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RESUMO

7

A leishmaniose tegumentar € uma doenca negligenciada, endémica em areas
tropicais e subtropicais e o Brasil € um dos paises mais acometidos pela doenca. O
tratamento com antimoniais pentavalente é utilizado h4 mais de 70 anos como
medicamento de primeira escolha no pais e tem se mostrado ineficaz contra algumas
espécies de Leishmania. Além de toxico, este se apresenta na forma injetavel, oferece
um amplo espectro de efeitos adversos e representa ainda alto custo de aquisi¢ao
para o pais. Consequentemente, existe uma necessidade imediata de pesquisas para
novos compostos antileishmania, a fim de combater a resisténcia aos medicamentos
utilizados, e que demonstre eficacia e seguranca, visando de facilitar o tratamento da
doenca. Nanoparticulas (NPs) prometem uma abordagem alternativa para novas
drogas no tratamento de doencas infecciosas, pois sua pequena dimensao e grande
area de superficie proporcionam uma oportunidade para que elas interajam com
componentes vitais de agentes infecciosos, apresentando-se mais eficazes que as
terapias tradicionais. Neste estudo NPs de antimdnio pentavalente (NPs Sb*) em fase
aquosa foram produzidas e caracterizadas, com o objetivo de avaliar seu efeito in vitro
e in vivo no tratamento da leishmaniose cutanea. A concentracdo do Sb* foi
determinada por espectrometria de absorcdo atomica em forno de grafite; as NPs
foram caracterizadas por espalhamento dindmico de luz (Dinamic Light Scattering —
DLS) e microscopia eletronica de transmissédo (MET), submetidas a bioensaios in vitro
contra formas promastigotas e amastigotas de Leishmania amazonensis, pelo método
da contagem direta em camara de Neubauer e quanto a atividade citotéxica em
macrofagos de linhagem J774. No ensaio in vivo, os hamsters (Mesocricetus auratus)
experimentalmente inoculados com L. amazonensis foram agrupados para receber
tratamento intralesional (focinho), com posterior eutanasia para retirada de fragmentos
de tecidos para andlise por impressdo por aposicao, cultivo de biopsia de lesdes,
histopatologia e MET. Os resultados obtidos neste estudo mostraram NPs com
tamanho médio de 42 nanométros e potencial zeta em torno de -49,8 mV, formato
esférico, superficie lisa e dispersas nas suspensdes. Os bioensaios indicaram que
essas NPs apresentaram citotoxicidade nas concentracfes mais altas testadas. A
suspensdo mais promissora foi a ETSbL2 que apresentou maior atividade
antileishmania, com CEsp de 1.05 mg/mL em 72h. Nao foi notada a permanéncia de
infeccdo nos macréfagos experimentalmente infectados quando tratados com NPs
Sb®". Apds 26 dias de tratamento experimental, os animais apresentaram diferencas
estatisticas significantes entre o grupo controle e os grupos tratados com NPs, quanto
a area e aspecto clinico da lesédo, e quanto ao controle parasitario. Os achados
histoldgicos das lesdes dos grupos tratados com essas NPs Sb*°mostraram infiltrado
inflamatorio intenso, comprometendo tanto a camada dermosuperficial como a
dermoprofunda do tecido. Alteracdes histologicas também foram observadas no
figado, baco e rim. Contudo, ETSbL1[b] (18,6mg/Sb>'/kg/dia) apresentou maior
eficiéncia quanto a cura clinica referente a redu¢do no tamanho da lesédo e na carga
parasitaria entre as NPs testadas. Estes resultados sugerem a continuidade deste
estudo com novos testes em animais menos suscetiveis a infeccdo (camundongos)
objetivando uma possivel cura clinica e parasitolégica, bem como a avaliacdo dos
parametros toxicolégicos e biquimicos apds o tratamento.

Palavras-chave: Leishmania amazonensis. Antimoniais pentavalente. Tratamento
experimental. Nanoparticulas.



ABSTRACT

Cutaneous leishmaniasis is a neglected disease, endemic in tropical and subtropical
areas, and Brazil is one of the countries most affected by the disease. Treatment with
pentavalent antimonials has been used for over 70 years as the first choice drug in the
country and has been shown to be ineffective against some Leishmania species. In
addition to toxic, it presents in injectable form, offers a wide spectrum of adverse
effects and still represents a high acquisition cost for the country. Consequently, there
is an immediate need for research into new antileishmania compounds in order to
combat resistance to the drugs used and to demonstrate efficacy and safety in order to
facilitate the treatment of the disease. Nanoparticles (NPs) promise an alternative
approach to new drugs in the treatment of infectious diseases because their small size
and large surface area provide an opportunity for them to interact with vital
components of infectious agents, and are more effective than traditional therapies. In
this study, pentavalent antimony NPs (Sb*> NPs) were produced and characterized in
order to evaluate their effect in vitro and in vivo in the treatment of cutaneous
leishmaniasis. The concentration of Sb™ was determined by graphite furnace atomic
absorption spectrometry; The NPs were characterized by dynamic light scattering
(DLS) and transmission electron microscopy (TEM), submitted to in vitro bioassays
against promastigotes and amastigotes of Leishmania amazonensis, by the direct
counting method in the Neubauer chamber and To cytotoxic activity in J774 lineage
macrophages. In the in vivo assay, the hamsters (Mesocricetus auratus)
experimentally inoculated with L. amazonensis were grouped to receive intralesional
(snout) treatment, with subsequent euthanasia for removal of tissue fragments for
analysis by impression by apposition, culture of lesion biopsy, histopathology And
MET. The results obtained in this study showed NPs with mean size of 42 nanometers
and zeta potential around -49.8 mV, spherical shape, smooth surface and dispersed in
suspensions. Bioassays indicated that these NPs showed cytotoxicity at the highest
concentrations tested. The most promising suspension was ETSbL2, which had the
highest antileishmania activity, with ECso of 1.05 mg/mL in 72h. The persistence of
infection in experimentally infected macrophages when treated with Sb>* NPs was not
noted. After 26 days of experimental treatment, the animals had statistically significant
differences between the control group and the groups treated with NPs, regarding the
area and clinical aspect of the lesion, and regarding the parasitic control. The
histological findings of the lesions of the groups treated with these Sb*> NPs showed
intense inflammatory infiltrate, compromising both the dermosuperficial layer and the
dermoprofound of the tissue. Histological changes were also observed in the liver,
spleen and kidney. However, ETSbL1[b] (18.6 mg/Sb®'/kg/day) showed greater
efficiency in clinical cure regarding reduction in lesion size and parasitic load among
the NPs tested. These results suggest the continuity of this study with new tests in
animals less susceptible to infection (mice) aiming at a possible clinical and
parasitological cure, as well as the evaluation of toxicological and biochemical
parameters after treatment.

Keywords: Leishmania amazonensis. Pentavalent antimony. Experimental
treatment. Nanopatrticles.
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1. INTRODUCAO

A Leishmaniose € uma doenca infecciosa zoonética e nao contagiosa,
ocasionando desde uma lesdo cutanea (Leishmaniose Tegumentar/LT) a uma
infeccao visceral progressiva (Leishmaniose Visceral/LV), resultantes da infecgao por
diversas espécies de protozoéarios do género Leishmania (TUON et al., 2008; PACE,
2014). Esses parasitas possuem ciclo de vida heteroxénico, alternando entre
hospedeiros mamiferos e invertebrados, sendo transmitidos durante o repasto
sanguineo pelo vetor, dipteros da familia Psychodidae (BATES, 2007; BRASIL, 2017).

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) apresenta manifestacao
polimorfica de pele e mucosas, estando associada a alta morbidade, constituindo um
grande problema de saude publica mundial, estando presente em 98 paises e em
guatro continentes, sendo incluida no Program of Tropical Diseases Research e
classificadas como uma das seis doencas endémicas cujo controle € prioritario
(HOTEZ et al., 2007; MOURA et al., 2008; ALVAR et al., 2012), com registro anual de
dois milhdes de novos casos e mais de 15 milhdes de pessoas infectadas no mundo,

em uma area de risco que engloba mais de 350 milhdes de pessoas (OMS, 2012).

Nas Américas, a LTA esta presente em 18 paises. No ano de 2013 foram
registrados 47.492 casos de leishmanioses cutdnea e mucosa, distribuidos em 16
paises da regido, com excecdo da Venezuela e Guyana Francesa que néo
registraram dados no Sistema de Informacdo Regional de Leishmanioses (SisLeish).
Do total de casos, 78,8% (37.402) estdo concentrados no Brasil e nos paises da sub-
regido Andina (OPAS, 2015).

No Brasil, no inicio da década de 80 foram registrados casos de LTA em 19
unidades federadas e em 2003 todos os estados registraram autoctonia. Estima-se
gue entre 1990 e 2015 ocorreram 674. 694 casos, onde as maiores taxas tém sido
registradas na Regido Norte e Nordeste do pais (SINAN/SVS/MS, 2017), causados
por diversas espécies como Leishmania (Viannia) braziliensis, L. (V.) guyanensis, L.
(V.) lainsoni, L. (V.) naiffi, L. (V.) shawi, L. (V.) lindenbergi e Leishmania (Leishmania)
amazonensis (GENARO; REIS, 2005; GUIZANI et al., 2011; GUIMARAES, 2011).

No estado do Amazonas predomina a forma cutanea, principalmente na regiao

metropolitana de Manaus, havendo raros casos de acometimento mucoso (OURIVES-
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NEVES et al., 2011) e nenhum registro de casos autéctones de LV. Um total de 481
novos casos de LTA foi notificado no ano de 2013 e a transmissdo ocorreu
principalmente nos municipios de Rio Preto da Eva (136 casos), Presidente
Figueiredo (107 casos), Itacoatiara (52 casos) e Manacapuru (25 casos)
[SINAN/SVS/MS, 2014].

Durante décadas os antimoniais pentavalentes (Sb®") permaneceram como
primeira escolha terapéutica para o tratamento das leishmanioses (LIMA et al., 2007).
Atualmente no Brasil, a indicacao da droga deve considerar a espécie da Leishmania
infectante, e o Ministério da Saude recomenda como tratamento de pacientes
infectados por Leishmania braziliensis e outras espécies, exceto Leishmania
guyanensis, o Antimoniato de Meglumina (Glucantime®) endovenoso ou intramuscular,
por um periodo de 20 dias seguidos. Nos casos de pacientes oriundos de areas onde
ha predominio de Leishmania guyanensis a primeira escolha parao tratamento € o
Isetionato de pentamidina (Pentacarinat®) endovenoso ou intramuscular, de trés a dez
doses (BRASIL, 2017), mas o sucesso do tratamento depende de muitos aspectos,
como resposta imune do hospedeiro, respostas clinicas e a susceptibilidade ao agente
da leishmaniose (ZAULI-NASCIMENTO et al., 2010), pois ha diversas espécies e

formas clinicas.

Apesar da sua eficacia os medicamentos existentes para o tratamento dessa
endemia estado relacionados a uma série de efeitos adversos, além do uso parenteral,
o tempo de cura prolongado e o custo elevado do tratamento (PENNA et al., 2011). E
importante destacar que a maioria dos casos da doenca ocorre em areas de dificil
acesso, como em zonas rurais, o que dificulta a aplicacdo parenteral da droga e o
monitoramento de seus efeitos colaterais, demandando um acompanhamento rigoroso
em alguns casos (BASANO; CAMARGO, 2004).

O tratamento feito com as drogas de primeira escolha disponibilizadas pelo
Ministério da Saude, muitas vezes é entregue aos pacientes em ambiente rural que
levam para suas casas devido a dificuldade quanto ao seu deslocamento diario, este
fato assim como outras dificuldades no tratamento diario com estas drogas
disponiveis representa um obstaculo a conducéo clinica adequada dos casos da
doenca, levando a reducéo, interrupcdo ou abandono da quimioterapia pelo paciente

antes do seu término (DEMICHELI; FREZARD, 2005).
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O progressivo aumento de resisténcia as drogas preconizadas representa outro
sério problema no tratamento das leishmanioses (RATH et al., 2003). Em face dessas
limitagBes, a Organizagdo Mundial da Saude recomenda o incentivo & busca de novos
medicamentos, tratamentos com drogas alternativas, reposicionamento de farmacos,
poliquimioterapia ou tratamentos combinados. Isso ja ocorre para o tratamento de LV,
por exemplo, houve a recomendacdo para o uso combinado de Estibogluconato de
Sodio e Sulfato de Paromomicina como primeira linha de tratamento da doenca na
Africa Oriental. Também ha terapias combinadas no subcontinente indiano, usando
Anfotericina B lipossomal + Miltefosine, Paromomicina + Miltefosine, e Anfotericina B
lipossomal + Paromomicina, 0 que sugere que as terapias multidrogas sdo seguras e
eficazes (WHO, 2010; SUNDAR; CHAKRAVATY, 2015). Dai o interesse em se
manipular drogas antigas de forma que a apresentacao seja distinta e que a mesma
possa ser até mesmo associada numa forma topica ou menos invasiva, em menor

dose e tempo.

Atualmente na Colombia estd sendo desenvolvido o Anfoleish, um creme
contendo Anfotericina B a 3% que foi desenvolvido pelo Programa de Estudo e
Controle de Doencas Tropicais (PECET) da Universidade de Antioquia, Medellin,
Colombia e a Humax Pharmaceutical, Medellin, Colédmbia, como uma alternativa
terapéutica topica para o tratamento da LC ndo complicada (por exemplo, pacientes
gue respondem a esquemas terapéuticos recomendados, que ndo apresentam reacao
adversa, outros). Este € um estudo clinico de Fase clinica Ib/ll, randomizado, nao
comparativo, e tem demonstrado seguranca e eficacia nos regimes terapéuticos

propostos (DNDI, 2016).

Diversas pesquisas estdo sendo desenvolvidas para obtencdo de novas
formulacbes farmacéuticas sejam estas com produtos naturais, sintéticos ou
semissintéticos, visando a liberacdo controlada de farmacos capazes de manter ou
ampliar a acdo de agentes promissores utilizados no combate e controle de doencas
(JAIN et al., 2011). Essencialmente duas estratégias diferentes sédo disponiveis para o
desenvolvimento de novos medicamentos. Uma estratégia envolve o
planejamento/sintese de novas substancias ativas ou de farmacos ja conhecidos com
modificacdes quimicas; a outra envolve a associacao reversivel de farmacos ja em

uso a um sistema transportador, visando direcionar o farmaco para a célula alvo e
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evitar os locais indesejaveis onde o farmaco exerce toxicidade (FREZARD;
SCHETTINI, 2005).

Nesse contexto, técnicas inovadoras vém demonstrando o grande potencial da
nanotecnologia farmacéutica no tratamento, prevencao e diagndstico de inUmeras
patologias, dentre elas as parasitarias (MOGHIMI; HUNTER; MURRAY, 2005; DATE;
JOSHI; PATRAVALE, 2007; CARVALHO, 2011). Uma dessas técnicas é o
desenvolvimento de nanoparticulas, que tém obtido sucesso para a entrega sitio-
especifico de antibidticos, anticancerigenos, anti-hipertensivos, imunossupressores ou
mesmo como coadjuvante de vacinas (PIMENTEL et al., 2007). Essa técnica também
tem sido aplicada em tratamentos experimentais para leishmanioses, mostrando
grande potencial terapéutico (ROSSI-BERGMANN et al., 2012; JEBALI; KAZEMI,
2013; CHAKRABORTY et al., 2014; JEBALI et al., 2014).

Acredita-se que os farmacos nanoestruturados sejam mais eficazes que as
terapias tradicionais por eliminar diretamente microrganismos patogénicos sem
desencadear a liberacdo de mediadores quimicos (SURI; FENNIRI; SINGH, 2007), o
farmaco preserva sua atividade farmacolégica, pois a parte ativa da molécula nédo é
alterada quimicamente e permite a diminuicdo da toxicidade e resisténcia relatadas
com as drogas consideradas padrdao (DATE; JOSHI; PATRAVALE, 2007; PIMENTEL
et al., 2007; KUMAR, 2012).

Os carreadores coloidais bem como lipossomos e nanoparticulas sao
largamente estudados no sistema de entrega de drogas em células cancerigenas. Um
bom exemplo é a Doxil (Doxorubicina lipossomal) que foi o primeiro agente
guimiolipossomal aprovado pelo FDA no tratamento de diversos tipos de tumores
como melanoma, cancer de célon e de mama (NIKOOBAKHT; EL-SAYED, 2003).

Outro setor que utiliza nanomateriais € o mercado de cosmético, assim como o
de estética que estd em constante desenvolvimento na busca por produtos com
tecnologia mais desenvolvida, empregando nos mais diversos produtos, como:
particulas metalicas para aumentar o brilho em maquiagens, nanoelmulsées para
cabelos, NPs de dioxido de zinco em protetores solar (DURAN; MARCATO;
TEIXEIRA, 2010).

Vale ressaltar que a leishmaniose é considerada uma doenca negligenciados

com base nos limitados recursos investidos no diagndstico, tratamento e controle
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(OMS, 2007). De 1400 medicamentos langados no mercado internacional, apenas 13
sdo destinados ao tratamento de doencas chamadas tropicais e isto ocorre por
acometer populagdes com baixo nivel socioecondmico, reduzida for¢a politica e ainda
por ser uma doenca invisivel para a indastria farmacéutica (PENNA et al., 2011;
SUNDAR; CHAKRAVATY, 2015; SINGH et al., 2016).

7

Portanto, o tratamento da leishmaniose cutédnea ainda é considerado um
desafio terapéutico, criando a necessidade de terapias mais efetivas, eficazes,
seguras e relativamente ndo invasivas, assim, € de fundamental importancia ampliar
os esforcos com énfase no estabelecimento de testes com novas drogas, seja
sintéticas, semissintéticas e naturais, ou com drogas ja conhecidas, mas com

inovacao tecnoldgica, para o tratamento da doenca.

Desta forma, a realizacéo deste estudo onde o principio ativo de um semi-metal
sintético com acao antileishmania, com seguranca e eficacia comprovada, aprovado
no mercado e disponivel na terapéutica clinica, foi desenvolvido sob uma nova
abordagem tecnolodgica, pode ser considerado uma possibilidade viavel para o

tratamento dessa doenca negligenciada.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Consideragdes Gerais sobre Leishmaniose

2.1.1. Histérico da Doenca

A Leishmaniose € uma doenca que acompanha o homem desde a antiguidade,
existindo relatos e descricbes encontrados na literatura desde o século | d.C.
(LAINSON, 1997; CAMARGO; BARCINSKI, 2003).

Nas Ameéricas, foram encontradas ceramicas pré-colombianas, datadas de 400
a 900 anos d.C., feitas pelos indios do Peru, que apresentam mutilacdes de labios e
nariz, caracteristicas da espundia, hoje conhecida como leishmaniose cutanea-
mucosa (LAINSON; SHAW, 1988). Posteriormente, através dos estudos da
paleomedicina, foram descobertas mumias com lesfes de pele e mucosas
caracteristicas da leishmaniose (SANTOS; COIMBRA, 1994; NEVES, 2004).

A primeira referéncia de Leishmaniose Cutanea (LC) no Brasil encontra-se no
documento da Pastoral Religiosa Politico-Geogréfica de 1827, citado no livro de Tello
intitulado “Antiguidad de la Sifilis en el Peru”, onde ele relata a viagem de Frei Dom
Hipdlito Sanches de Fayas e Quiros, de Tabatinga/Amazonas até o Peru, percorrendo
as regibes do vale amazbnico e o0 primeiro a observar o parasita do género
Leishmania foi Cunningham (1885), na india, em casos de leishmaniose visceral (LV)
[BASANO; CAMARGO, 2004].

No Brasil, Cerqueira (1855) observara a existéncia da moléstia da pele,
identificando-a clinicamente como botdo de Biskra. Mais tarde, em 1884, na Itélia, o
dermatologista Achille Breda descreveu a moléstia em 18 italianos provenientes de
Sao Paulo, mas nao reconheceu a natureza do parasita. A natureza leishmaniética
das lesBes cutaneas e nasofaringeas s6 foram confirmadas no Brasil pela primeira
vez em 1909 por Lindenberg, que encontrou formas de Leishmania idénticas a
espécie Leishmania tropica da leishmaniose do Velho Mundo, em lesdes cutaneas de
individuos que trabalhavam nas matas do interior do Estado de S&o Paulo (PESSOA
apud BASANO; CAMARGO, 2004).
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O dermatologista Edouard Jeanselme, em 1910, considerou que Breda foi o
primeiro que cuidadosamente descreveu o0s aspectos clinicos da leishmaniose
mucocutanea americana, chegando alguns pesquisadores a propor o nome de
“doenca de Breda” (PAMPLIGLIONE apud FURUSAWA; BORGES, 2014).

Em 1911 o sanitarista Gaspar Vianna, por considerar o parasita diferente da
Leishmania (Leishmania) tropica, o batizou de L. (Viannia) braziliensis, ficando assim
denominado o agente etiolégico da “Ulcera de Bauru”, “ferida brava” ou “nariz de tapir”
(SILVEIRA et al., 1997). Gaspar Vianna também foi o primeiro a descrever, em 1912,
0 sucesso do uso de "tartaro emético”, de antimdnio trivalente no tratamento da
leishmaniose (GOLDMAN apud FRAGA, 2007).

Em 1915 foram observados casos de LTA provenientes de todos os estados
brasileiros, com exceg¢ao dos estados ao sul de Sao Paulo (d’'UTRA e SILVA apud
FURUSAWA; BORGES, 2014). O médico Alfredo da Matta propés em 1918 uma nova
classificacdo taxondémica das espécies de Leishmania, que contou com a L.
braziliensis (DA MATTA apud VALE; FURTADO, 2005).

Até 1919, cerca de 15 mil pessoas adoeceram de LTA em Sao Paulo e,
finalmente, em 1920, Cerqueira relata evidéncias da transmissdo por fleb6tomos.
Rabello em 1925 publicou o estudo Contribuicdes ao Estudo da Leishmaniose
Tegumentar no Brasil, e considerou a ocorréncia desta doenca nas regides Centro e
Sul do pais antes da metade do século XIX (NEVES, 2004).

Nos anos de 1939/1940, Samuel Pessoa descreve a LTA como “doenca
profissional da margem de mata” e, em 1941, estima em mais de 30 mil o numero de
doentes somente nas zonas rurais da regido considerada de alta endemicidade. Em
1954, o médico sanitarista Thomaz Aragao afirma que a LTA afeta o cdo e a raposa,
reservatorios da doenca (MAGALHAES apud FURUSAWA:; BORGES, 2014).

Em 1961 Pessoa ja propunha a subdivisdo da L. braziliensis nas variedades
braziliensis, guyanensis, peruviana, mexicana e pifanoi, que estariam relacionadas a
formas clinicas diversas da doenca em diferentes regides (PESSOA apud VALE;
FURTADO, 2005).

Em 1993, a Organizacdo Mundial da Saude considerou as leishmanioses como
a segunda doenca causada por protozoarios de maior importancia em saude publica
(FURUSAWA; BORGES, 2014).
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Hoje a leishmaniose constitui um conjunto complexo de doengas que
apresentam caracteristicas e peculiaridades diferentes decorrentes da multiplicidade
de seus agentes etioldgicos, vetores, reservatérios, fatores ambientais e a resposta
imune disposta pelo hospedeiro em resposta ao protozoario e sédo classificadas em
trés manifestagcbes principais: visceral (Calazar), mucocutanea e cutanea
(tegumentar) (ALTAMIRANO-ENCISO et al., 2003; AWASTHI; MATHUR; SAHA,
2004; BRASIL, 2013; FURUSAWA; BORGES, 2014).

2.1.2. O Parasita

Os parasitas do género Leishmania (Kinetoplastida: Trypanosomatidae) séo
protozoarios digenéticos (heteroxenos), que tem o seu ciclo biolégico desenvolvido em
dois hospedeiros, um vertebrado e um invertebrado (LAINSON; SHAW, 1979).

Apresentam dois estagios evolutivos principais:

(1) forma promastigota (com flagelo livre) que se desenvolve no aparelho

digestivo do vetor e,

(2) forma amastigota (intracelular, com flagelo rudimentar) que parasita o
Sistema Fagocitico Mononuclear (SFM) do hospedeiro vertebrado infectado,
reproduzindo-se no interior de macréfagos (GRIMALDI; TESH; McMAHON-
PRATT, 1989) [Figura 01].

