tween 80 (1,5 % surfactante hidrofilico), colesterol (0,5



44

%), e BHT (0,01 %; antioxidante). Ja a fase aquosa (FA) foi composta por glicerol
(2,25%; isotonizante) e agua ultrapura. A NE branco foi preparada por método de
emulsificacdo de alta energia, utilizando o agitador Ultra Turrax T-25 (lka
Labortechnik, Staufen, Alemanha) e o Homogeneizador de Alta Presséo (HAP) AV-
1000 (Invensys, Dinamarca). As FO e FA foram pesadas separadamente e aquecidas,
paralelamente, a 75 °C. Apés completa fuséo dos lipides, mantendo-se a temperatura
de 75 °C, a FA foi lentamente vertida sobre a FO, sob agitacdo de 8.000 rotacdes por
minuto (rpm), no agitador Ultra Turrax T-25 por dois minutos. Em seguida, a emulsao
foi submetida ao homogeneizador de alta presséo por 3 ciclos a 400 bar, 3 ciclos a
600 bar e 3 ciclos a 800 bar. Findo os nove ciclos, a NE foi recirculada no HAP por 10

minutos, a 0 (zero) bar, para resfriamento a temperatura ambiente.

Figura 9 - llustragéo do preparo da NE.

Agitacéo vigorosa HAP 3 ciclos de 400 bar,
Fase Aquosa a 75 °C no Utraturrax 3 ciclos de 600 bar e
(2 min, 8000 rpm) 3 ciclos de 800 bar

of

g [ . I

S ——— \/ ! Resfn.amentg i

| por recirculagdo |

P | no HAP por 10

L;J | min a zero bar.
Fase Oleosa a 75 °C Emulséo O/A Nanoemulséo

Adaptado de HU et al., 2016.

Uma vez resfriada a temperatura ambiente, a AmB foi incorporada & NE branco na
concentracéo de 2 mg/ mL, em lotes de 20 mL. Nesse sentido, 1 mL de NaOH 0,2
mol/L foi adicionado sobre o p6 da AmB (40 mg), para sua dissolucdo. O sistema foi
mantido sobre agitacdo magnética até solubilizacdo quase completa da AmB. Em
seguida, 17 mL da NE branco foram adicionados e a agitacdo mantida por 2 minutos.
Ao final deste tempo, a AmB foi completamente solubilizada. Adicionou-se, entéo,
guantidade previamente padronizada de HCI 0,2 mol/L para acerto do pH préoximo a

faixa desejada (7,0 a 7,5). O ajuste fino foi feito com solu¢céo de NaOH 0,2 mol/L ou
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HCI 0,2 mol/L, sendo o pH determinado em potencidmetro. O volume da NE foi

completado com agua ultrapura para 20 mL (g.s.p 100%).

Para o estudo da influéncia do colesterol (item 4.2.5), a NE foi preparada utilizando-
se o aparelho de homogeneizacao do tipo ultrassom com sonda de alta poténcia de
500 W (Cole Parmer, Vernon Hills, EUA). Da forma similar, apés o aquecimento das
fases FA e FO a 75 °C e agitacdo no Ultra Turrax T-25 por dois minutos, a emulsao
resultante foi submetida ao ultrassom com sonda de alta poténcia (21% de amplitude),
por 10 minutos. Em seguida, a NE foi deixada em repouso até que atingisse a

temperatura ambiente e o farmaco foi incorporado.

4.2.2 Caracterizacdo das nanoemulsées

4.2.2.1 Determinacdo do diametro, indice de polidispersdo e potencial Zeta das

particulas

A analise do diametro e do indice de polidisperséo (IP) das particulas foi realizada
por espalhamento dinamico da luz (DLS) a um angulo fixo de 90° e temperatura de
25° C. O potencial zeta foi avaliado por DLS associado a mobilidade eletroforética, a
um angulo de 90°. As medidas foram efetuadas utilizando-se de um Zetasizer ZS90
(Malvern Instruments, Malvern, Reino Unido). As formula¢des foram diluidas a uma

proporcao de 1:100 em agua ultrapura.

4.2.2.2 Determinacdo do teor de encapsulacdo de AmB

O teor de AmB na NE foi avaliado utilizando-se o método de CLAE validado (ver item
4.2.4). Para sua determinacdo compararam-se as areas sob o pico de absorgéo de
AmB obtidas a partir de solugcéo padrédo de AmB e de solugcdo de NE-AmB, na mesma
concentracéao tedrica de 1,4 pg/mL. As amostras foram preparadas conforme descrito
nos itens 4.2.4.1, 4.2.4.3 e 4.2.4.6, em triplicata.

O teor total foi calculado pela férmula seguinte:
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Teor (%) = Area do pico de AmB a partir de solucéo de NE-AmB n&o filtrada X 100

Area do pico de AmB a partir de solucéio padrdo de AmB

Da mesma forma, o teor de encapsulacao (TE) da AmB na NE foi determinado pelo
meétodo de CLAE, comparando-se as areas sob o pico de absorcédo de AmB obtidas a
partir de solucdo de NE-AmB filtrada e de solucdo de NE-AmB néo filtrada, na mesma

concentracéo teorica de 1,4 pug/mL, conforme férmula abaixo:

TE (%) = ___Area do pico de AmB a partir de solucdo de NE-AmB filtrada X 100

Area do pico de AmB a partir de solucdo de NE-AmB n3o filtrada

As NE-AmB foram filtradas em membrana de fluoreto de polivinilideno (PVDF) nao
estéril com 0,45 ym de didmetro de poro (Millipore®, EUA), para remog¢édo da AmB

insoltvel ndo incorporada a NE. O procedimento foi realizado em triplicata.

Para se determinar o teor total e o teor de encapsulacéo no experimento de influéncia
do colesterol na formulagéo (item 4.2.5) foi utilizado o espectrofotdmetro de absorcéo
no UV-VIS Thermo Scientific Modelo Evolution 2000 (Massachusetts, EUA), conforme
método de doseamento por espectrofotometria no U.V-visivel proposto por Santos e

colaboradores (2012). As leituras foram feitas a 405 nm.

A solucdo padrdo de AmB foi preparada pesando-se 25 mg de AmB em baldo
volumétrico de 25 mL e dissolvendo-se o p6 do farmaco em 2,5 mL de DMSO, em
banho de ultrassom por 1 minuto. Em seguida, completou-se o volume do baldo com
metanol e homogeneizou-se (1 mg/mL). Com o auxilio de pipetas volumétricas,
diluicdes sequenciais foram realizadas até as concentracfes de interesse, utilizando-

se metanol como diluente.

Para o preparo da solucdo amostra de NE-AmB, foram transferidos 70 pL da NE
carregada com AmB 0,2% p/v para baldo volumétrico de 10 mL. Adicionou-se 1 mL
de DMSO, o volume foi completado com THF e homogeneizado, obtendo-se
concentracdo de 14 pg/mL. Em seguida, 2 mL foram transferidos para baldo de 10
mL, completou-se o volume do baldo com metanol e homogeneizou-se. O mesmo

procedimento de diluicdo foi realizado para a NE Branco, NE-AmB néo filtrada e NE-
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AmB filtrada. As concentracbes das amostras foram calculadas a partir das
absorvancias obtidas e os teores foram calculados conforme férmulas previamente

expostas, substituindo-se, entretanto, a area do pico pela concentracdo da amostra.

4.2.2.3 Avaliacdo do estado de agregacao

Para avaliacdo do estado de agregacdo da AmB na formulagéo foram utilizadas as
técnicas espectroscopia UV-Visivel e espectro de dicroismo circular (JAIN & KUMAR,
2010).

Para o preparo da solugao aquosa, 5,0 mg de AmB foram pesados em baldo de 10
mL e dissolvidos em 1 mL de DMSO em banho de ultrassom por 1 minuto. O volume
do baldo foi aferido com agua ultrapura e 100 pL foram transferidos para outro balédo
de 10 mL, novamente completando-se o volume com agua ultrapura. A NE e o
Anforicin B® também foram diluidos em agua ultrapura até a concentracéo de 5,0 pg/
mL. O mesmo procedimento de diluicdo foi realizado para a NE Branco.

As andlises forem realizadas em cubetas de quartzo com caminho éptico de 1,0 cm,
no equipamento Espectropolarimetro Chirascan™, a temperatura de 25° C. Antes da
obtencao dos espectros das amostras de interesse, 0 equipamento foi zerado com o
diluente (4gua ultrapura) e foi realizada a andlise da NE branco para descontar, dos
espectros das NE carregadas com AmB, os valores de absorvancia e sinal de
dicroismo circular dos componentes da formulacdo. Foram feitas trés varreduras de
cada amostra entre os comprimentos de onda de 250 e 450 nm, em atmosfera de
nitrogénio, para obtencéo dos espectros.

4.2.3 Otimizacdo do método analitico

O método de analise, utilizado neste estudo, para a determinacéo quantitativa de AmB
por CLAE foi uma modificacao do trabalho de Chang e colaboradores (2011). De forma
preliminar e com o objetivo de reduzir o tempo de analise, foram testadas fases méveis
com diferentes propor¢cdes da mistura de solventes organicos (SO) -
Metanol/Acetonitrila/Tetraidrofurano (41/18/10) — e da solugdo de EDTA. Os

resultados foram analisados em relacdo ao tempo de retencédo da AmB e pureza do
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pico. As modificacdes propostas em relacdo ao método descrito por Chang e

colaboradores (2011) estdo expressas na Tabela 2.

ApOs otimizagdo do método, a validacdo foi realizada de acordo com as
recomendacdes da Resolucdo RE n° 899/2003 (BRASIL, 2003).

Tabela 2 — Modificagdes propostas para otimizagéo das condigdes cromatogréaficas do

método analitico para o doseamento de AmB por CLAE.

