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RESUMO

A leishmaniose € um problema de saude publica em paises em desenvolvimento.
O tratamento dessa doenga baseia-se principalmente no uso de antimoniais
pentavalentes, em casos de falha terapéutica drogas como o Pentostam e a
Anfotericina B tem sido utilizadas. Entretanto, a elevada toxicidade desses
compostos e a geragado de resisténcia a eles tem limitado o tratamento dessa
doencga, o que sugere o desenvolvimento de terapias mais efetivas. Por isso,
realizou-se esta tese cujo objetivo principal consistiu no desenvolvimento de uma
nanoformulagdo contendo o fotossensibilizante Aluminio-Cloro-Ftalocianina
(AICIFt) e o antibidtico Paromomicina (PM) para ser utilizada no tratamento da
Leishmaniose Cuténea por meio de Terapia Fotodinamica. A nanoemulsao O/A de
AICIFt e PM foi preparada por meio do método de emulsificacdo espontanea,
sendo que depois de caracterizada e ter a sua estabilidade determinada, foi
testada quanto a capacidade de induzir citotoxicidade em promastigotas,
amastigotas intracelulares de L. braziliensis e células THP-1 diferenciadas, antes e
depois da Terapia Fotodindmica, TFD, (5 joules/cm?). Os resultados foram
expressos como percentagens de inibicdo e concentragao inibitéria 50 e 90 (Clso,
Clgy) e como concentragdo citotoxica 50 e 90 (CCsp e CCgp). Além disso,
determinou-se ex vivo, em pele de camundongos Balb/c, a capacidade de
permeacao e de retencdo dos sistemas de nanoemulsdo mediante o sistema de
células de Franz e tape stripping, respetivamente. Adicionalmente, camundongos
Balb/c foram tratados topicamente na base da cauda com os sistemas da
nanoemulsao durante 15 dias, apds de seis dias do término do tratamento; figado,
pele, baco e rim foram extraidos para a analise da biodistribuicdo da AICIFt e PM
por espectrofluorometria e cromatografia liquida de alto desempenho,
respetivamente. Além disso, analisou-se a medula éssea dos camundongos para
avaliar a formagao de micronucleos em eritrocitos policromatdfilos, além de
hemograma. Os resultados mostraram sistemas de nanoemulsdo O/A com
diametros hidrodinamicos <30nm, monodispersos e potencial zeta perto de zero. A
AICIFt conservou as propriedades fisico-quimicas quando no nanoconjugado e
mostrou-se estavel por quatro meses quando conservado a 4°C. O nanossistema
de AICIFt e PM inibiu >90% do crescimento de promastigotas e amastigotas
intracelulares de L.braziliensis apés TFD em concentragbes onde nao foi
observado toxicidade nas células hospedeiras. Por outro lado, em ex vivo e in
vivo, a AICIFt foi incapaz de permear a pele de camundongos Balb/c. Ja a PM no
nanoconjugado, permeou até 86 vezes mais do que a PM livre apdés de 6 horas
em sistemas ex vivo. A PM acumulou mais no bago. Os sistemas de nanoemulsao
nao foram genotdxico, tampouco causaram irritabilidade, vermelhidéo e laceragao
durante e ap6s do tratamento topico. A analise do hemograma mostrou diminuicéo
no numero de plaquetas na maioria dos camundongos. Estes resultados, além de
originais, propdem um nanoconjugado promissor para ser utilizado no modelo
murino de Leishmaniasis cutanea.

Palavras-chave: Leishmaniose; terapia fotodinamica; Aluminio-Cloro-Ftalocianina;
Paromomicina; fotoxicidade; THP-1, L. braziliensis.



ABSTRACT

Leishmaniasis is still a public health problem in developing countries, which
have morbidity on the increase. Pentavalent antimonials are still the mainstay of
treatment, although in cases of therapeutic failure, another drugs such as
Pentostan, and Amphotericin B, among others, are considered. However, the
effectiveness of this therapy is limited due to its high toxicity, the emergence of
acquired resistance, route of administration and prolonged lenght of therapy. For
the above, the search for new drugs is a focus in investigation, actually. In order to
formulate an alternative antileishamanial therapy, in this thesis is proposed the use
of nanobiotechnology to optimize the combined effect of photodynamic therapy
with aluminium-phthalocyanine chloride (AICIFt) and Paramomycin (PM), an
antibiotic used to the treatment of the leishmaniasis in the Old world. If this
nanoconjugate is active against the parasite, is not toxic and its nanoconjugated
are able to penetrate layers of skin of mices, it could be used as a murine model of
cutaneous leishamaniasis, in subsequent studies. According to above, the main
objective of this thesis was to develop a nano-formulation of aluminium-
phthalocyanine chloride and Paramomicyn for the treatment of cutaneous
leishmaniasis using photodynamic therapy.The oil/water (O/W) nanoemulsion of
AICIFt and Paramomycin was prepared using the spontaneous emulsification
method. Also, nanoemulsions with each individuals compounds and vehicles were
prepared. The colloidal characterization of theses nanosystems was made by
measuring the hydrodynamic diameter and determining polydispersity index and
zeta potential by dynamic light scattering and electrophoretic mobility, respectively.
Furthemore, physicochemical caracterization was performed to determine the
absorption and emission spectra (excited 350nm) of AICIFt present in the
nanosystem. pH, reactive oxygen species and stabylity at 4°C during four months
were also determined. Promastigotes and intracelular amastigotes of Leishamania
braziliensis and differentiated tHP-1 cells were treated with each of different
nanoemulsion systems, before and after photodynamic therapy (5 joules/cm?),
during 24 hours. The results were expressed as inhibition percents and 50 and
90% inhibitory concentration (ICsp and 1Cg). Permeability and ex vivo retention in
skin of Balb/c mice of nanoemulsions were tested by Franz cells and tape stripping
systems, respectively. In addition, Balb/c mice were treated topically with the
nanoconjugates during 15 days. 6 days after treatment finished, liver, skin, spleen
and kidney were extracted in order to analyze the AICIFt and PM biodistribution by
spectrophotometry and High performance liquid cromatography (HPLC),
respectively. Also, bone marrow of mice was analyzed to detect micronucleous in
polychromatic erithrocytes. It was obtained intracardiac blood to hematologic
analysis. The O/W nanoemulsion systems showed hydrodynamic diameters
<30mm, they were monodispers and its values of zeta potential were near to zero.
The AICIFt retained its physicochemical properties as nanoconjugate and it was
stable during 4 months at 4°C. The AICIFt and PM nanosystem was able to inhibit
the growth of >90% of promastigotes and intracellular promastigotes of L.
braziliensis after photodynamyc therapy using no toxic concentrations for host
cells, showing selectivity. Moreover, In ex vivo and in vivo systems, AICIFt did not
able to penetrate a skin of Balb/c mice while PM nanoconjugate penetrate 86 fold



more than PM free, after 6 hours in ex vivo systems. In vivo assays, concentrations
up 292.96uM were detected in spleen of treated animals. The nanoemulsion
system did not show genotoxicity neither irritability, redness nor tearing during and
after topic treatment. Decreased platelet count was recorded in most of mice.
Another blood cells were not altered. These results suggest a promissory
nanoconjugate to be used in the murine model of cutaneous Leishmaniasis.

Keywords: Leishmaniose, photodynamic therapy; Aluminio-Cloro-Ftalocianina Paromomicina;
fotoxicidade; THP-1, L. braziliensis.
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Introdugéo

A Leishmaniose Tegumentaria Americana constitui um grupo de
manifestagbes clinicas, lesbes cutdneas e de mucosas, causadas por um
protozoario flagelado do género Leishmania que é transmitido ao homem pela
picada de insetos Lutzomya spp (MUSKUS & MARIN-VILLA, 2002).

Esta doenca ¢é considerada um problema de saude publica em
aproximadamente 98 paises, onde perto de 12 milhdes de pessoas estdo
infetadas e 350.000 em risco de infeccdo. Nas Américas, a cada ano é
diagnosticado em média de 60.000 casos de Leishmaniose, sendo o Brasil um dos
10 paises com maior prevaléncia da forma cutanea. Adicionalmente, apesar da
elevada morbidade, esta doenga é considerada uma infec¢do negligenciada pelas
industria farmacéutica (OMS, 2014).

O tratamento atual para esta parasitose esta focado no uso de antimoniais
pentavalentes como o Glucantime® e o Pentostam®, os quais tem sido a droga de
eleicdo por varias décadas. No entanto, os longos periodos de tratamento, o tipo
de administragdo parenteral, a toxicidade, geracdo de cepas resistentes, a
efetividade dependente da espécie e o estado imunolégico do paciente, entre
outros, sédo algumas das limitagdes reportadas. Consequentemente, outras drogas
como pentamidina, anfotericina B, miltefosine, e paramomicina tem sido
selecionadas como segunda opg¢ao nos casos em que os antimoniais tém dano
terapéutico (REITHINGER et alli, 2007; OPS, 2013). Desta forma, a investigacao
focalizada ao desenvolvimento de novos tratamentos € prioritaria.

A terapia fotodindmica (TFD) tem sido utilizada principalmente no
tratamento do cancer e de doencgas da pele; esta terapia usa fotossensibilizantes

0s quais ao serem ativados por uma luz com um comprimento de onda especifico
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e na presencga de oxigénio molecular geram espécies reativas de oxigénio, que ao
interagir com as células alvo causam a morte da mesma (MACDONALD &
DOUGHERTY, 2001; BAPTISTA & WAINWRIGHT, 2011). A TFD utilizando
algumas ftalocianinas tal como a Aluminio-Cloro-Ftalocianina (AICIFt) tem
demostrado inibir in vitro o crescimento de diferentes espécies de Leishmania do
Novo Mundo (ESCOBAR et alli, 2006; HERNANDEZ et alli, 2012). A AICIFt tem
demostrado elevada efetividade, no entanto, até agora ndo ha uma formulagéo
ideal que permita conservar suas propriedades fisico-quimicas estaveis para que
ela possa ser utilizada em modelos in vivo e em ensaios clinicos.

Por outro lado, a Paromomicina tem sido utilizada como medicamento de
eleicdo para o tratamento de Leishmaniose cutanea do Velho Mundo, no entanto,
sO ndo € capaz de atravessar a pele por sua falta de permeabilidade, desta forma,
cremes, logbes, pomadas, entre outros, tém sido desenvolvidos e testados contra
diferentes espécies de Leishmania causadoras da forma cutdnea. Mas, a sua
efetividade variavel e a sua baixa penetracédo na pele continuam limitando seu uso
(MINODIER & PAROLA, 2007; SALAH et alli, 2013; JAMIL et alli, 2015)

Adicionalmente, considerou-se a via topica como uma forma de
administragdo n&o invasiva, que permite a entrega sistémica de farmacos (sistema
transdérmico) com menor agressividade na sua aplicagdo (CEVC & VIERL, 2010).
Apesar de esta via de administracao levar a perda de eficiéncia dos farmacos
administrados, devido ao fato de o estrato corneo ser menos permeavel, este
estudo se concentrou nas nanoemulsdes, pois elas desempenham papel
importante no transporte de drogas (MCCLEMENTS, 2012), estes sistemas sao

descritos como ideais para o transporte de farmacos de uso tépico devido a sua
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estabilidade, rapida permeabilidade e facilidade de ser absorbidas na pele
(SONNEVILLE-AUBRUN et alli, 2004; GUTIERREZ et alli, 2008).

Neste contexto e mediante o uso de ferramentas nanobiotecnoldgicas,
nesta tese considerou-se a combinacado da AICIFt e Paromomicina em um mesmo
sistema de nanoemulsdo O/A de modo a preservar as propriedades fisico-
quimicas do fotossensibilizante e facilitar a permeabilidade da Paromomicina.

Assim, este documento apresenta em primeiro lugar, um marco referencial
contextualizando a Leishmaniose, a epidemiologia, os agentes etiologicos e o ciclo
da vida, os quadros clinicos e os tratamentos, além, se fazer uma descricdo sobre
o uso de produtos nanobiotecnoldgicos a serem utilizados na terapia leishmanicida
(estudos pré-clinicos in vitro e in vivo) e é descrito também o uso de alguns
fotossensibilizantes utilizados na terapia fotodinamica.

Adicionalmente, é apresentado a justificativa do trabalho realizado e o
desenvolvimento dos objetivos propostos distribuidos em diferentes capitulos.

O primeiro capitulo trata do desenvolvimento, otimizacido, caraterizagao e
estabilidade de uma nanoemulsédo (NE) oleo/agua com AICIPc e PM. O
nanoconjugado foi preparado mediante o método de emulsificagdo espontanea
mostrando didmetro hidrodindmico menor que 30nm, monodispersidade e
potencial zeta negativos pertos de zero. A AICIPc conservou suas propriedades
fotofisicas quando foi incluida no sistema de nanoemulsdo, demostrando a
geragao de espécies reativas de oxigénio apds a ativagao do fotossensibilizante;
adicionalmente, se observou estabilidade coloidal do sistema durante quatro

meses.
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Posteriormente, foram avaliadas as propriedades antiparasitarias dos
nanossistemas nas formas extracelulares (promastigotas) e intracelulares
(amastigotas intracelulares) de Leishmania braziliensis. Os resultados mostraram
>90% de inibicdo das duas formas parasitarias logo do tratamento com NE-
PM15%, NE-AICIPc e NE-AICIPc/PM15% e 32 minutos de irradiacédo (5
joules/cm2) quando a PM e a AICIPc encontravam-se nas concentragdes de 0.4 e
24.3 uM respectivamente. Desta forma, é demonstrado in vitro o efeito
leishmanicida dos nanossistemas com indices de seletividade maior que 1.5.

Apds, € apresentado o efeito toxicolégico in vitro e in vivo dos
nanossistemas. A viabilidade celular foi determinada usando a sal de tetrazolio
MTT, a formagéo de micronucleos in vivo, alteragao nos tipos celulares do sangue,
no peso e possiveis efeitos colaterais na pele tratada também foram avaliados. Os
nanossistemas demostraram toxicidade in vitro quando o surfactante utilizado
(cremofor) encontrava-se concentrado, no entanto, esta fototoxicidade n&o foi
observada nas concentracdes onde os sistemas de NE apresentaram inibicao do
parasito. Além disso, ndao foi observado formagdo de micronucleos na medula
O0ssea dos camundongos Balb/c tratados com os nanossistemas e irradiados por
7 minutos (20 joules/cm2) e tampouco mudangas significativas nos tipos celulares
do sangue, uma contagem baixa de plaquetas foi observado em todos os animais
tratados. O peso dos animais nao foi modificado. Adicionalmente, sinais de
irritabilidade, vermelhiddo ou laceragcdo na pele dos camundongos nao foi
observado apés do tratamento topico e TFD.

Além, sdo mostrados os resultados da retengcao, permeabilidade ex vivo e a

biodistribuicdo in vivo da AICIPc e da PM presente nas nanoemulsdes. A AICIPc
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nao foi capaz de permear a pele de camundongos Balb/c ex vivo e in vivo, parte
dela foi retida no estrato cérneo e na epiderme. Quanto a PM, esta comecou a
permear a pele a partir de trés horas e depois de 24 horas sua permeacao foi até
4 a 5 vezes maior do que quando se encontrava dissolvida em tampao fosfato-
salino (PBS). Os resultados de biodistribuicdo da PM no bacgo, figado, rim e pele
de camundongos Balb/c tratados topicamente com os sistemas de NE combinado
(AICIPc-PM15%) durante 15 dias mostrou que este composto acumula
principalmente no bago (p=0.004), sendo que concentragbes entre 26.87-292.49
MM foram encontradas nos 6rgaos.

Estes resultados demostram que estes sistemas de NE sintetizados séo
bons veiculos para o transporte da AICIPc e da PM, além de serem ativos contra a
L. braziliensis, mas com baixa toxicidade, desta forma, a NE- AICIPc /PM15%
torna-se em um excelente candidato a ser utilizado no modelo murino da
Leishmaniose Tegumentaria Americana.

Finalmente s&o descritas as conclusdes finais do trabalho e s&o citadas as

referéncias que suportam a informacao apresentada e/ou discutida neste estudo.
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2.1 Leishmanioses: epidemiologia, parasita e manifestacées clinicas.

As leishmanioses constituem um complexo de antropozoonoses endémicas
em regides de florestas tropicais, desertos nas Américas e na Asia ocidental e até
em areas rurais e periurbanas, principalmente de paises em desenvolvimento (DE
LUCA & MACEDO, 2016). De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude
(OMS), em sua nota descritiva N° 375 (2014), a cada ano surgem no mundo entre
900 mil a 1.3 milhées de novos casos de leishmanioses, causando 20 a 30 mil
mortes anualmente (OMS, 2014). Nas Américas, em 2012, foram notificados
52.919 casos. Destes, mais de 80% estdao em quatro paises: Brasil com 40% dos
casos, Coldbmbia com 20%, Peru com16% e Nicaragua com 5% (OMS, 2014).

Esse complexo de antropozoonoses é causado por protozoarios da familia
Trypanosomatidae, pertencentes ao género Leishmania, que estao distribuidos em
dois subgéneros: Leishmania e Viannia (ver Figura 1). De acordo com o Centro
para Controle e Prevengao de Doencgas dos Estados Unidos da América (CDC, em
inglés, 2016), nesses dois subgéneros ja foram documentadas mais de 21
espécies de Leishmania capazes de infectar o homem.

Apesar de morfologicamente indistinguiveis, essas espécies podem ser
diferenciadas por meio da analise de isoenzimas, por métodos moleculares ou
anticorpos monoclonais. No subgénero Leishmania estao incluidos o complexo L.
donovani (L. donovani, L. infantum, L. chagasi) e o complexo L. mexicana (L. (L.)
mexicana, L. (L.) amazonensis, L. (L.) venezuelensis), L. (L.) tropica; L. (L.) major;
L. (L.) aethiopica). No subgénero Viannia estdo incluidos o complexo L.

braziliensis (L. (V) braziliensis e L. (V) peruviana) e o complexo L. guyanesis (L.
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(V.) guyanensis e L. (V.) panamensis) (MUSKUS & MARIN-VILLA, 2002; WHO,

2010).

Género

Trypanosaomatidoe

| Leishimaria | Vianmia I
Complexa I L dongvani Il L. tropica || L. mojor II L. u."th.‘uﬁ.‘:ul | L mex-'n:a'nul I L .'_:.-azr'.'fensr':l I L 5'”}'“-'?9-'-'3"5|

espécies |

Espécies L. donovani | L. tropica I I L. major II L urthr':pr'c:ll L. omazonensis L. broziliensis L. guyanensis

- " . . .

L. choyasd L. mexicang L pervwiano L. panamensis
e .

L. Infantim L. venezuelensis

* L chagasi, no Novoe Munda a masma espécie gue L .=.-|,fﬂr'|[ur:-|

Figura 1. Classificagéo taxondmica da Leishmania. Modificado da WHO, 2010.

O protozoario Leishmania ssp apresenta ciclo biolégico heteroxénico, ou
seja, completa o seu clico de vida alternando-se em um hospedeiro invertebrado e
um vertebrado; apresentando-se, de acordo com a fase do ciclo, sob duas formas
estruturais principais: amastigotas e promastigotas. As formas amastigotas séo
arredondadas, iméveis e sem flagelo aparente, medem entre 2 a 4um de didmetro
(PESSOA & MARTINS, 1982) e s&o encontradas em fagécitos mononucleados de
mamiferos. As formas promastigotas sdo alongadas e flageladas, com grande
mobilidade, medem de 14 a 20um de comprimento (PESSOA & MARTINS, 1982)
e sdo encontradas no intestino médio do inseto vetor. No invertebrado s&o
encontradas ainda outras formas do parasita, elas correspondem a diferentes
fases de diferenciacdo da forma promastigota, sdo elas: promastigota prociclica,

promastigota nectomonada, promastigota  haptomonada, promastigota
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leptomonadas e promastigota metaciclica. A Figura 2 ilustra as principais formas

do parasita no hospedeiro mamifero e no vetor (MSB, 2007; MUSKUS & MARIN-

VILLA, 2002; KAMHAWI, 2006).

Figura 2. Principais formas da Leishmania spp, corados com Giemsa. (a): amastigota
intracelular; (b): promastigota, formas encontradas, respectivamente, no hospedeiro
mamifero (a) e no vetor (b). Fonte: Sandra Milena Leal Pinto.

A infecgcao do vetor, um inseto do género Lutzomyia, ocorre quando as
fémeas, durante o repasto sanguineo, ingerem sangue de mamiferos com
macrofagos parasitados por formas amastigotas da Leishmania. O sangue
ingerido passa para o intestino médio do inseto onde comecga a ser envolvido por
uma membrana, denominada de matriz peritréfica, constituida de quitina,
proteinas e glicoproteinas secretadas pelas células do préprio epitélio intestinal do
inseto (WALTERS et alli, 1993; PIMENTA et alli, 1997; SECUNDINO et alli., 2005).
Nesse ambiente ocorre o rompimento dos macréfagos, liberando assim as forma
amastigotas que se reproduzem por divisdo binaria e, devido a alteracdo das
condigdes fisiologicas, como diminuicdo da temperatura e aumento do pH,

diferenciam-se rapidamente em formas flageladas mais resistentes a acao das
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enzimas digestivas, denominadas de promastigotas prociclicas. Apds sucessivas
divisdes binarias, as formas amastigotas se diferenciam em formas flageladas,
formas denominadas de promastigotas prociclicas, que também se reproduzem
por sucessivas divisdes binarias. Dois ou trés dias depois as formas promastigotas
prociclicas diferenciam-se em promastigotas nectomonadas. Estas comegam a
secretar a enzima quinase que rompe a matriz peritréfica (ROGERS et alli, 2008).
Uma vez fora da matriz peritrofica as promastigotas nectomonadas aderem ao
epitélio intestinal, o que impede a sua eliminagdo durante a excregdo do sangue
digerido, e se movem em direcédo ao intestino anterior, onde se transformam em
promastigotas leptomonadas. Estas também se reproduzem por sucessivas
divisdes binarias, se transformam em promastigota haptomonadas e migram para
0 esobfago e para a faringe do vetor, onde permanecem aderidas ao epitélio pelo
flagelo. Nesse novo ambiente, as formas promastigota haptomonadas se
multiplicam e se diferenciam em formas promastigotas metaciclicas, que sao as
formas infectantes. As formas promastigotas metaciclicas se desligam do epitélio
intestinal de onde sé&o regurgitadas entao para a probdscide, sendo inoculadas na
pele de um novo hospedeiro vertebrado quando o inseto pica-lo para realizar um
novo repasto sanguineo (KAMHAWI, 2006).