Figura 01- Formas promastigota (a) e amastigota intracelular (b) de Leishmania.
Fontes: www.parasitologia.ich.ufmg.br/www.medicina.ufmg.br. Acesso em: 19 mai. 2014.



26

No Novo Mundo, o ciclo de transmissdo de Leishmania ocorre em varios
animais mamiferos (roedores, marsupiais, edentados, equinos, primatas e canideos)
que funcionam como verdadeiros reservatorios naturais do parasita e em insetos
hematéfagos flebotomineos, do género Lutzomyia (Diptera: Psychodidae:
Phlebotominae) pertencentes a varias espécies e diferentes géneros, dependendo da
localizacdo geografica (YOUNG; DUNCAN, 1994).

Existem aproximadamente 800 espécies de flebotomineos catalogadas em todo
o mundo, das quais mais de 120 ocorrem na Amazénia. Porém, somente 32 espécies
de fleb6tomos tém sido implicadas na transmissdo da leishmaniose humana (WHO,
1990; RANGEL; LAINSON, 2003).

O hospedeiro vertebrado adquire a infeccdo com a inoculacdo do parasita
(forma promastigota metaciclica) durante o repasto sanguineo. Os humanos e animais
domésticos infectados com Leishmania sao hospedeiros secundarios e néao
desempenham papel importante no ciclo de transmissdo, sao considerados
hospedeiros acidentais (Figura 02) [LAINSON, 1988].

Figura 02- Ciclo de Transmisséo da Leishmaniose (KAYE; SCOTT, 2011).
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O modelo de transmissdo da LTA transformou-se gradualmente durante as
Ultimas décadas, passando de silvestre, primordialmente, para associacdo de
silvestre, domiciliar e peridomiciliar (ARMIJOS et al., 1997; GUERRA et al., 2006;
NEGRAO; FERREIRA, 2009).

2.1.3. Determinantes da infeccdo: Interacdo Leishmania - macréfago

O estabelecimento da infeccdo humana pelas espécies de Leishmania tem seu
inicio a partir da inoculacdo das formas promastigotas do parasita na pele, durante a
hematofagia das fémeas de flebotomineos vetores (BRASIL, 2006; SILVEIRA et al.,
2008). A partir desse momento, inicia-se uma complexa interagcdo do parasita e a
resposta imune do hospedeiro, ou seja, um processo de sobrevivéncia do parasita
frente as defesas do organismo, que se vencido pelo parasita, resultard na sua
fagocitose pelas células do sistema fagocitico mononuclear (SFM), como os
macrofagos (VAN ZANDBERGEN et al., 2004; JOHN; HUNTER, 2008; LASKAY; VAN
ZANDBERGEM; SOLBACH, 2008; PETERS et al., 2008).

De outro modo, de acordo com o modelo mais recente de interacdo Leishmania
— neutrofilo - macréfago, as primeiras células que chegam ao sitio da infeccéo,
atraidas por moléculas presentes na saliva do inseto vetor, sdo os neutrofilos, que
funcionam como pontes entre os parasitas e os macrofagos (PETERS; SACKS, 2009;
OLIVEIRA, 2010). Além disso, os neutréfilos secretam um nivel elevado de MIP-1(3
guimiocina, que é conhecida por atrair macrofagos para o local da infec¢éo, indicando
gue a Leishmania pode usar neutrofilos como "cavalos de tréia" para entrar
silenciosamente nos macrofagos (VAN ZANDBERGEN et al., 2004; PIMENTEL et al.,
2016).

Apbs a infecgdo inicial, os neutrofilos e macréfagos séo recrutados para o local
da infeccdo desencadeando uma resposta inflamatéria aguda inespecifica e a
ativacao do sistema complemento, da qual sua interacdo com os parasitas influenciara
significativamente o resultado da infec¢cdo (RIBEIRO-GOMES et al., 2007). Ou seja,
algumas das formas promastigotas metaciclicas infectantes conseguem resistir a acao
litica dos neutréfilos e do sistema complemento, por apresentarem na membrana
plasmatica moléculas de glicoconjugados e glicoproteinas, que impedem tanto a

fixacdo de componentes do complemento (C3b e C3bi), como também, representam


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3417671/#B64
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uma barreira de protegdo contra a lise celular (PUENTES; SACKS; JOINER, 1988;
SACKS; BROCLIN; TURCO, 1990; SILVEIRA et al.,, 2008), sendo fagocitadas por
macrofagos, e posteriormente, transformam-se em formas amastigotas dentro dos
vacuolos parasitoforos dessas células (MURRAY et al., 2005; SILVEIRA et al., 2008).

Como Leishmania € um patdgeno intracelular obrigatério, os macroéfagos séo
indispensaveis para a sua sobrevivéncia, diferenciacdo e replicacdo por divisdo
binaria, e a adesao do parasita a membrana do macré6fago é mediada por receptores
(receptor para molécula de manose-fucose, manose-6-fosfato, lipofosfoglicanos, gp63)
da membrana do macréfago que se ligam as moléculas da membrana das
promastigotas metaciclicas (CHANG, 1981; SILVEIRA et al., 2008; LIU; UZONNA,
2012). A utlizagdo desses receptores promove baixo metabolismo oxidativo no

macrofago, o que favorece a continuidade do seu ciclo biologico (BRASIL, 2006).

A adesdo do parasita a membrana do macrofago é imprescindivel para o
processo de fagocitose. Diferentes moléculas do parasita tém sido estudadas e
descritas como integrantes da membrana de superficie das leishmanias e
consideradas potenciais fatores de viruléncia, tais como glicoproteinas (GP) e
glicolipidios, fundamentais para sua interacdo com os macroéfagos, sendo a GP63, o
lipofosfoglicano (LPG) e mais recentemente, o E-NTPDases (ecto-nucledsideo
trifosfato difosfohidrolases) importantes moléculas ligantes (SANTOS et al., 2009;
PIMENTEL et al., 2016).

Em seguida, essa interacdo determina uma série de reac¢des bioguimicas que
podem levar a ativacdo ou a inibicdo das funcdes da célula hospedeira. Essa ativacao
caracteriza-se pela deflagracdo de processos oxidativos (sistema microbicida
dependente de oxigénio) e producdo de o6xido nitrico. Desse modo, durante a
fagocitose, os granulos lisossomais das células fundem-se aos vacuolos parasitoforos
formados, resultando em uma modificagdo do seu microambiente, induzindo a
transformacédo da forma promastigota para amastigota, facilitando sua sobrevivéncia,
pois, sob essa nova forma, o parasita apresenta-se mais resistente e desencadeia
menor resposta oxidativa da célula hospedeira, e consequente replicacéo,
disseminando a infeccao (MURRAY, 1981; BRASIL, 2006; SILVEIRA et al., 2008).

A partir de entdo, a evolucdo da infeccdo e a definicdo da patogenia estdo
sujeitas ao perfil imunogenético do homem, intensamente associado a resposta imune

celular, e da viruléncia da espécie de Leishmania infectante, da qual resultardo as



29

diferentes formas clinicas da LTA (SILVEIRA et al., 2004; LIU; UZONNA, 2012;
PIMENTEL et al., 2016).

2.2 Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA)

A LTA é uma doenca infecciosa de evolugdo cronica, causada por diferentes
espécies de parasitas, caracterizada principalmente pelo comprometimento do tecido
cutédneo e, secundariamente, dependendo da espécie de Leishmania e de fatores
imunogenéticos do hospedeiro, por lesdo do tecido mucoso nasofaringeo,
manifestando diferentes formas clinicas descritas a seguir: a Leishmaniose Cutanea
(LC) e a Leishmaniose Cutanea Mucosa (LCM). Outros tipos de manifestacdo de
importancia séo: a forma disseminada e a forma difusa (NEVES, 2004; SILVEIRA et
al., 2008; BRASIL, 2017).

A Leishmaniose Cutanea (LC) apresenta Ulcera tipica indolor e costuma
localizar-se em areas expostas da pele, com formato arredondado ou ovalado,
medindo de alguns milimetros até alguns centimetros, com base eritematosa, infiltrada
e de consisténcia firme. As bordas sdo bem delimitadas e elevadas com fundo
avermelhado e granulacbes grosseiras (GONTIJO; CARVALHO, 2003; BRASIL,
2017).

Outros tipos de lesbes cutaneas também podem ser encontrados. As lesdes
iniciais costumam apresentar-se nodulares, localizadas profundamente na hipoderme,
ou pequenas papulas, semelhantes a picada de inseto, que evoluem aumentando em
tamanho e profundidade (lesGes papulo-tuberosas) e ulcerando no vértice. As lesdes
vegetantes caracterizam-se pelo aspecto papilomatoso, umido e de consisténcia mole;
ja as lesdes verrucosas caracterizam-se por superficie seca, aspera, com presenca de
peguenas crostas e de descamacédo. Esses dois tipos de lesdes podem ser primarios
ou evoluir a partir de Ulceras. Ao redor da lesdo principal, poderdo surgir enduracéo
subcutanea e papulas satélites, que podem coalescer formando placas. Novas lesdes
de LC podem surgir em areas traumatizadas. A linfangite nodular, com ou sem
linfadenopatia regional, quando presente, costuma estar recoberta por pele integra ou
eritematosa (forma esporotricéide). Eventualmente, pode haver formacdo de Ulceras
no trajeto, porém nao € comum observar a formacdo de gomas, com supuracado e
fistulizacdo das lesdes (GUIMARAES et al., 2005; BRASIL, 2017) [Figura 03].
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Ulcera franca Impetigdide Em placa

Nodular Verrucosa

Ulcera vegetante

Figura 03- Polimorfismo das lesbes de Leishmaniose Cutanea.
Fonte: Naiff Jr et al. (2009); Espir et al. (2016).

A Leishmaniose Cutanea Mucosa (LCM) representa 3 a 5% dos casos de LC
gue progredirdo para a lesdo mucosa. Geralmente a lesdo é indolor e destrutiva,
iniciando-se no septo nasal anterior, que é cartilaginoso e de facil visualizacdo.
Algumas vezes a Ulcera primaria ainda pode ser observada quando surgem as lesdes
mucosas, em outras vezes 0 acometimento mucoso surge até 10 anos depois a
inoculacdo do parasita. Acredita-se que a disseminacdo metastatica ocorra por via
hematogénica ou linfatica. Normalmente, surge apds a cura clinica da LC (SILVEIRA
et al., 2008; VERONESI; FOCACCIA, 2015).

Atualmente existem cerca de 30 espécies de Leishmania descritas, sendo 10
no Velho Mundo e 20 no Novo Mundo. Dentre essas 21 causam a doenca no homem.
Nas Américas, 13 espécies sao conhecidas, destas sete causam leishmaniose
cutanea no Brasil (RANGEL,; LAISON; 2003).

A LTA na Amazodnia pode ser ocasionada por sete espécies de leishmanias,
seis do subgénero Viannia: L. (V.) braziliensis, L. (V.) guyanensis, L. (V.) lainsoni, L.

(V.) naiffi, L. (V.) shawi, L. (V.) lindenbergi e uma do subgénero Leishmania: L. (L.)
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amazonensis. Dentre essas, até o momento, as de maior importancia no estado do
Amazonas séo: L. (V.) guyanensis e a L. (V.) naiffi, seguidas de L. (V.) braziliensis e L.
(L.) amazonensis (MOTA; MIRANDA, 2011; BRASIL, 2017).

A L.(V.) guyanensis é a segunda espécie mais prevalente no Brasil, sendo uma
das mais comuns na regido amazonica. A endemia associada a este patdgeno incide
em focos rurais e urbanos, sendo a doengca comum em jovens do sexo masculino, que
trabalham no campo (FIGUEIRA et al., 2008). Apresenta multiplas lesbes, e raramente
lesBes nas mucosas (OURIVES-NEVES et al., 2011; BRASIL, 2017).

Ha poucos relatos de infeccdo por L. (V.) naiffi, sugerindo que sua ocorréncia é
incomum e 0s casos relatados apresentam um curso clinico benigno e uma boa
resposta ao tratamento. Os poucos casos descritos na literatura geralmente
associam L. (V.) naifficom baixas taxas de viruléncia em humanos. As lesdes
cutaneas sdo geralmente ulceradas, pequenas e localizadas nas maos, bragcos ou
pernas (PRATLONG et al.,, 2002; FAGUNDES-SILVA et al., 2015). At¢é o momento,
nenhuma associacdo entre L. (V.) naiffi e leishmaniose mucosa tem sido observada.
Esta associada com tatus (Dasypus novencintus), em florestas primarias na regiao
amazonica. Seus vetores sao Lutzomyia davisi, Lu. squamiventris, Lu. paraensis e Lu.
ayrozai (LAINSON et al., 1990; YOUNG; DUNCAN,1994).

A L. (L.) amazonensis é responsavel pelos casos de leishmaniose cutanea,
cutaneo-mucosa, e por uma forma sem tratamento conhecida por leishmaniose
cutanea difusa anérgica (SILVEIRA et al., 2008), sendo encontrado ao norte e ao sul
do rio Amazonas. Segundo Rangel e Lainson (2003) é a Unica espécie do subgénero
Leishmania que causa LC no Brasil, com distribuicdo geografica relativamente ampla
nas Ameéricas. Tem como principal vetor o Lu. flaviscutellata, um flebotomineo de

habito noturno e pouco antropofilico (BRASIL, 2017).

A L. (V.) braziliensis causa lesfes cutaneas e mucosas, estende-se de Norte a
Sul do Brasil em areas de colonizacao recente e antiga. Esta relacionada com animais
domésticos, como cavalos e cdes. Sua transmissdo estd associada ao vetor Lu.
wellcomei em florestas primarias no Para e Sul da Bacia Amazbnica (MARZOCHI;
MARZOCHI, 1994; MOTA; MIRANDA, 2011).
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Deve-se considerar o caso de LC como um todo, pela ocorréncia do parasita,
das condi¢des particulares de cada individuo e do estado de seu sistema imune. A
resultante desta associacéo € que determinara a evolucdo da doenca (BRASIL, 2017).

2.3 Epidemiologia da Leishmaniose Tegumentar Americana

Endémica em quatro dos sete continentes, a LTA ocorre em regides tropicais e
subtropicais. Tem sido descrita em quase todos os paises americanos, do sul dos
Estados Unidos ao norte da Argentina, com excecao do Uruguai e do Chile (VIEIRA et
al., 2007) [Figura 04]. Sobrevém com frequéncia nos paises subdesenvolvidos ou em
desenvolvimento, devido as mudancas socioecondmicas e comportamentais como,
por exemplo, éxodo rural, desemprego, guerra, etc., tornando cada vez mais dificil a
implantacédo dos programas de controle (MOTA; MIRANDA, 2011; OMS, 2012).

Do total de casos de LTA, 90% ocorrem em apenas 10 paises, sendo o0s
principais: Ird, Arabia Saudita, Siria e Afeganistdo, no Velho Mundo; Brasil e Peru, no

Novo Mundo (OMS, 2012).

Legend

B Endemic
[ Previously reported cases
7] Mo autechthenous cases reported

B Not applicabla

Figura 04- Distribuicdo Mundial da Leishmaniose Cutanea (2013).
Fonte: WHO (2013)
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O Brasil encontra-se entre 0s cinco paises com maior nimero de casos desta
endemia nas Américas, representando um grave problema de saude puablica, com
ampla distribuicdo por todas as regides geograficas (ALVAR, 2012). No periodo de
2010 a 2015 foram registrados, em média, 20.798 casos/ano, distribuidos em todas as
Unidades Federativas do Brasil, com destaque para as regides norte e nordeste
(SINAN/SVS/MS, 2017).

Os coeficientes médios mais elevados foram registrados na regido Norte
(61,02/100.000 habitantes), seguidos das regides Centro-Oeste (21,65/100.000
habitantes) e Nordeste (15,07/100.000 habitantes), conforme apresentado na tabela 1.

Tabela 1- Taxa de incidéncia de LTA entre os anos de 2006 a 2012, nas regifes do Brasil.

Regido 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 Total
TOTAL 11,58 11,46 10,64 11,38 1159 11,08 11,86 11,37
Regido Norte 57,71 64,94 57,23 53,63 45,18 5351 61,07 56,15
Regi&o Nordeste 11,63 1159 11,65 12,94 17,03 14,83 15,07 1355
Regi&o Sudeste 342 247 206 202 315 265 165 249
Regi&o Sul 205 194 239 160 091 121 154 1,66

Regido Centro-Oeste 27,62 23,32 22,04 32,60 22,18 16,01 21,65 23,57

Fonte: Ministério da Salde/Secretaria de Vigilancia em Saude, 2013.

Ja em 2013 foram mais de 18 mil casos registrados na regido Norte, sendo o
Amazonas considerado o 5° estado com maior nimero de casos registrados (1.302) e
2014 mais de 1.500 casos ja haviam sido registrados (FVS, 2015). A incidéncia de
Leishmaniose no Amazonas ainda é expressiva, devido a abertura de novas estradas,
instalacdo de novos nucleos residenciais, onde previamente existia densa floresta
tropical e com treinamento de militares na selva (TALHARI et al., 1988; GUERRA et
al., 2003; PINHEIRO, LUZ; FRANCO, 2008).

Surtos da doenca geralmente ocorrem em areas de desmatamento recente,
para ocupacado da terra por posseiros, edificacdo de estradas, instalacédo de frentes de
trabalho, organizacdes militares em treinamento de selva, cacadores, implantacdo de
assentamentos rurais e populacao indigena que habita a floresta de areas endémicas
(BRASIL, 2013).
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A Organizagdo Mundial de Saude definiu que a luta contra a leishmaniose deve
ser parte da atengdo primaria a saude, destacando as responsabilidades de esferas
locais e federais, e da populagédo em geral, para o combate da expansao da doenca e
o controle da mesma (WHO, 1990).

2.4Tratamento da Leishmaniose Tegumentar Americana

O arsenal terapéutico medicamentoso disponivel para tratamento da LTA,
assim como de outras doencas tropicais € bastante precério. Historicamente, o
padrdo-ouro da terapia sistémica dessa doenca € com antimoniais pentavalentes
(MANSUETO et al,. 2014), mas outras opcdes terapéuticas foram adotadas ao longo
dos anos, incluindo Pentamidina, Anfotericina B e Miltefosina (CHRUSCIAK TALHARI,
2009; CROFT; OLLIARO, 2011; BRASIL, 2013; 2017; CDC, 2016), como mostra a
tabela 2.

A decisdo sobre qual terapéutica adotar deve ser individualizada e a
abordagem vai depender da espécie de Leishmania identificada, area geografica em
gue a infeccao foi adquirida, da historia natural da infeccéo, o risco de desenvolver a
forma mucosa da doenca, da faixa etaria, das caracteristicas clinicas das lesbes e da
susceptibilidade aos medicamentos (SILVEIRA et al., 2008; OURIVES-NEVES et al.,
2011; CDC, 2016; BRASIL, 2017).
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Tabela 2- Drogas mundialmente utilizadas para o tratamento atual da Leishmaniose Tegumentar Americana, isoladas ou coadministradas.

Droga Produto Mecanismo de agéo Vantagens LimitagBes Custo
comercial
Antimdnio Glucantime® Atua como pré-droga, inibe  Baixo custo e alta disponibilidade Resisténcia parasitaria, especialmente na India; 1,30-7,97 U$
Pentavalente (Antimoniato de tripanotiona redutase, Tratamento longo (até 30 dias), por vias IM/EV;
Meglumina) aumenta ERO; inibe a Efeitos cardiotoxicos e nefrotoxicos.
biossintese de
Pentostam® macromoléculas em
(Estibogluconato amastigotas.
de Saédio)
Pentamidina Pentacarinat” Inibe a topoisomerase || Eficaz na terapia de combinagao, Tratamento EV, efeitos adversos gastrointestinais, hipotensao, indugéo 72-93U$
(Isetionato de mitocondrial e o processo usado em caso de resisténcia ao de diabetes mellitus.
pentamidina) de transcri¢ao. antimonial.
Anfotericina B Abelcet® Formam complexos com Alta eficacia, usada em caso de Tratamento hospitalar longo (28 dias), por via EV; 6,6 — 11,28 U$
(complexo estero6is da membrana resisténcia ao antimonial; Doses limitadas devido a toxicidade renal;
lipidico) plasmética do parasita, Efeitos adversos, ndusea, vomitos, diarréia, hipocalemia, alteracdes
aumentando a hepéticas e renais.
permeabilidade, resultando Alto custo;
Amphocil® em morte celular.
(Dispersao
coloidal) Droga com entrega
direcionada em Lipossomal: menos nefrotéxica que  Lipossomal: alto custo. 23-77,5U%
macrofagos infectados e a convencional Exige manutencé&o da temperatura.
AmBisome® consequente morte
(lipossomal) parasitaria.
Miltefosina Impavido® Modula receptores de Apresentacéo oral Alto custo; 23-77,5U$

superficie celular e do
metabolismo do inositol
dos parasitas, inibe o
citocromo C oxidase.

Droga anticancer;

Tratamento longo de 28 dias;

Eficaz apenas contra trés espécies de Leishmania (L. braziliensis,
L. panamensis e L. guyanensis);

Medicamento néo esté registrado em muitos paises endémicos e,
consequentemente, ndo estdo disponiveis;

Toxicidade gastrointestinal, hepéatica e renal;

Teratogénica em animais experimentais.

ERO: espécie reativa de oxigénio. IM: intramuscular. EV: endovenoso

Fonte: Adaptado de OPAS (2013); Mears et al. (2015); Singh et al. (2016); DNDi (2016).
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Atualmente, apos varias evidencias clinicas, o tratamento da doenga no Brasil
segue as recomendac¢fes da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) para a realidade
das Américas, devendo considerar a espécie da Leishmania infectante, restringindo-
se a drogas de primeira e segunda escolha (BRASIL, 2017), conforme os protocolos
descritos a seguir nos Quadros 1 e 2:

Quadro 1- Opc¢des de tratamento para a forma cuténea localizada de leishmaniose tegumentar causada
pela Leishmania braziliensis e por outras espécies de Leishmania, exceto Leishmania guyanensis.

Leishmaniose Cuténea Localizada — Pacientes infectados por Leishmania braziliensis e
outras espécies, exceto L. guyanensis.

Forma clinica Terapéutica

Primeira escolha

* Antimoniato de Meglumina EV ou IM: para pacientes de
todas as regides brasileiras, exceto aqueles com
comorbidade renal, hepatica ou cardiaca, gestantes e com
Lesdo Unica ou multipla de | idade maior ou igual a 50 anos.

qualquer tamanho e
localizacdo » Anfotericina B lipossomal: para pacientes com idade a
partir de 50 anos; com insuficiéncia renal, cardiaca ou
hepatica de qualquer idade; transplantados renais, cardiacos
ou hepaticos; gestantes de qualquer idade.

Segunda escolha
* Desoxicolato de anfotericina B.
* Isetionato de pentamidina, exceto em gestantes e lactantes.

Lesdo unica com até 3 cm | Primeira escolha
no seu maior didmetro, em
gualquer localizacdo, exceto | « Todas as indicagbes de primeira escolha recomendadas

cabeca e regides | para lesdo Unica ou mdltipla de qualquer tamanho e
periarticulares, incluindo | localizacéo.

recidiva cutis e sem

imunossupressao. * Qutra opcao: antimoniato de meglumina intralesional.

Segunda escolha

*Todas as indicagdes de segunda escolha recomendadas
para lesdo UGnica ou mdltipla de qualquer tamanho e
localizacéo.

Fonte: SVS/MS




37

Quadro 2- Opgles de tratamento para a forma cutanea localizada de leishmaniose tegumentar
causada pela Leishmania guyanensis.

Leishmaniose Cuténea Localizada — Pacientes oriundos de areas onde h& predominio de

Leishmania guyanensis.

Forma clinica

Terapéutica

Lesdo Unica ou mdltipla de
qualquer tamanho e
localizacdo

Primeira escolha

* Isetionato de pentamidina: para todos 0s pacientes,
exceto os com comorbidade renal, hepatica ou cardiaca,
diabéticos, gestantes, lactantes.

» Anfotericina B lipossomal: insuficiéncia renal, cardiaca e
hepatica; transplantados renais, cardiacos e hepaticos;
gestantes, e para pacientes com idade a partir de 50 anos.

Segunda escolha

* Antimoniato de Meglumina.
* Desoxicolato de anfotericina B.

Lesdo Unica com até 3 cm
no seu maior diametro, em
gualquer localizacédo, exceto

cabeca e regides
periarticulares, incluindo
recidiva cutis e sem
imunossupressao.