Parametro Chang et al. (2011) Modificacdes
propostas
Temperatura 30 °C 25 °C
Fase movel ) 65:35
(SO:EDTA) 55:45 030

SO = solvente orgéanico; EDTA = acido etilenodiamino tetra-acético

4.2.4 Validacao do método analitico

4.2.4.1 Preparo das solucdes estoque do padrao de AmB e de NE-AmB

A solucado padrao estoque de AmB (20 pug/mL) foi preparada pesando-se 50 mg de
AmB em bal&do volumétrico de 50 mL e dissolvendo-se o farmaco em 5 mL de DMSO,
em banho de ultrassom por 1 minuto. Em seguida, completou-se o volume do baléo
com metanol e homogeneizou-se (1 mg/mL). Com o auxilio de uma pipeta
transferiram-se 2 mL desta solucao para baldo volumétrico de 100 mL, completou-se
o volume com metanol e homogeneizou-se, obtendo-se concentracdo de 20 pg/mL.
As diluicbes subsequentes para as concentracdes desejadas foram realizadas com

fase moével.

Para o preparo da solugéo estoque da amostra de NE contendo AmB (NE-AmB) (20
pg/mL), foi transferido 1,0 mL da NE carregada com AmB 0,2% p/v para baldo
volumétrico de 100 mL. Adicionaram-se 10 mL de DMSO e o volume foi completado
com THF e homogeneizado, obtendo-se concentracdo de 20 pg/mL. O mesmo
procedimento de diluicdo foi realizado para a NE Branco. Utilizou-se fase mével para

as diluicbes subsequentes até as concentra¢des desejadas.
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4.2.4.2 Seletividade

Para comprovar a seletividade do método, ou seja, sua capacidade de separar o
farmaco dos outros componentes da formulacdo e de suas impurezas, foram

avaliados os cromatogramas do padrdo de AmB, da NE branco e da NE-AmB.

Para o preparo das amostras, 3,5 mL da solu¢céo padréao estoque de AmB (20 pg/mL)
foram transferidos para baldo de 50 mL com o auxilio de bureta, o volume do bal&o foi
completado com fase movel e homogeneizado, obtendo-se concentracdo de 1,4
png/mL. O mesmo procedimento foi feito para solucdo estoque da amostra de NE-AmB

(20 pg/mL) e para a NE branco. As solucgdes finais foram injetadas no cromatografo.

Os cromatogramas obtidos foram comparados, avaliando-se a presenca de picos
interferentes, no mesmo tempo de retencdo da AmB, no comprimento de onda de
absorcdo de 405 nm. O metanol utilizado no preparo das amostras, assim como o
DMSO e a fase mével, também foram injetados para avaliacdo de interferéncia em
405 nm.

Avaliou-se, ainda, a capacidade do método de separar o farmaco dos produtos de
degradacédo formados em condicdo alcalina, uma vez esse ambiente é necessario

durante o preparo da NE-AmB, na etapa de incorporacdo do farmaco.

Para o estudo de degradacéao, foram pesados 25 mg de AmB em baldo ambar de 25
mL, sendo o volume completado com NaOH 0,2 mol/L (1 mg/mL). Apéds
homogeneizacéo, aliquotas de 1 mL foram retiradas, em tempos pré-determinados (2;
5; 30; 60; 120 e 180 minutos), e a concentracdo ajustada para a mesma concentracao

tedrica do padrdo,1,4 pug/mL. As solucdes finais foram injetadas no cromatografo.

As porcentagens de AmB e dos produtos de degradacéo formados foram calculadas
a partir da area do padrdo AmB que ndo foi submetido a degradacado alcalina. Os
cromatogramas obtidos foram comparados, avaliando-se a presenca de picos

interferentes.
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4.2.4.3Linearidade

A linearidade foi avaliada construindo-se uma curva analitica para a AmB com seis
niveis de concentracdo igualmente espacados, na faixa de 0,6 pug/mL a 2,6 pg/mL,
definindo-se 1,4 pg/mL como concentracdo de trabalho. Para a construcdo da curva,
a solucao padréo estoque de AmB (20 pg/mL) foi preparada conforme descrito no item
4.2.4.1.

Em seguida, prepararam-se as solu¢cdes amostras de 0,6; 1,0; 1,4; 1,8; 2,2 e 2,6
pg/mL, por meio da diluicdo das solucBes padréao estoque utilizando-se uma bureta de
10 mL. Transferiram-se, respectivamente, os volumes de 1,5; 2,5; 3,5; 4,5; 5,5 e 6,5
mL para balGes volumétricos de 50 mL, completando-se o volume com fase moével. As
solucdes foram homogeneizadas, filtradas e transferidas para vials para injecdo no
cromatografo. Esse procedimento foi feito em triplicata, obtendo-se trés solucdes de
cada uma das concentracdes. Apés estabilizacdo da coluna, nas condi¢des do ensaio,

as solucdes foram injetadas duas vezes cada no cromatdgrafo.

Os valores obtidos das areas dos picos, correspondentes a cada concentracdo do
padréo, foram analisados estatisticamente (ver item 4.2.8). Ao final dos experimentos
construiu-se uma curva Unica, a partir dos resultados das trés réplicas, relacionando
a area sob o pico da AmB e a concentracdo de cada amostra. Obteve-se entdo, o
coeficiente de determinacgéo (R?), o coeficiente de correlacéo (R), o coeficiente angular
(b) e o coeficiente linear (a). A regresséo linear foi calculada pelo método estatistico
denominado Método dos Minimos Quadrados Ordinarios (MMQO) e a linearidade foi
avaliada por meio destes parametros.

4.2.4.4 Precisao

A precisao intra-corrida do método, ou seja, sua repetibilidade, foi determinada por
meio da quantificagdo da AmB em trés niveis de concentracdo: 0,6 pg/mL (baixo), 1,4
pMg/mL (médio) e 2,6 ug/mL (alto). Para cada concentragdo foram preparadas trés
replicatas. A precisao inter-corridas, ou intermediaria, foi realizada pela repeticdo do

mesmo procedimento em outro dia.
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Em cada dia de andlise foi preparada uma solucdo padrdo estoque de AmB (20
pg/mL), conforme descrito no item 4.2.4.1 e, a partir dela, as solugbes amostras foram

preparadas conforme descrito no item 4.2.4.3.

Os valores médios do teor e os desvios padrdes relativos de cada nivel de
concentracdo foram calculados para o primeiro dia e para o primeiro e segundo dias

de analise.

4.2.4.5 Exatidao

A exatiddo do método foi avaliada pela determinacéo da porcentagem de recuperagao
do farmaco adicionado a uma mistura dos componentes da formulacdo. Para
utilizacao deste método, denominado fortificacdo do placebo, quantidades conhecidas
de AmB foram adicionadas a solucfes contendo a NE branco. Foram realizadas nove
determinac¢des contemplando os niveis de concentragéo 0,6 pg/mL (baixo), 1,4 yg mL
(médio) e 2,6 pg/mL (alto), sendo realizada em triplicata para cada nivel de

concentracao.

Para a obtencdo das amostras, preparou-se, inicialmente, solucdo estoque da NE
branco, simulando o preparo da solugéo estoque da amostra de NE-AmB 20 pg/mL,
descrita no item 4.2.4.1. Foi transferido 1,0 mL da NE branco para baldo volumétrico
de 100 mL, adicionaram-se 10 mL de DMSO e o volume foi completado com THF e

homogeneizado. Essa solucéo foi reservada.

Em seguida, preparou-se a solucéo padrao estoque de AmB de 20 pg/mL, descrita no
item 4.2.4.1, e os volumes de 6,0 mL, 14 mL e 26 mL foram transferidos,
respectivamente, para trés baldes volumétricos de 50 mL, com o auxilio de bureta. O
volume destes baldes foi completado com a solugéo estoque da NE branco, descrita
no paragrafo anterior. Transferiram-se, entédo, 2,5 mL de cada uma das trés solugdes
amostras preparadas para trés bal6es de 10 mL, completando-se seu volume com
fase movel e obtendo-se, respectivamente, solu¢des de concentracéo 0,6 pg/mL, 1,4

pg/mL e 2,6 pg/mL.
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As porcentagens de recuperacédo foram calculadas pela relacéo entre a concentracéo
média de AmB determinada experimentalmente e a concentracdo teorica
correspondente (BRASIL, 2003).

Recuperacédo (%) = Concentracdo meédia experimental x 100

Concentracgao teorica

4.2.4.6 Robustez

A robustez foi avaliada a partir da variagdo intencional de algumas condicdes
cromatograficas, com o objetivo de avaliar a capacidade do método de resistir a elas.
Os parametros analisados foram: proporcao de solvente organico (SO) na fase movel,
vazao de fase modvel, temperatura da coluna e marca da coluna, como apresentado
na Tabela 3.

Tabela 3 - Parametros modificados para a avaliacdo da robustez do método de doseamento

de AmB por CLAE.

Parametros Condi¢oes
Nominal 1 2 3 4 5 6
% SO : EDTA 70:30 70:30 70:30 70:30 68:32 72:28 70:30
Vaz&o (mL/min) 1,0 1,1 0,9 1,0 1,0 1,0 1,0
Temperatura (°C) 25 25 25 30 25 25 25
Coluna Supelco® Supelco® Supelco® Supelco® Supelco® Supelco® Agilent®

SO = solvente orgéanico, EDTA = acido etilenodiamino tetra-acético

As amostras foram preparadas a partir da solucdo estoque da amostra de NE-AmB
(20 png/mL), descrita no item 4.2.4.1. Foram transferidos 3,5 mL desta solucdo para
baldes de 50 mL, o volume foi completado com fase moével e a solucdo foi
homogeneizada, obtendo-se concentracdo de 1,4 pg/mL. Em cada condicao
modificada foram injetadas trés amostras de NE-AmB.
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4.2.4.7 Limite de deteccao e limite de quantificacao

Os Limites de deteccéo e de quantificacao foram realizados utilizando-se as equacdes
abaixo (BRASIL,2003):

LD= (DPax 3) LQ= (DPa x 10)
IC IC

em que:
LD = limite de deteccao

LQ = limite de quantificacéo

DPa= desvio padrdo do intercepto com o eixo do Y de, no minimo, 3 curvas de
calibracao

IC = ainclinacdo da curva de calibracéo.

