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Dedico este trabalho as vidas dos animais que foram doadas para que

outras vidas sejam poupadas no futuro.
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RESUMO

A busca por tratamento da LTA com drogas de facil administracéo, baixa toxidade e
com maior eficacia terapéutica € o objeto de estudos que visam a cura da doencga. A
falta de resposta em alguns casos e os efeitos adversos geraram a necessidade de
uso das drogas de segunda linha, do reposicionamento de farmacos, de terapias
topicas, e de associagdo de medicamentos, a fim de aumentar a eficacia do
tratamento. Diante desse cenario, o objetivo deste trabalho foi avaliar a eficacia,
efeitos adversos e acdo imunomoduladora da associagéo da miltefosina (M) com a
pentoxifilina (P) orais e da terapia fotodinamica com hidrogel de Magonia pubescens
carregado com C-dots (TFD) no tratamento da LC em camundongos BALB/c
infectados com L. (V.) braziliensis. Para isso, a metodologia baseou-se em estudo
experimental in vivo, no qual foram utilizados 54 camundongos fémeas da espécie
Mus musculus divididos em nove grupos, e tratados com as seguintes terapias e
associagbes: M, P, TFD, M+P, P+TFD, M+TFD e MPTFD. Os critérios de avaliagao
de eficacia foram aspirados das lesbes, pesquisa de amastigotas, diluicdo seriada e
MTT, quantificagdo de parasitos por qPCR, medi¢cdo de patas, pesagem de animais,
exames bioquimicos e imunoldgicos. Os resultados demonstraram que a associagao
M+P+TFD, foi relativamente satisfatéria. A associacdo P+TFD parece ser mais eficaz
que o tratamento apenas com P, e estatisticamente semelhante ao tratamento com
TFD. A miltefosina isolada, parece ser mais eficaz quando comparada aos outros
tratamentos. A pentoxifilina isolada apresentou resultados semelhantes ao grupo CP.
A TFD parece ter maior eficacia do que o tratamento com pentoxifilina. A gqPCR
mostrou-se eficiente para quantificar o numero de parasitos. A associagcdo P+TFD, no
que tange a produgédo de oxido nitrico, apresentou relevancia significativa e influéncia
imunomoduladora, no tratamento de camundongos BALB/c infectados com L.
braziliensis. Em conclusao, ressalta-se a importancia da associagdo de drogas e
novas metodologias, visto que alguns resultados podem se tornar opgao de
tratamento. Entretanto, trabalhos futuros sédo necessarios, utilizando um naumero maior

de animais para que as terapias possam ser analisadas mais detalhadamente.

Palavras-chaves: Leishmaniose cuténea; Terapia Fotodinamina; C-dots; Carbon
Dots; hidrogel; miltefosina; pentoxifilina; Magonia pubescens.



ABSTRACT

The search for treatment of ATL with drugs of easy administration, low toxicity and with
greater therapeutic efficacy is the object of studies aimed at curing the disease. The
lack of response in some cases and the adverse effects generated the need to use
second-line drugs, drug repositioning, topical therapies, and drug combinations in
order to increase the effectiveness of the treatment. Given this scenario, the objective
of this study was to evaluate the efficacy, adverse effects and immunomodulatory
action of the association of oral miltefosine (M) with pentoxifylline (P) and
photodynamic therapy with Magonia pubescens hydrogel loaded with C-dots (PDT) in
the treatment of CL in BALB/c mice infected with L. (V.) braziliensis. For this, the
methodology was based on an in vivo experimental study, in which 54 female mice
of the Mus musculus species were divided into nine groups and treated with the
following therapies and associations: M, P, PDT, MP, PTFD, MTFD and MPTFD.
Efficacy evaluation criteria were aspirated from lesions, investigation of amastigotes,
serial dilution and MTT, quantification of parasites by gPCR, measurement of paws,
animal weighing, biochemical and immunological tests. The results showed that the
MPTFD association was relatively satisfactory after six days of treatment. PTFD
combination appears to be more effective than P-only treatment, and also appears to
be more effective than PDT-only treatment. The MP combination appears to be more
effective than miltefosine alone. Pentoxifylline alone showed similar results to the CP
group. PDT appears to be more effective than pentoxifylline treatment. gPCR proved
to be efficient to quantify the number of parasites. The association P+PDT, regarding
the production of nitric oxide, showed significant relevance and immunomodulatory
influence, in the treatment of BALB/c mice infected with L. braziliensis. In conclusion,
the importance of the association of drugs and new methodologies is emphasized,
given the possibility of increasing the chances of cure in ATL. However, it is
recommended in future works the comparison of the MTT technique in relation to
gPCR, in order to reassess whether the reduced number of animals may have
influenced different results, especially with regard to the sensitivity of the method.

Keywords: Cutaneous leishmaniasis; Photodynamic Therapy; C-dots; Carbon Dots;
hydrogel; miltefosine; pentoxifylline; Magonia pubescens.
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1 INTRODUGAO

1.1 EPIDEMIOLOGIA DAS LEISHMANIOSES

As leishmanioses sdo antropozoonoses causadas por protozoarios do género
Leishmania e causam grande impacto na saude publica, por representarem um
complexo de doengas com amplo espectro clinico e diversidade epidemioldgica.
Estima-se que 350 milhdes de pessoas estejam expostas ao risco de contrair a
doenga com registro aproximado de dois milhbes de novos casos das diferentes
formas clinicas ao ano (1).

De acordo com a Organizagdao Mundial da Saude (OMS), as leishmanioses
estao entre as seis doencgas infecciosas mais importantes que acometem populagdes
negligenciadas. A Leishmaniose Visceral (LV) apresenta-se de forma sistémica e é
altamente letal quando n&o tratada, e a Leishmaniose Tegumentar (LT) esta
associada a capacidade de produzir deformidades, estando mais associada as lesdes
desfigurantes e estigmatizantes (2).

No Brasil, no periodo de 2000 a 2013, a Leishmaniose Tegumentar Americana
(LTA) apresentou meédia anual de 24.694 casos registrados e coeficiente médio de
detecgao de 13,5 casos por 100 mil habitantes. Neste periodo, observou-se uma
tendéncia de reducédo da endemia, passando de um coeficiente de detecg¢ao de 20,3
casos por 100 mil habitantes no ano 2000 para 9,1 casos em 2013 (3). Outra analise
da distribuicdo de casos de LC foi realizada durante o periodo 2001 a 2017, e
constatou o registro de 379.571 casos no Brasil, com incidéncia média de 11,86 casos
por 100 mil habitantes, corrobora com dados anteriores, demonstrando a redugéo do
numero de casos (4) .

Entretanto, no ano de 2020, o Brasil esteve entre os sete paises (Afeganistéo,
Argélia, Colémbia, Iraque, Paquistdo e Republica Arabe Siria), que registrou 6.000
novos casos de Leishmaniose Cutanea (LC), representando mais de 80% dos casos
globais (5).

De acordo com a Organizagdo Pan Americana da Saude, a pandemia de
COVID-19 afetou diretamente as ag¢des de vigilancia e controle das leishmanioses,
destacando o impacto da nas acgdes de busca ativa, deteccéo precoce e tratamento

de casos, bem como em outras atividades de campo (6). Entretanto, em 2020, diante
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da pandemia, foi possivel constatar um aumento de consultas clinicas com
diagnostico de LT no Brasil, em comparagao ao periodo pré-pandemia entre 2017 a
2019, ressaltando que ocorreu em todas as regides do pais e mais significativamente
nas regides Norte e Centro-Oeste (7).

1.2 TRATAMENTO DAS LEISHMANIOSES

A LTA pode se apresentar nas formas cutanea (LC), disseminada (LD), difusa
(LCD) e mucosa (LM). O tratamento precoce melhora o prognostico da LTA para a
LC, apresentando niveis maiores de cura (8)(9). A busca por formas de tratamento
com drogas de facil administragao, baixa toxidade e com maior eficacia terapéutica
0 objeto de estudos que visam a cura da LTA. Os medicamentos existentes, os
padronizados pelos érgdos governamentais de saude, ndo oferecem essa facilidade
de uso e a eficiéncia desejada. A toxicidade oferecida pelas atuais medicagbes
empregadas € a principal causa da necessidade de se buscar novas alternativas para
se alcangar a cura. Estes fatos justificam as pesquisas sobre o uso de novas drogas,
assim como estimulam o emprego de novos esquemas terapéuticos com drogas ou
medicagdes ja usadas contra a LTA (10).

O tratamento de LTA induz diferentes respostas nos pacientes, uma esta
relacionada com a espécie do parasita, a outra com a condi¢do imunoldgica do
individuo e com o estado de saude geral do paciente tratado, por isso, é importante
salientar que é necessario observar a forma clinica da doenga para o correto uso da
medicacgéo (11).

O antimonial pentavalente (SbV) N-metil glucamina (NMG) € a droga de
primeira linha no Brasil para tratamento de LTA e a principal opgéo terapéutica (12),
porém, a avaliagdo cardiaca € necessaria visto que se trata de uma droga com
potencial cardiotdxico (13). Entretanto, ha constatacéo de que as lesdes tratadas com
este medicamento podem aumentar de didmetro nas primeiras semanas de exposi¢cao
a droga, ocorrendo uma diminuig&o significativa das ulceras no fim do tratamento (14).

A falta de resposta adequada em alguns casos e os efeitos adversos geraram
a necessidade de uso das drogas que foram padronizadas como a de segunda linha
contra a LTA, como a anfotericina B lipossomal, a miltefosina e a pentamidina,
também indicadas nos casos de resisténcia ou impossibilidade de uso do SbV. Estas
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possuem a limitagdo de apresentarem alto custo, necessitarem de mais recursos
técnicos nos servicos de saude onde utilizados e também apresentarem efeitos
adversos graves frequentes (3,15). Além disso, a possibilidade de usar apenas drogas
orais no tratamento da LTA facilitaria a administracdo dos medicamentos e aumentaria
a adesao ao tratamento (16).

Além das drogas de primeira e segunda linha, trabalha-se testando drogas que
ja foram aprovadas para outros fins para tratar a leishmaniose. Esta pratica conhecida
como reposicionamento de farmacos é utilizada para experimentar medicamentos ja
existentes no tratamento de uma ou mais doengas para o qual a droga foi

desenvolvida, uma opgao que pode apresentar resultados promissores (15,17).

1.2.1 Miltefosina

A Miltefosina (M) é uma droga que age contra a Leishmania e células tumorais,
induzindo a apoptose e alterando as vias de sinalizagao celular mediadas por lipideos.
A droga pode causar efeitos adversos, como vomitos e diarreias, aumentar os niveis
sanguineos de transaminases, bem como elevar a uremia e creatininemia (18).
Estudos indicam boa atividade leishmanicida nos testes in vitro sobre formas
promastigotas de Leishmania (Leishmania) amazonensis e Leishmania (Viannia)
braziliensis. Formas promastigotas da espécie L. (L.) amazonensis foram as mais
sensiveis. Estudos apontam que a miltefosine teve eficacia superior ao N-metil
glucamina tanto nos estudos in vitro, quanto na pesquisa in vivo (19). A miltefosina
também foi eficaz experimentalmente in vivo, utilizando camundongos BALB/c, contra
um isolado de L. (L.) amazonensis de um paciente brasileiro com LCD (20). Esta
eficacia foi comprovada apds o acompanhamento clinico dos animais por 15 semanas
apos o tratamento, que ndo mostrou sinais de recidiva da doenga (21). Pode ser
considerada a primeira droga oral com sucesso no tratamento de LTA (22,23).

Um recente estudo que avaliou a associagao da miltefosina oral e antimoniais
pentavalentes associados a pentoxifilina (P) para o tratamento de 43 pacientes com
LTA, mostrou que a combinacgao oral de M+P tem uma taxa de cura equivalente a da
SbV+P intravenosa tradicional nesta populacido, satisfatoriamente apresentando

menos efeitos adversos. Entretanto, sugere-se que mais estudos com numero maior
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de pacientes e maior tempo de acompanhamento sejam realizados para avaliar este

tipo de tratamento oral (24).

1.2.2 Pentoxifilina

A Pentoxifilina € uma droga de agéo vasodilatadora utilizada no tratamento de
insuficiéncia vascular periférica, doencas cerebrovasculares, e tem sido utilizada
experimentalmente no tratamento de algumas doengas inflamatorias por ter uma agao
inibitoria sobre o fator de necrose tumoral-a (TNF-a), atenuando a resposta imune e
diminuindo a inflamagé&o tecidual (25-27).

Evidéncias cientificas sobre o uso da pentoxifilina no tratamento da LM, que
incluiram pacientes infectados por L. braziliensis, mostraram que a terapia com
pentoxifilina associada ao SbV levou a uma taxa de cura maior e mais rapida das
lesbes do que a terapia com o antimonial isolado (28). Quando a associagéo de
pentoxifilina com SbV foi utilizada para tratar pacientes com LC, ndo foi observada
uma maior taxa de cura, entretanto, os niveis de TNF e IFN-y diminuiram
significativamente quando comparado ao tratamento com SbV e placebo (29).

Ao avaliar experimentalmente a eficacia da miltefosina associada a pentoxifilina
comparada apenas a miltefosina, no tratamento da LC em camundongos C57BI/6,
constatou-se via teste colorimétrico que a associagdo M+P é mais eficaz que a

administragdo da miltefosina isoladamente (18).

1.2.3 Terapia fotodinamica e os Carbon quantum dots (C-dots)

Estudos utilizando a Terapia Fotodinédmica (TFD) com laser (luz vermelha com
comprimento de onda de 670nm) em camundongos C57BL/6 infectados com L. (L.)
amazonensis apresentaram resultados significativos quanto a eficacia da terapia
associada com ftalocianina de cloro-aluminio lipossomal e miltefosina. No entanto, os
resultados foram limitados, visto que a toxicidade in vivo ndo foi avaliada e o

mecanismo de ag¢ao dessa modalidade terapéutica também precisa ser melhor

investigada (30). Atualmente, a TFD vem sendo aplicada, utilizando agentes
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fotossensibilizantes associados a luz azul (comprimento de onda de 417nm), no
tratamento contra células cancerigenas, queratoses actinicas e fotoenvelhecimento,
visto que esse tipo de luz tem excelente depuracao das lesdes alvo e ndo afeta o
numero de células de Langerhans ou danifica oxidativamente o DNA da pele tratada,
o que geralmente ocorre na TFD com a luz vermelha (31).

Os Carbon quantum dots (C-dots), que s&o nanotubos de carbono com
propriedades fotoluminescentes, despertam interesse crescente por possuirem
beneficios distintos, como inércia quimica, baixo fotobranqueamento, baixa
citotoxicidade, baixo custo, facil preparagao e excelente biocompatibilidade, podendo
ser considerados excelentes nanodots semicondutores (32). Além disso, os C-dots
exibem fluorescéncia dependendo do comprimento de onda de excitagao, isso quando
revestidos em papel, fibras vegetais, pelos de animais, penas e pele, e podem
inclusive serem usados para distinguir produtos biolégicos de produtos sintéticos (33).
A emissao é dependente de excitacdo, e 0 comprimento de onda do pico pode ser
ajustado em toda a janela visivel, de 400 a 750nm (34), e quando se trata de meios
bioldgicos, € essencial que as radiagdes utilizadas ndo sejam detentoras de altas
energias, visto que s&o nocivas aos tecidos (35). Complementarmente, um estudo
demonstrou que os C-dots apresentam fotoluminescéncia UC, ou seja, quando
excitados por radiagdes da regido do infravermelho, emitem luz em comprimento de
onda menor que o infravermelho, conferindo-lhes potencial para uso no
desenvolvimento de novos compositos fotocatalizadores e células solares, e
principalmente para aplicagdes em meio biologico (36).

Estudos de toxicidade realizados em plantas demonstraram que os C-dots
foram permeaveis as células e ndo impediram o seu crescimento. Em camundongos,
que receberam C-dots em solugdo aquosa durante cinco semanas, todos
sobreviveram e nenhum exibiu qualquer sintoma de anorexia ou outros sintomas
clinicos, como perda de pelo, escaras, vbmitos ou diarreia, nem apresentaram
qualquer comportamento violento ou letargico, caracteristicas semelhantes
observadas no grupo controle que recebeu agua normal (33). Outros estudos de
toxicidade foram conduzidos por outros grupos de pesquisa, e todos os resultados
sugerem que os C-dots tém pouca ou nenhuma toxicidade (37,38), e poderiam
possivelmente ser usados como um novo tipo de tinta fluorescente biocompativel (33).

Ademais, os C-dots vém sendo usados, com sucesso, no carreamento de

farmacos (39), inclusive no tratamento contra cancer (40), e neste caso, sugere-se 0
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potencial dessas nanoparticulas como agente de terapia imunologica para o
tratamento de cancer de pele (41).

Além disso, ha registro do uso de pomadas antiparasitarias baseadas em um
nanocomposito de C-dots e de C-dots associados com gallium (Ga) em camundongos
infectados com Leishmania sp. e que apresentaram atividade leishmanicida e nao
toxica (42). Contudo, a avaliagdo da eficacia e toxicidade dos C-dots, neste estudo
com a proposta de serem ativados pela luz azul, possibilitaria a utilizacdo dessas
formulagdes para o tratamento de LC.

1.3 ASPECTOS IMUNOLOGICOS

Sabe-se que algumas citocinas pro ou anti-inflamatorias estdo associadas as
respostas do hospedeiro quando acometido pela leishmaniose, e estdo relacionadas
respectivamente, no controle ou exacerbag¢ao da infeccdo. Entretanto, é relevante o
estudo de outros mediadores inflamatorios e marcadores de estresse, visto a
necessidade de outros biomarcadores para leishmaniose (43).

O oxido nitrico € uma espécie reativa de nitrogénio produzido por macrofagos,
células endoteliais e outras células do sistema imunitario por meio da enzima o6xido
nitrico sintase (NOS), e é importante para os mecanismos de defesa de qualquer
organismo, pois trata-se de uma molécula mensageira inter e intracelular com
importantes fungdes biologicas, inclusive antimicrobiana e antiparasitaria (44—47).

Além disso, o 6xido nitrico atua na manutengdo da homeostase, inibindo a
ativacédo das células endoteliais, modulando a expressao de moléculas de adeséo e
a fungao plaquetaria. Essas moléculas podem regular fungdes do sistema imunitario,
incluindo a inibicdo da proliferacéo celular de células T e B, a adesao e rolamento de
leucdcitos no endotélio microvascular e a produgéo de citocinas (44—48).

A producdo de superoxido e oxido nitrico (NO) individualmente tem sido
associada ao desenvolvimento de varias doengas, e as interagdes entre eles podem
ser importantes na patologia da doencga, visto que o equilibrio entre os dois € um
determinante critico na etiologia de muitas doengas humanas, incluindo aterosclerose,

doenga neurodegenerativa, isquemia-reperfusao e cancer, e na leishmaniose (49-52).
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Outro fator importante, é que a producdo sustentada de NO confere aos
macréfagos atividade citostatica ou citotoxica contra virus, bactérias, fungos,
protozoarios, helmintos, e células tumorais (53).

Estudos demonstram que o 6xido nitrico tem sido implicado diretamente na
atividade leishmanicida dos macréfagos, importantissimo para conter amastigotas
intracelulares estabelecidas, e consequentemente, na resolugdo da doencga (51,54).
Adicionalmente, seus oxidantes derivados podem desempenhar papéis importantes
no combate ou no agravamento dos processos da doencga (49).

Ha relatos de que moléculas inflamatdrias foram expressas em lesdes cutaneas
de camundongos C57BL/6 e BALB/c durante diferentes fases de infecgdo na LC,
sugerindo que podem ser fatores preditivos para controle de leishmaniose murina (43).

Experimentalmente, camundongos BALB/c (suscetiveis) e uma linhagem A/J
(resistentes) foram infectados subcutaneamente na pata traseira com promastigotas
de Leishmania amazonensis e formaram-se lesbes em diferentes localidades para
cada linhagem. Em BALB/c, foram encontradas na medula 6ssea, tenddo, anexos
cutaneos e linfonodos regionais. Em camundongos A/J as lesdes foram bem
localizadas, apresentando fibrose, infiltragc&o linfocitica e macrofagica. Neste caso, a
microscopia demonstrou que n&o havia destruicao notavel de leishmanias dentro de
macrofagos de qualquer linhagem de camundongo. No entanto, nos camundongos
A/J, os macréfagos parasitados eram frequentemente necroéticos, e as leishménias
eram vistas livres no tecido intersticial, o que pode auxiliar na interpretacdo da
patogénese da LC (50).

Em pesquisa que monitorou a formagédo de 6xido nitrico durante o curso da
infeccdo por L. amazonensis em tecidos de camundongos BALB/c e camundongos
C57BL/6 (relativamente resistentes), foi possivel constatar a formagdo de NO e
agentes nitrantes derivados dentro de macréfagos localizados nas lesbes do coxim
plantar das duas linhagens, com producdo maxima acontecendo em diferentes
estagios da infecgdo. Ao avaliar o aumento tardio da sintese de NO, detectado nos
camundongos BALB/c, verificou-se que esse fato ndo elimina os parasitos e parece
contribuir para o estabelecimento de infec¢gées secundarias (52). Os achados
anteriores corroboram com resultados obtidos em outros estudos, os quais
demonstram que a produgao local de NO em macrofagos € um mecanismo de defesa
importante para a eliminagédo de patogenos intracelulares (53,55,56).
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Recentemente, o uso de nanoparticulas de quitosana liberadoras de oxido
nitrico (NONPs) foi investigado experimentalmente em relagdo ao uso no tratamento
de LC, indicando seu potencial in vitro contra Leishmania amazonensis (57). A
producédo de éxido nitrico também foi avaliada em promastigotas de Leishmania
amazonensis e Leishmania braziliensis por meio de quantificacao em citometria de
fluxo, demonstrando que ha uma diferenca significativa na producéo desta molécula
entre as duas espécies de Leishmanias (58). A indugdo de éxido nitrico em macréfagos
peritoneais por um derivado de triazol, que possui atividade antileishmania, melhora
sua eficacia na infecg&o in vitro por Leishmania amazonensis (59).

Em relagdo as organelas corpusculos lipidicos, sabe-se que s&o ricas em
lipidios e estdo presentes nas células de quase todos os organismos, abrangendo
animais, plantas e leveduras. Sdo moléculas sinalizadoras de vias intracelulares,
possuem a capacidade de desencadear respostas fisiologicas importantes, e estdo
aumentadas em macroéfagos, neutrofilos, eosindfilos e células endoteliais presentes
nos processos inflamatorios (47,60,61).

Quanto as infecgbes relacionadas a leishmaniose, experimentalmente foi
observado acumulo de corpusculos lipidicos nos macréfagos peritoneais na infecgao
murina por Leishmania amazonensis (47,62), e por Leishmania infantum (63).

A formagdo de goticulas lipidicas, sua localizagdo e dindmica durante a
infeccdo por macréfagos por Leishmania major foi avaliada experimentalmente, e foi
possivel constatar a habilidade de L. major para desencadear o acumulo dessas
goticulas em macréfagos. Além da produgéo de corpusculos lipidicos, os macréfagos
podem aproveitar essas fontes de alta energia na defesa contra a infec¢ao parasitaria
(64).

Diante o0 exposto, sugere-se a relevante avaliacdo da influéncia
imunomoduladora das drogas miltefosina, pentoxifilina, TFD, e associagdes, utilizadas
no tratamento de camundongos BALB/c infectados com Leishmania braziliensis,
sobre mecanismos do sistema imunitario inato, por meio da capacidade fagocitaria,
produgcdo de O6xido nitrico e expressdo de corpusculos pelos mondcitos de

camundongos saudaveis.
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1.4 NOVAS PERSPECTIVAS PARA O TRATAMENTO DAS LEISHMANIOSES

Os avancos obtidos no tratamento das leishmanioses, sobretudo no que tange
aos objetivos do presente trabalho, impulsiona a necessidade de se investigar o
reposicionamento de farmacos existentes, para que possam ser empregados no Brasil
a fim de tornar mais facil através da ingestao oral e tratamento topico propiciando o
aumento a adesédo ao tratamento de pacientes portadores de LTA.

Trabalhos experimentais in vivo utilizaram as drogas pentoxifilina e miltefosina
no tratamento de camundongos C57BL/6 infectados com L. (L.) amazonensis, por
esse motivo, neste estudo optou-se pela infec¢ao de outra linhagem de camundongos
BALB/c, e outra cepa do parasito, a L. (V.) braziliensis, pois estas ainda ndo haviam
sido avaliadas experimentalmente com o tipo de medicag&o proposta (18,30). Além
disso, a L. (V.) braziliensis predomina no cenario epidemiolégico do Centro-Oeste do
pais (65), & a espécie que mais acomete pessoas infectadas que buscam tratamento
no Distrito Federal (DF) e a mais largamente distribuida no Brasil e nas Américas (66).

Adicionalmente, com a intengcdo de ampliar as opg¢des de tratamento da LC
causada por L. (V.) braziliensis, foi utilizado neste estudo um hidrogel formulado a
partir da biomassa natural de Magonia pubescens, um fruto do cerrado brasileiro,
popularmente conhecido como Tingui, ja conhecido pela medicina popular para tratar
ulceras originadas por picadas de insetos. A grande vantagem deste hidrogel na
aplicacdo meédica, é pelo fato de ser biocompativel e atoxico, podendo ser aplicado
como uso topico ou uso interno, além de ser biodegradavel e de baixo custo (67,68).

Os extratos de M. pubescens foram testados em diferentes concentragdes em
culturas de formas promastigotas de L. amazonensis, demonstrando capacidade
leishmanicida com agao inibitéria do crescimento de promastigotas (69).

O extrato de M. pubescens possui capacidade antiparasitaria, apresentando
toxicidade para o controle de Rhipicephalus sanguineus devido ao seu potencial
larvicida (70), fator relevante visto que foram isoladas promastigotas de Leishmania
infantum viaveis nesta espécie de carrapato (71).

Diante das possibilidades de uso e pela acdo promissora da M. pubescens, o
hidrogel foi carregado com C-dots e utilizado de forma topica no tratamento
experimental de LC em camundongos BALB/c, a fim de analisar possivel eficacia no
tratamento da doenca.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a eficacia, efeitos adversos e acdo imunomoduladora da associagao da
miltefosina com a pentoxifilina orais e da TFD com hidrogel carregado com C-dots no
tratamento da LC em camundongos BALB/c infectados com L. (V.) braziliensis.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1 Testar e comparar a eficacia terapéutica da associagcdo da miltefosina
com a pentoxifilina e a TFD com hidrogel carregado com C-dots no tratamento da LC
em camundongos BALB/c infectados com L. (V.) braziliensis com camundongos
sadios e camundongos infectados e nédo tratados;

2.2.2 Testar a eficacia da TFD com hidrogel carregado com C-dots associado

a pentoxifilina no tratamento de camundongos BALB/c infectados L. (V.) braziliensis.

2.2.3 Testar a eficacia da miltefosina, da pentoxifiina e da TFD, usados
isoladamente, no tratamento de camundongos BALB/c infectados com L. (V.)

braziliensis.

2.2.4 Verificar efeitos adversos dos esquemas terapéuticos acima descritos em
camundongos BALB/c infectados com L. (V.) braziliensis por meio de analises
bioquimicas e histopatoldgicas.

2.2.5 Quantificar o numero de parasitos por pata de camundongos BALB/c
infectados com L. (V.) braziliensis por meio da técnica de PCR em tempo real (QPCR),

a fim de avaliar a diminuicdo do numero de leishmanias nos grupos apods o tratamento.

2.2.6 Avaliar a influéncia imunomoduladora das drogas miltefosina, pentoxifilina
e TFD sobre mecanismos do sistema imunitario inato, por meio da capacidade
fagocitaria, producédo de o6xido nitrico, e expressdo de corpusculos lipidicos pelos

monaocitos de camundongos saudaveis.
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3 METODOS

3.1 DELINEAMENTO

Trata-se de um estudo experimental in vivo, que foi desenvolvido no Laboratério
de Dermatomicologia da Faculdade de Medicina (FM) da Universidade de Brasilia
(UnB). Neste estudo foram utilizados 54 camundongos fémeas da espécie Mus
musculus, linhagem BALB/c, com aproximadamente 27g, idade 120 dias,
provenientes do Centro Multidisciplinar para Investigacdo Bioldgica na Area da
Ciéncia em Animais de Laboratério (CEMIB), da Universidade Estadual de Campinas
(UNICAMP). O transporte dos animais de S&o Paulo para Brasilia foi realizado por via
aérea, em caixas apropriadas, e ndo houve dano a saude de nenhum camundongo.
Os animais recebidos estavam livres de agentes patogénicos, informagéo garantida
por um atestado sanitario emitido por veterinario responsavel.