Uma vez inoculadas na pele do hospedeiro vertebrado, as formas
promastigotas metaciclicas podem primeiramente ser fagocitados por neutroéfilos
que foram recrutados para o sitio da infecgdo. Os neutrdfilos infectados passam a
emitir sinais quimiotaticos que recrutam mondcitos/macrofagos. Estes iniciam o
processo de fagocitose dos neutrdfilos infectados em apoptose e assim as

leishmanias s&o fagocitadas por macréfagos. Uma vez no interior dos macréfagos
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as formas promastigotas iniciam a sua transformagdo em amastigotas — formas
mais adaptadas ao pH acido do meio e que possuem enzimas como a catalase e
a superoxido dismutase em grandes concentracdes, protegendo o parasita da
explosdo oxidativa dos macréfagos (WALLER & MCCONVILLE, 2002). Naquele
compartimento acido, as formas promastigotas se multiplicam intensamente o que
causa a lise dos macréfagos. Desse modo, essas formas serdo fagocitadas por
outros macrofagos, macréfagos esses que poderdo ser ingeridos pelo inseto vetor
no momento do repasto sanguineo (MOSSER & BRITTINGHAM, 1997; WALLER
& MCCONVILLE, 2002).

Tendo em conta que existem diversas espécies de leishmanias capazes de
infectar o homem, a leishmaniose € uma doenca que pode apresentar-se de
diferentes formas clinicas, geralmente denominadas de Leishmaniose cutanea,
Leishmaniose mucosa e Leishmaniose visceral (MSB, 2014).

A Leishmaniose cuténea, LC, a forma clinica mais comum de leishmaniose,
€ caracterizada pela presenca de lesdes exclusivamente na pele, lesdes essas
que dependendo da espécie de Leishmania envolvida ou do estado imunologico
do paciente podem apresentar-se sob varios aspectos. Elas podem aparecer
meses ou anos depois da infecdo, ficando normalmente restritas no ponto de
inoculagdo das formas promastigotas infectantes de qualquer espécie de
Leishmania, essa forma clinica da doenca € denominada de leishmaniose cutanea
localizada. Mas, em 2% dos casos, em pacientes com deficiéncia na resposta
imune celular contra antigenos de leishmanias, as lesdes podem disseminar-se
para varios segmentos corporais, sendo nesses casos denominada de

leishmaniose cutanea difusa (MSB, 2007; MINODIER & PAROLA, 2007). As
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principais espécies que causam a LC sédo a Leishmania (Viannia) braziliensis,
Leishmania (Leishmania) amazonenzis, Leishmania (Viannia) guyanensis,
Leishmania (Leishmania) mexicana e Leishmania (Viannia) panamensis
(REITHINGER et alli, 2007; MINODIER & PAROLA, 2007).

A Leishmaniose mucosa, LM, é decorrente da disseminacdo, por via
hematogénica ou linfatica, das leishmanias inoculadas na pele para a mucosa oral
e nasofaringea e, excepcionalmente, para a mucosa da traqueia, e mais
raramente para as conjuntivas oculares e para mucosas de Orgaos genitais e
anus. Uma vez nesses orgaos a LM provoca a destruicdo, parcial ou completa,
das suas membranas mucosas. A maioria dos casos, quase 90%, dessa forma
clinica da leishmaniose ocorre na Bolivia, Brasil e Peru (WHO, 2014). As principais
espécies causadoras deste tipo de Leishmaniose sédo a L. (V) braziliensis, L. (V)
panamensis e L. (V) guyanensis.

Nas Américas, as leishmanioses LC e LM sdo denominadas conjuntamente
de Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA), sendo que nos paises onde ela
ocorre constitui problema de saude publica; o Brazil, por exemplo, no periodo de
2000 a 2013, apresentou média anual de 24.694 casos, com coeficiente médio de
deteccdo de 13,5 casos por 100 mil habitantes (MSB, 2015).

Outro tipo de Leishmaniose é a Leishmaniose visceral, LV, popularmente
conhecida como calazar, é a forma clinica mais severa de leishmaniose, sendo
uma doenga cronica e sistémica (MSB, 2007; 2014) que acomete principalmente
orgaos com grande concentragédo de células do sistema fagocitario mononuclear,
tais como linfonodos, bago e figado. Quando as células parasitadas com

leishmanias atingem esses 6Orgaos, por via hematogénica ou linfatica, elas
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proliferam levando-os a hipertrofia. As células parasitadas também podem chegar
a medula 6ssea e uma vez la o tecido hematopoiético € destruido e substituido por
macrofagos. Além de destruir o tecido hematopoiético, promover
hepatoesplenomegalia e hipertrofia dos linfonodos, a LV, que é mais frequente em
criancas com idade entre um e quatro anos de vida, € caracterizada pela presenca
de febre, anemia, perda de peso e taquicardia. Algumas vezes, apds a
recuperacao do paciente desenvolvem-se lesdes cutdneas cronicas conhecidas
como Leishmaniose dérmica pos-calazar (MSB, 2007). Paises como Bangladesh,
Brasil, Etiépia, india, Suddo do Sul e Sud&do sdo os mais afetados por essa forma

da doenga, quase 90% dos casos notificados (WHO, 2014).

2.2. Farmacos empregados no tratamento da Leishmaniose Tegumentar
Normalmente, no tratamento da leishmaniose tegumentar, que pode
consistir de terapias localizadas e/ou sistémicas, nas quais se considera o quadro
clinico e o estado imune do paciente, a espécie do parasita, além do local da
lesdo, como farmacos de primeira opcdo sado empregados os antimoniais
pentavalente, tais como o antimoniato de N-metilglucamina e o Estibogluconato de
Sodio (OPS, 2013). Esses farmacos interferem na bioenergética das formas
amastigotas de Leishmania, pois inibem a glicdlise e a oxidagdo dos acidos
graxos, 0 que ocasiona a reducao da producdo de ATP e GTP. As doses
administradas desses antimoniais pentavalente sdo calculadas, de acordo com a
recomendagao da Organizagdo Mundial da Saude, em mg Sb+5/kg/dia (WHO,
2014). No Brasil € empregado como primeira opgéo de tratamento o antimoniato

de N-metilglucamina, intravenosa ou intramuscular, na dose diaria de 20
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mgSb+5/kg/dia, durante 20 dias para LC e 30 dias para LM, pois o
Estibogluconato de Sdédio ndo é comercializado no Brasil (MSB, 2007; WHO
2014).

Além dos antimoniais, farmacos como o Isotionato de Pentamidina, a
Anfotericina B, a Miltefosina e o Cetoconazol sdo utilizados no tratamento das
diversas formas clinicas da leishmaniose, principalmente em casos de falha
terapéutica dos antimoniais (MSB, 2006; 2014).

Nesses casos especiais, o Isotionato de Pentamidina, farmaco que bloqueia
a enzima DNA topoisomerase Il, fazendo com que os cortes nas moléculas de
DNA né&o sejam reparados, levando a célula a morte, é administrado na dose de 4
mg/kg/3 doses/72 horas. A Anfotericina B, cujo mecanismo de agdo decorre de
sua ligagdo ao ergosterol, com consequente alteracdo da permeabilidade da
membrana plasmatica e do equilibrio osmético do parasita, no tratamento da
leishmaniose € empregada na dose de 1mg/kg, diariamente ou em dias
alternados. A Miltefosina, que altera as vias de sinalizacdo celular mediadas por
lipideos, o que induz as leishmanias a apoptose, € administrada aos pacientes na
dose de 1,5 a 2,5 mg/kg/dia, durante 28 dias. Ja o Cetoconazol, cujo mecanismo
de acdo envolve a inibicdo da biossintese do ergosterol, alterando a
permeabilidade da membrana plasmatica e do equilibrio osmético do parasita, é
administrado na dose de 600 mg/dia, também durante 28 dias (ROMERO et alli,
2001; MOTTA et alli, 2006; BMS, 2007). A Miltefosina é mais administrada no caso
de leishmanioses causadas por espécies tais como L. guyanensis e L.
panamensis e o Cetoconazol no tratamento de infec¢gdes causadas por L.

mexicana e L. guyanesis.
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Vale ressaltar que essas drogas induzem severos efeitos adversos. O
antimoniato de N-metilglucamina, por exemplo, induz artralgia, mialgia, anorexia,
nauseas, vomitos, azia, dor abdominal, erupcao cutanea, febre, fraqueza, dor de
cabeca, tontura, insénia, choque pirogénico e edema. O Isetionato de Pentamidina
induz o endurecimento e a formagao abscessos no local da inje¢cdo, além de
nauseas, vomitos, tonturas, mialgia, dor de cabega, hipotensao, hipoglicemia e/ou
hiperglicemia. Ja os efeitos colaterais mais comuns induzidos pela Anfotericina B
sao febre, nauseas, vomitos, anemia hipocaliemia, flebite no local da infusao,
insuficiéncia renal e alteragcbes cardiacas, além do fato de ser administrado
endovenosamente, o que limita o seu uso fora do ambiente hospitalar (MSB, 2015;
BLUM et alli, 2004; CROFT et alli, 2006).

Além dos severos efeitos adversos, esses farmacos tém seu uso limitado,
devido ao aparecimento de resisténcia, principalmente aos antimoniais, uma vez
que muitos pacientes, devido ao fato de a terapia ser longa, abandonam o
tratamento (FAGHIHI et alli, 2003; CROFT et alli, 2006; MINODIER & PAROLA,
2007; REITHINGER et alli, 2007). Por isso, novas terapias utilizando essas drogas
antigas foram testadas de maneira a diminuir ndo s6 o tempo de tratamento como
também aumentar a eficacia na eliminagdo da carga parasitaria e diminuir os
efeitos adversos. Nesse contexto, destaca-se a aplicacdo de injecdes
intralesionais de antimoniato de N-metilglucamina (Glucantime®) descrito por
Masmoudi e colaboradores (2006) e a aplicagdo de uma formulagédo topica de
Miltefosina® descrita por Schmitdt-Ott e colaboradores em 1999 e por Dorlo e
colaboradores em 2012. Mesmo assim, embora a primeira vista tenham diminuido

a carga parasitaria, esses tratamentos geraram resisténcia ao parasito.
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Os tratamentos que tem se mostrado mais promissores sao aqueles que
utilizam a combinacdo de drogas, como o descrito por Arevalo e colaboradores
(2007); quando esses autores utilizaram a combinacdo de um creme
dermatoldgico composto pelo imiquimode Modik (7.5%) e pelo antimoniato
Glucantime, ou ainda, a combinacdo de uma droga leishmanicida com um
antibidtico, como o aminoglicosideo paromomicina (PM). Este antibidtico que tem
se mostrado ativo contra protozoarios, cestodos e bactérias, nas leishmanias afeta
a atividade mitocondrial. Ele esta disponivel na forma de comprimidos, de cremes
e de injecbes. Um desses tratamentos foi descrito por Soto e colaboradores
(1998), os autores demostraram a cura das lesdes tratadas com uma formulacéo
tépica de PM e uma droga antimonial. Além dessa, outras combinagdes tem se
mostrado eficazes contra as leishmanioses, como aquelas que envolvem a PM e a
Miltefosina, a PM e o antimoniato de N-metilglucamina (MORAIS-TEXEIRA et alli,
2014). Ressalta-se o fato de que no ano de 2010, a OMS recomendou como
melhor opcéo de tratamento da LV, no Este da Africa, a combinacéo de PM com o
Estibogluconato de sodio (WHO, 2010) e que formulagdes tépicas de PM com
veiculos surfactantes, como ureia, cloreto de metilbenzotenio, ou outros
antibidticos como a gentamicina ou mesmo os antimoniais, foram desenvolvidos
para tratar a LC causada por espécies de Leishmania do Velho e Novo Mundo.

A primeira formulagdo topica de PM desenvolvida foi a de um creme
constituido de PM (15%) com Cloreto de Metilbenzotdnio (CMB, 12%), esse creme
embora tenha sido capaz de eliminar lesdes causadas por L. major, L. braziliensis,
L. panamensis, L. tropica e L. mexicana, alguns pacientes apresentaram recidiva

da lesdo seis meses apds o término do tratamento (ARANA et alli 2001;
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MINODIER & PAROLA, 2007). Ja a formulac&o topica constituida de PM (15%) e
ureia (10%), embora tenha sido eficaz no tratamento de LC causada por L. major,
nao foi capaz de curar as lesbes causadas por L. mexicana (NEVA et alli, 1997,
IRAJI & SADEGHINIA, 2005). Essas duas formulagdes induziram efeitos adversos
menores, mas foram menos eficazes do que o antimoniato de N-metilglucamina no
tratamento da LC causada por L. panamensis (ARMIJOS et alli, 2004). Outra
formulagcdo que se mostrou eficaz foi o creme constituido de PM (15%) e 0.5% de
Gentamicina (WR279.396), essa formulagdo curou as lesbes causada por L.
panamensis em 61% dos pacientes (Soto et alli, 2002). Em outro estudo, a PM e a
Gentamicina foram capazes de eliminar as lesdes causadas por L. major em 82%
dos pacientes quando ndo estavam na mesma formulagao (SALAH et alli, 2013).
Uma formulagdo de PM em gel, embora tenha se mostrado mais eficaz contra a L.
amazonensis do que os antimonios, contra a L. braziliensis mostrou eficacia
semelhante (SANTOS et alli, 2005). Em 2015, Jamil e colaboradores mostraram a
eficacia da PM administrada intramuscularmente (11mg/kg) durante 21 dias
consecutivos em criangas e adultos contra LV, apesar de terem surgido alguns
sinais de toxicidade, tais como insuficiéncia renal, deficientes auditivas e zumbidos
(JAMIL et alli, 2015).

Diante do exposto, fica claro a necessidade de desenvolvimento de
propostas de inovacgao tecnolégica com fins de suplantar as dificuldades atuais
encontradas no tratamento dos diferentes tipos de leishmanioses, como por
exemplo, o desenvolvimento de nanossistemas que ndao sO possam ser
associados as drogas leishmanicida, mas que permitam a combinagdo de

terapias. Nesse sentido destaca-se a nanobiotecnologia.
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2.3 Nanotecnologia aplicada ao tratamento das Leishmanioses

Nanotecnologia, conhecida como o estudo, concepgao, controle e
manipulagcdo da matéria em escala nanomeétrica, revelou-se atraente no campo da
medicina como uma alternativa util para o avancgo de tratamentos dirigidos a alvos
especificos, tornando-se assim, uma solugdo nova e acessivel para melhorar o
indice terapéutico de farmacos contra varias doencas (TANIGUCHI, 1974; SOTO
et alli, 2002). Na literatura ja foi relatado a aplicagdo da Nanotecnologia em
terapias antileishmaniose, terapias essas que utilizaram diferentes
nanoformulagdes, entre as quais se destacam os: (1) nanotubos de carbono,
cilindros ou tubos ocos formados por alétropos do carbono com proporgdes
nanomeétricas; (2) lipossomas, particulas esféricas constituidas de lipideos que,
gracas a porgao hidrofilica dos seus constituintes, retém agua na sua estrutura

podendo encapsular substancias de diversas naturezas; (3) nanoparticulas.

A utilizacdo de nanotubos do carbono no tratamento da leishmaniose foi
avaliada, in vitro, por Saudagar e Dubey em 2012, esses autores conjugaram o
Betulin, uma substancia leishmanicida presente na casca das arvores de vidoeiro
branco, a nanotubos de carbono (Be-NTCf). Esse nanossistema, Be-NTCf, foi
mais eficaz contra formas amastigotas intracelulares de L. donovani e mais toxico
para as células nao infectadas do que o Betulin livre. Também em 2012, Prajapati
e colaboradores relataram o efeito, in vitro e in vivo, de nanotubos do carbono
funcionalizados com uma droga leishmanicida, a Anfotericina B (AnfB-NTCf) sobre

L. donovani. Segundo esses autores a concentracao de AnfB-NTCf necessaria
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para provocar a morte de 50% das células dentro de uma populagcédo (CLsp) é
quase quatorze vezes maior do que a de AnfB livre, embora ambas formulacdes
induzissem nivel de toxicidade semelhante. Em hamsters com LV, os autores
demostraram que quando administrada oralmente a AnfB-NTCf inibiu em 99% a
taxa de crescimento do parasito no baco.

A estratégia nanotecnolégica para tratar a leishmaniose que envolve a
utilizacdo de lipossomas comecgou a ser desenvolvida ja na década de 70 do
século passado. Em 1978, Alving e colaboradores mostraram que drogas
antimoniais eram mais eficazes quando encapsuladas em lipossomas do que
quando livres. Posteriormente, Chapman e colaboradores (1984) demostraram em
cachorros com LV que apds quatro inje¢des diarias, por via intravenosa, de uma
formulacdo de N-metil-glucamina lipossomal (1.94mgSb/kg/dia) os parasitas
presentes no baco eram eliminados. O efeito dessa formulacdo de N-metil-
glucamina lipossomal também foi testado in vitro contra amastigotas intracelulares
de L. majorem 2011 por Borborema e colaboradores; os autores mostraram que a
formulacdo de N-metil-glucamina encapsulada em lipossomas foi entre 10 - 63
vezes mais eficaz do que o farmaco livre.

Outro farmaco utilizado para tratar a leishmaniose, principalmente no
tratamento da LV e da LC, que tem sido encapsulado em lipossomas é a
Anfotericina B (AnfB), No ano 1986, Berman e colaboradores avaliaram a eficacia
da AnfB lipossomal em hamsters e macacos (Saimiri sciureus) infetados com L.
donovani; em ambas as espécies 99% dos parasitas foram eliminados do figado e
do bago. Logo depois, em 1991, Proffitt e colaboradores mostraram que a AnfB

lipossomal (Ambisome) n&o era toxica para camundongos e ratos. Similarmente,
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em 1993, Gradoni e colaboradores demostraram que trés doses consecutivas de
Ambisome durante trés dias eliminaram completamente o parasita presente no
baco sem induzir toxicidade. Mais tarde, em 1996, Gangneux e colaboradores
demostraram novamente a maior eficacia do Ambisome em relagdo a AnfB
convencional contra em L. infantum. Nesse mesmo ano, Davidson e
colaboradores publicaram um estudo clinico realizado em pacientes com LV, nele
os autores mostram a alta eficacia do Ambisome quando administrado em 5-6
doses (3-4mg/kg) por 10 dias (DAVIDSON et alli, 1996). O Ambisome também se
mostrou mais eficaz do que outras formulagdes lipidicas de Anfotericina B, o
Amphocil e o Abelcet, (YARDLEy & CROFT, 2000). Na Europa, na Africa e na
Asia, a Anfotericina B lipossomal j& é indicada para o tratamento de LV com doses
de 20 mg/kg em pacientes imunocompetentes (BERN et alli, 2006). Inclusive na
india, em 2011, Sundar e colaboradores relataram a cura de 97% dos pacientes
infetados com L. donovani e tratados com Anfotericina B lipossomal cujas doses
eram de 5mg/kg. Nas Américas, pacientes com LC causada por L. braziliensis
apresentaram cura completa das lesdes menos do um més apdos do tratamento
com Ambisome (SOLOMON et alli, 2007).

Outras drogas leishmanicidas como a Paromomicina (PM) e a Miltefosina
quando encapsuladas em lipossomas mostraram efeitos diferentes, enquanto a
Paromomicina lipossomal foi mais efetiva contra formas promastigotas e
amastigotas intracelulares de L. major do que a PM livre (JAAFARI et alli, 2009), a
Miltefosina lipossomal foi tdo eficaz quanto a Miltefosina livre contra promastigotas
e amastigotas intracelulares de L. panamensis e L. braziliensis (HERNANDEZ et

alli, 2014),
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Por outro lado, o farmaco Ftalocianina de zinco, droga que sé é ativada
quando irradiada, contido em lipossomas quando testado in vitro contra
promastigotes de L. braziliensis matou 100% dos parasitas apds irradiagcao por 15
minutos (MONTANARI et alli, 2010). Da mesma forma, a Ftalocianina de aluminio-
cloro (AICIPc) contida em lipossomas foi mais eficaz do que a AICIPc livre na
inibicdo do crescimento das formas extracelulares e intracelulares de L. chagasi,
L. panamensis e L. panamensis (HERNANDEZ et alli, 2012).

A literatura também tem relatado o desenvolvimento de nanoparticulas
lipidicas sdlidas associadas a diversas drogas com atividade leishmanicida, tais
como a Primaquina, droga que induz o aumento de peréxido de hidrogénio e &
muito utilizada no combate e prevengdo da malaria (DURAND et alli, 1997a), a
Metoxichalcona, composto extraido da planta Piper aduncum (TORRES-SANTOS
et alli, 1999), a Artemicina, um metabdlito secundario de plantas (WANT et alli,
2015) e a PM (HEIDARI-KHARAUJI et alli, 2015).

Outro estudo que também utilizou uma substéncia de origem vegetal, a 3-
lapachona, substancia encontrada em a&rvores da familia Bignoniaceae,
conhecidas no Brasil como ipés, foi relato por Moreno e colaboradores (2015).
Nesse estudo, os autores associaram a [(-lapachona a nanoparticulas de
quitosano-lecitina e mostraram que, embora néo tenha sido capaz de eliminar o
parasita, inibiu a progresso da lesao.