4.2.5 Avaliacdo da influéncia do colesterol na NE

A influéncia da concentracdo do colesterol (0%, 0,25% e 0,5%) nas propriedades
fisico-quimicas da NE foi avaliada. As NE foram testadas quanto ao estado de
agregacgéao e mantidas em estabilidade para avaliacdo do diametro, IP, potencial zeta,
teor total e TE, logo apés o preparo e durante o periodo de armazenamento. O

acondicionamento foi feito em frascos de penicilina sob refrigeracéo a 4 °C.

Por se tratar de um experimento preliminar, optou-se por métodos de preparo e de
doseamento mais simples, conforme descrito nos itens 4.2.1 e 4.2.2.2,
respectivamente. As NE foram preparadas por método de homogeneizacao a quente
gue permitisse a producao lotes menores, utilizando-se aparelho de homogeneizagéo
do tipo ultrassom com sonda de alta poténcia; e o doseamento foi realizado por
espectrofotometria no U.V-visivel, o que permite a utilizacdo de menores volumes de

solventes organicos.
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4.2.6 Estudo de estabilidade das nanoemulsdes

A avaliacdo da estabilidade de armazenamento da NE contendo AmB foi realizada em
diferentes tempos ap0ds o preparo das formulacdes. Para comparagdo com a NE, um
sistema micelar contendo Tween™ 80 a 2% em agua ultrapura foi preparado, sendo

a AmB incorporada de forma similar ao descrito previamente para a NE.

O acondicionamento dos sistemas foi feito em frascos de penicilina sob refrigeracao
a 4 °C, e os parametros avaliados para a NE foram diametro, IP, potencial zeta, teor,
TE, estado de agregacdo e potencial hemolitico in vitro; para o sistema micelar

avaliou-se somente a TE.

A fim de se estudar a toxicidade in vitro da NE-AmB durante o periodo de estabilidade,
foi conduzido um ensaio de atividade hemolitica utilizando-se sangue de coelho,
conforme descrito por SANTOS (2017). A NE foi testada em dois tempos: inicial
(tempo zero) e apds armazenamento durante 180 dias; o Anforicin® foi usado como
controle. As amostras foram diluidas com tampéo fosfato salina (PBS) pH 7,4. Para a
separacao das heméacias, o sangue total foi submetido a centrifugacdo a 3000 G por
5 minutos a 4 °C; findo o tempo, o sobrenadante foi descartado. Visando eliminar
outros componentes do sangue, adicionou-se PBS pH 7,4 as células sanguineas
vermelhas e, apds leve homogeneizacdo, a mistura foi novamente submetida a
centrifugacdo, nas mesmas condicbes, e o sobrenadante, descartado; esse

procedimento foi repetido trés vezes, obtendo-se as hemacias isoladas.

A suspenséo estoque de células vermelhas foi preparada misturando-se as heméacias
isoladas com PBS pH 7,4 na proporcdo 2:11. Em seguida, 1 mL da suspenséao estoque
foi misturado a 1 mL das formulagfes de interesse (NE-AmB tempo zero e apos 180
dias e Anforicin®, nas concentracdes 10, 20 and 40 ug/mL de AmB). A 4gua ultrapura
foi usada como controle positivo e PBS pH 7,4 como controle negativo, diluidos na

mesma proporgdo com suspensao das ceélulas vermelhas.

As amostras foram incubadas a 37 °C em banho-maria com agitacao, por 3 horas e,

entdo, centrifugadas a 3000 G por 5 minutos, em temperatura ambiente. O
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sobrenadante foi separado e mantido em repouso por 30 minutos para oxidacao da

hemoglobina.

A absorbancia da hemoglobina oxigenada (Oxy-Hb) foi medida por espectrofotometria
no U.V-visivel em 540 nm, e a porcentagem de hemdlise foi calculada usando a
equacéao abaixo (MOHAMED-AHMED, 2013; PHAM et al., 2014).

% Hemolise = AbSamostra - AbStampéo x 100

AbSégua - AbStampéo

4.2.7 Avaliacdo da eficacia in vivo da NE-AmB

4.2.7.1 Infeccdo dos camundongos

Parasitos L. (L.) major foram isolados a partir da pata de hamster da linhagem
Dourado, previamente infectado, e cultivados in vitro para propagacéo da sua forma
promastigota. O cultivo foi realizado em meio Schneider completo pH 7,4, enriquecido
com 20% de soro fetal bovino (SFB) inativado (56 °C por 40 minutos) e solucdo de
antibioticos 40 pL/mL (penicilina 1000U e 10 mg estreptomicina/mL). Para o preparo
do meio de cultura seguiram-se as instrucdes do fabricante, ajustando-se o pH para
7,4 no final do procedimento; em seguida, o meio foi esterilizado por filtracdo em
membrana de polietersulfona 0,22 um; o SFB e a solucdo de antibiéticos foram
adicionados ao meio somente no momento de uso. Os parasitos foram cultivados
(estufa BOD-Fanem, Brasil — 23° C) até a fase estacionaria de crescimento, sendo a

curva de crescimento monitora por contagem executada em camara de Neubauer.
Trinta e cinco camundongos fémeas BALB/c, com 7-8 semanas, foram tricotomizados
e inoculados via subcutanea, na base da cauda, com 1 x 107 promastigotas de L. (L.)

major, contidas em 0,03 mL.

4.2.7.2 Preparo das formulacdes

A NE-AmB foi preparada conforme descrito no item 4.2.1 e diluida em solugéo estéril

de glicose (5%), no momento do uso, para as concentragcdes determinadas. Em
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seguida, foram filtradas em membrana de fluoreto de polivinilideno 0,45 um, em capela

de fluxo laminar.

O Anforicin® foi ressuspendido conforme instrugées da bula e diluido, no momento do
uso, para a concentracao determinada em solucao estéril de glicose (5%), em capela

de fluxo laminar.

4.2.7.3 Tratamentos

Apoés o desenvolvimento da lesdo (diametro médio de aproximadamente 6 mm), os
animais foram divididos em cinco grupos de sete camundongos cada: Grupo 1
(controle; glicose 5%), Grupo 2 (Anforicin® — 1 mg/kg/dia de AmB), Grupo 3 (NE-AmB
— 1 mg/kg/dia de AmB), Grupo 4 (NE-AmB — 4 mg/kg/dia de AmB) e Grupo 5 (NE-AmB
— 8 mg/kg/dia de AmB). Todos os grupos foram tratados por via endovenosa por cinco
dias alternados, com volume de inje¢éo igual a 0,1 mL, conforme descrito por Santos
et al., 2017.

O didametro de lesao e o peso dos animais foram acompanhados durante o tratamento
(tempo inicial, 5 e 10 dias). Para medida da les&o utilizou-se um paquimetro (Mitutoyo,
Brasil), e o didametro médio foi calculado pela média entre a maior distancia entre duas
bordas da leséo (A) e o comprimento da linha que corta esta distancia com um angulo
de 90° (B), conforme Figura 10 (GOLENSER et al., 1999).

Figura 10 - Diametro médio das lesdes desenvolvidas em animais infectados com L. (L.)
major. (A): maior entre duas bordas. (B): linha que corta (A) com angulo de 90°.

Diametro _ | A+B
médio 2
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4.2.7.4 Avaliacdo da eficacia dos tratamentos pelo método de diluicdo limitante

Para avaliacdo da eficacia das diferentes doses de NE-AmB, a carga parasitaria no
baco e no sitio de infeccéo (lesdo) foi investigada pelo método de diluicao limitante.
Os animais foram eutanasiados no terceiro dia apos o fim do tratamento, em camara

de COg, e foram removidos o bago e a leséo.

Cada lesédo e baco foram pesados e triturados (Ultra-turrax, IKA) em meio Schineider
contendo 20% de soro fetal bovino e 10 uL/mL da solucéo de antibiéticos. Em seguida,
os tecidos foram centrifugados (Heraeus™ Multifuge™ X1, Thermo Scientific™) por 2
minutos a 50 G (leséo) e a 500 rpm (baco). O sobrenadante foi coletado e submetido
a nova centrifugacdo a 1700 G por 15 minutos (leséo) e a 4200 rpm por 2 minutos
(baco). Os pellets formados foram ressuspendidos em 1 mL de meio Schineider
contendo 20% de soro fetal bovino e 10 pL/mL da solu¢do de antibiéticos. Em
triplicata, foram realizadas diluicdes sucessivas (com meio Schineider contendo 20%
de soro fetal bovino e 10 uL/ mL da solucéo de antibioticos) em placa de cultivo de 96
orificios estéreis, em capela de fluxo laminar. As placas foram incubadas a 23 °C por
7 dias (BOD-Fanem, Brasil) e a carga parasitaria foi determinada a partir da mais alta

diluicdo na qual foi observada presenca de parasitos viaveis.