Primeira escolha

* Todas as indicagdes de primeira escolha recomendadas
para lesdo Unica ou multipla de qualquer tamanho e
localizagéo.

* Qutra opcao: antimoniato de meglumina intralesional.

Segunda escolha

* Todas as indicagdes de segunda escolha recomendadas
para lesdo U(nica ou mdltipla de qualquer tamanho e
localizacéo.

Fonte: SVS/MS

2.4.1 Antimoniais Pentavalentes

Com o objetivo de padronizar o esquema terapéutico, a OMS recomenda que a
dose de Antimoniato de Meglumina seja calculada em mg/Sb>*/kg/dia por 20 a 30
dias, por via parenteral (intramuscular ou endovenosa), havendo dois tipos de
antimoniais pentavalentes que podem ser utilizados, o Antimoniato de Meglumina
(Glucantime® Sanofi, Aventis) e o Estibogluconato de sédio (Pentostan® Glaxo, Smith
Kline), sendo este ultimo ndo comercializado no Brasil (BERMAN, 1988; BRASIL,

2017). A figura 05 ilustra as estruturas quimicas destes compostos.
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Figura 05- Estrutura quimica dos antimoniais pentavalente. (A): Estibogluconato de Sadio e (B)
Antimoniato de Meglumina.
Fonte: JENSEN (2016). Chemdraw®.

O Antimoniato de Meglumina (Glucantime®) é comercializado em frasco de 5
mL que contem 1,5 g do antimoniato bruto, correspondente a 405 mg de Sb>".
Portanto, cada mL contém 81 mg de Sb>". Ndo deve ser usado por gestantes, pois
atravessa a barreira transplacentaria e pode impregnar no tecido nervoso do feto,
levando a sindromes severas de retardamento mental, e nem por pacientes cardiacos.
O Ministério da Saude brasileiro distribui gratuitamente o medicamento através da
rede publica de saude (BRASIL, 2013).

Apesar de o antimbénio pentavalente ser menos toxico que o trivalente, os
medicamentos apresentam importantes efeitos colaterais, tais como dor no local da
injecdo, pancreatite, nduseas, vomitos, mialgias, artralgia, plenitude gastrica, pirose,
dor abdominal, cefaleia, tontura, palpitacdo, alteracbes das enzimas hepaticas,
alteracoes eletrocardiograficas, toxicidade cardiaca e renal, podendo ocorrer morte
subita (CROFT; COOMBS, 2003; SILVA, 2012; BRASIL, 2013).

A droga é rapidamente absorvida e mais que 80% da dose administrada é
excretada dentro de 24h apds aplicacdo, por via renal, na forma inalterada. A
eliminacdo ocorre em duas fases. Na primeira, a meia-vida é pequena e
aproximadamente de duas horas, e na segunda fase, a meia-vida € mais lenta, cerca
de 76h. Devido a rapida eliminacéo, altas doses de antimbnio pentavalente em regime
continuo garantem sua quantidade adequada nos sitios de acdo (BULA
GLUCANTIME®, 2010).

A eficicia do Antimoniato de Meglumina no tratamento da LC varia segundo a

regido geografica, a espécie de Leishmania envolvida e a apresentacdo clinica da
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doenca. No Brasil, a falha terapéutica foi observada em 29% dos pacientes (TUON et
al., 2008), na Bolivia em 7% dos pacientes (BERMUDEZ et al., 2006), na Colémbia
em 39% dos pacientes (PALACIOS et al., 2001) e no Peru a falha terapéutica variou
de 8,3 a 30,4% dependendo da espécie de Leishmania (AREVALO et al., 2007).

Embora néo seja fatal, a LC é tratada para acelerar a cura, reduzir as lesdes e
prevenir a disseminagcdo do parasita ou as recaidas. As dificuldades quanto a
administracdo e a duracdo do tratamento (aplicacdes diarias por longo tempo),
paralelamente aos efeitos colaterais e o crescente numero de relatos de casos de
resisténcia de cepas de Leishmania aos compostos antimoniais pentavalente tém
estimulado pesquisadores do mundo todo a buscar novas formas farmacéuticas para
este farmaco (MARSDEN, 1986; SUNDAR, 2001; CROFT; SUNDAR; FAIRLAMB,
2006; SINGH et al, 2016).

2.4.1.1 Mecanismo de Ac¢éo dos Antimoniais

Em 1912, o cientista brasileiro Gaspar Vianna demonstrou que o tartaro
emeético (tartarato de potassio e antimbnio trivalente) determinava uma rapida
cicatrizacado das lesbes cutaneas. Somente a partir da década de 40, o uso clinico do
antimonial trivalente foi descontinuado por causa dos seus severos efeitos colaterais e
pela descoberta de compostos menos téxicos, 0s complexos de antimbnio
pentavalente (Sb>") [BERMAN, 2003; MIRANDA, 2011]. E apesar de ser empregado
h&4 muitos anos no tratamento das leishmanioses 0 mecanismo de acdo desses

farmacos ndo esta completamente esclarecido, mas acredita-se que:

e 0S antimoniais pentavalente exercem pouco efeito sobre as formas
promastigotas em culturas axénicas, havendo contraste entre as atividades in vitro
e in vivo, sugerindo que para exercer a atividade leishmanicida é necessaria a
reducdo de Sb°* para Sb**, sendo portanto, pré-drogas, e que dessa forma,
interferiria no metabolismo dos tiéis (WYLLIE; CUNNINGHAM; FAIRLAMB, 2004);
e 0 Sb* parece interferir em enzimas-chave do metabolismo energético das
formas amastigotas de Leishmania, levando a deplecdo de ATP intracelular
(BERMAN; GALLALEE; BEST, 1987);
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e ha apoptose de amastigotas tratadas com Sb*', envolvendo fragmentacdo do
DNA e externalizacao de fosfatidilserina (SERENO et al., 2001; SUDHANDIRAN;
SHAHA, 2003);

e somente as formas amastigotas sdo capazes de reduzir Sb°* para Sb*'
(SHAKED-MISHAN et al., 2001); outra hipétese sugere que a reducdo do Sb>*
ocorra no macrofago (SERENO et al., 1998), sendo possivel que a redu¢do ocorra
em ambos;

e 0s antimoniais pentavalente passam por uma dissociacdo para que o antimoénio
exerca sua atividade (DEMICHELI; FREZARD, 2005);

Portanto, de acordo com a hipétese de que Sb*" é reduzido para Sb** na célula,
foi demonstrado que a glutationa (GSH), principal tiol encontrado nas células dos
mamiferos, pode estar envolvida nesse processo (FREZARD et al., 2001; FERREIRA;
FORONDA; SCHUMAKER, 2003). Ressalva-se ainda que duas enzimas parasitarias,
nomeadas redutase tiol dependente (TDR1) e arsenato redutase (ACR2), mostraram-
se capazes de converter Sb® a Sb*' dentro da célula, sugerindo a possivel
participacdo de enzimas do parasita nesse processo (DENTON; MCGREGOR,;
COOMBS, 2004; CABALLERO, SALAS; SANCHEZ-MORENO, 2014).

A participacdo do parasita no metabolismo dos antimoniais foi sugerida a partir
dos maiores niveis de Sbh*" encontrados em hamsters experimentalmente infectados
guando comparado aqueles tratados sem infeccdo. Sugere-se que noOsS meios
biolégicos Sb*" interagiria com os grupos sulfidrilas de certas proteinas, resultando na
perda de sua funcdo (DEMICHELI et al., 2002; DEMICHELI; FREZARD, 2005).

Além disso, também foi demonstrado por DEMICHELI et al. (2002) que Sb>*
forma complexos com ribonucleosideos, e que essa interacdo poderia ter implicacdes
no mecanismo de ac¢do dos antimoniais, pois a formacdo desses complexos poderia
estar relacionada com a interferéncia dos antimoniais pentavalente no processo de B-
oxidacdo de &cidos graxos e glicélise do parasita e na deplecdo dos niveis de ATP
intracelular (RATH et al., 2003). Na imagem a seguir (Figura 06) pode ser observado o
esquema das hipoteses descritas para o mecanismo de acdo dos antimoniais

pentavalentes.
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Figura 06- Modelos propostos por Demicheli e Frézard (20053) para 0 mecanismo de acdo dos
antimoniais pentavalente. (1) envolve a redugéo de Sb** para Sb " pelos tidis; (2) envolve a formacao
de complexo Sb>'- ribonucleosideo. Fonte: DEMICHELI; FREZARD (2005).

2.4.1.2 Resisténcia ao tratamento com Antimoniais Pentavalente

E preocupante a ocorréncia de resisténcia medicamentosa aos antimoniais
pentavalentes (20 mg/Sb>/kg/dia por via intramuscular ou endovenosa por 30 dias).
Em Bihar e Nepal (india), por exemplo, o percentual é de 60% e 24%,
respectivamente para a LV, (CROFT; SUNDAR; FAIRLAMB, 2006; SINGH et al.,

2016). Por conseguinte, o antimonial pentavalente ndo é mais recomendado na india.

Nas Ameéricas tem aumentado a preocupacdo quanto a refratariedade das
formas de LC e LM ao tratamento (LLANOS-CUENTAS et al., 2008; BRUSTOLONI et
al., 2010). No Brasil, estudos em areas endémicas para LC revelam que a taxa de
cura definitiva para pacientes tratados com Sb°>* é até 60%, sugerindo a resisténcia a
este farmaco (MACHADO et al., 2010; OURIVES-NEVES et al., 2011; CHRUSCIAK-
TALHARI et al., 2011; INOCENCIO DA LUZ et al., 2011).

Diversos autores citam 0s mecanismos provaveis dessa resisténcia: a reducao
da transformacdo do Sb®" em Sb*, a formacdo de conjugado entre o Sb e o tiol

intracelular (tripanotiona) por conjugase/transferase nao identificadas e a extrusdo do
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Sb pelo elevado nivel de transportadores de efluxo do tipo ABC (HAIMEUR et al.,
2000; DENTON; MCGREGOR; COOMBS, 2004; CROFT; SUNDAR; FAIRLAMB,
2006).

Além disso, o tratamento inadequado ou subdose da terapia por pacientes em
locais com focos endémicos podem resultar no aparecimento de Leishmania com
baixa sensibilidade aos antimoniais pentavalentes (LUCUMI et al., 1998). Também a
inerente resisténcia do parasita ao antimonial ou defeitos sutis na farmacocinética ou

sistema imune do hospedeiro pode ser importante (BERMAN, 1988).

N&do é sabido se a resisténcia medicamentosa parasitaria € genética ou
adquirida pela falta de susceptibilidade intrinseca para subpopula¢cdes de parasitas e
essa resisténcia ao antimoénio leva longo tempo para surgir, sugerindo que Varias
mutacdes sao requeridas para encontrar um fendtipo resistente, mas a resisténcia aos
antimoniais é temivel (LIMA et al., 2007; BRAGA, 2012).

Nos ultimos anos, estdo sendo reintroduzidos com o beneficio de novas
formulacdes ou regimes de dosagem. Esse grupo € representado, principalmente,
pela Pentamidina e Anfotericina B (CDC, 2016).

2.4.2 Isetionato de Pentamidina

O Isetionato de pentamidina (Pentacarinat®) tem sido usado no tratamento de
leishmanioses ha mais de 40 anos em areas endémicas dos continentes americano,
asiatico e africano. Classicamente a dose recomendada para as diferentes
manifestacdes clinicas é de 4 mg/kg/dia por via intramuscular profunda ou via
endovenosa, em dois em dois dias, recomendando-se ndo ultrapassar a dose total de
2 g, pois esse medicamento tem acdo no metabolismo da glicose e pode causar
diabetes nos pacientes (BRASIL, 2017).

Esta substancia € uma diamidina aromatica (Figura 07) de eliminagéo lenta,
depositando-se principalmente no figado e nos rins. Este farmaco interfere com a
sintese de DNA da Leishmania, modificando a morfologia do cinetoplasto e
promovendo a fragmentacdo da membrana mitocondrial e também interfere no
metabolismo das purinas, matando o parasita (GOTO; LINDOSO, 2010).
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Figura 07- Estrutura quimica da Isetionato de Pentamidina.
Fonte: JENSEN (2016). Chemdraw®.

Como efeitos colaterais da droga observam-se: dor, enduracdo e abscessos
estéreis no local da aplicacdo, além de nauseas, vomitos, tontura, mialgia, cefaléia,
hipotensao, lipotimia, sincope, hipoglicemia e hiperglicemia (DAVID; CRAFT, 2009;
BRASIL, 2017).

2.4.3 Anfotericina B

A Anfotericina B (Abelcet®) [Figura 08] é um antibiético antif(ngico utilizado no
tratamento das Leishmanioses na dose de 1 mg/kg/dia, por infusdo endovenosa,
diariamente ou em dias alternados, ndo excedendo a dose de 50 mg por aplicacao.
Deve ser administrada até atingir as doses totais de 1 a 1,5 g (forma cutéanea) e 2,5 a
3 g (forma mucosa) [BRASIL, 2017].

Sua atuacdo se da nas formas amastigotas e promastigotas de leishmanias,
atuando no ergosterol presente na membrana. Com o aumento da permeabilidade da
membrana celular ocorre um influxo de fons, levando o parasita a morte. E
considerada como droga de primeira escolha no tratamento de gestantes e de
segunda escolha quando ndo se obtém resposta ao tratamento com o antimonial
pentavalente ou na impossibilidade de seu uso (GOTO; LINDOSO, 2010).
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Figura 08- Estrutura quimica da Anfotericina B.
Fonte: JENSEN (2016). Chemdraw®.

Apresenta diferentes efeitos adversos, sendo os mais frequentes: febre,
nauseas, vomitos, hipopotassemia e flebite no local da infusdo, podendo apresentar
também anorexia, insuficiéncia renal, anemia, leucopenia e alteracbes cardiacas
(BRASIL, 2013; SINGH et al., 2016).

2.4.4 Anfotericina B lipossomal

A Anfotericina B lipossomal (AmBisome®) é uma nova formulagéo, na qual o
farmaco é incorporado em lipossomas compostos por fosfatidilcolina, colesterol e
disterolfosfatidilglicerol, o que reduz a toxicidade do farmaco, como também aumenta
a eficiéncia e a concentracéo nos tecidos (SANTOS et al., 2008; BRASIL, 2017).

No Brasil, esta droga é recomendada principalmente para uso no tratamento da
LV, mas também é utilizada para tratar LTA segundo novo protocolo do Ministério da
Saude, na dose de 1 a 4 mg/Kg/dia diariamente por infusdo venosa, em dose Unica,
sem limite de dose diaria, até atingir as seguintes doses totais de 1 — 1,5 g (forma
cutanea) e 2,5 a 3 g (forma mucosa) [PELISSARI et al., 2011; BRASIL, 2017].

A acdo do medicamento ocorre através da sua ligacdo com esterdis na
membrana celular, alterando a parede celular e permitindo a passagem de varios tipos
de moléculas pequenas. Os efeitos adversos mais frequentes sdo febre, nauseas,

vOmitos, cefaléia, calafrios, flebite no local da infusdo e dor lombar. Outros efeitos



45

adversos importantes s&o anorexia, insuficiéncia renal, anemia, leucopenia e
alteracbes cardiacas (BRASIL, 2013). Ainda que seja muito eficaz, essa droga é
considerada toxica e estd associada a efeitos colaterais graves, além do alto custo,

limitando o uso dessa formulacéo.

2.5 Drogas Alternativas no Tratamento da Leishmaniose

Segundo a literatura, outros farmacos tém sido sugeridos como formas
alternativas para o tratamento da LTA, como a Paromomicina, Miltefosina, Alopurinol,
Azitromicina, Pentoxifilina, além de associa¢des destes farmacos com a terapéutica
convencional (SINGH; KUMAR; SINGH, 2012; ALMEIDA; SANTOS, 2011; DORLO et
al., 2012).

A Paromomicina, um antibiético aminoglicosideo identificado como tendo acéo
leishmanicida na década de 60, onde obteve bons resultados quando administrada
por via topica (EL-ON; SNEIER; ELIAS, 1992). Outras formulagdes de Paromomicina
envolvendo diferentes veiculos também foram testadas obtendo resultados variaveis,
inconclusivos ou conflitantes (GARNIER; CROFT, 2002; IRAJI; SADEGHINIA, 2005;
BAILEY; LOCKWOOD, 2007; AGUIAR et al., 2009; BEN SALAH et al., 2009; SINGH
et al., 2016). Essa droga tem a acéo de inibir a sintese de proteina, alterar a fluidez da
membrana e sua permeabilidade, quando administrada de forma parenteral ou
intralesional, mas é ineficiente quando aplicada sozinha, pois apresenta melhor
desempenho em sinergismo com outras drogas (MALTEZOU, 2010). Em contrapartida
a Paromomicina ndo afeta as células do hospedeiro mamifero, o que diminui a
ocorréncia de efeitos adversos (FERNANDEZ; MALCHIODI; ALGRANATI, 2011).

Outra opcéo é a Miltefosina, um alquil-fosfolipidio originalmente desenvolvido
para o tratamento de metastases cutdneas em carcinomas mamarios (ALMEIDA;
SANTOS, 2011). Foi lancado no mercado como uma opc¢ao racional de farmaco a ser
usado no tratamento oral da leishmaniose visceral na Alemanha e da leishmaniose
cutanea na Colémbia (CROFT; COOMBS, 2003; SEIFERT et al., 2007), e em
pacientes que ndo respondem a terapia com antimonial. Apesar de mostrar boa
eficacia em paises do Velho Mundo, é muito cara e tem uma longa vida no organismo
(SUNDAR; MURRAY, 2005). Essa droga age interferindo na membrana celular do
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parasita, sem interagir com o DNA parasitario, modulando a composic¢ao dos lipidios,
permeabilidade e fluidez da membrana, como ocorre com o metabolismo de
fosfolipidios, 0 que induz a morte celular por apoptose (SAMPAIO; LUCAS; FILHO,
2009). Apresenta efeitos adversos relacionados aos disturbios gastrointestinais, como
nausea, vomito e diarréia (SOTO et al., 2004; 2008).

O Alopurinol € um analogo da hipoxantina, também administrado oralmente e
apresenta baixa toxicidade sistémica nos ensaios terapéuticos da LTA. Porém, ha
diversos relatos de casos em que este farmaco nao foi eficaz no controle da infeccao
por Leishmania spp (RATH et al., 2003). A sua utilizagcdo pode ser associada ou n&o
ao antimonial, e seus efeitos secundarios sédo poucos frequentes, apesar da exigéncia
de uma monitorizacdo constante da funcdo renal e hepatica a pacientes sujeitos a
tratamentos prolongados (MOMENI; AMINJAVAHERI, 2003).

A Azitromicina € um antibiético usado no tratamento de varias patologias
infecciosas e mostra-se com alta atividade leishmanicida (KROLEWIECKI et al., 2002;
PRATA et al.,, 2003). Essa droga possui eficacia limitada e uso bastante restrito,
porém é utilizada em pacientes nos quais as alternativas para tratamento das
leishmanioses ndo tiveram sucesso e também em pacientes (criancas pequenas,
mulheres gravidas e pacientes com doencas graves) com contraindicacdes para todas
as outras drogas (BLUM; HATZ, 2009).

A Pentoxifilina € um farmaco desenvolvido para o tratamento de doenca
vascular periférica. A droga atua reduzindo a viscosidade sanguinea, melhorando a
flexibilidade das heméacias, fluxo microcirculatério e as concentracdes presentes de
oxigénio no tecido (MICROMEDEX®, 2015). A Organizacdo Mundial da Satde (WHO,
2010) e a Organizacdo Pan-Americana de Saude (OPAS, 2013) recomendam 0 uso
da Pentoxifilina como coadjuvante no tratamento da leishmaniose, pois apresenta
resultados de cura satisfatérios em menor tempo em comparacdo ao tratamento
convencional (AMATO et al., 2007; MACHADO et al., 2007).

Na discussdo sobre a atualizacdo das recomendacdes constantes no Manual
de Vigilancia da Leishmaniose Tegumentar Americana (BRASIL, 2007), realizada em
2014, em relacdo a leishmaniose mucosa (LM), foi recomendado o Antimoniato de
Meglumina como farmaco de primeira escolha, para pacientes com idade menor que
12 anos. Para pacientes com idade igual ou superior a 12 anos com LM, a

recomendacdo foi a associacdo do Antimoniato de Meglumina com a Pentoxifilina.
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Essa associacdo terapéutica causa efeitos adversos leves e incluem (artralgias,
nauseas, dor abdominal, outros), entretanto, sem maior gravidade clinica (GONZALEZ
et al., 2009).

Diversos outros farmacos encontram-se em fase de testes, como a
Sitamaquina, a Buparvaguona e o Imiquimod, e apresentaram bons resultados nas
fases pré-clinicas (CROFT; SUNDAR; FAIRLAMB, 2006; ALMEIDA; SANTOS, 2011).

Outros estudos tém direcionado esforcos em pesquisas, sobre compostos
naturais extraidos de plantas que sdo eficazes contra diversas espécies do género
Leishmania, dando prioridade aqueles com toxidade reduzida para hospedeiros
humanos (CALDERON et al., 2009; FERREIRA et al., 2011). Meneguetti et al. (2014)
relatam em seu estudo que na Amazoénia brasileira ja foram descritas 27 espécies de
plantas com alguma atividade contra Leishmania amazonensis, L. donovani, L.

braziliensis, L. chagasi, L. guyanensis e L. major.

O processo de desenvolvimento de medicamentos é oneroso e requer anos de
pesquisa, 0 que causa um desinteresse da industria farmacéutica pelas doencas
tropicais, ja que o publico alvo destes produtos ndo constitui um mercado lucrativo,
comprometendo o retorno do investimento (CHATELAIN; IOSET, 2011).

Quanto as despesas com o tratamento para a LTA, especificamente sobre as
drogas, a Pentamidina € muito mais dispendiosa, custando quase duas vezes mais do
gue o antimonial pentavalente. Contudo, o tratamento parenteral prolongado com o
antimonial gera despesas indiretas, relacionadas a insumos hospitalares, eventuais
necessidades de afastamento do trabalho ou internacdo (OURIVES-NEVES et al.,
2011).

A Rede de Pesquisadores e Colaboradores em Leishmaniose — redeLEISH,
apresenta o perfil do produto alvo ideal para o tratamento da LC, através do primeiro
Boletim Informativo Anual (2016) — O INFOLEISH, mencionando as seguintes
caracteristicas: que a resposta terapéutica seja independente da espécie, que nao
haja nenhuma necessidade de monitoramento de seguranca, seja bem tolerado, nédo
apresente nenhuma contraindicacdo e que 0 uso seja seguro na gravidez e lactacéao.
Quanto a eficacia, 95% dos pacientes devem exibir cura clinica completa em trés
meses apds o0 inicio do tratamento, apresentar cicatrizacdo minima e nenhuma

recaida/ forma recidiva. O esquema de administracdo deverd ser por via oral ou
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topica, com tempo de tratamento em torno de 14 dias (t6pica) e menor que 7 dias
(oral). Nao deve apresentar restricbes quanto a idade e abranger pacientes
imunocomprometidos. O produto deverd ser estavel pelo menos 3 anos a 37°C e sem
necessidade de cadeia de frio, e o custo por tratamento deve ser US$ 5 (DNDI, 2016).
Infelizmente, nenhum dos medicamentos até agora utilizados para todas as formas da

doenca cumprem todos esses critérios.

2.6 Aspectos relativos a Nanotecnologia

A nanotecnologia € um campo cientifico multidisciplinar que tem avancado
rapidamente nos ultimos anos, encontrando aplicacbes e avangos nas mais diversas
areas, desde setores de energia, eletrbnica, biotecnologia, industria alimentar até
medicina e satde (DURAN; MATTOSO; MORAIS, 2006; ROSSI-BERGMANN, 2008),
fornecendo a capacidade de criar produtos mais confiaveis, mais eficientes, mais
seguros, e em muitos casos, produtos cuja producédo seria impossivel de outra forma
(CORBETT et al., 2000).

Entretanto, varias sdo as definicbes dadas ao termo Nanotecnologia,
associando este a Nanociéncia ou Nanomaterial. Deste modo, a Sociedade Real e a
Academia Real de Engenharia Britanicas definiram que a nanotecnologia enfoca no
desenho, caracterizacéo, producéo e aplicacdo de estruturas, dispositivos e sistemas
limitando a forma e o tamanho a escala nanométrica (THE ROYAL SOCIETY; THE
ROYAL ACADEMY OF ENGINEERING, 2004).