Além dessas, também foi testada a atividade leishmanicida de
nanoparticulas de prata e dioxido de titdnio usando sintese verde a partir do
extrato aquoso da folha de Euphorbia prostrata, sendo que as nanoparticulas de

prata mostraram-se mais ativas que as nanoparticulas de didéxido de titadnio contra
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promastigotas e amastigotas intracelulares, respetivamente (ZAHIR et alli, 2015).
A literatura relata também o efeito leishmanicida de nanoparticulas de prata
utilizando diferentes estratégias tais como aplicagéo de eletroporacao (DOLAT et
alli, 2015) e radiagédo luz ultravioleta (MAYELIFAR et alli, 2015).

Todas essas nanoformulacbées mesmo que tenham mostrado atividade
leishmanicida igual ou melhor que os tratamentos convencionais, ainda
apresentam eficacia que varia de acordo com a espécie do parasita. Além disso,
apresentam desvantagens, principalmente no que diz respeito aos efeitos toxicos
que elas induzem, que embora menores, ainda continuam afetando os pacientes,
além da necessidade de serem administradas parentalmente, o que pode, entre
outros, provocar rompimento da pele, aumentando o risco de infecgao por outros
parasitas.

Nesse sentido, as nanoformulagdes de uso tépico podem constituir
estratégia interessante no tratamento de leishmanioses, pois, além de menor
custo, uma vez que nao € necessario hospitalizagcdo, induzem menor toxicidade e
sao faceis de serem aplicadas em comparacdo aos tratamentos parenterais
(GARNIER & CROFT, 2002). Além disso, essas nanoformulacdes, de modo a
permitir a combinacdo de terapias, poderiam ser constituidas, por exemplo, de
uma droga com atividade leishmanicida e uma substéncia que seja indcua as
células, mas que quando submetida a irradiacédo promova a morte celular; essas
substancias ja sao utilizadas em uma modalidade de fotoquimioterapia, mais

especificamente na Terapia Fotodinamica.

22



Revisao da literatura

2.4 Terapia Fotodindamica

A Terapia Fotodindmica, TFD, € uma terapia que tem sido aplicada no
tratamento de cénceres e doengas vasculares. Ela consiste na aplicagao,
sistémica ou localizada, de uma substancia fotossensibilizante (FS) seguida por
sua excitacdo por uma luz de comprimento de onda especifico. Dessa forma,
ocorre o desencadeamento de uma reagao fotoquimica entre o FS e o oxigénio
molecular, sendo o resultado dessa reacdo a formacao de espécies reativas de
oxigénio (BAPTISTA & WAINWRIGHT, 2011). Esse efeito fotodindmico ocorre por
meio de duas reagdes, denominadas de reacao do Tipo | e do Tipo I, conforme

ilustrado na Figura 3.
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Figura 3. Diagrama de Jablonsky simplificado. Mecanismo geral de geragéo de espécies
reativas de oxigénio mediadas ela luz. Modificado de: MacDonald & Dougherty, 2001.

Na reacgao do Tipo |, o FS quando irradiado absorve fétons da luz e as suas
moléculas saem do estado fundamental, de mais baixa energia e passam para um
estado singleto excitado. A energia do FS é transferida diretamente para um
substrato organico como uma membrana celular ou uma biomolécula. Como

resultado, esses substratos tornam-se reativos e capazes de interagir com o
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oxigénio do meio, gerando espécies reativas de oxigénio tais como o &anion
superoxido, O2+—, o ion hidroxila, OHe— e ions peroxidos, H,O,. Muitas vezes,
essas espécies reativas de oxigénio podem reagir com outras moléculas FS
(MACDONALD & DOUGHERTY, 2001).

Na reacdo do Tipo Il, o FS excitado transfere energia diretamente ao
oxigénio molecular presente nos tecidos biolégicos. A partir dessa reagdo séo
formadas espécies de oxigénio no estado singleto, '0,. O 'O, pode retornar ao
estado tripleto, %0, liberando energia na forma de emissdo de Iluz nos
comprimentos de onda de 634 e 703 nm, ou ainda, por meio de ligagdes
covalentes, oxidar biomoléculas tais como lipidios, proteinas, aminoacidos, acidos
nucleicos e carboidratos (RONSEIN et alli, 2006; PLAETZER et alli, 2009). A
oxidacdo de biomoléculas € o principal fator que induz as células a morte
(MACDONALD & DOUGHERTY, 2001; BAPTISTA & WAINWRIGHT, 2011). Esses
dois tipos de reagdes podem ocorrer simultaneamente e a frequéncia de cada
processo depende da concentracao intracelular do FS.

O sucesso da TFD depende também das caracteristicas do FS, um FS ideal
deve apresentar algumas caracteristicas tais quais: alta pureza quimica, alto
coeficiente de absorgao de luz, baixa tendéncia a agregagado no meio aquoso, alto
rendimento de produgado de 'O, e citotoxicidade apenas quando irradiado (AKILOV
et alli 2006). Os primeiros FS utilizados na TFD foram os derivados de
hematoporfirinas, sendo o primeiro deles o Photofrin®. Embora represente um
progresso ha pesquisa biomédica, eles apresentam baixa absorgdo no
comprimento de onda de 600-800nm e, portanto, necessidade de doses altas de

radiagdo, o que gera danos néo especificos, além de serem excretados muito
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lentamente pelo organismo, o que exige que o paciente permanega ao abrigo da
luz por varios dias para evitar o surgimento de lesées cutdneas (MACDONALD &
DOUGHERTY, 2001; BAPTISTA & WAINWRIGHT, 2011). Em razéo disso, tem
sido elaboradas pesquisas de modo a desenvolver FS mais eficientes, o que
originou os FS de segunda geragdo. Esses novos FS possuem propriedades
fotoquimicas e fotofisicas mais adequadas para serem utilizados na TFD; eles sao
ativados com comprimentos de onda entre 600-800nm, ou seja, conseguem ser
excitados em planos mais profundos dos tecidos biolodgicos, apresentam elevado
rendimento quantico na geracdo de 'O, e periodo de fotossensibilidade mais curto,
além de serem téxicos somente na presenca da luz. Dentre os FS de segunda
geragao, destacam-se as ftalocianinas, compostos que podem ter a sua eficacia
melhorada quando associados ao cloro ou a metais como zinco, silicio e aluminio
(TOMAZINI et alli, 2007).

Apesar de pouco conhecida do grande publico, a TFD ja é utilizada desde o
inicio do século passado. Essa tecnologia foi primeiramente utilizada no
tratamento de tumores malignos superficiais e, em seguida, no tratamento de
infeccbes locais, fungicas e bacterianas (LONGO & AZEVEDO, 2010).
Recentemente, diversos estudos tem relatado a aplicagdo da TFD no tratamento
de lesdes cutaneas da leishmaniose. Nesses estudos a AICIFt tem sido o FS mais
estudado, tanto em modelos in vitro e quanto in vivo. Em 2005, Dutta e
colaboradores demostraram, in vitro, o efeito citolitico da TFD mediada pela AICIFt
em sua forma livre, dissolvida em DMSO, contra promastigotas de L.
amazonensis. Esses mesmos resultados também foram relatados por Valdivieso e

colaboradores (2008). Em 2006, Escobar e colaboradores demostraram também a
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eficacia da TFD mediada por esse mesmo FS s6 que na eliminagdo de formas
promastigotas de L. chagasi e L. panamensis. Em 2012, Hernandez demostrou a
cura total das lesdes causadas pela L. amazonensis em hamster-sirio apos TFD
mediada também pela AICIFt. Também em 2012, Dutta colaboradores reportaram
o efeito sinérgico de dois FS, AICIFt e Uroporfirin, contra L. amazonensis em
modelos in vitro e in vivo. A AICIFt encapsulada em lipossomas também mostrou
in vitro ser efetiva contra L. panamensis e L. chagasi como descrito por Hernandez
e colaboradores em 2012.

Ressalta-se o fato que nédo foram encontrados na literatura relatos sobre a
utilizacdo de TFD mediada por nanoemulsdes catiénicas de AICIPc contra lesdes
de leishmaniose, embora elas tenham demostrado ser fotoativas contra
suspensoes e biofiimes de Staphylococcus aureus resistentes e biofilmes de

Candida albicans (RIBEIRO et alli, 2013a, b).
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Justificativa

As Leishmanioses constituem um conjunto de manifestagdes clinicas
produzidas por um parasito intracelular obrigatério capaz de sobreviver ao
estresse da fagolisossoma intracelular fugindo da resposta imune humoral do
hospedeiro (CUNNINGHAM, 2002). Assim, quando o parasito estabelece-se no
hospedeiro pode induzir manifestagcdes cutaneas e/ou em mucosas, estes ultimas
mais agressivas e cronicas, ou desenvolver-se em uma doenga sistémica
caracterizada pelo alto potencial de letalidade.

A espécie de leishmania com maior prevaléncia no Brasil envolvida em
casos de Leishmaniose Tegumentaria Americana € a L. braziliensis, esta espécie
de protozoario € capaz de induzir lesbes cutdneas que podem curar
espontaneamente, mas alteracdes no sistema imunitario do hospedeiro causariam
recidivas que poderiam evoluir a mucocutaneas com tendéncia a cronicidade e
tendo alto impacto na saude dos pacientes e no sistema de seguridade social do
pais (OMS, 2010).

Além disso, tem que se considerar que além dos severos efeitos adversos,
as drogas leishmanicidas tém uso limitado, pois € comum o aparecimento de
resisténcia, principalmente aos antimoniais, drogas de primeira escolha (CROFT
et alli, 2006; OPS, 2013).

Assim, o desenvolvimento de terapias mais efetivas, menos invasivas com
o minimo de efeitos colaterais que possam ser utilizadas no tratamento das varias
formas clinicas da leishmaniose de modo que os indices de morbidade e
mortalidade induzidos por essa doenga possam ser reduzidos, justifica esta

pesquisa.
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Objetivos

Considerando a necessidade de se desenvolver novos materiais que
possam ser utilizados no tratamento da leishmaniose de modo mais efetivo, mas
que induzam menos efeitos adversos, este estudo tem como objetivo principal o
desenvolvimento de wuma nanoformulacdo de Aluminio-Cloro-Ftalocianina
associada ao antibidético Paromomicina para ser utilizada no tratamento da

Leishmaniose Cutanea por meio de Terapia Fotodinamica.

Para tal foram estabelecidos os seguintes objetivos especificos:

. otimizar, caracterizar e determinar a estabilidade coloidal e fisico-

quimica dos sistemas de nanoemulsao desenvolvidos;

. avaliar o efeito antiparasitario in vitro dos sistemas de nanoemulséo
antes e depois da TFD;

. avaliar a toxicidade dos sistemas de nanoformulagdo antes e depois
da TFD;

. avaliar a permeabilidade, a retengdo ex-vivo e a biodistribuicdo dos

sistemas de nanoemulsao.

A metodologia utilizada neste estudo para que cada um dos objetivos
especificos fosse alcancado e os respectivos resultados e discussao estado
descritos cada um deles nos préximos capitulos (capitulos: 5, 6, 7 e 8) que

constituem este documento.
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Preparacéo e caracterizacdo dos sistemas de nanoemulsao

5.1 INTRODUCAO

A producdo de nanoveiculos, tais como nanoparticulas, nanoemulsdes,
microemulsdes, lipossomas, nanocapsulas, nanobarras, entre outros, para o
transporte de farmacos utilizados no tratamento de doencas infecciosas é cada
vez mais frequente. Neste estudo foi produzido como transportador de
farmacos a serem utilizados no tratamento da Leishmaniose Tegumentar
Americana um sistema de nanoemulsédo, pois nanoemulsdes tém sido descritas
como sistemas ideais para o transporte de farmacos de uso topico devido a sua
estabilidade, rapida permeabilidade e facilidade de serem absorvidas pela pele
(SONNEVILLE-AUBRUN et alli, 2004; GUTIERREZ et alli, 2008).

As nanoemulsdes séo sistemas que consistem em uma mistura imiscivel
de liquidos, onde um dos liquidos se dispersa no outro, formando goticulas de
tamanho entre 20-300nm. Esses sistemas podem ser de 6leo em agua (O/A)
ou de agua em oleo (A/O) dependendo se a agua esta dispersa no 6leo ou
vice-versa (MCCLEMENTS, 2012). O pequeno tamanho das goticulas permite
que esse sistema seja cineticamente estavel contra a agregacéo, floculagéo e
coalescéncia por varios anos.

Os sistemas de nanoemulséo podem ser gerados por processos de alta
e baixa energia, os primeiros incluem o0 uso de ferramentas como
homogeneizadores de alta pressdo e sonicadores para gerar a energia
suficiente e formar as nanogoticulas, os segundos empregam as mesmas
propriedades fisico-quimicas dos surfactantes, excipientes e co-surfactantes
para criar um sistema na escala nanométrica (ANTON & VANDAMME, 2011).

Os métodos de baixo consumo de energia tém a vantagem da

simplicidade da preparacédo, o método de emulsificacao espontanea ocorre ao
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misturar duas fases liquidas a temperatura ambiente, uma é a fase oleosa com
surfactante solubilizado e outra a fase aquosa; desta forma o tensoativo
(hidrofilico) presente na fase oleosa é solubilizado numa fase aquosa induzindo
a formacéo de nanogoticulas estabilizadas pelas moléculas anfifilicas.

O segundo método é o chamado método de temperatura de inversao de
fases onde todos os componentes (6leo, surfactante ndo-iénico, agua) sao
misturados por agitagao ligeira, logo, a mistura € aquecida e o surfactante
passa da fase aquosa para a fase oleosa e é solubilizado completamente nesta
fase (ANTON & VANDAMME, 2009).

Neste sentido, a escolha de um sistema de nanoemulsao para veicular o
antibiético PM e o fotossensibilizante AICIFt para ser avaliado em modelo in
vitro e in vivo de leishmanioses foi devido, principalmente, as caracteristicas
acima mencionadas tais como a estabilidade, a rapida permeabilidade e a
facilidade de ser absorvido pela pele. Neste capitulo serdo descritos os
sistemas de nanoemulsao obtidos pelo método de emulsificacido espontanea;
estes nanossistemas foram devidamente caracterizados quanto a suas das
propriedades fisico-quimicas ou coloidais que permitem obter sistemas
cineticamente estaveis. A caracterizacdo teve como base, principalmente, a
determinagcdo do didmetro hidrodindmico, indice de polidispersidade e o
potencial zeta das nanogoticulas, conforme descritos por Gutiérrez e
colaborados (2008). Adicionalmente, foram determinados a morfologia, por
meio de microscopia eletrbnica de transmissdo, e a capacidade do
fotossensibilizante AICIFt em gerar espécies reativas de oxigénio medindo-se

os espectros de fluorescéncia e luz visivel.
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5.2 MATERAIS E METODOS
5.2.1 Reagentes

O Kolliphor ELP, 6leo de castor, 1,3-difenilisobenzofurano (DPBF), -
Fluoro-2,4-dinitrobenzene (DNFB), o sal de Paromomicina sulfato (PM), o
fotossensibilizante Aluminio-Cloro Ftalocianina (AICIFt), acido fosfotungstico e
o0 Scetato de uranila foram obtidos da Sigma-aldrich, Sdo Paulo, Brasil. O
Dimetilsulfoxido (DMSO) foi obtido da Carlo Erba (Brasil), o tolueno da J.T.
Baker (Edo de México, México), o etanol e o metanol da Merck (Darmstadt,

Germany).

5.2.2 Preparo dos sistemas de nanoemulséao

No presente estudo foram preparados quatro sistemas de nanoemulsao
(NE): NE-AICIFt, NE-PM15%, NE-AICIFt-PM15%, veiculo para serem avaliados
como possiveis farmacos a serem utilizados na Terapia Fotodinamica.

O sistema de NE-AICIFt 6leo/agua foi desenvolvido pelo método de
emulsificagdo espontanea pelo professor Luis Muehlmann da Faculdade de
Ceilandia da Universidade de Brasilia (MUELHMANN et alli, 2015). Em resumo,
9 g de Cremophor ELP (75%) e 3 g de dleo de ricino (25%) (SOmix) foram
misturados durante 20 minutos sob agitagdo magnética (300rpm) a 50 °C.
Posteriormente, logo apds a homogeneizacéo total dos componentes, 3.2 mL
de AICIFt (1.7mM) em etanol foram adicionados ao SOmix; esta solugéo foi
mantida sob agitacdo branda a temperatura ambiente. Depois durante cinco
minutos de agitagdo, o etanol presente foi eliminado da SOmix por agitagao
magnética suave a 100 °C durante 15 minutos. Ao final, a concentragcédo de

AICIFt na SOmix foi de 444 umol.kg-1. Posteriormente, 70 mL de tampao
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fosfato salino, PBS (pH 7.2) foram adicionados a solugao anterior sob baixa
agitacdo magnética, a temperatura ambiente, o que resultou na auto
emulsificagdo espontanea e, por tanto, no sistema de NE-AICIFt. A agitagao foi
mantida durante 15 minutos quando macroscopicamente o sistema se
apresentou homogéneo.

Além do sistema de NE-AICIFt, foi preparada também uma NE de PM
15%, para qual 1.5 g de PM foi dissolvida na fase aquosa por agitagao ligeira e
imediatamente misturada com a fase oleosa utilizando os mesmos
componentes do veiculo da NE-AICIFt descrito acima.

Posteriormente, foi preparada a NE combinada de AICIFt e PM 15%
(AICIFt-PM15%), para o qual foi dissolvido 1.5 g de PM em 10mL do sistema de
NE-AICIFt, adicionando-se NaOHaq 1N até dissolugao completa do sistema por
agitacao constante. O pH final foi 7.5 e o volume final foi ajustado a 10 mL com

a NE-AICIFt.

5.2.3 Determinagcdo da concentracdo de Aluminio-Cloro Ftalocianina e

Paromomicina nos nanossistemas

A concentragdo de AICIFt no sistema NE (NE- AICIFt) foi determinada
espectrofluorometricamente (Perkin Elmer) tendo em conta uma curva padrao
(50-0.19 uM) utilizando DMSO (Carlo Erba), etanol (Carlo Erba) ou
PBS/SDS2% (J.T. Baker, Edo de Meéxico, México) como diluentes e um
comprimento de onda de excitagdo de 670nm e emissdao 682 nm. A
concentragcdo de PM no sistema NE (NE-PM) foi medida por meio de
cromatografia liquida de alta eficiéncia, HPLC, como descrito por Lu e

colaboradores em 1997.
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5.2.4 Caracterizacdo coloidal dos sistemas de nanoemulséo

Os sistemas de NE foram caracterizados imediatamente apods a
preparagao, exceto a NE-AICIFt, que foi caracterizado dez meses apds a sua
preparacdo. A caracterizacdo envolveu a determinacdo do didmetro
hidrodindmico e do indice de polidispersdo das nanogoticulas por meio do
espalhamento de luz dindmica. A caracterizagdo envolveu também a
determinagao do potencial zeta, por mobilidade eletroforética utilizando-se para
todas estes determinagdes o aparelho Zetasizer Nano ZS90 (Malvern). Antes
de cada medi¢do os sistemas eram diluidos em agua MilliQ e PBS (1:50). As

amostras tiveram as variaveis aferidas trés vezes.

5.2.5 Caracterizagéo fisico-quimica dos sistemas de nanoemulsdo

Os espectros de emissao de fluorescéncia e absorgao de luz na regido
visivel do espectro eletromagnético (500 -750nm) foram determinados usando-
se o espectrofluorimetro (Perkin Elmer). Para este teste, os sistemas de NE
foram diluidos 1:100 com concentragao final de 0.4 uM de AICIFt.

Adicionalmente, o pH de cada sistema de NE foi determinado utilizando-
se uma tira indicadora de pH (Merck, Darmstadt, Germany, 0-14), a qual foi
mergulhada em cada sistema de NE obtendo uma mudanga de cor como

indicador do pH da solugéo.

5.2.6 Caracterizacdo morfologica dos sistemas de nanoemulsgo
A caracterizagcdo morfologica dos sistemas NE foi realizada em
microscopia de eletrénica de transmissado. Inicialmente diluiu-se os sistemas

(100uL NE + 400uL PBS), logo, 2 uL da solugao anterior foi adicionada sob o
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FORMVAR durante dois minutos, o excesso da amostra foi tirado com papel
fitro sem deixar secar por completo, posteriormente, 2uL de acido

fosfotungstico (2%) ou acetato de uranila (3%) foi adicionado a amostra.

5.2.7 Determinacdo da produgéo de espécies reativas de oxigénio

A capacidade da AICIFt quando contida no sistema NE (NE- AICIFt) em
gerar espécies reativas de oxigénio foi determinada por espectrofotometria
(Thermo scientific, multiskan GO) por meio do ensaio indireto de decaimento do
composto Benzofurano (DPBF), que avaliado no comprimento de onda de
410nm é proporcional a quantidade de espécies reativas de oxigénio
produzidas. Desse modo, uma diluicao de 1:15 (187 pL de agua milliQ e 13 pL
das NE) foi preparada de cada um dos sistemas de NE, 3 uL de uma solugao
de DPBF (1,5mg/mL em etanol) foram adicionados a cada pogo. A absorbancia
foi medida no pico maximo de absor¢do do DPBF (410nm) antes e depois da
irradiacédo com luz fluorescente (5 Joule/cm2). O tempo total de irradiagéo foi
de quatro minutos, sendo que a absorbéancia foi medida a cada 20 segundos.

Cada medicao foi realizada em duplicata.