4.2.8 Anéalise Estatistica

4.2.8.1 Validacdo do método analitico

A andlise estatistica do experimento de linearidade foi realizada por meio do programa
Excel. Inicialmente, os valores dispersos (outliers) para as trés replicatas foram
identificados pelo teste de residuo padronizado de Jacknife (a = 0,05), e foram
excluidos até que novos valores dispersos ndo fossem detectados. O critério de
aceitacao utilizado foi que no maximo 22% dos dados originais da curva de calibracao
poderiam ser excluidos, além disso, se o ponto fosse a terceira e Ultima replicata do
nivel de concentracdo, ndo poderia ser excluido (SOUZA, 2007). Para estimar os
parametros do modelo de regressao linear foi utilizado o método estatistico MMQO,
sugerido por Souza e Junqueira (2005). Os seguintes testes estatisticos foram

utilizados para verificagdo dos dados de regressao linear em relagdo as premissas do
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MMQO: teste de Ryan-Joiner para analise da normalidade, teste de Levene
modificado por Brown e Forsythe para avaliacdo da homocedasticidade (variancia
constante dos erros) e teste de Durbin-Watson para verificagéo da independéncia dos
residuos. Em seguida, os valores que passaram na andlise de outliers foram
submetidos a regresséo linear, gerando uma curva unica a partir das trés replicatas.
Verificou-se, entdo, a adequacao dos dados ao modelo linear, ou seja, verificou-se se
a regresséao foi significativa e se o desvio da linearidade n&o foi significativo utilizando
a analise de variancia (ANOVA) (SOUZA, 2007; SOUZA; JUNQUEIRA, 2005).

Para a analise estatistica da robustez foi utilizado o programa Prism. Apds analise da
normalidade, pelo teste Kolmogorov—Smirnov, e homocedasticidade pelo teste de
Bartlett, os dados foram submetidos & ANOVA. Valores de P menores que 0,05 foram

considerados significativos.

4.2.8.2 Ensaio de atividade hemolitica in vitro

As analises estatisticas foram realizadas por meio do programa Prism. Foram feitas
analises da normalidade (teste Kolmogorov—Smirnov) e de homocedasticidade (teste
de Brown-Forsysthe) nos dados transformados em log. Em seguida esses dados
foram avaliados por ANOVA, e, em caso de diferenca estatistica, utilizou-se o pos
teste de Tukey. Valores de P menores que 0,05 foram considerados significativos.

4.2.8.3Ensaio de eficacia in vivo de NE-AmB por via endovenosa

As andlises estatisticas foram realizadas por meio do programa Prism. Os dados
obtidos para a carga parasitaria, na lesdo e no baco, e para tamanho de lesdo
(porcentagem em relagéao ao valor inicial) foram transformados em log e submetidos
aos testes de normalidade Kolmogovov-Smirnov (KS) e homocedasticidade de
Bartlett. Em seguida, foram avaliados por ANOVA, e, em caso de diferenca estatistica,
os resultados foram submetidos ao teste de Tukey. As diferengas foram consideradas

significativas para valores de P menores que 0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Otimizac&o do método analitico

Na Tabela 4 estdo expressos os resultados obtidos para as fases moveis com

diferentes proporcdes SO:EDTA.

Conforme pode ser observado, o aumento da proporcao da fase organica resultou no
aumento de pureza do pico; a utilizacdo da proporcdo 70:30 resultou em 95% da
pureza, sendo um indicativo da auséncia de co-eluicdo. Portanto, o0 aumento da
proporcdo de solventes organicos levou a uma separagdo melhor entre AmB e os

interferentes.

Com o aumento da proporcao de solventes organicos também ocorreu uma reducéo
do tempo de retencdo da AmB, como era esperado. Em fase reversa, como é o caso
da fase estacionéaria C18, os solventes organicos possuem forga de eluicdo maior do
gue a fase aquosa. Quando se empregou a proporcao 70:30 o tempo de retencéo da
AmB foi de 5,7 minutos, sendo, portanto, a fase mével escolhida para a validacdo do

método analitico.

Tabela 4 - Resultados obtidos com as diferentes proporgdes SO:EDTA da fase movel

SO: EDTA Pureza Tempo de retencdo
55:45 ~ 65% ~ 25 min
65:35 ~73% ~ 9,5 min
70:30 ~95% ~ 5,7 min

SO = solvente orgéanico, EDTA = acido etilenodiamino tetra-acético

As condi¢des cromatograficas utilizadas para a validacéo estdo descritas Tabela 5.
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Tabela 5 - Condicées cromatogréaficas do método analitico para o doseamento de AmB por

CLAE.
Parametros Condicdes
Fase mével Metanol/Acetonitrila/Tetraidrofurano (41/18/10) : Edetato dissédico 2,5 mM/L
(SO:EDTA) (70:30)
Vazéao 1,0 mL/ min
Volume de injegdo |20 pL
Deteccéao 405 nm
Temperatura 25°C
Coluna Cis (250x 4,6 mm; 5 um)
CromatografoAgilent série 1260 (Santa Clara, EUA), equipado com
Equipamento desgaseificador, bomba quaternaria (G1311B), forno (G1316A), injetor
quip automatico (G1329B) e detector de arranjo de diodos (DAD) (G4212B),
softwareEzChrom.

SO = solvente orgénico, EDTA = acido etilenodiamino tetra-acético

5.2 Validacdo do método analitico

5.2.1 Seletividade

Na Figura 11 estdo apresentados os cromatogramas do padrdo de AmB, da NE
Branco, das substancias utilizadas no preparo de amostra (metanol e DMSO) e da
fase movel. A analise de sobreposicdo dos perfis cromatograficos demonstrou néo
haver picos interferentes proximos ao tempo de retencdo da AmB, que foi de
aproximadamente 5,7 minutos, indicando que o método apresenta seletividade para a
determinacdo do farmaco incorporado na NE. Essa conclusdo é corroborada pela
sobreposicao dos cromatogramas do padrdo de AmB e da NE-AmB observada na
Figura 12. Pode-se, ainda, observar a separacao de substancia eluida entre 3,5 e 4,0
minutos, que, provavelmente, se trata da impureza Anfotericina X1 descrita por Chang

e colaboradores (2011).
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Figura 11 - Sobreposicao de perfis cromatograficos para andlise da seletividade do método.
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Ademais, os espectros de absorcado dos cromatogramas do padrao (Figura 13) e da

NE-AmB (Figura 14), no tempo de retencdo do farmaco, possuem aspecto similar,

sendo mais um indicativo da seletividade. Observaram-se, nos dois cromatogramas,

trés picos de absorcdo no espectro bem definidos, sendo os Amax aproximadamente
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363, 383 e 407 nm, compativel com o espectro da AmB relatado na literatura
(TORRADO et al., 2008; CHANG et al., 2011).

Figura 13 - Espectro de absorgdo no UV do cromatograma relativo ao padrdo da AmB em

dois angulos: (A) frontal; (B) inclinado
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Figura 14 - Espectro de absorg&o no UV do cromatograma relativo a NE-AmB em dois

angulos: (A) frontal; (B) inclinado
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No estudo de degradacéao alcalina, foram retiradas amostras nos tempos 2, 5, 30, 60,
120 e 180 minutos. Estdo demonstrados na Figura 15 os cromatogramas dos tempos
30 e 180 minutos, sobrepostos ao da AmB n&o exposta.
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As porcentagens de AmB e dos produtos de degradacéo formados foram calculadas

a partir da area do padrdo AmB que néo foi submetido a degradacao alcalina e estao
relacionadas na Tabela 6.

Figura 15 - Cromatogramas do padrdo de AmB submetido a degradag&o alcalina (NaOH 0,2

mol/L) por 30 e 180 minutos sobrepostos ao da AmB nao exposta.
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Pela comparacao dos cromatogramas da AmB né&o exposta e exposta por 30 minutos,
pode-se observar a reducéo do pico da AmB, e 0 aumento dos picos em 2,3 minutos
e proximo a 4 minutos, ja existentes no cromatograma do padrdo ndo submetido a
degradacdo. Essa andlise permite inferir o surgimento de dois produtos de

degradacdo alcalina (PD1 e PD2) ap6s 30 minutos de exposicdo alcalina, e a
capacidade do método em separa-los do pico da AmB.

Ja a observagdo do cromatograma relativo a 180 minutos de exposicdo em relagéo
aos outros dois, mostra a reducao tanto do pico da AmB quanto do produto de
degradacéo 2 (PD2), enquanto ha aumento do pico relativo ao produto de degradacao
1 (PD1). Essa andlise sugere que, mantendo-se a exposicao ao ambiente alcalino, o
PD2 anteriormente formado passa a ser degradado, enquanto h& degradacédo

progressiva da AmB. O mesmo pode ser inferido a partir dos dados da Tabela 6.
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Considerando os cromatogramas e interpretacdo dos dados, pode-se dizer que 0s
principais produtos de degradacdo formados se apresentam separados do pico da

AmB e, assim, ndo interferem na sua determinacao.

Tabela 6 — Porcentagem de AmB e seus produtos de degradacdo pelo tempo de exposicéo ao

meio alcalino (NaOH 0,2 mol/L).

Tempo de exposicao da
AmB a solugao de NaOH AmB (%) PD1 (%) PD2 (%)
0,2 mol/L

Padrao (ndo exposto) 100 0,85 4,76

2 min 81,10 2,98 17,20

5 min 78,83 5,28 16,00

30 min 67,94 27,59 12,68

1h 55,85 47,35 9,07

2h 42,43 70,18 4,88

3h 32,37 78,31 3,08

5.2.2 Linearidade

A linearidade do método de quantificacdo de AmB por CLAE foi verificada por meio
da analise de trés curvas analiticas no intervalo de concentragéo de 0,6 a 2,6 pg/mL,

com seis niveis de concentracao, igualmente espacados.