Estes animais foram escolhidos por apresentar suscetibilidade a infecgcao por
diferentes espécies de Leishmania sp. (72,73), e ainda, por desenvolver lesbes
cuténeas semelhantes ao ser humano, e melhor que em camundongos C57BL/6, bem
como disseminagao parasitaria para orgaos como figado, bago e linfonodos (72-74).
Além disso, trata-se de uma linhagem hibrida, que possui uniformidade genética, o
que permite uma resposta semelhante entre os animais em estudo (75).

Os animais foram alocados aleatoriamente em novas caixas e mantidos no
Biotério da Faculdade de Medicina (FM) da UnB, em ambiente controlado
adequadamente por luminosidade, com ciclos de 12 horas no claro e 12 horas no
escuro, para simular dia e noite, e com agua e ragao ad libitum durante o periodo de
quarentena (20 dias) e por todo o periodo que permaneceram alojados durante o
estudo. Essa aclimatacao permitiu que os animais se adaptassem ao ambiente de
laboratorio, a alimentacdo empregada, ao manuseio utilizado e ao controle de
provaveis doengas (75). Apds o periodo de quarentena, essencial para que os animais
se adaptassem ao ambiente, passando pelo periodo de aclimatagdo para depois
serem utilizados, foi realizada nova randomizagéo para composigao dos grupos. Duas
vezes por semana as gaiolas foram lavadas, e as maravalhas utilizadas para forra-las
foram trocadas por novas esterilizadas.

Os camundongos foram divididos em 9 grupos devidamente identificados com

as letras de A a |, cada um composto por 6 animais. Apenas um grupo nao foi infectado
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e também n&o recebeu tratamento com droga, identificado como grupo A, e que serviu
como controle negativo (CN). O grupo B foi o unico infectado que ndo recebeu
tratamento com droga, servindo como controle positivo (CP). Estes grupos controles
foram submetidos a ingestdo de solugado fisiolégica nas mesmas condigbes dos
animais que receberam o tratamento com as drogas em estudo, isso para garantir que
aqueles animais pudessem ser comparados igualmente em relacdo a metodologia
aplicada daqueles que seriam tratados com medicamentos. Os outros 7 grupos
infectados receberam tratamento com drogas, sendo o grupo C tratado com
miltefosina (M), o grupo D tratado com pentoxifilina (P), o grupo E tratado com terapia
fotodindmica (TFD), o grupo F tratado com associagdo do miltefosina e pentoxifilina
(MP), o grupo G tratado com associagao da pentoxifiina e TFD (PTFD), o grupo H
tratado com miltefosina e TFD (MTFD), e o grupo | tratado com associagdo do
miltefosina, pentoxifilina e TFD (MPTFD).
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Figura 1 - Fluxograma do estudo.
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Os animais também foram identificados individualmente dentro do seu grupo
por uma marcagao na cauda, assim, os dados coletados posteriormente poderiam ser
melhor comparados entre os animais de cada grupo. Os camundongos foram
marcados com um, dois, trés ou quatro tragos na cauda para identificacdo dentro dos
seus grupos: I, Il, Il e IV (Figura 2). Os animais identificados como V e VI, foram

marcados na cauda com o préprio numeral em romano.

Figura 2 - Camundongo BALB/c maféad doistragos cauda para identificagéo no grupo.

Fonte: Acervo Pessoal.

3.2 PREPARO DOS REAGENTES PARA AVALIACAO DAS TERAPIAS TESTADAS
3.2.1 Preparo do Meio de Cultura McNeal, Novy e Nicolle (NNN) Modificado

Os meios de cultura NNN utilizados neste estudo foram preparados baseados
na metodologia descrita por Romero e colaboradores em 1999 (76), porém, adaptada
de acordo com testes realizados no Laboratdrio de Dermatomicologia (Tabela 1). O
agar utilizado foi o Brain Heart infusion Agar (BHI, Special Infusion Agar - Himedia
REF M211-500G), dissolvido em agua destilada em temperatura de aproximadamente
360°C (em agitador magnético) e em seguida, autoclavado a 121°C por 30 minutos.
O sangue de coelho foi coletado a partir de pungédo cardiaca, com o animal
devidamente anestesiado, e transferido para um balao volumétrico com pérolas de
vidro para sua desfibrinagao. O agar preparado foi resfriado até atingir a temperatura
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de 50°C, controlado com o auxilio de um Banho Maria, visto que em temperaturas
superiores, ao ser misturado ao sangue de coelho o meio geralmente muda suas
caracteristicas fisico-quimicas, apresentando um aspecto semelhante ao chocolate,
que € inadequado para o uso com leishménias. Em seguida, a solugao injetavel de
sulfato de gentamicina foi adicionada ao meio. Em uma capela de fluxo laminar os
reagentes foram homogeneizados, e o meio pronto foi aliquotado (2mL) em tubos de
ensaio de vidro sem anticoagulante. Os tubos contendo o meio de cultura
permaneceram em temperatura ambiente por 24h para verificagdo do teste de
esterilidade, posteriormente foram armazenados sob refrigeracéo (8°C - 10°C) até o

uso.

Tabela 1 - Reagentes e sistemas utilizados para o preparo do meio NNN modificado.

Reagentes Volume (mL) Equivaléncia
BHI 100mL 4%

Sangue de Coelho 22mL 22%

Sulfato de gentamicina 0,76mL 250ug

3.2.2 Preparo do Meio de Cultura Schneider

O meio Schneider (Sigma Aldrich, codigo S0146) utilizado neste estudo foi
complementado com 20% de Fetal Bovine Serum (SFB) (INVITROGEN, cddigo
12657-029) inativado em banho Maria a 56°C por 2h. Em uma capela de fluxo laminar,
o Schneider e o SFB foram aspirados com uma pipeta sorolégica de vidro graduada
(20mL 1/10) e transferidos para um frasco de cultivo celular (KASVI, 50mL, tampa
ventilada, com filtro, codigo K11-2050), bem como os 250ug de sulfato de
gentamicina. O meio preparado foi armazenado sob refrigeragéo (8°C-10°C) até o

uso.
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Tabela 2 - Reagentes e sistemas utilizados para o preparo do meio Schneider.

Reagentes Volume (mL) Equivaléncia
Schneider 100mL 80%

SFB 20mL 20%

Sulfato de gentamicina 0,76mL 250ug

3.3 PREPARACAO DOS ISOLADOS DE L. (V.) braziliensis PARA INFECCAO DOS
CAMUNDONGOS

3.3.1 Descriopreservacgao dos Isolados de L. (V.) braziliensis

A amostra de L. (V.) braziliensis (MHOM/BR/2000/LTCP13396=I0C-L2483)
utilizada neste estudo foi fornecida pelo Laboratorio de Leishmanioses do Nucleo de
Medicina Tropical (NMT) da UnB. O isolado que era mantido criopreservado em
nitrogénio liquido (-196°C) foi descongelado em temperatura ambiente, e com o auxilio
de uma seringa de 1mL, aliquotas de 0,2mL foram transferidas para tubos contendo
meio de cultura NNN modificado, e posteriormente armazenadas em estufa

incubadora em temperatura de 24°C a 26°C para crescimento dos parasitos.

3.3.2 Crescimento e Contagem dos Parasitos em Camara

Os tubos de NNN modificado contendo os isolados de L. (V.) braziliensis foram
observados diariamente para acompanhamento do crescimento dos parasitos. Apos
esse periodo foi possivel constatar um crescimento significativo, a partir de
aproximadamente 4 a 5 dias, indicando a fase logaritmica.

Para realizar a contagem em camara de Neubauer, uma aliquota de 10uL da
cultura foi ressuspendida em 90uL de solugado de Phosphate Buffered Saline (PBS), e
apos homogeneizagao, parte dessa mistura foi utilizada para preencher a parte da
camara, a mesma utilizada para contagem de leucdcitos. Quatro quadrantes (areas
marcadas em vermelho na (Figura 3) foram utilizados para contagem dos parasitos e
o numero total foi dividido por 4 para obtencdo da média. As formas em inicio de

divisdo celular foram contadas como uma, e as formas em divisdo avancada, contadas
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como duas. Todas as formas que estavam préximas ou em cima da linha do
quadrante, também foram contadas. Apenas os emaranhados celulares ou rosetas,
ndo foram contabilizados. A obtencdo da média das formas promastigotas foi
calculada apos 3 contagens, assim, foi possivel determinar a quantidade de parasitos

(107) em volume de meio de cultura.

0,500mm

Tiefe
Depth €€

Profondeur

0,0025mm?2

Figura 3 - Imagem da cdmara de Neubauer com esquema de ampliagdo dos quadrantes utilizados para
contagem dos parasitos.

Fonte: Acervo Pessoal.

3.3.3 Infecgcao dos Camundongos

Os animais dos nove grupos foram anestesiados com Quetamina e Xilasina e,
apenas os camundongos de oito grupos foram submetidos a inoculagdo de um
concentrado parasitario contendo 3x107 formas de L. (V.) braziliensis em fase
metaciclica de desenvolvimento. No grupo A os animais foram inoculados com
solugéo fisioldgica a 0,9%. A infeccdo dos animais foi feita na pata traseira direita por
via subcutanea, com auxilio de uma seringa de insulina contendo 0,1mL do isolado de
L. (V.) braziliensis, o mesmo volume foi utilizado para inoculagéo da solugéao fisiologica
no grupo controle negativo. Apos inoculados, os animais permaneceram no

alojamento de animais por 45 dias até que o tratamento fosse iniciado.
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3.3.4 Confirmacgao da Infec¢gao dos Camundongos

3.3.4.1 Aspirado em Meio NNN Modificado

A confirmacédo da infeccédo foi realizada aos 45 dias apds inoculagdo dos
animais por meio do aspirado da linfa da pata (Figura 4). Os animais foram
anestesiados conforme citado na etapa de infecgao, as patas foram higienizadas com
alcool a 70%, e o aspirado realizado com uma seringa de insulina contendo uma
solugao preparada com 0,2mL de solugéo fisiologica a 0,9% e 250ug de sulfato de
gentamicina. O material obtido da pungéo da pata foi transferido para tubos contendo
o meio NNN modificado, previamente higienizados com alcool a 70%, e armazenados
em estufa incubadora em temperatura entre 24°C e 26°C. Todos os tubos foram
observados em microscopio de luz invertida (Carl Zeiss, Gottingen, Alemanha) para a
confirmacéao da infeccao por meio do crescimento dos parasitos e consequentemente,

para que o tratamento pudesse ser iniciado.

Figura 4 - Realizagao de aspirado na pata traseira direita de um camundongo BALB-c para confirmagao
da infecgao por L. (V.) braziliensis.

Fonte: Acervo pessoal.
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3.3.4.2 Pesquisa de Amastigotas

Apos a realizagao do aspirado, especificamente no momento da retirada da
agulha da pata do animal, ocorre um pequeno extravasamento da linfa, geralmente
acompanhada de células sanguineas, que é usada para confeccionar os esfregagos
para a pesquisa de amastigotas. As laminas contendo os esfregagos permaneceram
em temperatura ambiente até a secagem do material, em seguida, foram fixadas com
alcool metilico P.A. (CH4O) e coradas com corante Giemsa na proporg¢ao de 4:10
(Figura 5). A leitura das Iaminas foi realizada pela responsavel pelo projeto de maneira
cega, em microscopio 6ptico com objetiva de 100 (aumento 1.000x) e 6leo de imersao.
Cada lamina foi observada no microscépio por 20 minutos, tempo padronizado para
garantir que todas fossem analisadas igualmente. A avaliagado da infecgao por meio

da leitura dos esfregagos foi realizada no primeiro dia subsequente a seis dias

tratamento, no dia 7 (D7); e também no primeiro dia subsequente a 12 dias de
tratamento, no dia 13 (D13).

Figura 5 - Laminas contendo os esfregagos para pesquisa de amastigotas de L. (V.) braziliensis coradas
com Giemsa.

Fonte: Acervo pessoal.
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3.4 PREPARACAO DOS FARMACOS

3.4.1 Miltefosina

Neste estudo foram utilizadas capsulas de IMPAVIDO® que contém o
ingrediente ativo miltefosina, um pé branco que foi diluido em agua ultrapura, seguindo
a dosagem de 200mg/Kg/dia, conforme utilizado em trabalhos experimentais in vivo
(18,30). A droga foi preparada diariamente e sempre proximo ao horario da

administragdo nos animais.

3.4.2 Pentoxifilina

Os comprimidos de pentoxifilina foram macerados e diluidos e agua
ultrapura, seguindo a dosagem de 8mg/Kg/dia, conforme descrito por Santarem e
colaboradores em 2014 (18).

3.4.3 C-dots

A formulacao de C-dots testada neste estudo foi preparada no Laboratério de
Inorganica e Materiais (LIMA) do Instituto de Quimica da UnB pelos colaboradores do
projeto.

Para o preparo dos C-dots, 10g de guanidina sofreram condensagéo através
do aquecimento até atingirem a temperatura de 550°C, por um periodo de 3h. O
material formado foi entdo oxidado por meio de um refluxo com solugdo de acido
nitrico a 5M. A suspenséo resultante foi filtrada através de membrana de 0,22um e
aquecida a 60°C até a completa evaporacado do solvente. O material resultante foi
combinado ao hidrogel (descrito no préximo topico) para ser utilizado como droga

topica associada a TFD no tratamento dos animais em estudo.
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3.4.4 Hidrogel

O hidrogel utilizado neste trabalho foi formulado pelo Laboratorio de Materiais
e Combustiveis (LMC) do Instituto de Quimica da UnB e foi registrado com pedido de
patente sob o numero BR102016004927-0.

Para esta aplicagdo, o hidrogel recebeu modificagbes em sua forma de
purificacdo, passando por um processo de otimizagdo a partir da modificagcdo da
metodologia de extragao e purificagdo sugerida no pedido de patente, o qual, de forma
geral, compreende as etapas de tratamento quimico oxidativo para purificacdo e
modificagdo quimica do hidrogel através de reticulaggo com N'N'-Metileno-bis-
acrilamida (MBAam). Em seguida, o produto obtido apresentou-se de forma seca,
podendo ser utilizado a temperatura ambiente, sob temperatura controlada em estufa
em 50 a 60°C, a baixas temperaturas e pressao, sendo produzido de modo muito
vantajoso por meio de liofilizagdo por um periodo de 24 horas ou até a eliminagéo
completa de agua.

O Hidrogel foi purificado e carregado com C-dots apresentando-se em forma
de pomada para uso tépico e disponivel para aplicacdo nas patas dos animais

infectados a serem tratados.

3.5 VIAS DE ADMINISTRAGCAO DOS FARMACOS

3.5.1 Esquema de Administracao das Drogas por Via Orogastrica

Os grupos tratados com as drogas miltefosina e pentoxifilina, bem como os que
receberam as associagbes destas, e também os grupos controles que receberam
solugéo fisioldgica, foram administrados por via orogastrica, que permite que a
substancia seja introduzida pela boca e depositada diretamente no estdmago. Esse
procedimento foi realizado com uma seringa composta por uma agulha de gavagem
especifica para alimentagdo de camundongos, fabricada em ago inox BD-12, com
canula de 1,0mm de didametro e esfera de 1,7mm, raio de 40mm e comprimento de

31mm (Figura 6).
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Detalhe
da ponta

Figura 6 - Agulha de gavagem para alimentagdo de camundongos.

Fonte: https://www.bonther.com.br/produtos/2/agulha-de-gavage-camundongo.

A cénula rigida de aco inoxidavel com a extremidade em esfera, esta que serve
como protetor para evitar ferimentos no animal, foi lubrificada em um gel (sem cor e
sem sabor) para facilitar a introducdo na boca do animal, que foi realizada
cuidadosamente passando pelo es6fago e chegando ao estdmago onde o farmaco foi
dispensado (Figura 7). A metodologia da administragdo de drogas por via orogastrica

foi adotada neste estudo porque permite a aplicagcao exata da dose.
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Figura 7 - Administragéo de farmacos em camundongos por via orogastrica. A. a seta em vermelho
destaca a droga dentro da seringa antes da sua aplicacéo. B. a seta em vermelho demonstra que a
droga foi inserida na cavidade bucal do camundongo.

Fonte: Acervo pessoal

3.5.2 Administragao do Hidrogel carregado com C-dots

Os animais infectados e tratados com essa terapia receberam por via topica,
nas patas traseiras direitas, 0,1mL do hidrogel carregado de C-dots, e em seguida,

foram submetidas a TFD.
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3.6 TERAPIA FOTODINAMICA

3.6.1 Esquema Utilizado na TFD

O instrumento utilizado para aplicagdo da TFD (Figura 8) foi construido pela
executora do projeto, de modo que um interruptor quando acionado, ligasse as duas
ldampadas que foram utilizadas ao mesmo tempo por duas pessoas (Figura 9), isso
para agilizar a aplicagao do tratamento nos camundongos. A lampada utilizada foi de

LED na cor azul, posicionada a 20cm de altura da base onde a pata do camundongo

seria posicionada.

Figura 8 - Instrumento utilizado para aplicagéo da TFD nas patas infectadas dos camundongos.

Fonte: Acervo pessoal.

Os animais submetidos a TFD foram imobilizados manualmente, de modo a

permitir que a pata traseira direita infectada que havia recebido o hidrogel associado
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aos C-dots, permanecesse exposta a luz azul durante o periodo de 10 minutos, tempo

minimo necessario para agao dos C-dots (Figura 10).

Figura 9 - llustragao do funcionamento do instrumento utilizado para aplicagdo da TFD nas patas

infectadas dos camundongos.

Fonte: Acervo pessoal.

Figura 10 - Imagens da aplicagédo da TFD nas patas infectadas dos camundongos. A. visdo plantar da
pata do camundongo. B. visdo palmar da pata do camundongo.

Fonte: Acervo pessoal
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3.7 EUTANASIA DOS ANIMAIS

Os animais foram anestesiados com 0,2mL de uma solugédo preparada com
Quetamina (90 mg/kg) e Xilasina (10 mg/kg) e submetidos as coletas para avaliagao
dos critérios de eficacia conforme descrito no item 3.9 e seus subitens. Apos a
realizacdo das coletas, ainda anestesiados, os camundongos foram colocados
individualmente na camara de saturagado de CO-, até que o equipamento atingisse
uma saturacgao superior a 70%, e a parada cardiorrespiratéria fosse detectada.

As carcagas dos animais foram descartadas apos realizagdo da diluigao
seriada que sera apresentada no item 3.9.1.3, seguindo as normas de descarte
preconizadas pela Comissdao de Gerenciamento, Tratamento e Destinacdo de
Residuos Perigosos da Universidade de Brasilia (GRP-UnB). As carcagas foram
colocadas em sacos plasticos na cor branca, identificados com etiqueta informando
espécie do animal, organismo infectante, responsavel pelo projeto, e mantidos no

freezer do biotério da FM a -20°C até que a coleta fosse feita pela GRP-UnB.

3.8 CRITERIOS DE AVALIACAO DE EFICACIA

3.8.1 Critérios Parasitolégicos

3.8.1.1 Diluicdo Seriada

Apos a etapa do tratamento, 2 camundongos de cada grupo foram
eutanasiados e as patas infectadas passaram por rigorosa antissepsia antes da sua
dissecacao. Inicialmente as patas foram lavadas com Clorexidina alcodlica a 0,5%,
em seguida, com alcool a 70%, e por ultimo, solugao fisiolégica. Essa metodologia de
antissepsia € a mesma adotada pelo ambulatério de Dermatologia do Hospital
Universitario de Brasilia (HUB) para realizagdo de bidpsia e pungdo da leséo de
pacientes com suspeita de leishmaniose. A pata de cada animal foi presa a uma
tesoura do tipo “dente de rato” e com auxilio de uma lamina de bisturi, a pele foi
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cuidadosamente retirada, restando o material adequado para a maceragao (Figura
11).

7 < \ A h . a
Figura 11 - llustragcdo do método de dissecagdo da pata do camundongo. A. retirada da pele com auxilio
da lamina de bisturi. B. pata exposta apds completa dissecacéo.

Fonte: Acervo pessoal.

Apés a dissecacgao, as duas patas de cada grupo foram colocadas dentro de
um homogeneizador de vidro contendo 5mL de meio de cultura Schneider (preparado
conforme o item 3.3.2) e trituradas com o auxilio da outra parte do homogeneizador
(Figura 12).
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Figura 12 - llustracdo do método de maceragdo das patas dos camundongos. Detalhe da seta
apontando o fundo do macerador onde as patas foram depositadas.

Fonte: Acervo pessoal.

A solucao contendo o material macerado foi transferida para um recipiente
estéril para que pudesse ser aspirada por uma pipeta multicanal e novamente
transferida para a primeira linha da placa de Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay
(ELISA) de 96 pogos. Na linha A da placa foram adicionados em todos os pogos 200uL
da solugao contendo o macerado. Nas demais linhas, de B a H, todos os pocgos foram
preenchidos com 180uL de Schneider (preparado). A diluicdo seriada iniciou-se
transferindo 20uL da linha A para a linha B, nesta, realizou-se homogeneizagao e
20uL foram transferidos para a linha C, o que se repetiu até a linha H, quando apos

homogeneizacéo, 20uL foram desprezados (Figura 13).
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Figura 13 - Metodologia da diluigéo seriada. A. ilustragao da transferéncia de solugbes entre os pogos
com a pipeta multicanal. B. ilustracdo da metodologia com representagcdo do Volume Inicial (V.1.),
Volume Final (V.F.), quantidade transferida de uma linha para outra.

Fonte: Acervo Pessoal.

3.8.1.2 Avaliagdo da viabilidade celular pela técnica do Brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium (MTT)

Trata-se de uma metodologia que avalia a viabilidade celular (mitocondrial),
que € quantificada pela reducdo do MTT a cristais de formazan pela atividade
daquelas enzimas. Assim, o processo de reducao do MTT a cristais de formazan sera
diretamente proporcional a atividade mitocondrial e a viabilidade celular.

O MTT, sal de coloragdo amarela e soluvel em agua, foi preparado numa
concentragdo de 5mg/mL na capela de fluxo laminar com a luz apagada. Apds o
periodo de avaliacdo das placas pelo método da diluigao seriada, foram adicionados
10uL da solugao de MTT em todos os pogos das placas, estas foram envolvidas em
papel aluminio e incubadas por 4h em temperatura de 22°C. Posteriormente, foram
adicionados 100uL de Dimetilsulfoxido P.A. (DMSO) para a liberagao dos cristais de
formazan - sal de coloragdo arroxeada e insoluvel em agua. Em seguida, todas as
placas foram submetidas a leitura em um espectrofotbmetro (Molecular Devices,
Spectra Max, 385 plus — USA) no comprimento de onda de 570nm.
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3.8.1.3 Analise Histopatologica

ApoOs a eutanasia dos animais, e posteriormente a obtengdo dos macréfagos
peritoneais, os 6rgéos internos de interesse foram retirados cuidadosamente da
cavidade abdominal, para que pudessem ser submetidos a analise histopatologica.
Figado, rins e bacgo, retirados de cada camundongo foram pesados individualmente
em uma balancga analitica, e em seguida, pequenos fragmentos foram retirados destes
orgaos, para analise molecular. O peso de cada fragmento também foi aferido.

Cada ¢6rgéo foi colocado em um cassete histologico devidamente identificado,
armazenado em solugao Davison e mantido sob refrigeracéo até a proxima etapa de
manipulagdo das amostras. Os fragmentos dos orgaos foram colocados em
eppendorfs e armazenados em freezer a -80°C até o momento da extracdo do acido
desoxirribonucleico (DNA).

3.8.2 Medigao do Diametro de Patas

As patas traseiras direitas que receberam o inéculo do concentrado parasitario
foram medidas por dois observadores com o auxilio de um paquimetro, a fim de obter
uma media do tamanho de cada uma apods a infeccdo e durante o tratamento. As
lesbes foram medidas em duas posi¢oes diferentes, lateralmente e, superior e inferior
(Figura 14). A medigéo ocorreu antes da infec¢do, 30 dias apods, no 1°, 6° e 12° dias

de tratamento, seguindo mesmo esquema da pesagem.
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Figura 14 - Demonstragdo da metodologia utilizada para medi¢do das patas infectadas. A. medigéo
lateral. B. medig&o superior e inferior.

Fonte: Acervo pessoal.

3.8.3 Pesagem dos Camundongos

Todos os animais foram pesados em uma balanca analitica obedecendo 5
etapas conforme Fluxograma 1. Nos dias de tratamento, a pesagem foi realizada

sempre antes da administragado das drogas.

Antes da 30 dias apés 12 diade 62 dia de 122dia de
Infecgao ainfecgao tratamento tratamento tratamento

Fluxograma 1 - Pesagem dos animais
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3.8.4 Critérios Moleculares

3.8.4.1 Extrac&o e Quantificacdo do DNA dos Macerados das Patas

Apos a realizagdo do macerado das patas infectadas, uma aliquota de 200uL
foi retirada do homogeneizador e transferida para um eppendorf que foi armazenado
a -80°C até o momento da extracdo do DNA. Este método foi realizado com o kit
comercial PureLink Genomic DNA (INVITROGEN, Carlsbad, USA) de acordo com o
protocolo sugerido pelo fabricante.

A quantificagdo do DNA das amostras de todos os grupos foi realizada no
espectrofotometro Nanovue plus (GE Healthcare, Little Chalfont, United Kingdom),
gentilmente cedido pelo Laboratério Interdisciplinar de Biociéncias da FM da UnB

3.8.4.2 PCR em Tempo Real (QPCR)

No presente estudo foi realizado um ensaio quantitativo de gPCR utilizando
SYBR Green (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) e primers capazes de
amplificar o KDNA de Leishmania (V.) braziliensis, mesma cepa utilizada para infecgao
dos animais. Os primers utilizados na reacao foram direcionados aos minicirculos de
DNA do cinetoplasto de Leishmania, e resultaram em um produto amplificado de
120pb, PPf 5 GGC CCA CTA TAT TAC ACC AAC CCC 3’ e PPr 5 GGG GTA GGG
GCG TTC TGC GAA 3 (77).

O resultado da quantificacdo do DNA foi avaliado, e quando necessario,
algumas amostras foram diluidas, a fim de padroniza-las ao limite maximo de
2,5ng/uL. Isto foi necessario visto que o volume de DNA utilizado para a reacao de
gPCR foi de 4L, totalizando 10ng de DNA por amostras, estas que receberam adi¢cao
de 6uL de mix pronto (SYBR Green PCR, master mix, primers e agua), totalizando
10uL de volume final na reagéo (Tabela 3). As reac¢des foram realizadas conforme

descrito por Sevilha-Santos e colaboradores (66).
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A amplificacdo foi feita com uma temperatura inicial de 95°C por 20 segundos,
seguida de 40 ciclos de 95°C por 3 segundos, 55°C por 10 segundos e 60°C por 30
segundos (Tabela 4). Posteriormente, as amplificagbes foram processadas utilizando
o termociclador StepOnePlus (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). O melting
foi processado com incrementos de 0,3°C a partir de 55°C a 95°C (66).

Tabela 3 - Sistema utilizado para a amplificagao do primer PPr e PPf.

Reagentes Concentragao Volumes
SYBR Green PCR master mix 1X 5uL

PPr 2mM 0,2uL
PPf 2mM 0,2uL
Agua ultrapura - 0,6pL
DNA 10ng 4uL
Volume final - 10uL

Fonte: Sevilha-Santos L, dos Santos Junior ACM, Medeiros-Silva V, Bergmann JO, da Silva EF, Segato
LF, et al. Accuracy of gPCR for quantifying Leishmania kDNA in different skin layers of patients with
American tegumentary leishmaniasis. Clin Microbiol Infect [Internet]. 2018;2-7.

Tabela 4 - Sistema utilizado para a amplificagao do primer PPr e PPf.