5.2.8 Determinacg&o da estabilidade dos sistemas de nanoemulséao

A estabilidade dos sistemas de NE foi avaliada a cada més durante
quatro meses apdés da preparacdo de cada sistema de NE os quais foram
mantidos em temperatura de 4°C. No caso do sistema de NE AICIFt a avaliagéo
foi realizada depois de 11 meses da preparagdo. A determinagcdo da

estabilidade dos diferentes sistemas de NE teve como base a medigdo do
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didmetro hidrodinamico, do indice de polidisperséo, do potencial zeta, do pH e

a capacidade de gerar espéecies reativas de oxigénio.

5.3 RESULTADOS
5.3.1 Preparacéo dos sistemas de nanoemuls&o

Os quatro sistemas de NE 6leo/agua preparados estdo apresentados na
Tabela 1. Vale destacar que ao final da preparagdo os nanossistemas ficaram
translucidos e transparentes. A concentracido dos dois farmacos era menor
quando eles estavam combinados no mesmo sistema. No sistema NE-PM a
concentragao de PM foi 154.5 nM, enquanto que no sistema NE-AICIFt-PM foi
igual 148.8 nM. Com relagao a concentragao de AICIFtc, no sistema NE-AICIFt

foi igual a 39.38 uM e no sistema NE-AICIFt /PM15% foi igual 34.60 uM.

Tabela 1. Concentragdo de Paromomicina e de Aluminio-Cloro Ftalocianina
AICIFt presente nos sistemas de nanoemulsdo. Os sistemas foram dissolvidos
1:1000 em PBS antes da quantificagdo. Os resultados sdo a média + desvio
padrao de trés medigdes.

_ _ Concentragéo
Sistema de nanoemulsao PM (%) PM (nM) AICIFt (M)
Tedrica Calculada
NE - - -
NE-PM 15 154.59 £ 10008.9 -
NE-AICIFt - - 39.3840.5
NE-AICIFt-PM 15 148.85 + 6693.8 34.60+0.7

5.3.1 Caracterizagcédo dos sistemas de nanoemulsao
Os quatro sistemas de nanoemulsdo foram caraterizados coloidal e
fisicoquimicamente uma semana apds a preparagao, sendo que o sistema NE-

AICIFt foi avaliado dez meses apds a preparagao.
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Com relagdo a caracterizagdo coloidal considerou-se o didmetro
hidrodindmico (DH) das nanogoticulas, o indice de polidispersdo (IPD) e o
potencial zeta. Os resultados estao expressos a Tabela 2.

Nessa Tabela observa-se que os diferentes sistemas de NE quando
analisados uma semana apos a preparagao apresentaram em geral didmetro
hidrodindmico <30 nm; quando foram diluidos em agua, o DH médio variou de
24,75+0,08 a 28,98+0,25 nm, sendo maior o do sistema NE-PM e menor o do
veiculo, ja quando diluidos em PBS o DH médio variou de 25,33+0.39 a
29,84+1,30 nm, sendo maior o do sistema NE-AICIFt-PM e menor o da
nanoemulsao (NE).

O IPD médio nao foi afetado pelo diluente e variou de 0,08 +0,004-
0,22+0.01 quando diluidos em agua, sendo maior o apresentado pelo sistema
NE-AICIFt e quando diluidos em PBS variou de 0,076£0.001 a 0,245%0,01,
sendo maior o apresentado pelo sistema NE-PM.

O sistema NE-PM e a nanoemulsdo (NE) mostram potencial zeta
ligeiramente negativo quando diluidos tanto em agua quanto em PBS. Ja o
sistema NE-AICIFt-PM mostrou potencial zeta perto de zero quando foi diluido
em agua e em PBS.

O sistema NE-AICIFt apés dez meses teve o seu DH médio, o IPD e o
potencial zeta diminuidos, mostrando-se, respectivamente igual a 26,05+0,31
nm, 0,07+0.01 e -2,94 mV.

Um més apds a sua preparacao a maioria dos sistemas NE apresentou
pH 7. Somente o sistema de NE-AICIFt-PM mostrou pH 8, provavelmente devido

a presencga de numero maior de ions hidroxilo (OH-) que foram agregados no
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momento de sua preparacdo com a adicdo de NaOH 1N permitindo a

dissolucéo do sistema.
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Tabela 2. Caracterizagao coloidal dos sistemas de nanoemulsado contendo Paromomicina e ou Aluminio-Cloro Ftalocianina.
Os sistemas foram dissolvidos 1:100 utilizando PBS e agua como diluentes. Os resultados s&o a média + desvio padréo de

trés medicbes consecutivas.

Apd6s uma semana

AGUA PBS

Sistema de . Potencial . :
Nanoemulsdo (NE) O IPD zeta DH IPD Potencial

(nm) (nm) zeta (mV)

(mV)
NE 24.75+0.08  0.08+0.004 2,77 25.33+0.39 0.084+0.003 -4,89
NE-PM 15% 28.98+0.25 0.22+0.01 -5,46 29.67+0.39 0.245+0.01 -3,62
NE-AICIFt-PM 15% 28.26+0.16  0.51+0.003 0.161 29.84+1.30 0.188+0.006 -0,64
Apoés 10 Meses

NE-AICIFt 26.05+0.31 0.07x0.01 -2,94 27.17+0.28 0.139+£0.04 -7,25

*DH: diametro hidrodinamico; IPD: indice de polidispersidade; PM: Paromomicina; AICIFt: Aluminio-Cloro Ftalocianina
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As nanogoticulas presentes nos sistemas de NE foram visualizadas por
microscopia eletrénica de transmissdo. A Figura 4 mostra nanogoticulas da NE-
AICIFt quando se utilizou acido fosfotungstico como corante de contraste
negativo. Tamanhos de nanogoticulas <50 nm foram observados. Quanto as
NE-AICIFt-PM e NE-PM15% néo foram visualizadas devido a precipitagdo das
mesmas, possivelmente devido a PM, agregados de cor branca se observaram

quando foram adicionados os corantes de contraste: acido fosfotungstico 2% o

acetato de uranila 3%.

[ g X : g R
| —

| S ) - - - AT S YA -’

Figura 4. Morfologia de nanogoticulas presentes nos sistemas NE-AICIFt obtidas em
microscopio de eletrénico de transmissédo. Nanogoticulas de tamanho menor 50nm,
nao é observado coalescéncia e floculacéo.
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O perfil espectral de absor¢ao de luz e emissao de fluorescéncia da
AICIFt livre (dissolvida em DMSO) e da presente no sistema de NE, combinada
com PM15% (NE-AICIFt-PM15%) ou n&o (NE-AICIFt) estdo ilustrados,
respectivamente, nas figuras 5 e 6.

O espectro de absorcao da AICIFt mostrou bandas Q com pico maximo
de absorgao para a AICIFt livre em um comprimento de onda de 675 nm, a
AICIFt incorporada no sistema NE-AICIFt-PM15% ou no NE-AICIFt mostrou a

mesma banda Q e um mesmo pico maximo de absorgéo de 673 nm, Figura 5.
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Figura 5 Espectros de absorgéo dos sistemas NE-AICIFt, NE-AICIFt-PM15% AICIFt —
DMSO. Os sistemas dissolvidos em PBS e AICIFt livre em DMSO (1:100, 0.4 uM de
AICIFt.). nm: nanémetros.

A analise da Figura 6 mostra que a AICIFt livre ou incorporada nos
sistemas de NE (NE-AICIFt-PM15% e NE-AICIFt) emite luz fluorescente com
pico maximo em um comprimento de onda de 681 nm quando ela foi excitada

em 350 nm.
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Figura 6 Espectros de emissédo da fluorescéncia dos sistemas de NE-AICIFt, NE-
AICIFt-PM15% e AICIFt -DMSO quanto excitadas em 350nm, os sistemas foram
dissolvidos em PBS e a AICIFt livre em DMSO (1:100, 0.4 uM de AICIFt). nm;:
nanémetros.

Como citado no item 5.2.7, a capacidade da AICIFt contida no sistema
NE em gerar espécies reativas de oxigénio também foi determinada neste
estudo. Para tal, utilizou-se o método do decaimento da absorbancia do
composto Benzofurano proporcional a espécies reativas de oxigénio geradas
em fungéo do tempo de irradiagao (total de 240 segundos, Figura 7).

Nessa figura observa-se que os sistemas de NE com AICIFt foram
capazes de gerar oxigénio singleto, 60-80% de decaimento da absorbéancia do
tempo zero (sem irradiagao), 240 segundos apods da irradiagcéo. Os sistemas de

NE que s6 contém PM e o veiculo ndo geraram espécies reativas de oxigénio.
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Figura 7. Geragdo de espécies reativas de oxigénio dos sistemas de NE. Os dados
correspondem a média e ao desvio padrdo de duas medigbes independentes em
comprimento de onda de 410 nm.

Uma vez caraterizados os diferentes sistemas de NE, realizaram-se
experimentos que determinassem a estabilidade de todos eles. Os resultados
estdo apresentados na Figura 8 e nas tabelas 3 e 4.

Em geral, todos os sistemas de NE mostraram didmetro hidrodindmico
das nanogoticulas entre 23.96 e 29.84 nm durante os quatro meses de
avaliagdo da estabilidade, com variagbes baixas de 1-2 unidades. Quanto ao
IPD, os sistemas de NE mostraram-se estaveis e monodispersos com valores
inferiores a 0.24. Adicionalmente, ndo se detectou diferengas significativas
(p>0.05) relacionadas ao uso de diferentes diluentes (agua milli Q ou PBS)
para estes parametros.

Por outro lado, como mencionado anteriormente, os sistemas de NE
mostraram potencial zeta negativo logo depois da sintese, este potencial

mostrou variagdes nos sistemas de NE de 1-2 unidades durante os quatro
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meses de avaliagdo de sua estabilidade. Na Tabela 3 e 4 os valores de
potencial zeta sdo mostrados quando os sistemas foram dissolvidos nos
diferentes diluentes.

Adicionalmente, para estabelecer a estabilidade dos sistemas de NE
realizou-se a medi¢cao do pH. Todos os sistemas mostraram o valor de pH igual
a 7, exceto o sistema de NE combinado (AICIFt -PM15%) cujo pH foi igual a 8.

A estabilidade dos sistemas de NE também foi avaliada considerando-se
a sua capacidade de gerar espécies reativas de oxigénio apds quatro meses da
preparagdo. Os dados estdo expressos Figura 9. Nela pode-se observar
reducao da absorgao do Benzofurano relacionada com a geragéo de oxigénio
para os sistemas de NE - AICIFt e combinado (AICIFt -PM15%) apés dos 4
meses da preparacao.

De igual forma, a concentracdo de AICIFt e PM presente nos sistemas
de NE foi determinada como mostra a Tabela 5, a concentracdo de AICIFt foi
constante, sem diferengas significativas (p>0.05) comparada a concentragao
inicial, a concentragdo de PM, mostrou variagdes estatisticamente significativas

(p<0.05)
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Figura 8. Estabilidade coloidal do sistema de nanoemulsdo AICIFt-PM15%. Realizada cada més e durante quatro meses apds da
preparagao. A: Agua como diluente; B: PBS como diluente. Os resultados sdo a média com desvio padrao de trés medi¢des consecutivas.
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Tabela 3. Estabilidade dos sistemas de NE em términos de caracterizagéo fisico-quimica utilizando a agua como diluente. Os
resultados sdo a média * desvio padrao de trés medigdes consecutivas.

AGUA
Més 1 Maés 2 Més 3 Més 4
SNE
DH IPD Pz DH IPD Pz DH IPD Pz DH IPD Pz
PM 15% 26,21+0.11 0,14+0.005 -6,03 27.44+0.13 0.174#0.01 -4,27 27.67+0.53 0.195+0.008 -5,1 26.75+0.32 0.138+0.01 -4,68
PcPM 15%  26.07+0.24 0.08+0.009 -1,96 26.54+0.46 0.13+0.02 -1,31 27.251#0.31 0.15+0.01 -0,38 27.34+0.15 0.158+0.001 -4,31
Veiculo 24.47+0.37 0.04+0.07 -5,9 24.43+0.04 0.06+0.01 -2,49 24.69+0.19 0.06+0.001 -4,4 24.40+0.14 0,108+0.009 -4,62
11 meses 12 meses 13 meses 14 meses
AICIPc 25.79+0.04 0.06%0.01 -3,73 26.03+0.33 0.10%0.03 -3,1 25.84+0.14 0.10+0.001 -3,71 26.11+0.33 0.091+0.008 -5,96

SNE: sistema de NE, NE AICIPc-PM; DH: diametro hidrodindmico, IPD: indice de polidispersdo, Pz: potencial zeta

Tabela 4. Estabilidade dos sistemas de NE em términos de caracterizagao fisicoquimica utilizando o PBS como diluente. Os
resultados sdo a média * desvio padrao de trés medigbes consecutivas.

PBS
Més 1 Més 2 Més 3 Més 4
SNE
DH IPD Pz DH IPD Pz DH IPD Pz DH IPD Pz
PM 15% 26.72+0.13 0.132+0.001 -4,15 28.01+0.30 0.186+0.004 -1,27 28.79+0.26 0.217+0.001 -3,08 27.27+0.02 0,153+0.01 -3,98
PcPM 15%  28.57+0.27 0.181+0.001 -4,94 27.29+0.21 0.122+0.008 -0,50 27.39+0.37 0.123+0.01 -2,22 29.15#0.36 0.216+0.01 -1,81
Veiculo 25.26+0.29 0.07+0.02 -3,6 25.06+0.15 0.07+0.01 -2,03  26.69+0.12 0.075+0.01 -2,69 25.21+0.22 0.073+0.006 -3,83
11 meses 12 meses 13 meses 14 meses
AICIPc 26.63+0.25 0.084+0.01 -5,31 26.62+0.15 0.07+0.01 -6,06 26.59+0.17 0.106+0.01 -2,41 27.12+0.65 0.109+0.01 -4,36

SNE: sistema de NE, PcPM: NE AICIPc-PM; DH: didmetro hidrodinamico, IPD: indice de polidispersdo, Pz: potencial zeta
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Figura 9. Estabilidade do sistema de NE de AICIFt e combinado considerando a capacidade de gerar espécies reativas de oxigénio. (a): NE-
AICIFt -PM 15% estabilidade durante 4 meses; (b): NE-AICIFt estabilidade até 12 meses apdés da preparagéo.
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Tabela 5. Concentracdo de Aluminio-Cloro Ftalocianina e Paromomicina e ou presente nos sistemas de nanoemulsdo. Os

sistemas foram dissolvidos 1:10 em PBS antes de cada medigéo.

Sistema de nanoemulsao AICIFt (uM) PM (nM)

1° més 4° més 1° més 4° més
Nanoemulséo - - - -
AICIFt 39.38+0.5 39.2+0.26 - -
PM 15% - - 154.59+10008.9 145.19+5750.3
-AICIFt-PM 15% 34.60+0.7 34.84+1.2 148.85+6693.8 148.55+8968.6
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5.4 DISCUSSAO

Tendo em conta a atividade leishmanicida in vitro, in vivo e/ou em ensaios
clinicos da AICIFt e da PM, assim como os inconvenientes de cada um dos
compostos quando aplicados em alvos terapéuticos, os hospedeiros mamiferos,
foi pensado o desenvolvimento de um nanossistema que permitiria o transporte
destes dois compostos de diferente solubilidade para serem testados em modelo
in vitro e, posteriormente, em modelos in vivo da LTA causada por L. braziliensis.

Como foi descrito anteriormente, um dos grandes problemas da PM é a
efetividade variavel devido a pouca ou baixa permeabilidade da mesma. Embora
varias estratégias tenham sido usadas para traspassar esta barreira, ainda nao se
conseguiu uma estratégia que possibilitasse a eliminagdo completa do parasito e
assim ter-se um tratamento adequado (HEIDARI-KHARAJI et alli, 2016, 2015;
JAMIL et alli 2015). De igual maneira, embora, o uso da AICIFt contra a
leishmaniose tenha se concentrado, principalmente, em estudos in vitro com
excelentes resultados, em estudos in vivo a AICIFt mostrou que deve ser
encapsulada em sistemas de entrega de farmacos para evitar a sua agregagao em
fluidos bioldgicos ja que a AICIFt tem tendéncia a agregagédo em meio aquoso o
qual limita sua aplicagdo clinica (HERNANDEZ et alli, 2012; MUEHLMANN et alli
2015). Por isso, como citado anteriormente, nesta tese desenvolveu-se um
nanossistema transportador da AICIFt e PM, tendo em conta o quadro clinico da
Leishmaniose Tegumentar Americana. Lembrando que apesar de a leséo ocorrer
no local da picada do vetor e curar-se espontaneamente, ja foi relatado que ela
pode voltar, provavelmente, devido a presenca de parasitos latentes em células do

sistema mononuclear fagocitario ou em linfonodos ou ainda, no caso de infegcbes
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por L. braziliensis, devido a disseminagdo dos parasitos para as mucosas (MSB
2007; WHO 2014). Diante disso, pensou-se nas nanoemulsées como veiculo
transportador dos farmacos AICIFt e PM, tendo em conta também que as suas
propriedades, tais como a estabilidade cinética contra a agregacéo, a floculagéao e
a coalescéncia serem ideais para o transporte de farmacos de uso tépico, além do
fato de serem facilmente absorvidas pela pele (ANTON & VANDAMME, 2011;
MCCLEMENTS, 2012). Adicionalmente, pensou-se em um efeito transdérmico
onde a AICIFt, mediando a Terapia Fotodinamica, pudesse exercer um efeito local
sobre a lesdo e o parasito e a PM pudesse permear e exercer sua agao sistémica,
e desta forma mostrarem-se mais efetivas na eliminagao dos parasitos.

Nesse sentido, e considerando os resultados dos estudos realizados com
este FS no Laboratério de Nanobiotecnologia do Instituto de Ciéncias Biologicas
da Universidade de Brasilia, foi decidido elaborar a partir de um sistema de
nanoemulsdo de AICIFt preparado pelo professor Luis Muehlmann, um
nanossistema capaz de “melhorar a atividade fotodindmica da AICIFt”
(MUEHLMANN L et alli, 2015). Assim, mediante modificagdo na preparagado da
mesma, foi realizada a combinacéo dos dois compostos com diferente solubilidade
em um mesmo nanossistema O/A: nesse sistema a AICIFt lipofilica encontra-se na
fase oleosa nas nanogoticulas e esta dispersa na fase aquosa onde encontra-se
presente a PM hidrofilica.

Os sistemas de nanoemulsdo desenvolvidos neste estudo mostraram ter
nanogoticulas de tamanhos pequenos (DH <30nm), monodispersas e
homogéneas (IPD <0.2) e apresentaram potencial zeta negativo perto de zero.

Estas caracteristicas coloidais mostram que os sistemas produzidos neste estudo
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podem permanecer cineticamente estaveis ao longo do tempo (meses ou anos)
como o mencionado por McClements (2012), além de influenciar na liberagdo e na
biodistribuicdo do farmaco (Li & Huang, 2008; MC CLEMENTS, 2012) como sera
discutido mais a frente.

Outros sistemas de nanoemulsdo com este fotossensibilizante (AICIFt) tem
sido sintetizados, como o reportado por Rodrigues e colaboradores (2012),
utilizando o mesmo método de emulsificacdo espontanea desenvolvido neste
estudo, mas com uma fase organica composta por Epikuron® 170 e Span 80, e
uma fase aquosa de Poloxamer 188 (45uM) previamente dissolvido em Migliol
812N). Esses sistemas mostraram caracteristicas coloidais diferentes dos
sistemas deste estudo, como tamanhos das nanogoticulas maiores (DH 192.27
nm), monodispersidade e cargas de superficie mais negativas (potencial zeta de -
37.28 mV), sendo que ao longo de 12 semanas ndo mostram alteragcdo nas suas
caracteristicas coloidais, ou seja, mostraram ser estaveis. Além disso, apesar do
tamanho das nanogoticulas (190nm) ser maior que os dos poros da célula alvo (4-
30nm), o sistema foi capaz de internalizar e ser efetivo contra as células
melanizadas de Criptococcus neoformans (RODRIGUES et alli, 2012). De outra
forma, Takegami e colaboradores (2010) relataram a preparagdo de um sistema
de nanoemulsdo de AICIFt composto por uma mistura de O6leo de soja,
fosfatidilcolina e palmitato de sddio por meio do método de alta energia por
sonicagao.

Com relagao ao sistema de NE- AICIFt base preparado por Muehlmann e
colaboradores (ver materiais e métodos), os autores reportaram as condigdes de

75% de surfactante, 25% de dleo, razdo surfactante/éleo (SOR): 0.75 e 444
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,umol.kg'1 de AICIFt como as melhores para obter um sistema de transporte ideal
para esse fotossensibilizador (Muehimann et alli, 2015). Além disso, os autores
relataram que o nanossistema NE- AICIFt por eles desenvolvido, tanto em PBS
quanto em meio de cultura, apresenta DH entre 25-26 nm, IPD <0.13 e potencial
zeta ente -2.95 a -6.24mV. Neste estudo, mostrou-se reprodutibilidade dos
resultados obtidos relacionados a caraterizac&o coloidal e estabilidade do mesmo
nanossistema por tempo maior do que 12 meses (ver Tabela 4).

Outro tipo de formulacdo de AICIFt como as vesiculas de lipideos
compostas por 1,2-distearoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DSPC), 1,2- dioleoil-sn-
glicero-3-fosfocoline (DOPC) em diferentes proporc¢des e colesterol reportadas por
Calori e Tedesco mostraram DH entre 91.3 e 111.2 nm, IPD <0.18 e potencial zeta
entre -9 e -21, com estas carateristicas esses sistemas de vesiculas foram
estaveis so por 50 dias, nesse tempo ocorria precipitacao da AICIFt provavelmente
em funcdo da quantidade do FS que foi liberado no meio aquoso; o sistema com
valores de potencial zeta mais negativos (-21mV), DH menor (91.3 nm) e
proporcées menores de DSPC e maiores de DOPC demostrou ser o mais estavel.
Os autores observaram que em sistemas biolégicos de carcinoma oral de células
escamosas, estes vesiculas lipidicas carregadas com AICIFt sdo internalizadas
pelas células apesar de o FS ter precipitado, fenbmeno que parece ser reversivel,
uma vez que o sistema se encontrava em células de mamifero (CALORI &
TEDESCO, 2016).