Para um material ser considerado numa escala nanométrica deve ter pelo
menos uma das dimensdes externas com tamanho igual ou inferior a 100 nhanométros
(nm), sendo que 1nm corresponde a 10° m (FIERASCU; ION; DUMITRIU, 2008).

A figura 09 mostra a escala de dimensdes nanomeétrica, apresentando a escala
de comprimento na parte superior variando de 1 m a 10™° m, e ilustra o tamanho de
uma bola de futebol em comparacdo com uma molécula de carbono 60 (Cg). A
variacdo de 10" m (100 nm) a 10"° m (1nm) é expandida na escala na parte inferior da

figura.
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Figura 09- Escala de dimensdes nanométrica.
Fonte: The Royal Society e The Royal Academy of Engineering (2004), Nanoscience and
Nanotechnologies.

O crescente interesse em torno da nanotecnologia e dos nanomateriais deve-se
ao fato destes materiais apresentarem caracteristicas significativamente diferentes
dos materiais numa escala maior, por exemplo, a diminuicdo do tamanho tem sido
associada ao aumento da atividade quimica do material devido ao aumento da area
de superficie especifica (THE ROYAL SOCIETY; THE ROYAL ACADEMY OF
ENGINEERING, 2004). Além disso, o material na escala nanométrica tem que
demonstrar propriedades fisicas, quimicas e biologicas que permitam aplicacao

inovadora desse material (FDA, 2014).

Com a aplicacdo de inovacBes nanotecnolégicas na medicina e saude,
apareceu uma nova area de estudos, a hanomedicina (LOGOTHETIDIS, 2006). As
aplicacdes biomédicas de nanomateriais como biossensores, veiculos de farmacos,
terapias e agentes antimicrobianos tém sido intensamente exploradas (KUBIK;
BOGUNIA-KUBIK; SUGISAKA et al., 2005; MOHANPURIA; RANA; YADAV, 2008).
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2.6.1 Nanomateriais

Sao materiais que possuem graus estruturais da ordem de 1 nm e que tenham
propriedades fisicas relacionadas a essa baixa dimensionalidade (I1JIMA, 1991), ou
seja, apresentam propriedades que estdo entre os efeitos quanticos dos atomos e as
propriedades em volume dos materiais (CONDE, 2005).

Estes séo classificados segundo a sua origem em nanomateriais que ocorrem
naturalmente, acidentalmente ou como nanomateriais manufaturados; segundo a sua
homogeneidade, em termos de composi¢ao quimica ou dimensédo, em homogéneos e
heterogéneos e quanto a sua natureza ou composicdo quimica, podem ser

classificados em inorganicos, organicos ou hibridos (COSTA, 2015).

Na categoria dos nanomateriais inorganicos encontram-se nanoparticulas de
metais de transicio como o ouro (AuNPs) e a prata (AgNPs), que sédo as
nanoparticulas mais estudadas e usadas. Os nanomateriais organicos incluem os
nanomateriais constituidos por atomos de carbono, como o0s nanodiamantes,
nanocones e 0s nanotubos com uma, duas ou multiplas camadas de grafeno. Outros
de maior interesse na area da medicina sdo lipossomas, nanomicelas, nanoemulsdes
e nanoparticulas poliméricas (KUAN, 2012; VALCARCEL; LOPEZ-LORENTE, 2014).

Os nanomateriais hibridos caracterizam-se pela utilizacdo de dois tipos de
nanocomponentes, formando um Unico nanossistema. Estes nanomateriais juntam as
propriedades dos dois componentes, que podem ser complementares ou que
estabelecem efeitos sinergisticos entre si, de forma a obter as caracteristicas
pretendidas (VALCARCEL; LOPEZ-LORENTE, 2014).

Na industria farmacéutica, com o uso de nanomateriais, desenvolveram-se 0s
farmacos de liberagdo controlada, frequentemente descritos como “Drug Delivery
Systems”, que oferecem inumeras vantagens quando comparados a outros de
dosagem convencional (PIMENTEL et al., 2007), como a protecdo do farmaco no
sistema terapéutico contra possiveis instabilidades no organismo, promovendo
manutencao de niveis plasmaticos em concentracao constante, o0 aumento da eficacia
terapéutica; a liberacdo progressiva e controlada do farmaco pelo condicionamento a
estimulos do meio em que se encontram (sensiveis a variacdo de pH ou de

temperatura), a diminuicdo expressiva da toxicidade pela reducdo de picos
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plasmaticos de concentragdo maxima, a diminuicdo da instabilidade e decomposic¢ao
de farmacos sensiveis, a possibilidade de direcionamento a alvos especificos (sitio-
especificidade), a possibilidade de incorporacdo tanto de substancias hidrofilicas
guanto lipofilicas nos dispositivos, a diminuicdo da dose terapéutica e do nimero de
administracdes e aumento da aceitacdo da terapia pelo paciente (DUNNE et al.,
2003).

Nanofarmacos permitem interacdes rapidas com biomoléculas presentes no
interior, bem como sobre a superficie da célula (BOGUNIA-KUBIK; SUGISAKA, 2002).
A propriedade de facil acesso para o interior de uma célula e a capacidade resultante
de interagir com uma variedade de biomoléculas, tais como, receptores, fatores de
transcricdo, proteinas de sinalizacdo e acidos nucléicos, estimula realizacoes

excepcionais no dominio da investigacao basica e clinica (BHARDWAJ et al., 2010).

Lipossomas, nanoparticulas de metais nobres, nanocristais, nanotubos,
nanofibras, nanodiscos, nanoemulsdes e conjugacdes de polimero sdo alguns tipos
de nanoveiculos que sao atualmente praticados no dominio dos sistemas de
administracdo de farmacos por ndo so facilitar a entrega direcionada da droga, mas
também por aumentar a atividade do medicamento (YARDLEY; CROFT, 1997; DATE;
JOSHI; PATRAVALE, 2007; ROMERO; MORILLA, 2008).

Por exemplo, no caso da leishmaniose, formulacbes de lipossomas
antileishmania contendo Anfotericina mostraram uma reducao nos niveis de toxicidade
guando comparados com a aplicacdo do farmaco sozinho (EL-TONSY, 2010), pois o
parasita reside no interior de macréfagos e a depuracdo de lipossomas no sistema
humano ndo é um problema. A presenca de certos grupos de acucar, por exemplo,
sobre a superficie de lipossomas melhora ainda mais o direcionamento da droga,
contido no seu interior, porque contém receptores de macréfagos na superficie que
reconhecem a galactose, a frutose e residuos de glicose (SHUKLA; PATRA; DUBEY,
2012).

Zanchetta (2009) também desenvolveu um sistema nanoestruturado lipossomal
contendo chalcona sintética nitrogenada (CH8) para o tratamento da leishmaniose
cutanea, modificando sua superficie pela incorporacdo do tensoativo PEG: 8L,
formando os lipossomas peguilados, mostrando-se um composto quimico inovador

com propriedades antileishmaniais promissoras.



52

2.6.1.1 Nanoparticulas (NPs)

Varios tipos de nanoparticulas tém sido utilizados na medicina, principalmente
no diagndstico e na terapia de doencas, em especial do cancer, como por exemplo, as
nanoparticulas inorganicas (nanoparticulas de ouro e magnéticas), NPs poliméricas
(micelas e quitosana), NPs lipidicas sélidas, lipossomas, nanotubos de carbono,
pontos quanticos, assim como 0s conjugados envolvendo essas NPs (HOLTZ, 2009).

Faraji e Wipf (2009) descrevem os varios tipos de NPs que podem ser
empregadas em terapias quimicas (Figura 10).

oW dy, iy f
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Figura 10- Nanoparticulas: (a) NPs inorganicas; (b) NPs poliméricas; (c) NPs lipidicas sélidas; (d)
lipossomas; (e) nanocristais ou pontos quanticos; (f) nanotubos de carbono e (g) dendrimeros. Fonte:
FARAJI; WIPF (2009).

Exemplos de NPs na terapéutica de doencas tropicais sdo descritos por
Pimentel et al. (2007), onde diversos nanossistemas ja demonstraram eficacia na

otimizacdo de vacinas e quimioterapicos destinados ao controle da malaria.

Estudos tem mostrado o uso de NPs de metais e semi-metais contra as
leishmanioses. Avaliando o comportamento fisiolégico de Leishmania braziliensis,
Barboza-Filho et al. (2012) utilizaram membranas de borracha natural com a
incorporacdo coloidal de NPs de ouro, mostrando um indice mais baixo de

promastigotas viaveis.

Uma das principais dificuldades na obtencdo de nanoparticulas metéalicas ou

semimetalicas é a obtencédo de suspensfes coloidais estaveis, ja qgue possuem uma



53

alta energia superficial, favorecendo termodinamicamente a imediata agregagéo
destas (KLABUNDE, 2001). Para evitar a agregacao das nanoparticulas, a preparacéo
de sistemas coloidais geralmente é efetuada em presenca de espécies denominadas
estabilizadores, que se adsorvem sobre as superficies das nanoparticulas, formando
uma camada auto-organizada que impede a coalescéncia (MELO et al., 2012).

Outros estudos avaliaram NPs de prata (AgNPs), ouro (AuNPs), diéxido de
tithnio (TiO,NPs), oxido de zinco (ZNnONPs) e oOxido de magnésio (MgONPs) em
Leishmania major e o resultado in vitro mostrou atividade tanto a luz UV quanto a 1V,
aumentando a propriedade leishmanicida das NPs, mas apresentaram alta
citotoxicidade em macréfagos, indicando que essas NPs podem ter consequéncias
positivas e negativas no tratamento da LC (JEBALI; KAZEMI, 2013; JEBALI et al.,
2014)

Nanoparticulas de arsénio (AsNPs) foram produzidas por Chakraborty et al.
(2014) e suas propriedades foram testadas contra Leishmania donovani,
demonstrando ter potencial leishmanicida, pois apresentou inibicdo do crescimento in

vitro e da proliferacéo intramacrofagica.

Quanto ao uso do antimonial pentavalente em sistemas nanoestruturados, ha
poucos relatos na literatura. Frézard, Demichelli e Ribeiro (2009) descreveram o
desenvolvimento de métodos de sintese simples utilizando lipossomas a base de
antimoniais pentavalentes e formulacbes a base de ciclodextrina para promover a
distribuicdo oral de antiménio. O Antimoniato de Meglumina (AM) utilizado como
nanomaterial € descrito por Villa (2010) que ao avaliar a eficacia de uma nanoemulsao
topica com AM em Ulceras de leishmaniose cutanea em modelo murino, demonstrou
um efeito benéfico no controle da parasitose e na cura da lesdo, mas sem

significancia estatistica.

Tratamento de infec¢cdes cronicas deve, idealmente, ser potente o suficiente
para exigir apenas um numero limitado ou Unico de dose, apresentar toxicidade
minima, ser barato e ser facil de dispensar aos pacientes, e as suspensdes
nanoparticuladas tém a capacidade inerente para abordar estes requisitos através da
melhoria da eficicia dos regimes terapéuticos e, consequentemente, da reducédo dos
custos do tratamento. Deve-se considerar ainda, 0s avancos na imunopatologia, que
tem elucidado a funcdo do sistema imune durante a infeccdo e o0s sistemas em

nanoescala pode ser mais bem projetado para atender aos desafios especificos de
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doencas infecciosas no mundo em desenvolvimento (HARTGERS; YAZDANBAKSH,
2006).

Como podemos observar, existe pouca informacdo sobre a atividade
leishmanicida de NPs, logo, 0 nosso estudo € o primeiro a produzir NPs de antiménio

pentavalente para o tratamento pré-clinico da leishmaniose cutanea.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito de nanoparticulas de antiménio pentavalente (NPs Sb>"), in vitro e in

vivo, contra Leishmania (Leishmania) amazonensis.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

- Sintetizar as nanoparticulas de antiménio pentavalente (NPs Sb°*) — (Capitulo I);
- Caracterizar as nanoparticulas de antiménio pentavalente (NPs Sb>*) - (Capitulo II);

- Avaliar o efeito das NPs Sb>" contra a forma promastigota de L. (L.) amazonensis
(Capitulo 111);

- Apresentar a citotoxicidade in vitro das NPs Sb®*e do Glucantime® em macréfagos
de linhagem murina J774 (Capitulo 1l1);

- Avaliar a atividadein vitro das NPs Sb°'e do Glucantime® em macréfagos de
linhagem murina J774 infectados com a forma amastigota de L. (L.) amazonensis
(Capitulo 111);

- Avaliar o tratamento in vivo das NPs Sb°* utilizando hamster (Mesocricetus
auratus) infectados com L. (L.) amazonensis como modelo experimental (Capitulo
IV);

- Avaliar as alteracbes histopatologicas de fragmentos de tecidos celulares de
hamster (Mesocricetus auratus) submetido ao tratamento com NPs Sb°* (Capitulo
IV);

- Investigar as alteracBes utraestruturais de fragmentos de tecidos celulares de
hamster (Mesocricetus auratus) submetido ao tratamento com NPs Sb°* (Capitulo
V).
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4. MATERIAL E METODOS

Este estudo foi desenvolvido nos seguintes laboratorios:

- Laboratério de Leishmaniose e Doencga de Chagas, CoSAS, Instituto Nacional
de Pesquisas da Amazonia - INPA, coordenado pela Dra. Antonia Maria Ramos

Franco.

- Area de Experimentacdo Animal, Biotério Central, Instituto Nacional de
Pesquisas da Amazonia — INPA, coordenado pelo MSc. Leonardo Brandao Matos.

- Laboratério de Quimica Inorgéanica, Departamento de Quimica Inorganica,
Universidade de Helsinki/Finlandia, com a colaboragéo dos professores Dr. Andriy
Grafov e Dra. Iryna Grafova.

- Instituto de Quimica e Tecnologia de Polimeros (ICTP) — CNR/ Conselho
Nacional de Pesquisas — Napoles/Italia, em colaboracdo com Dr. Maurizio Avella e

Dr. Gennaro Gentile.

- Laboratorio de Quimica Analitica Ambiental, Coordenacdo de Dinamica
Ambiental, Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia, com a colaboracao do Dr.

Ezio Sargentini Janior.

- Laboratério de Histologia Funcional, Departamento de Morfologia,
Universidade Federal do Amazonas, com a colaboracéo do Prof. Dr. José Fernando

Marques Barcellos.

Este topico foi dividido em varias etapas e esta apresentado no fluxograma

representado pela figura 11.
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Caracterizacio das NPs Sb**

Etapa 1. Sintese das NPs Sb¥ e * Determinagio de Sb  por

¥

Espectrometria (GF AAS)
* Tamanho e potencial zeta

(DLS)
| Atividade Biolégica - Morfologia (MET)
[ —{ Etapa 3. Estudo pré-clinico in vivo ]

[ Etapa 2. Estudo pré-clinico in vitro ] I

- I ~ 4.5. Infec¢do experimental em modelo animal de
Bioensaios laboratorio (Mesocricetus auratus)

4.1. Promastigota (Contagem direta) I
- i - ﬁ6 Tratamento e acompanhamento da
f \ infeccao

4.2. Citotoxicidade (Macrotagos de L o

linhagem- MJ774) 4.7. ’Dl.lgnostlgo par ¢1§1tolog1cp

* Metodo direto (impressao em laminas)
. : * Cultivo de parasitos (fragmentos de lesdo)
4.3. Amastigota (Macrofagos de

linhagem- MI774)

4

* Quantificacio (contagem direta)

4.8. Alteracoes morfologicas e
histopatolégicas

* Anatomoclinicas

» Histopatologia (lesdo e orgaos)

¢ Ultraestrutural/ MET (lesdo)

Figura 11- Fluxograma com as etapas metodolégicas do estudo.

A seguir serdo apresentados os resultados divididos em capitulos de acordo

com cada objetivo especifico.
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CAPITULO |

NANOSCALED HYDRATED ANTIMONY (V) OXIDE AS A NEW APPROACH TO
FIRST-LINE ANTILEISHMANIAL DRUGS

Franco, A.M.R, Grafova, |., Soares, F.V., Gentile, G., Wyrepkowski, C.D.C., Bolson,
M.A., Sargentini Jr., E., Carfagna, C., Leskela. M., Grafov, A. International Journal
of Nanomedicine,11, p. 6771-6780, 2016.
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Background: Coordination compounds of pentavalent antimony have been, and remain, the
first-line drugs in leishmaniasis treatment for =70 years. Molecular forms of Sb (V) complexes
are commercialized as sodium stibogluconate (Pentostam™) and meglumine antimoniate (MA)
(Glucantime®). Ever-increasing drug resistance in the parasites limits the use of antimonials, due
to the low drug concentrations being administered against high parasitic counts. Sb* toxicity
provokes severe side effects during treatment. To enhance therapeutic potency and to increase
Sb (V) concentration within the target cells, we decided to try a new active substance form,
a hydrosol of Sb,0,-nH,0 nanoparticles (NPs), instead of molecular drugs.
Methodology/principal findings: Sb,0,nH,O NPs were synthesized by controlled SbCl,
hydrolysis in a great excess of water. Sb,0.-nH,O phase formation was confirmed by X-ray
diffraction. The surface of Sb (V) NPs was treated with ligands with a high affinity for target cell
membrane receptors. The mean particle size determined by dynamic light scattering and trans-
mission electron microscopy was ~35—45 nm. In vitro tests demonstrated a 2.5-3 times higher
antiparasitic activity of Sb (V) nanohybrid hydrosols, when compared to MA solution. A similar
comparison for in vivo treatment of experimental cutaneous leishmaniasis with Sb> nanohybrids
showed a 1.75-1.85 times more effective decrease in the lesions. Microimages of tissue frag-
ments confirmed the presence of NPs inside the cytoplasm of infected macrophages.
Conclusion/significance: Sb,0_nH O hydrosols are proposed as a new form of treatment for
cutaneous leishmaniasis caused by Leishmania amazonensis. The NPs penetrate directly into
the affected cells, creating a high local concentration of the drug, a precondition to overcom-
ing the parasite resistance to molecular forms of pentavalent antimonials. The nanohybrids are
more effective at a lower dose, when compared to MA, the molecular drug. Our data suggest
that the new form of treatment has the potential to reduce and simplify the course of cutaneous
leishmaniasis treatment. At the same time, Sb,0,nH,O hydrosols provide an opportunity to
avoid toxic antimony (V) spreading throughout the body.

Keywords: nanoparticle, leishmaniasis, hydrated antimony (V) oxide, TEM, transmission
electron microscopy

Introduction

Leishmaniases are a group of diseases caused by protozoan parasites of the genus
Leishmania transmitted to humans by the bites of infected female phlebotomine
sandflies.! The World Health Organization (WHO) considers them to be neglected
tropical diseases (NTDs). Cutaneous, mucocutaneous, and visceral leishmaniases
affect 98 countries, with a prevalence of 12 million cases; 350 million people are at
risk of infection.”* There are no vaccines against these vector-borne diseases, and the
clinical outcomes are described as ranging from a simple skin lesion to multi-organ
failure, if untreated.* A new global strategy directed at eradication of NTDs by 2020
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relies on a regular supply of quality-assured, cost-effective
medicines and support from global partners.® To overcome
the global impact of leishmaniases, the endemic countries
need to provide an epidemiological surveillance system and
insect vector control in order to reduce disease transmission
and to improve earlier diagnosis and treatment.

For >70 years, coordination compounds of pentavalent
antimony have been, and are still, the first-line drugs in South
America, North Africa, Turkey, Bangladesh, and Nepal for
the treatment of all forms of leishmaniasis. Coordination
compounds of pentavalent antimony (molecular forms) are
commercialized as sodium stibogluconate (Pentostam™)
and meglumine antimoniate (MA) (Glucantime”). MA is
one of the main commercial drugs based on pentavalent
antimony; the Sb (V) concentration in MA solution is typi-
cally 81 mg/mL. The solution is administered as a course or
repeated courses of intramuscular injections.

The mechanism of action of antimony is still unclear. Stud-
ies suggest that Sb (V) inhibits macromolecular biosynthesis
in amastigotes (an intracellular form of the parasite in a ver-
tebrate organism),” possibly altering metabolic processes by
inhibiting glycolysis and fatty acid oxidation.” Other studies
show that trivalent antimony Sb (III) causes disturbances in
the thiol redox potential, which would lead to death of the
parasite.® Antimonial treatment of leishmaniasis has been
employed for decades, and parasite resistance to such treat-
ment emerged over 20 years ago, first in the region of Bihar in
India.” Ever-increasing drug resistance in the parasites limits
the prolonged and effective use of antimonials, due to the
low drug concentrations being administered in the presence
of high parasitic counts. For this reason, the development of
new dosage forms for drug delivery to parasite-infected cells
is urgently needed. In addition, the toxicity of pentavalent
antimony provokes severe side effects during the course of
treatment.'” Therefore, research activities should be focused
on the minimization of such effects in the patients.

Recently, it became evident that drug development
against leishmaniasis obligates a strengthening of the inter-
action between researchers developing in vivo models and
experts in nanomaterials.'" It has been emphasized in the
literature that a lack of a multidisciplinary platform hampers
the development of nanomedicine products and that devel-
opment presumes a cross-fertilization at the highest level of
knowledge between several different disciplines, including
chemistry, nanotechnology, pharmacy, biology, and medi-
cine, as a “must”.">"* However, antileishmanial drugs are first
intended for patients from the poorest regions of developing
countries. Thus, according to WHO recommendations,

topical therapy of cutaneous and mucocutaneous forms of
leishmaniasis will become increasingly important as it is less
expensive and simple in application.'

Nanomedicine is an emerging multidisciplinary field that
has a huge potential to restore the use of old state-of-the-art
toxic drugs by modifying their bio-distribution, improving
bioavailability, and reducing toxicity."” This valuable tool
is able to cross biological barriers and is capable of meeting
the challenge of killing the parasite inside the macrophage.'®
Liposomes, polymeric nanoparticles (NPs), metal NPs, and
carbon-based materials are described in the literature as
nanocarriers.'' In any case, the question is about a specially
developed nanocarrier loaded with an active substance in a
molecular form. In other words, the influence of both the drug
and the nanocarrier must be considered in the evaluation of the
impact on the human body. The use of liposomes as carriers
for the delivery of antimonials in cutaneous leishmaniasis
treatment has been reported.'” However, liposomes possess
several limitations, such as instability that may lead to toxic-
ity due to leakage of the drug into the bloodstream.'® To the
best of our knowledge, no other type of the abovementioned
nanocarriers has ever been used for Sb** drug delivery.

In order to enhance the therapeutic potency of the exist-
ing drug, an increase of the Sb (V) concentration within the
target cells was needed. We decided to try a new form of a
known active substance: a hydrosol of Sb™ containing NPs
instead of the molecular drug form. In this case, we were not
dealing with the loading of a medicine on a tailor-made NP,
but with the synthesis of the NP, which is a drug itself. We
succeed in synthesizing Sb (V) NPs that were surface treated
and stabilized by ligands able to target receptors expressed
on the cell membrane. The biological in vitro and in vivo
tests demonstrated a high efficiency of the Sb™ nanohybrids
against cutaneous leishmaniasis.

Materials and methods
Synthesis of antimony (V) NPs

Ultra-high-purity freshly deionized water was used through-
out the experiments. The synthesis was realized by a careful
hydrolysis of SbCI, in a great molar excess of water, according
to a procedure developed by us." The transparent or slightly
turbid sols obtained were purified by dialysis until they
were essentially chloride free. The dialysis was performed
in water, using cellulose membrane tubing (Sigma-Aldrich
Co., product no D9777) according to standard procedures.
Purified sols were then treated with an aqueous solution of
either N-methylglucamine (NMGA) or panthenol and left
overnight at room temperature under gentle stirring.
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Hydrated antimony oxide nanoparticles as an antileishmanial drug

Antimony assay

Instrumentation

Antimony determination was performed on an atomic
absorption spectrometer, SIMAA 6000 (PerkinElmer, Norwalk,
CT, USA), using electrothermal atomization in a graphite fur-
nace with a THGA tube and a Lumina™ multi-element hollow
cathode lamp (both from PerkinElmer). The measurements
were performed at the wavelength (A) 217.6 nm. A slit width
of 0.7 nm and a flushing gas flow rate of 250 mL/min were
selected, according to the manufacturer’s guidelines.