Temperatura Tempo Ciclos
95°C 20s -
95°C 3s 40x
55°C 10s

60°C 30s

Fonte: Sevilha-Santos L, dos Santos Junior ACM, Medeiros-Silva V, Bergmann JO, da Silva EF,
Segato LF, et al. Accuracy of qPCR for quantifying Leishmania kDNA in different skin layers of
patients with American tegumentary leishmaniasis. Clin Microbiol Infect [Internet]. 2018;2—7.

3.8.5 Critérios Bioquimicos

Para obtencdo das amostras para realizacdo dos exames bioquimicos, os
camundongos foram anestesiados e submetidos a uma pungao cardiaca, na qual
tentou-se obter pelo menos 1mL de sangue de cada um. As coletas de sangue foram

realizadas no D7 e D13 do estudo.
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Os exames bioquimicos foram realizados pelo Laboratério Clinico SABIN em
colaboragcdo ao projeto, e foram possiveis dosar os seguintes exames: Albumina
(g/dL), Bilirrubinas Totais (mg/dL), Bilirrubina Direta e Indireta (mg/dL), Creatinina
(mg/dL), Fosfatase Alcalina (U/L), Gama GT (U/L), Transaminase Glutamica
Oxalacética - TGO (Ul/L), Transaminase Glutamica Piruvica - TGP (Ul/L) e Ureia
(mg/dL).

3.8.6 Critérios Imunolégicos

3.8.6.1 Obtencéo dos Macréfagos Peritoneais

Os animais eutanasiados foram imediatamente transferidos da camara de
saturacdo de CO2 para a capela de fluxo laminar, assim, apds assepsia da parede
abdominal com alcool a 70%, e com o auxilio de uma lamina de bisturi estéril, foi
realizada uma incisédo na pele para que 10mL de salina tamponada com fosfato (STF),
pH 7,2, fossem injetados na cavidade abdominal. Posteriormente, uma leve
massagem foi realizada no local, e em seguida, com auxilio de uma pipeta Pasteur
estéril, a solugado de STF contida na cavidade abdominal foi retirada, possibilitando a
obtengdo dos macréfagos peritoneais. As solugdes retiradas foram transferidas para
tubos Falcon (estéreis) e centrifugadas em 200G por 10 minutos a 4°C.

Apos centrifugagdo, uma nova lavagem foi realizada e as amostras
centrifugadas novamente. Os sobrenadantes foram descartados, e os precipitados
foram ressuspensos em 1mL de meio Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640
(Sigma Aldrich), pH 7,2, suplementado com 20mM de a&acido hidroxietil
piperazinoetanosulfénico (HEPES) (Sigma Aldrich), 2mM de L-glutamina e 40ug/mL
de sulfato de gentamicina (solu¢do de RPMI incompleto). Em seguida, com auxilio de
uma camara de Neubauer, os macrofagos peritoneais foram quantificados, e
simultaneamente, a viabilidade foi avaliada com solugéo de nigrosina a 0,05%, sempre
maior que 95%. Os macrofagos peritoneais recuperados foram ressuspensos em
RPMI (incompleto) para que a solugdo final apresentasse o numero de células
necessarias para a realizacdo de cada experimento (78).
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3.8.6.2 Expressdo de Corpusculos Lipidicos Detectada pela Coloragdo com Oleo
Vermelho O (Oil Red O).

Os corpusculos lipidicos sao descritos como estruturas circulares que se coram
em vermelho no citoplasma dos mondcitos. Para a quantificacido destas células foi
utilizada a coloragao com oil red O, que apresenta ampla solubilidade em lipideos e
cora de vermelho os corpusculos presentes no citoplasma dos mondcitos.

Para realizar a aderéncia das células nas placas de 24 pocos, foi hecessario
obter 2 milhdes de células de cada animal, visto que cada um teria amostra em 4
pocos da placa, dos quais, dois seriam sensibilizados com lipopolissacarideo (LPS).
Apo6s a quantificagcdo do numero de macréfagos peritoneais, um calculo foi realizado
a fim de dividir 500.000 células por pog¢o na placa, cada um com volume final de 500pL.
Laminulas de vidro redondas com 13mm foram colocadas em cada pogo no momento
da aderéncia e as placas permaneceram incubadas por 1h. Os pocos das placas
foram lavados, e logo apds, o estimulo de LPS, na concentragdo de 10ng/mL foi
adicionado em dois dos quatro pocos referentes a cada animal, nesta etapa a
incubagéo durou 1h. Outra lavagem foi realizada para retirar o excesso de LPS, e em
seguida, o meio completo contendo SFB foi adicionado nas placas e incubado por
24h. A placa foi lavada novamente e o sobrenadante reservado para a determinacao
da produgéo de 6xido nitrico (ON)(79,80).

Apos a aderéncia das células nas laminulas, estas foram fixadas com
paraformaldeido a 2%, por 15 minutos em temperatura ambiente, e em seguida,
lavadas duas vezes com STF, e uma vez com alcool isopropilico a 60%. Logo apds,
as células foram coradas com uma solugdo de 6leo vermelho, por 15 minutos. O
excesso de corante foi retirado e os pogos foram lavados uma vez com 1mL de alcool
isopropilico a 60% e depois duas vezes com 1mL de agua destilada. Os nucleos
celulares foram corados com hematoxilina de Mayer por 5 minutos, e em seguida, os
pocos foram lavados novamente com agua destilada. Logo apds, as laminulas foram
retiradas dos pogos das placas com auxilio de uma pinga, e montadas sobre laminas
de vidro em uma fina camada de meio de montagem contendo 10g de gelatina, 60mL
de agua destilada, 70mL de glicerol e 0,25 g de fenol (79-81).
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O procedimento de coloragédo dos corpusculos lipidicos com 6leo vermelho foi
realizado em duplicata para cada grupo de tratamento e grupos controle negativo e
positivo. As laminas foram quantificadas em microscopia 6tica com aumento de 1000x,
e para cada uma foram contadas 200 células. Com essa contagem foi possivel
estabelecer a quantidade média de corpusculos dentro dos macréfagos (MCL), a
porcentagem de macréfagos apresentando corpusculos lipidicos no citoplasma
(M@%) e o indice corpuscular (IC) que € da MCL multiplicada pelo M@% (79-81).

3.8.6.3 Determinacéo da Producdo de ON

A producéo do ON, que é um metabdlito toxico para as amastigotas, foi avaliada
pela quantificacdo do nitrito contido nos sobrenadantes das mesmas amostras
utilizadas para a avaliagdo da producédo de corpusculo lipidico. Para efetuar essa
dosagem, 100uL dos sobrenadantes foram distribuidos em triplicata, em placas de 96
pocos, e acrescentado, em volume igual, o reagente de Griess (82). Apos 10 min foi
feita leitura em espectrofotdmetro (Spectramax Plus 384, Molecular Devices) em
comprimento de onda de 540nm. Para determinacdo da concentragcao de nitrito
contida em cada pocgo, foi feita, paralelamente, uma curva padrdo com nitrito diluido
em RPMI completo nas concentragdes de 100uM, 50uM, 25uM, 12,5uM, 6,25uM,
3,12uM e 1,56uM (80).

3.9 ANALISE ESTATISTICA

Inicialmente foram apresentadas estatisticas descritivas para os dados
apresentados por meio de frequéncia. Os dados numéricos foram avaliados por meio
do calculo da mediana, abrangéncia dos valores e intervalo interquartil com o objetivo
de demonstrar a tendéncia central e dispersdo amostral. As comparagbes das
frequéncias foram realizadas por testes exatos.

A analise estatistica foi realizada no pacote R versdo 0.4.9. (https://CRAN.R-

project.org/package=survminer) no programa livre no R Studio (R Studio:
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Desenvolvimento integrado para R. R Studio, PBC, Boston, MA
URLhttp://www.rstudio.com/.), com base no programa também livre R Core Team
(2020). R: Uma linguagem e ambiente para computag&o estatistica. R Foundation for
Statistical Computing, Viena, Austria. URL https://www.R-project.org/. A significancia
estatistica foi definida por um valor de p <0,05 e por um intervalo de confianga (IC) de

95%. Analise multivariada nao foi realizada pelo limitado tamanho amostral.

3.10 QUESTOES ETICAS

Os principios éticos para realizagcdo de pesquisa cientifica com animais de
laboratorio foram seguidos, conforme a Declaragao Universal dos Direitos dos Animais
(UNESCO, 1978), os principios éticos para experimentagdo animal, definidos pelo
Colégio Brasileiro de Experimentagcdo Animal (COBEA, 1991) e pela Lei n° 11.794, de
8 de outubro de 2008. O protocolo experimental empregado nesse estudo foi aprovado
pela Comissdo de Etica no Uso Animal (CEUA) da UnB sob o registro UnBDoc n°
148305/2015 (Anexo 1) e adicionalmente pelo UnBDoc n° 8480/2016 (Anexo 2).
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4. RESULTADOS

4.1 CONFIRMACAO DA INFECGAO DOS CAMUNDONGOS

4.1.1 Aspirados em Meio NNN Modificado

Antes de iniciar o tratamento, foram realizados aspirados das patas dos animais
para confirmacéo da infecgdo, e as culturas foram observadas continuamente para
que fosse observado o crescimento de parasitos. A observagao iniciou com 48h,
tempo minimo necessario para o observador conseguir visualizar formas
promastigotas de leishmanias, e as culturas continuaram a ser observadas nos
periodos seguintes (72h, 96h e 120h) até que a confirmacao da infecgdo pudesse ser
atestada. Neste estudo, o tempo maximo de observacdo dos aspirados foi de 120h
para confirmacao de positividade para o encontro de parasitos.

Todos os aspirados dos grupos CP, M, P, TFD, MP, PTFD, MTFD e MPTFD
apresentaram positividade para o crescimento de parasitos apds observacao durante
0s quatro periodos. Os aspirados do grupo CN apresentaram 100% de negatividade
para o encontro de parasitos durante os quatro periodos de observagéo.

4.1.2 Pesquisa de Amastigotas

Apoés a observagédo dos esfregacos, os resultados foram classificados como
negativos e positivos, para cada lamina de camundongo por grupo de tratamento, para
confirmacéo da infec¢cdo dos animais. No grupo CN nao houve detecgéo de parasitos
em 100% das laminas, e o oposto foi observado no grupo CP, no qual houve o
encontro de parasitos em 100% das laminas. Nos grupos M, P e MTFD foi possivel
observar formas amastigotas em 50% das Iaminas de cada grupo. Nos grupos TFD e
PTFD, 33,3% dos esfregagos observados em cada grupo foram positivos para o

encontro de leishmanias. O grupo MP foi que o apresentou a maior quantidade de
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laminas positivas, apresentando 66,6% de esfregagos com presencga de parasitos,
enquanto o grupo MPTFD foi o que apresentou a menor quantidade de laminas
positivas, apenas 16,6% (Tabela 5).

Tabela 5 - Confirmacdo da infeccdo dos animais por meio da pesquisa direta de amastigotas em
esfregacos contendo exsudato das patas traseiras direitas dos animais.

Negativo Positivo Total
Grupo CN 6 0 6
Grupo CP 0 6 6
Grupo M 3 3 6
Grupo P 3 3 6
Grupo TFD 4 2 6
Grupo MP 2 4 6
Grupo PTFD 4 2 6
Grupo MTFD 3 3 6
Grupo MPTFD 5 1 6
Total 30 24 54

4.1.3 qPCR Papel Filtro

Com base nos valores dos numeros de Leishmanias encontrados nas amostras
de papel filtro, provenientes do extravasamento celular apds o aspirado das patas,
foram calculadas por grupo de tratamento, a mediana (medida de tendéncia central),
valores minimos - maximos e o intervalo interquartil. Ndo houve quantificacdo de

parasitos no grupo CN (Tabela 6).
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Tabela 6 - Resultados da qPCR realizada a partir de amostras de papel filtro para confirmacéo da
infeccao.

Numero de leishmanias detectadas em

papel filtro
Mediana Min - Max Intervalo interquartil

Grupo CN 0 0-0 0
Grupo CP 6 0-2336 329
Grupo M 2119 0-29767 5806
Grupo P 902 13 - 18077 3163
Grupo TFD 65 7 - 8976 2361
Grupo MP 218 8 - 53861 36141
Grupo PTFD 115 43 - 1286 107
Grupo MTFD 493 11 - 7400 460
Grupo MPTFD 343 59 - 15393 6198

4.2 CRITERIOS DE AVALIAGAO DE EFICACIA

4.2.1 Critérios Parasitologicos

4.2.1.1 Aspirados em Meio NNN Modificado para Avaliagdo de Cura Parasitologica

No D7, 100% dos aspirados dos grupos CP, M, P, TFD, MP, PTFD, MTFD e
MPTFD apresentaram positividade para o crescimento de parasitos durante as
primeiras 120h apds o preparo (48h, 72h, 96h e 120h). Apenas os aspirados do grupo
CN apresentaram-se 100% negativos, conforme esperado.

Os aspirados dos grupos CP e P apresentaram 100% de positividade apds 48h
do preparo. Nos grupos M e MPTFD, 100% dos aspirados apresentaram positividade
com 120h apo6s o preparo. No grupo TFD, 50% dos aspirados apresentaram-se
positivos com 48h, aumentando para 100% com 72h. Os aspirados do grupo MP
apresentaram crescimento de parasitos em 50% das amostras com 96h, e com 120h,

100% apresentou positividade. No grupo PTFD, 50% dos aspirados apresentaram-se
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positivos com 48h, e 100% de positividade com 96h. O grupo MTFD apresentou 50%
de positividade com 72h, e 100% de positividade com 120h.

Em relagdo ao D13, os aspirados dos grupos CN, M, MP e MTFD apresentaram
100% de negatividade para o encontro de parasitos durante 30 dias de observacéo,
tempo minimo estabelecido pelo Laboratério de Dermatomicologia para que a cultura
seja considerada negativa, apds o preparo. Nos grupos CP e PTFD houve 100% de
positividade com 48h observacdo. Os aspirados dos grupos P e TFD apresentaram
50% de positividade com 48h, e atingiram 100% de positividade com 96h.

Ao final dos 12 dias de tratamento, alguns animais n&o resistiram e
determinados grupos tiveram perdas. No D13, os grupos M, MP e MTFD
contabilizaram apenas 1 camundongo por grupo disponivel para analise, e no grupo
MPTFD, ndo restou nenhum animal.

4.2.1.2 Pesquisa de Amastigotas

A Tabela 7, referente aos resultados das leituras dos esfregagos de pesquisa
de amastigotas no D7, mostra que nos grupos CN, M, TFD, MP, PTFD, MTFD e
MPTFD nao houve deteccdo de parasitos em 100% das Iaminas de cada grupo. No
grupo CP o encontro de parasitos foi observado em 100% das laminas. O grupo P
apresentou 50% de positividade para o encontro de leishmanias nas laminas
observadas.

Na Tabela 8, referente aos resultados das leituras dos esfregagos de pesquisa
de amastigotas no D13, & possivel observar que o grupo CN e o grupo CP
apresentaram os mesmos resultados do D7, onde 100% das laminas de cada grupo
foram negativas e positivas, respectivamente. Nos esfregagos dos grupos M, P, TFD,
MP, PTFD e MTFD nao houve deteccdo de parasitos em 100% das laminas

observadas de cada grupo.
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Tabela 7 - Resultados das leituras dos esfregacos de pesquisa de amastigotas como critério de
avaliagao de eficacia no D7.

Numero de esfregagos de pesquisa de
amastigotas

Negativo Positivo
Grupo CN 2/2
Grupo CP 2/2
Grupo M 2/2
Grupo P 2/2
Grupo TFD 2/2
Grupo MP 2/2
Grupo PTFD 2/2
Grupo MTFD 2/2
Grupo MPTFD 2/2

Tabela 8 - Resultados das leituras dos esfregacos de pesquisa de amastigotas como critério de
avaliagao de eficacia no D13.

Numero de esfregagos de pesquisa de

amastigotas
Negativo Positivo
Grupo CN 2/2
Grupo CP 2/2
Grupo M 11
Grupo P 2/2
Grupo TFD 2/2
Grupo MP 11
Grupo PTFD 2/2

Grupo MTFD 11
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4.2.1.3 Diluicdo Seriada e MTT

Todas as placas realizadas nos dois periodos de avaliacdo, D7 e D13, foram
observadas em microscopio de luz invertida e os 96 pogos foram lidos individualmente
para constatacdo do crescimento ou ndo de leishmanias. A medida em que as formas
promastigotas eram observadas, o pogo da placa era identificado com a marcagao de
positivo. A observagao das placas foi realizada por 5 dias consecutivos, e em seguida
foram submetidas a avaliacdo de viabilidade celular pelo MTT. Para analise dos
dados, criou-se um modelo de tabela semelhante as placas, assim, os dados
poderiam ser exportados para o software Extreme Limiting Dilution Analysis (ELDA) e
analisados estatisticamente.

No D7, apos 6 dias de tratamento, foram realizadas 9 placas referentes aos
grupos de animais, cada uma contendo amostras de 2 camundongos de cada grupo.

No grupo CN, na avaliagdo D7, todos os pogos da placa permaneceram negativos
para o crescimento de parasitos durante o periodo de observacgao, resultado esperado
para o grupo controle negativo que nao havia sido infectado. No mesmo periodo de
avaliacao, no grupo CP, todos os pogos da placa apresentaram crescimento parasitos
durante o periodo de observacdo, o que confirma a infeccdo dos animais e a
estabilidade dos mesmos.

No grupo M, avaliagdo D7, foi possivel identificar pogos positivos com
crescimento de parasitos até a diluicdo 1/100. Em relagdo aos grupos P e TFD, no
mesmo periodo, todos os pogos das placas apresentaram crescimento de
Leishmanias. No grupo MP, avaliagdo D7, a maioria dos pogos apresentou
crescimento de parasitos, inclusive no ultimo poco com titulo da diluicdo de
1/10000000. Nos grupos PTFD e grupo MTFD, respectivamente, periodo D7, o
crescimento de parasitos foi similar, com uma pequena redug¢do no ultimo grupo. No
grupo MPTFD, avaliagcdo D7, a maioria dos pogos da placa de 96 pog¢os nao
apresentaram crescimento parasitos, este que foi observado apenas até a diluicdo
1/100.

Na analise estatistica os grupos P, TFD e PTFD apresentaram resultados
semelhantes ao CP (Tabela 9).



Tabela 9 - Analise estatistica dos resultados do MTT durante o D7 de tratamento.

GRUPO GRUPO P-VALOR
COMPARADOR
CN CP <0,001
CN M <0,001
CN P <0,001
CN TFD <0,001
CN MP <0,001
CN PTFD <0,001
CN MTFD <0,001
CN MPTFD <0,001
CP M <0,001
CP P 1
CP TFD 1
CP MP <0,001
CP PTFD 0
CP MTFD <0,001
CP MPTFD <0,001
M P <0,001
M TFD <0,001
M MP <0,001
M PTFD <0,001
M MTFD 0,08
M MPTFD 0,01
P TFD 1
P MP <0.001
P PTFD 0
P MTFD <0,001
P MPTFD <0,001
TFD MP <0,001
TFD PTFD 0
TFD MTFD <0,001
TFD MPTFD <0,001
MP PTFD 0
MP MTFD <0,001
MP MPTFD <0,001
PTFD MTFD <0,001
PTFD MPTFD <0,001

MTFD MPTFD <0,001
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No grupo CP e ao D13 de tratamento, 89 pogos da placa apresentaram
crescimento parasitos, 0 que nao foi observado em dois pogos da diluicdo
1/10000000. Nesta placa houve crescimento de fungos em 5 pogos, 2 na diluicdo 1/1,
2 na diluicdo 1/10 e 1 na diluicdo 1/1000. No grupo M e ao D13 de tratamento, 95
pocos da placa de 96 pogos ndo apresentaram crescimento de parasitos, porém, em
um pocgo da primeira diluigdo constatou-se crescimento de fungos. No grupo P e ao
D13 de tratamento, a maioria dos pogos apresentou crescimento de parasitos, e
alguns pogos negativos nas duas ultimas diluigdes. Foi possivel observar crescimento
de fungos em 2 pogos da primeira diluicdo, 1 pocgo da diluicdo 1/1000, 1 pogo na
penultima diluicdo. No grupo TFD e ao D13 de tratamento, 94 pogos apresentaram
crescimento de parasitos, e 2 pogos apresentaram crescimento de fungos, 1 pogo na
primeira e 1 pogo na diluicdo 1/100. No grupo MP e ao D13 de tratamento, 94 pogos
nao apresentaram crescimento de parasitos, e em 2 poc¢os da primeira diluicdo houve
crescimento de fungos.

No grupo PTFD e ao D13 de tratamento, 94 pogos apresentaram crescimento
de parasitos, 0 que n&o ocorreu em 1 pogo da ultima diluicdo. Em 3 pogos houve
crescimento de fungos, na primeira, segunda e terceira diluigdes. No grupo MPTFD e
ao D13 de tratamento, 95 pogos n&do apresentaram crescimento de parasitos, € 1 pogo
apresentou crescimento de fungos na primeira diluigao.

Na analise estatistica os grupos P, TFD e PTFD apresentaram resultados
semelhantes ao CP (tabela 10). O grupo MTFD e MP apresentaram resultados
comparaveis ao controle negativo no D13. O grupo MTFD apresentou menor

quantidade de Leishmanias viaveis em comparagéo ao grupo M (p<0,001).



Tabela 10 - Analise estatisticas dos resultados do MTT durante no D13 de tratamento.

GRUPO GRUPO P-VALOR
COMPARADOR
CN CP <0,001
CN M <0,001
CN P <0,001
CN TFD <0,001
CN MP 1
CN PTFD <0,001
CN MTFD 1
CP M 0,001
CP P 0,0856
CP TFD 0,0856
CP MP <0,001
CP PTFD 0,534
CP MTFD <0,001
M P <0,001
M TFD <0,001
M MP <0,001
M PTFD <0,001
M MTFD <0,001
P TFD 1
P MP <0,001
P PTFD <0,001
P MTFD <0,001
TFD MP <0,001
TFD PTFD 0,232
TFD MTFD <0,001
MP PTFD <0,001
MP MTFD 1

PTFD MTFD <0,001
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4.2.2 Medicao do Diametro de Patas

O diametro das patas dos animais, por grupo de tratamento, foi aferido por dois
observadores e anotado em milimetros, conforme escala do paquimetro utilizado.
Com base nos valores aferidos pelos dois observadores foram calculados, a média,
mediana, valores minimo e maximo, e intervalo interquartil para os dois tipos de
medicao: lateral (Tabela 11) e, superior e inferior (Tabela 12).

No primeiro dia de tratamento, antes do inicio da administracdo das drogas,
dois animais, um do grupo MP e um do grupo MPTFD, morreram apds a anestesia.
No D6, antes da administracdo das drogas, trés animais do grupo MTFD também
morreram. No grupo MPTFD, ndo houve medi¢ao das patas no D12 porque ndo havia
animais vivos nesta etapa de avaliagao, visto que um animal morreu no D1, dois
animais foram eutanasiados no D7, e os outros trés animais morreram durante o

periodo de tratamento.
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Tabela 11 - Resultados da medi¢ao do diametro (mm) lateral das patas dos camundongos nas etapas
de inoculagao, 30 dias ap6s a inoculagao, D1, D6 e D12 de tratamento.

Média Mediana Min-Max
CN 0,28 0,28 0,25-0,30
CP 0,28 0,28 0,20-0,35
M 0,26 0,25 0,20-0,30
P 0,29 0,30 0,25-0,30
TFD 0,28 0,30 0,25-0,30
IN MP 0,26 0,25 0,20-0,30
PTFD 0,27 0,30 0,20-0,30
MTFD 0,26 0,30 0,20-0,30
MPTFD 0,23 0,30 0,20-0,30
CN 0,32 0,30 0,30-0,35
CP 0,29 0,30 0,25-0,30
M 0,33 0,33 0,30-0,40
P 0,31 0,30 0,30-0,35
30IN TFD 0,33 0,30 0,30-0,40
MP 0,33 0,33 0,30-0,35
PTFD 0,31 0,30 0,30-0,35
MTFD 0,32 0,30 0,30-0,35
MPTFD 0,32 0,30 0,30-0,35
CN 0,33 0,33 0,30-0,40
CP 0,31 0,30 0,30-0,35
M 0,32 0,30 0,30-0,35
P 0,31 0,30 0,30-0,35
D1 TFD 0,30 0,30 0,30
MP 0,33 0,30 0,30-0,45
PTFD 0,30 0,30 0,30
MTFD 0,31 0,30 0,30-0,45
MPTFD 0,31 0,30 0,30-0,45
CN 0,31 0,30 0,30-0,35
CP 0,31 0,30 0,30-0,35
M 0,31 0,30 0,30-0,35
P 0,33 0,33 0,30-0,35
D6 TFD 0,32 0,30 0,30-0,35
MP 0,32 0,30 0,30-0,35
PTFD 0,32 0,30 0,30-0,35
MTFD 0,30 0,30 0,30
MPTFD 0,30 0,30 0,30
CN 0,30 0,30 0,30
CP 0,30 0,30 0,30
M 0,30 0,30 0,30
D12 P 0,34 0,33 0,30-0,40
TFD 0,30 0,30 0,30
MP 0,30 0,30 0,30
PTFD 0,33 0,30 0,30-0,40
MTFD 0,30 0,25 0,30

IN: Inoculagao;
30IN: 30 dias apds a inoculagao.
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Tabela 12 - Resultados da medi¢cao do didmetro (mm) superior/inferior das patas dos camundongos

nas etapas de inoculagao, 30 dias ap6s a inoculagao, D1, D6 e D12 de tratamento.

Média Mediana Min-Max
CN 0,35 0,35 0,35-0,40
CP 0,33 0,30 0,30-0,40
M 0,35 0,35 0,30-0,40
P 0,32 0,30 0,30-0,35
IN TFD 0,33 0,30 0,30-0,40
MP 0,3 0,30 0,30
PTFD 0,32 0,30 0,30-0,35
MTFD 0,30 0,30 0,30
MPTFD 0,31 0,30 0,30-0,35
CN 0,39 0,40 0,35-0,40
CP 0,39 0,40 0,35-0,40
M 0,38 0,40 0,35-0,40
P 0,41 0,40 0,40-0,45
30IN TFD 0,41 0,40 0,40-0,45
MP 0,42 0,40 0,40-0,45
PTFD 0,42 0,40 0,40-0,45
MTFD 0,41 0,40 0,40-0,45
MPTFD 0,41 0,40 0,40-0,45
CN 0,39 0,40 0,35-0,40
CP 0,40 0,40 0,40
M 0,39 0,40 0,35-0,40
P 0,39 0,40 0,40
D1 TFD 0,40 0,40 0,35-0,45
MP 0,38 0,40 0,30-0,45
PTFD 0,39 0,40 0,35-0,40
MTFD 0,40 0,40 0,40
MPTFD 0,40 0,40 0,40
CN 0,40 0,40 0,40
CP 0,40 0,40 0,40-0,45
M 0,39 0,40 0,35-0,40
P 0,41 0,40 0,40-0,45
D6 TFD 0,39 0,40 0,35-0,40
MP 0,40 0,40 0,40
PTFD 0,38 0,40 0,35-0,40
MTFD 0,40 0,40 0,40
MPTFD 0,40 0,40 0,40
CN 0,39 0,40 0,35-0,40
CP 0,36 0,38 0,30-0,40
M 0,40 0,40 0,40
P 0,41 0,40 0,40-0,45
D12 TFD 0,38 0,38 0,35-0,40
MP 0,30 0,30 0,30
PTFD 0,39 0,40 0,35-0,40
MTFD 0,40 0,40 0,40

IN: Inoculagao;

30IN: 30 dias ap6s a inoculagao.
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4.2.3 Pesagem dos Camundongos

Todos os animais foram pesados antes da inoculacéo e 30 dias apds, no 1° dia
antes de iniciar o tratamento, no 6° e 12° dias de tratamento, antes da administracao
das drogas. Os numeros apresentados na Tabela 13 representam a afericdo do peso
em gramas (g), conforme escala da balancga utilizada para pesagem dos animais.

A média de peso dos camundongos por grupo foi realizada para aferir as
oscilagbes de perda e/ou ganho de peso dos grupos e entre eles durante o tratamento
(Tabela 14).