Adicionalmente, lipossomas ultra deformaveis de AICIFt (72.7 nmol/mL)
compostos por uma mistura de solventes orgénicos CHCI3:CH30OH:DMSO

(1:1:0.06, v/v) foram sintetizados e caracterizados mostrando DH de 109 nm
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maiores do que nossa NE, IPD 0.15 e potencial zeta de -12.0(11.21 mV, estes
lipossomas foram ativos in vitro contra L. chagasi e L. panamensis, no entanto,
mostraram ser mais toxicos em macrofagos THP-1 do que o FS livre
(HERNANDEZ et alli, 2012).

Com relagcdo a nanoformulagbes de PM, Jaafari e colaboradores (2009)
relataram a preparagdo de PM lipossomal PM (10 e 20%). De acordo com os
autores a PM lipossomal por eles desenvolvida possui DH médio >100 nm e
vesiculas com polidispersidade variavel (IPD 0.47-0.63), mesmo assim quando
avaliadas em modelos in vivo de L. major, essas nanoformula¢des diminuiram a
carga parasitaria mais do que a PM livre. Além de PM lipossomal, a literatura
também relata a sintese de nanoparticulas soélidas de lipideos contendo PM (NP-
PM). Essas NP-PM quando preparadas com diferentes concentragbes de PM
(12.5 e 15%) mostraram diferengas quanto as propriedades coloidais, o que
influenciou na sua atividade contra espécies de Leishmania causadoras da
Leishmaniose cutanea no Velho Mundo, além de serem toxicas para células THP-
1. Entretanto, quando apresentaram DH menores (120 e 240nm) essas NP-PM
foram mais ativas contra L. major e L. tropica, independentemente da
concentracdo de PM. Elas eram heterogéneas com IPD >0.57, potencial zeta
>507 mV (HEIDARI-KHARAJI et alli 2015). Adicionalmente, Brugués e
colaboradores (2015) reportaram um nanogel micelar de PM com DH de 9.9 nm,
IPD 0.35 e potencial zeta de -0.49; sendo que o nanogel mostrou variabilidade das
carateristicas coloidais dependente da temperatura, além do fato do pH ser acido,
entre 5.8 e 6.2. Estas propriedades permitiram a permeacao e difusdo da PM na

pele de camundongos e orelha de porco, assim como em membranas sintéticas,
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respetivamente. Esses dados citados mostram que as propriedades coloidais dos
nanossistemas influenciam os efeitos bioldgicos, isso porque os nanossistemas
devem interagir com o sistema reticulo endotelial e ndo s6 com a célula alvo no
processo de internalizacédo (HONARY & ZAHIR, 2013; ERNSTING et alli, 2013).

O potencial zeta descrito como potencial electrocinético em sistemas
coloidais permite caracterizar a superficie desses sistemas carreadores e tem sido
relacionado com a fagocitose de nanoveiculos na circulagdo e internalizagao
celular; particulas carregadas negativamente (<10mV) sao internalizadas mais
rapidamente por células do sistema mononuclear fagocitario, possivelmente
devido a forma de ligagdo com sitios catibnicos na forma de clusters, enquanto
que particulas carregadas positivamente >10mV induzem agregagao de proteinas
no soro, assim mesmo, nanoparticulas neutras apresentam menor interagdo com
o sistema mononuclear fagocitario e permanecem maior tempo na circulagao (LI &
HUANG, 2012; HONARY & ZAHIR 2013; ERNSTING et alli, 2013).

O aumento do DH dos sistemas de NE observado quando foram
adicionados a AICIFt e a PM ocorreu, possivelmente, devido a incorporagao da
AICIFt nos nanossistemas e ao fato de a PM provavelmente ter sido adsorvida na
superficie do nanomaterial (ver Tabela 2).

Adicionalmente, neste estudo realizou-se a caraterizagdo morfoldgica dos
sistemas de NE por microscopia eletrbnica de transmissao. Para tal foram
utilizados diferentes protocolos e corantes de contraste a fim de se obter a melhor
morfologia, no entanto, observou-se que aqueles NE que contém PM precipitaram,
adquirindo macroscopicamente a cor branca e a preta microscopicamente, por

isso, os nanossistemas NE- AICIFt - PM15% e NE-PM15% nao foram
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caraterizadas por este método. O nanossistema NE-AICIFt e o veiculo (NE)
mostram tamanho <50nm, as nanovesiculas mostraram formas heterogéneas
mais ou menos circulares (Figura 3), ndo foi observado agregagdo do
nanossistema. Estes resultados permitem comparar os obtidos por espalhamento
da luz dinAmica, onde os valores de DH foram <30 nm. E importante notar que a
diferenga nos diametros médios de nanoparticulas por estas duas técnicas esta no
fato de que o espalhamento de luz dindmico ndo mede o tamanho fisico das
particulas, dado que esta medicdo ¢é feita dependente das interagcdes das
particulas e a camada de solvatagdo, camada ao redor da nanogoticula e que
impede o contato direto entre as nanogoticulas (CUADROS et alli, 2014). Essa
camada é formada pelas cargas do meio de disperséo criando-se uma atmosfera
difusa de ions a volta da particula coloidal, 0 que da origem a criagdo de uma
dupla camada elétrica (LELE et alli 2002). Esta dupla camada elétrica é que
"protege" as particulas coloidais quando estas se chocam, as atmosferas das
particulas coloidais tém carga do mesmo sinal e consequentemente se repelem,
funcionando como barreiras fisicas que evitam a aglutinagdo das particulas
coloidais. A microscopia eletrdbnica mede o tamanho fisico das nanogoticulas
secas, apesar de ela permitir uma medicdo mais direta, a preparacdo das
amostras pode influenciar nas propriedades das nanoparticulas gerando
agregacao das mesmas. Na maioria das vezes, o tamanho obtido por microscopia
eletrbnica € menor que por espalhamento de luz dindmico (CUADROS et alli,
2014).

Por outro lado, os sistemas de NE que contém AICIFt foram capazes de

gerar espécies reativas de oxigénio como o anion superoxido por mais de um ano
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apos a sua preparacdo. Este estresse oxidativo gerado logo depois da terapia
fotodindmica é de grande importancia dado que a partir deste anion superoxido se
originam as outras espécies reativas de oxigénio que levam a células a morte.
Lembrando que em sistemas bioldgicos estresse oxidativo esta relacionado a
ativagado de células fagociticas como macréfagos, estes conhecidos por serem as
células alvos da Leishmania spp, o que corrobora o fato de que que os FS séo
excelentes candidatos para atuar sobre este parasito intracelular como tem sido
reportado na literatura (MACDONALD & DOUGHERTY, 2001; AKILOV et alli
2006;).

Com base no exposto pode-se concluir que os sistemas de nanoemulsao
preparados neste estudo devido as suas caracteristicas coloidais, fisico-quimicas
e pela estabilidade apresentada podem constituir sistemas ideais para o transporte
da AICIFt e PM para ser testados no modelo in vitro e in vivo da Leishmaniose

Tegumentar Americana.
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6.1 INTRODUCAO

Embora a eficacia da TFD como tratamento contra a leishmaniose
cutanea venha sendo avaliada ha varios anos utilizando FS como o acido delta-
aminolevulinico, ftalocianinas, porfirinas e fenotiazinas (DUTTA et alli, 2005;
ESCOBAR et alli, 2006; AKILOV et alli, 2007; MATEUS et alli, 2014) contra
diferentes espécies de leishmania, a eficacia do FS AICIFt associado a uma
droga leishmanicida convencional na TFD nunca foi avaliada contra parasitos
da espécie L braziliensis.

Na realidade, néo é conhecido o efeito combinado de nenhum FS com a
PM sobre leishmanias, por isso neste estudo, como descrito no capitulo 5,
desenvolveu-se e caracterizou-se um sistema de nanoemulsdo contendo o FS
AICIFt e a droga leishmanicida PM (NE-AICIFt-PM) para ser utilizado na TFD.

Como o nanossistema NE-AICIFt-PM mostrou ser estavel coloidal e
fisicoquimicamente, além de nao perder a capacidade de induzir a produgao de
espécies reativas de oxigénio até mais de um ano depois de sua preparagao
como descrito no capitulo anterior (Capitulo 5) a etapa seguinte deste estudo
consistiu em avaliar o efeito antiparasitario desse sistema de NE-AICIFt-PM na
TFD tanto nas formas extracelulares como intracelulares da L. braziliensis,
tendo o macréfago como célula hospedeira do parasita.

Desse modo, este capitulo relata a metodologia utilizada para avaliar o
efeito antiparasitario desse sistema NE-AICIFt-PM assim como os resultados

obtidos e a discussdo dos mesmos.
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6.2 METODOLOGIA

Considerando a vasta experiéncia da equipe de pesquisadores do
Laboratério de Quimioterapia do Centro de Investigagbes em enfermidades
Tropicais (CINTROP) da Universidade Industrial de Santander, Bucaramanga,
Colbmbia, os ensaios in vitro contra o parasito foram realizados naquela

Instituicdo sob a supervisdo da professora Dra. Patricia Escobar Rivero.

6.2.1 Linhagens celulares

Para avaliar o efeito antiparasitario dos sistemas de nanoemulsao na
terapia fotodindmica foram utilizadas duas linhagens celulares: (1) linhagem de
promastigotas da espécie L. braziliensis (MHOM/BR/75/M2903) e (2) mondcitos
da linhagem THP-1 (TIB 202, ATCC).

A linhagem de promastigotas foi mantida em meio de cultura Schneider’s
insect suplementado com 10% de SBFi, 28°C. (2) Mondcitos da linhagem THP-
1 (TIB 202, ATCC) foram cultivados em meio RPMI 1640 (Gibco, USA) com
10% de SBFi, no momento do ensaio com o parasito, as células foram
transformadas com acetato miristato de forbol (PMA) até a formagado de uma

monocamada (72 horas).

6.2.2 Preparagéo das solugbes e dos sistemas de nanoemulséao

As diluigbes dos sistemas de nanoemulsdo (NE) foram preparadas em
meio de cultura RPMI e de maneira independente: 1:2, 1:10, 1:100, 1:1000
para os testes em promastigotas. A PM foi utilizada nas concentragdes de 150;
1500; 15000 e 75000ug/mL e a AICIFt nas concentragdes de 0.04; 0,4; 4,0; e

20 pM.
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Tendo em conta a fototoxicidade mostrada pelos sistemas de NE sobre
as formas amastigotas intracelulares de L. braziliensis prepararam-se diluicoes
de 1:50 (3000 pg/mL PM e 0.8 uM AICIFt), 1:100 (1500 pg/mL PM e 0.4 pM
AICIFt), 1:300 (500 pg/mL PM e 0.13 pM AICIFt) e 1:500 (300 pg/mL PM e 0.08
MM AICIFt). Por outro lado, os compostos livres (AICIFt e PM) foram preparados
na maior concentracdo na qual estes se encontravam nos sistemas de NE:
para a AICIFt = 40 yM e para PM= 15% (150 mg/mL); a partir destas solu¢des

prepararam-se as diluicées a serem utilizadas nos ensaios biologicos.

6.2.3 Sistema de irradiacdo

A Terapia Fotodindmica foi realizada utilizando o fotorreator biolégico
(Luzchem Research Inc, Ontario, Canada) equipado com 16 lampadas de luz
fluorescente, rotagdo constante das placas, emissao de luz no espectro visivel
(400-700 nm) e sob temperatura controlada (37 °C para as células de mamifero
nao infectadas, 32 °C para as células de mamifero infectadas com L.
braziliensis e 28°C para as formas promastigotas de L. braziliensis). As células

foram irradiadas por 32 minutos utilizando uma fluéncia de 5 Joules/cm2.

6.2.4 Ensaios da atividade antiparasitaria dos sistemas de nanoemulsdo

Promastigotas em fase exponencial de crescimento (5x10° parasitos/mL)
foram incubados a 28 °C com sistemas de NE nas diferentes concentragdes.
Parasitas incubados sem sistema de NE constituiram o controle negativo.

Apods 24 horas de incubacéao, as células foram irradiadas e novamente
incubadas por mais 24 horas, quando entdo, usando uma solucdo aquosa de

eosina amarela como corante, se realizou a contagem direita dos parasitas
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vivos em camara de Neubauer. Esta forma de contagem baseia-se no fato de
que as células mortas apresentam membranas lesadas que permitem a

penetragao de corantes.

6.2.5 Ensaios de toxicidade e fototoxicidade em células THP-1 infetadas

Células THP-1 (8x10° células/mL) diferenciadas em seu fendtipo
aderente com PMA (20ng/mL) foram infectadas razédo 1:10 (células:parasito)
com promastigotas de L. braziliensis em fase latente e mantidas em
incubadora, cuja atmosfera era de 5% de CO,, a umidade 95% e a temperatura
de 32 °C. Ap6s 24 horas eram adicionados as culturas os sistemas de NE em
diferentes concentracbes, descritas anteriormente, e as culturas eram
novamente incubadas por mais 24 horas.

Apds esse tempo as células eram irradiadas e novamente incubadas por
mais 24 horas, quando eram entéo fixadas com metanol por 1 minuto e depois
coradas com uma solugdo de Giemsa durante 13 minutos (J.T. Baker, Edo de
México, México) e analisadas ao microscépio de luz (Nikon triocular E200) para
a determinagdo da inibicdo parasitaria mediante o contagem em 300 células

infetadas e nao infetadas.

6.2.6. Analise estatistica

As concentragdes que inibiram 50 e 90 % dos parasitos dentro de uma
populagao (Clsy, Clgg) foram calculadas por regressdo sigmoide usando o
software XLfit4 a partir das percentagens de inibigdo de cada concentragao

avaliada.
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Os indices de seletividade (IS) foram calculados da seguinte forma: %
de inibicdo do parasito / % fotoxicidade em THP-1. IS >2 foram considerados
seletivos. Para comparagao foi utilizado o test Student’s, valores de p< 0.05

foram considerados estatisticamente significativos.

6.3 RESULTADOS

O efeito dos nanossistemas sobre promastigotas de L. braziliensis livres
esta apresentado nas figuras 10 e 11.

Na Figura 10 observa-se que o 6leo ndo tem efeito e o cremofor assim
como o veiculo (NE) inibiram o promastigota >99% quando diluido 10 vezes
antes e depois da TFD.

Tanto a PM quanto a AICIFt livre foram capazes de inibir o crescimento
de promastigotas de L. braziliensis quando irradiadas, TFD (Figura 11). Essa
inibicao foi de 97.18 -100% e com IS de 5.5 e 2 quando se encontravam em
concentragdes de 1500 pg/mL e 0.4 uM, respectivamente no sistema de NE.

No entanto, a AICIFt livre na concentracao de 0.004 uM n&o inibiu o
crescimento do parasito, em contraste ao observado com a PM (150 pg/mL)
que mostrou >73% de inibicdo dos promastigotas sem apresentar nessa
concentragdo um efeito téxico sobre as células THP-1 (Figura 11).
Adicionalmente, estes compostos mostraram Clso de 0.24+0.009 e <243.65 uM
para AICIFt e PM livre, respectivamente.

Quando a AICIFt foi veiculada no sistema de NE observou-se aumento
da inibicdo do crescimento do parasito depois da TFD (p<0.005). Esta inibicao

foi de 100% mesmo quando o sistema de NE foi diluido 1000 vezes (0.004 uM
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AICIFt), demostrando maior efetividade do AICIFt quando veiculada no
nanossistema NE (NE-AICIFt) quanto comparada a AICIFt livre. Além disso, o
sistema NE-AICIFt foi seletivo para inibir o parasito (IS 5.04) e nao foi toxico
para a célula hospedeira quando comparado a AICIFt livre (Figura 11).
Adicionalmente, a AICIFt livre ou no sistema de NE demostrou ser ativa so6
depois da TFD observando-se que o efeito antiparasitario é totalmente devido
ao fotossensibilizador e nao a fonte de luz, pois sem a irradiagcao a inibicao é
nula. A Clso da NE-AICIFt n&o foi determinada (Clsp <0.04uM).

Por outro lado, quando a PM foi veiculada no sistema de NE nao se
observou diferengas significativas (p<0.05) na taxa de inibigdo parasitaria antes
e depois da TFD. O sistema de NE PM (15%) demostrou ser capaz de inibir os
promastigotas até 98% com IS de 26.7, dada a concentragcdo de PM presente
no sistema de NE (1500 ug/mL), mas, este mesmo efeito ndo se apresentou na
concentragao de 150 pug/mL.

Adicionalmente, observou-se maior seletividade para inibir o crescimento
do parasito e nao destruir a célula de mamifero por parte do sistema de NE de
PM 15% (IS 26.7) do que a PM livre (IS 5.5). Finalmente, quando a AICIFt e a
PM foram combinadas em um mesmo sistema de NE (NE-AICIFt-PM),
observou-se efeito inibitério de 100% contra promastigotas de L. braziliensis
logo apos da TFD em todas as diluicbes testadas e com IF de 1.61 para
gquando o sistema de NE foi diluido 100 vezes. Por tanto, o sistema de NE
combinado (NE-AICIFt-PM 15%) demonstrou ser ativo e seletivo contra
promastigotas de L. braziliensis antes e depois da TFD. Este sistema
combinado mostrou ser mais ativo quanto a NE-AICIFt (p= 0.04) e NE-PM 15%

(p=0.004).
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Figura 10. Efeito citotoxico e fototdxico da nanoemulsdo e seus componentes (surfactante e 6leo) contra as promastigotas de L. braziliensis. A
toxicidade foi avaliada em células nao irradiadas (OJ/cm2) e irradiadas G&o_.:wv. Os dados sdo a média e desvio padrédo de dois experimentos
independentes e eles sdo expressos em percentagens de inibigcdo. * (p=0.005) AICIFt principalmente ativa em nanoemulsdo quanto livre, TFD; **
(p=0.04) Sistema de nanoemulsdo combinado + TFD mais ativo quanto a NE-AICIFt + TFD; *** (p=0.004) Sistema de nanoemulsdo combinado mais
ativo quanto a NE-PM15%, TFD.
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padrdo de dois experimentos independentes e eles sdo expressos em percentagens de inibicdo. * (p=0.005) AICIFt principalmente ativa em
nanoemulsdo quanto livre, TFD; ** (p=0.04) Sistema de nanoemulsdo combinado + TFD mais ativo quanto a NE-AICIFt + TFD; *** (p=0.004) Sistema
de nanoemulsdo combinado mais ativo quanto a NE-PM15%, TFD.
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O efeito dos nanossistemas em células THP-1 infectadas por
amastigotas intracelulares de L. braziliensis estd mostrado nas figuras 12 e 13
Na Figura 12 observa-se que os componentes do sistema de NE e o veiculo
nao mostraram atividade citotoxica sobre esta forma intracelular do parasito.

Ja na Figura 13 observa-se a inibicdo de 95.7 e 71.8% de amastigotas
intracelulares de L. braziliensis quando tratados com AICIFt livre na
concentracao de 0.8 e 0.4 uM, respectivamente e irradiados, TFD. Quando a
AICIFt foi incorporada no sistema de NE, a inibicdo antiparasitaria aumentou de
71.84 - 81.25% e de 27.65 - 58% para a AICIFt livre e no sistema de NE,
respectivamente, logo depois da TFD (p<0.05); quando a AICIFt encontrava-se
nas concentracbes de 0.4 e 0.13 uM. Além disso, apresentou indice de
fototoxicidade de 1.36 quando o sistema de NE foi diluido 100 vezes (0.4 uM).

A PM livre inibiu >56.6% e >44% dos amastigotas intracelulares na
concentracdo de 3000 e 1500 uM, respectivamente, com IS de 2.45 para esta
ultima; esta inibicdo antiparasitaria foi similar (p>0.05) quando a PM foi
incorporada ao sistema de NE, mostrando percentagem de inibicado >63% e
>41% nas concentragdes de 3000 e 1500 ug/mL. CI50 de 1897.66 uM + 179.68
e 2966.29 uyM + 277.66 foram determinadas para NE-PM15% e PM livre,
respectivamente.

Na Figura 13 pode-se observar que a taxa de inibicdo de crescimento de
amastigotas intracelulares logo depois da TFD chegou até 88.58% ainda
quando o sistema encontrava-se diluido 500 vezes; este ultimo foi observado
igualmente na forma de promastigota (Figura 11), onde o sistema de NE diluido

1000 vezes inibiu 100% o crescimento do parasito logo depois da TFD. Este
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sistema de NE combinado mostrou similar capacidade de inibicdo do que o
sistema de NE de AICIFt (p=0.17).

Finalmente, a AICIFt e a PM quando incorporadoras no sistema de NE
apresentaram efeito antiparasitario maior do que na sua forma livre

potencializando o efeito (p<0.05, ver Figura 13).
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Figura 12. Efeito citotdxico e fototdxico da nanoemulséo (veiculo) e de seus componentes (surfactante e 6leo) em amastigotas intracelulares
de L. braziliensis. A toxicidade contra as formas intracelulares do parasito foi avaliada em células n&o irradiadas (OJ/cm?) e irradiadas (5J/cm?).
Os dados sédo a média e desvio padrao de dois experimentos independentes e eles sdo expressos em percentagens de inibigao.
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Figura 13. Efeito citotdéxico e fototoxico de sistemas de nanoemulsdo contendo Aluminio-Cloro-Ftalocianina e/ou Paromomicina em amastigotas
intracelulares de L. braziliensis. A toxicidade foi avaliada em células nao irradiadas AO,_\Q:NV e irradiadas G.:os,_wv. Os dados sao a média e desvio padrao de
dois experimentos independentes e eles estdo expressos em percentagens de inibigdo. * p<0.05 maior inibigdo antiparasitaria da NE-AICIFt quanto AICIFt
livre, TFD; **p>0.05 Similar atividade leishmanicida da Paramomicina; ***p>0.17
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6.3 DISCUSSAO

A pesquisa de novas terapias para a leishmaniose envolve em sua primeira
fase pré-clinica, os ensaios in vitro contra as principais formas do parasito: a forma
promastigota, forma extracelular e a forma amastigota, forma residente nos
macréfagos. Normalmente, o promastigota é utilizado com a finalidade de se obter
um panorama geral do comportamento do farmaco em questdo, mas nao tem
grande importancia dado que a forma presente no hospedeiro doente & o
amastigota intracelular sobre o qual € dirigida a terapia leishmanicida (OLIVEIRA
et alli, 2004).