Procedure

All solutions were prepared using high-purity deionized
water (p=18.2 MQ-cm, Purelab Ultra, ELGA). Nitric acid
(65% Suprapur®; Merck) was used for the preparation of all
acidic solutions. Analytical calibration solutions containing
10, 20, 40, and 100 ng/L of Sb were prepared by serial dilu-
tions of the analytical standard solution for atomic absorption,
Titrisol™ (Merck), containing 1,000 pg/L of Sb in 0.1% v/v
HNO,. The sample solutions were diluted 20,000-40,000
times with 1% v/v HNO.,.

A quantity of 20 uL of solution was injected into the
furnace for analysis, both for the calibration and for the
sample solutions; 5 UL of PA(NO,), and Mg(NO,), solutions
containing 5 and 3 ug of M*, respectively, were added as
chemical modifiers. The same procedure was used for the
calibration solutions as well. The heating program of the
furnace developed for Sb analysis in serum and urine was
optimized as shown in Table 1.

NP characterization

Dynamic light scattering (DLS)

Particle size and {-potential measurements were performed
with a Zetasizer Nano (Malvern Instruments) using the origi-
nal Sb>* hydrosols in appropriate polystyrene cuvettes.

Transmission electron microscopy (TEM)
TEM micrographs were obtained with a FEI Tecnai G12
Spirit-Twin transmission electron microscope with a LaB_

Table | Heating program for the Sb assay using electrothermal
atomic absorption spectrometry with Pd** and Mg?** as modifiers

Stage Temperature Ramp Holding Ar flow rate
(°C) time (s) time (s) (mL/min)

| 110 | 30 250

2 130 15 30 250

3 1,300 10 20 250

4 2,300 0 5 0

5 2,500 | 3 250

source and operating with an acceleration voltage of 120 kV,
equipped with a bottom-mounted FEI Eagle-4k CCD camera
(Eindhoven, the Netherlands).

X-ray diffraction (XRD)

The XRD patterns were recorded on an X Pert PRO MPD
instrument (PANalytical B.V., the Netherlands) operating
at 40 kV, 40 mA, using Cu-Ko, radiation (A=0.15418 nm),
equipped with a built-in goniometer, an automatic divergence
slit, and a PIXcel detector unit. Diffractograms were collected
from 26=4 to 70°, using steps of 0.02°.

Parasite culture

The promastigote culture of a Brazilian Leishmania strain
(Leishmania (Leishmania) amazonensis) was obtained from
the collection of the Leishmaniasis and Chagas Disease
Laboratory, National Institute of Amazonian Research
(INPA; MHOM/09/BR/IM5584). The strain was main-
tained in an NNN- (Novy, MacNeal, and Nicolle) modified
blood agar base (BD Biosciences, USA) supplemented with
Roswell Park Memorial Institute (RPMI)-1640 (Sigma,
USA, R-7388), with 20 mM HEPES and L-glutamine
without NaHCO, at 25°C. Leishmania promastigotes were
cultured in a sterile 25 ¢cm? tissue culture flask containing
RPMI-1640 medium supplemented with 10% of heat-
inactivated fetal bovine serum (iFBS) (Biobras, Brazil) at
pH =7.2 and at a temperature of 25°C. The parasites were
centrifuged at 4,000 rpm for 10 min, diluted with sterile
RPMI-1640, and counted using a Neubauer chamber viewed
under an optical microscope. Then, the parasites were
diluted with fresh complete medium to a concentration of
2x10° cells/mL.

Leishmanicidal activity in vitro

Promastigotes of L. amazonensis were cultivated and
amplified in a modified NNN biphasic medium using sterile
phosphate-buffered saline (PBS). Parasites at the end of log
phase (beginning of the stationary phase) were centrifuged
at 4,500 rpm for 10 min, washed three times with PBS,
and centrifuged at the same speed for 10 min. The parasite
suspension was diluted with fresh culture medium to a final
concentration of 2x10° cells/mL.

The tests were performed in a sterile transparent
polystyrene 96-well cell culture plate using a maximum
volume of 200 UL of the test solution per well. A volume
of 100 uL of culture medium and 100 pL of the Sb (V) NP
hydrosol were added in wells of the first column (except
for the last two rows), and serial 1:2 v/v dilution of that
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mixture with the culture medium was carried out into the
subsequent columns.

Two hydrosol samples, VRSb, and VRSb,, were used in
the in vitro experiments. Both contained the NMGA ligand,
but the VRSb, was less concentrated for Sb*. Thus, Sb**
concentrations ranging from 4.21 to 0.27 mg/mL and from
1.77 to 0.11 mg/mL were obtained for VRSb, and VRSb,
samples, respectively. Subsequently, 100 uL of cultured
parasite suspension (2x10° cells/mL) was added to each well
of the plate. The plate was incubated at 25°C for 48 h, and the
number of viable parasite cells in each well was determined
microscopically by Trypan blue (Sigma) dye exclusion test
in a Neubauer hemocytometric chamber. The last two rows
were left for negative control (NC) and positive control. One
NC received the culture medium with ligands and the other
one the medium only, while the positive control contained
serial dilutions of the commercial antileishmanial drug MA
solution. All experiments were performed in triplicate.

Antileishmanial efficacy calculation
The percentage efficacy (%E) was calculated using the
formula

Koo e == Ny
%E =—NCG__"TG . 100%,
b o

NCG

where Yvce and Y76 are arithmetic means of the number
of viable parasites in the NC group and the treated group,
respectively.?

Leishmanicidal activity in vivo
Adult male Syrian hamsters (Mesocricetus auratus) were
selected as a biological model and maintained under pathogen-
free conditions in the Bioterium (Laboratory Animal Facility)
of the INPA (National Institute of Amazonian Research). They
were inoculated into the snout with 10° cells/mL of the station-
ary-phase promastigote form of L. amazonensis parasite.
Three groups of five experimental animals each received
a treatment of the Sb-NP formulas (VVSDb, and VVSb,) or
of commercial MA (4.4 mg/kg/day of MA; Aventis, Brazil).
The fourth, NC, group did not receive any chemotherapy.
The MA was administered by the intramuscular route; other
treatments were applied intralesionally once daily with the
same amount of 0.4 mL (for VVSb, [Sb¥]=4.09 mg/mL/day,
for VVSb, [Sb**] =0.65 mg/mL/day). The VVSb, sample
contained the Sb>* NPs treated with NMGA ligand, and the
VVSb, was treated with panthenol. The total lesion size
was derived from the mean lesion length, width, and height

measured and recorded daily with a digital Vernier caliper
(Precision Zaas/Amatools).

The treatment lasted for 26 days (20 follow-up days with
3 weekly intervals of 2 days). Subsequently, the animals
were euthanized and necropsy was performed. Fragments of
the lesion tissues were inoculated in NNN biphasic culture
medium and complete RPMI-1640 cell culture medium
(Sigma) supplemented with 10% of iFBS to determine the
parasite viability.

Tissue sample preparation for TEM
investigation

Fragments of the lesion tissues were fixed in 2.5% glutaral-
dehyde and 0.1 M cacodylate buffer and dehydrated through
a series of treatments in solutions at increasing acetone
concentrations (10, 30, 60, 90, and 100% by volume). Each
treatment lasted for 15 min, and the last 100% acetone treat-
ment was repeated three times. Dehydrated samples were
embedded into epoxy resin 45359 (Epoxy-Embedding Kit;
Fluka) according to standard protocols. The impregnation
process was performed in three steps. First, the samples were
treated with acetone/epoxy mixture (1:1 v/v) for 30 min, then
with acetone/epoxy mixture (1:2 v/v) for a further 30 min.
Subsequently, the samples were immersed in a final epoxy
mixture and transferred to a silicone rubber mold. Polymer-
ization of the epoxy resin was performed at 45°C for 48 h.
The embedded samples were then ultrasectioned at room
temperature on a Leica EM UC6/FC6 ultramicrotome at
a speed of 1-2 mm/s. Ultrathin sections with a thickness
of 80-90 nm were produced, collected, and mounted on
400-mesh copper grids.

Ethical approval

All experiments were performed strictly following the
recommendations of the Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals of the Brazilian National Council of
Animal Experimentation (COBEA). The ethical permission
protocols were approved by the Animal Ethics Committee
of the National Institute for Amazonian Research (CEUA/
INPA, no 011/2012 and no 009/2015).

Results and discussion

The original idea in this study was to obtain stable active
NPs directly in a hydrosol form. We supposed that the nano-
sized particles would penetrate directly into affected cells,
creating a high local concentration of the drug. In this way,
a stronger therapeutic effect could be achieved. At the same
time, undesirable spreading of active substance throughout
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the body could be avoided, thus reducing significantly several
undesirable side effects.

The most suitable compound for forming Sb¥-contain-
ing sols in water was the hydrated antimony (V) oxide,
Sb,0,nH,0, also called polyantimonic acid. This material
was obtained previously in a solid form for proton conducting
and electrochromic applications.?* All the cited papers deal
with the solid material obtained by precipitation, consequent
drying, and thermal treatment; thus, the particles involved
were forced to aggregate and crystallize.

Our principal objective was to obtain a stable Sb,0,nH,O
hydrosol instead of a crystalline precipitate. For that purpose,
the reaction was carried out at a high molar excess of water
(1,000-2,500 mol H,O: 1 mol Sb) by slow dropwise addition
of SbCl, at room temperature and effective stirring."

2SbCl, +(5+m)H,0 = Sb,0, x nH,0 ¥ +10HCI

Use of the high excess of water prevented both heating
of the reaction mixture due to the exothermic hydrolysis
reaction and formation of a crystalline precipitate. The
transparent or slightly turbid sols obtained were purified by
dialysis from the HCI formed in the reaction. Purified sols

were then treated with an aqueous solution of either NMGA
or panthenol and left overnight at room temperature under
gentle stirring. The NMGA was chosen by analogy with the
commercial drug MA, a solution of the Sb (V) coordination
compound containing NMGA ligands.*® 2,4-Dihydroxy-N-
(3-hydroxypropyl)-3,3-dimethylbutanamide or panthenol
(B5 provitamin) was used as another nitrogen-containing
ligand. It is an effective skin penetration-enhancing agent
that reduces skin inflammation and accelerates the healing
rate of wounds.?” Those ligands were chosen to stabilize the
Sb,0,-nH,0 NPs and to facilitate the drug uptake to cells by
endocytosis. Finally, the hydrosols were allowed to evaporate
in order to achieve Sb concentrations comparable with the
Sb* content in MA diluted for use in experimental animals
(20.25 mg/mL).

Sb,0,-nH,0 NP sol possessed a very high stability, and it
did not decompose or undergo modifications during storage
under ambient conditions for > 1 year. The mean particle size
and C-potential were measured by DLS (Figure 1A and B)
using the original Sb™ hydrosols in appropriate polystyrene
cuvettes. The NP size was also confirmed by TEM (Figure 1C).
A part of the sol was allowed to dry, and X-ray diffractograms
of the powder obtained were recorded. The diffraction pattern
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Figure | Characterization of NPs: particle size distribution (A) and {-potential (B) measured by DLS; TEM micrograph of the NPs (C); XRD pattern of a precipitate after

drying of the hydrosol (D).

Abbreviations: NPs, nanoparticles; DLS, dynamic light scattering; TEM, transmission electron microscopy; XRD, X-ray diffraction.
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of the material (Figure 1D) corresponded to that of hydrated
antimony (V) oxide, Sb,0,nH,0.*

The distribution of particle size was quite narrow, and the
maximum indicated a mean NP size of =42 nm (Figure [ A).
The magnitude of {-potential, —49.8 mV (Figure 1B),
gives evidence of a very high stability of the sol due to
effective electrostatic repulsion of the adjacent particles,
which prevents their aggregation. The negative value of the
(-potential reveals the anionic character of the NPs, intrinsic
to the polyantimonic acid particles. A multitude of uniform
nano-sized particles is clearly visible on the TEM micro-
graph (Figure 1C). The NPs had a regular shape and size
of ~35-45 nm. The particle size and its distribution measured
by DLS were in a good agreement with the TEM data.

The use of a nanoparticulated active ingredient in a hydro-
sol enables topical or intralesional drug administration. Such
administration routes play an important role in dermatologic
therapy, since they permit direct delivery of medication into
skin lesions, the areas where the parasites are mostly con-
centrated. Such therapy could be particularly prominent for
the treatment of the cutaneous form of leishmaniasis. In this
way, the drug delivered into the dermis acts over a period
of time, resulting in prolonged therapy. Simultaneously,
the adverse effects of systemic therapy would be avoided
or minimized.

The nanoparticulated hydrated antimony (V) oxide sols
(samples VRSb, and VRSb,) were, for the first time, tested
in vitro in order to evaluate their antileishmanial activity
against promastigote forms of the pathogenic protozoa
L. amazonensis. Antimony concentrations in the hydrosols,
determined by atomic absorption spectrometry, were as fol-
lows: [Sb] =16.87 mg/mL for VRSb, and [Sb] =7.10 mg/mL
for VRSb,. Stationary-phase promastigotes of L. amazonensis
(10° cells/mL) were cultured at 25°C in RPMI-1640 medium
supplemented with 10% iFBS and used for the experiments.

The antiparasitic activity was evaluated by viable cell
counting after 24 and 48 h of the promastigotes being exposed
to the test solutions versus positive control and NC ones. All
the bioassays were done with serial dilutions (1:4 to 1:64) of
substances, and each one was carried out in triplicate. The Sb>
hydrosol to cell culture medium ratio (v/v) was 1:3 through-
out all experiments. Thus, the maximum concentration of the
VRSb, sample was 16.87:4=4.22 mg/mL. MA solution contain-
ing 20.25 mg/mL of Sb™* was used as a positive control; this
refers only to the presence of parasites in the same axenic culture
medium at the experimental conditions used. An initial inocu-
lum of the flagellates, 10° cells/mL, in axenic culture medium
was used as an NC. Cells continued to grow, giving rise to a
mean value of 1.7x10° cells/mL after 24 h and 2.9x10° cells/mL
after 48 h. The experimental results are shown in Figure 2,
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Figure 2 Percentage antileishmanial efficacy in vitro of Sb,0O_nH,O nanohybrids with NMGA, compared to MA at different dilutions after exposure for 24 and 48 h.
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As illustrated by the graph for the VRSb sample
(Figure 2A), ~100% efficacy was observed both after 24 h
and after 48 h of the parasites being exposed to the hydrosols
at Sb>* concentrations 0f4.22 and 2.11 mg/mL. After 48 h of
exposure, the efficacy remained practically at the same level
even for the second dilution (1:16) and slightly decreased at
the subsequent dilutions. However, no visible activity was
observed for the dilutions starting from 1:32 after 24 h of the
experiment. The half maximal effective concentration (EC, )
values for VRSb, were found to be 1.35 mg/mL after 24 h
of exposure and <0.26 mg/mL after 48 h. As can be seen
from the graphs (Figure 2A and B), the efficacy after 24 h
of exposure was registered only at higher concentrations for
both NP hydrosol samples. VRSb, showed a weak inhibition
effect after 24 h, and no visible activity was found for dilu-
tions higher than 1:16. After 48 h, the EC_ was observed at
0.11 mg/mL, when compared with a mean number of viable
parasites found in the NC. We would like to draw particular
attention to the fact that both nanohybrid hydrosols revealed
higher antiparasitic activity in vitro, when compared to
the MA solution (positive control). The graph (Figure 2C)
demonstrates that the EC_ | level was never reached in the
MA experiments.

Thus, the in vitro tests convincingly showed that the anti-
parasitic activity of Sb™ nanohybrids is considerably higher
(2.5-3 times) when compared to the commercial molecular
form of the pentavalent antimonial drug. The maximum
efficacy was observed after 48 h for VRSb, hydrosol, which
was more concentrated for Sb (V) (Figure 2A).

The therapeutic action of the Sb,0..nH,0 nanohybrid
solutions was studied in vivo in an animal model on experi-
mental cutaneous leishmaniasis caused by the L. amazonensis
parasite. Experiments were carried out on groups of adult
male Syrian hamsters selected as the biological model and
followed up by measurements of the skin lesion size, its
evolution, and development in response to the treatment.

Each group of laboratory animals received one of the
following treatments: Sb,0.-nH,0 nanohybrids surface
treated with NMGA ligand (VVSb,); Sb,0.-nH,O nanohy-
brids surface treated with panthenol ligand (VVSb:); and
commercial MA solution. The MA was administered by
the intramuscular route, whereas the other treatments were
applied intralesionally once daily. The NC group did not
receive any chemotherapy.

The results of the in vivo experiments are shown in
Figure 3A as plots of mean lesion size for each day of
treatment and lesion evolution trend lines. As illustrated
by the graph, a more visible reduction of skin lesion size
was observed in groups treated with VVSb and VVSb,

nanohybrids. Both the NC group and the group receiving
molecular drug treatment (MA) exhibited higher lesion sizes
with a tendency to grow. The latter became particularly evi-
dent during the second half of the treatment. During the first
half of the treatment, the best size reduction tendency of the
lesions provoked by L. amazonensis was observed for VVSb,
nanohybrid hydrosol containing NMGA ligand (Figure 3A).
In the second half of the treatment, the therapeutic efficiency
of the panthenol-containing hydrosol VVSb, reached the
same level as for VVSb, or even higher. This fact may be
attributed to the known skin penetration enhancement prop-
erty of the panthenol ligand.*

At the end of the treatment, the biggest mean lesion size
was observed in the NC group. It was 1.31 times bigger than
the mean lesion size in the group treated with the molecu-
lar drug (MA group) and 2.3-2.45 times bigger than those
observed in both nanohybrid treatment-receiving groups
(VVSb, and VVSb,). The results of our in vivo experiments
convincingly show the advantage of Sb,0,-nH,0 nanohybrid
treatment over the MA one: the nanoformulas were 1.75-1.85
times more efficient.

The abovementioned tendencies were also clearly con-
firmed by photographs (Figure 4) showing the lesion behav-
ior on the snouts of hamsters experimentally infected with
L. amazonensis. The images demonstrate the response to the
treatment with VVSb, and VVSb, nanohybrids compared
to that with the molecular antimonial drug (MA) and in an
absence of treatment (NC). No clinical signs of toxicity were
observed in animals receiving the treatments. The hamsters
were of healthy appearance and retained mobility and vitality.
Furthermore, the percentage of mortality was zero during the
26 days of treatment. At the very beginning of treatment, all
animals presented nodular lesions of bulky appearance and
uniform diameter. Differences began to appear throughout the
experiment. The NC group had ulcerations without defined
borders, intense edema, erythema, and crust appearance. The
MA-treated group demonstrated a slight diminution of the
skin lesion area, persistent ulceration, and crust emergence on
the lesion border, whereas the groups of animals treated with
both VVSb, and VVSb, NPs revealed a significant decrease
of injury, a mild erythema, and/or skin scales.

In addition to lesion size measurements, tissue fragments
from the lesion area were collected for TEM investigation
and for detection of the occurrence of NPs inside the cells.
TEM images clearly showed the microstructural features
of the sequential tissue response after inoculation with
L. amazonensis and treatment. Intracellular amastigote
forms of the parasite were found at the inoculation site
of the NC group. The presence of nanohybrids inside the
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Figure 3 Scatter plots and trend lines of mean lesion size monitored in experimental animals infected with Leishmania amazonensis (A); TEM micrographs showing the
presence of Sb,O,-nH,O NPs in the cytoplasm of a phagocyte of an animal treated with VVSb, (B); and those NPs visualized at a higher magnification (C).
Abbreviations: TEM, transmission electron microscopy; NPs, nanoparticles; NC, negative control; MA, meglumine antimoniate.

cytoplasm of the infected macrophages was observed for
all the animals that had received treatment with VVSb, or
VVSb, (Figure 3B and C). The amount of NPs in the tissue
was dependent on the total dose of Sb** received during the
treatment. An interesting tendency was observed for each
hydrosol sample: the quantity of NPs inside the cytoplasm
of infected macrophages decreased for the tissue samples
extracted after 26 days of treatment with respect to those
extracted after 15 days. Hence, the nanoparticulated drug was
being metabolized. The abovementioned assumption was also
supported by TEM. NPs of a mean size 0f49.3-48.4 nm were
found in the snout tissue cells from infected hamsters biop-
sied after 15 days of treatment, whereas those after 26 days
were smaller in size (45.5-44.5 nm). It should also be noted
that no amastigotes were found within the macrophages of
treated animals, despite their positive re-isolation in the cell
culture medium.

Conclusion

Nanoscaled hydrated antimony (V) oxide hydrosols are
proposed as a new effective dosage form for topical treat-
ment of experimental cutaneous leishmaniasis caused by
L. amazonensis. The nanohybrids obtained differ from any
previously made nano-sized drug forms, such as liposomes
or nanocapsules containing the molecular form of the drug
as a payload inside a nanoscaled vehicle. The novelty of the
proposed approach consists of the fact that Sb,O,-nH,0 NPs
are drugs themselves; they are nanomatrices made of the
active compound (Sb**), which may bear different targeting
ligands as a nanohybrid component.

The high stability of the Sb,0,.nH,O hydrosols was
established by {-potential measurements. The uniformity of
the particles, as well as their size, was determined by DLS
and TEM studies. In order to facilitate the receptor-mediated
endocytosis of Sb,O,-nH,O NPs, targeting ligands NMGA and
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Figure 4 Clinical evolution of lesions on the snouts of hamsters (Mesocricetus auratus) experimentally infected with Leishmania amazonensis and monitored for 26 days.
Notes: MA-treated animals on the 5th (A) and 26th (B) days; VVSb -treated animals on the 5th (C) and 26th (D) days; VVSb,-treated animals on the 5th (E) and

26th (F) days; untreated NC group animals on the 5th (G) and 26th (H) days.
Abbreviations: MA, meglumine antimoniate; NC, negative control.

panthenol were used for their surface treatment. In vitro tests
were performed on promastigote forms of L. amazonensis.
Sb (V) nanohybrids demonstrated 2.5-3 times higher antipara-
sitic activity, when compared to MA, a molecular drug form.
Our in vivo data on the treatment of skin lesions provoked by
experimental cutaneous leishmaniasis in hamsters (M. auratus)
showed a 1.75—1.85 times higher efficacy of the nanohybrids
withrespect to MA. TEM images of tissue fragments confirmed
the uptake of the pentavalent antimony NPs directly into the

affected cells, creating a high local concentration of the drug.
The latter fact is a precondition to overcoming the resistance
of the parasites to the molecular form of the medicine.

Furthermore, the nanohybrids were more effective at a
lower administered dose when compared to the commercial
first-choice molecular drug MA. The toxicological profile
of the nanohybrids and new topical administration routes, as
well as other Sb,0,nH,O containing nanohybrid formulas,
are now under development.
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RESUMO

O presente trabalho descreve a caracterizacdo de nanoparticulas de antiménio
pentavalente (NPs Sb°") estabilizadas com os ligantes organicos N-metil-D-
glucosamina (NMGA) e D-pantenol (DP). Para alcancar os objetivos, a estabilidade
das NPs Sb°" foi estudada através de medidas por Espalhamento Dinamico de Luz
(DLS) obtendo valores absolutos em torno de -49,8 mV. Essas mesmas medidas
também forneceram o tamanho das NPs Sb°* que exibiram tamanho médio de 42
nanémetros. As NPs Sb>* foram visualizadas por imagens de Microscpia Eletrnica
de Transmissdo (MET) apresentando formato esférico, dispersas e com superficie
lisa. As concentracfes de antimbnio pentavalenteforam confirmadas através da
Instrumentacéo por Espectrometria de Absorcdo Atdmica com Forno de Grafite (GF
AAS), sendo a suspensdo ETSbL2 a menos concentrada com 1,62 mg/Sb>*/mL e
ETSbL1[b] a mais concentrada com 10,21 mg/Sb>*/mL. Os resultados obtidos
demostram um sistema nanoestruturado estavel que favorece a veiculacéo
direcionada das NPs, com potencial para futuras aplicacées in vitro e in vivo no
tratamento da leishmaniose cutanea.

Palavras-chave: Leishmaniose. Antimonio pentavalente. Nanoparticulas.
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INTRODUCAO

A Leishmaniose é uma doenca tropical negligenciada (COPELAND;
ARONSON, 2015), existindo insuficientes pesquisas relacionadas a novos farmacos,
havendo escasso interesse comercial por parte da industria farmacéutica, o que
pouco tem contribuido no desenvolvimento de novos medicamentos para o
tratamento dessa doenca (CAPPELARO, 2012; WHO, 2014).