Tabela 13 - Resultados das pesagens (g) dos camundongos por grupo nas etapas de inoculagéo, 30 dias apos a inoculagéo, D1, D6 e D12 de tratamento.
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Camundongo

I
Inoculacéo Il
1]
v
\Y,
VI

[
30 dias Il
1
v
\
VI

I
D1 Il
1]
v
V
\

I
D6 Il
1]
v
V
\

I
D12 Il
1]
v
V
VI

Grupo CN

25,5
27,9
26,9
25,6
23,9
25,5
26,2
29,3
27,3
26,0
25,5
25,8
27,5
30,1
29,0
26,5
25,8
26,8

26,6
28,2
271
25,1
25,0
25,9
E

28,1
28,4
E

24,3
25,9

Grupo CP

27,4
26,1
23,5
21,9
25,2
28,8
27,7
27,8
25,4
23,8
27,3
30,8
28,6
27,5
25,1
25,2
29,6
30,6
28,0
26,4
24,6
23,8
28,3
29,0
E

28,0
25,1
E

28,1
29,5

Grupo M

25,0
27,0
26,6
25,3
32,9
27,3
26,2
28,2
28,1
25,6
34,0
23,2
27,7
28,6
28,7
26,4
35,7
29,3
25,9
22,3
27,4
21,5
31,9
24,0
E

E

271
E

26,3
E

Grupo P

29,4
34,4
29,1
28,2
25,6
24,9
29,9
36,2
29,2
30,0
26,8
26,2
29,9
36,4
29,4
30,0
26,8
27,2
28,7
35,4
28,2
28,5
26,3
26,3
E

35,6
28,1
E

27,7
25,8

Grupo TFD

25,1
38,3
24,6
27,4
26,6
28,2
26,3
38,8
26,2
271
27,7
28,7
28,3
36,9
27,3
27,3
28,2
30,4
26,4
33,9
24,4
26,8
27,0
28,8
E

E

253
E

E

29,2

Grupo MP

27,4
25,6
25,3
26,8
26,0
29,4
28,0
26,8
27,2
271
23,4
29,4
29,9
27,4
28,6
29,2
P

31,3
25,9
22,8
25,4
24,4
P

25,9

Grupo PTFD  Grupo

28,2
27,7
27,7
28,2
33,2
22,4
28,3
28,1
29,8
30,4
33,2
23,5
29,2
29,6
29,6
29,7
33,4
23,9
27,8
28,9
27,8
27,5
31,0
23,2
E

28,0
26,9
E

29,9
22,9

MTFD
25,7
25,5
25,2
29,7
25,3
26,7
26,9
26,8
25,9
30,5
26,0
27,6
27,6
28,9
26,7
31,1
27,0
28,0
P
24,3
24,8
P

P
25,5

Grupo
MPTFD
24,6
25,2
254
27,5
24,6
26,3
24,9
26,3
26,0
27,4
25,8
28,1
26,7
27,6
26,9

26,1
28,5
24,5
23,6
25,0

21,6
24,7

mmTommm

P: perdas durante o periodo de tratamento. E: eutanasia dos animais para avaliagao do tratamento.
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Tabela 14 - Resultados das médias das pesagens dos camundongos por grupo nas etapas de
inoculagao, 30 dias apds a inoculagéo, D1, D6 e D12 de tratamento.

Inoculacao 30 dias apds a D1 D6 D12
inoculagao

Grupo CN 25,9 26,7 27,6 26,3 26,7
Grupo CP 25,5 27,1 27,8 26,7 27,7
Grupo M 27,4 27,6 29,4 25,5 26,7
Grupo P 28,6 29,7 30,0 28,9 29,3
Grupo TFD 28,4 29,1 29,7 27,9 27,3
Grupo MP 26,8 27,0 29,3 249 23,8
Grupo PTFD 27,9 28,9 29,2 27,7 26,9
Grupo MTFD 26,4 27,3 28,2 249 22,7
Grupo MPTFD 25,6 26,4 27,2 23,9

4.2 .4 Critérios Moleculares

4.2.4.1gPCR

Os resultados da quantificacdo das amostras apresentados na Tabela 15 foram

obtidos a partir da construgcdo de uma curva padrdo desenvolvida com a cepa de

referéncia de L. (V.) braziliensis. A curva padrao foi realizada em triplicata com
amostras de L. (V.) braziliensis (R? = 0.981, eficiéncia = 94.615, declive = -3.458) (83)

(Figura 15). A partir dessa curva, foi possivel determinar um limite minimo de detecgéo

de 12,02 leishménias (32Mb, 70fg por seu genoma diploide) tendo como base o

tamanho do genoma haploide de L. (V.) braziliensis e considerado 83,15fg do DNA de

Leishmania como sendo equivalente a um parasito (84).
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Figura 15 - Curva padréo construida com L. (V.) braziliensis, demonstrando a média dos Cq da dilui¢ao
seriada.

Fonte: Dados da Pesquisa.

A partir da curva padrao, foi possivel construir uma curva de referéncia capaz
de demonstrar os numeros absolutos de leishmanias em cada ponto da diluicdo do
DNA de L. (V.) braziliensis (ng), bem como os valores de Cq, Tm, correspondentes a
estes pontos (Figura 16).

Os resultados da quantificacdo das 2 amostras de cada grupo (pool) foram
obtidos apds analise em triplicata e realizacdo da média dos valores, o que possibilitou
a converséao do valor encontrado para o numero absoluto de leishméanias por grupo e

periodo de tratamento (Tabela 15).
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Figura 16 - Curva de referéncia composta pelos nimeros absolutos de leishmanias em cada ponto da diluicdo da curva padrao, valores de Cq e Tm.

Fonte: Dados da Pesquisa.
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Tabela 15 - Resultados da quantificagdo do DNA de Leishmania braziliensis das amostras dos macerados das patas dos camundongos por grupos de tratamento e periodo
de eutanasia.

Grupo  Eutanasia Resultado (ng) Média  Conversao Conversao CT Média TM Média
(ng) (fg) n° de CT ™
leishmanias
Leitura Leitura Leitura
A B C A B C A B C
CN D7 0 0 0 0 0,00 0 30,69 28,85 29,77 81,13 80,23 80,68
D13 0 0 0 0 0,00 0 31,99 32,19 31,69 31,96 80,98 80,83 80,98 80,93
CP D7 0,27 0,26 0,29 0,27 273333,33  3287,23 20,39 20,44 20,25 20,36 81,89 81,74 81,88 81,84
D13 0,18 0,13 0,18 0,16 163333,33  1964,32 20,94 21,48 20,95 21,12 81,88 82,03 82,03 81,98
M D7 0 0 0 0 0,00 0,00 28,21 20,13 20,09 2281 81,88 81,88 81,88 81,88
D13 0 0 0 0 0,00 0,00 2995 30,29 30,02 30,09 80,23 80,08 80,08 80,13
P D7 5,62 5,38 5,85 5,62 5616666,67 67548,61 15,81 15,87 15,75 15,81 81,89 81,74 81,88 81,84
D13 0,57 0,58 0,61 0,59 586666,67  7055,52 19,24 19,21 19,13 19,19 81,88 81,88 81,88 81,88
TFD D7 0,26 0,26 0,28 0,27 266666,67  3207,06 20,42 20,44 20,33 20,40 81,73 81,73 81,73 81,73
D13 0,32 0,33 0,46 0,37 370000,00  4449,79 20,09 20,05 19,57 19,90 81,73 81,58 81,58 81,63
MP D7 0,05 0,05 0,05 0,05 50000,00 601,32 22,98 2298 22,79 22,92 81,89 81,74 81,88 81,84
D13 0 0 0 0 0,00 0 26,61 29,65 29,64 28,63 81,28 81,29 81,14 81,24
PTFD D7 0,13 0,02 0,05 0,07 66666,67 801,76 21,45 2397 23,03 22,82 81,58 81,58 81,73 81,63
D13 0,31 0,27 0,29 0,29 290000,00 3487,67 20,18 20,38 20,24 20,27 81,88 81,73 81,73 81,78
MTFD D7 0,01 0,01 0,01 0,01 10000,00 120,26 2491 2484 2486 24,87 81,89 81,89 81,88 81,89
D13 0 0 0 0 0,00 0 20,00 28,01 23,36 23,79 80,68 80,69 80,84 80,74
MPTFD D7 0,01 0,01 0,01 0,01 10000,00 120,26 2583 25,88 25,81 25,84 81,43 81,43 81,43 81,43
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No D7, foi possivel confirmar a negatividade em relagdo ao encontro de
parasitos no grupo CN, e a positividade do grupo CP, que apresentou 3.287
leishméanias. O grupo M, n&o apresentou parasitos de acordo com o limite minimo de
deteccdo. O grupo P foi 0 que apresentou um numero surpreendente de leishmanias
quando comparado aos outros grupos de tratamento, 67.548 parasitos. O grupo TFD
apresentou 3.207 parasitos, seguido do grupo MP com 601 parasitos, grupo PTFD
com 801 parasitos, e grupo MTFD e grupo MPTFD, ambos com 120 parasitos.

No D13, o grupo CN apresentou o mesmo resultado do D7, confirmando a
negatividade para o encontro de parasitos. O grupo CP apresentou 1.964 parasitos,
constatando-se uma redugdo do numero de leishmanias quando comparado ao
periodo anterior. No grupo M, novamente ndo foram detectados parasitos conforme o
limite minimo de detecgdo. Nesta etapa, o grupo P apresentou 7.055 leishmanias,
uma queda brusca em relagdo ao numero de parasitos detectados no primeiro
periodo. O grupo TFD apresentou 4.449 parasitos nesta fase, um aumento do numero
de leishméanias quando comparado ao periodo anterior. O grupo MP e o grupo H
MTFD nao apresentaram parasitos de acordo com o limite minimo de detecgao. No
grupo PTFD, que apresentou o numero de 3.487 parasitos, foi possivel detectar um
aumento consideravel em relagdo o primeiro periodo. Nesta etapa, o grupo MPTFD

nao foi avaliado por ndo ter amostra disponivel para analise.

Os dados descritos anteriormente podem ser observados na Figura 17, que
apresenta os numeros absolutos da quantificagdo do numero de parasitos por grupo
de tratamento no D7 e no D13.
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Figura 17 - Quantificagdo das amostras dos grupos de tratamento por meio da qPCR com valores
absolutos do numero de leishméanias no D7 e no D13.

A: grupo CN; B: grupo CP; C: grupo M; D: grupo P; E: grupo TFD; F: grupo MP; G: grupo PTFD; H:
grupo MTFD; I: grupo MPTFD.

4.2.5 Critérios Bioquimicos

A Tabela 16 e a Tabela 17, mostram os resultados das analises bioquimicas
realizadas com as amostras sanguineas dos animais referentes aos grupos de

tratamento no periodo D7 e D13, respectivamente.



Tabela 16 - Resultados das analises bioquimicas das amostras dos grupos de tratamento no D7.

CN
CN
CP
TFD
TFD
MP
PTFD
PTFD
MTFD

MPTFD

79

Albumina
(g/dL)
2,9
2,9
3,0
3,0
2,6
2,5
2,8
2,7
2,6

21

Bilirrubinas
Totais Direta
(mg/dL) (mg/dL)
0,02 0,01
0,02 0,01
0,02 0,01
0,03 0,02
0,02 0,01
0,02 0,01
0,04 0,03
0,04 0,03
0,02 0,01

0,03

0,02

Indireta
(mg/dL)
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01

0,01

Creatinina
(mg/dL)

<0,2
<0,2
<0,2
<0,2
<0,2
<0,2
<0,2
<0,2
<0,2

<0,2

Fosfatase
Alcalina (U/L)

93,0
91,0
68,0
95,0
84,0
85,0
103,0
109,0
84,0

96,0

Gama
GT (U/L)

TGO
(UI/L)
79
144
236
71
183
102
93
74
135

291

TGP
(UI/L)
29
40

31

27

72

92
26

19
117

239

Ureia
(mg/dL)
58
63

61

55

51

50
52
42

61

49




Tabela 17 - Resultados das analises bioquimicas das amostras dos grupos de tratamento no D13.

CN
CN
CP

CP

TFD
TFD
MP
PTFD
PTFD

MTFD

80

Albumina (g/dL)

2,8
29
2,7
2,6
3,2
29
2,7
2,8
2,6
2,5
2,7
2,8

3,0

Bilirrubinas

Totais Direta Indireta
(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
0,03 0,02 0,01
0,05 0,04 0,01
0,04 0,03 0,01
0,04 0,03 0,01
0,03 0,02 0,01
0,03 0,02 0,01
0,04 0,02 0,02
0,03 0,02 0,01
0,03 0,02 0,01
0,02 0,01 0,01
0,03 0,02 0,01
0,04 0,03 0,01
0,20 0,14 0,06

Creatinina (mg/dL)

<0,2
<0,2
<0,2
<0,2
<0,2
<0,2
<0,2
<0,2
<0,2
<0,2
<0,2
<0,2

<0,2

Fosfatase Alcalina Gama

(UIL)

80,0
104,0
63,0
89,0
91,0
94,0
86,0
71,0
92,0
81,0
89,0
96,0

118,0

GT (UL)

TGO
(UI/L)
210
164
196
115
95
88
159
304
62
112
142
72

340

TGP
(UI/L)
28
49
31
29
18
46
45
35
24
63
66
28

79

Ureia
(mg/dL)
62
69
70
68
73
53
40
72
58
66
66
37

50
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4.2.6 Critérios Imunolégicos

4.2.6.1 Expressao de Corpusculos Lipidicos Detectada pela Coloracdo com Oil Red
0.

A Tabela 18, Tabela 19, Tabela 20, e Tabela 21 apresentam os resultados
encontrados apds a quantificagdo do numero de células nas laminas de cada animal.
A quantificagdo permitiu avaliar o numero de células que produziram ou n&o
corpusculos lipidicos, e o numero total destes, com isso, foi possivel obter o indice
corpuscular, a proporgcao e a meédia das células contadas. A Tabela 18 e a Tabela 20
apresentam os valores encontrados nas amostras que foram estimuladas com LPS
nas etapas D7 e D13, respectivamente. A Tabela 19 e a Tabela 21, representam os
resultados das amostras que nao foram estimuladas com LPS nas etapas D7 e D13,

respectivamente.
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Tabela 18 - Resultados da quantificacdo dos corpusculos lipidicos sensibilizados com LPS no D7
demonstrando o indice corpuscular, a porcentagem de macréfagos apresentando corpusculos lipidicos
no citoplasma e a média de corpusculos dentro dos macrofagos.

Total Células que Células que N° de IC M@% Média

de nao produzem corpusculos

Células produzem corpusculos

corpusculos

CN-| 200 126 74 126 63,0 37,0 1,7
CN -1V 200 140 60 140 70,0 30,0 23
CP-1 200 128 72 128 64,0 36,0 1,8
CP-1Vv
M-1 200 168 32 168 84,0 16,0 5.3
M-IV 200 184 16 184 92,0 8,0 11,5
P-l 200 44 156 44 22,0 780 0,3
P-1Vv 200 120 80 120 60,0 40,0 1,5
TFD - | 200 82 118 82 41,0 59,0 0,7
TFD - IV 200 54 146 54 27,0 730 04
MP - | 200 166 34 166 83,0 17,0 49
MP - IV 200 162 38 162 81,0 19,0 43
PTFD - | 200 148 52 148 74,0 26,0 2,8
PTFD-IV 200 161 39 161 80,5 19,5 4,1
MTFD - Il 200 166 34 166 83,0 17,0 49
MTFD -VI 200 164 36 164 82,0 18,0 4,6
MPTFD -1 200 175 25 175 87,5 125 7,0
MPTFD - VI 200 187 13 187 93,5 6,5 14,4

IC (indice corpuscular): 100 x n° de corpusculos / n° total de células.

M@%: 100 x n° de células que produziram corpusculos / n° total de células.
Média: indice corpuscular / proporgéao.
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Tabela 19 - Resultados da quantificagdo dos corpusculos lipidicos no D7 demonstrando o indice
corpuscular, a porcentagem de macréfagos apresentando corpusculos lipidicos no citoplasma e a
média de corpusculos dentro dos macréfagos.

Total Células que Células que N° de IC M@% Média

de nao produzem corpusculos

Células produzem corpusculos

corpusculos

CN-1 200 125 75 125 62,5 37,5 1,7
CN-1IV 200 139 61 139 69,5 30,5 23
CP-1 200 145 55 145 72,5 275 2,6
CP-1IV
M -1 200 166 34 166 83,0 17,0 49
M -1V 200 180 20 180 90,0 10,0 9,0
P-1 200 64 136 64 32,0 68,0 0,5
P-1Vv 200 75 125 75 37,5 62,5 0,6
TFD -1 200 87 113 87 43,5 56,5 0,8
TFD - IV 200 133 67 133 66,5 335 20
MP - | 200 169 31 169 84,5 15,5 55
MP - IV 200 175 25 175 87,5 12,5 7,0
PTFD - | 200 137 63 137 68,5 315 22
PTFD - IV 200 140 60 140 70,0 30,0 2,3
MTFD - 1l 200 164 36 164 82,0 18,0 4.6
MTFD -VI 200 162 38 162 81,0 19,0 4,3
MPTFD -1 200 169 31 169 84,5 15,5 55
MPTFD - VI 200 189 11 189 94,5 55 17,2

IC (indice corpuscular): 100 x n° de corpusculos / n° total de células.

M@%: 100 x n° de células que produziram corpusculos / n° total de células.
Média: indice corpuscular / proporgao.
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Tabela 20 - Resultados da quantificagdo dos corpusculos lipidicos sensibilizados com LPS no D13
demonstrando o indice corpuscular, a porcentagem de macréfagos apresentando corpusculos lipidicos
no citoplasma e a média de corpusculos dentro dos macrofagos.

Total Células que Células que N° de IC MZ%: Média

de nao produzem corpusculos

Células produzem corpusculos

corpusculos

CN-1I 200 139 61 139 69,5 30,5 2,3
CN-V 200 148 52 148 74,0 26,0 2,8
CP -1l 200 142 58 142 71,0 29,0 2,4
CP-V 206 138 68 138 67,0 33,0 2,0
M -1l 200 141 59 141 70,5 29,5 2,4
P-1 200 145 55 145 72,5 27,5 2,6
P-V 200 136 64 136 68,0 32,0 2,1
TFD - 11l 200 159 41 159 79,5 20,5 3,9
TFD-VI 200 157 43 157 78,5 21,5 3,7
MP - 1lI 200 176 24 176 88,0 12,0 7,3
PTFD -1l 200 92 108 92 46,0 54,0 0,9
PTFD-V 200 55 145 55 27,5 72,5 0,4
MTFD - 1ll 200 170 30 170 85,0 15,0 57

IC (indice corpuscular): 100 x n° de corpusculos / n° total de células.
M@%: 100 x n° de células que produziram corpusculos / n° total de células.

Média: indice corpuscular / proporgao.
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Tabela 21 - Resultados da quantificagcdo dos corpusculos lipidicos no D13 demonstrando o indice
corpuscular, a porcentagem de macrofagos apresentando corpusculos lipidicos no citoplasma e a
média de corpusculos dentro dos macrofagos.

Total Células que  Células que N° de IC M@%: Média

de nao produzem corpusculos

Células produzem corpusculos

corpusculos

CN-1I 200 149 51 149 745 255 29
CN-V 200 138 62 138 69,0 31,0 2,2
CP -1l 200 152 48 152 76,0 24,0 3,2
CP-V 200 145 55 145 725 27,5 2,6
M -1l 200 147 53 147 73,5 26,5 2,8
P-1 200 100 100 100 50,0 50,0 1,0
P-V 200 139 61 139 69,5 30,5 2,3
TFD - 11l 200 154 46 154 77,0 23,0 3,3
TFD-VI 200 169 31 169 84,5 155 55
MP - Il 200 185 15 185 925 75 12,3
PTFD -1l 200 68 132 68 34,0 66,0 0,5
PTFD-V 200 63 137 63 31,5 685 0,5
MTFD - 1ll 200 164 36 164 82,0 18,0 45

IC (indice corpuscular): 100 x n° de corpusculos / n° total de células.
M@%: 100 x n° de células que produziram corpusculos / n° total de células.
Média: indice corpuscular / proporgao.

A avaliacdo do efeito da miltefosina, pentoxifilina e terapia fotodinamica (TFD)
na producéo de corpusculos lipidicos pelos macrofagos peritoneais de camundongos
BALB/c infectados ou ndo com Leishmania braziliensis, no dia 7 de tratamento, foi
baseada na analise do percentual de macréfagos expressando corpusculos lipidicos
(%), na média de expressdo corpuscular, e no indice corpuscular, conforme
apresentado na Figura 18.

Seguindo os mesmos critérios apresentados anteriormente, a avaliagédo do
efeito das associagbes miltefosine+pentoxifilina (MP), pentoxifiina+TFD (PTFD),
miltefosina+TFD (MTFD), e miltefosina+pentoxifiina+TFD (MPTFD), no dia 7 de
tratamento, também foi baseada na analise do percentual de macréfagos
expressando corpusculos lipidicos (%), na média de expressédo corpuscular, e no
indice corpuscular, conforme apresentado na Figura 19.

De acordo com os testes estatisticos Kruskal-Wallis e Dunn, adotados nestas
analises, constatou-se normalidade entre os resultados encontrados, tanto no

percentual de macrofagos peritoneais expressando corpusculos lipidicos, quanto nos
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resultados encontrados na média de expressao corpuscular e indice corpuscular.

Essa normalidade estatistica foi encontrada na avaliacdo do tratamento com as

drogas de maneira isolada e quando associadas, no D7.
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Figura 18 - Avaliacdo do efeito da miltefosina, pentoxifilina e TFD na produgéo de corpusculos lipidicos
pelos macréfagos peritoneais de camundongos BALB/c infectados ou ndo com Leishmania braziliensis.
Percentual de macrofagos apresentando corpusculos lipidicos, média corpuscular e indice corpuscular.
Dia 7- Miltefosina; Dia 7 - Pentoxifilina; Dia 7 - TFD. Nenhum valor de p foi menor 0,05 (teste Kruskal-
Wallis, seguido pelo método de Dunn). Os dados estdo representados em medianas, quartis e

extremos.
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Figura 19 - Avaliagdo do efeito da associagdo da miltefosina, pentoxifiina e TFD na producéo de
corpusculos lipidicos pelos macréfagos peritoneais de camundongos BALB/c infectados ou ndo com
Leishmania braziliensis. Dia 7- Miltefosina + Pentoxifilina; Dia 7 - Pentoxifilina + TFD; Dia 7 - Miltefosina
+TFD; Dia 7- Miltefosina + Pentoxifilina + TFD. Nenhum valor de p foi menor 0,05, (teste Kruskal-Wallis,
seguido pelo método de Dunn;). Os dados estéo representados em medianas, quartis e extremos.

O percentual de macréfagos expressando corpusculos lipidicos (%), a média
de expressao corpuscular, e o indice corpuscular, foram descritos de acordo com os
resultados obtidos da avaliagdo do efeito da miltefosina, pentoxifiina, TFD, e
associagdes destas drogas, na produgao de corpusculos lipidicos pelos macréfagos
peritoneais de camundongos BALB/c infectados ou ndo com Leishmania braziliensis,
no dia 13 de tratamento, conforme demonstrado na Figura 20 e Figura 21.

A avaliagcado por meio dos testes estatisticos Kruskal-Wallis e Dunn, demonstra
normalidade entre os resultados encontrados no percentual de macrofagos
peritoneais expressando corpusculos lipidicos, nos resultados da média de expressao
corpuscular e no indice corpuscular. Essa normalidade estatistica foi encontrada na
avaliacao do tratamento com as drogas administradas isoladamente e em associagao,
no D13.
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Figura 20 - Avaliagao do efeito da miltefosina, pentoxifilina e TFD na produgéo de corpusculos lipidicos
pelos macréfagos peritoneais de camundongos BALB/c infectados ou ndo com Leishmania braziliensis.
Percentual de macréfagos apresentando lipidicos, média corpuscular e indice corpuscular. Dia 7 -
Miltefosina; Dia 7 - Pentoxifilina; Dia 7 - TFD. Nenhum valor de p foi menor 0,05 (teste Kruskal-Wallis,
seguido pelo método de Dunn). Os dados estéo representados em medianas, quartis e extremos.
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Figura 21 - Avaliagdo do efeito da associagdo da miltefosina, pentoxifilina e TFD na producéo de
corpusculos lipidicos pelos macréfagos peritoneais de camundongos BALB/c infectados ou ndo com
Leishmania braziliensis. Dia 13 - Miltefosina + Pentoxifilina; Dia 13 - Pentoxifiina + TFD; Dia 13 -
Miltefosina +TFD. Nenhum valor de p foi menor 0,05 (teste Kruskal-Wallis, seguido pelo método de
Dunn;). Os dados estéo representados em medianas, quartis e extremos.

4.2.6.2 Determinacdo da Producéo de Oxido Nitrico

As avaliacdes do efeito da miltefosina, pentoxifilina e TFD na producédo de NO
pelos macréfagos peritoneais de camundongos BALB/c infectados ou ndo com
Leishmania braziliensis, no D7 e D13, apresentaram-se em diferentes concentragdes
(MM), conforme apresentado na Figura 22.

E importante ressaltar que na avaliagdo D7, o grupo controle negativo (CN)
apresentou visualmente diferengas entre os animais, no que se refere a produgao de
oxido nitrico. Um camundongo apresentou producéo de aproximadamente 200uM de
oxido nitrico, e o outro animal, apresentou aproximadamente 900uM da mesma
molécula.

Na avaliagao da produgao de 6xido nitrico nos animais tratados no D7 com as
drogas miltefosina (p = 0,5647), pentoxifilina (p = 0,3679) e TFD (p = 0,5647), o valor

de p encontrado para ambas foi maior que 0,05, indicando que n&o houve diferenca
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entre os grupos, e sim, normalidade nas amostras comparadas. No dia 13 de
tratamento, a quantificagdo da produgao de éxido nitrico nos animais tratados com
miltefosina (p = 0,1653), pentoxifilina (p = 0,5647), e TFD (p = 0,1017) também indicou
nao haver diferenga entre os grupos. A estatistica empregada nestas avaliagdes
utilizou o teste Kruskal-Wallis, seguido pelo método de Dunn. Os dados estédo

representados em medianas, quartis e extremos.
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Figura 22 - Avaliacédo do efeito da miltefosina, pentoxifilina e TFD na producéo de NO pelos macréfagos
peritoneais de camundongos BALB/c infectados ou ndo com Leishmania braziliensis, concentracao
expressa em PM. Dia 7- Miltefosina, p = 0,5647; Dia 7 - Pentoxifilina, p = 0,3679; Dia 7 - TFD, p =
0,5647, Dia 13 - Miltefosina, p = 0,1653; Dia 13 - Pentoxifilina, p = 0,5647; Dia 13 - TFD, p = 0,1017,
(teste Kruskal-Wallis, seguido pelo método de Dunn). Os dados estéo representados em medianas,
quartis e extremos.

As avaliagdes dos efeitos das associagdes das drogas miltefosina, pentoxifilina
e TFD na producdo de NO pelos macréfagos peritoneais de camundongos BALB/c
infectados ou ndo com Leishmania braziliensis, no dia 7 de tratamento, apresentaram-
se em diferentes concentragdes (uM), conforme apresentado na Figura 23.

Na avaliagao da producgao de 6xido nitrico nos animais tratados no D7 com as
associagdes das drogas miltefosina + pentoxifilina (p = 0,75282), pentoxifilina + TFD
(p = 0,6514"), miltefosina +TFD (p = 0,82202) e miltefosina + Pentoxifilina + TFD (p =
0,68642), o valor de p encontrado para ambas foi maior que 0,05, indicando que ndo
houve diferenga entre os grupos, e sim, normalidade nas amostras comparadas. A

andlise estatistica empregada nestas avaliagdes utilizou o teste Kruskal-Wallis',



91

seguido pelo método de Dunn, e ANOVA?, seguido pelo método de Tukey. Os dados

estao representados em medianas, quartis e extremos.
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Figura 23 - Avaliacdo do efeito da associagdo da miltefosina, pentoxifilina e TFD na produgé&o de NO
pelos macréfagos peritoneais de camundongos BALB/c infectados ou ndo com Leishmania braziliensis,
concentragdo expressa em uM. Dia 7 - Miltefosina + Pentoxifilina, p = 0,75282; Dia 7 — Pentoxifilina +
TFD, p = 0,6514"; Dia 7 — Miltefosina +TFD, p = 0,8220?, Dia 7- Miltefosina + Pentoxifilina + TFD, p =
0,68642 ('teste Kruskal-Wallis, seguido pelo método de Dunn; 2ANOVA, seguido pelo método de
Tukey). Os dados estéo representados em medianas, quartis e extremos.