Apoés a aplicacdo dos testes estatisticos, conclusdo de que os residuos atendem a
todas as premissas necessarias para utilizacdo dos métodos dos minimos quadrados
ordinarios (MMQO) e de que os dados sao adequados para o modelo linear, obteve-
se uma curva analitica média, a equacao da reta, o coeficiente de determinagéo (R2)

e o coeficiente de correlacdo (R), apresentados na Figura 16.

A linearidade do método de quantificacdo da AmB por CLAE foi confirmada no
intervalo de concentracéo de 0,6 a 2,6 pg/mL. Conforme pode ser visto na Figura 16,
o Rz foi proximo de 1 (0,9997), indicando boa qualidade de ajuste do modelo, e o R foi
maior que 0,99 (0,9998), estando em conformidade com a Resolu¢do RE n°® 899/2003
(BRASIL, 2003), que preconiza como critério minimo aceitavel, um coeficiente de
correlacéo (R) maior ou igual a 0,99.
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Figura 16 - Curva analitica média, gerada a partir de trés replicatas, para avaliagdo da

linearidade do método de doseamento de AmB por CLAE.
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5.2.3 Precisao

Os valores médios de area do pico referente a AmB, obtidos nos dois dias de analise,
seus desvios padréo (DP) e os desvios padréo relativos (DPR) encontrados para cada
nivel de concentracéo analisado (0,6; 1,4 e 2,6 ug/mL) estdo apresentados na Tabela
7.

Tabela 7 — valores de &rea e DPR estimados para precisdo intra-corrida e inter-corridas de

método de doseamento de AmB por CLAE (n=3).

Concentragao tedrica ASC Média + DP DPR (%)

(ng/ mL)

0,6 7480145 + 102311 1,4

12 Dia 1,4 17181782 +£ 120420 0,7

2,6 31990359 + 417690 1,3

0,6 7736836 + 337066 4,3

22 Dia 1,4 17406238 + 120256 0,7

2,6 33619754 + 932187 2,8

0,6 7608490 + 274449 3,6

Inter-corridas 1,4 17294010 + 167998 0,9
2,6 32805056 + 1101917 3,3

ASC = &rea sob a curva; DP = desvio padréo; DPR = desvio padréo relativo.
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Os valores de DPR obtidos séo inferiores a 5%, que € o valor maximo permitido pela
Resolucdo RE n° 899/2003 (BRASIL, 2003), indicando boa precisao intra-corrida
(repetibilidade) e inter-corrida (precisao intermediaria) do método de doseamento de
AmB por CLAE.

5.2.4 Exatidao

De acordo com Green (1996) os valores de recuperacdo do farmaco em percentual,
na avaliacdo da exatiddo, devem variar entre 98-102%. A Tabela 8 mostra que 0s
resultados encontrados estdo dentro desse intervalo, indicando que o método

apresenta exatidao satisfatoria para a quantificacdo da AmB presente na NE.

Tabela 8 — Porcentagem de recuperacio de AmB adicionada ao placebo para avaliagdo da

exatiddo do método de doseamento por CLAE (n=3).

Concentragao Média de

Concentragao . Recuperacao =
§ Amostras determinada perag Recuperagao  DPR

tedrica (ng/ mL) (ug/ mL) (%) (%) (%)
1 0,63 102,74
0,6 2 0,58 97,08 100,47 1,86
3 0,61 101,64
1 1,43 102,22
1,4 2 1,4 100,12 100,87 1,15
3 1,4 100,29
1 2,65 102,08
2,6 2 2,65 101,88 102,08 0,74
3 2,66 103,27
Média 101,15 -
DPR (%) - 1,25

DPR = desvio padrao relativo.

5.2.5 Robustez

A robustez foi avaliada para os seguintes parametros: proporcao de solvente organico
na fase movel, vazao de fase moével, temperatura da coluna e marca da coluna. O
teste estatistico aplicado aos dados de teor obtidos (Tabela 9) mostrou ndo haver
diferenca significativa entre os resultados dos parametros variados (p>0,05). Ou seja,

0 metodo é robusto em relacéo as variacdes propostas das condi¢des analiticas.
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Tabela 9 — Teores de AmB obtidos com as variacbes dos parametros para o teste de robustez

do método de doseamento por CLAE (n=3).

Condicao Teor AmB (%) :
1 2 3 Média + DP
Nominal 95,39 100,79 99,71 98,63 + 2,86
30 °C 97,28 102,18 101,33 100,26 + 2,62
Fluxo 0,9 mL/min 94,19 100,45 99,76 98,14 + 3,43
Fluxo 1,1 mL/min 94,15 100,36 100,1 98,21 + 3,51
FM=68:32 (SO:EDTA) 93,59 99,69 99,61 97,63 +3,49
FM=72:28 (SO:EDTA) 93,32 99,57 99,51 97,47 £ 3,59
Coluna 89,52 93,58 98,94 94,02 £4,72

DP = desvio padréo; FM = fase mével; SO = solvente organico; EDTA = acido etilenodiamino tetra-

acético

5.2.6 Limite de deteccao e limite de guantificacao

A determinacdo dos limites de quantificacdo e de deteccao foi realizada apenas de
forma tedrica, como uma estimativa a partir da curva analitica, segundo as equacoes
do item 4.2.4.7. Os valores de LD e LQ encontrados foram de 0,0215 pg/mL e 0,0717
pg/mL, respectivamente. Conforme pode ser observado, as concentragdes utilizadas

na construcdo da curva analitica estdo muito acima dos limites teéricos encontrados.

5.3 Avaliacéo dainfluéncia do colesterol na formulagéo

A fim de se investigar a influéncia do colesterol sobre as propriedades fisico-quimicas
da NE, trés NE contendo as concentracdes de 0% (NE-AmB 0% Chol), 0,25% (NE-
AmB 0,25% Chol) e 0,5% (NE-AmB 0,5% Chol) de colesterol foram preparadas.

Para avaliar a influéncia da concentracdo do colesterol no estado de agregacdo da
AmB, foram obtidos os espectros no UV-Visivel (Figura 17) e de dicroismo circular

(DC) (Figura 18) no tempo inicial (Tzero).
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Figura 17 — Espectro UV-vis das NE-AmB nas diferentes concentragdes de colesterol: 0%,

0,25% e 0,5%.

0,3
0,2
El
& o1
i
5§ o A (nm)
el
< 230 470
-0,1
-0,2
-0,3

NE-AmB 0,5% Chol Tzero

——— NE-AmB 0% Chol Tzero NE 0,25% Chol Tzero

Figura 18 — Espectro de DC das NE-AmB nas diferentes concentracdes de colesterol: 0%,
0,25% e 0,5%.
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E descrito na literatura que a espectroscopia UV-Visivel é sensivel aos agregados da
AmB, logo, o0s picos presentes no espectro indicam a existéncia dos seus diferentes
estados de agregacdo (MENEZ et al., 2007; MORENO et al., 2001; SILVA et al., 2013).
Espectros exibindo maximos em torno de 364, 383,5 e 407,5 nm, e ombro em 347 nm,
sdo comumente atribuidos a espécie monomérica, enquanto a presenca de pico em

torno de 326 ou 340 nm € indicativa das espécies resultantes da autoassociacao da
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AmB (EGITO et al., 2002; MENEZ et al., 2007; MORENO et al., 2001; SILVA et al.,
2013).

Conforme pode ser visualizado na Figura 17, a NE-AmB 0,5% Chol possui somente
quatro picos, que sdo proximos aqueles relatados para as espécies monomeéricas
(351, 365, 388 e 415 nm). As alteracdes nesses maximos de absorcdo em relacao
aos da literatura sdo esperadas para a AmB em formulacao lipidica, uma vez que as
caracteristicas especificas do espectro dependem das mudancas conformacionais
resultantes da associacao do farmaco com outros compostos, como os lipides (SILVA
et al., 2013). Ao se diminuir pela metade a concentracdo do colesterol na formulacéo
(NE-AmB 0,25% Chol) é observado o surgimento do pico indicativo de agregacao em
327 nm, que inexiste para a NE-AmB 0,5% Chol. Para a NE-AmB 0% Chol o perfil do
espectro se torna ainda mais diferente, com o desaparecimento do pico em 351 nm,
deslocamento do pico de 415 para 410 nm, intensificacdo do pico em 322 nm e
reducdo do pico em 365 nm. Essas modificagcdes indicam aumento das formas
autoassociadas, em detrimento das monoméricas, a medida que se reduz a

concentracdo do colesterol.

Esses resultados sdo corroborados pelo experimento de DC. Espécies agregadas de
AmB sao caracterizadas pela presenca de intenso sinal dicrético entre 300 e 400 nm,
esse sinal é drasticamente reduzido quando a AmB interage com os lipides e
desaparece por completo quando ela esta na forma monomérica (BARWICZ et al.,
2002; HARGREAVES et al., 2006; JAMESON & DZYUBA, et al., 2013; JOLY et al.,
1992, 1994; SILVA et al., 2013). Consistente com a literatura, a Figura 18 mostra
intenso sinal em torno de 320 nm tanto para NE-AmB 0% Chol quanto para NE-AmB
0,25% Chol, indicando a presenca de agregados. Entretanto, o sinal € visivelmente
menor na presenca de colesterol, o que sugere a interagdo do farmaco com este co-
surfactante. Ja para a NE-AmB 0,5% Chol este sinal estd ausente, indicando que
concentracbes mais altas de colesterol levam a dissociacdo dos agregados, por
formacao de complexo AmB-colesterol, favorecendo a manutencdo da forma
monomeérica (DIEZI & KWON, 2011; SAKA & MITA, 1998).