O arsenal terapéutico da leishmaniose € bem limitado e altamente toxico,
tendo como base o uso do semi-metal Antimonio (TEMPONE; ANDRADE, 2008). No
Brasil, o0 medicamento a base de antimbnio pentavalente, utilizado como primeira
escolha na terapéutica da leishmaniose (nos casos de infeccdo por Leishmania
braziliensis e outras espécies, exceto L. guyanensis), € o0 Antimoniato de
Metilglucamina (Glucantime® [MANSUETO et al., 2014; BRASIL, 2017]. Esse
composto é obtido sinteticamente a partir do acido antimbnico e da N-metil-
glucamina, sendo a Ultima obtida previamente a partir da aminacdo redutora da

glicose em presenca de metilamina (RATH et al., 2003).

Quanto ao uso do antimonial pentavalente em sistemas nanoestruturados, ha
poucos relatos na literatura, como odescrito por Villa (2010) que utilizou o
Antimoniato de Metilglumina em nanoemulsdo tépicaem ulceras de leishmaniose
cutanea em modelo murino, com efeito benéfico no controle da parasitose e na cura
da lesdo, mas sem significancia estatistica; e o de Sousa-Batista et al. (2017) que
demonstraram que nanoparticulas carregadas com Antimoniato de Meglumina tem
grande potencial para melhorar eficacia no tratamento da Leishmaniose Visceral.
Entretanto, varios estudos tem mostrado o uso de nanoparticulas (NPs) de metais e
semi-metais (ouro, prata, cobre, magnésio e outros) contra as leishmanioses
(BARBOZA-FILHO et al.,, 2012; JEBALI; KAZEMI, 2013; JEBALI et al., 2014;
CHAKRABORTY et al., 2014).

A nanotecnologia é uma ciéncia multidisciplinar que vem modificando
substancialmente a forma como os diversos tipos de materiais sdo utilizados em
diversas areas dentre elas, a farmacéutica (ESSA; RABANEL; HILDGEN, 2011)
podendo ser utilizada para solucionar problemas relacionados a farmacos e

medicamentos, destacando-se oslipossomas, nanomicelas, nanoemulsdes e
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nanoparticulas (KUAN et al., 2012; VALCARCEL; LOPEZ-LORENTE, 2014), com a
capacidade de veicular farmacos pouco sollveis, direcionar esses ativos para seus
alvos especificos, o que gera uma aumento da biodisponibilidade e consequente
melhoria na eficacia terapéutica (LUCENA, 2014).

Neste trabalho foi proposta a estabilizacdo com ligantes organicos e a
caracterizacdo de nanoparticulas de antimonio pentavalente (NPs Sb°*) para
posterior aplicacdo no tratamento experimental contra Leishmaniose Cutanea.

MATERIAL E METODOS

As suspensfes com NPs Sb°* foram preparadas no Laboratério de Quimica
Inorganica da Universidade de Helsinki, Finlandia, pelos Profs. Dr. Andriy Grafov e
Dra. Iryna Grafova, e concedidas para a realizacdo dos ensaios pré-clinicos atraves
de parceria e acordo Internacional entre o Instituto Nacional de Pesquisas da
Amazonia (INPA) e a Universidade de Helsinki, pelo programa VAIKUTUS — FP7 —
PEOPLE - IRSES - 295262. Estas possuem Deposito de Pedido de Patente
Nacional n° BR 10 2013 02961800 pelo Instituto Nacional da Propriedade Industrial

(INPI), sendo feita a descricéo da producdo da mesma.

As suspensdes com NPs Sb>" foram mantidas em temperatura ambiente (TA)
e em seguida, foram estabilizadas, ou seja, funcionalizadas por diferentes ligantes
organicos em suas superficies. Dentre os ligantes organicos ensaiados estdo: N-
metil-D-glucosamina (NMGA) [Sigma, Aldrich], D-pantenol (DP) [Sigma, Aldrich], N-
acetil-D-glucosamina (NAGA) [Sigma, Aldrich], Espermidina 99% (ACROS
Organics), Polietileno Glicol (PEG) [Sigma, Aldrich] e Glicerol (Sigma, Aldrich).

Apés a caracterizacdo das NPs foi determinada a concentracdo de Antimonio
pentavalente presente nas suspensdes e a técnica de escolha foi a Espectrometria
de Absorcdo Atdmica com Forno de Grafite (GF AAS), que possui limites de
deteccdo suficiente para estudos com esse tipo de elemento quimico (GARBOS;
BULSKA; HULANICKI, 2000).
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Caracterizacdo das NPs Sb°*: fatores como tamanho, forma, composicdo, carga
elétrica superficial, cor, atividade catalitica e estabilidade sdo dados importantes na
nanotecnologia. Dentre esses parametros, um dos mais importantes € o tamanho
das nanoparticulas. Deste modo, foram utilizadas 2 técnicas (microscopia e
espectroscopia) para avaliar as caracteristicas das NPs Sb>" aqui estudadas. S&o

elas:

- Espalhamento Dindmico de Luz (Dinamic Light Scattering — DLS): a
estabilidade e o tamanho hidrodindmico das NPs foi medido em Espalhamento
Dinamico de Luz (DLS), onde 1,5 mL das suspensdes com NPs Sb>" foram
mensuradas ao serem analisadas em Zetasizer Nano (Malvern Instruments Ltd.,
Filadelfia, PA). Foram realizadas analises em triplicatas para obter uma distribuicéo
do tamanho médio das NPs em nuamero. O calculo do tamanho das particulas foi
feito a partir da média de cada amostra medida incluindo todos os desvios padréo. O

mesmo equipamento foi utilizado para medir o potencial Zeta ({) das suspensoes.

- Microscopia Eletrénica de Transmissdo (MET): a Microscopia Eletrbnica de
Transmissao (MET) também foi utilizada para determinar o tamanho das NPs. E as
fotomicrografias foram obtidas em microscopio eletronico de transmissdo FEI
TECNAI G12 Spirit-Twin com fonte LaBs e operando com uma voltagem de
aceleracdo de 120 kV, equipado com um fundo montado com camera FEI CCD
Eagle-4k (Eindhoven, Holanda).

Determinacdo de Antimdnio nas suspensdes com NPs Sb°*: a determinacéo de
elementos quimicos é normalmente uma tarefa com grande dificuldade, uma vez
gue os métodos e técnicas envolvidas requerem versatilidade, especificidade,
exatiddo e sensibilidade (SANTOS, 2006).

- Instrumentacdo por Espectrometria de Absorcdo Atémica com Forno de
Grafite (GF AAS). as medidas foram feitas em um espectrobmetro de absor¢ao

atbmica em forno de grafite, usando atomizacdo eletrotérmica e deteccéo
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simultanea, fabricado pela Perkin ElImer (Norwalk, CT, USA), modelo SIMAA 6000.
Foram utilizados tubos de grafite do tipo THGA, lampada multi-elementar de catodo

oco (HCL) [Perkin Elmer Lumina™].

A determinacédo de antimoénio foi realizada ao
comprimento de onda A = 217,6 nm. Largura da fenda utilizada foi 0,7 nm e o fluxo
de gas purga (Argdnio 99.999%, White Martins) de 250 mL/min™, conforme

recomendacdes do fabricante.

O volume pipetado para dentro do tubo de grafite foi de 20 pL tanto para a
amostra diluida quanto para as solu¢bes de calibracdo. Como modificador quimico
foi adicionado 5 pL de nitrato de paladio + 3 pL nitrato de magnésio. O programa de
aquecimento do forno de grafite para a determinacdo de Sb em urina e soro foi

otimizado e esta mostrado na Tabela 3.

Tabela 3 - Programa de aquecimento para determinacdo de Sb em suspensdes de NPs Sb** por
Espectrometria de Absorcdo Atdmica com Forno de Grafite (GF AAS) usando Pd2+ e Mg2+ como
modificador.

Etapa  Temperatura Rampa Permanéncia Vazao de Argbnio
(°C) (segundos) (segundos) mL min™
1 110 1 30 250
2 130 15 30 250
3 1300 10 20 250
4 2300 0 5 0
5 2500 1 3 250

Fonte: Sargentini Jr. (2014).

- Procedimento para a Atomizacdo: todas as solucbes foram preparadas
utilizando-se agua deionizada de alta pureza (resistividade 18,2 MQ.cm) obtida em
sistema Purelab Ultra, ELGA. Acido Nitrico (65% Suprapur®, Merck) foi utilizado para
preparar todas as solu¢cdes em meio acido. SolucBes analiticas de referéncia
contendo 10,0; 20,0; 40,0 e 100,0 ug Lt de Sb foram preparadas por sucessivas
diluicées da solucdo padrdo para absorcdo atdmica Titrisol® (Merck) contendo Sb
(1000 mg L™ em meio de 0,1% (v/v) HNOs. As suspensdes com NPs Sb°* foram

diluidas de 20.000 a 40.000 vezes com acido nitrico 1% v/v.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Com o intuito de obter suspensdes de NPs Sb>" estaveis, diversos ligantes
organicos foram ensaiados. No entanto, foram selecionadas apenas as que
apresentaram melhor estabilidade (Tabela 4), primeiramente por andlise visual

(precipitagcéo) e posteriormente por analises técnicas.

Tabela 4 - Suspensdes com nanoparticulas de antimdnio pentavalente (NPs Sb°") e os respectivos
ligantes organicos selecionadas.

Suspensdes Ligantes Orgéanicos

de NPs Sh**

ETSbL1[a] N-metil-D-glucosamina (NMGA)
ETSbL2 D-pantenol (DP)

ETSbL1[b] N-metil-D-glucosamina (NMGA)

Os ligantes organicos N-metil-D-glucosamina (NMGA) é um derivado de
acucares e o D-pantenol (DP) é uma pro-vitamina do complexo B (IDSON, 1993;
CORDEIRO, 2012), e ambos foram determinantes na ndo agregacdo das NPs Sb**,
mostrando seu potencial uso na estabilizacdo de NPs. O emprego de agentes
estabilizantes esta diretamente relacionado com o controle da forma, tamanho e
distribuicdo de tamanho na sintese de NPs, devido ao fato de formarem uma
cobertura (DUPONT; SCHOLTEN, 2010).

Segundo Garcia (2011) particulas finas, incluindo as em escala hanométrica,
devido a sua grande superficie, frequentemente se aglomera formando particulas
secundarias a fim de minimizar a area total e com isso baixar a tensédo de superficie
do sistema. Por exemplo, as nanoparticulas sdo termicamente instaveis e tem
tendéncia natural de se agregar e crescer. Essas aglomeracdes sdo causadas por
forcas de Van der Waals e/ou forcas que tendem a diminuir a energia de superficie
do sistema, além dos movimentos Brownianos que garantem que as NPs colidam
todo o tempo umas com as outras, resultando na formac¢do dos aglomerados
(FINKE, 2002; GARCIA, 2011). Desta forma, o grande desafio consiste exatamente
em preparar nanomateriais estaveis (ou seja, que pernanecam nesta escala de

tamanho sem sofrer decomposicdo e sem agregagdo e crescimento) e
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monodispersos (TURKEVICH; STEVENSON; HILLIER, 1951; BROWN;
HUTCHISON, 2001). Assim, a utilizacdo de ligantes orgéanicos foi essencial para

dispersar e estabilizar as NPs aqui estudadas.

Por se tratar de suspensdes contendo NPs e considerando que quase todos
0s materiais particulados em contato com um liquido adquirem uma carga elétrica
em sua superficie, também foi realizado o estudo da estabilidade das NPs Sb>*por
meio de Espalhamento Dinamico de Luz (DLS) através da medida do potencial zeta
(potencial ¢) das amostras, pois é o0 modo padrdo de se medir carga eletrostatica
superficial de uma particula, ou seja, € um indicador util dessa carga e é avaliado
para prever e controlar a estabilidade de suspensdes coloidais. O resultado btido

mostra valor absoluto em torno de -49,8 mV (milivolts) [Figura 12].

49,8 mV

tensity

ive in

Relat

0 _
-100 o

Zeta Potential (mV)

Figura 12 - Distribuicdo do potencial zeta ({) da suspensdo ETSbL1[a] medido por Espalhamento
Dinamico de Luz (DLS).

Casanova (2011) elucida que quanto maior o potencial zeta, mais provavel
gue a suspensdo seja estavel, pois as particulas carregadas se repelem, e essa
forca supera a tendéncia natural a agregacéo, e que o valor ideal deve ser maior ou

igual a +/- 30 mV. Logo, analisando esses dados pode-se dizer que a suspensao
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ETSbL1[a] mostrada na figura 12 € uma suspensdo defloculada, ou seja, uma

suspensao estavel.

Em seguida as NPs Sb>* foram caracterizadas quanto ao tamanho e
morfologia. Também foi investigada & concentracdo de Sb*™® presente

nassuspensoes.

Quando verificado o tamanho das NPs Sb®* medido por Espalhamento
Dinamico de Luz (DLS) e analisado por Microscopia Eletrénica de Transmisséo
(MET) foi possivel constatar que estas possuem um tamanho médio de 42

nandémetros (Figura 13).

Number (%)
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Figura 13 - Distribuicdo do tamanho médio das particulas da suspensdo ETSbL1[a], medido por
Espalhamento Dindmico de Luz (DLS) [a] e fotomicrografia por Microscopia Eletrénica de
Transmissao (MET) [b]. A barra de escala equivale a 50 nm.

Fierascu, lon e Dumitriu (2008) esclarecem que para um material ser
considerado numa escala nanométrica deve ter pelo menos uma das dimensdes
externas com tamanho igual ou inferior a 100 nanométros (nm), com aumento da
atividade quimica do material devido ao aumento da area de superficie especifica
(THE ROYAL SOCIETY; THE ROYAL ACADEMY OF ENGINEERING, 2004). Astruc
et al. (2005) acrescentam que uma alternativa na busca de obter maior dominio

7

sobre o controle da distribuicdo de tamanho das NPs €& o0 revestimento,
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estabillizagdoe/ou funcionalizagdo das NPs. Sendo assim, sugere-se que as NPs
aqui testadas possuem diversas propriedades que permitem sua aplicacdo em

estudos futuros.

A Figura 14 mostra claramente a morfologia das NPs Sb>" através da analise
por Microscopia Eletrénica de Transmissdo (MET). E possivel notar, através das
fotomicrografias, que as NPs Sb>* preparadas com os ligantes NMGA e DP exibem

formato esférico, dispersas e com superficie lisa.

[—

p—————— 50 nm

Figura 14 - Fotomicrografias de Microscopia Eletrénica de Transmissdo (MET) das nanoparticulas de
antimdnio pentavalente. (A) ETSbL1[a] estabilizada com N-metil-D-glucosamina (NMGA); (B) ETSbL2
estabilizada com D-pantenol (DP); e (C) ETSbL1[b] estabilizada com N-metil-D-glucosamina (NMGA).
As barras de escala equivalem a 50 e 100 nm.

Nota-se que as NPs exibem morfologias semelhantes. No entanto, € possivel
observar que as NPs mostradas na figura 14B apresentam-se interligadas, julgando

ser o ligante D-pantenol (DP) presente nesta suspenséao.
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Os resultados obtidos quanto ao tamanho e morfologia das NPs Sb°*
demostram que estas apresentam adequada qualidade com uma estreita
distribuicdo de tamanho e forma, independente dos ligantes utilizados na sua

preparacao.

Por fim, foi possivel fornecer os valores da concentragdo de antiménio
pentavalente em miligramas/mL das suspensdes de NPs apds andlise por
Instrumentacéo por Espectrometria de Absorgédo Atdmica com Forno de Grafite (GF
AAS).

De acordo com os resultados obtidos (Tabela 5), foram confirmadas as
diferentes concentracdes de antimbnio pentavalente nas suspensdes produzidas,
sendo a suspensdo ETSbL2 a menos concentrada com 1,62 mg/Sb>*/mL e
ETSbL1[b] a mais concentrada com 10,21 mg/Sb>*/mL.

Tabela 5 - Concentracdo de antiménio pentavalente (NPs Sb°") presente em cada suspensdo
determinada por GF AAS.

Suspensbes mg/Sb>*/mL
de NPs Sb°*

ETSbL1[a] 2.30
ETSbL2 1,62
ETSbL1[b] 10,21

Neste contexto, vale ressaltar que o Glucantime® é comercializado em
ampolas de 5 mL, e cada mL contém 81 mg/Sb>" (BRASIL, 2017). Portanto, visando
a correlacdo dos resultados, é possivel notar que as suspensdes com NPs Sb>*
apresentam concentracdes/mL até 50x menor quando comparadas a droga

comercial.

Desta forma, as diferentes concentracdes de Sb°* presente nas suspensdes
nao gerou a formacao de aglomerados de NPs, sendo possivel a identificacdo de
cada particula, indicando que os ligantes organicos utilizados estabilizam as NPs

contra aglomeracéo.
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CONCLUSAO

As nanoparticulas para que possam ser eficientemente empregadas em
aplicacdes tecnoldgicas e biomédicas devem ser capazes de se manterem estaveis
ao longo do tempo, sem que haja perda de suas propriedades, por meio de

decomposicdo ou agregacao, conservando sua atividade.

Dessa maneira, a pesquisa mostrou que é vidvel a estabilizacdo de NPs Sb>*
com diferentes ligantes organicos, resultando na formacdo de NPs com tamanho e
forma controlados. Sendo assim, as NPs Sb°* aqui caracterizadas possuem
potencial para futuras aplicagdes in vitro e in vivo, especificamente no tratamento da

leishmaniose cutanea.
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CAPITULO 1II

ESTUDO IN VITRO DA ATIVIDADE ANTILEISHMANIA DE NANOPARTICULAS
DE ANTIMONIO PENTAVALENTE (NPs Sb*")
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RESUMO

As Leishmanioses estdo listadas no grupo de doencas negligenciadas, onde
predominam reduzidos investimentos em pesquisas e na producdo de novos
medicamentos. O tratamento desta doenca ainda é bastante complexo, utilizando
varios agentes ativos, principalmente os Antimoniais Pentavalentes (Sb>*). No
presente estudo, avaliaram-se o0s efeitos das nanoparticulas de antimonio
pentavalente (NPs Sb®) contra as formas promastigotas e amastigotas de
Leishmania (Leishmania) amazonensis em sistema in vitro. Os bioensaios indicaram
que essas NPs apresentaram efeito toxico nas concentracdes mais altas de Sb>*. A
suspensdo de NPs Sb>* mais promissora foi a ETSbL2 que apresentou maior
atividade antileishmania com valor de CEsp 1.05 mg/mL contras as formas
promastigotas. Ndo foi notada a permanéncia de infeccdo nos macrofagos
experimentalmente infectados quando tratados com NPs Sb® e alteracdes
morfologicas foram observadas em macrofagos tratados com a amostra ETSbL1[b],
devido a concentracao elevada. Esses resultados encorajam para a progressao dos
estudos dessas NPs em ensaios pré-clinicos experimentais como canditadas ao
tratamento da LC.

Palavras-chave: Leishmania (Leishmania) amazonensis. Bioensaio. Antimonio
pentavalente. Nanoparticulas.
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INTRODUCAO

A leishmaniose € uma infeccdo causada por protozoarios do género
Leishmania, transmitida por fémeas hematofagas de flebotomineos vetores (PACE,
2014). O espectro clinico da doenca varia de infeccdo assintomética a leishmaniose
visceral fatal (MANSUETO et al., 2014). Encontra-sepredominantemente em regides
tropicais e subtropicais, apresentando-se endémica em populacdes de baixa renda,
com cerca de 350 milhdes de pessoas em risco de contrai-la (WHO, 2010; DE
VRIES; REEDIJK; SCHALLIG, 2015).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estima que 1,1 a 1,6 milhdes de
casos de leishmaniose cutanea ocorrem todos os anos em 98 paises abrangendo
cinco continentes com 90% dos casos ocorrendo na india, Bangladesh, Sud&do do
Sul, Brasil e Etiopia (ALVAR et al., 2012).

O parasita Leishmania tem o seu ciclo biolégico desenvolvido em dois
hospedeiros, no hospedeiro vetor (inseto) como um parasita extracelular, alongado,
flagelado conhecido como promastigota e no hospedeiro mamifero, vive como um
parasita intracelular, de formato arredondado, sem locomoc¢édo conhecido como
amastigota (GIUDICE et al., 2007; STRAZZULLA et al., 2013; HANDLER et al.,
2015).

O tratamento desta doenca ainda é bastante complexo, utilizando varios
agentes ativos, principalmente os Antimoniais Pentavalente (Antimoniato de
Meglumina e Estibogluconato de Sédio) administrados por via parenteral por 30 dias,
devendo ser conduzido por profissionais da saude. Este fator € limitante na terapia,
ja que é grande a ocorréncia desta parasitemia em areas rurais, onde oatendimento
médico é precéario, levando ao abandono do tratamento, aumentando o
aparecimento de cepas resistentes ao medicamento (CROFT; COOMBS, 2003;
BRASIL, 2017).

A seguranca e eficacia das drogas utilizadas nessa terapéutica s&o
consideradas bastante heterogéneas (REMIGIO HENRIQUES; RUIZ; ARIAS, 2014).
Desse modo, € necessario investir em novos testes com novas drogas ou com

drogas ja conhecidas, mas com inovacéao tecnoldgica para o tratamento da doenca,
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visto que, os atuais padrbes terapéuticos consistem na utilizacdo de farmacos que

apresentam toxicidade, alto custo e provocam diversos efeitos colaterais.

Em busca de melhorar o atual cenario do tratamento da leishmaniose
cutadnea, nanomaterias, incluindo nanoparticulas, tem sido extensivamente utilizado,
devido principalmente as suas interessantes propriedades advindas da alta relacéo
area/volume (CASANOVA, 2010), sendo eficaz na reducéo dos efeitos secundarios,
bem como pode apresentar um custo acessivel (ITALIA et al., 2011).

No presente estudo, avaliou-se os efeitos das nanoparticulas de antimonio
pentavalente (NPs Sb>) contra as formas promastigotas e amastigotas de
Leishmania (Leshmania) amazonensis em sistema in vitro, tendo como controle o

Antimoniato de Meglumina (Glucantime®), a droga comercial.

MATERIAL E METODOS

Manutencdo dos parasitas e preparo de massa parasitaria: foram utilizadas
formas promastigotas de Leishmania (Leishmania) amazonensis
(MHO/BR/2009/IM5584), criopreservadas no criobanco de cepas de leishmanias do
Laboratério de Leishmaniose e Doenca de Chagas/CoSAS/INPA. Para o cultivo das
formas promastigotas foi utilizado o meio Roswell Park Memorial Institute (RPMI
1640 - Sigma Chemical Co, USA), suplementado com soro fetal bovino inativado
(SFBi) e 50 pg/mL de gentamicina, incubadas a 24 °C de acordo com Jaffe et al.
(1984), e posteriormente utilizada para os bioensaios e criopreservacao. As
amostras foram criopreservadas em nitrogénio liquido, apds amplificacdo em
garrafas para cultivo de células (em poliestireno, area de crescimento de 25 cm?, 50
mL, estéril, com tampa de rosca e gargalo inclinado) e centrifugacéo a 4.400 rpm por
15 minutos, com posterior lavagem do sedimento e ressuspensédo deste em solucao
de criopreservacdo [10% de glicerina (Merck) em meio Schneider Drosophila
Medium (SIGMA) contendo 30% SFBiI].

Curva de crescimento de formas promastigotas de L. (L.) amazonensis: para

avaliar o crescimento das formas promastigotas de L. (L.) amazonensis, 10°
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promastigotas/mL foram semeados em triplicata em meio de cultura RPMI completo
e incubados em estufa a 25 °C +/- 1°C por sete dias. A cada 24 horas aliquotas da
cultura foram retiradas e quantificadas em camara de Neubauer, com o auxilio de
microscopio oOptico em aumento de 400x. A média aritmética das contagens foi
utilizada para calcular o nimero de parasitas em 1 mL de cultura. O célculo foi feito
utilizando-se a formula: n° de parasitas = média dos quatro quadrantes maiores X
inverso da diluicio da amostra x 10*. Para o estudo foram utilizadas as formas
promastigotas de cultivo axénico na fase final logaritmica, na qual ocorrem as
formas consideradas infectantes. A curva foi construida graficamente utilizando o

software GraphPad Prism®6.0.

- Bioensaios para determinagcéo da atividade antileishmania e da concentracao
efetiva 50% (CEsp) das NPs Sb>*: a atividade antileishmania das NPs Sb°* foi
avaliada pela inibicdo do crescimento e mortalidade das formas promastigotas de L.
(L.) amazonensis. Antes de cada experimento foi observada a motilidade flagelar e a

morfologia geral dos parasitas para posterior comparacao.