As avaliagdes dos efeitos das associagdes das drogas miltefosina, pentoxifilina
e TFD na producdo de NO pelos macréfagos peritoneais de camundongos BALB/c
infectados ou n&o com Leishmania braziliensis, no dia 13 de tratamento,
apresentaram-se em diferentes concentragdes (uM), conforme apresentado na Figura
24,

Na avaliagédo da produgéo de oxido nitrico nos animais tratados no D13 com as
associagdes das drogas miltefosina + pentoxifilina (p = 0,1653") e miltefosina +TFD (p
=0,1653"), o valor de p encontrado para ambas foi maior que 0,05, indicando que ndo
houve relevancia significativa. No grupo de animais tratados com a associacéo da
pentoxifilina + TFD, a analise estatistica da avaliagdo da producao de 6xido nitrico

apresentou relevancia significativa, com p = 0,02452. A andlise estatistica empregada
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nestas avaliagdes utilizou o teste Kruskal-Wallis', seguido pelo método de Dunn, e

ANOVA?, seguido pelo método de Tukey. Os

medianas, quartis e extremos.
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Figura 24 - Avaliagdo do efeito da associagao da miltefosina, pentoxifilina e TFD na produgao de NO
pelos macréfagos peritoneais de camundongos BALB/c infectados ou ndo com Leishmania braziliensis,
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de Dunn; 2ANOVA, seguido pelo método de Tukey). Os dados estéo representados em medianas,
quartis e extremos.
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5. DISCUSSAO

Na confirmagao da infec¢ao aos 45 dias apos inoculagcédo dos animais, todos os
aspirados dos grupos, exceto o CN, tiveram crescimento de leishménias, mesmo
padrao encontrado em outro estudo que avaliou a eficacia da miltefosina associado
com TFD com fitalocianina de cloro-aluminio lipossomal no tratamento de LC causada
por L. (L.) amazonensis em camundongos C57BL/6 (30). Os meios de cultura
realizados no D7, também apresentaram crescimento de parasitos, exceto o CN.
Nesta fase de avaliagao, as culturas que apresentaram crescimento de leishmanias
tardiamente (120h) foram as dos grupos tratados com M, MP, MTFD e MPTFD, ou
seja, todos os grupos que receberam a droga miltefosina, sugerindo que a droga pode
influenciar o crescimento destes parasitos em meio de cultura. No ultimo periodo de
avaliacdo, D13, os grupos M, MP nao apresentaram crescimento de parasitos nos
meios de cultura, resultados diferentes dos encontrados em outro estudo com
camundongos C57BL/6 infectados com L. (L.) amazonensis, no qual o primeiro grupo
apresentou uma cultura positiva, e o segundo apresentou duas culturas positivas (18).

Em estudo realizado comparando a eficacia do tratamento de miltefosina e
miltefosina com pentoxifilina em camundongos C57BL/6 infectados com L. (L.)
amazonensis, apos 12 dias de administragdo das drogas, foi possivel observar formas
amastigotas do parasito apenas nos esfregagcos do grupo CP, corroborando com os
resultados observados nos mesmos grupos e periodo de tratamento deste estudo
(18). Na pesquisa que avaliou a eficacia do miltefosina e miltefosina associado com
TFD e ftalocianina de cloro-aluminio lipossomal em camundongos C57BL/6 infectados
com L. (L.) amazonensis, ndo houve diferenga estatistica significativa entre os grupos
em relagéo a pesquisa de amastigota (30). A observacéo visual das laminas contendo
os esfregagos para pesquisa de formas amastigotas pode ser considerada imprecisa
devido a baixa sensibilidade do teste devido ou erro do observador, ao tipo de material
biolégico e a dificuldade em fixar e corar os parasitos nas laminas, e ainda, o grau de
parasitismo (18,30,85), por isso, deve ser associada a outros critérios para avaliagao
do tratamento.

Apos o periodo de observagao das placas utilizadas para a analise da diluigao
seriada, na primeira etapa de avaliagédo do tratamento (D7) e na segunda etapa (D13),

as placas referentes ao CN, ndo apresentaram crescimento de parasitos como
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esperado, indicando a nao infeccdo dos animais deste grupo. O resultado oposto
ocorreu com as placas do grupo CP, que apresentou crescimento de leishmanias nas
duas etapas de avaliagao, indicando a infeccdo dos animais. Na fase D7, as placas
dos grupos CN e CP nao apresentaram crescimento de fungos, o que ocorreu na fase
D13 com ambos os grupos.

As placas referentes ao grupo M, apresentaram resultados satisfatorios, visto
que apos seis dias de tratamento poucos pogos positivaram para o crescimento de
parasitos, e apds 12 dias de tratamento nenhum pogo da placa positivou.

Nas placas com as amostras do grupo tratado com pentoxifilina, os resultados
nao foram animadores, pois no D7 todos os pogos positivaram para o crescimento de
parasitos, e no D13, apenas alguns pogos da ultima diluigdo e um pogo da penultima
diluicho ndo apresentaram crescimento de leishmanias, demonstrando
aparentemente que a droga nao foi eficaz durante os 12 dias de administragcdo. O
mesmo padréo foi observado nas placas do grupo tratado com a TFD, porém, com
piores resultados no D13, onde todos o0s pogcos permaneceram positivos para o
crescimento de leishménias. Esses dados foram confirmados pela analise do MTT
que demonstra semelhanga destes grupos de tratamento com o grupo controle
positivo.

Os resultados observados visualmente nas placas do grupo MP, mostraram
que no D7 a maioria dos pogos apresentaram crescimento de leishmanias, sugerindo
que a pentoxifilina que é uma metilxantina que supre a transcricdo do gene TNF-q,
assim como alguns imunobioldgicos (27), pode influenciar no crescimento destes
parasitos, alterando a agdo da miltefosina, visto que o grupo tratado apenas com
miltefosina apresentou melhores resultados no tratamento durante o mesmo periodo.

No estudo que descreveu um caso de LC, sem manifestagao visceral, causada
por Leishmania (Leishmania) infantum, o paciente apresentou granulomas na pele
enquanto fazia uso de anti-TNF alfa e metotrexato, indicando que a terapia biologica
pode ter sido o principal fator desencadeante da doenga, visto que esta associada ao
aumento do risco de infecgdes. Neste caso, o paciente estava portando uma infecgéo
inaparente por Leishmania (Leishmania) infantum e provavelmente o anti-TNF alfa foi
o gatilho para a manifestagéo clinica da doenca (86).

Ao avaliar o tratamento no D13, visualmente nas placas de diluicido limitante, o
grupo MP apresentou 0 mesmo resultado que o grupo tratado com miltefosina

isoladamente, ndo apresentando crescimento de leishmanias em nenhum poco da
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placa, podendo indicar que neste caso, com mais tempo de tratamento, a pentoxifilina
ndo influenciou negativamente na agao da miltefosina. Complementarmente, a analise
pelo MTT demonstrou que ha diferenga significativa na comparacéo entre MP e M.

Neste estudo, a analise estatistica mostrou que o tratamento com a associacao
MP, apresentou resultados semelhantes ao controle negativo, o que n&o ocorreu ao
comparar a miltefosine isoladamente com o mesmo grupo controle. Em outro estudo
experimental que avaliou a eficacia da miltefosina-pentoxifilina comparada a
miltefosina no tratamento da LC em camundongos C57BI/6, verificou-se que o
tratamento MP também foi mais eficaz que miltefosina isolada, quando ambos foram
comparados ao grupo controle, corroborando com os resultados deste trabalho (18).
Um ensaio clinico randomizado que utilizou a miltefosina oral associada a pentoxifilina
para o tratamento de LTA apresentou boa taxa de cura, ressaltando baixos indices de
efeitos adversos (24).

No grupo PTFD, a placa referente ao D7 apresentou crescimento de parasitos
em pouco mais da metade do total de pocos, resultados melhores quando
comparados aos observados na placa do grupo tratado apenas com pentoxifilina, na
qual todos os poc¢os foram positivos para o crescimento de parasitos, o que poderia
sugerir que a associagdo com a TFD ajudou na eficacia do tratamento neste periodo.
Contudo, os dados obtidos pelo MTT demonstram haver semelhanga entre os grupos
de tratamento.

Esta associacdo PTFD, apos doze dias de tratamento (D13), apresentou
positividade para crescimento de leishmanias em todos os pog¢os, 0 que nao ocorreu
no grupo tratado apenas com pentoxifilina, no qual poucos pogos nao apresentaram
crescimento de parasitos. O mesmo resultado foi obtido pela analise do MTT, que
demonstra haver diferenga significativa entre os grupos. Os resultados sugerem que
a pentoxifilina associada a terapia fotodindmica parece ser mais eficaz no tratamento
durante doze dias de tratamento.

Na placa referente ao grupo MTFD, no D7 mais da metade dos pogos nao
apresentaram crescimento de parasitos, porém, aparentemente, esse resultado nao
foi melhor que o observado no grupo tratado apenas com miltefosina, no qual a maior
parte da placa ndo apresentou crescimento de leishméanias. De acordo com a analise
do MTT, essa comparagao demonstra que os grupos de tratamento tiveram resultados
semelhantes. Entretanto, no D13 na associacdo MTFD nenhum pog¢o apresentou

crescimento de leishméanias, mesmo resultado observado no grupo tratado com
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miltefosina isolado. A estatistica pelo MTT corrobora com esses resultados, visto apds
doze dias de tratamento, a associagdo MTFD assemelhou-se ao grupo controle
negativo.

No grupo tratado com associacdo MPTFD, a maioria dos pogos da placa
referente ao D7 nao apresentou crescimento de parasitos, e os resultados quase
foram iguais aos observados na placa do grupo tratado apenas com miltefosina. Pela
analise do MTT, ha diferencga significativa entre os grupos. N&o foi possivel comparar
os resultados com os do D13 porque os animais nao resistiram até o final do estudo,
0 que podera ser avaliado apos a analise estatistica dos dados e a comparagao entre
diferentes metodologias para identificar os possiveis efeitos colaterais sofridos pelos
animais que foram submetidos a esta terapia.

De acordo com os resultados obtidos na avaliacdo da qPCR, é possivel inferir
que no grupo CP a diminuicdo do numero de parasitos visualizada no D13 e quando
comparada ao D7, pode indicar agdo dos mecanismos de defesa do préprio organismo
do camundongo.

No grupo tratado com miltefosina n&o houve detecgdo de parasitos nas duas
etapas de avaliagdo do tratamento, porém, deve-se levar em consideragao o limite
minimo de deteccdo da curva padrdo, o que impossibilita afirmar que n&o havia
parasitos, apenas que a quantidade encontrada provavelmente foi menor que 12,02
leishmanias.

O grupo tratado com a pentoxifilina apresentou um numero muito elevado de
leishmanias na primeira etapa de avaliagdo do tratamento, porém, a reducédo do
numero de parasitos observada na segunda etapa foi relevante ao considerar mais
seis dias de administragdo da droga. Ressalta-se que mesmo diante do numero
excessivo de parasitos nos camundongos do grupo tratado com esta droga, os
animais nao apresentaram sinais e sintomas clinicos importantes que
caracterizassem um quadro mais grave relacionado a infegéo.

Aparentemente, a terapéutica do grupo tratado apenas com a TFD n&o foi
eficaz, visto que na segunda etapa de avaliagdo houve um aumento do numero de
parasitos quando comparado a primeira etapa.

O grupo MP apresentou bons resultados na primeira etapa de avaliagdo do
tratamento, e ainda melhores na segunda etapa, quando n&o houve deteccdo de
parasitos. Levando em consideragdo os resultados do grupo tratado apenas com a
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pentoxifilina, parece que quando associada ao miltefosina, o efeito potencializador do
aumento do numero de parasitos n&o ocorre.

No grupo PTFD foi possivel constatar um aumento consideravel do numero de
parasitos na segunda etapa de avaliagao do tratamento, o que pode ser sugerido pela
associagado com a pentoxifilina, visto que no grupo tratado apenas com essa droga, o
numero de leishmanias foi muito elevado na primeira etapa de tratamento.

O grupo MTFD também apresentou um numero reduzido de parasitos na
primeira etapa de avaliagdo do tratamento, e na segunda etapa, de acordo com o
limite minimo de detecg¢do, ndo foram detectadas leishmanias. Ao comparar esse
tratamento com o grupo que recebeu apenas miltefosina, € possivel inferir que a TFD
associada a este medicamento, parece de alguma maneira influenciar negativamente
o tratamento, ja que na primeira etapa houve detecgao de parasitos, o que né&o foi
observado no grupo M.

No grupo MPTFD, constatou-se que no D7 do tratamento a quantidade de
parasitos detectadas foi a mesma encontrada no grupo MTFD, o que pode indicar
neste caso, que a pentoxifiina quando associada as outras drogas parece nao
potencializar o aumento do numero de parasitos, o que ja havia sido constatado
quando associada apenas ao miltefosina. Neste caso, foi possivel constatar que a
miltefosina parece ter minimizado os efeitos da pentoxifilina e da TFD, que juntas ndo
apresentaram bons resultados. A associagao MPTFD parece ser mais eficaz que a
associagao MP no D7 de tratamento, visto que na comparagao dos grupos apresentou
um numero reduzido de leishmanias.

Ao comparar os resultados dos exames bioquimicos nos dois periodos
analisados, percebe-se que na maioria deles ndo foram detectadas alteragdes
consideraveis, porém, os valores da fosfatase alcalina, TGO e TGP parecem ter
sofrido alteracbes de uma etapa para a outra. Tais altera¢des, podem indicar efeitos
adversos das drogas utilizadas nos grupos de tratamento, visto que alguns pacientes
tratados com miltefosina apresentam hepato e nefrotoxicidade (reversiveis),
evidenciadas pela elevagao dos niveis séricos dessas enzimas (87,88).

Devido a questdes técnicas e operacionais, nao foi possivel verificar os efeitos
adversos dos esquemas terapéuticos em camundongos BALB/c infectados com L. (V.)
braziliensis por meio de analises bioquimicas e histopatologicas. Os dados obtidos
dos exames bioquimicos serdo analisados juntamente com os resultados dos exames

histopatolégicos. O material coletado para histopatologia, conforme descrito na
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metodologia, permanece armazenado em condigdes adequadas para que em
momento oportuno seja processado, e os resultados obtidos sejam incluidos em artigo
cientifico a ser publicado.

Ao analisar a acdo da miltefosina em relagdo a producido de 6xido nitrico,
parece existir uma tendéncia de diminuicdo da produgdo dessa molécula pela agao
da droga, tanto no D7 quanto no D13. Essa avaliagdo, corrobora com dados que
mostraram que, além do efeito antimicrobiano da miltefosina, a droga apresentou
efeitos imunomoduladores em macréfagos, neste caso, em camundongos C57BL/6,
melhorando a fagocitose e diminuindo a produc&o de NO (54).

Na analise da pentoxifilina, foi possivel observar que ha uma tendéncia de
aumento na producio de éxido nitrico, nos dois periodos de tratamento, D7 e D13.
Em relagdo a TFD, parece existir uma tendéncia de aumento (discreto) da produgéo
de éxido nitrico no D7, e uma diminuigdo no D13.

Na associacao MP, a producao de éxido nitrico no D7 foi semelhante
ao grupo infectado (controle positivo), e no D13 apresentou possivel tendéncia de
diminuigao da producao desta molécula.

Ao analisar a associacao PTFD, no D7 a produgao de éxido nitrico foi
semelhante a produgéao pelos grupos controles, e no D13, esse tratamento apresentou
relevancia significativa, demonstrando que foi constatada diferenga entre os grupos
de comparacgao (controles negativo e positivo), com valor de p = 0,0245.

Na avaliacdo da associacdo MTFD, no D7 a producéo de éxido nitrico
foi semelhante aos grupos controles, e no D13, apresentou uma tendéncia de
diminuigao na producgao de NO.

O grupo da associagao MPTFD, no D7, apresentou produgéo de 6xido
nitrico semelhante aos grupos controles, e no D13, ndo foi possivel realizar a analise
devido a perda de animais durante o curso dos experimentos.

Na avaliacdo do efeito das drogas de maneira isolada, no que se refere ao
percentual de macréfagos expressando corpusculos lipidicos (D7), € possivel
observar que a miltefosina apresentou tendéncia em diminuir a producido de
corpusculo lipidico pelos macrofagos, e o inverso aconteceu com a pentoxifilina, que
aparentemente apresentou tendéncia de aumento na produg¢ao dos corpusculos. No
grupo tratado com a TFD é possivel observar uma tendéncia de aumento de produgao
de corpusculos lipidicos menos expressiva ao comprar com o grupo tratado com a

pentoxifilina.
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Em relagdo a média de expressao corpuscular (D7), é possivel observar que a
miltefosina apresentou tendéncia de aumento em relagdo ao grupo infectado, e a
pentoxifilina e a TFD apresentaram tendéncia de diminuigao.

No que se refere ao indice corpuscular (D7), é possivel observar que a
miltefosina apresenta uma tendéncia de aumento (muito pequena) em relagdo ao
grupo infectado; a pentoxifilina apresenta uma tendéncia aparentemente maior de
diminuicdo em relagdo ao infectado; e a TFD apresenta uma tendéncia discreta de
diminuicdo em relacdo ao infectado. Contudo, analisando o percentual de macréfagos
expressando corpusculos lipidicos, a média de expressdo corpuscular, e o indice
corpuscular, é possivel observar que aparentemente a pentoxifilina e a TFD possuem
uma agao parecida.

Na avaliagdo do efeito da associagdo das drogas, no D7, referente ao
percentual de macrofagos expressando corpusculos lipidicos, a média de expressao
corpuscular, e ao indice corpuscular, houve uma falha no grupo de animais infectados
(CP) e que serve como grupo de comparagao, visto que um animal n&o apresentou
células suficientes para realizar a contagem, o que diminui 0 numero de animais
disponiveis para analise.

Em relagcdo ao efeito das drogas referente ao percentual de macrofagos
expressando corpusculos lipidicos (D7), na associacdo MP é possivel observar uma
tendéncia de diminuicdo; na associagao PTFD nao foi possivel observar diferenga,
pois o grupo apresenta resultados semelhantes aos grupos controles; na associagao
MTFD é possivel observar um discreta tendéncia de diminuicdo; e na associagao
MPTFD aparentemente ha uma tendéncia de diminuicdo em relacdo o percentual de
macrofagos expressando corpusculos lipidicos.

Nos resultados da média de expressao corpuscular (D7), a associagcdo MP
apresentou aparentemente uma tendéncia de aumento; na associagao PTFD o grupo
apresentou resultados semelhantes aos grupos controles; na associagdao MTFD é
possivel observar uma discreta tendéncia de aumento; e a associagao MPTFD parece
apresentar uma tendéncia de aumento.

Na avaliagédo referente ao efeito da associagdo das drogas, em relagdo ao
indice corpuscular (D7), as associagbes MP e MPTFD apresentaram aparentemente
uma tendéncia de aumento; a associacdo PTFD apresentou resultados semelhantes
aos grupos controles; e associagdo MTFD parece apresentar discreta tendéncia de

aumento.
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Em relacdo a avaliagdo do efeito da miltefosina de maneira isolada, no D13, é
possivel observar que nado houve diferenga de aumento ou diminuicdo na produg¢ao
de macrofagos expressando corpusculos lipidicos, na média de expressao
corpuscular, e no indice corpuscular.

Ao observar a avaliacdo do efeito da pentoxifilina isoladamente nas trés
analises, no D13, é possivel verificar que a droga parece aumentar o numero de
macrofagos expressando corpusculos lipidicos; aparentemente apresenta uma
discreta tendéncia de diminuicdo em relacdo a média de expressao corpuscular; e
uma tendéncia de diminuicdo em relagao ao indice corpuscular.

A analise do efeito da TFP de maneira isolada, no D13, indica discreta
tendéncia de diminuicdo em relagdo aos macréfagos expressando corpusculos
lipidicos; e apresenta discreta tendéncia de aumento em relacdo a média de
expressao corpuscular e ao indice corpuscular.

Na avaliacdo do efeito das associagdes MP e MTFD, no D13, em relagédo ao
percentual de macrofagos expressando corpusculos lipidicos, a média de expressao
corpuscular, e ao indice corpuscular, um dos animais disponiveis para analise (em
cada grupo) ndo apresentou células suficientes para realizar a contagem, o que
diminui o numero de animais disponiveis para analise. Entretanto, ao observar o efeito
da associagao MP, parece haver tendéncia no aumento da média de expressao
corpuscular e no indice corpuscular, e o inverso pode ocorrer nos macrofagos
expressando corpusculos lipidicos. Na analise do efeito da associacao MTFD, parece
existir uma discreta tendéncia de aumento na média de expresséo corpuscular € no
indice corpuscular, o e inverso pode ser sugerido nos macréfagos expressando
corpusculos lipidicos.

Ao observar o efeito da associagcdo PTFD, parece que os macrofagos
expressando corpusculos lipidicos apresentam uma possivel tendéncia de aumento
em relagdo aos grupos controles. Em relacdo a média de expressao corpuscular e
indice corpuscular, parece existir uma tendéncia de diminui¢ao.

E importante ressaltar que todas as observagbes que indicaram possiveis
tendéncias de aumento ou diminuigcdo, tanto na avaliacdo da produgao de oéxido
nitrico, quanto na analise da expressao de corpusculos lipidicos, e que se referem aos
grupos tratados com as drogas em teste e suas associagdes, foram realizadas com
base na comparagao com os grupos controles. As suposi¢des baseadas nas imagens
apresentadas, geradas pela analise estatistica, foram inseridas nos achados devido
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ao valor de p nao ter sido menor que 0,05, e a necessidade de observar as possiveis
variagdes nos grupos de tratamento.

Lamentavelmente, o numero de camundongos disponiveis para analise nao foi
suficiente para obter possivel diferenga significativa entre os grupos tratados com as
diferentes drogas e associagdes, exceto em uma analise.

Tendo em vista que os corpusculos lipidicos participam da sinalizagdo
intracelular, que a sua expressédo pode estar aumentada em células envolvidas no
processo inflamatério, e que podem influenciar nos mecanismos de defesa de
parasitoses, incluindo a leishmaniose (47,61), os resultados apresentados neste
manuscrito podem direcionar futuras pesquisas envolvendo o tratamento experimental
da LC em diferentes linhagens de camundongos.

Os resultados expostos neste estudo indicam que pode haver a possibilidade
das drogas e suas associagdes, utilizadas no tratamento experimental da LC em
camundongos BALB/c infectados com L. braziliensis, influenciarem na produgao de

oxido nitrico e consequentemente na imunopatogenia da doenca.
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6. CONCLUSAO

A associagdo MPTFD no tratamento da LC em camundongos BALB/c
infectados com L. (V.) braziliensis, apresentou resultados relativamente satisfatorios
com seis dias de tratamento, parecendo ser mais eficaz que a associagdo MP.
Entretanto, esta associagcdo precisa ser melhor investigada, pois houve perdas
significativas de animais neste grupo, o que impossibilitou a realizagao de testes apés
12 dias tratamento.

A associacdo PTFD parece ser mais eficaz que o tratamento utilizado apenas
com a droga pentoxifilina, e que a TFD pode influenciar nos mecanismos de agéo da
pentoxifilina impedindo que ocorra o aumento do numero de parasitos. Esta
associagdo também parece ser mais eficaz que o grupo tratado apenas com TFD
durante seis e doze dias de tratamento.

De acordo com dados da qPCR, a miltefosina ao ser utilizada isoladamente no
tratamento de camundongos BALB/c infectados com L. braziliensis, parece ser mais
eficaz, inclusive quando comparada aos outros tratamentos. Entretanto, ao analisar
os dados pelo método MTT, a associagcdo MP parece ser mais eficaz que M
isoladamente.

Ao avaliar a droga pentoxifilina isoladamente nos periodos de tratamento, o
medicamento parece néo ser eficaz, apresentando resultados semelhantes ao grupo
controle positivo. Neste caso, 0 aumento exacerbado do numero de parasitos durante
a primeira etapa do tratamento, e mesmo apos a redugdo consideravel ao fim do
tratamento, pode indicar que a pentoxifilina ndo tenha colaborado para a cura da
doenga.

A terapia fotodindmica com hidrogel carregado com C-dots parece ter maior
eficacia do que o tratamento com pentoxifilina.

A qPCR mostrou ser uma metodologia eficiente para quantificar o numero de
parasitos por pata de camundongos BALB/c infectados com L. (V.) braziliensis neste
estudo experimental. Este teste apresentou o mesmo resultado que o teste de
aspirado ao ndo detectar parasitos apdés doze dias de tratamento nos grupos
miltefosine e MP, indicando boa correlagao entre eles.

A associagdo da pentoxifilina com a terapia fotodinamica, no que tange a
producao de o6xido nitrico, apresentou relevancia significativa e influéncia

imunomoduladora, no tratamento de camundongos BALB/c infectados com L.
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braziliensis, e este resultado pode apoiar futuros estudos utilizando esta op¢gédo como
possibilidade de tratamento de leishmaniose cutanea de maneira experimental.

A miltefosina administrada isoladamente no tratamento de LC, parece diminuir
a producado de oxido nitrico pelos macrofagos, em camundongos BALB/c infectados
com L. braziliensis, mas precisa ser testada em um numero maior de animais para
avaliar se ha relevancia significativa, como demonstrada em outro estudo.

Uma relevante limitagdo deve ser considerada neste estudo, visto que o
numero reduzido de animais por grupo em geral, pode ter influenciado
estatisticamente nas avaliagbes dos grupos de tratamento. A indisponibilidade de
alguns animais por ndo se classificarem em determinadas analises pode ter
desfavorecido a comparagéo entre os grupos de tratamento, bem como a presenca
de outliers em grupos controles e grupos de tratamento. Ressalta-se a importancia de
um numero maior de animais para que os testes de tratamentos sejam melhor
validados estatisticamente.

Diante do exposto, ressalta-se a importancia da testagem e associagéo de
medicamentos e novas metodologias, visto a possibilidade de aumentar as chances
de cura na LTA. Para que isso ocorra, sugere-se a realizagdo de trabalhos futuros,
principalmente com a possibilidade de utilizar um numero maior de animais para que
as terapias aqui apresentadas possam ser analisadas mais detalhadamente.

Ademais, € preciso comparar as técnicas de avaliacdo de eficacia,
principalmente no que tange a sensibilidade do método MTT em relagdo a qPCR, a
fim de reavaliar se o numero reduzido de animais pode ter influenciado em diferentes
resultados. Tal comparacgao é justificada com base nos resultados do tratamento com
a associagao PTFD, na qual os dados obtidos da qPCR e da avaliacdo pelo 6xido
nitrico apresentaram resultados semelhantes entre si, e diferentes dos observados
pela técnica do MTT.

Como perspectivas, objetiva-se testar a TFD utilizando a luz solar, visto que em
determinado periodo do dia, apresenta comprimento de onda semelhante a da luz
azul utilizada neste estudo. A proposta tem a premissa da possibilidade de aumentar
a adeséo ao tratamento baseado na facilidade do uso e do baixo custo, neste caso,
uso topico e acao do tratamento ativada pela luz solar.

A realizagao de trabalhos experimentais que possam relativizar a quantidade
de DNA de leishménias em relagdo a quantidade de DNA do animal infectado ou nao,
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podem auxiliar nos estudos a respeito das opg¢des de tratamento na leishmaniose

cutanea.
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Original article

Accuracy of qPCR for quantifying Leishmania KDNA in different skin
layers of patients with American tegumentary leishmaniasis
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ARTICLE INFO ABSTRACT
Article history: Objectives: Superficial swab sampling of American tegumentary leishmaniasis (ATL) lesions shows
Received 6 January 2018 higher amounts of Leishmania than those from biopsy. Subcutaneous involvement is also important in

Received in revised form

19 April 2018

Accepted 24 April 2018
Available online 3 May 2018

ATL, but parasite quantification according to lesion depth has not been evaluated. We aim to present the
best depth at which sampling should be performed for molecular exams of ATL.