Neste estudo € apresentado sistemas de NE ativos tanto em promastigota
quanto amastigota intracelular com percentagens de inibicdo em geral até 100%
(Figuras 10 e 11). Adicionalmente, demostrou-se que o sistema de NE foi mais
ativo (p<0.05) que os mesmos compostos livres. O sistema combinado (NE-AICIFt-
PM) foi capaz de inibir o crescimento do parasito até mesmo quando os
compostos estdo mais diluidos (>90%); estes resultados mostraram que a
atividade leishmanicida é potencializada quanto os dois farmacos estao juntos.

O sistema de NE combinado mostrou atividade antiparasitaria antes e
depois da TFD, isto provavelmente pelo efeito tanto da PM ativa sem necessidade
de aplicagao da irradiagao e a AICIFt ativa logo da TFD. A TFD combinada com a
PM ja foi empregada em pacientes Iranianos com LC por L. major por Asilan e
Davami em 2006. Os autores mostraram que os pacientes tratados com creme PM
15% mais 12% de cloreto de metilbenzeténio em uma pomada a base de parafina
branca macia, tiverem menor efetividade quanto foi usada a TFD com 5-acido

aminolevulinico (5- ALA) onde as lesdes foram livres de amastigotas e a cura
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clinica foi observada com cicatrizes aceitavel, no entanto, efeitos adversos como
pruridos, queimacao, vermelhidao, secrecdo, edema e dor foram apresentados por
todos os grupos tratados. (ASILIAM & DAVAMI, 2006).

A atividade leishmanicida dos sistemas de NE demostra que eles sao bons
veiculos para transportar a AICIFt como foi reportado por Muelhmann e
colaboradores (MUELHMANN et alli, 2015), tendo em conta as suas propriedades
coloidais e fisico-quimicas, além de permitirem a permeabilidade dos compostos
em sistemas in vitro, importante pois para exercerem efeito terapéutico esses
farmacos devem atravessar as membranas celulares tridimensionais de modo a
alcangar o parasito intracelular: primeiramente a membrana do macréfago ou
célula alvo, depois a do fagolisossoma e finalmente a do parasito (WALLER &
MCDONALD, 2002; CUNNINGHAM, 2002). Além, a agdo da TFD sobre o FS é
vital para a geracdo de ERO desencadeantes da morte do parasito. Do mesmo
modo, propriedades como a carga e a estrutura do FS parecem ser fatores
determinantes do efeito leishmanicida: agentes catibnicos poderiam ser mais
efetivos contra a superficie negativamente carregada do parasito (AKILOV et alli,
2006).

A AICIFt nas concentracdes avaliadas neste estudo ndo apresentou efeito
contra o parasito quando nao irradiada e a atividade da PM n&o foi afetada pela
irradiagcao. A FTD é descrita por ser seletiva contra a célula alvo (KHARKWAL et
alli, 2011), neste trabalho, o sistema de NE-AICIFt e combinado ativos na forma de
amastigota intracelular mostraram IS >1.5 quando encontravam-se a AICIFt e PM
na concentragdo de 0.4 pM e 1500 pg/mL, respetivamente. O sistema de NE-

PM15% mostrou IS de 30.72. Estes resultados demostram a seletividade
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principalmente da PM contra o parasito e ndo contra o macrofago THP-1 utilizado
como ceélula alvo da Leishmania neste estudo.

A literatura ainda ndo reporta estudos deste FS contra L. braziliensis, no
entanto, outros autores tem testado o efeito in vitro e in vivo deste FS livre em L.
amazonensis, L. chagasi e L. panamensis. Dutta e colaboradores (2005)
reportaram o efeito citolitico da TFD mediada por AICIFt (1pg/mL, 3.5Joules/cm?2)
em promastigotas e amastigotas de L. amazonensis, perda do flagelo e da
mobilidade, assim como altera¢gdes na forma do parasito (Dutta et alli, 2005). Do
mesmo modo, Valdivieso em 2010 demonstrou o efeito antiparasitario da AICIFt
apos irradiagdo (5 joules/cm2) em promastigotas e amastigotas intracelulares de
L. panamensis (CCsp 0.06 + 0.01uM) para promastigotas 24 horas apods irradiagéao.
A forma intracelular foi inibida nas concentracdes de 1.66 e 0.55 uM 72 horas apos
irradiacédo; além de alteragdes na morfologia, fragmentacdo nuclear, perda do
nucleo e/ou kinetoplasto e do potencial de membrana mitocondrial. A atividade in
vitro da AICIFt apdés irradiagdo (10 joules/cm2) em promastigotas de L.
panamensis e L. chagasi também foi testada por Escobar e colaboradores (2006),
os autores mostraram DEsp de 0.17 e 0.0033 uM sobre esses parasitos. Por outro
lado, Dutta e colaboradores reportaram o efeito sinérgico de dois
fotossensibilizantes (AICIFt e Uroporfirin) em modelos in vitro e in vivo de L.
amazonensis, eles demostraram que esta mistura aumentava a eficacia da TFD
sobre o parasito (DUTTA et alli 2012). Em adi¢cdo, dado a atividade in vitro
demostrada pela AICIFt contra este parasito, veiculos como os lipossomas ultra
deformaveis tem demostrado ser efetivos contra L. panamensis e L. chagasi: Apés

irradiacdo (17joules/cm2) a Clsp para inibir promastigotas e amastigotas
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intracelulares de L. panamensis foi de 0.31u0.02 e 1.49(10.01nM, respetivamente;
assim mesmo, a Clsy para inibir formas extracelulares e intracelulares de L.
chagasi foi de 0.03x0.0003 e 0.69+0.08 nM, respetivamente. Os lipossomas
demostraram ser mais efetivos para inibir o parasito que o FS livie (HERNANDEZ
et alli, 2012). Neste estudo, a nanoemulsdo inibiu igualmente ambas formas da L.
braziliensis, a AICIFt livre e em NE apds da TFD (5joules/cm?2) foi eficaz contra o
parasito, sendo que concentracdes menores de 0.08 uM foram suficientes para
inibir 50% da populag¢ao do parasito

Poucos estudos in vivo séo reportados utilizando este FS para tratar lesbes
cutdneas da Leishmania spp, Hernandez (2010) testou duas formulagdes de
AICIFt in vitro e em lesbes causadas por L. amazonensis no modelo de hamster
dourado: a solugao (AICIFt em solugdo) composta por 2.5mg FS dissolvido em
DMSO: tween80: agua milliQ nas propor¢des de 35: 7: 21.4: 42.9 e a formulagao
de dois (AICIFt gel) composta por carbopol 940, agua milliQ, trietanolamina e a
AICIFt dissolvida em DMSO: tween80: isopropanol: propilenglicol nas proporgdes
de 33.4: 33.4: 16.6: 16.6. In vitro a primeira formulagédo foi menos ativa do que a
AICIFt livre em promastigotas, amastigotas intracelulares e amastigotas axénicos
usando uma fluéncia de 3 joulios/cm2. In vivo, a primeira formulagao foi efetiva
permitindo a cura das lesbes apos de 12 semanas do tratamento, mas a
formulacao dois nao foi efetiva para tratar este tipo de lesoes.

Por outro lado, embora se encontrasse adsorvida na superficie dos
nanossistemas, a PM mostrou ser ativa contra o parasito, mas, ndo mais que a
AICIFt como foi descrito acima. A PM tem sido testada in vitro, in vivo e em

estudos clinicos principalmente em espécies da leishmania causante da LC do
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Velho Mundo, ela é considerada uma excelente farmaco por sua baixa toxicidade,
no entanto, a efetividade ainda das formulag¢des atuais € muito variada (ASILIAN &
DAVAMI, 2011).

Alguns estudos mostram o efeito das formulagdes tdpicas existentes de PM
em espécies causantes de LTA do Novo Mundo: a efetividade do tratamento
topico do gel hidrofilico de PM 10% para diminuir o tamanho das lesées em
camundongos infetados com L. amazonensis e L. braziliensis foi reportada por
Santos e colaboradores (2005), os autores consideraram a formulagdo de PM
mais efetiva para tratar lesdes por L amazonensis do que as induzidas por L.
braziliensis, além de mais eficaz do que o antimonial usado como controle. Novos
estudos usando nanoestruturas como mecanismo de transporte de farmacos tém
sido reportados com PM. Brugués e colaboradores (2015), por exemplo,
demostraram o efeito in vitro em promastigotas de L. infantum e L. major (Clsg
12.16 e 23.31 pg/mL, respectivamente) de um nanogel micelar de PM, o nanogel
mostrou ser mais ativo do que a PM em solugao. Além dessas outras formulagdes
como as formulagdes lipossomais de PM (10 e 20%) tem mostrado ser em
capazes de curar lesdes de LC em camundongos Balb/c mediante a aplicagéao
tépica (50mg/2 dose dia/4 semanas), conforme descrito por Jaafari e
colaboradores em 2009. Em adigc&o, nanoparticulas de PM (NP-PM) mostraram
inibir espécies da Leishmania spp, espécies relacionadas a LC no Velho Mundo
(L. majore L. tropica) (HEIDARI-KHARAJI et alli, 2015).

Entretanto, apesar dos estudos relatados na literatura mostrando a eficacia
da AICIFt e da a PM para inibir o protozoario Leishmania spp, pouco € conhecido

acerca do seus efeitos contra L. braziliensis, espécie alvo deste trabalho; aqui é
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demostrado que cada um desses compostos individualmente destrdi o parasito, a
AICIFt mais que a PM. Este € o primeiro estudo onde se avalia a agao combinada
da AICIFt + TFD e PM com resultados promissores. O sistema combinado de NE
avaliado demostrou ser um excelente veiculo para transportar estes dois
compostos tendo em conta além de sua atividade antiparasitaria, suas
carateristicas coloidais e fisico-quimicas como foi mencionado em capitulos
anteriores; estes sistemas de NE poderiam ser avaliados em modelos in vivo de L.
braziliensis e poderiam ser uma alternativa em meédio prazo na terapia desta
doenca negligenciada e de alto impacto sobre a saude publica dos paises onde

ela é endémica.
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7.1 INTRODUCAO

As pesquisas que tratam do desenvolvimento de nanossistemas a serem
utilizados em sistemas biologicos, assim como as que tratam de novos
farmacos, devem considerar, além da eficacia, a seguranga dos mesmos
(MARQUIS et alli, 2009; GREISH et alli, 2010; ARORA et alli, 2012). Por isso,
as etapas pré-clinicas devem nao sé envolver a sintese de uma molécula, os
testes fisico-quimicos da mesma, a avaliagdo da sua bioatividade, mas também
estudos de toxicidade e genotoxicidade, entre outros (MARQUIS et alli, 2009;
NIH, 2010).

Tendo em conta que a Leishmania € um parasito intracelular obrigatério
(CUNNINGHAM, 2002), a avaliagdo da toxicidade dos nanomateriais que
possam ser usados no tratamento desta doenca é de grande importancia,
principalmene devido as condi¢gdes onde o parasito sobrevive e prolifera no
hospedeiro vertebrado. De tal forma, que a existéncia de uma seletividade pela
eliminagao do parasito e ndo pela célula hospedeira deve ser demonstrada.

O teste de proliferagdo celular in vitro € uma técnica que envolve
manipulagdo minima das células e obtencdo de resultados reprodutiveis. Esta
técnica envolve a quantificacdo do composto formazan originado pela redugao
do sal de tetrazdlio como indicador do metabolismo celular, o qual € monitorado
mediante densidade éptica (MOSSMANN, 1983).

Por outro lado, o teste de micronucleos considerado um teste de
toxicidade genética in vivo permite avaliar a capacidade de algumas moléculas
em induzir dano genético em células, dano esse que pode ser visualizado em
células em divisdo celular, mais especificamente células em metafase. Esse

tipo de dano é mais facilmente visualizado em eritroblastos, pois essas células,
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que se origem na medula éssea a partir de uma célula tronco hematopoiética,
expulsam o nucleo e se diferenciam em eritrécitos policromaticos. Estes
quando na corrente sanguinea se diferenciam em eritrécitos nhormocromaticos
e, posteriormente em eritrécitos. Os micronucleos aparecem nas células filhas
em decorréncia de danos induzidos nas células parentais. Os fragmentos
cromossOmicos que resultam de quebra podem apds a mitose nao serem
incorporados no nucleo principal das células filhas (ARENCIBA et alli, 2009).

Esses testes sdo aceitos e recomendados pelas agéncias internacionais
e por instituicbes governamentais para avaliar a toxicidade inicial de novos
produtos farmacéuticos antes do inicio de estudos clinicos, da comercializagao
e do registro dos mesmos de modo a evitar a exposicao humana a substancias
toxicas (LUZHNA et alli, 2013).

Com base no exposto, no presente capitulo sera avaliada (1) a
proliferacdo de células THP-1 diferenciadas em seu fenétipo aderente apés
exposi¢cao aos nanossistemas; (2) efeito genotdxico dos nanossistemas e (3)

mudangas nas células sanguineas em camundongos saudaveis.

7.2 METODOLOGIA

7.2.1 Ensaios de toxicidade e fototoxicidade em células THP-1 n&ao

infetadas: um ensaio in vitro

A toxicidade e a fototoxicidade (pds-irradiagao) dos sistemas de NE de
AICIFt e PM sobre células da linhagem monocitica humana, células THP-1,
diferenciadas com acetato miristato de forbol (PMA) em seu fendtipo aderente

foram avaliadas in vitro.
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Resumidamente, células THP-1 diferenciadas (8x10° células/mL) foram
ressuspensas em meio RPMI e mantidas em incubadora, cuja atmosfera era de
5% de CO,, a umidade 95% e a temperatura de 37 °C, durante 72 horas.
Posteriormente, sistemas de NE em quatro dilui¢des (1:2, 1:10, 1:100, 1:1000)
foram adicionados as culturas e estas foram novamente incubadas; células
sem NE foram mantidas em meio de cultura, constituindo o grupo controle.
Apods 24 horas, as células foram irradiadas utilizando-se o fotorreator LuzChem
como descrito no capitulo anterior, item 6.2.5 e novamente incubadas por mais
24 horas. Quando entao foram submetidas ao ensaio colorimétrico de MTT (3-
(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5 difeniltertrazolim brometo) (2.5mg/ml, Merck) para
determinar-se a toxicidade das nanoemulsdes. A densidade Optica foi

determinada a 580 nm espectrofotometricamente.

7.2.2 Efeito genotoxico dos nanossistemas: um ensaio in vivo.

O possivel efeito genotdxico dos nanossistemas foi avaliado por meio do
ensaio de micronucleo utilizando-se células da medula 6ssea de camundongos
BALB/c tratados topicamente, na base da cauda (Figura 14), com cada um dos
sistemas de nanoemulsao (40uL) durante 15 dias (uma dose a cada trés-

quatro dias).
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Figura 14. Sistema de irradiado. A: Tratamento realizado na base da cauda (40uL)
dos sistemas de nanoemulsdo. B: Camundongos Balb/c irradiados 20 J/cm? durante 7
minutos na base da cauda tratada com os sistemas de nanoemulséo.

Assim, quatro grupos experimentais (trés animais por grupo) foram
testados: grupo 1, animais tratados com NE-AICIFt; grupo 2, animais tratados
com NE-PM15%; grupo 3, animais tratados com NE-AICIFt/PM15% e grupo 4,
animas tratados com o veiculo (NE). Apds do tratamento, os animais foram
mantidos no escuro por 30 minutos; posteriormente, os grupos 1 e 3 foram
irradiados durante sete minutos (20 Joules/cm?) com a lampada LumaCare®
LC-122A equipado com um filtro de fibra optica e comprimento de onda
especifica de 672nm +40nm (Figura 12).

Antes, durante e depois de finalizado o tratamento tdpico, os
camundongos eram observados considerando-se possiveis efeitos colaterais
na pele tratada, tais como irritabilidade, vermelhiddo ou lacerag¢des. O registro
fotografico foi feito no dia 0 antes do tratamento e nos dias 7 e 15 de
tratamento e TFD. Adicionalmente, determinou-se o peso dos camundongos

antes e depois de terminado o tratamento (Figura 15).
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Figura 15. llustracdo da pesagem de camundongos Balb/c tratados com
sistemas de nanoemulséo.

7.2.2.1. Coleta de sangue e de medula 6ssea

Depois de seis dias de tratamento, os animais foram devidamente
anestesiados com uma solugdo de ketamina (80 mg/kg de massa corporea) e
xilazina (10 mg/kg de massa corporea), por via intraperitoneal, e tiveram o
sangue coletado por pungao cardiaca para a realizagcdo de hemograma
completo. Todas as dosagens foram realizadas em Contador automatico no
Laboratério Veterinario (Health animal diagnostic S.A.S, Bucaramanga,
Colombia)

Cada animal teve também as epifises dos fémures seccionadas e com o
auxilio de uma seringa contendo 1 mL de soro fetal bovino (SFB), em
temperatura ambiente, removeu-se a medula 6ssea para realizar-se 0 ensaio
de micronucleo. O material foi homogeneizado e centrifugado por 10 minutos a
5000 x g; depois disso o sobrenadante foi descartado e o sedimento

ressuspenso em 50 ul de SFB e, posteriormente 10 yl do homogeneizado foi
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estendido em lamina de microscopio. Apds secagem das laminas, a
temperatura ambiente, o material foi fixado em metanol por cinco minutos,
quando foi entdo corado com uma solugdo composta de 1mL de Giemsa e
14mL de tampao fosfato durante 15 minutos. A frequéncia de micronucleos foi
determinada em 2000 eritrécitos policromaticos (2 Iaminas total/animal)

utilizando microscopia de luz com um aumento de 100X.

7.2.3 Consideracées éticas

Os testes em animais realizados no presente estudo consideraram as
disposigdes da Lei 84 de 1989, da Republica da Colémbia (Carta Nacional para
a Protecdo dos Animais), que refere-se ao uso de animais vivos em
experimentos e pesquisas; Titulo V da Resolugcdo No. 008.430 de 1993 do
Ministério da Saude sobre "investigacdo biomédicas envolvendo animais" e de
acordo com a resolucao 594 de 1996.

Além disso, o uso e o respectivo cuidado dos animais ocorreram sob as
normas internacionais de "Canadian Counsil on Animal Care (CCAC)" guia
"National Inttutes de Saude (NIH)" para o cuidado e uso de animais de
laboratério e protocolos estipulados pelo Biotério do Centro de Investigagdo em
Doencas tropicais da Universidad Industrial de Santander, Bucaramanga,

Colémbia.

7.2.4 Analise estatistica
As concentragdes citotdxicas 50 e 90 (CCsp, CCgq) foram calculadas a
partir das percentagens de citotoxicidade com as concentragdes avaliadas com

cada sistema de NE mediante regressao sigmoide utilizando o software XLFit4.
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A normalidade dos dados do peso dos camundongos foi mensurada pelo
teste de Shapiro-Wilk (p>0.05), posteriormente, foi realizada a analise de
variancia (ANOVA) de dois fatores com medidas repetidas em um fator. O teste
de Levene para o estudo da homogeneidade de variancia foi utilizada: assume-
se a homogeneidade da variancia. Estes analises foram realizadas utilizando o

software estatistico SPSS 15.0 para Windows.

7.3 RESULTADOS

A toxicidade dos componentes do sistema de NE, da AICIFt e a PM livre
e em sistemas de NE foram avaliadas em células THP-1 diferenciadas em seu
fendtipo aderente antes e depois da TFD. Os resultados se mostram nas
figuras 16 e 17.

Na Figura 16 ao avaliar os componentes do sistema de NE observa-se
que o cremofor utilizado como surfactante apresentou alta toxicidade (~90%)
em células THP-1 quando foi diluido até 10 vezes. Isto se reduz a 4.59 e 0%
logo depois da TFD quando foram diluidos 100 e 1000 vezes, respectivamente.
O ¢leo de ricino apresentou baixa toxicidade e fototoxicidade sobre estes
células (<14%). Por outro lado, o veiculo que contem tanto cremofor como 6leo
de ricino, demostrou ser fototéxico induzindo 91.7 e 90.78% células THP-1 a
morte quando foi dissolvido duas e dez vezes, respectivamente. Esta
fotoxicidade foi de 3.2 e 0% quando foram dissolvidos 100 e 1000 vezes,
respectivamente.

Ja na Figura 17 observa-se que a PM livre induziu toxicidade >78%

quando se encontrava na concentracado de 75000 upg/mL (diluigdo 1:2), no
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entanto, este toxicidade foi diminuia para 37, 19 e 0% quando foi diluida 10
(150000 pg/mL), 100 (1500 pg/mL) e 1000 (150 pg/mL) vezes,
respectivamente. Por outro lado, a AICIFt livre induziu morte de até 50% das
células ap6s a TFD na concentragéo de 0,32 uM (1:100). A PM e AICIFt + TFD
apresentaram CCsg igual a 40,02+2.8 nM e 0.33+0.02 uM, respetivamente.