Como controle negativo foram utilizados parasitas na auséncia das NPs Sb°*
e como controle positivo o Antimoniato de Meglumina (Glucantime®) na
concentracdo de 5,06; 2,53; 1,26 e 0,63 mg/Sb>*/mL. As suspensées com NPs Sb>*
(ETSbL1[a], ETSbL2 e ETSbL1[b]) foram diluidas em série (1:4, 1:8, 1:16, 1:32) em
meio RPMI 1640 completo, ja presente em placa de 96 po¢cos em um volume final de
100 pL/poco. Assim, as concentracdes de antiménio nas suspensdes com NPs Sb>*
variaram de 0,575 — 0,071 mg/Sb>*/mL, 0,405 — 0,050 mg/Sb>*/mL e 2,555 — 0,320

mg/Sb>*/mL, respectivamente.

A cultura de formas promastigotas foi centrifugada a 4.400 rpm /15 minutos,
lavadas e diluidas em RPMI 1640 completo, quantificadas em camara de Neubauer,
e ajustadas para obter a concentracdo parasitaria de 10° parasitas/mL, também em
um volume final de 100 pL/poco de acordo com Fumarola, Spinelli e Brandonisio
(2004). Posteriormente, esta concentracdo de promastigotas foi adicionada aos
pocos contendo as drogas diluidas, totalizando um volume final de 200 uL por poco.
A placa do bioensaio, na presenca de promastigotas, controles e nanoformulacdes,

foi incubada em estufa a 25 °C durante 24, 48 e 72 horas.
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Para avaliar a viabilidade celular foi empregado o método de contagem de
células viaveis (utilizando o corante Azul de Tripan (Sigma, USA) e avaliando a
motilidade celular) em camara de Neubauer em microscépio 6ptico, aumento de
400x. Os resultados foram expressos em gréficos utilizando o software GraphPad
Prism®6.0.

Os bioensaios foram realizados em triplicata e a média do nimero de células
viaveis foi utilizada para calcular por regresséao linear, a CEsp (concentracdo efetiva
para 50% das células). O valor da CEsp € utilizado para expressar os resultados das
atividades das suspensdes com NPS avaliadas e selecionar as que se apresentam
mais ativas para estudos posteriores.

Atividade citotoxica em macréfagos de linhagem MJ774: macrofagos da
linhagem J774 foram cultivados em placas de cultivo celular de 12 poc¢os contendo
meio RPMI 1640 (Himedia) completo, os quais foram mantidos a temperatura de 37
°C e presséo de CO; a 5%. A cada 48 horas era observado o estado das células e

realizado lavagem com RPMI, acrescentando meio de cultivo ao final da verificacao.

As suspensfes com NPs Sb>* foram submetidas a testes para a determinacao
da concentracédo capaz de provocar a reducédo de 50% da populacéo celular (CEsp)
de macréfagos ndo infectados. Os macréfagos (10° células/mL) cultivados
previamente em placa de cultura de 12 pocos foram incubados na presenca de
diferentes concentracées de NPs Sb>*. As concentracdes utilizadas foram inferidas a

partir da CEso determinadas em promastigotas.

A incubacdo dos macréfagos foi em estufa por 37 °C por 24, 48, 72 horas na
presenca de NPs Sb>. Apés o periodo de incubacdo foi adicionado 20pL do
reagente MTT (brometo de 3-[4,5 dimetil-2-tiazolil]-2,5-difenil-2H-tetrazolium)/ Cell
proliferation Kit | (Roche®) e apés quatro horas de incubac&o foram adicionados 100
pL de solucéo de solubilizacdo (TADA et al., 1986). Os macrofagos foram incubados
por mais 12 horas e, em seguida, foram realizadas as leituras colorimétricas em

espectrofotémetro (Bio-Tek®), utilizando os comprimentos de onda de 590 nm.

O calculo para a obtencao do valor de CEsg foi realizado por regressdo nao

linear, utilizando o software GraphPad Prism® 6.0. Os testes também avaliaram a
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viabilidade celular por contagem de macrofagos viaveis com o corante Azul de

Tripan como controle, corando apenas as células mortas (ndo quantificadas).

Verificacao de viabilidade de formas amastigotas em macréfagos de linhagem
MJ774 ap6s exposicdo as NPs Sb>: macréfagos da linhagem MJ774 foram
cultivados em placas de cultivo celular de 12 pogos contendo meio RPMI 1640
(Himedia) completo, os quais foram mantidos a temperatura de 37 °C e pressao de
CO, a 5%. A cada 48 horas era observado o estado das células e realizado lavagem
com RPMI, acrescentando meio de cultivo ao final da verificagdo. Cada poco
recebeu 1 mL de meio RPMI 1640 suplementado com 10% de SFBi e 50 ug/mL de
gentamicina, contendo uma concentracdo de 10> macréfagos/mL. Cada poco
contém uma laminula de vidro estéril, em formato circular (13 mm de diametro), na

gual os macréfagos aderem durante seu crescimento e multiplicagéo por 24 horas.

As células foram incubadas em estufa a 37 °C com atmosfera de 5% de CO,
por 24 horas para que ocorresse a aderéncia dos macrofagos as laminulas. Apos
incubacéo, foi realizada lavagem com meio RPMI, a fim de retirar todas as células
gue ndo aderiram a laminula, e entdo realizada a infeccdo dos macréfagos por
promastigotas de L. (L.) amazonensis em fase estacionaria de crescimento,
ajustadas para uma concentracdo 5x10° células/mL, a ser incubada por poco,
correspondente a propor¢cao de 5 promastigotas por macrofago. Os parasitas foram
adicionados, nesta concentracdo, ao volume de cada poco com macrofagos

aderidos as laminulas.

A placa novamente foi incubada durante 2h em estufa a 37 °C com atmosfera
de 5% de CO; para que houvesse infeccdo. Apds esse periodo foram feitas trés
lavagens dos pocos com meio RPMI 1640 completo, aquecido a 37 °C, para remover
as promastigotas nao fagocitadas e células ndo aderidas (ESLANI; TANNER, 1994;
TEMPONE et al., 2004).

As NPs Sb®* nas concentracées de 1,15; 0,81 e 5,10 mg/Sb>*/mL ETSbL1[a],
ETSbL2 e ETSbL1[b], respectivamente, foram adicionadas sobre as laminulas com
macrofagos infectados em um volume final de 1mL/poco. Também foi adicionado o
Glucantime® (8,1 mg/Sb°*/mL) e RPMI 1640 completo, como parametros de controle.

A placa novamente foi incubada em estufa a 37 °C com atmosfera de 5% de CO
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por 72 horas. Apos o periodo de incubagéo, as laminulas foram retiradas dos pocos
e coradas por Panético Rapido (Laborclin®) e montadas em |aminas permanentes
com o auxilio de Balsamo do Canada (Vetec® USA). Todo o bioensaio foi realizado

em triplicata.

A resposta dos macréfagos e amastigotas intracelulares aos tratamentos foi
verificada por observacdo das laminulas impregnadas com macréfagos sob
microscopio Optico em 1000x. Foi feita a contagem de 100 células/laminula,
especificando o numero de macrofagos infectados, de amastigotas intracelulares por
macrofago e de macréfagos néo infectados. Desta forma, foram estabelecidas as
taxas de infeccdo dos macréfagos em cada laminula, e por fim, obteve-se a média
da taxa de infeccdo entre as triplicatas. As médias dos percentuais de infeccdo de
macrofagos, estabelecidas na presenca de cada droga, foram comparadas com a
taxa de infeccdo média do controle negativo (macrofagos infectados e néao tratados).

Alteracbes da morfologia celular foram observadas por microscopia éptica em
1000x. Os resultados foram expressos em graficos utilizando o software GraphPad

Prism®6.0.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Avaliacédo do perfil de crescimento in vitro de L. (L.) amazonensis

Para Leishmania spp. a determinacdo da fase exponencial e da fase
estacionaria de crescimento € importante uma vez que autores sugerem uma
associacdo entre a fase de crescimento da cultura e o sucesso na obtencado e
manutencao de amastigotas axénicos (CYSNE-FINKELSTEIN et al., 1998).

Por conseguinte, a contagem das promastigotas foi realizada em intervalos de
12 horas até a observacdo de menos de 10% de sobrevivéncia. A curva de
crescimento estabelecida para os parasitas apresentou perfil tipico conforme
amplamente descrito para L. (L.) amazonensis (SILVA, 2008; ALMEIDA, 2012;
WYREPKOWSKI, 2016), quando o padrdao da curva de crescimento mostra

claramente as seguintes fases da proliferacéo celular: fase lag (adaptagédo ao meio
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artificial), fase exponencial de crescimento (fase logaritmica) entre 1 e 4 dias (36 -
96h), fase estacionaria, compreendida entre 4 e 5 dias (96 — 120h) e de declinio, a
partir do sétimo dia (Figura 15).
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Figura 15 - Curva de crescimento das formas promastigotas de Leishmania (Leishmania)
amazonensis (MHO/BR/2009/IM5584) acompanhada por 7 dias, com contagem diaria. Os valores
expressam a média de trés determinacdes e sdo estatisticamente significativos (p<0,05).

Em meio de cultura in vitro as formas promastigotas diferenciam-se em
formas metaciclicas infectantes, reproduzindo o processo de metaciclogénese que
acontece no hospedeiro invertebrado (CYSNE-FINKELSTEIN et al., 1998; SILVA,
2008). Portanto, neste estudo em todos 0s experimentos com formas promastigotas,
optou-se por utilizar os parasitas no 4° dia do crescimento na 4 passagem em

cultivo.

Avaliacdo da sensibilidade de formas promastigotas as NPs Sb>"

A avaliacdo da atividade contra promastigotas e a determinacdo da
concentracdo capaz de provocar a reducdo de 50% do crescimento dos parasitas

foram realizadas através da Concentracdo Efetiva (CEsp), que segundo Silva (2016)
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deve ser realizada com a intencdo de verificar se as NPs estariam sendo eficazes

leishmanicida ou se sua presenca estaria sendo um fator indutor de toxicidade.

A tabela 6 apresenta os valores calculados de CEsy da avaliagdo das
suspensdes de NPs Sb®‘contra as formas promastigotas de L. (L.) amazonensis.
Observa-se que a suspensao mais promissora foi ETSbL2 com CEsp de 1,05 mg/mL
em 72 horas de incubacao. Resultado que pode estar relacionado tanto com a baixa

concentragcéo de antimdnio pentavalente quanto com o ligante orgéanico utilizado.

Tabela 6 - Valores de CEgy (mg + Desvio Padrdo/DP), calculados por regresséo linear (modelo
Deming) das suspensdes de nanoparticulas de antimonio pentavalente (NPs Sb°*) ap6s 24, 48 e 72
horas de incubacdo com promastigota de Leishmania (Leishmania) amazonensis.

Valores de CEso/Tempo de Incubacéo
Suspensdes de

NPs Sb®* 24h 48h 72h
(mg = DP) (mg = DP) (mg = DP)
ETSbL1[a] 4,58 + 0,01 3,7+0,02 4,17 +0,03
ETSbL2 1,26 +0,01 1,41 £ 0,01 1,05 0,01
ETSbL1[b] 8,74 0,01 * *
Glucantime®™ 55,47 + 0,04 74,77 £ 0,01 20,23 + 0,01

* = acima do valor maximo testado. ® Droga comercial.

Silva (2016) utilizando NPs contendo o derivado do 2-amino-tiofeno (SB-83)
contra promastigotas de L. (L.) amazonensis descreve que o CEsp foi menor onde
havia uma maior quantidade de NPs, com valor de 3,37 uM em 72 horas de

incubacéao, o que considerou como leishmanicida.

Peculiarmente com a espécie L. (L.) amazonensis sdo raros os estudos que
testam NPs. Por outro lado, espécies como L. (L.) major, L. (L.) donovani, L. (L.)
infantum e L. (L.) tropica apresentam diversos estudos com esse sistema. Beheshti
et al. (2013) descreve o CEspde 1,62 £ 0,6 das nanoparticulas de Selénio biogénico
(NPs Se) testadas contra promastigotas de L. (L.) major. Chakraborty et al. (2014)
avaliaram a atividade de nanoparticulas de Arsénio (NPs As) e obtiveram CEsp no

valor de 2,37 uM para L. (L.) donovani.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Beheshti%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23219368
https://www.hindawi.com/83598759/
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Um estudo apresentado por Soflaei et al. (2012) apresentou uma reducao de
50% no numero de parasitas quando utilizaram NPs de sulfeto de antimonio em
cultura de promastigota de L. (L.) infantum. Outra atividade antileishmania
promissora foi mostrada por Ahmad et al. (2015) empregando NPs de prata (NPs Ag)
e ouro (NPs Au) contra promastigotas L. (L.) tropica com um valor CEso de 4,37 e

5,29 ug mL™, respectivamente.

De forma similar, Mahmoudvand et al. (2014) avaliaram a atividade
antileishmania de nanoparticulas de Selénio biogénico isoladas (NPs Se) e em
combinagdo com Antimoniato de Meglumina (AM plus NPs Se) contra cepas de L.
(L.) tropica sensivel e resistente ao Glucantime®. Vérias concentracbes de NPs
foram testadas e inibiu significativamente (p<0,05) o crescimento das promastigotas
de ambas as cepas de uma maneira dose dependente, com valores de CEsy para
NPs Se com 2.7+£0.3/ 3.6+1.4 ug/mL e de AM plus NPs Se com 1.5+0.43/ 2.8+1.15
ug/mL, cepas sensivel e resistente ao Glucantime® respectivamente, refletindo

efeitos leishmanicidas eficazes.

Rossi-Bergmann et al. (2012) avaliaram o potencial terapéutico de
nanoparticulas de prata preparados por dois processos distintos: pela sintese
guimica (Chem-AgNP) e por biossintese do fungo Fusarium oxysporum (Bio-AgNP),
no tratamento de leishmaniose cutanea. Quando testado in vitro contra
promastigotas de L. (L.) amazonensis, Bio-AgNP foi quatro vezes mais potente do

gue a Chem-AgNP (CEsp = 25 uM e 100 uM, respectivamente).

A atividade das NPs Sb>* também foi analisada sobre as formas
promastigotas de L. (L.) amazonensis. Quando avaliada a atividade em relacédo ao
tempo de incubacdo na presenca das suspensofes testadas, ETSbL2 com CEso de
1,26, 1,41 e 1,05 mg/Sb>*/mL nos periodos de 24, 48 e 72 horas, respectivamente,
demonstrou uma diminuicdo na concentracdo de parasitas viaveis no decorrer do
tratamento (Figura 16B), o que pode indicar uma atividade acumulativa desta
amostra, impedindo a proliferacdo de células viaveis, seja por ac¢do toxica ou por
inibicdo da atividade metabdlica das promastigotas. Efeito semelhante € observado
nos resultados com Glucantime®, que nesses ensaios, a concentracdo variou de
5,06 a 0,63 mg/Sh>*/mL (Figura 16D).


http://pubs.rsc.org/-/results?searchtext=Author%3AAftab%20Ahmad
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Figura 16 - Atividade das nanoparticulas de antiménio pentavalente (NPs Sb5+) frente a formas
promastigotas de Leishmania (Leishmania) amazonensis. A - ETSbL1[a], B - ETSbL2, C — ETSbL1[b]
e D - Gucantime® (controle positivo) e o controle negativo (concentracdo de parasitas em meio RPMI
completo).
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Nossos dados corroboram os de Soflaei et al. (2014). Estes autores avaliaram
os efeitos das nanoparticulas de selénio (NPs Se) em promastigotas de L. (L.)
infantum e foi observada uma inibicdo do crescimento dependente da dose testada
em 24, 48 e 72h de incubacgdo, sendo que as reducbes maximas de proliferacdo
parasitaria foram observadas em 72h de incubacéo, sugerindo efeitos inibitorios a
estas NPs.

Dados similares sdo descritos por Chakraborty et al. (2014) ao avaliarem a
atividade de nanoparticulas de Arsénio (NPs As) e demostrarem claramente que o
tratamento por 72 horas afetou o crescimento das promastigotas de L. (L.) donovani.
Resultados diferentes sédo descritos por Beheshti et al. (2013) ao avaliar as
nanoparticulas de Selénio biogénico (NPs Se), revelando que a citotoxicidade das
NPs Se contra as formas promastigotas de L. (L.) major foi maior em todos 0s
tempos de incubacéo (24, 48 e 72h), comprovando que as NPs Se podem inibir a

proliferacdo do parasita desde inicio do tratamento.

Outros estudos demostram a diminuicdo da proliferacdo e atividade
metabolica de L. (L.) tropica quando expostos as nanoparticulas de prata (NPs Ag) e
gue esse efeito € aumentado ainda mais sob a luz ultravioleta (UV)
[ALLAHVERDIYEV et al., 2011; RAHI et al., 2013].

Com relacdo a suspensdo ETSbL1[a] os resutados mostram que houve
atividade contra as formas promastigotas de L. (L.) amazonensis nos tempos de
exposicao de 24 e 48 horas, com énfase em 48 horas de incubacdo (Figura 16A),
nas concentracbes 0,575 e 0,287 mg/Sb>*/mL, com reducdo de promastigotas
viaveis.

Na analise dos efeitos da suspensdo ETSbL1[b] (Figura 16C) sobre a
proliferacdo de L. (L.) amazonensis, observa-se discreta diminuicdo do crescimento
das promastigotas nas primeiras 24 horas de exposi¢cdo em todas as concentracfes
testadas, e apds esse periodo as duas primeiras concentracfes (2,555 e 1,277
mg/Sb>*/mL) exibiram crescimento das formas promastigotas. Em contrapartida, as
duas ultimas concentracées (0,638 e 0,320 mg/Sb°*/mL), nos tempos de exposi¢ao
de 48 e 72 horas, apresentaram também discreta diminuicdo da proliferacdo de

promastigotas viaveis.


https://www.hindawi.com/83598759/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Beheshti%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23219368
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Allahverdiyev%20AM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22114501
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Considerando o dado acima, acredita-se que no decorrer do periodo de
exposicdo a suspensao ETSbL1[b] pode ter ocorrido aglomeragdo das NPs em 48 e
72 horas de incubacéo nas maiores concentragbes (2,555 e 1,277 mg/ Sb>*/mL),
pois foi possivel observar precipitado de particulas nos pocos das placas de cultivo
durante a quantificacdo, ndo mostrando atividade sobre as formas promastigotas.

Ensaio de citotoxicidade pelo método colorimétrico de MTT (sal de tetrazolium)
das NPs Sb>* em macréfagos de linhagem J774

Quando avaliado o efeito citotoxico das NPs Sb>" sobre macréfagos de
linhagem J774 incubados a 37° C por 72 horas, a suspensdo ETSbL2 mostrou-se
menos téxica, apresentando 62,1% de viabilidade celular na primeira concentracao
(0,81 mg/Sbh>*/mL) e 97,5% na Ultima concentracéo testada (0,10 mg/Sb>*/mL). A
medida que aumenta a concentracdo de NPs Sb>" a viabilidade celular reduz, por
exemplo, a suspensdo ETSbL1[b] na concentracdo de 2,55 mg/Sb>*/mL causou

toxicidade de 50% para as células (Tabela 7).

Tabela 7 - Efeito citotéxico das nanoparticulas de antiménio pentavalente (NPs Sb>*) em macréfagos
de linhagem J774 incubados a 37° C por 72 horas, avaliados pela viabilidade celular colorimétrica
(MTT).

Suspensées de NPs Sb>*  mg/Sb>/mL % viabilidade + DP

ETSbL1[a] * *

0,81 62,1+1,11

0,40 82,1 £3,59

ETSbL2 0,20 90,6 £ 9,52

0,10 97,5+7,48

5,10 58,2 +£12,89

2,55 50,3 +£1,62

ETSbL1[b] 1,27 80,9+£1,90

0,63 85,4 £2,25

* Nao foi possivel avaliar.

Os valores médios de % de sobrevivéncia apresentados na tabela 7 indicam

gue esses valores sao diferentes em todos os tratamentos e concentragoes.
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Viabilidade de formas amastigotas de L. (L.) amazonensis em macréfagos de

linhagem J774 ap6s exposicdo as NPs Sh**

Os macrofagos infectados com formas amastigotas de L. (L.) amazonensis
avaliados quanto aos efeitos toxicos das NPs Sb*" e comparados com os controles,
ndo mostraram, por microscopia Optica (Figura 17), alteracdes morfoldgicas, ou seja,
apresentaram menor efeito citotéxico, com excec¢do do tratamento com ETSbL1[b], a
suspensdo mais concentrada (Figura 17c), que apresentaram nucleo retraido e

conteudo citoplasmatico reduzido em comparacao aos demais tratamentos.

f

Figura 17 - Morfologia dos macréfagos infectados com formas amastigotas de Leishmania
(Leishmania) amazonensis 72 horas apés o tratamento com diferentes concentracdes de
nanoparticulas de antiménio pentavalente (NPs Sb*). a — macréfago infectado exposto a suspensao
ETSbL1[a] (1,15 mg/Sb>/mL), b - macréfago infectado exposto a suspensdo ETSbL2 (0,81
mg/Sb>*/mL), c- macréfago infectado exposto a suspensdo ETSbL1[b] (5,10 mg/Sb>/mL), d -
macréfago infectado exposto ao Glucantime® (8,1 mg/Sb>/mL) [controle positivo], e- macréfago
infectado e ndo tratado (controle negativo), f- macréfago ndo infectado e nédo tratado (controle
negativo). 1000x.
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ApGs 72 horas de tratamento, macrofagos infectados e tratados com 1,15 mg/
Sb*/mL (ETSbL1[a]) e 0,81 mg/Sb>*/mL (ETSbL2) [Figura 17a e b, respectivamente]
demonstraram atividade bastante significativa quando analisadas quantitativamente,
ou seja, com relacao a eliminacdo do parasita, reduzindo ou até mesmo eliminando
as formas amastigotas do meio intracelular, sem destruir a célula hospedeira; e
morfologicamente, pois nenhuma alteracdo na morfologia da célula hospedeira foi
observada. O aspecto do citoplasma dos macréfagos mostra diversos vacuolos,
sugerindo a internalizagdo da NPs, segundo descrito por Monteiro (2013).

A suspensdo ETSbL1[b] foi utilizada na concentracdo 5,10 mg/Sb>*/mL e
apresentou eficiéncia em conduzir a destruicdo ou eliminacdo do parasita do meio
intracelular, mas causou efeitos citotoxicos observados apés o tratamento (Figura
17c).

Silva (2008) relata que é plausivel aceitar que células infectadas por
Leishmania apresentem maior susceptibilidade aos efeitos citotoxicos de compostos
gue células nado infectadas. Da mesma maneira, Brito et al. (2006) mostraram que
macrofagos da linhagem J774 infectados por L. (V.) braziliensis foram
significativamente mais sensiveis que as células ndo infectadas frente ao composto
testado. Esta maior susceptibilidade de células infectadas pode ser decorrente de
alteracdes no potencial de membrana do macréfago causadas pelo parasita
(FORERO et al., 1999; QUINTANA et al., 2010).

Os resultados do presente trabalho corroboram os estudos de Monteiro
(2013). Essa autora avaliou a citotoxicidade in vitro de NPs poliméricas associada a
hidroximetilnitrofural (nano NFOH) e indicou que a atividade leishmanicida em
amastigotas de L. (L.) amazonensis é referente a sua agdo nos parasitas

intracelulares e ndo pela destruicdo dos macrofagos.

Mahmoudvand et al. (2014) descrevem a atividade antileishmania de
nanoparticulas de Selénio biogénico (NPs Se) isoladas e em combinacdo com
Antimoniato de Meglumina (AM plus NPs Se) contra cepas de L. (L.) tropica sensivel
e resistente ao Glucantime®. Da mesma forma, as NPs Se, especialmente em
combinagcdo com AM, reduziram significativamente o numero médio de amastigotas

de ambas as cepas em cada macréfago.
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Soflaei et al. (2014) avaliaram os efeitos das nanoparticulas de selénio (NPs
Se) em amastigotas de L. (L.) infantum internalizadas em macréfagos peritoneais,
com resultados ja descritos ao longo dessa discusséo, e relataram que essas NPs

tem notavelmente menos efeitos toxicos sobre os macrofagos infectados.