Methods: Patients with a clinical presentation compatible with ATL were allocated to ATL and control
groups. Qualitative and quantitative qPCR assays were performed using SYBR Green and primers

Editor: SJ. Cutler amplifying the kDNA minicircle of Leishmania spp. in different skin layers, including the epidermis, the
superior dermis, the inferior dermis, and the hypodermis.

Keywords: Results: Fifty-nine patients were included in this study, including 40 who had been diagnosed with ATL

Cutaneous and 19 controls. The number of parasites was greater in samples of the epidermis and superior dermis

DiAgnosiS. . (159.1 x 10°, range 4.0~781.7, and 75.4 x 10°, range 8.0—244.5, mean Leishmania parasite equivalents per

Leishmaniasis ug of tissue DNA, respectively) than those in samples of the inferior dermis and hypodermis (54.6, range

Polymerase chain reaction 8.0—256.6, and 16.8 x 10°, range 8.0—24.1, mean Leishmania parasite equivalents per pg of tissue DNA,

respectively). The best diagnostic accuracy was achieved in the superior dermis (77.9%) and was

significantly greater than that in the hypodermis (63.3%; p 0.039).

Conclusions: We conclude that superficial sampling can retrieve a greater quantity of parasites. Future

studies of the role of transepidermal elimination as a mechanism of host defence in ATL must be per-

formed as there is a considerable quantity of Leishmania kDNA in the epidermis. L. Sevilha-Santos, Clin

Microbiol Infect 2019;25:242

© 2018 European Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases. Published by Elsevier Ltd. All
rights reserved.
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E-mail address: ciromgomes@gmail.com (C.M. Gomes).
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1198-743X/© 2018 European Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases. Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.
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Accuracy of a TagMan-based real-time polymerase chain
reaction combined to a Novy-MacNeal-Nicolle medium culture for
the diagnosis of American tegumentary leishmaniasis

J. Osiro Bergmann, A. de Castro Moreira dos Santos Junior, L. Sevilha-Santos, V. Medeiros-Silva, C. Bresolin
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LETTER TO THE EDITOR

Accuracy of a TagMan-based analyses.** We aimed 10 test the aceuracy of the combinatian of
" a Novy MacNeal Nicolle (NNN) madium culture and TaqMan

real-time polymerase chain based I..n It analysis for the diagnasis of T1

reaction combined to a Novy- Sample s cakulated® comhlering a 70% prevalence of

MacNeaI-NlcoIIe medlum cunum ATL m. th lathon™ " with a null hypothesis kor sensitivity
et at 706, ernative hypothesis for sensitivity set at %%,
for the diagnosis of American power set at zK1% and the P 10 be <0.05. Patients with
cutaneous Jesions suspected of being TL were consecutively
tegumentary leishmaniasis indwded from February 2017 to February 2018 (Fig. 1), Al
Dear Fditer, examinations were collected at the same time and were inter
Tests wsed for the diagnosis of tegumentary keishmaniasis (TL)  p by Binded evaluators. Case and cantrol definition was
have panasinkogial methads, ling % a composite rekrence standard as
sensit o examiner <dependent fac e
tors Iy wa ific method, but its sensitiv ex test, the preparation of the culture media was

ity i limited ¥ Raaltime PCR (qPCR) i considerad a very  adapted according to the methodakigy described by Ramero
effichent technique, and it adds quantitative results to clinkal et al® Culture makerial was withdrawn from a kesion edge
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Figure 1 Flow dagram of study paticipants.
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Research letter

Cross-sectional screening study for Leishmania DNA and
antibodies in biologic-treated patients with psoriasis living in an
area endemic for leishmaniasis

121

P.S. Kurizky B4, C.M. Gomes, M.V. Cesetti, G.A. Martins, N.A.T. Regattieri, F.F. Marianelli, L. Sevilha Santos,
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Research letter

Cross-sectional screening study for Leishmania
DNA and antibodies in biologic-treated
patients with psoriasis living in an area
endemic for leishmaniasis

DOL 101111/ byd 18262

D Faron, Biokogical drugs have revolutionized the control
of immune mediated diseases,” bt most of the safety studies
have not evalumated the rik of endemic infections, such as
Jeishamaniasis, in underdeveloped regions.” The contral of this
panasite is swrongly dependent on the production of specific
eytokines [interleukin (IL)-1, IL-6 and tumour necrosis facior
(TNF))," which are important targets of biological therapies
Several reporss have described cases of Jeshmaniasis in
patients undergoing biological treatments,’ but the real risk is
unknown. We aimed %o assess this risk by complementary
evalmations (serology, conventional PCR and real-time PCR) in
patients under treaiment for psoriasis who were living in a
region endemic for leishmaniasis in midwestern Brazil

The study was approved by the Rhics Comminee of the
Taculty of Medicine of UnB (CAAE: 72312117:4:0000-5558)
All patients signed an informed consent form

This was a crom sectional wreening study, conducted from
Jamuary 20 18 until December 20 18, Patients were allocated imto
one of four groups: 1 biologics (subdivided into TNF, 1112/
23 and 1L 17A mhibitor groups); 2: conventional immunosup
presons (methotrexate); 3: nonimmunosu ppressive treatment
(nonsteroidal amti-inflammatory, acitretin, phototherapy and

opical treatment); and 4 control  (Immunocompetent

participanss without psoriasis). The probable positivity for keish
manisk in our urget population was set at 5%, with HO of
50%, HI of 90%, power > 08 and P < 0:05. Therefore, the
minimal sample size was set at 300 individuals*

Senum samples were subjected to indirect immunofluores
cence (IgG against Lewbeank dmovni). Conventional and real
time PCR assays were performed on whole blood DNA wsing
the primer pair §'-GGCCCACTATATTACACCAACCCC- 3 and 5
GGGGTAGGGGCOGTTCTGOGAA 3" (Thenno Fisher Scientific,
Wakham, MA, USA), targeted to the minicircle KDNA of Lesh

manks spp. 7 All patients with at kast one positive test under

went 2 complementary evaluation with blood cell coums,
dewermination of the albumin/globulin ratio and abdominal
ultrasonography examination, A Poisson regression model with
robust variance was applied following a proposed hierarchical
level. The software program SAS (Version 94 SAS Institste Inc.,
Cary, NC, USA) was used

In total, 311 patients were included | No clinically active cases
of leishmaniasis were found, Seven patients tested positive by
serology, 13 tested positive by conventional PCR and 9 tested
positive on real-time FCR (Table 1) In the biologks group,
only patients using TNF inhibitors had positive resubs (Table 1)
No significant difference was found between the three screening
strategies. Socioeconomic factors (place of residence, recre
ation+/ hibour relited risk factors) and associated comorbid ities
did not influence the positivity of the tests, Only the variable of
suspected canine leishmaniasis had a significant association with
the occurrence of at least one positive resull in the multivariate
mode] (prevakence ratio = 4.09; 95% confidence interval (CI)

1413147 6). Treatment group was not a significant variable

Table | Frequency of poskivity in the three screening swrategies evalmased i this seudy

Pasewviry (n)
Group (n) Ty un s up pressaors (n) Serokogy KR Realomwe KR
Malogks (96): and-TNF (78), (24), i (29), 7 pe 1), o (2 L bwdinss
and-L12/28 (9), ami D 7A  anflixab (25), usekimunab (9), ) miliximab (1) and L anavemss),
®) secukmumab (9) anflicmab (1 L hradiens)
Canvensonal Metharrexase (94) (] + 0
manunasuppressons (94)
Nomnununosuppressive - 1 3 2 (L bawdanss)
weament (69)
Caneral (52) - 3 + 4 (L bawdansn)
Teral (311) - 7 (8] 9

0, meerdeukin, L leshmaw; TNF, tumonr necrosis facar. McNeamar's sest: comventanal IR x real -t RCR = 0423, PCR x serabogy =

0264, realamme KR x seralogy = 0803

© 2019 Bresh Assocason of Dermatalogiss
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Use of immunosuppressive drugs can mask the clinical
manifesations of infections diseases, therefore it is importam
o evaluate asymptomatic carriers to predict prospectively their
sk of developing active disease. The finding of circulating
Lebhenania kinetoblast (K)DNA does not necessarily indicate pre-
sent or future active disease, Previows studies indicated that
cell-free KDNA fragments can circulite in the blood of patients
with active leishmaniasis and in those who only had contact
with the parasite.* Most Mentified species (Table 1) had cma-
neous tropm, an expected result as tegumenury keishmania-
sis b more common than the visceral form of the discase.

In the future, medications could be optimized depending
on the risk of acquiring determined infections. In this study,
no patient wsing 1L 17A or 1L-12/23 tested positive for leish-
maniasis. Unfortunately, the number of patienss wsing these
drugs was insufficient 1o detect any protective effect compared
with we of TNF inhibitors,

After multivariate amalysis, the only variable that signifi-
camtly influenced the positivity of at least one of the screening
tests was the presence of suspected canine leishmaniasis, This
result calls attention 1o the fact that akbough immunological
statis is eritical for the development of ke ishmaniasis, socioen-
vironmental factons are probably much more importamt for
disease transmission. It is well known that poor ecological
conditions favour the maintenance of vecton and conse
quenty the occurrence of the disease.’

Considering that all patiens resided in areas endemic for
Jeishimaniasis, our results suggest no increase in the prevalence
of Leidmmin infection in patients with psoriasis who are taking
biologics. Although 121 patients (52 comtrok) were not using
systemic immunosuppressors, conclisions about the relative
prevalence of leishmaniasis in immunosuppressed subjects and
healthy subjects are limied, and must be readdressed in a lar
ger population. Despite the recent periurbanization of ki luna-
niasis in midwestern Brazil, conuct with areas in which the
vector is present is still the main risk factor for disease trans.
mbsion. Inmuncsuppressed patiemts must take measures to
avoid contact with vectors becase active diseawe i those
patients is considerably more severe,

PS. Kurizky @, €M Gomes @," MV, Cesenni,”

GA. Marting," NAT. Regattieri,” F.F. Marianelli,” L. Sevilha
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Dados do Depositante (71)

Depositante 1 de 2
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e 1
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Natureza Patents: 10 - Patente de Invengio (Pl)
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Utilidade (54): ANFOTERICINA B, SEU PROCESSO DE PRODUGCAO E SUA
UTILIZACAO NO TRATAMENTO DE INFECCOES PARASITARIAS,
BACTERIANAS E FUNGICAS
Resumo: A presente invengio situa-se no campo da quimica farmacéutica.
Trata-se de uma nanoformulagio baseada em Carbon-Dots (C-Dots)
@ Anfotericina B (AnB), obtidos a partir da ligacdo da Anfotericina B
na superficie de Carbon-Dots modificados com grupos borbnicos e
sua utilizagdo no tratamento de infecgbes parasitarias, bacterianas e
fungicas.
Figura a publicar: 2

gmm Esta soliatago foi enviada pelo sistema Peficionamento Eletrénico em 31/01/2020 as
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E SUA UTILIZACAO NO TRATAMENTO DE INFECCOES PARASITARIAS, BACTERIANAS E FUNGICAS. A presente invengao
situa-se no campo da quimica farmacéutica. Trata-se de uma nanoformulagido baseada em Carbon-Dots (C-Dots) e Anfotericina
B (AnB), obtidos a partir da ligacdo da Anfotericina B na superficie de Carbon-Dots modificados com grupos bordnicos e sua
utilizagdo no tratamento de infecgdes parasitarias, bacterianas e fangicas.
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NANOFORMULACAO BASEADA EM CARBON-DOTs E ANFOTERICINA B,
SEU PROCESSO DE PRODUCAO E SUA UTILIZACAO NO TRATAMENTO
DE INFECCOES PARASITARIAS, BACTERIANAS E FUNGICAS

CAMPO DA INVENCAO

[001] A presente invencio situa-se no campo da
quimica farmacéutica. Trata-se de uma nanoformulacdao
baseada em Carbon-Dots (C-Dots) e Anfotericina B (AnB),
obtidos a partir da ligacdo da Anfotericina B na
superficie de Carbon-Dots modificados com grupos
bordénicos e sua utilizacido no tratamento de infeccdes

parasitarias, bacterianas e fangicas.
ESTADO DA TECNICA

[002] Isolada pela primeira vez em 1955 da bactéria
Streptomyces nodosus, a Anfotericina B - AnB, é um dos
cerca de 200 antimicéticos poliénicos isolados de fontes
naturais ja descritos (LEMKE, A.; KIDERLEN, F.; KAYSER,
0. Applied Microbiology and Biotechnology, 68: 151-162,
2005).

[003] A AnB apresenta amplo espectro de atividade
antifingica e antiparasitaria sendo empregada no
tratamento de diversas infeccdes fiangicas sistémicas
causadas por Candida albicans e Aspergillus fumigatus,
bem como meningite fingica em pacientes imunossuprimidos
como, por exemplo, portadores do virus HIV e/ou
submetidos a tratamento quimioterapico, provocada por
Cryptococcus neofromans e Cryptococcus gattii e, também,
para o tratamento de eumicetoma causada pelos fungos
Madurella mycetomatis, Magnaporthe grisea,

Pseudosporium boydii, e Lasimorpha senegalensis.

Petydo STROD0] 087, e 20002000, pig . 2384
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(ALSINA-GIBERT, Mercé; LOPEZ-LERMA, Ingrid; MARTINEZ-

CHAMORRO, Esteban. Archives of Dermatology, 142(6):781-
798, 2006; NETT, Jeniel; ANDES, David. Infectious
Disease Clinics of North America, 16:163-186, 2016;
REWARI, Bb; PUROHIT, Vimlesh; CHHABRA, Rm; BHAGWAN, Jai.
Journal of the Association of Physicians of India,
56:699-708, 2008).

[004) Além do tratamento de micoses sistémicas, a
AnB tem sido usada no tratamento de doen¢gas induzidas
por parasitas como Trypanosoma cruzi (Doen¢a de chagas),
protozoarios do género leishmania (Leishmaniose
visceral, cutdnea e mucocutdnea), Naegleria
fowleri (Meningoencefalite Amebiana Primdria) (GRACE,
Eddie; ASBILL, Scott; VIRGA, Kris. Antimicrobial Agents
and Chemotherapy, 59:6677-6681, 2015) e Balamuthia
mandrillaris (encefalites amebianas) (LEMKE, Andreas;
KIDERLEN, Albrecht; PETRI, Boris; KAYSER, Oliver.
Nanomedicine: Nanotechnology, Biology and Medicine, 6:
597-603, 2010).

[005] 0 mecanismo de a¢do da AnB consiste na
afinidade do farmaco por moléculas especificas presentes
nas membranas celulares. Ao formar complexo com esterdis
(ergosterol e colesterol) a AnB perturba a integridade
da membrana plasmidtica, resultando no surgimento de
poros que acarretam no vazamento do conteudo
intracelular induzindo, dessa forma, a morte do
microrganismo (HAMILL, Richard; Drugs, 73:919-934,
2013).

[006]) Além disso, de acordo com recentes relatos, a
atividade antimicrobiana da AnB pode também estar

Petagdo STOOO1SOKT, de 1101/ 2000, pdg. 24 54
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relacionada a formagio de espécies reativas de oxigénio

(ROS). Uma das teorias que explicam a formagdo de ROS é
relacionada a via metabdlica da respiragido celular
envolvendo as mitocdndrias. O acimulo de radicais pode
causar efeitos danosos a componentes como proteinas,
DNA e membrana (HAMILL, Richard; Drugs, 73:919-934,
2013).

[007] Apesar de ser amplamente utilizada para o
tratamento de infecgdes, a AnB é pouco soluvel em dgua
em pH fisiolégico. Tal caracteristica ¢é de suma
importidncia tendo em wvista que a insolubilidade do
composto pode ocasionar a formagdo de agregados em
decorréncia das interagdes das cadeias de polienos da
AnB (estrutura da AnB mostrada na Figura 1) (LEMKE, A.;
KIDERLEN, F.; KAYSER, O. Applied Microbiology and
Biotechnology, 68: 151-162, 20085).

[008) Considerando gque a concentragdo micelar
critica (CMC) da AnB é de cerca de 3 pM e que a
guantidade necessdria para o tratamento é de 1 a 4 mg.kg"
‘.dia"! para a leishmaniose cutdnea, por exemplo,
(MINISTERIO DA SAUDE. Manual de Vigildncia Da
Leishmaniose Tegumentar Americana, 2010) fica evidente
que a terapia com AnB pura é inviadvel em virtude da
formagido de agregados. A esse respeito cabe salientar
que a formagdo de agregados pode resultar em
bicacumulagdo desse medicamento, gue por sua vez resulta
em efeitos colaterais severos em virtude de alteragdes
na absorgio e farmacocinética da AnB (TORRADO et al.,
Journal of Pharmaceutical Science, 97:2405-2425, 2008).

Tais efeitos podem ser categorizados em: agudos (dores

Patagdo STOUOOISOKT, de 1012000, pdg, 28 %4



133

4/42
de cabega, letargia, confusdo mental, agitagdo, vbmitos,

dores abdominais, diarreia, mialgias,
hipotensdo/hipertensio arterial, e febre) e subagudos
(relacionados as disfun¢des e faléncia renals associados

a hipocalemia, hipomagnesemia e anemia).

[009] Stein e colaboradores (2008) mostram que cerca
de 80% de pacientes submetidos a tratamento com AnB
apresentam efeitos colaterais agudos enguanto cerca de
30% apresentam disfun¢des renais (STEIN, James; HADIGAN,
Colleen; BROWN, Todd; CHADWICK, Ellen; FEINBERG, Judith;
FRIIS-MOLLER, Nina; GANESAN, Anuradha; GLESBY,
Marchall; HARDY, David; KAPLAN, Robert; KIM, Peter; LO,
Janet; MARTINEZ, Esteban; SOSMAN, James. CHD in HIV
Conference: Prevention, 118:54-60, 2008).

[010] Nessa perspectiva é de extrema importdncia o
desenvolvimento de novas formulagdes mais seguras que
possibilitem a ndo formagdo de agregados, uma maior
biodisponibilizagio e consequentemente a redugdo dos
efeitos colaterais (BARWICZ, Joanna; CRISTIAN, Sylvie;
GRUDA, Ilona. Antimicrobial Agents and Chemotherapy, 36:
2310-2315, 1992).

[011) Nesse contexto, a utilizagdo de sistema de
carreamento da AnB usando sistemas nano e micro
estruturados emergem como alternativas para redugdo de
custos, aumento da concentra¢do de AnB, minimizagdo da
toxicidade, principalmente nefrotoxixidade, e efeitos
adversos relacionados a esse composto, e ampliagdo de
sua janela terapéutica.

[012) Atualmente, as formulagdes baseadas em AnB sob

as formas de micelas, lipossomos, complexos lipidicos,

Petagdo STOOO1SOKT, de 1101/ 2000, pdg, 2684
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e dispersdo coloidal sdo desenvolvidas e comercializadas

conforme explicitado pela Tabela 1. Essas formulagdes
visam aumentar a solubilidade em meio aquoso e reduzir

a elevada nefrotoxicidade da AnB.

Tabela 1
SIGLA  ESTRUTURA mg:a::acm
CONVENCIONAL Dott’:::hto prang cslas Int rla':'iun'o‘sol (IV)
LIPIDICAS Lipossomal L=AnB Lipossoma Int ul:.iu::.o (IV)
i?;i’;:zz ABLC Fitas In:uI::nuo.:ao (IV)
c::io.lpo.i?:lo ARG Discos Int ul\? .tnu::‘o (IV)
[013]) Dentre as diversas formulagdes apresentadas,

as mais comumente utilizadas em tratamentos clinicos
sdo0 a D-AnB (composta por 50 mg de AnB e 41 mg de
desoxicolato de sb6dio), a ABLC (AnB/complexo
fosfolipidico), a ABCD (AnB e sulfato de colesterol) e
a L-AnB (50 mg de AnB integra um lipossomo unilamelar
baseado em fosfolipidios) (Tabela 1). Essas formulagdes
sdo administradas em pacientes sob a forma de infusdo
parenteral, que costumam ser mais onerosas e provocar
maior desconforto ao paciente, uma vez gue necessitam
da internag¢do (HAMILL, Richard. Drugs, 73:919-934,
2013). Além disso, o tempo para infusdo do medicamento
pode durar de 4 a 24 horas (VAN DE VENA, H.; PAULUSSENB,
C.; FEIJENSB, P.;MATHEEUSSENB, A.;ROMBAUTC,P.;KAYAERTC,
P.; VANDENMOOTERC,G.;WEYENBERGA,W.; COSB, P.; MAESB,
L.; LUDWIG, A. Journal of Controlled Release, 161:795-
803,2012).

[014) As formulagdes ABLC e ABCD apresentam

particulas com tamanhos de 115 nm e 100 nm,

Petagdo STOLOO1SOKT, de 1101/ 2000, pdg, 2784
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respectivamente. Essas duas formulagdes apresentam

eficdcias similares ao D-AnB com a redugdo dos efeitos
colaterais (LEMKE, A.; KIDERLEN, F.; KAYSER, 0. Applied
Microbiology and Biotechnology, 68: 151-162, 2005). Isso
pode ser justificado pela maior afinidade entre a AnB e
05 agentes dispersantes presentes em ambas formulagdes.
No entanto, a administragdo do ABLC ou ABCD continua
sendo em tempos elevados de infusdo intravenosa com os
pacientes sob regime de internagido (FUKUI, Hiroshi;
KOIKE, Tomohiro; NAKAGAWA, Takashi; SAHEKI, Akira;
SONOKE, Satoru; TOMII, Yoshifumi; SEKI, Junzo Seki.
International Journal of Pharmaceutics, 267:101-112,
2003) .

[015] Ja na formulagdo L-AnB, a AnB estd integrada
em uma micela monolamelar a base fosfolipidios,
lecitina, colesterol e sacarose, sendo um medicamento
de alto custo considerado ‘“padrido ouro” para o
tratamento de infecgdes fungicas em pacientes com
neutropenia febril, infecgdes fungicas sistémicas
refratarias 4 D-AnB e leishmaniose visceral (MYINT, Han.
Hospital Medicine, 60:123-126, 1999; ZEICHNER, Luis;
MARR, Kieren; REX, John; COHEN, Stuart. Reviews of anti-
infective agents 37:415-25, 2003). Esse tipo de
formulagdo também apresenta baixa nefrotoxicidade em
comparagdo 4 D-AnB (BATES, DW; SU, L; YU, DT. Clinical
Infectious Diseases, 32:686-693, 2001) e redugdo
significativa de reagdes associadas 4 infusdo (WINGARD,
John; WHITE, Mary; ANAISSIE, Elias; RAFFALLI, John;
GOODMAN, Jesse; ARRIETA, Antonio. Clinical Infectious
Diseases, 31:1155-1163, 2000).

Petagdo STOOOISOKT, de 1101 2000, pdg, 28 /%4
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[016) Atualmente a formulagdo de AnB lipossomal é a

primeira escolha no tratamento em paises europeus. Ja o
L-AnB ¢é o principal farmaco wutilizado em paises
desenvolvidos para o tratamento da leishmaniose, devido
a sua rapida agdo, menor nefrotoxicidade e melhores
resultados voltados para a cura., Porém, em paises
subdesenvolvidos o elevado custo da formulagido L-AnB
torna o tratamento da leishmaniose mais centrado nos
custos do que em taxa de cura, eficidcia o
toxicidade (GASPANI, Sara; MILANI, Barbara. Generics and
Biosimilars Initiative Journal, 2:60-62, 2013).

[017) Steimbach (2016), em seu estudo faArmaco-
econbmico, realiza um comparativo do custo entre as
formulagdes de AnB usadas em hospitais publicos de
Curitiba (Parand, Brasil) no tratamento de infecgdes
fangicas em pacientes de alta complexidade. Os
resultados mostraram que os custos por paciente alcangam
valores na ordem de RS 70.476,83, RS 181.259,72 e RS
353.302,97 com D-AnB, L-AnB e ABLC, respectivamente
(STEIMBACH, Laiza. Analise de custo-efetividade das
formulagdes de anfotericina B, Curitiba, 2016).

[018) Vale destacar que o estudo realizado mostrou
que as formulagdes lipidicas apresentam maiores
incidéncias de cura e menores probabilidades de
nefrotoxicidade e hemodidlise, ou seja, melhor perfil
de efetividade e seguranga do que a D-AnB, Esses dados
indicam que a outra grande desvantagem de tais
formulagdes de AnB reside nos pregos comerciais
praticados pelas indistrias farmacéuticas associados

aos elevados custos dos tratamentos. Além disso, fica

Petagdo STOOOISORT, de 1101/ 2000, pdg, 2984
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evidente que essas formas farmacéuticas complexas

necessitam ser aprimoradas para gque a via de
administragdo seja menos degradante aos pacientes., Esse
ultimo aspecto reflete-se na limitada aplicagio dessas
formulagdes em diversas outras patologias apesar do

amplo potencial terapéutico inerente a4 AnB.

[019]) Em relagdo as formulagdes mencionadas
ressalta-se gue os aspectos limitantes para o uso da
AnB no tratamento de diversas patologias estdo
relacionados ao elevado custo e via de administracgdo
(L=-AnB, ABCD e ABLC) ou efeitos adversos das formulagdes
(D-AnB) . Alem disso, existe um nUmero crescente de
infecgbes sistémicas causadas por microrganismos que

apresentam resisténcia a agentes antifingicos.

[020] A presente tecnologia supera as tecnologias
apresentadas tendo em vista que a nanoformulagdo baseada
em Carbon-Dots e AnB possibilita uma maior
biodisponibilidade celular, uma vez que o seu tamanho
reduzido viabiliza a absor¢do do farmaco. Desssa forma,
0 aumento da taxa de absor¢do e a elevada estabilidade
em meio aquoso da formulagio descritas nesta invengdo
resulta em atenuag¢io dos efeitos colaterais devido a

nefrotoxicidade.

[021] Ademais, a nanoformulagio proposta na presente
tecnologia pode apresentar eficiente atividade
biolbgica contra fungos, bactérias com maltipla
resisténeia a antibidéticos como, por exemplo, KPC e
protozodrios do género leishmania. Além disso, apresenta
uma concentragdo de AnB significativamente superior as

Petigio STO001S087, de 1101/ 2000, pdg., 1084
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previamente descritas e pode ser administrada sob as

formas de aerossol e téopica.

[022)] Caldeira e colaboradores (2015) relatam o
desenvolvimento de uma nanoemulsdo a base de
estearilamina, colesterol e AnB e avaliam sua eficacia
em ensaios In vitro contra Leishmania amazonensis
cutdnea em comparagdo a formulagdo D-AnB. Os resultados
mostraram que a nanoformulagdo apresenta atividade
leishmanicida contra o protozoadrio em sua forma
intracelular amastigota e menor toxicidade em relagdo a
macréfagos (Linhagem J774 ATCC/TIB-67TM) quando
comparados ao farmaco padrio (CALDEIRA, Leila;
FERNANDES, Flaviana; COSTA, Daniel; FREZARD, Frédéric;
AFONSO, Luis; FERREIRA, Lucas. European Journal of
Pharmaceutical Sciences, 70: 125-131, 2015).

[023] No estudo publicado por Alvarez ¢
colaboradores (2017) sdo desenvolvidas formulagdes
amorfas baseadas em AnB e desoxicolato. Os testes com
dimeros, poli agregados de AnB e microesferas de
albumina contendo AnB desoxicolato sdo realizados para
tratamento oral e parenteral de infecg¢des de Trypanosoma
cruzi (ALVAREZ, Guzmdn; PERDOMO, Cintya; CORONEL,
Cathia; AGUILERA, Elena; VARELA, Javier; APARICIO,
Gonzalo; 20LESSI, Flavio; CABRERA, Nallely; VEJA,
Celeste; ROLON, Miriam; ARIAS, Antonieta; MONTFORT, Ruy;
CERECETTO, Hugo; GONZALEZ, Mercedes. Molecules, 22(5):
709, 2017). Os resultados mostram uma redug¢do na ordem
de 75% dos parasitas com tratamento oral com a
formulagdo dimérica, enguanto o tratamento parenteral

com microesferas de albumina contendo poli agregados de

Petagdo STOO01SOKT, de 1101/ 2000, pdg, 11 /%4
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AnB e desoxicolato apresentou resultados cerca de 4

vezes superior com a formulagdo dimérica.