Posteriormente, a AICIFt e a PM foram incluidas nos sistemas de NE de
maneira independente como foi descrito em materiais e métodos. Os sistemas
de NE diluidos duas e dez vezes foram toxicos e fototoxicos para as células
THP-1, correlacionando com os resultados obtidos com o veiculo que também
foi toxico e fototdxico nas mesmas diluicbes. No entanto, os sistemas de NE de
PM quando foram dissolvidos 100 vezes (1500 ug/mL) apresentaram baixa
toxicidade, menor que 2%, e toxicidade nula na diluicao 1:1000 (150 pg/mL).
Ao avaliar a PM livre, observam-se resultados similares aos descritos
anteriormente: a PM livre matou até 80% das células na concentragdo maxima
avaliada (75000 pg/mL). No entanto, esta citotoxicidade e fototoxicidade foram
menores a obtida com o sistema de NE quando diluido 10 vezes. Contudo, a
PM no sistema de NE mostrou menor toxicidade e fototoxicidade (<1.87% PM-
SNE versus <18.5% PM-livre) na concentracdo de 1500 pg/mL (1:100). Tanto a
PM livre quanto a contida no sistema de NE n&o foram toxicas nem fototoxicas
na concentragao de 150 ug/mL (1:1000) sobre as células THP-1.

Por outro lado, ndo se observaram diferencias significativas (p>0.05) em
nenhuma das concentragdes da AICIFt livre ou incorporada no sistema de NE
logo apés a TFD, quando foram avaliadas sobre células THP-1.

Finalmente, avaliaram-se os sistemas de NE combinados, antes e depois

da TFD. Observou-se a mesma toxicidade e fototoxicidade causada
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possivelmente pelo cremofor presente no sistema de NE nas duas primeiras
diluicbes avaliadas (Figura 17). Quando nao irradiados os sistemas dissolvidos
100 e 1000 vezes nao se mostraram citotoxicos. No entanto, quando irradiados
os sistemas, diluidos 100 vezes, induziram fototoxicidade superior a 42.04%,
tal como o observado com o sistema de NE de AICIFt logo da TFD. Quando
diluidos 1000 vezes, os sistemas de NE combinados ndo foram citotoxicos.

A Tabela 6 ilustra os resultados da analise do sangue dos camundongos
tratados topicamente com sistemas de NE. Em geral, ndo foram observadas
mudangas significativas nos parametros sanguineos dos camundongos, alguns
deles apresentaram valores baixos de hematdcrito, hemoglobina e volume
corpuscular meio (VCM) menor que o valor da referéncia. Adicionalmente foi
observada trombocitopenia em todos os camundongos tratados. Os demais

parametros sanguineos permaneceram normais.
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Figura 17. Citotoxicidade e fototoxicidade dos componentes e sistemas de nanoemulsdo contendo Aluminio-Cloro-Ftalocianina
e/ou Paromomicina sobre células THP-1 ndo infectadas. A taxa de morte em células THP-1 ndo infectadas e tratadas com os sistemas de
nanoemulsdo e seus componentes (surfactante e 6leo) foi avaliada nao irradiadas (0J/cm?) quanto irradiadas (5J/cm?). Os dados sdo a média
e desvio padrao de dois experimentos independentes
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Tabela 6. Resultados hematoldgicos de camundongos Balb/c tratados topicamente com os sistemas de nanoemulsdo. A analise foi
realizada por métodos automatizados seis dias depois de finalizado o tratamento. Os dados sao a média + desvio padrao dos
resultados da analise do sangue por grupo experimental.

_umﬁmBm:o.m Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Unidades VR
hematoldgicos
Hematécrito 38,7041.46 36,19+2.96 34.13+3.45 38,48+1.25 % 36-46
Hemoglobina 13,53+0.13 1314117 12,6341.73 12,840.64 g/di 12-15
Hemacias 7.55+0.36 7.37+0.24 6,67+0.62 6,60+1.30 x10%/uL 5,60-7,89
VCM 53.43+0.67 5043+4.92 54 43+3.94 43.26+7.37 FI 53,0688
HCM 16,56:£0.59 17,03+0.76 17,53+1.19 16,83+0.85 Pg 16,0-23,1
CHCM 32.841.64 35.5+0.70 32.73+1.79 33,13+0.89 g/di 30,0-34,1
RDW-SD 23.4+2.01 22.66+3.34 2114158 21431261 Fi
Glébulos brancos 4366,6641290.09  8000+1464.24 8003,33+27.23 2436,66+399.03 x/mm® 2900-15300
Neutréfilos 22,3346.08 19,33+4.41 25+4.47 26,66+6.28 % 10-30

o . 65-85
Linfcitos 75.33+4.92 77.33+2.73 7142.36 714715 %
Eosindfilos 1,66+1.03 2.33+1.36 2.6642.06 1,66+0.51 % 0-6

0-5

Monocitos 0,33+0.51 0,66+0.51 0,6620.51 0,6620.51 %
Basofilos 0,33+0.51 0,33+0.51 0,6620.51 - % 0-1
Bandas - - - - % )
Plaquetas 166633,331768,68  325666,66:44419.44 88333.33+13662.60  115500+62008.06  x/mm’ 450000-900000
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Conforme se observa na Tabela 7 os sistemas de Nanoemulsdo n&o se
mostraram genotdxicos para camundongos Balb/c; a frequéncia de micronucleos
(0-3) observada nos eritrécitos policromaticos dos camundongos tratados
topicamente com os diferentes sistemas foi similar ao numero basal de
micronucleos detectada em camundongos Balb/c (ARENCIBIA et alli, 2009).

Ainda na mesma tabela observa-se que o tratamento topico com os
diferentes sistemas nao afeta o peso dos animais (F=3,371, p=0.075), tampouco
foi estabelecido um efeito significativo das interagdes nos diferentes sistemas de

NE e o tempo de tratamento (F=1.287, p=0.318).

Tabela 7. Genotoxicidade induzida pelos sistemas de Nanoemulsdo e rastreamento do
peso dos camundongos no inicio e final do tratamento. Os dados sdo a média + desvio
padrao dos resultados obtidos por grupo experimental.

Grupo experimental Frequéncia de MC-EPC (%) Peso inicial Peso final
(Gramas) (Gramas)

1 (NE-AICIFt) 0.15+0.04 26.73+1.36 27.441.34

2 (NE PM 15%/AICIFt)  0.16+0.05 25.16+2.56 26.13+2.84

3 (NE PM 15%) 0.16x0.02 22.53+1.67 24.23+1.38

4 (veiculo) 0.06+0.02 22.36+0.85 23.4+0.44

MC-EPC: micronucleos presentes em eritrocitos policromatofilos; EP: eritrocitos policromatofilos.

Adicionalmente, ndo foram observados sinais de irritabilidade, vermelhidao
ou laceragbes na pele dos camundongos tratados topicamente com os sistemas

de NE (ver figura 15)
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NE-AICIFt/PM NE-PM15% Nanoemulsao

Figura 18. Aspecto da pele dos camundongos tratados com os sistemas de nanoemuls&o. Sinais
de irritabilidade, vermelhidado ou laceragdes na pele (base da cauda) de camundongos Balb/c
tratada topicamente durante 15 dias com os sistemas de nanoemulsado foram avaliados antes (dia
0), durante (dia 7) e no fim do tratamento (dia 15).

7.4 DISCUSSAO
Ao avaliar-se a citotoxicidade dos compostos livres e incorporados em
sistemas de NE sobre células THP-1 transformadas antes e depois da TFD
observou-se que a AICIFt apds da TFD induz CCsy similar estando livre ou no
sistema de nanoemulsdo (CCsy 0.33+0.02 versus 0.35+0.09, respectivamente);
neste caso, a toxicidade induzida pela NE poderia ser devido ao cremofor

utilizado; este induziu toxicidade >88% quando concentrado, o que ja era
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esperado dada sua naturaliza de surfactante (Figura 16). A fototoxicidade da
AICIFt livre e lipossomal sobre as mesmas células THP-1 transformadas foi
reportada em 2012 por Hernandez e colaboradores, esses autores mostraram que
a CCsp induzida pela AICIFt livre e lipossomal apos a TFD (17joules/cm2) é igual a
22.50£0.33 e 1.35£0.01 nM, respectivamente, mostrando que o veiculo foi mais
téxico do que a AICIFt livre.

Fotossensibilizantes como a ftalocianina apresentam maxima absorgdo no
espetro na denominada banda Q (600-690nm) o que permite uma maior
penetracdo do FS nos tecidos. Esta carateristica faz da AICIFt um excelente
composto ativo para ser internalizado pelas células alvo (MACDONALD &
DOUGHERTHY, 2001). Demidova e Hamblin (2004) reportam um receptor classe
A tipo “scavenger’ que estaria envolvido na unido macréfago-FS, isso poderia
estar relacionado com a fototoxicidade da AICIFt +TFD sobre as células THP-1
como foi observado no trabalho independente da presenca do cremofor e também
teria influéncia na internalizagao celular do FS. A localizagao subcelular dos FS é
importante para microrganismos intracelulares obrigatérios cuja localizagdo dentro
da célula pode ser citoplasmatica (T. cruzi) ou nos compartimentos celulares
(Leishmania spp). Desta forma, FS como porfirinas, derivados benzoporfirinicos,
Fotofrin® e Foscan®, entre outros, sdo reportados por localizarem-se nos
lisossomos, nas mitocondrias, na membrana plasmatica, no complexo de Golgi ou
no reticulo endoplasmatico (CASTANO et alli, 2004). No caso da AICIFt a sua
localizacdo mostrou ser citoplasmatica e mitocondrial em células THP-1

(VALDIVIESO, 2010).
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A PM livre e a contida em NE, n&o induziu toxicidade celular
(CC50>141.30nM).

E importante destacar que a toxicidade do cremofor foi baixa quando ele foi
dissolvido >10 vezes, concentragcdes que nao afetaram a atividade sobre o
parasito, dado que sendo o sistema de NE diluido, a inibicdo parasitaria ainda foi
observada (figura 11 e 14). Adicionalmente, nas diluigdes onde o cremofor ndo foi
fototoxico (1:100), IS de 30.72, 1.60 e 1,55 foram calculados para os sistemas de
NE de PM15%, AICIFt, AICIFt -PM15%, respetivamente.

Neste sentido, os sistemas de NE apresentam seletividade pela inibicdo
do parasito na forma intracelular e ndo pela célula hospedeira.

A toxicidade in vivo da PM foi descrito por Kalantari e colaboradores
(2014), esses autores reportaram que PM lipossomal n&o é téxica para o figado e
rins de ratos Wistar.

A avaliagdo da genotoxicidade dos sistemas de NE foi realizada no
modelo murino de camundongos Balb/c, pois este modelo ja foi considerado como
ideal para ensaios de genotoxicidade devido a susceptibilidade dos animais a
substancias com acgao genotoxica (ARENCIBA et alli, 2011). Este método permite
observar lesdes criptogenéticas nos cromossomas em um sistema vivo, 0s
sistemas de NE e o veiculo ndo induziram a formagao de micronucleos na medula
O0ssea dos camundongos Balb/c tratados; a percentagem de micronucleos (0O-
0.3%) encontra-se dentro dos valores normais para estes animais (ARENCIBA et
alli, 2003; 2011).

Adicionalmente, tendo em conta o efeito in vitro do cremofor nas células

THP-1, foi avaliada a aparéncia da pele dos camundongos tratados topicamente
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com os sistemas de NE e irradiados a fim de observar qualquer sinal de
irritabilidade, vermelhiddo ou laceracdo. Neste sentido, durante e depois de
finalizado o tratamento, ndo foram observadas reag¢des cutaneas nem mudancas
no peso dos camundongos, 0 que se mostra interessante, pois poderia indicar que
a nanoemulsao e as condi¢cdes da terapia como tempo do tratamento, intensidade
da irradiacdo, local anatdmico da aplicacdo foram bem sucedidos mantendo a
qualidade de vida dos animais.

Finalmente, foi realizado o hemograma dos camundongos a fim de conhecer
possiveis alteragbes nos tipos celulares do sangue ou outros paréametros
sanguineos. Parédmetros como hemoglobina, hematécrito e VCM (indice
eritrocitario que reflete o tamanho dos eritrécitos, LEON et alli, 2011) foram
encontrados com valores inferiores aos de referéncia; estes dados ndo teriam um
valor diagnostico significativo; Leon e colaboradores (2001) indicaram que estes
parametros do sangue podem estar diminuidos com a idade em ratos Sprague
dawley, o qual poderia se relacionar com os roedores.

No entanto, a diminuicdo no numero de plaquetas em todos os
camundongos examinados (75000-370000x/mm3) foi observada (Tabela 6).
Alteracado na quantidade de plaquetas é conhecida como trombocitopenia, estas
estruturas estdo envolvidas no processo de coagulacdo do sangue, uma
diminuicdo no numero delas facilitaria uma hemorragia, formagcéo de hematomas
ou pontos vermelhos na pele. A trombocitopenia tem distintas causas: a) produgao
insuficiente b) destruicdo ou utilizagdo c) distribuigdo ou armazenamento
inadequados no organismo (rapto plaquetario), d) perda acelerada; e€) menor

frequéncia induzida por farmacos que tem capacidade de destrui-las ou
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interromper o processo de geragdo das mesmas no organismo (DANIELETTO et
alli, 2016; ARCILA et alli, 2010). Ja foi reportado que alguns antibiéticos como
Vancomicin, Penicilina, Trimetoprim e Ripampicina, assim como o Alopurinol, o
Diazepan, entre outros, podem causar trombocitopenia em pacientes
(DANIELETTO et alli, 2016; GRANA et alli, 1995). Além disso, é importante ter em
conta também que condi¢gdes alimentares, ambiente, local e método de extragao
do sangue influenciam nos parametros hematoldgicos (BALKAYA et alli, 2001).
Em vista que todas as amostras de sangue analisadas mostraram as
mesmas alteragdes, poder-se-ia sugerir que o tratamento com estes sistemas de
NE e com o veiculo estariam tendo algum efeito colateral sobre a série
plaquetaria; no entanto, na pele tratada dos camundongos néo foi observado sinal
de pontos vermelhos na pele ou hemorragia. A literatura menciona que pequenos
animais apresentam agregagao leucocitaria dado que os leucécitos tem tendéncia
a unir-se com as plaquetas, o qual se traduz em aumento da contagem de
leucécitos e diminuigcao plaquetaria (ARCILA et alli, 2010), isto poderia ser devido
ao equipamento automatizado (citometria do fluxo) utilizado para fazer o
hemograma que discrimina por tamanho mas n&o por células, de tal forma que
estas analises devem ser feitos manualmente, no entanto, a agregacgao
plaquetaria € contundente como foi observado nos esfregagos de sangue
analisados neste estudo. E sugerido que estes resultados devem confirmar-se

realizando um seguimento do hemograma durante o tratamento.
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Avaliacdo da permeabilidade, retengdo ex vivo e biodistribui¢do in vivo dos
sistemas de nanoemulséo

8.1. INTRODUCAO

A manifestacido clinica mais comum da LTA é a forma cutanea, isso
permite pensar que os tratamentos tépicos devam ser os de primeira escolha,
pois além de atingirem facilmente o local afetado, ndo provocam toxicidade
sistémica como o tratamento administrado via parenteral (GUY et alli, 1987;
BOCXLAER et alli, 2016). Ressalta-se o fato de que o principal inconveniente
dos cremes e géis utilizados para tratar topicamente a LC no Velho Mundo séo
principalmente a irritacdo e a dificuldade de permeacédo do farmaco na pele
(SOTO et alli, 1998; SALAH et alli, 2013; JAMIL et alli, 2015; BOCXLAER et
alli, 2016).

A pele é formada por duas camadas principais de células, uma mais
interna, de origem mesodérmica - a derme, e uma mais externa, de origem
ectodérmica - a epiderme. A derme é formada por tecido conjuntivo, rico em
vasos sanguineos, nervos, glandulas sebaceas e as sudoriferas (LIUZZI et alli,
2016). A epiderme é constituida por um epitélio estratificado pavimentoso
queratinizado, cujas células estado dispostas em estratos sendo eles do mais
profundo para o superficial: (a) o estrato basal — composto por células
cilindricas em intensa atividade mitética que se diferenciam em queratinécitos;
(b) o estrato espinhoso — constituido por quatro a seis camadas de
queratindcitos; (c) o estrato granuloso — constituido de células cujo citoplasma
contém granulos de queratina-hialina; (d) estrato cérneo — composto por
queratinécitos achatados, mortos, anucleados e com o citoplasma repleto de
queratina. Este ultimo estrato é considerado uma barreira pouco permeavel

para o ambiente externo, tornando-se o principal obstaculo para a entrada de
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substancias para o interior do corpo (ROSS & PAWLINA, 2007; LIUZZI et alli,
2016). O veiculo utilizado para transportar o farmaco de interesse dever ser
capaz de ultrapassar essa barreira e alcangar o local de agdo (ROSS &
PAWLINA, 2007; LIUZZI et alli, 2016). Além disso, a que se considerar que a
acao terapéutica de um determinado farmaco administrado topicamente vai
depender, além do sistema de transporte do farmaco, do principio ativo e da
sua interagdo com a pele (FINNIN & MORGAN, 1999; BOCXLAER et alli,
2016).

A via transdérmica é uma forma de administracdo ndo invasiva de
farmacos através da pele que permite a liberacdo sistémica dos mesmos
(BERNER & JOHN, 1994). A agressividade minima na aplicagdo, com reducao
da dor no caso de uma inje¢ao, a administragédo dirigida de farmacos e maior
farmacocinética sdo algumas das vantagens descritas desta via (CEVC &
VIERL, 2010; LIUZZI et alli, 2016). No entanto, um dos problemas ao se utilizar
o tratamento transdérmico & a perda da eficiéncia dos farmacos, principalmente
devido a barreira pouco permeavel do estrato cérneo (VILLARINO & LANDONI,
2006; ENGESLAND et alli, 2016). Portanto, deve-se ter em conta que a difusédo
passiva dos farmacos através da pele vai depender de varios fatores tais como
do peso molecular inversamente proporcional ao coeficiente de permeacao, do
grau de solubilidade ou lipofilicidade do farmaco, do coeficiente de particao
octanol/agua que favorece a permeacédo (~2) e da integridade do estrato
corneo, entre outras (ENGESLAND et alli, 2016). Outros autores descrevem
que a absorgao transdérmica de um farmaco exige o acesso da barreira da

pele, o qual ocorre em diferentes passos: 1) da penetragdo do estrato cérneo.
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2) da permeacao onde a molécula passa de um estrato ao outro e 3) da
reabsor¢éo ao alcangar a derme e do sistema vascular (LIUZZI et alli, 2016).

Com base no exposto, as nanoemulsées podem constituir importantes
veiculos carreadores de farmacos como foi descrito anteriormente dada sua
estabilidade, rapida permeabilidade e facilidade de serem absorvidas pela pele
(SONNEVILLE-AUBRUN et alli, 2004; GUTIERREZ et alli, 2008; LIUZZI et alli,
2016).

Assim, € importante avaliar a permeacgao e a retengao dos farmacos cuja
via de aplicacao é tépica a fim de predizer a absorgéo percutdnea no homem.
Os métodos de células de Franz e estrato corneo com fita sdo as técnicas mais
utilizadas para predizer estes mecanismos e sao recomendadas pelo Comité
Cientifico da Seguranga dos Consumidores e a Organizagdo para a
Cooperagao e Desenvolvimento Econdmico da Comisséao Europeia (Ng et alli,
2010; LIUZZI et alli, 2016).

De esta maneira, neste trabalho foi avaliada a permeabilidade e a
retencdo ex vivo em pele de camundongos Balb/c, assim como a
biodistribuicdo em um sistema vivo da AICIFt e da PM presente no sistema de

NE.

8.2 METODOLOGIA

8.2.1 Permeacgdo do Fotossensibilizante Aluminio-Cloro-Ftalocianina e

do antibiético Paromomicina em pele murina: ensaio ex vivo.
Para este ensaio colocou-se pele dorsal de camundongos tipo ICR entre

o compartimento doador e receptor da célula de Franz (ver Figura 18). A area
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de difusdo entre os compartimentos foi de 0.19635 cm? Assim, 300uL do
sistema de NE foi colocado no compartimento doador e 3 mL de PBS/SDS 2%
ou tampao triz (triz base, Na2HPO4, NaHPO4) pH 7.8 foram adicionados a
solucdo receptora para os sistemas de NE que contém AICIFt e PM,
respectivamente. A solucao receptora foi mantida em temperatura de 32 °C
com agitagéo constante (barra magnética) 600 rom. As 0, 3, 6, 10 e 24 horas
retirou-se 300 yL do compartimento receptor para determinar a concentracao
de AICIFt e/ou PM e o mesmo volume foi substituido por uma solugéo nova
para o seguinte tempo de amostragem. A quantidade de AICIFt e/ou PM que foi
capaz de permear a pele foi determinada fluorometricamente e por HPLC,

respetivamente, e expressa em yM/cm2.

Além disso, a taxa de aumento da permeacdo dos compostos presentes
nos sistemas de NE e livres (solvente PBS) foi calculado utilizando-se a

seguinte formula:

TA= massal/area média do composto presente no sistema de NE
Massa/area média do composto livre (PBS)
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Figura 19. Modelo da célula de Franz utilizado para a avaliagao da permeabilidade ex
vivo da PM e AICIFt livre e em nanoemulsdo. Area de difusdo 0.19635 cm?® SNE:
sistema de nanoemulséo (compartimento doador). Fonte: Modificado de Ng S-F et alli,
2011.