A presenca do colesterol no ambiente em que se encontra a AmB parece favorecer a

sua permanéncia na forma monomérica (DIEZI & KWON, 2011). Isso provavelmente
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se deve a interacao do farmaco com este componente da formulacéo. A esse respeito,
cabe mencionar que a presenca de picos em 350 e 415 nm (presentes para a NE-
AmB 0,5% Chol e NE-AmB 0,25% Chol; Figura 17) tem sido associada a formacéo
de complexos da AmB com os lipides presentes nas formula¢fes. A banda de 415
nm, em particular, € identificada como caracteristica da interacdo entre AmB e esterois
(CHARBONNEAU et al.,, 2001; FOURNIER et al., 1998). Portanto, a reducdo e
desaparecimento do pico tipico da forma agregada préximo a 320 nm, e o
deslocamento do pico de 410 nm (na auséncia de colesterol) para 415 nm, indicam a
insercdo da AmB no sistema carreador, quando o colesterol esta presente (MENEZ et
al., 2007; MORENO et al., 2001). Essa insercdo parece aumentar a medida que se
aumenta a concentracdo do colesterol, provavelmente como consequéncia da

interacdo do farmaco com o esterol.

Dessa forma, considerando que a toxicidade observada na terapia € normalmente
relacionada a presenca do farmaco livre organizado na forma de agregados, a NE-
AmB 0,5% Chol se mostrou a formulacdo mais promissora, a partir das anélises de
espectroscopia UV-Visivel e de DC (EGITO et al., 2002; JAIN & KUMAR, 2010).

Adicionalmente, estudos de estabilidade foram conduzidos. Os resultados para

didametro médio, IP, potencial zeta, teor e TE sdo mostrados na Tabela 10.

A NE sem colesterol foi altamente instavel, com separacao de fases no dia seguinte
ao de preparo (Figura 19), portanto, ndo foi avaliada a TE e os demais parametros s6
foram registrados no tempo inicial. O tamanho da AmB 0% Chol se mostrou maior que
o das demais formulagbes. Houve reducao pronunciada do teor total, uma vez que a

AmB se precipitou no fundo do recipiente.
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Tabela 10 - Estabilidade a 4° C das NE-AmB nas diferentes concentracdes de colesterol: 0%,
0,25% e 0,5% (n=3).

NE-AmB 0% Chol

Parametros . . .
1dia 60 dias 120 dias
Diametro (nm) 213,8+5,0 - -
IP 0,19 +0,02 - -
Potencial zeta
_ + - -
(mV) 27,5412
Teor (%) 68,9+0,6 - -
TE (%) - - -
. NE-AmB 0,25% Chol
Parametros . . )
1dia 60 dias 120 dias
Diametro (nm) 198,7 £ 4,2 205,6+1,9 215,4+3,5
IP 0,20+0,01 0,21 +0,01 0,23 +0,03
Potencial zeta -28,7+1,0 -26,3+0,4 -26,2+0,7
(mV)
Teor (%) 85,3+1,6 74,0+ 4,4 64,2 +0,5
TE (%) 92,4+2,5 80,3+4,9 72,5+4,6
. NE-AmB 0,5% Chol
Parametros . . )
1dia 60 dias 120 dias
Diametro (nm) 189,2 £ 4,5 191,8+1,2 192,5+1,2
IP 0,15+ 0,02 0,16 £ 0,01 0,135+ 0,02
Potencial zeta
- + - +
(mV) 30,9+2,0 28,5+0,7 272104
Teor (%) 89,4+2,9 77,1£2,5 78,4+0,7
TE (%) 93,8+0,4 87,6+5,9 79,8+0,1

IP = indice de polidispersdo; TE = Teor de encapsulacéo. Os dados estio representados como

média + desvio padréo.

Figura 19 — NE-AmB 0% Chol ap6s um dia de preparo.
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Os dados sdo semelhantes para as NE-AmB 0,25% Chol e NE-AmB 0,5% Chol,
observando-se ligeira diminuicdo do IP e tamanho de particula com o aumento da
concentracéo do colesterol. Nao houve diferengas no potencial zeta. Entretanto, pode
ser observada uma tendéncia de aumento de tamanho para a NE com menor
concentracdo de colesterol, assim como maior reducao do teor total, ao passar dos
120 dias. Ademais, cabe mencionar que, para a NE com 0,25% Chol, foi observado
inicio de precipitagdo da AmB ap0s 60 dias, sendo progressivo até os 120 dias
avaliados. Nao houve precipitagcdo para a NE-AmB 0,5% Chol (Figura 20). A TE,
todavia, manteve-se semelhante para as duas formulacdes. Isso pode ser explicado
pela agitacdo manual anterior a amostragem que, provavelmente, favoreceu a
ressuspensao de parte do farmaco e sua reassociacao ao sistema, conforme indicado
por outros autores para as emulsdes lipidicas parenterais (SHADKHAN et al., 1997,
WALKER et al.,1998).

Figura 20 — NE-AmB 0,5% Chol (& esquerda) e NE-AmB 0,25% Chol (a direita) apos 120 dias

de estabilidade.

.

Para investigar essa hipotese, o estudo foi repetido, adotando-se agitacdo mais

branda antes da amostragem (Tabela 11).

A reducao da TE na NE-AmB 0,5% Chol se mostrou semelhante a do estudo anterior.
Para a NE-AmB 0,25% Chol, entretanto, a agcao do tempo na variacdo da TE se
mostrou mais expressiva, com maior reducdo desse parametro ja em 90 dias de
estabilidade, em comparacdo com o estudo anterior (120 dias). A queda da

encapsulacao ratifica a conjectura anteriormente levantada a respeito da influéncia da
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homogeneizacdo prévia a amostragem e revela maior instabilidade da formulagéo

contendo concentracdo mais baixa de colesterol.

Tabela 11 - Estabilidade & 4° C das NE-AmB nas diferentes concentragdes de colesterol

(0,25% e 0,5%) adotando-se agitacao mais branda anterior a amostragem (n=3).

NE-AmB 0,25% Chol

Parametros
1 dia 60 dias 90 dias
Teor (%) 82,3+1,1 77,8+0,9 76,8+0,5
TE (%) 99,3+ 3,8 69,0+1,2 59,0+1,6
A NE-AmB 0,5% Chol
Parametros ) ) )
1 dia 60 dias 90 dias
Teor (%) 86,1+1,4 84,1+3,3 82,9+0,7
TE (%) 87,3+3,1 80,8+3,0 77,8+1,6

IP = indice de polidispersio; TE = Teor de encapsulacéo. Os dados est&o representados

como média + desvio padrao.

Os dados da estabilidade s&o coerentes com aqueles encontrados para
espectroscopia UV-Visivel e de dicroismo circular. Todos 0s experimentos mostram
gue com auséncia do colesterol a NE exibe comportamento instavel e o farmaco néo
se associa ao nanocarreador, resultando em grande quantidade de espécies
agregadas. A adicdo do co-surfactante na concentracdo de 0,25% ja proporciona
melhora das caracteristicas da formulacéo, evitando a separacao de fases e reduzindo
a autoassociagdo da AmB. Todavia, essa NE apresenta, mesmo logo apds ao preparo,
guantidade significativa de espécies relacionadas a toxicidade, que tendem a
aumentar, uma vez que o sistema exibiu instabilidade ao longo do periodo avaliado.
Somente a concentracdo de 0,5% de colesterol pareceu proporcionar ambiente
favoravel a devida insercdo da AmB na particula da NE, sem evidéncias de agregacéo
do farmaco e com tendéncia de se manter estavel. O modo provavel pelo qual o
colesterol atua na melhora das caracteristicas da formulacdo é relacionado ao
mecanismo de acdo da AmB, que interage com 0s ergosterois de membrana formando
poros nas células. Na formulagédo, a AmB se liga ao colesterol presente na interface,
gue, por sua vez, serve como ancoragem ao farmaco, aumentando a estabilidade
(TORRADO et al., 2008; VAKIL & KWON, 2007).

Considerando que a NE-AmB 0,5% Chol apresentou as melhores caracteristicas, essa

formulacéo foi selecionada para dar prosseguimento aos estudos.
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5.4 Estudo de estabilidade das nanoemulsodes

Para esse estudo, a NE-AmB foi preparada utilizando-se homogeneizador de alta

pressédo e mantida sob refrigeracdo a 4 °C, conforme mencionado previamente.
Os resultados para diametro médio, IP, potencial zeta, teor total e TE nos periodos de
1, 60, e 180 dias estdo mostrados na Tabela 12. Os valores médios foram comparados

com agueles obtidos logo ap6és o preparo das formulacdes (Tempo 1 dia).

Tabela 12 - Estabilidade & 4° C da NE-AmB preparada utilizando-se o HAP (n = 3).

NE-AMB
Parametros ) ) )

1dia 60 dias 180 dias

Diametro (nm) 137 +£0,8 144 £ 0,5 148+ 2,5
IP 0,16 £ 0,02 0,17 +£0,01 0,17 £ 0,02
Potencial zeta 16,8+0,1 175+15 13,9+32

(mV)

Teor (%) 100,6 £ 2,4 97,2+2,6 916+1,5
TE (%) 101,9 + 0,9 97,7+2,8 930+1,7

IP = indice de polidispersio; TE = Teor de encapsulacio. Os dados est&o representados

como média + desvio padrao.

A NE-AmB demonstrou estabilidade adequada em termos de diametro médio,
potencial zeta, teor total e TE durante o armazenamento por 180 dias, a 4°C. Esses

dados estdo em conformidade com os previamente descritos (CALDEIRA et al., 2015).

O teor total e a TE, inicialmente proximos a 100%, mostraram reducéo de 8,9% e
8,7%, respectivamente, no tempo de 180 dias; entretanto, ndo foram observados
aumentos dos picos de degradacdo. Esses parametros permaneceram elevados ao
longo do estudo, com valores acima de 90%, estando em consonancia com dados
previamente descritos (CALDEIRA et al., 2015). A titulo de comparacéo, a AmB foi
incorporada em sistema micelar composto por Tween™ 80 a 2%. A TE ja no dia
seguinte ao de preparo se mostrou bastante reduzida (69,6%), com clara separacéo
de fases. Esse dado esta de acordo com a literatura, que indica a incorporacdo
deficiente do farmaco em sistemas micelares, assim como sua rapida liberacdo (JUNG
et al., 2009).