[024) Lemke e colaboradores (2010) em estudos a
respeito da entrega de nanosuspensio de AnB ao cérebro
e determinagdo de sua atividade contra amebas de
Balamuthia mandrillaris relataram sobre o uso da
nanossuspensdo a base de diversos surfactantes
(polissorbato 80, polissorbato 30, colato de sbédio,
poloxamer 188 e 407). O grupo analisou o carreamento do
farmaco para o cérebro e a atividade amebicida. Os
resultados demonstram gque a formulagdo a base de colato
de sbédio e polissorbato 80 transpuseram a barreira
hematoencefalica mais eficientemente embora
apresentarem menor atividade in vitro contra o parasita
(LEMKE, Andreas; KIDERLEN, Albrecht; PETRI, Boris;
KAYSER, Oliver. Nanomedicine: Nanotechnology, Biology,
and Medicine, 6: 597-603, 2010). E importnate salientar
gque a tecnologia proposta nesse documento difere-se da
nanossuspengdo proposta por Lemke e colaboradores (2010)
por ndo possuir nenhuma espécie de surfactantes em sua
formulagdo e possuir didmetros na ordem de 20 vezes
menor. Essas caracteristicas indicam que a tecnologia
proposta pode ser usada para tratamento de infecgdes

cerebrais,

[025]) Apesar desses estudos, o tratamento com
formulagdes de AnB ainda é feito majoritariamente por
via parenteral, o gue gera desconforto ao paciente e
custos de interna¢do (STEIMBACH, Laiza. Analise de
custo-efetividade das formulagdes de Anfotericina B,
Curitiba, 2016).

Petigio STOUO01SOKT, de 1101/ 2000, pg., 1284
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[026) Em estudo clinico recente desenvolvido por

Berdichevski e colaboradores (2006) foi investigado o
grau de severidade de disfun¢gdes renais em pacientes de
baixo risco submetidos ao tratamento com AnB., Os
resultados mostraram que 31% dos pacientes investigados
apresentaram falha renal aguda. Em razdo da elevada
afinidade por colesterol, a AnB forma poros nas
membranas renais, o que acarreta em distirbios severos
no equilibrio eletrolitico e perdas de trifosfato de
adenosina citoplasmidtica. (BERDICHEVSKI, Roberto; LUIS,
Luciano; CRESTANA, Leticia; MANFRO, Roberto. The
Brazilian Journal of Infectious Diseases, 10(2):94-99,
2006) .

[027) Devido a essa elevada nefrotoxicidade a AnB
ndo é indicada em casos de pacientes com histérico de
insuficiénecias renais ou em tratamentos que envolvam
agentes que induzem hipocaliemia (diuréticos). A AnB
também ¢é contraindicada como co-medicagdo com outros
farmacos potencialmente nefrotéxicos tais como,

aminoglicosideos, carbapenemos, etc.

[028) Baseado nos exemplos descritos anteriormente
na literatura, o presente invento os superam no aspecto
fundamental que inviabiliza o uso da AnB como droga de
primeira escolha. A elevada solubilidade em A4gua da
invengido facilita a eliminag¢do da AnB via trato urinario
sem ocasionar efeitos colaterais nefrotédxicos como os
descritos acima, uma vez gque o uso da AnB associada aos
Carbon-dots reduz a bicacumulagio do farmaco em células
dos microtibulos renais. Essa caracteristica reduz o

risco de desenvolvimento de insuficiénecia renal em

Petado STOLOOTSOKT, de 1101/ 2000, pdg, 1184
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pacientes sem  histérico dessa patologia, porém

submetidos a tratamentos com AnB. Além disso, o
ancoramento da AnB nos Carbon-dots facilita o transporte
do principio ativo para dentro das células dos patdgeno
potencializando o efeito do farmaco.

[029) Em outro estudo, nanoparticulas formadas por
gquitosana e condroitina sdo utilizadas por Ribeiro e
colaboradores (2014) para o carreamento de AnB no
tratamento de leishmaniose. 0Os ensaios iIn vivo desse
estudo mostraram gque essa nanoformulagdo minimiza
significativamente a nefrotoxicidade e é 10 vezes mais
seletiva que a AnB isolada (RIBEIRO, Tatiana; FRANCA,
Jugara; FUSCALDI, Leonardo; SANTOS, Mara; DUARTE,
Mariana; LAGE, Paula; MARTINS, Vivian; COSTA, Lourena;
FERNANDES, Simone; CARDOSO, Valbert; CASTILHO, Rachel;
S0TO, Manuel; TAVARES, Carlos; FARACO, André; COELHO,
Eduardo; FUMAGALLI, Miguel. International Journal of
Nanomedicine, 9:5341-5353, 2014).

[030]) Ainda, o documento patentiario WO2008/144888
relata a respeito do desenvolvimento de novas
formulagdes de AnB com Polietilenoglicol (PEG) e
polidxidos de etileno modificados com fosfolipidios e
ésteres de Acidos graxos, sendo esses estdveis em fluido
gadstrico. Essa formulagdo permite que a AnB possa ser
administrada por via oral em tratamentos de infecgdes
fingicas causadas por Candida albicans e Aspergillus
fumigatus. Tal tecnologia indica que essa nova
formulagdo oral apresenta resultados comparaveis ao
tratamento parenteral com ABLC e sem sintomas de

nefrotoxicidade.
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[031) Entretanto, a presente inven¢do difere-se das

duas descritas anteriormente em relagdo 4 estratégia de
formulagdo de AnB, uma vez que, trata de nanoformulagdes
em gque a AnB é associada a Carbon-Dots, nanoparticulas
de carbono, que sdo biocompativeis, ndo sdo
bicacumulativas <) ndo apresentam toxicidade,
caracteristicas que permitem o seu uso em formulagdes

para carreamento de farmacos.

[032) As principais formulagdes dos farmacos
utilizados no tratamento de leishmaniose sdo relatadas
por alguns documentos patentirios, sendo o documento
patentidrio US6406713B relacionado ao farmaco ABLC e os
documentos US5874104, US5965156 e CAl1339008 relativos
ao farmaco L-AnB. Essas formulagdes lipidicas,
apresentam as limitagdes associadas 4 nefrotoxicidade,
baixa solubilidade em meio fisioldgico e tamanhos de
particulas na ordem de micrémetros. Essas formulagdes
além de causarem efeitos colaterais severos aos
pacientes como dores de cabega, febre e calafrios,
devido & administragdo parenteral, tém alta tendéncia a
aglomeragdo nos rins e figado resultando na elevada
toxicidade da AnB (ROBINSON, R.; NAHATA, M. Journal of
Clinical Pharmacy and Therapeutics 24:2495-257, 1999).

[033) Os documentos patentirios US6770290B1,
Us8883748B2, US5965156, US66632443B2, EP1313449B1,
W02002069983A1, US20150297725A1, US2004/0137049A1,
CA2438847A, 414/MUM/2008 relatam a respeito da
utilizagdo de micelas, complexos lipidicos e lipossomos
para produgdo de novas formulagdes 4 base de AnB com

efeitos similares aos das formulagdes comerciais.
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Entretanto, os inventos descritos ndo utilizam em seu

processo produtivo nanoformulagdes de Carbon-Dots em
associagdo com AnB conforme utilizado no presente
invento. Ademais, a presente tecnologia ao utilizar
nanoformula¢des de Carbon-dots com Anfotericina B
superam as tecnologias descritas em relagido a elevada
estabilidade e solubilidade em meio aquoso, baixas
nefrotoxicidade e pela elevada versatilidade nos modos
de administrag¢do. A formulagido proposta de Carbon-Dots
em associagido com a AnB ndo precisa ser administrada
por meio de longas infusdes como requerido para
formulagdes comerciais e as propostas nos documentos
mencionados. Outro aspecto importante consiste na

simplicidade para a preparagio da formulagdo.

[034) A presente inven¢ido também diferencia-se dos
documentos patentdrios acima descritos por ndo se tratar
de uma composigdo a base de micelas, complexos lipidico
ou nanoemulsdes ou quais quer Acidos graxos ou derivados
e também por ndo utilizar micro/nanoparticulas de
polissacarideos nem recorrer As estratégias de
conjugagdo com polissacarideos, polimeros

hidrossolaveis ou nanotubos de carbono.

[035]) Uma vez que a limitagdo em utilizar a AnB estd
associada 4 sua baixa solubilidade em meio agquoso, sdo
apresentadas estratégias para aumentar a solubilidade
de AnB em Aagua, uma dessas estratégias consiste em
realizar modificagdes na estrutura da AnB com a
introdugdo de grupos ou moléculas altamente hidrofilicas
(polissacarideos e polimeros). Essa estratégia visa

reduzir consideravelmente a nefrotoxicidade, os efeitos
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adversos inerentes Aas infusdes e possibilitar novas

formas de administragdo da AnB (EHRENFREUND-KLEINMAN,
T.; AZ2ZAM, T.; FALK, R.; POLACHECK, I.; GOLENSER, J.;
DOMB, A. Biomaterials, 23:1327-1335, 2002).

[036]) Um dos primeiros trabalhos que relata essa
estratégia foli desenvolvido por um grupo de pesquisa
israelense em 1999 e consistiu em conjugar a AnB em um
polissacarideo altamente soluvel em Aagua(FALK, Rama;
DOMB, Abraham; POLACHECK, Itzhack. Antimicrobial Agents
and Chemotherapy, 43:1975-1981, 1999). Nesse relato, a
AnB foi conjugada através da reagdo de Schiff a
arabinogalactana (AG) previamente oxidada seguido pela
redugdo da imina formada com borohidreto de sédio.

[037] 0 conjugado foi estdvel em Agua em pH 11 e
possui cerca de 1 mg.mL™' de AnB. Os ensaios de atividade
antifingica e de toxicidade in vive indicaram que o
conjugado AnB/AG foi similar ao L-AnB e muito mais
seguro que a D-AnB. A dose maxima suportada por ratos
foi de 50 mg.Kg' e a histopatologia ndo mostrou
evidéncias de danos aos rins e figado (FALK, Rama; DOMB,
Abraham; POLACHECK, Itzhack. Antimicrobial Agents and
Chemotherapy, 43:1975-1981, 1999).

[038]) Essa mesma estratégia de conjugagdo foi
descrita por Nish e colaboradores (2007), Kothandaraman
e colaboradores (2017) e pelo documento patentdrio
estadunidense UST115576B2 no qual a substituigdo do AG
por HES (Amido hidroxietilico), pectina e goma ardbica,
respectivamente (NISHI, K.; ANTONY, M.; MOHAMAN, P.;
ANIKUMAR, T.; LOISEAU, P.; JAYAKRISHNAN, A.
Pharmaceutical Research, 24:971-980, 2007;
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KOTHANDARAMAN, Gayathri; RAVICHANDRAN, Vasanthan;

BORIES, Chistian. Journal of Drug Delivery Science and
Technology, 39:1-7, 2017).

[039] Entretanto, modificagdes estruturais na AnB
para conjugagdo em AG, HES, pectina e goma ardbica
requerem diversas etapas que envolvem reagdes quimicas
para modificag¢do dos polissacarideos (suporte) e da
propria AnB., Além disso, os processos descritos acima
necessitam de etapas de purificagdo. Dessa forma, a
presente invengdo supera os inventos descritos, uma vez
que, a associagdo da AnB A4 Carbon-Dots resulta em
nanoformulagdes soluveis em Agua sem a necessidade de
modificar a estrutura quimica do farmaco ou a utilizagdo
de surfactantes. Todo processo de preparagdo da
nanoformulagio ¢é feito em uma uUnica etapa sem

necessidade de purificag¢do do produto final.

[040) Ickowicz e colaboradores (2014) publicou uma
série de experimentos em escala piloto para a produgdo
de 100 g do complexo AnB/AG e avaliou a resposta
terapéutica e toxica dos produtos em distintos graus de
redugdo in vivoe e iIn vitro(ICKOWICZ, Diana; FARBER,
Shimon; SIONOV, Edward; KAGAN, Sarah; HOFFMAN, Amnon;
PALACHECK, Itzhack; DOMB, Abraham. Biomacromolecules,
15:2079-2089, 2014). Embora os resultados dos testes
tenham sido promissores o processo de produgdo piloto
do AnB/AG envolveu diversas etapas complexas e

dispendiosas.

[041) Enquanto em escala laboratorial a reagdo de
oxidagio de AG fol realizada em duas horas de reacgdo

seguido pela purificagdo via cromatografia por exclusdo
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de tamanho para render um produto 60% oxidado, em escala

piloto o mesmo grau de oxidagio foli obtido envolvendo
também uma didlise por 48 horas a4 4°C, liofilizagdo do
produto, redissolugdo e um processo de ultrafiltragdo

com 11 ciclos por 5 horas,

[042) No processo piloto de conjugagdo do AnB ao AG
oxidado envolveu a formagdo da base de Schiff seguido
pela redugdo do grupo imina, purificagio por didlise,
similarmente 4 escala laboratorial, porém o produto
reacional foi submetido ainda a ultrafiltragdo e
liofilizacgdo( ICKOWICZ, Diana; FARBER, Shimon; SIONOV,
Edward; KAGAN, Sarah; HOFFMAN, Amnon; PALACHECK,
Itzhack; DOMB, Abraham. Biomacromolecules, 15:2079-
2089, 2014). (ZHANG, Jia; YU, Shu-Hong. Materials Today,
19:382-393, 201S).

[043]) Wu e colaboradores (2005) relataram a
simultidnea conjugagdo da AnB e fluoresceina a nanotubos
de carbono de paredes multiplas (MWNT) com a
justificativa de aumento da solubilidade em Agua,
redugdo da formagdo de agregados, aumento da eficdcia
da AnB com o aumento da internalizagdo proporcionada
pelos nanotubos, modulagdo da atividade da AnB contra
agentes patogénicos como Candida albicans, Cryptococcus
neoformans e Candida parapsilosis (WU, Wei; WIECKOWSKI,
Sébastien; PASTORIN, Giorgia; BENINCASA, Monica;
KLUMPP, Cédric; BRIAND, Jean; GENNARO, Renato; PRATO,
Maurizio; BIANCO, Alberto. Angewandte Chemie -
International Edition, 44:6358-6362, 2005).

[044) No entanto, hda que se considerar as

desvantagens da utilizagdo de nanotubos de carbono. Sua
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sintese depende do uso de catalisadores contendo metais

pesados, cujos resquicios podem ser o suficiente para
uma ag¢do téxica. Outro fator é que, devido a sua baixa
solubilidade, faz-se necessadrio o uso de surfactantes,
que também podem ser fonte de toxicidade (LOH, Kian;
BAO, Qiaoliang; EDA, Goki; CHHOWALLA, Manish. Nature
Chemistry, 2:1015-1024, 2010).

[045]) Assim sendo, a presente tecnologia supera os
estudos descritos por ndo utilizar nanotubos de carbono,
mas sim uma nanoformulag¢do de Carbon-Dots associados a
Anfotericina B e por ndo utilizar catalizadores
compostos por metais pesados. Além disso, a
nanoformulagdo de Carbon-Dots ndo apresenta toxidade e

ndo hd necessidade de uso de surfactantes.

[046]) A partir do exposto no estado da técnica, fica
evidente que aumentar a solubilidade em meio aquoso da
AnB é o aspecto central que limita o desenvolvimento de
novas formulagdes que possibilitem vias alternativas de

administragdo.

[047) Dessa forma, a presente invengdo supera o
estado da técnica por se tratar de nanoformul¢do baseada
em Carbon-dots em gque a AnB estd ancorada na superficie
das nanoparticulas, resultando em um composto
hidrossoluvel, A AnB@C-Dots (AnB ancorada na
nanoparticula de Carbon-Dots) apresenta melhoras na
biodisponibilidade e farmacocinética, em relagido ao
estado da técnica, e, por consequéncia, baixa toxicidade

e melhor farmacoterapia.

[048) Além disso, a solubilidade em dgua

proporcionada pelas nanoformulagdes desenvolvidas no
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presente invento representa uma significante vantagem

no tratamento com AnB em virtude dos seguintes fatores:
minimizagdo de efeitos colaterais associados 4 infusdo
e nefrotoxicidade; melhoria da qualidade de wvida do
paciente; redugdo do tempo ou a nido necessidade de
internagdo do paciente; possibilidade de a AnB atuar
com agente profildtico; expansdo da terapia da AnB em
paises subdesenvolvidos onde a populagdo tem dificuldade
de acesso a hospitais, além de possibilitar o tratamento

por via enteral.

[049) Vale salientar que, caso a administragdo
parenteral seja necessdria, a AnB@C-Dots ndo necessita
de longas infusdes conforme indicado pela OMS para

formulagdes comerciais.

[050]) Isto posto, o Estado da Técnica ndo prevé ou
sugere o desenvolvimento de nanoformulagdo baseada em
Carbon-Dot e AnB e seu uso com agdo antiparasitaria e

antifingica, como apresentado na presente invengdo.

DESCRICAO SUCINTA DAS FIGURAS

[051) A invengdo poderd ser mais bem compreendida
com base nas Figuras de 1 a 13, cuja descrigio seqgue

abaixo:

[052] A Figura 1 apresenta a estrutura molecular da

Anfotericina B.

[053) A Figura 2 apresenta o esquema de sintese dos
Carbon-Dots.
[054) A Figura 3 apresenta imagens de Microscopia

Eletrénica de Transmissio dos Carbon-Dots a. A direita
é inserido o histograma de distribui¢io de tamanhos da
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amostra Carbon-Dots a e 4 esquerda é apresentada a

énfase nos pardmetros de rede de particula

representativa,

[055] A Figura 4 apresenta os espectros de Infra
Vermelho dos Carbon-Dots obtidos.

[056]) A Figura 5 apresenta 4 direita uma ilustragdo
da formagdo das ligagdes éster boronato e 4 esquerda o
grafico de Stern-Volmer obtido para o sistema formado
pelos Carbon-Dots a e diferentes concentragdes de

glicose.

[057] A Figura 6 apresenta os espectros de absorgdo
na regido do UV-Vis e de emissdo sob excitagdo de 370

nm dos Carbon-Dots a, Carbon-Dots b e Carbon-Dots c.

[058]) A Figura 7 apresenta 4 direita espectros de
emissdo de onda sob comprimentos de onda de excitagdo
progressivamente maiores (de 320 nm a 460 nm) e A&
esquerda o histograma de intensidades de emissdo em

fungdo do comprimento de onda de excitagdo.

[059] A Figura 8 apresenta 4 direita os graficos de
fotoestabilidade dos Carbon-Dots a, adguiridos sob
excitagdo de 370 e 810 nm e & esquerda o grafico de
porcentagem de carbono inorgdnico pelo tempo

transcorrido do preparo das solugdes dos Carbon-Dots,.

[060]) A Figura 9 apresenta 4 direita uma ilustragdo
da formagdo das ligagdes éster boronato entre Carbon-
Dot e Anfotericina B e 4 esquerda os espectros de emissdo
para o sistema formado pelos Carbon-Dots a e diferentes

concentragdes de AnB.
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[061) A Figura 10 apresenta o espectro de absorgdo
na regido do UV-Vis da AnB@C-Dots, D-AnB e AnB pura em

DMSO.

[062) A Figura 11 mostra o semeio da microdiluigdo

em placas de cultura,

[063] A Figura 12 reune as imagens de microscopia de
luz dos figados de animais dos grupos “a” controle
negativo, “b” D-AnB, “¢” L-AnB e “d” AnB@C-Dots.

[064) A Figura 13 reune as imagens de microscopia de
luz dos rins de animais dos grupos “a” controle
negativo, “b” D-AnB, “¢” L-AnB e “d” AnBQ@C-Dots.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

[065]) A presente invengdo refere-se a uma
nanoformulag¢do baseada em Carbon-Dots e Anfotericina B,
obtidos a partir da ligagio da Anfotericina B na
superficie de Carbon-Dots funcionalizados com grupos
bordnicos (ligagdo éster-boronato) e sua utilizag¢do no
tratamento de infec¢des parasitarias, bacterianas e

fangicas.

[066) Uma das modalidades da presente invengdo
refere-se a nanoformulacgdo constituida de nano
particulas de Carbon-Dots funcionalizadas com grupos
borénicos ligadas 4 Anfotericina B. 0Os Carbon-Dots sdo
nanoparticulas de carbono soluveis em Agua, assim, uma
vez ligada 4 superficie dos Carbon-Dots, a AnB pode ser
dispersa em meio aquoso, o que permite o seu uso em
formulagdes terapéuticas, aumentando a
biodisponibilidade. Além disso, Carbon-Dots possuem
baixa toxicidade comprovada por estudos (HUANG, Xinglu;
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ZHANG, Fan; 2HU, Lei; CHOI, Ki; GUO, Jinxia; TACKETT,

Kenneth; ANILKUMAR, Parambath; LIU, Gang; QUAN, Qimeng;
CHOI, Hak; NIU, Gang; SUN, Ya; LEE, Seulki; CHEN,
Xiaoyuan. ACS Nano, 23: 5684-5693, 2013).

[067) Outra modalidade da presente invengdo refere-
se ao processo de obtengdo das nanoformulagdes de
Carbon-Dots, funcionalizados com grupos bordnicos,
associados a Anfotericina B.

[068) De forma geral, tal modalidade, pode ser
compreendida por meio dos processos de obtengdo de
nanoforulagido de Carbon-Dots e AnB, de acordo com as

seguintes etapas:

(A) Formagdo de Carbon-Dots em um reator de micro-
ondas;

(B) Ancoramento da AnB na superficie dos Carbon-Dots.

[069]) A Etapa A consiste na dissolugdo de fontes de
boro, nitrogénio e carbono tais como Aacido citrico,
glicose, sacarose, Acido bbérico, |ureia, anilina,
tiouréia, derivados fenilbordnicos, etanolamina,
dietilaminas, sendo preferencialmente o Acido citrico,
uréia e dcido bbdrico, em dgua e submetidos a reagdo em
forno micro-ondas. Acido citrico, ureia e dcido bérico,
em proporgdes variaveis entre 0,1 e 1 g, sendo
preferencialmente 0,5 g, sdo dissolvidos em 15 mL de
dgua destiladas e submetidos a reagdo em micro-ondas a
temperatura entre 100 e 300 °C, preferencialmente 170
°C, por periodo entre 2 e 120 minutos, preferencialmente
30 minutos. A solugdo formada é filtrada e o solvente é

removido por evaporagdo.
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[070]) A Etapa B consiste no ancoramento da AnB na

superficie dos Carbon-Dots através de ligagdo éster
boronato. Uma solugdo aquosa dos Carbon-Dots de
concentragdo varidvel entre 0,1 mg.mL*', e 5 mg.mL"},
sendo preferencialmente 1 mg.mL"', é misturada a uma
solugdo saturada de AnB em dimetilsulféxido (DMSO) sob
constante agitag¢do 4 temperatura ambiente. Ao final do
processo as concentragdes de AnB e de Carbon-Dots sdo

de 1 mg.mL"' em solug¢do aquosa 1% de DMSO,

[071) Outra modalidade da presente invengdo refere-
se ao uso da nanoformulagdo proposta para a produgdo de
medicamentos para o uso no tratamento de infecgdes

parasitarias, bacterianas e fungicas.

[072] 0 ancoramento da AnB na superficie dos Carbon-
Dots aumenta a solubilidade do farmaco em Aagqua,
permitindo melhor dispersdo em fluidos bioldgicos e
aumentando a biodisponibilidade do fadrmaco. Esse efeito
evita a formagdo de aglomerados, responsaveis pela
elevada toxicidade da AnB.

[073]) Os testes de atividade  biolégica das
nanoformulagdes propostas pela presente invengdo
mostram que a atividade da AnB é mantida, o que indica
que a eficiéneia terapéutica ndo é perdida quando a AnB
é associada aos Carbon-Dots. Além disso, os testes de
toxicidade mostram gue o uso da AnB assoclada aos
Carbon-Dots ndo produz danos significativos aos tecidos
dos rins e do figado de camundongos, o que indica baixa
toxicidade da nanoformulacgdo.

EXEMPLOS
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[074) Os exemplos abaixo sdo representados a fim de

ilustrar a melhor execugdo da invencgdo. Vale destacar
que a presente invengdo ndo se limita aos exemplos
citados, podendo ser utilizada em todas as aplicagdes

descritas ou em gquaisquer outras variagdes equivalentes.

EXEMPLO 1: Sintese e caracterizacdo dos Carbon-Dots

[075] Os Carbon-Dots sdo obtidos por meio de sintese
assistida por micro-ondas, conforme ilustrado na Figura
2. Inicialmente uma solugdo contendo 10 mL de Aagua
destilada, 0,5 g de acido bérico, 0,5 g de uréia e 0,5
g de Acido citrico é colocada em um reator de micro-
ondas com volume de 30 mL e, em seguida, aquecida a 170

°C, por 30 minutos, com agitagdo de 600 rpm.

[076] A mistura é entdo resfriada até a temperatura
ambiente e filtrada. A solugdo verde obtida é novamente
aquecida a 60 °C até a completa evaporagdo do solvente.
0 sélido é lavado com etanol guatro vezes, para retirada

de impurezas, e apbés a secagem, armazenado.

[077] 0 procedimento experimental ¢é realizado em
triplicata, para avaliagio da reprodutibilidade do
método de obten¢gdo dos Carbon-Dots. Sendo assim, os
produtos obtidos sdo chamados de Carbon-Dots a, Carbon-

Dots b e Carbon-Dots c.

[078) 0 ponto de fusdo dos Carbon-Dots é 134 = 1,6
“°C. O desvio padrido relativamente pequeno ¢é um
indicativo de que a, b e ¢ sdo compostos semelhantes e,

portanto, o procedimento experimental é reprodutivel,

[079] Na Figura 3 sio apresentadas as imagens de

microscopia eletrdnica de transmissdo do Carbon-Dots,
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onde sdo observadas particulas com morfologia

aproximadamente esférica.

[080] As nanoparticulas sintetizadas apresentam
faixa de distribuig¢do de tamanhos estreita, de 3 a 7
nm, como ilustrado pelo grafico da Figura 3 (a), com
tamanho médio de 4,5 % 0,68 nm. Na Figura 3 (b) é
possivel visualizar reticulos cristalinos e o pardmetro
de rede médio de 2,40 A, indicativos de que se trata de
um material grafitico cristalino. Estas caracteristicas
permitem a utilizagdo desses materiais em meio biolédgico

como carreador de faArmacos.

[081) Tendo em vista que a composigdo das superficies
das nanoparticulas é um outro fator que interfere na
aplicagdo do material, e que a presenga de grupos de
dcido borbnico livres na superficie dos Carbon-Dots é o
que val permitir o ancoramento da AnB a partir da ligagdo
entre estes grupos e o diol da AnB, os grupos funcionais
presentes nas superficies dos Carbon-Dots sdo
determinados por Espectroscopia de Absorgdo na Regido
do Infra Vermelho. Na Figura 4 sio apresentados os
espectros para os Carbon-Dots a, Carbon-Dots b e Carbon-
Dots ¢, sendo observado a sobreposigdo dos trés
espectros indicando que sdo sintetizados materiais com
caracteristicas semelhantes, outro indicativo de que o

método experimental utilizado é reprodutivel.

[082) Nos espectros sdo observados picos centrados
em 1350 e 1090 cm™! que se referem, respectivamente, aos
estiramentos e dobramentos da ligagdo entre o boro e o
oxigénio (B-0) e um sinal em 1030 cm! referente aos

estiramentos da ligagdo entre boro, oxigénio e carbono
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(B-0-C). Esses sinals comprovam a presenga de boro nas

superficies dos Carbon-Dots.

[083) 0 pico situado em 1580 cm™, referente ao
estiramento da ligagdo dupla entre carbonos (C=C),
indica a existéncia da hibridizagido sp? nas estruturas,

caracteristica em Carbon-Dots.

[084) E por fim, as bandas de absorgido de alta
intensidade centradas em 3120 cm™ podem ser atribuidas
ao estiramento das ligagdes oxigénio e hidrogénio (0-
H), gue indica a presenga de grupos oxigenados nas
superficies dos Carbon-Dots, estes grupos conferem as
nanoparticulas caracteristicas hidrofilicas necessarias

para interagdes fluidicas em sistemas biolégicos.