8.2.2 Retencéo do Fotossensibilizante Aluminio-Cloro-Ftalocianina e do

antibiético Paromomicina em pele murina: ensaio ex vivo

Ao final do ensaio de permeacéao a pele foi completamente removida das
células de Franz, a superficie foi lavada cuidadosamente com solugao salina
para o inicio do ensaio de retenc&do por meio do tratamento da pele exposta ao
sistema de NE com fitas adesivas para remover o estrato cérneo (tape
stripping, escrito em inglés). A pele foi fixada sobre uma superficie plana e 15
pedacos de fitas adesivas (Scotch Magic 3M,USA) foram colocados
individualmente durante 30 segundos com a ajuda de um peso de 519,5 gr
sobre a area de difusdo para remover o estrato corneo. Para extrair a AICIFt e

a PM das fitas foi adicionado 3mL de etanol e tampao triz, respectivamente. A
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pele remanescente foi cortada em pedacos e macerada com o0s solventes
extratores acima mencionados.
8.2.3 Ensaio de biodistribuicdo in vivo Retencdo do Fotossensibilizante

Aluminio-Cloro-Ftalocianina e do antibiético Paromomicina em pele murina:

ensaio ex vivo presente nos sistemas de NE

Camundongos Balb/c fémeas com 10 semanas de idade foram
adquiridos do Instituto Nacional da Saude, Bogota Colémbia. Dois dias antes
do inicio do tratamento, os animais foram tricotomizados na base da cauda.
Para tal, quatro grupos experimentais de trés camundongos cada um foram
organizados da seguinte maneira: Grupo 1: NE AICIFt + TFD; Grupo 2: NE
AICIFt-PM15% + TFD; Grupo 3: NE PM15%; Grupo 4: Veiculo. O tratamento foi
aplicado durante 15 dias, sendo administrado nos dias 4, 7, 11 e 15. Seis dias
apos o termino do tratamento os animais foram sacrificados (anestesia e
deslocamento) e o figado, o bago, os rim e a pele tratada foi extraidos para a

posterior quantificacao da AICIFt e PM.

8.2.4 Quantificacdo do Fotossensibilizante Aluminio-Cloro-Ftalocianina e

do antibiotico Paromomicina em pele murina: ensaio ex vivo

Para este ensaio 20-25 mg de cada 6rgao foram dissolvidas em 3mL de
solvente extrator (etanol absoluto, DMSO, acido acético) para o caso da AICIFt
e em 500mL de tampao triz para quantificar a PM. A sonicacao foi realizada
durante 1 minuto, duas vezes. Posteriormente, as amostras foram
centrifugadas por 10min a 10000 rpm, quando entdo os sobrenadantes foram
extraidos. A concentracdo da AICIFt e da PM foi determinada por

espectrofluorometria e HPLC como descrito no capitulo 5.
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8.2.5 Andlises estatisticas

Para determinar a permeabilidade e a retengdo dos principios ativos
presentes nos sistemas de NE os dados obtidos foram submetidos a analise de
variancia de duas vias (ANOVA)

Adicionalmente, o teste de Kruskal Wallis para amostras independentes
foi utilizado para analisar a biodistribuicdo da PM nos diferentes 6rgaos, as
diferentes comparagdes multiplas foram determinadas usando o teste de U de
Whitney. Estas analises foram realizadas com um intervalo de confianca de
95% utilizando o software SPSS 15.0 para Windows. Valores de p<0.05 foram
considerados estatisticamente significativos.

A percentagem da dose aplicada da PM foi determinada tendo em conta

a dose encontrada nos 6rgaos extraidos: dose aplicada / dose final * 100.

8.3. RESULTADOS

A AICIFt nao foi capaz de permear a pele quando contida nos sistema de
NE nem quando estava livre dissolvida em DMSO.

O resultado de permeacéao ex vive da PM contidas nos sistemas de NE e
dos compostos livres na pele de camundongos em diferentes intervalos de
tempo esta ilustrado na Figura 19.

Nessa figura observa-se que a permeacgéao da PM presente nos sistemas
de NE ocorreu a partir das trés horas de inicio do ensaio e que a PM livre

iniciou sua permeacéo logo depois de seis horas.
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Figura 20. Permeacéo ex vivo do antibidtico Paromomicina (PM) em sistemas de NE e
livre dissolvida no PBS em pele murina. Os resultados sdo a média e desvio padrao de
trés experimentos.

A Tabela 8 mostra a taxa de permeagao da PM para ambos os sistemas
de NE (NE-PM15% e NE AICIFt/PM15%). Os resultados indicam que a PM no
sistema de NE é capaz de permear a pele murina logo depois de 24 horas até
4 a 5 vezes mais do que quando dissolvida em PBS. Além disso, observa-se
nessa mesma tabela que a taxa de permeacdo de PM é maior quando a
mesma esta no sistema de NE de PM15% do que quando no sistema de NE
combinado (NE AICIFt -PM15%, p=0.001). A quantidade de PM permeada em
ambos os sistemas de NE foi, respectivamente, 13 e 17 vezes menor a PM

inicial presente nos sistemas de NE.
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Tabela 8. Permeacéo de Paromomicina contida em sistemas de nanoemulsado em pele murina utilizando o sistema de células de
Franz. Os resultados sao a média + desvio padrao de trés experimentos independentes.

PM:

Tempo PM (um/cm?)zDS RA

(horas) NE-PM15% PM 15% NE-AICIFt-PM 15% (NE-PM15%)  (NE- AICIFt PM15%)

0 - - - ND ND

3 796.14463.9 - 700.03+48.50 ND ND

6 1422.02+112.88  17.876.05 1546.74+42.25 79.54 86.52

10 3790.36+334.53  212.12+44.18 1838.16+82.24 17.86 8.66

24 11152.5+303.60  2023.83+315.93 8544.31+1039.26 5.51 4.22

Paromomicina; AICIFt:  Aluminio-Cloro-Ftalocianina; ND: n&o determinado; RA: raio de aumento da permeagéo.
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A Figura 20 ilustra os resultados da retengéao dos compostos na pele dos
camundongos. Nessa figura observa-se que a PM ficou mais retida na derme
comparada a estrato corneo em ambos os sistemas de NE (p<0.05). A quantidade
de PM retida no estrato cérneo foi maior quando esta estava contida no sistema
de NE combinado (p<0.001*) comparado ao sistema de NE de PM15%. No
entanto, a retengdo de PM na derme foi NE-PM15% >NE-PcPM15%>PM livre
(p<0.001**). A PM diluida em PBS ficou mais retida nas primeiras camadas do
estrato cérneo como observado na Figura 17, sugerindo que grande parte da PM
nao € capaz de atravessar o estrato corneo e o composto poderia ficar na solugao

remanescente na camara doadora.

* %k

* %k

W DEC (1-5)
J BEC (6-10)

* i » BEC (11-15)

O Dermis

PM retained (uM/cm?)
= [\] N w w
v
(e}
(e}

1000 -

NE-PM15% NE CIAIFt-PM15%
Sistemas de nanoemulsao

Figura 21. Retencédo no estrato corneo (EC) e na derme de camundongos ICR do
antibiotico Paromomicina (PM) em sistemas de NE e livre dissolvida no PBS, um ensaio
ex vivo. Os resultados sdo a média e desvio padréao de trés experimentos independentes.
* p<0.001 em relacédo a quantidade de PM retida no EC; ** p<0.001 PM nos sistemas de
nanoemulsao principalmente retida na derme quanto a PM livre.

108



Avaliacdo da permeabilidade, retencdo ex vivo e biodistribui¢cdo in vivo dos
sistemas de nanoemulsdo

Por outro lado, a retencéo de AICIFt (Figura 21) foi maior no estrato cérneo,
sendo a ordem de concentragéo igual a AICIFt livre>NE-AICIPc>NE-PcPM15%
(p<0.0001%), indicando provavelmente a incapacidade de este fotossensibilizador
em atravessar a epiderme quando diluido em DMSO, dado que grande parte da
AICIFt encontrava-se no compartimento doador da célula de Franz. A maioria da
AICIFt que permeou a pele ficou retida nas camadas mais externas do estrato
cérneo. Quando contida no sistema de NE, a retengcdo da AICIFt foi maior no
estrato cérneo quando no sistema combinado (NE-PcPM15%) comparado com o
sistema de NE-AICIPc. A retengdo de AICIPc na derme foi NE-AICIPc>NE-
PcPM15%>AICIPc livre (p<0.0001), o qual poderia mostrar a eficiéncia do sistema
de NE para facilitar a penetragdo da AICIPc no tecido. No entanto, ndo existiu

passagem transdérmico deste composto até as 24 horas do ensaio.
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Figura 22. Retencao no estrato cérneo (EC) e na derme de camundongos ICR do AICIFt
em sistemas de NE e livre dissolvida no DMSO, um ensaio ex vivo. Os resultados sdo a
média e desvio padrao de trés experimentos independentes **p<0.001.
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A distribuicdo da AICIFt e da PM in vivo em 6rgdos de camundongos Balb/c
saudaveis foi determinada seis dias apdés o término do tratamento com os
sistemas de NE. A AICIFt Nao foi detectada em nenhum dos 6rgaos extraidos. Os
resultados da biodistribuicdo da PM estdo mostrados na Figura 22. Nela observa-
se que a concentragao de PM detectada nos diferentes érgéos variou de 27.26 a
292.49 uM. A PM acumulou mais no bago dos camundongos quanto estava no
nanossistema combinado (NE-AICIPc/PM15%, p=0.004). Quando se encontrava
no sistema NE-PM15% o acumulo de PM foi igual nos diferentes érgaos (p=0.33).
No entanto, a concentragdo da PM no bago dos camundongos tratados com o
nanossistema combinado € maior do que a detectada no rim e pele dos animais
tratados com NE-PM15% (p=0.004); assim mesmo, foi evidenciada maior acumulo
da PM no rim dos camundongos tratados com NE-PM15% do que no rim e na pele

dos animais tratados com NE-AICIPc/PM no (p=0.025) (Figura 22).
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Figura 23. Biodistribuicdo da Paramomicina em 6rgéos de camundongos Balb/c tratados
topicamente com os sistemas de nanoemulsdo. * p=0.004 A PM foi determinada
principalmente no bago quanto os outros 6rgaos, ** p=0.025 A quantidade de PM
encontrada nos rins e na pele foi similar.

8.4 DISCUSSAO

A pele é considerada a principal barreira entre o corpo e o meio externo
(ENGESLAND et alli, 2016), pois o estrato cérneo da epiderme é pouco permeavel
uma vez que o citoplasma das células apresenta-se repleto de queratina. Estas
caracteristicas fazem com que a epiderme exerga papel importante na
permeabilidade ou penetrabilidade das drogas de aplicagao topica (LIUZZI et alli,
2015).

As nanoemulsdes tém sido reportadas na literatura como excelentes

veiculos de farmacos para aplicacdo transdérmica; elas sdo usadas em
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cosméticos para cuidados pessoais, na liberagao transdérmica de farmacos como
o Imipramide e o Doxepin com fins anestésicos e antialodinicos, no transporte de
fitofarmacos, lecitina, ketoprofeno, entre outros (HOELLER et alli, 2009; SAKEENA
et alli, 2010; LU et alli, 2014).

Neste estudo a AICIFt n&do foi capaz de permear ex vivo e nem in vivo a
derme de camundongos Balb/c, ela ficou retida no estrato cérneo da epiderme.
Resultados similares foram obtidos em estudos de permeacéo da AICIFt em pele
dorsal de rato Wistar e pele abdominal humana por Ospina e Rico seus
respectivos colaboradores em 2013. Eles prepararam por técnicas de alta energia
(ultrasonicagdao) uma NE de AICIFt, os resultados mostraram que esse FS nao
penetra na derme quando empregado topicamente, ele retido no estrato corneo da
epiderme. Além disso, os autores ndo observaram alteragdes histopatoldgicas na
pele.

Nesse contexto e tendo em conta que na derme é onde se encontram os
macrofagos colonizados pelo parasito (CUNNINGHAM, 2001) e sabendo que os
FS de segunda geragcado como a AICIFt apds da TFD é absorbida entre 600-690nm
o qual permite uma maxima penetracdo nos tecidos (MACDONALD &
DOUGHERTY, 2001), os resultados obtidos nesta tese sdo importantes para
conseguir ter um efeito local na lesdo sem toxicidade sistémica possivelmente;
além, a lipofilicidade (logP 7.3) e o peso molecular (574.96 g/ml) da AICIFt faz com
que ela permaneca no estrato corneo e nao permeie até estratos inferiores

hidrofilicos (AKILOV et alli, 2006). Ainda, a derme e epiderme nas lesdes da LC
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encontra-se destruido (BOCXLAER et alli, 2016), assim, o acesso da AICIFt até o
alvo de agao poderia ser mais simples.

Por outro lado, tal como foi descrito ao longo deste documento, um dos
inconvenientes do tratamento com PM para a LC é a sua dificuldade em penetrar
na pele, tendo assim sua efetividade variavel, (RAVIS et alli, 2013). Esta droga s6
nao é absorbida oralmente por isso ndo deve ser administrada parentalmente,
além disso, ela ndo € capaz de atravessar a pele (RAVIS et alli, 2013). Por isso,
veiculos como cremes, pomadas, geéis, lipossomas, nanoparticulas de PM, entre
outras, tem sido testados e se mostrado efetivos (SALAH et alli, 2013; MORAIS-
TEXEIRA et alli, 2014; HEIDARI-KHARAJ et alli, 2016; JAAFARI et alli, 2009). Do
mesmo modo, a AICIFt, apesar de ser uma molécula lipofilica, precisa de um
veiculo para ser aplicada em modelos in vivo e conseguir alcangar o alvo
terapéutico (AKILOV et alli, 2006; MUEHLMANN et alli, 2015). Desta forma é
necessario um veiculo que permita a boa interagdo entre a pele e os compostos
ativos.

Os resultados mostrados neste estudo mostram melhor permeacéao da PM
em NE (até 17.8 vezes mais) do que quando em solugao apds das 10 horas. Além
disso, foi observado permeacao desse farmaco a partir das 3 horas do tratamento
da pele saudavel de camundongo (Tabela 8). Por conseguinte, se observou que a
PM em NE foi mais retida na derme do que no estrato corneo. Ferreira e
colaboradores (2004) avaliaram a permeagao e a retengcdo na pele saudavel de
camundongos e pele sem estrato corneo de PM contida em lipossomas, eles

observaram baixa permeabilidade da PM lipossomal (0.2-1.5% da dose aplicada)
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na pele saudavel apds de 10 horas e uma retencao entre 3.3- 3.5%. No entanto, a
quantidade da PM foi trés vezes maior quanto se encontrava em solugéo. Na pele
sem estrato cérneo, a permeacéao foi maior do que na pele saudavel, mas menor
quando em solucao (71.6-74.9% PM lipossomal versus 91.5% PM em solugao).
Do mesmo modo, a difusdo em membranas sintéticas (metilcelulosa, nylon e
polissulfona) de nanogel de PM foi reportada por Brugués e colaboradores (2015),
esses autores observaram que todas as membranas permitiram a difusdo da PM
logo depois de 1.5 h e que a difusdo foi de 100 e 84% para as membranas de
nylon e metilcelulosa, respetivamente; 70% de difusdo foram observadas apés das
seis horas com a membrana de polissulfona, ndo foi observada permeacéo na
pele de camundongo e orelha de porco.

No ensaio in vivo, foram encontrados nos 6rgaos removidos concentragoes
entre 27.26 -292.49 uM de PM nos animais tratados com os sistemas de NE,
corroborando os resultados de permeacgao desta droga obtidos nos érgéos alvo da
Leishmania spp no caso do bago, figado e pele. Este resultado é interessante para
avaliar este sistema de NE em camundongos infectados com L. braziliensis, desta
forma, a liberacao transdérmica da PM poderia considerar-se exitosa, por tanto, é
importante conhecer o efeito sobre o parasito in vivo a fim de saber se a
quantidade da PM permeada é suficiente para ter um efeito antiparasitario.
Resultados similares da biodistribuicdo da PM em camundongos Balb/c saudaveis
foram obtidos por Gaspar e colaboradores (2015) quando avaliaram a
biodistribuicdo da PM encapsulada em diferentes tipos de lipossomas e aplicada

intravenosamente. Os autores mostraram acumulo de PM de até 10% da dose
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injetada no baco, no figado e nos pulmdes; quando a PM era encapsulada em
lipossomas de polietilenglicol (PEG) 24 horas depois de injetado permaneceu no
sangue e nos pulmdes. Estes resultados tiveram um efeito terapéutico melhor em
modelo murino infectado por L. infantum.

A PM também foi encontrada no rim dos camundongos, o0 que sugere que a
eliminagdo da droga esta ocorrendo por esta via. De acordo com a literatura a PM
€ eliminada pelos rins sem ser metabolizada, este ultimo poderia estar causando
toxicidade (RAVIS et alli 2013). Entretanto, é necessario realizar estudos de
toxicidade renal e de farmacocinética para mostrar essa toxicidade. Com o uso de
um sistema de NE para veicular a AICIFt e a PM pretende-se obter um efeito
transdérmico ao executar a aplicagao, desta forma, esperava-se que ao testar
duas substancias na mesma nanoformulacao a AICIFt mostraria um efeito local
com a utilizagcao de terapia fotodinamica e a PM um efeito sistémico, de modo a
otimizar o tratamento topico para a LTA e alcancar o parasito tanto na derme,
onde estdo os macrofagos infectados,quanto nos 6rgaos do sistemas reticulo
endotelial (alvo do parasito) (CUNNINGHAM, 2001). Por consiguinte, os
resultados apresentados demostram que este sistema de NE desenvolvido é ideal
para o transporte destos dois compostos, pois permitiu a permeabilidade e a
retencao ex vivo e in vivo da PM e AICIFt, respetivamente, e a forma de aplicacéo
tépica ndo invasiva e sem dor € uma vantagem. Por tanto, sugere-se estes
nanosistemas como uma boa estratégia para ser usados em modelos in vivo da

LTA.
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O interesse no desenvolvimento de um tratamento ideal para a LTA, uma
doenca de alto impato na saude publica de diversos paises, mas
negligenciada pela industria farmacéutica, originou este estudo. Desta
forma, com os resultados obtidos neste trabalho devem contribuir na
geragédo de novo conhecimento mediante o aporte de uma nova estratégia
para o tratamento desta doenca, ressalta-se que este € o primeiro estudo
que utiliza a Aluminio-Cloro-Ftalocianina e o antibidtico Paromomicina
veiculados em uma mesma nanoemulsdo a serem utilizados no tratamento
da Leishmaniose Tegumentar Americana por meio de Terapia
Fotodinamica.

Por métodos de baixa energia foi preparada uma nanoemulsdo com
Aluminio-Cloro-Ftalocianina e o antibiético Paromomicina. Este sistema de
nanoemulsao, assim como os preparados com as drogas independentes e 0
veiculo mostraram tamanhos de nanogoticulas pequenos com DH <30nm,
monodispersas e com carga negativa perto de zero. Além disso, esses
nanosistemas mostraram ser estaveis contra a agregacao e precipitagcao
durante quatro meses e a NE-AICIPc durante 14 meses.

O fotosssenssibilizante Aluminio-Cloro-Ftalocianina manteve as suas
propriedades fotofisicas apds ser incorporado no sistema de nanoemulséo,
mostrando maxima absor¢do a 673nm e capacidade de gerar especies
reativas de oxigenio. Além da estabilidade quanto a concentragdo de

AICIPc e PM nos nanosistemas apos de quatro meses foi demostrada.

119



Conclusées

Os nanosistemas mostraram atividade leishmanicida in vitro contra as
formas extracelulares e intracelulares da L. braziliensis; espécie altamente
prevalente no Brail e responsavel por causar manifestacées de tipo muco-
cutaneo. Inibicdo de 100 e >92% do crescemento do parasito apdés do
tratamento com o sistema combinado e TFD foi determinado em
promastigotas e amastigotas intracelulares, respetivamente.

A avaliacédo da toxicidade do tratamento neste estudo é importante neste
tipo de modelo experimental da Leishmaniose, dada sua condicao de ser
causada por um parasito intracelular obrigatério. Desta forma, neste estudo
foi observada uma parcial seletividade in vitro (IS >1.5) dos nanossistemas
pelo parasito e ndo pela célula hospedeira (macrofago THP-1).
Adicionalmente, no modelo murino, os camundongos tratados com
sistemas de NE ndo evidenciaram sinais de irritabilidade, vermelhidao,
laceragdo no local da aplicagdo do tratamento (base da cauda), o
tratamento ndo afetou o peso dos camundongos, os tipos celulares do
sangue, nem induziu micronucleos nos eritrocitos policromatéfilos como
evidéncia da genotoxicidade in vivo.

O fotossenssibilizante Aluminio-Cloro-Ftalocianina em nanoemulsdo nao
permeou, ex vivo, a pele dos camundongos Balb/c, foi retida na derme e no
estrato corneo da epiderme. Ja, o antibiético Paromomicina foi capaz de
permear a pele dos animais, embora uma pequena quantidade tenha ficado
retida na derme e no estrato corneo da epiderme.

Apos seis dias do fim do tratamento, o antibiético Paromomicina foi

detectado em 6rgaos do sistema reticulo endotelial (Bago e Figado), rim e
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pele de camundongos Balb/c. O fotossenssibilizante Aluminio-Cloro-
Ftalocianine n&o foi ibservada em nenhum dos 6rgédos. Neste contexto,
poderia se sugerir que o uso combinado do FS e a PM em uma mesma NE
+ TFD poderiam exercer um efeito local e sistémico ao mesmo tempo,
aumentando possivelmente a efetividade do tratamento contra o parasito.
Este sistema poderia ser utilizado no modelo murino de LTA.

Finalmente, este estudo propds um tratamento promissor que poderia ser
usado para a Leishmaniose com vantagens como estabilidade do
nanosistema, baixa toxicidade, efetividade leishmanicida, aplicacdo topica
indolor, simples e tratamento de curto prazo. No entanto, € importante notar
que a experimentagao in vivo tanto contra o modelo da LTA como outros

testes de toxicidade devem ser realizados.
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