76

O tamanho de particula e IP sdo parametros de fundamental importancia na
caracterizacéo da NE, tendo relacdo ndo s6 com a estabilidade, mas com a seguranca
desses sistemas em administracdes parenterais (BENITA & LEVY, 1993). A NE em
estabilidade demonstrou IP baixo (0,17) e dentro dos valores aceitaveis para a via
endovenosa. Valores abaixo de 0,2 sédo indicativos de sistemas com pequena
polidispersao e refletem, de forma geral, a estabilidade da formulacdo (BERNARDI et
al., 2011; MULLER et al., 2004). Em relagdo ao diametro de particula, observou-se
pequeno aumento ao final dos 180 dias (de 137 para 148 nm). No entanto, esse
tamanho pode ser considerado adequado para emulsbes injetaveis
(HIPPALGAONKAR et al., 2010).

Em relac@o ao potencial zeta, é descrito na literatura que valores de modulo acima de
30 sao desejaveis para garantir repulsédo eletrostatica entre as particulas, resultando
em estabilizacdo da emulsdo (BENITA & LEVY, 1993). Todavia, a estabilizacédo
também pode ser alcancada por meio de impedimento estérico (GANTA et al., 2014;
TADROS et al.,, 2004). Na NE em questdo, o surfactante utilizado, Tween™ 80,
proporciona o impedimento estérico por apresentar cadeia polimérica de 6xido de
etileno em sua composicdo. Portanto, embora os valores de potencial zeta tenham
sido abaixo de 30, dados de IP e diametro comprovam estabilidade da NE, o que pode

ser explicado pela estabilidade estérica conferida pelo Tween™ 80.

O estado de agregacao da NE durante o periodo de armazenagem a 4 °C foi avaliado
por espectroscopia UV-Visivel (Figura 21) e DC (Figura 22). A NE-AmB se mostrou

estavel apés 260 dias, sem o surgimento de picos indicativos de espécies agregadas.
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Figura 21 - Espectro UV-visivel da NE-AmB nos tempos zero (T0) e 260 dias (T260), em
comparacdo com o Anforicin® e solugcédo aquosa da AmB.
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Figura 22 — Espectro de DC da NE-AmB nos tempos zero (T0) e 260 dias (T260), em
comparacdo com o Anforicin® e solugcédo aquosa da AmB.
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Os espectros de UV-Visivel do Anforicin® e da solucdo aquosa apresentam maximos
de absorcdo em 366, 388 e 410 nm, esses picos, conforme discutido no item 5.3,
representam a presenca de espécie monomeérica. No entanto, a ocorréncia do
fenbmeno de associacdo da AmB é evidente para as duas formulagbes devido a
presenca de pico em 329 nm (Anforicin®) e 335 nm (AmB em solucédo aquosa) (EGITO
et al., 2002; MENEZ et al., 2007; MORENO et al., 2001; SILVA et al., 2013).
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Para a NE-AmB, pode-se observar mudanca do perfil dos espectros, em relacdo ao
Anforicin® e solucdo aquosa. Os picos em 366 e 388 sdo mantidos, mas se tornam
mais intensos, indicando maior propor¢do da forma monomérica. Percebe-se, ainda,
0 surgimento de ombro em 352 nm e deslocamento do pico de 410 para 415 nm.
Conforme discutido no item 5.3, espectros exibindo maximos em torno de 364, 383,5
e 407,5 nm, e ombro em 347 nm, sdo comumente atribuidos a espécie monomerica,
a alteracao nesses maximos de absorc¢do (para 366, 388, 415 e ombro em 352 nm) &
atribuida & associacéo do farmaco com os componentes da formulacéo, sendo que a
presenca de picos em 350 e 415 nm é caracteristica da formacao de complexos da
AmB com os lipides da NE, especialmente com o colesterol. Outra mudanca
extremamente relevante no espectro € a inexisténcia de picos em 329 ou 335 nm,
sugerindo a auséncia de formas autoassociadas da AmB (CHARBONNEAU et al.,
2001; EGITO et al., 2002; FOURNIER et al., 1998; MENEZ et al., 2007; MORENO et
al., 2001).

Esses dados sao corroborados com os achados dos espectros de DC. O intenso sinal
dicrético em torno de 320 e 330 nm, caracteristicos de espécies agregadas, sdo
claramente observados para o Anforicin® e solugdo aquosa, respectivamente. Em
contraste, esses sinais sao virtualmente ausentes para a NE-AmB (Figure 22),
indicando que o farmaco se encontra na forma monomérica, provavelmente associado

aos lipides da formulacao.

Deve ser enfatizado que mesmo apdés 260 dias em estabilidade a NE ndo apresenta
indicios de agregacédo da AmB, enquanto esse fendmeno é evidente para o Anforicin®,
logo apds o preparo. A autoassociacdo da AmB é considerada como responsavel
pelos efeitos toxicos da formulacdo convencional. Dessa forma, considerando os
dados obtidos, espera-se observar menor toxicidade com a administragdo da NE-

AmB, mesmo durante o periodo de estabilidade.

Para testar essa hipotese, foi realizado ensaio de atividade hemolitica in vitro com a
NE em estabilidade a 4 °C, utilizando-se sangue de coelho. A hemdlise induzida pela

NE-AmB foi investigada no tempo zero e apos 180 dias (Figura 23).
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Figura 23 - Atividade hemolitica das formulagdes de AmB: NE-AmB nos tempos zero e 180
dias e Anforicin® (n=3).
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N&o foram observadas diferencas estatisticas significativas entre a NE-AmB no tempo
zero e ap6s 180 dias sob refrigeracdo, para todas as concentracBes avaliadas
(p>0,05), indicando, mais uma vez, que o sistema se manteve estavel durante esse
tempo. A hemdlise induzida pela NE-AmB foi significativamente menor do que aquela
induzida pela formulac&o convencional, em todas as concentra¢fes testadas (p<0,05).
A atividade hemolitica da formulacdo convencional é bem estabelecida, estando
relacionada ndo s6 a presenca do surfactante desoxicolato de sodio, que por si s0 ja
induz hemdlise, mas também a presenca de AmB na forma agregada (JAIN & KUMAR,
2010; SANTOS et al., 2017). A insercdo do farmaco no sistema lipidico, entretanto,
esta associada a reducdo da toxicidade as células vermelhas, uma vez que favorece
a manutencdo de espécies monomeéricas. Esses resultados confirmam achados
prévios, que indicam a capacidade da matriz lipidica de ancorar a AmB, especialmente
por interacdo com o colesterol, possivelmente contribuindo para a reducdo da
liberagdo de AmB e minimizagdo do seu contato direto com os eritrocitos. Essa
caracteristica parece se manter durante o periodo de estabilidade avaliado (DIEZI &
KWON, 2011; JUNG et al., 2009; SANTOS et al., 2017).
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5.5 Avaliacao da eficacia in vivo da NE-AmB

O estudo in vivo foi conduzido para avaliar a efichcia da NE-AmB em diferentes doses
(1; 4 e 8 mg/kg) no tratamento de animais experimentalmente infectados com L. (L.)
major, tendo como parametros a carga parasitaria (na lesdo e no bago) e o tamanho

da lesao.

O tratamento iniciou seis semanas apos a inoculacdo, sendo que os animais dos
grupos controle, Anforicin®, NE-AmB 1 mg/kg/dia (NE-1), 4 mg/kg/dia (NE-4) e 8
mg/kg/dia (NE-8) apresentavam les6es com o tamanho médio de 5,7 £1,4; 5,6 £ 1,2;
6,1+1,0;55+15e5,8+1,4mm, respectivamente. Ao fim do tratamento as lesbes
foram novamente medidas e determinado o percentual de aumento em relagcédo a
medida inicial. Os resultados mostraram uma tendéncia a estabilizacdo das lesdes
nos animais dos grupos NE-4 e NE-8, o que pode ser observado na Figura 24,
engquanto os animais dos outros grupos apresentaram um aumento da lesdo. N&o
foram observadas diferencas significativas entre o grupo controle (32,5%), Anforicin®
(15,2%) e NE-1 (9,0%) (p>0,05). Os grupos NE-4 e NE-8 (1,2% e 2%,
respectivamente) apresentaram diferenca estatistica em relagéo ao controle (p<0,05).
N&o houve cicatrizacdo completa das lesées em nenhum animal, uma vez que a
avaliacdo foi realizada apenas até o término do tratamento, e esse processo € lento.
Aguiar e colaboradores (2009) mostraram que animais infectados com L. (L.) major,
utilizando o mesmo protocolo de inoculacdo, apresentaram a cicatrizacdo completa
da lesdo apenas com 19 dias apds o inicio do tratamento com paromomicina topica
associada a miltefosina oral ou 33 dias quando tratados apenas com paromomicina

topica.