[085] A presenga de grupos de Acido bordnico livres
na superficie dos Carbon-Dots também é determinada por
titulagdo com glicose. 0Os grupos Aacidos bordnicos
possuem alta afinidade por grupos diols, como os que
fazem parte da estrutura da AnB e de agicares como a
glicose. Esses dois grupos formam uma ligagdo éster
boronato reversivel em ambiente aquoso e levemente
alcalino. O grupo 4cido bordnico, inicialmente na forma
trigonal e eletricamente neutro, apbés a formagdo da
ligagdo covalente com a glicose, passa a ser carregado

negativamente, conforme ilustra a Figura 5 (A).

[086) As moléculas de glicose ligadas aos grupos
bordnicos promovem a interagdo entre as nanoparticulas
de Carbon-Dots devido 4 formagdo de ligagdo de
hidrogénio entre as moléculas de glicose, que induz a

formagido de aglomerados que resultam no efeito gquenching
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da luminescéncia dos Carbon-Dots. (KIRAN, S.; MISRA, R.

Soclety for Biomaterials, 103:2888-2897, 2015).

[087]) Assim, é possivel detectar a ocorréncia dessas
ligagdes, e até quantificar moléculas contendo o grupo
diol usando-se Carbon-Dots. (LONG, Yijuan; WANG,
Xiliang; SHEN, Dongjun; ZHENG, Huzhi. Talanta, 159:122-
126, 2016).

[088) 0 grafico de Stern-Volmer obtido para o sistema
¢ exibido na Figura 5 (B). A medida gue a concentragdo
de glicose aumenta, observava-se a diminuigdo da
intensidade de fluorescéncia dos Carbon-Dots a em 470
nm, sob excitagido de 370 nm. O processo de guenching da
fluorescéncia da amostra Carbon-Dots a pode ser descrito
pela equagio de Stern-Volmer (Equagdo 1), sendo que I
é a intensidade de emissdo dos Carbon-Dots em 470 nm,
sob excitagdo de 370 nm, I é a intensidade de emissdo
dos Carbon-Dots na presenga de diferentes concentragdes
de glicose, Ksv & a constante de guenching estitico e
[Q) é& a concentragdo da substdncia que provoca o
quenching, neste caso a glicose. A relagdo
aproximadamente linear entre I;/I e a concentragdo de
glicose (R'=0,95962) indica que hd apenas um tipo de
fluorédforo em solugdo, (KIRAN, S.; MISRA, R. Journal of
Biomedical Materlals Research Part A, 103:2888-2897,
2015) o gque indica que as nanoparticulas tém

comportamento homogéneo na presenga de grupos diols.

Equagdo 1- Equagdo de Stern-Volm,

I
7 =1+ KlQl
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[089) Nas andlises espectroscoépicas de absorgio na

regido do UV-Vis, cujo grafico é apresentado na Figura
6, as bandas de absorgio centradas em 235 e 340 nm,
referentes Aas transigdes n-n" e n-n", confirmam a
existéncia de um sistema n conjugado, frequentemente

encontrado em Carbon-Dots dopados com boro.

[090] A Figura 6 também expde os espectros de emissdo
sob excitagdo de 370 nm das trés amostras de Carbon-
Dots, que possuem perfis idénticos. Sob essa excitagdo
05 maximos de emissdo situam-se por volta de 450 nm,
resultando na cor azul, como ilustra o diagrama de
cromaticidade apresentado. A similaridade entre os
resultados é mais um indicativo de que a metodologia

experimental é reprodutivel,

[091)] Uma caracteristica optica marcante de Carbon-
Dots & a emissdo dependente da excitagdo. Os espectros
obtidos sob comprimentos de onda de excitagdo variando
de 320 a 460 nm dos Carbon-Dots a sdo exibidos na Figura
7 (A). 05 maximos de emissdo deslocam-se de 445 a 540
nm, 4 medida que a excitagdo aumenta progressivamente
de 320 a 460 nm. O deslocamento batocrdmico de 95 nm é
resultado da coexisténcia de Carbon-Dots de diferentes
tamanhos na amostra e devido & ocorréncia de diferentes
estados superficiais produzidos por diferentes
distribuigdes de grupos funcionais nas
superficies. (KIRAN, S.; MISRA, R. Journal of Biomedical
Materials Research Part A, 103:2888-2897, 2015).

[092) Os comprimentos de onda que produzem maior
intensidade de luminescéncia estdo entre 360 e 390 nm,

como ilustra o histograma da Figura 7 (B).
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[093) Um outro aspecto importante a ser investigado,

antes de wusar os Carbon-Dots como carreadores de
farmacos, ¢é a estabilidade destas nanoparticulas,
sobretudo em solucgdo. Por esse motivo, a
fotoestabilidade desses nanomateriais sob excitacgdo de
370 e 810 nm é avaliada e os resultados estio na Figura
8 (A). E observado que por pelo menos duas horas, ndo
hd4 decréscimo na intensidade de luminescéncia dos
Carbon-Dots. Isso indica que ndo ha fotodegradagdo do

material durante esse periodo.

[094) Feita essa andlise inicial, sdo preparadas
trés solugdes aquosas a partir dos materiais Carbon-
Dots a, Carbon-Dots b e Carbon-Dots ¢ e por andlises de
Carbono Orgdnico Total (COT) a estabilidade do
nanomaterial é avaliada ao longo de 30 dias. Ao analisar
o grafico apresentado na Figura 8(B), ¢é notério o
aumento acelerado da concentragdo de carbono inorgdanico
em solugdo, provavelmente devido a processos oxidativos

nas superficies do Carbon-Dots.

[095]) No periodo entre dez e vinte dias, a formagdo
de carbono inorgdnico é desacelerada. Por essa razdo,
opta-se por utilizar solugdes de Carbon-Dots preparadas
com dez dias de antecedéncia para o preparo das

nanoformulag¢des contendo Anfotericina B (AnB@C-Dots).

EXEMPLO 2: Preparo e caracterizacdo da nanoformulagdo

[096]) Uma vez sintetizados os Carbon-Dots, uma série
de solugdes de Carbon-Dots e AnB em diferentes
concentragdes sdo preparadas, como descrito na Etapa B.

[097) A fim de avaliar se as ligagdes éster boronato
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sdo formadas entre as moléculas de AnB e o Carbon-Dots,

ilustradas na Figura 9 (A), sio obtidos e espectros de
emissdo sob excitagdo de 370 nm, conforme apresentado
na Figura 9 (B). A redugdo da intensidade de emissio
com o aumento da concentragdo de AnB é resultante do
efeito quenching da luminescéncia dos Carbon-Dots na
presenga de AnB e é um indicativo de que houve formagdo

da ligagdo entre carreador e farmaco.

[098) E observado que as solugdes de Carbon-Dots com
AnB nas concentragdes acima de 1 mg.mL™' possuem espectro
idéntico ao da solugdo contendo 1 mg.mL™' de farmaco.
Além disso, nessas solugdes, era visivel a precipitagdo
de AnB. Isso acontece, provavelmente, devido ao limite
de solubilidade da AnB em DMSO, e ndo devido a
esgotamento dos carreadores disponiveis em solugdo para
ligagdo com o farmaco. Por esse motivo, 1 mg.mL™' é a
concentragdo de AnB fixada para a formulagio AnB@C-Dots,
Essa concentragdo de AnB em solugido agquosa é considerada
alta(VEN, H.; PAULUSSEN, C.; FEIJENS, P.; MATHEEUSSEN,
A.; ROMBAUT, P.; KAYAERT, P.; MOOTER, G.; WEYENBERG,
W.; COS, P.; MAES, L.; LUDWIG, A. Journal of Controlled
Release, 161:795-803, 2012).

[099] Os estados de agregagdo da AnB é determinado
por espectroscopia de absorgio molecular na regido do
OV-Vis. Os espectros de absorgdo da AnB em seu estado
agregado, em Agua, sdo marcados pelos picos em 420 nm,
385 nm, 360 nm e por um pico intenso em 340 nm. (SELVAM,
Susithra; MISHRA, Ashok. Journal of Photochemistry and
Photobiology B: Biology, 93:66-70, 2008) Por outro lado,

0s espectros de absorgido da AnB dispersa em
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dimetilsulfédxido (DMSO) possuem bandas em 408 nm, 385

nm [} 365 nm, caracteristicas de sua forma
monomérica. (SELVAM, Susithra; MISHRA, Ashok. Journal of
Photochemistry and Photobliology B: Biology, 93:66-70,
2008) .

[100]) 0s espectros de AnB em dispersdes micelares,
como @ o caso da D-AnB, sdo bastante semelhantes ao de
AnB dispersa em DMSO, j4 que essas dispersdes também
contém o antimicédtico na forma monomérica. (SELVAM,
Susithra; MISHRA, Ashok. Journal of Photochemistry and
Photobiology B: Biology, 93:66-70, 2008).

[101) A Figura 10 exibe o0s espectros de absorg¢io no
OV-Vis da AnB@C-Dots, D-AnB, e de AnB pura dispersa em
DMSO para efeitos de comparagdo. Ambos os espectros
possuem os trés picos caracteristicos da AnB na forma
monomérica (em 408 nm, 385 nm e 365 nm). O pico mais
intenso, em 328 nm, no espectro de D-AnB é atribuido a
AnB agregada (EGITO, Sécrates; ARAUJO, Ivonete;
DAMASCENO, Bolivar; PRICE, James. Journal of
Pharmaceutical Sciences, 91:2354-2366, 2002) . £
amplamente aceito na literatura gque essa banda aparece
devido ao deslocamento hipsocrémico do pico,
originalmente, em 340 nm (em espectros de AnB pura, em
dgua) devido 4 interagio do desoxicolato com os
agregados de AnB, de forma a aproximar os mondmeros
(STOODLEY, Robin; WASAN, Kishor; BIZ20TTO, Dan.
Langmuir, 11:8718-8725, 2007).

[102) No espectro da nanoformulagdo AnB@C-Dots um
pico similar aparece, também por volta de 328 nm, porém

com intensidade menor. Isso indica que a agregagdo da
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AnB quando associada as nanoparticulas de Carbon-Dots é

menor, gquando comparada A formulagdo comercial D-AnB.
Deve-se considerar também a contribuigio da transicgdo
n-n' dos Carbon-Dots para esse pico, j& que ele situa-

se na mesma regido.

EXEMPLO 3: Atividade antifingica da formulagio AnB@C-

Dots

[103) A atividade antifingica da formulagdo é
testada para Candida albicans pela técnica de
microdiluigdo em placa. Avaliagdo macroscopica do semeio
da microdiluigio em placa pode ser feita a partir da
observagio da Figura 11, onde sio apresentadas as placas
semeadas com diferentes concentragdes da formulagdo,
ap6s 24h de incubagio em estufa de crescimento a 35 °C.
As concentra¢des analisadas sdo: (1)16,00 pg.mL™; (2)
8,00 pg.mL-*; (3) 4,00 pg.mL-t; (4) 2,00 pg.mL-*; (5) 1,00
pg.mL-*; (6) 0,50 pg.mL-'; (7) 0,25 pg.mL-'; (8) 0,13
pg.mL™'; (9) 0,06 pg.mL™*e (10) 0,03 pg.mL™t.

[104) As concentragdes acima de 0,50 pg.mL™?
apresentam inibig¢do total de crescimento do fungo, ou
seja, apresentam ag¢ido fungicida e, por isso, 0,50 pg.mL-
! & considerada a Concentragdo fungicida minima. A
concentragdo 0,25 pg.mL™', & considerada com agdo
fungistiatica, uma vez que é observado o crescimento de

coldnia isoladas.

[105]) Os resultados obtidos de Concentracgdo
Inibitéria em 50% (IC50) e Intervalo de Confiancga
(CI95%) sdo apresentados na Tabela 2.
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Tabela 2
AnB@C-Dots
TESTE ICS50 CI95% ICS0 CI95%
(pg.mL"') (1C50) (pg.mL™) (1C50)
0,1812 a 0,1236 a
1 0,2320 0,2721 0,1530 0,1894
0,1056 a 0,1120 a
2 0,1275 0,1542 0,1468 0,3144
0,2337 a 0,2378 a
3 0,2569 0,2823 0,2777 0, 3447
0,2444 a 0,2341 a
4 0,3902 0,6312 0,4037 0,7007
[106] 0Os resultados obtidos demonstram que a
nanoformulagdo preserva a atividade antimicrobiana da
AnB.
[107]) Ainda, o IC95% apresentado pela AnB@C-Dots foi

em torno de 0,1301 a 00,2860 enquanto gue no estudo de
Meunier, Lambert e Auwera (1990) foi obtido o ICS5% da
AnB em inéculos de Candida albicans entre 0,1500 a
0,3000. (MEUNIER, F.; LAMBERT, C.; AUWERA, V.
of Antimicrobial Chemotherapy, 25:227-236, 1990). Dessa

Journal

forma, o intervalo de confian¢ga em 95% da AnB@C-dots é

semelhante 4 formulag¢io comercial testada.

EXEMPLO 4: Teste de toxicidade da nanoformulagio AnB@C-

Dots em sistemas vivos

[108)

avaliada em camundongos Balb/c.

A toxicidade da nanoformulagdo AnBQ@C-Dots é

[109] S8 usados trinta fémeas da

linhagem Balb/c compondo cinco grupos. Os animais sdo

camundongos

adgquiridos com aproximadamente 30 dias e mantidos em
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ambiente com luminosidade controlada, com ciclo de 12

horas no claro e 12 horas no escuro. Em cada gaiola sdo
acondicionados 3 animais, com dgua ad libitum e ragdo
oferecida 4 vontade durante todo o experimento. As

gaiolas sdo forradas com maravalha.

[110) Com cerca de 120 dias de idade, os animais sdo
submetidos ao esquema terapéutico por 10 dias, conforme
Tabela 3. Ressalta-se que os medicamentos e o soro
fisiolégico sdo administrados por via intraperitoneal e
0os volumes administrados aos animais variam de acordo

com seus pesos, de 240 a 360 pL.

Tabela 3
Grupo Tratamento Dosagem
1 AnBAC-Dot 2 mg.kg '‘dia”’
2 D=AnB 2 mg.kg'l.dia"’
3 L=AnB 2 mg.kg ‘.dia"’
4 Carbon-Dots 1 mg.kg*.dia"’
5 Soro fisiolégico 0,9% B
(controle negativo)
[111) As formulagdes para 0 tratamento  sdo

preparadas da seguinte forma:

[112) AnB@C-Dot - Uma solugdo de AnB@C-Dot de
concentragdo de 2 mg.mL™' é preparada no dia anterior ao
infcio do esquema terapéutico, e armazenada em
refrigerador, protegida da luz, A partir dessa solugdo,
uma nova solugdo de concentragido de 0,25 mg.mL' é
preparada em Adgua para injetdveis diariamente, ao longo

do ensaio in vivo.

[113) D-AnB e L-AnB - Uma solug¢do com concentragdo
de 5 mg.mL' é preparada em A4gua injetavel no dia

anterior ao inicio do esquema terapéutico e mantida em
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refrigerador, protegida da luz. A partir dessa solugdo

concentrada, uma solugdo de concentragido de 0,25 mg.mL-
! é preparada em dextrose 5% diariamente, durante os dez

dias de experimento.

[114) Carbon-Dots - Uma solugdo de concentragdo de 1
mg.mL*' de Carbon-Dots é preparada dez dias antes do
inicio do esquema terapéutico em Adgua para injetaveis.
No dia anterior ao inicio do tratamento, uma nova
solugdo, de concentragdo de 0,125 mg.mL-!', é produzida

e esta é administrada durante os dez dias.

[115]) 0 soro fisiolégico 0,9% é usado sem tratamento
prévio.
[116) Apbs dez dias de tratamento, os animais sdo

anestesiados por meio da aplicagido de cloridrato de
xilasina na dose de 10 mg.Kg™', associado a quetamina na
dose de 90 mg.Kg™, por via intramuscular, para posterior
coleta de sangue por pungdo intracardiaca (para
realizagdo dos testes laboratoriais). Ainda sob o efeito
dos anestésicos, 08 animais sdo levados,
individualmente, & cdmara de saturagdo de CO;, sendo
esta, fechada de maneira a atingir uma saturagdo
superior a 70%, Isso leva os animais a ébito por parada
cardiorrespiratédria., Os rins e figados sdo extraidos

para estudos de histopatologia.

[117]) As atividades descritas no presente exemplo
foram aprovadas pela Comissdo de Etica no Uso Animal da
Universidade de Brasilia, protocolo n” 8480/2016.

[118) 0Os dados sdo analisados com o auxilio de
software. As amostras sdo consideradas independentes e

a normalidade das varidveis e a homogeneidade das

Petagdo STOMOOISONT, de 1101/ 2000, pdg. 5784



166

36/42
varidncias sdo verificadas através dos testes de

Shapiro-Wilk e de Levene, respectivamente. A comparagdo
entre as médias dos grupos é feita através de Andlise
de Varidncia (ANOVA), sempre que os critérios de
normalidade e homogeneidade sdo satisfeitos, seguida
pelo pés-teste de Tukey ou de Sheffé, para grupos com
mesmo numero de individuos (N) e com N diferentes.
Quando os critérios de normalidade e/ou homogeneidade
ndo sdo atingidos, o confronto entre as medianas dos
grupos ¢é feito através do teste de Kruskal-Wallis.
Valores de p<0,05 sdo considerados estatisticamente

significantes.

[119) A avaliagdo da toxicidade da formulagdo AnB@C-
Dots ¢é feita através de exames biloquimicos e
hematolégicos e por meio da avaliagdo de danos causados
nos tecidos de alguns o6Orgdos, através de estudos
histoldgicos.

[120) 0 tratamento com AnB causa efeitos colaterais
aos pacientes relacionados aos danos provocados por essa
droga nos rins e no figado (BES, David; ROSANOVA, Maria;
SBERNA, Norma; ARRIZURIETA, Elvira. The Pediatric
Infectious Disease Journal, 33:198-206, 2014). Por esse
motivo, fatores como o peso desses dois Orgdos e
pardmetros bioquimicos sdo importantes para a avaliagdo

da toxicidade de novas formulagdes.

[121) A Tabela 4 relaciona o percentual de massa dos
rins em relagio 4 massa corporal dos camundongos. O
teste ANOVA revela que existe pelo menos um grupo cuja
média de massa dos rins em relagio 4 massa corporal

possui diferenga estatisticamente significante (p <
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0,01) quando comparado aos demais grupos. 0 teste de

Scheffé é aplicado para identificar os grupos
estatisticamente diferentes e os detalhes encontram-se
na Tabela 4. Apesar de o grupo tratado com AnB@C-Dots
apresentar maior massa percentual dos rins média do que
a dos grupos que receberam D-AnB e L-AnB, ndo existe
diferenga estatistica entre os grupos AnB@C-Dots e o

controle negativo.

Tabela 4

Massa dos rins como % da massa corporal

Grupo
AnBQAC~ D= L= Carbon~ Controle
Dots AnBe  AnBe Dots negativo

N valido 6 1 6 5 6
Média 1,55 » 1,39% 1,40% 1,48 ~» 1,43 ~»
Desvio 0,07 0,06 0,08 0,08 0,06
padrio
p=valor < 0,01 I

Letras diferentes indicam p < 0,05, pelo teste de Scheffé.

[122]) Outro fator usado para avaliar a saide dos rins
dos animais é a dosagem de ureia. Juntamente com a
creatinina, essa substdncia, quando encontrada em
grandes quantidades no sangue pode indicar a diminuigdo
da taxa de filtragdo glomerular e, consequentemente,
insuficiéncia renal (BES, David; ROSANOVA, Maria;
SBERNA, Norma; ARRIZURIETA, Elvira. The Pediatric
Infectious Disease Journal, 33:1598-206, 2014).

[123]) A Tabela 5 relaciona as médias de dosagem de
ureia encontradas nesse experimento. O teste ANOVA
mostra a existénecia de pelo menos um grupo
estatisticamente diferente dos demais (p = 0,032). De
acordo com o teste de Tukey, o grupo AnB@C-Dots ndo é
diferente estatisticamente do controle negativo. Além
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disso, o grupo que recebe a nanoformulagdo apresenta a

menor dosagem média de ureia, menor até do que a medida
para o grupo tratado com L-AnB, que por sua vez apresenta
diferenga estatistica em relagdo ao controle negativo,
Isso mostra que a AnB@C-Dots ndo provoca danos no tecido

renal dos animais.

Tabela 5
Ureia (mg/dL)
Grupo
AnBAC-Dots D-AnB L-AnB Controle negativo

N valido 3 3 3 3
Média 58 ~b 62 b T2 S6 .
Desvio padrio 8 5 7 3

p-valor 0,032

Letras diferentes indicam p < 0,05, pelo teste de Tukey.

[124) 0Os valores relacionados & porcentagem de massa
do figado em relagdo & massa corporal dos camundongos
estio organizados na Tabela 6. Novamente, o teste ANOVA
permite a detecg¢gdo de ao menos um grupo com massa
percentual do figado média estatisticamente diferente
dos demais (p = 0,011). O teste de Scheffé aponta que
ndo existe diferenga estatistica entre os grupos AnB@C-

Dots e controle negativo.

Tabela 6
Massa do figado como % da massa corporal
Grupo
AnBQRC~ Carbon~ Controle
Dots D-AnB __L-AnB Dots negativo
N vialido 6 ) 6 ) 6
Média 5,73+ 5,07 5,13 5,15 ~* 5,21 "
b b
Desvio 0,25 0,55 0,48 0,25 0,44
padrio
p~valor 0,011

Letras diferentes indicam p < 0,05, pelo teste de Schefrfé.
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[125] Pardmetros bioguimicos sdo usados para

averiguar alteragdes nas fungdes hepaticas dos animais.
As quantidades de albumina e bilirrubinas no soro
sanguineo sdo dois importantes marcadores usados para
avaliar a saude do figado (GIANNINI, Edoardo; TESTA,
Roberto; SAVARINO, Vincenzo. Canadian Medical
Assoclation Journal, 172:367-379, 2005). Baixos indices
de albumina podem estar associados a problemas hepdticos
e até mesmo a renais(DOUMAS, Basil; PETERS, Theodore.
Clinica Chimica Acta., 258:3-20, 1997), j4 altos niveis
de bilirrubinas podem ser sinal de danos no figado
causados por drogas (GIANNINI, Edoardo; TESTA, Roberto;
SAVARINO, Vincenzo. Canadian Medical Associlation
Journal, 172:367-379, 2005).

[126]) Os animais dos diferentes grupos apresentam
medianas iguais estatisticamente para esses dois
marcadores, sequndo o teste de Kruskal-Wallis, conforme
detalham as Tabelas 7 e 8.

Tabela 7
Albumina (g/dL)
Grupo
AnBAC-Dots D-AnB L-AnB Carbon-Dots Controle negativo
N valido 3 3 3 3 3
Mediana 2,6 2,8 2,6 2,9 2,7
Intervalo 0,2 0,6 0,2 0,1 0,2
p=valor 335%
Tabela 8
Bilirrubinas totais (mg/dL)
Grupo
AnBAC-Dots D-AnB L-AnB Carbon-Dots Controle negativo
N valido 3 3 3 3 3
Mediana 0,06 e,02 0,03 0,04 0,02
Intervalo 0,16 o,00 0,00 0,01 0,37
p-valor 96
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[127) A transaminase piruvica (TGP), juntamente com

a transaminase oxalacética (TGO), é uma enzima que
exerce papel essencial no ciclo do dcido citrico, ainda
gue indiretamente. Nas células hepaticas, essa enzima
situa-se no citoplasma. Por isso altos niveis de TGP no
plasma sanguineo sdo indicativo de dano nas células do
figado. J4 a TGO é encontrada tanto no citoplasma guanto
nas mitocdndrias das células do figado e sua presenga
em grandes quantidades no sangue também indica disfungdo
hepatica (GIANNINI, Edoardo; TESTA, Roberto; SAVARINO,
Vincenzo. Canadian Medical Assoclation Journal,
172:367-379, 200S).

[128]) 0 teste ANOVA é usado para comparar as dosagens
de TGP e TGO médias obtidas para os grupos e permite a
conclusdo de que ndo existe diferenga estatistica entre
essas médias (Tabelas 9 e 10).

Tabela 9

Transaminase piruvica (TGP) (UI/L)

Grupo
AnBRC~ Carbon Controle
Dots D=AnB L-AnB ~Dots negativo
N vialido 3 3 3 3 3
Média 32 3l 3l 23 24
Desvio 12 8 5 4 3
padrio
p=valor 0,366
Tabela 10
Transaminase oxalacética (TGO) (UI/L)
Grupo
AnBRC~ Carbon Controle
Dots D=AnB L-AnB -Dots  negativo
N vialido 3 3 3 3 3
Média 229 134 190 15 105
Desvio 100 16 97 17 Kk
padrio
p-valor 0,102
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[129]) 0 Gltimo pardmetro bioquimico considerado foi

a dosagem de fosfatase alcalina e os resultados estdo
resumidos na Tabela 11. Essa enzima é responsavel pelo
transporte de metabdlitos através das membranas
celulares. A elevagio da quantidade dessa enzima no
sangue também ¢é indicativo de problemas hepaticos,
frequentemente causados pelo uso de drogas (GIANNINI,
Edoardo; TESTA, Roberto; SAVARINO, Vincenzo. Canadian
Medical Assoclation Journal, 172:367-379, 2005).

Tabela 11
Fosfatase alcalina (U/L)
Grupo
AnBQRC~ Carbon Controle
Dots D=-AnB L-AnB ~Dots negativo
N valido 3 3 3 3 3
Mediana q8* 764" 93k 94" ggmh
Intervalo 15 16 22 1 24
p-valor 34

Letras diferentes indicam p < 0,05

[130] A hipotese de gque as medianas obtidas para os
diferentes grupos de camundongos sdo iguais é descartada
através do teste de Kruskal-Wallis. Existe diferenga
estatistica entre os grupos tratados com AnB@C-Dots e
C-Dots, embora nenhum desses grupos tenha diferenga
estatistica do grupo controle negativo no nivel de
significincia considerado. Isso mostra que os danos nos
figados dos animais causados pela AnB@C-Dots sdo menos
significativos do que o das outras duas formulagdes (D-
AnB e L-AnB).

[131) Sabe-se que a AnB tem efeito hemolitico
(LUDWIG, Daniel; DE CAMARGO, Luciana; KHALIL, Najeh;
AULER, Marcos; MAINARDES, Rubiana. Mycopathologia,
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183:1-10, 2018), por isso os hemogramas de alguns dos

animais também sdo realizados e analisados. ANOVA revela
que ndo existe diferenga estatistica no nivel de
significdncia considerado entre os grupos tratados com
AnB@C-Dots e L-AnB, que é uma formulagdo na qual a
toxicidade da AnB 4s hemidcias é amenizada (p = 0,719)
(VEN, H.; PAULUSSEN, C.; FEIJENS, P.; MATHEEUSSEN, A.;
ROMBAUT, P.; KAYAERT, P.; MOOTER, G. Journal of
Controlled Release, 161:795-803, 2012). Além disso,
também ndo had diferenga entre o grupo gque recebe a
nanoformulagdo e o controle, que nido recebe o farmaco.

A Tabela 12 resume esses resultados.

Tabela 12
Hemidcias (milhdes.mm’')
Grupo
AnBQRC~ Controle
Dots L-AnB negativo
N valido 3 3 3
Média 6,08 6,86 7,61
Desvio 1,56 2,09 2,13
padrio
p=valor 0,719
[132) Nenhum dos tratamentos utilizados, inclusive o

da AnBQ@C-Dots produz danos visiveis nos estudos de
histologia. A Figura 12 contém imagens dos figados de
animais dos grupos que receberam AnB@C-Dots, D-AnB e L-
AnB, comparados aos animais do grupo controle. Ji Figura
13 reine imagens adquiridas dos rins dos animais dos
mesmos grupos. Os tecidos apresentaram morfologia

normal,

[133) Os exames bioguimicos o as anilises
histolégicas mostram que a AnB@C-Dots ndo produz danos
significativos aos tecidos dos rins e do figado dos

camundongos.
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