A estabilizacéo das lesGes também foi observada para o Ambisome® administrado por
via endovenosa, em seis dias alternados, em camundongos BALB/c infectados com
L. (L.) major em dose igual ou superior a 12,5 mg/kg. J& o Anforicin® 1 mg/kg néo foi
considerado eficaz, assim como o Ambisome® na dose de 6,25 mg/kg (YARDLEY &
CROFT, 1997). Esse dado é bastante interessante se compararmos aos resultados
obtidos em nosso estudo, em que doses inferiores (4 e 8 mg/kg), por um periodo de
tratamento menor (5 dias alternados), foram capazes de estabilizar a lesdo dos

animais.
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Figura 24 - Avaliagdo da eficacia (% de aumento da lesdo considerando-se o valor inicial) da

NE-AmB em camundongos BALB/c infectados com L. (L.) major.
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Apds o desenvolvimento das lesdes os animais foram tratados: solucdo estéril de glicose 5%
(Controle), Anforicin® 1 mg/kg/dia (Anf-1), NE-AmB 1 mg/kg/dia (NE-1), NE-AmB 4 mg/kg/dia (NE-
4), NE-AmB 8 mg/kg/dia (NE-8), por 5 dias alternados. As medi¢cBes foram feitas no inicio e final

do tratamento (*p < 0,05 quando comparado ao grupo controle) (n=7).

Quando avaliada a carga parasitaria no local de infeccdo (leséo), trés dias apos o fim
do tratamento, o grupo controle (6,1 x 10° apresentou uma média superior a
observada nos grupos Anforicin® (7,8 x 10%), NE-1 (9,3 x 10%), NE-4 (8,2 x 10%) e NE-
8 (3,4 x 10%). Entretanto, ndo foram observadas diferencas estatisticas entre os grupos

(p>0,05), como apresentado na Figura 25.

Uma possivel explicacdo para essa baixa eficacia, na reducéo da carga parasitaria na
leséo, seria a captacdo do sistema lipidico pelas células do SFM, proporcionando
direcionamento passivo ao baco (TORRADO et al., 2008). Essa captacao pode reduzir
a AmB disponivel na corrente sanguinea, prejudicando sua chegada a derme. Assim,
Yardley & Croft (1997) atribuem a reducéo/cicatrizacdo das lesdes a um efeito
supressivo, porém nao curativo. Os dados do presente estudo corroboram essa
hipotese, ja que, quando avaliada a carga parasitaria na lesdo, ndo ha uma reducéao
significativa em relacao ao grupo controle, entretanto, ha uma estabilizacédo das lesdes

nas doses mais altas (4 e 8 mg/kg).
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Figura 25 — Avaliacdo da eficacia (carga parasitaria na lesdo) da NE-AmB em camundongos

BALB/c infectados com L. (L.) major.

1.3x106-
9.4x10° 1
6.3x10°1

3.1x10°-

Carga parasitaria (leséo)

0-

Controle  Anf-1 NE-1 NE-4 NE-8

Apéds o desenvolvimento das lesdes os animais foram tratados: solucéo estéril de glicose 5%
(Controle), Anforicin® 1 mg/kg/dia (Anf-1), NE-AmB 1 mg/kg/dia (NE-1), NE-AmB 4 mg/kg/dia (NE-
4), NE-AmB 8 mg/kg/dia (NE-8), por 5 dias alternados. Trés dias ap6s o fim do tratamento, foi

determinado o parasitismo tecidual (leséo), pelo método de diluigdo limitante (n = 7) (p<0,05).

Para investigar a eficacia sistémica, a carga parasitaria no baco foi avaliada. Conforme
mostrado na Figura 26, a média de parasitos no grupo controle (8,6 x 10?) foi superior
a observada nos demais grupos: Anforicin® (1,9 x 10%), NE- 1 (1,9 x 10%), NE-4 (1,1 x
10%) e NE-8 (1,0 x 10°). Os grupos Anforicin® e NE-1, ndo levaram a reducdo
significativa da carga parasitaria em relacédo ao grupo controle (p>0,05), também né&o
houve diferenca entre esses grupos (p>0,05). Em contraste, os animais tratados com
a NE-4 e NE-8 apresentaram uma reducao significativa da carga parasitaria, quando
comparado ao grupo controle (p<0,05). Esse resultado é condizente com a literatura,
uma vez que as formulagdes lipidicas tém demonstrado eficicia principalmente em
doses mais altas, em comparacédo com a formulacéo convencional (VYAS & GUPTA,
2006). A analise estatistica dos dados mostrou, ainda, que a reducao proporcionada
pela NE-AmB a 8 mg/kg/dia foi significativa em comparacédo a todos 0s outros grupos,
sendo, também, a Unica a demonstrar diferenca significativa em relacédo ao Anforicin®
(p<0,001). Cabe mencionar que para a dose de 8 mg/kg/dia ndo foi observada a

presenca de parasitos durante a avaliacao das placas.
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Figura 26 — Avaliagdo da eficacia (carga parasitaria no bago) da NE-AmB em camundongos

BALB/c infectados na base da cauda com L. (L.) major.
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Apds o desenvolvimento das lesGes os animais foram tratados: solucao estéril de glicose 5%
(Controle), Anforicin® 1 mg/kg/dia (Anf-1), NE-AmB 1 mg/kg/dia (NE-1), NE-AmB 4 mg/kg/dia (NE-
4), NE-AmB 8 mg/kg/dia (NE-8), por 5 dias alternados. Trés dias apds o fim do tratamento, foi
determinada a carga parasitaria no baco, pelo método de diluicdo limitante ("p < 0,05 quando
comparado ao grupo controle; "p < 0,05 quando comparado aos grupos controle e Anf-1) (n =
7).

A auséncia de parasitos no bago apds a administracéo de sistemas lipidicos (Abelcet®
e Ambisome®) também foi relatada por Gangneux e colaboradores (1996a; 1996b).
Nesses estudos, entretanto, a espécie avaliada foi a L. (L.) infantum, sendo utilizada
uma dose ainda maior, 12 mg/kg/dia por seis dias alternados. Resultados prévios do
NOsso grupo de pesquisa, também mostraram que a NE-AmB na dose de 1 mg/kg/dia
apresentou eficicia no tratamento de animais infectados com L. (L.) infantum chagasi
(p<0,05) (SANTOS et al., 2017). Todavia, deve-se considerar que diferentes espécies
e/ou cepas de Leishmania possuem caracteristicas bioquimicas e moleculares
especificas que refletem em diferentes graus de sensibilidade perante os farmacos, e,
assim como a via de administracdo e protocolos de tratamento, podem ser
considerados fatores importantes para a eficacia do tratamento (ESCOBAR et al.,
2002; YARDLEY & CROFT, 1997). De fato, essa influéncia pode ser observada por
comparacdo com o presente estudo, em que o Anforicin® 1 mg/kg/dia ndo apresentou
diferenca estatistica comparado ao grupo controle, enquanto reducéo significativa foi

observada por Santos e colaboradores (2017).
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E importante ressaltarmos que nio foram administradas doses mais altas do
Anforicin® nesse estudo, devido ao relato de toxicidade em doses superiores a 1
mg/kg/dia (YARDLEY & CROFT, 1997; SANTOS et al., 2017). Nao foram observados
perda de peso ou outros sinais de toxicidade aguda (como agitacdo, prostracéo e

pilerecdo) durante o tratamento dos animais, em todos 0s grupos.
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6 CONCLUSAO

Considerando o potencial das formula¢des lipidicas em reduzir a toxicidade associada
a AmB, este trabalho buscou caracterizar NE relatada por Santos e colaboradores
(2017) durante seu periodo de estabilidade e testar sua eficacia em modelo animal de

LT, como alternativa para o tratamento endovenoso.

O método analitico para determinacao quantitativa de AmB por CLAE foi otimizado e
se mostrou adequado, atendendo as especificacdes preconizadas por Brasil (2003) e
sendo capaz de promover a separacdo da AmB dos seus produtos de degradacao

alcalina resultantes da técnica de preparo.

Foi possivel estabelecer a importancia do colesterol na manutencdo das
caracteristicas fisico-quimicas da formulacdo. A concentracdo de 0,5% colesterol
favoreceu a presenca de espécies monoméricas da AmB, relacionadas a menores
indices de toxicidade, e proporcionou estabilidade a formulacéo. Os estudos seguintes
confirmaram a estabilidade pelo periodo de 180 dias, em que 0s parametros se
mantiveram apropriados para administracdo endovenosa e com valores de teor total
e TE acima de 90%. Ademais, a formulacdo apresentou menor toxicidade hemolitica

in vitro que a convencional, mesmo apés 180 dias de preparo.

A atividade leishmanicida da NE-AmB foi similar aquela obtida para o Anforicin® em
relacdo a reducao da carga parasitaria no sitio de infeccdo, quando administrados na
mesma dose. Entretanto, a NE possibilitou a administracdo da AmB em maiores
doses, o que resultou em inibigcdo do desenvolvimento da les&o e reducao significativa
da carga parasitaria no baco ja na dose de 4 mg/kg. Aumento de dose, para 8 mg/kg,

se mostrou tolerado proporcionando a eliminagéo dos parasitos no baco.

Assim, diante dos resultados encontrados, este trabalho indica o potencial das NE

para o carreamento da AmB no tratamento parenteral da LT.
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Perspectivas

Como perspectivas para a continuidade deste trabalho sugerem-se:

- Estudo de estabilidade acelerada e prolongada conforme a Resolucdo — RE n° 1, de
29 de julho de 2005.

- Estudo de liberacdo in vitro da AmB presente na NE, para se estimar o
comportamento da formulacdo apdés administracdo e consequente diluicdo no apos

administracdo endovenosa.

- Estudo de biodistribuicdo a fim de se conhecer o comportamento da nanoestrutura
in vivo, investigar a capacidade da NE-AmB atingir a lesdo e confirmar sua maior

captacao pelo baco.

- Avaliacdo da eficacia da NE-AmB no tratamento experimental em espécies

causadoras da LT no Novo Mundo.

- Estudo in vivo para avaliacdo da eficacia da NE-AmB associada a tratamento tépico

da LT, por exemplo, com gel de paromomicina.

- Estudos de toxicidade cronica e aguda da NE-AmB em modelo animal, conforme

guias da Organizacao para a Cooperacao e Desenvolvimento Econémico (OECD).
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