Jebali e Kazemi (2013) realizaram estudos em L. (L.) major para avaliar o
efeito de NPs de prata (AgNPs), ouro (AuNPs), dioxido de titanio (TiO,NPs), éxido
de zinco (ZNONPs) e Oxido de magnésio (MgONPs) através da exposicdo a luz
infravermelho (IV), raio ultravioleta (UV) e em condi¢cdes com pouca luz, e o
resultado mostrou atividade tanto a luz UV quanto a IV, aumentando a propriedade
leishmanicida das NPs, mas apresentaram alta citotoxicidade em macro6fagos,
indicando que essas NPs podem ter consequéncias positivas e negativas no
tratamento da LC.

Jebali et al. (2014) também testaram NPs de O0xido de magnésio (MgONPSs)
revestidas com lectina contra L. (L.) major em macréfagos peritoneais, evidenciando
nenhuma toxicidade as células. Outro estudo realizado por Delavari et al. (2014)
com a mesma espécie de Leishmania avaliaram o efeito de nanoparticulas de 6xido
de zinco (NPs ZnO) in vitro e afirmaram os efeitos citotoxicos sobre os parasitas e
macrofagos, e concluiram que NPs ZnO podem induzir a apoptose em L. (L.) major

pela dose e tempo-dependente conforme a condic¢éo in vitro.

Nanoparticulas a base de fosfato (NPCs, NPCO, NPC3 e NPC5) como
transportadores de antimomio pentavalente (Sb°*) foram testadas contra
amastigotas de L. (L.) infantum em macrofagos peritoneais e a infeccao foi reduzida
tanto por NPC3 contendo Sb>" como por NPCs isoladas, mas NPC3 foi mais efetiva.
Esses dados indicam o potencial dos NPCs como carreadores de Sb** direcionados
especificamente a macréfagos, reduzindo a dosagem de Sb°* sem reduzir a
atividade leishmanicida (ALVARENGA et al., 2015).

A localizacdo intracelular das formas amastigotas € responsavel por
prejudicar a adesao e a eficacia de drogas terapéuticas. Os sistemas de entrega de
drogas permitem que os efeitos adversos causados por rotas problematicas da
administracdo sejam evitados de forma que a atividade antileishmania seja
aumentada e a toxicidade do medicamento seja reduzida (ROMERO; MORILLA,
2008).
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A avaliacdo da taxa de infeccdo dos macréfagos infectados e ndo tratados
(controle negativo) apresentou-se em torno de 90-100%, em toda a cinética de
acompanhamento, com citoplasma do macr6fago apresentando inumeras

amastigotas de L. (L.) amazonensis (Figura 17e).

Ndo foi notada a permanéncia de infeccdo nos macréfagos
experimentalmente infectados quando tratados com NPs Sb®>*, pois ndo foram
observados parasitas viaveis apés 72 horas de incubacgdo, notando-se apenas a
presenca de vacuolos e detritos celulares no citoplasma dos macrofagos.

Quanto a avaliacdo do controle positivo, macréfagos infectados e expostos ao
Glucantime® (8,1 mg/Sb®*/mL), estes apresentaram 28% de infeccdo apds o periodo
de exposicdo e ndo foi observada a presenca de vacuolos contendo parasitas

destruidos.

Em vista dos resultados apresentados, € suposto que apds o tratamento com
NPs, o0s parasitas intracelulares interrompem o seu desenvolvimento e Ss&o
completamente destruidos dentro dos vacuolos, pois foi possivel observar que todas
as suspensfes de NPs Sb>* foram capazes de causar alteracées morfoldgicas em
formas amastigotas dentro de vacuolos parasitéforos, provavelmente devido a

interrupcéo do desenvolvimento ou da multiplicac&o intracelular destes parasitas.

Assim, verifica-se que as NPs Sb°* apresentam a capacidade de eliminar o
parasita da célula hospedeira através do processo de destruicdo pela prépria célula.
Deste modo, ainda que mais trabalhoso, o teste em amastigotas intracelulares
apresenta vantagens significativas em relacdo ao modelo de promastigota, uma vez
gue os resultados obtidos permitem avaliar ndo apenas a atividade leishmanicida
das substancias, mas também determinar a atividade citoxica da mesma (SILVA,
2008).

Através desse estudo também foi possivel perceber que ndo ha um modelo
padrdo para os testes de novas substancias, pois os estudos empregam diferentes
concentracfes das drogas, cepas do parasita, formas evolutivas e linhagens de

macrofagos, dificultando a comparacao dos resultados encontrados.
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CONCLUSAO

A busca por novos agentes terapéuticos para a Leishmaniose € constante e
este trabalho revelou que o emprego de NPs no tratamento dessa doenca, apesar
de existir, ainda é incipiente. Além disso, ndo é observada a descricdo mais
detalhada da sua acgdo leishmanicida, dificultando o entendimento aprofundado

desse nanosistema.

Precisamos lembrar que este estudo esta testando o principio ativo (antimonio
pentavalente) do Glucantime®, droga com comprovada seguranca, eficacia e acdo
antileishmania, comercializada e disponivel na terapéutica clinica, e que foi
aproveitado sob uma nova abordagem tecnolégica para o desenvolvimento de um

novo agente leishmanicida associado a sistema nanoestruturado.

Em suma, observou-se que in vitro as suspensées de NPs Sb>* comportam-
se de modo diferente em ambas as formas evolutivas do parasita, apresentando
atividade gradual durante todo o tratamento contra a forma promastigota e reducéo
ou até mesmo eliminacdo das formas amastigotas intracelular, causando poucas
alteracoes morfologicas na célula hospedeira, sugerindo baixa toxicidade, seja pela

concentracdo de Sb°* ou ligante utilizado, indicando um potencial leishmanicida.

Esses resultados encorajam para a progressao dos estudos dessas NPs em

ensaios pré-clinicos experimental como canditadas ao tratamento da LC.
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CAPITULO IV

TRATAMENTO INTRALESIONAL DA LEISHMANIOSE CUTANEA
EXPERIMENTAL COM NANOPARTICULAS DE ANTIMONIO PENTAVALENTE
(NPs Sb*")
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RESUMO

A leishmaniose cutanea continua sendo uma doenca negligenciada com a
necessidade de ensaios pré-clinicos em busca de um tratamento seguro e eficaz,
pois atualmente ndo existe um Uunico tratamento para todas as espécies de
Leishmania. De tal modo, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito das
nanoparticulas de antimonio pentavalente (NPs Sb®") in vivo utilizando hamster
(Mesocricetus auratus) infectados com Leishmania (Leishmania) amazonensis. Os
animais foram infectados no focinho e agrupados para receber tratamento por 26
dias na area das lesdes com NPs Sb>" e com Glucantime®. Ap6s o tratamento,
amostras teciduais foram avaliadas por cultivo, microscopia eletronica de
transmissdo (TEM) e histologia. Os resultados mostraram que ao longo do
experimento os animais tratados com NPs Sb>" (grupos ETSbL1[a], ETSbL2 e
ETSbL1[b]) apresentaram discreto agravamento das lesfes. O tratamento com
ETSbL1[b] apresentou resultados promissores. Também foi possivel notar através
de fotomicrografias a presenca das NPs Sb°* no interior de macréfagos infectados.
No geral, os cortes histolégicos de lesdo cutanea, figado, baco e rim apresentaram
alteracdes histopatolégicas. Contudo, a amostra ETSbL1[b] (18,6 mg/Sb>*/kg/dia)
apresentou maior eficiéncia quanto a cura clinica referente a reducdo no tamanho da
lesdo e na carga parasitaria entre as NPs testadas. Estes resultados sugerem a
continuidade deste estudo com novos testes em animais menos suscetiveis a
infeccdo (camundongos) objetivando uma possivel cura clinica e parasitologica.

Palavras-chave: Leishmaniose cutanea. Leishmania amazonensis. Nanoparticulas.
Tratamento experimental. Histopatologia.
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INTRODUCAO

A leishmaniose é uma doenca tropical causada por parasita intracelular do
género Leishmania (KEVRIC; CAPPEL; KEELING, 2015). E dificil obter nimeros
precisos sobre a incidéncia da doenca, pois é provavel a subnotificacdo dos casos,
mas estimativas sugerem que ha 12 milhdes de pessoas infectadas, com 2 milhdes
de novos casos anualmente (DEN BOER et al., 2011; CDC, 2013; WHO, 2014).

Em humanos, as formas clinicas das leishmanioses sdo amplamente
categorizadas em leishmaniose visceral (LV) e leishmaniose cutanea (LC), esta
Gltima apresentando um espectro variando de cutanea, mucosa e cutanea difusa
(WHO, 2010), caracterizadas principalmente pelo comprometimento do tecido
cutaneo e, secundariamente, dependendo da espécie de Leishmania e de fatores
imunogenéticos do hospedeiro, por lesdo do tecido mucoso nasofaringeo (SILVEIRA
et al., 2008; BRASIL, 2017).

A leishmaniose continua sendo uma doenca negligenciada, com a
necessidade de ensaios pré-clinicos e clinicos, porque ainda ndo existe um
tratamento Unico e eficaz para todas as espécies de Leishmania, além disso, as
modalidades de tratamento atuais geralmente ndo resultam em cura parasitolégica
(COPELAND; ARONSON, 2015).

Tradicionalmente a terapéutica medicamentosa contra a leishmaniose baseia-
se na utilizacdo de diversos agentes ativos, isto €, Antimoniato de Meglumina,
Anfotericina B, Pentamidina, Miltefosina e Paromomicina, citando apenas a maioria
desses, e sua seguranca e eficacia é considerada bastante heterogénea (JEBALI,
KAZEMI, 2013; REMIGIO HENRIQUES; RUIZ; ARIAS, 2014).

Historicamente, o padrdo-ouro da terapia sistémica dessa doenca € com
antimoniais pentavalentes (MANSUETO et al., 2014), considerado téxico e ineficaz
para alguns isolados de parasitas (JEBALI; KAZEMI, 2013). Apresentam importantes
efeitos colaterais, tais como dor no local da injecdo, pancreatite, nauseas, vomitos,
mialgias, artralgia, plenitude gastrica, pirose, dor abdominal, cefaleia, tontura,
palpitacdo, alteracbes das enzimas hepaticas, alteracbes eletrocardiograficas,
toxicidade cardiaca e renal, podendo ocorrer morte subita (CROFT; COOMBS, 2003;
SILVA, 2012; BRASIL, 2013; 2017).
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Atualmente, ndo h& um tratamento satisfatério para a LC e no Brasil, 0
tratamento da doenca segue as recomendacdes da Organizagdo Mundial da Saude
(OMS) para a realidade das Américas, devendo ser considerada a espécie da
Leishmania infectante (BRASIL, 2017).

Tratamentos de infecgbes crbnicas devem, idealmente: i) ser potente o
suficiente para exigir apenas um numero limitado ou Unico de dose; ii) apresentar
toxicidade minima, iii) e baixo custo e ser facil de dispensar aos pacientes, e 0s
nanosistemas tem a capacidade inerente para abordar estes requisitos através da
melhoria da eficacia dos regimes terapéuticos e, consequentemente, da reducao dos
custos do tratamento (HARTGERS; YAZDANBAKSH, 2006, DNDi, 2016). Dessa
forma, os modelos animais, que sao altamente diversificados, podem ser usados
para avaliar o desenvolvimento de novos medicamentos que oferecam um
tratamento seguro, eficaz e de curto prazo, com um perfil de seguranca aceitavel
(MEARS et al., 2015).

Em um estudo anterior (Capitulo 1ll), nanoparticulas de antimonio
pentavalente (NPs Sb°") foram avaliadas para determinar sua atividade in vitro
contra as formas promastigotas e amastigotas intracelulares de L. (L.) amazonensis
e apresentaram atividade antileishmania, associada a uma baixa toxicidade em
macrofagos de linhagem nas menores concentracdes. Nesse estudo concluiu-se que
as NPs Sb°* apresentaram bons resultados levando & possibilidade de serem

avaliadas em modelo experimental como tratamento para a LC.

Diante desse cenario, esse estudo teve por objetivo avaliar as NPs Sb°* in
vivo utilizando hamster (Mesocricetus auratus) infectados com L. (L.) amazonensis,
assim como as alteragbes morfolégicas, utraestruturais e histopatologicas de
fragmentos de tecidos celulares dos animais, para investigar o potencial desse

nanosistema em uma tentativa de encontrar alternativas de tratamento contra a LC.
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MATERIAL E METODOS

Aspectos Eticos: esse projeto foi submetido para analise pela Comissdo de Etica
no Uso de Animais em pesquisa do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia
(CEUA-INPA), no que diz respeito aos aspectos de natureza ética em
experimentacdo animal, sendo aprovado sob o n°009/2015, com certificado
apresentado em Anexo.

A avaliacdo biolégica seguiu as normas do Guia para cuidado e uso de
animais de laboratério (http://www.cobea.org.br) do Conselho Nacional de
Experimentacdo Animal, e tem por finalidade obter maior ndmero possivel de
informacdes relevantes com um pequeno numero de animais por grupo, seguindo

assim as recomendacdes dos Comités de Etica em Experimentagéo Animal.

Procedéncia dos Animais: foram utilizados hamsters dourados (Mesocricetus
auratus), machos, com idade de 90 dias e peso médio de 200g. Todos os animais
foram provenientes do Biotério Central do Instituto Nacional de Pesquisas da
Amazonia (INPA), mantidos em condicbes ambientais controladas (temperatura e
umidade), de alimentacao ad libitum e livre de patdégenos, onde também ocorreram

as etapas de infeccéo e tratamento, sob a supervisao do veterinario responsavel.

Infeccdo experimental em hamster (Mesocricetus auratus) com Leishmania
(Leishmania) amazonensis: 0os animais foram submetidos a infeccéo por indculo de
100uL de formas promastigotas de L. (L.) amazonensis em fase estacionaria,
ajustado a concentracdo de 10° promastigotas/mL, através de seringa estéril, na
regido do focinho. Os animais infectados foram separados em gaiolas e mantidos no

biotério em temperatura e cuidados adequados.

Apés 30 dias da infeccdo, as lesdes (histiocitomas leishmanidticos) que
surgiram nos animais foram tratadas com quatro séries semanais, cada série
consistiude cinco dias de aplicacao intralesional com intervalos de dois dias a cada
série de tratamento, conferindo 26 dias de tratamento, sendo realizado

acompanhamento quanto ao aspecto macroscoépico de evolugdo das lesdes. Apos
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esse periodo, foi realizada eutandsia dos animais. Todo esse esquema pode ser

observado no cronograma abaixo (Figura 18).
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Figura 18 - Cronograma esquematico da experimentacdo animal. Quatro séries semanais (//) de
tratamento com interrupgdo de dois dias entre cada uma das séries, totalizando 26 dias de tratamento
com aplicacao intralesional diaria de 4,2 mg/Sb**/kg/dia de ETSbL1[a], 3,0 mg/Sb°*/kg/dia de ETSbL2
e 18,6 mg/Sb**/kg/dia de ETSbL1[b] no volume final de 0,4 mL.

Delineamento Experimental: o delineamento experimental dos ensaios in vivo tem
como objetivo verificar a influéncia dos diferentes tipos de tratamento e o teste
estatistico foi baseado em modelo populacional para inferéncia de diferentes

tratamentos.

Neste estudo foram utilizados 35 hamsters, separados por grupos
experimentais com cinco animais cada. A seguir a tabela 8 mostra também as

concentracfes utilizadas e a vias de administracao.
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Tabela 8 - Grupos experimentais, concentracdes de nanoparticulas de antimoénio pentavalente (NPs
Sb5+) e da droga comercial (Glucantime®) testadas e a vias de administragéo utilizadas.

Grupos experimentais mg/Sb>*/Kg/dia Viade
Administracéo
ETSbL1[a]: animais 4,2 IL
tratados com NPs Sb**
ETSbL2: animais 3,0 IL
tratados com NPs Sb**
ETSbL1[b]: animais 18,6 IL

tratados com NPs Sb°*

CIGIm: animais tratados 20 IM
com Glucantime®

CIGIl: animais tratados 20 IL

com Glucantime®
IL: intralesional; IM: intramuscular.

Outros grupos de animais foram utilizados como controles:
(CCI): animais com infeccdo, mas sem tratamento;

(CSI): animais sem inoculacdo com L. (L.) amazonensise sem tratamento.

Estes animais foram tratados com 4 séries de cinco dias de aplicacdes
intralesional diarias com NPs Sb®> (ETSbL1[a], ETSbL2 e ETSbL1[b]), nas
concentracdes 4,2; 3,0 e 18,6 mg/Sb°*/kg/dia, respectivamente, com intervalos de
dois dias entre cada uma das séries, totalizando 26 dias, e com a droga comercial
Glucantime®, por vias intralesional e intramuscular, na concentracdo 20

mg/Sb>*/kg/dia, com um volume de 0,4 mL.

Na figura 19 € possivel compreender a descricdo dos procedimentos

executados em todo experimento.
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35 Hamsters ) (Mesocricetus auratus)

Inéeulo: 10% promastigostas de L. (L.) amazonensis

MHOM/BR/2009/IM5584
n=25 hamsters
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Sintomas Optica MET Histologia

Figura 19 - Fluxograma do delineamento experimental utilizado neste estudo. ETSbL1[a], ETSbL2
eETSbL1[b]: grupos de animais tratados com nanoparticulas de antimonio pentavalente (NPs Sb>").
CIGIm: grupo de animais tratados com Glucantime® por via intramuscular, CIGIl: grupo de animais
tratados com Glucantime® por via intralesional, CSI: grupo controle de animais sem inoculagéo e CCI:
grupo controle com animais infectados e nao tratados. MET: Microscopia Eletrénica de Transmissao.

Acompanhamento dos Tratamentos: ao longo do tratamento o estado geral dos
animais foi avaliado por meio da observacdo dos sinais (desidratacdo, diarréia,
alopecia e outros) e sintomas (reducédo do apetite, alteracbes de comportamento e
outros) que poderiam indicar toxicidade das NPs Sb>" administradas. O peso
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corporal dos animais também foi aferido utilizando-se uma balanga semi-analitica
(Toledo®).

A area total das lesdes foi aferida diariamente, registrando-se a evolucao do
aspecto morfologico das lesdes e medindo a extensdo com paquimetro digital (Zaas
Precision/ Amatools). Todo o procedimento foi fotodocumentado.

Eutanasia dos animais: ao fim do tratamento os animais foram anestesiados
(Ketamina® e Xylazina®) e eutanasiados (Pentobarbital sédico — Difenilhidantoina
sbdica) de acordo com a legislacdo para uso de animais de experimentacdo e

aprovacao pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) do INPA.

Quantificacéo e viabilidade parasitaria: apos a eutanasia dos animais, as lesdes
foram tricotomizadas e em seguida desinfetadas com varias lavagens com alcool
70%. Apos desinfecgéo, os fragmentos da leséo no eixo vertical foram seccionados
com lamina de bisturi estéril. Amostras de figado, baco e rim também foram
utilizadas. Posteriormente foram transferidos fragmentos teciduais para: solucéo de
criopreservacao, solucdo de glutaraldeido 3,0% em tampao Cacodilato 0,1M (para
analise em microscopia eletronica de transmissao - MET), solucédo salina estéril para
posterior inoculacdo em tubos com meio bifasico de cultura NNN (NOVY; McNEAL,
1904; NICOLLE, 1908), formol tamponado a 10% (histologia) e para a impressao por

aposicao em lamina (imprint).

Os tubos de cultura com meio NNN contendo fragmentos teciduais foram
incubados em estufa a 25 °C durante 7 dias e apds esse periodo foi investigada a
presenca de promastigotas viaveis, utilizando microscopio Optico no aumento de
400x. As culturas foram determinadas como negativas quando nao foi detectada a
presenca de parasitas apos o periodo de incubacdo. Em caso positivo, a
concentracdo de parasitas presentes foi semi-quantificada de acordo com o nimero
logaritmico de células presentes, sendo considerados os valores 1- de 1 até 10

parasitas; 2 - entre 10 a 100 parasitas e 3 — maior que 100 parasitas por campo.

As laminas contendo impressdo por aposicdo foram fixadas com metanol

(P.A) durante cinco minutos e em seguida coradas durante duas horas utilizando o
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método de Giemsa. Apos a coloracao, as laminas foram lavadas em agua corrente e
entdo secas a temperatura ambiente (TA). As laminas foram analisadas em triplicata
em microscopia Optica com aumento de 1000x para verificar a presenca de
macroéfagos infectados e o n° de amastigotas por macréfagos em 100 campos de
observacgéao.

Andlise Estatistica: para os ensaios in vivo 0s resultados foram expressos em
média * desvio padrdo de cada grupo de tratamento e controles. As analises
estatisticas foram realizadas no programa GraphPad Prism® versdo 6.0, através da
Andlise de Variancia (ANOVA), seguida do teste Tukey-Kramer. As diferencas foram
consideradas significantes quando p<0,05.

Microscopia Eletrénica de Transmissdo (MET) das Amostras Teciduais: para
avaliar e comparar a ultraestrutura dos tecidos infectados por L. (L.) amazonensis
apos os tratamentos com NPs, a analise em Microscopia Eletronica de Transmisséo
(MET) de fragmento tecidual (lesdo cutanea) foi realizada no Instituto de Quimica e
Tecnologia de Polimeros/ Conselho Nacional de Pesquisas em Napoles/Itdlia. O
processamento das amostras para MET incluiu as etapas de fixacdo, pos-fixacao,
desidratacéo, infiltracéo, inclusao, corte, avaliacdo dos cortes em microscopia de luz
e contrastacdo. Para isso, as amostras foram fixadas em glutaraldeido 3,0% em
tampédo Cacodilato de sodio (0,1M; pH 7,12). A etapa de desidratacéo foi realizada
em concentracfes crescentes de acetona: 70%, 90%, 95% e 100%, e incluidos em
resina Epon 812 (Fluka, Suica) para posterior corte em ultramicrétomo com obtencéo
de cortes ultrafinos de 60 nm que foram depositados em tela de Cobre de 250
“‘mesh”. Estes foram contrastados com Acetato de Uranila (Merk, Alemanha) e
Citrato de Chumbo (Merk, Alemanha) (BOZZOLA; RUSSELL, 1998) e analisados em

microscopio eletrénico de transmissdo ZEISS EM 109 (ZEISS, Alemanha).

Analise Histopatolégica: ao fim do experimento, os animais foram submetidos a
eutanasia e coletada amostra da lesdo cutanea, figado, baco e rim dos animais
tratados e dos grupos controle. Em seguida os fragmentos foram transferidos para

formol tamponado a 10% (formalina 37-40% 100 mL, cloreto de sodio 9g e agua
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destilada 900 mL). ApoOs fixacdo por 24 horas, os fragmentos teciduais foram
desidratados em &lcool com concentragdes crescentes de 70, 85, 95 e 100%. Apos
desidratagcédo, os tecidos foram diafanizados em trés banhos de xilol a 100%,
incluidos em parafina (Synth®) e seccionados em micr6tomo manual. O material foi
cortado em seccdes de espessura de 3-5 um e dispostos em laminas histologicas.
Foram obtidas 10 |aminas de cortes de cada tecido e de cada animal, e trés |laminas
foram escolhidas aleatoriamente para coloracdo com hematoxilina-eosina (HE) e
analisados por microscopia de luz (TOLOSA et al., 2003), sendo determinadas as
alteracbes degenerativas, inflamatérias, hiperémicas, sendo o infiltrado inflamatério

mensurado segundo Solano-Gallego et al. (2004) em cruzes, como a seguir;
(-) sem infiltrado inflamatério;
(+) foco isolado de células inflamatorias;
(++) areas de infiltrado inflamatoério, isolados ou coalescentes;
(+++) areas de infiltrado inflamatorio difuso.

A confeccdo e leitura das laminas histolégicas foram realizadas no

Laboratério de Histopatologia do Departamento de Morfologia da UFAM.

RESULTADOS E DISCUSSAO

E necessario atentar para a diversidade de modelos animais rotineiramente
utilizados para testes com as diversas espécies de Leishmania, porém é fato que
nao ha um modelo validado para ensaios contra a LC. O uso do Mesocricetus
auratus neste estudo € justificado pela alta suscetibilidade que essa espécie
apresenta a patologias dermotropicas (GOTO; LINDOSO, 2004; DEA-AYUELA et al.,
2007). Entretanto, assim como em outros modelos experimentais, sabe-se que
ocorrem variacdes quanto a carga parasitaria marcada pela individualidade da
relacdo parasita-hospedeiro (AWASTHI; MATHUR; SAHA, 2004) e fatores como
variacfes quanto a viruléncia da espécie parasitaria, resisténcia, resposta imune,

entre outros.
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A atividade in vivo das NPs Sb®" foi avaliada ap6s a confirmacéo da presenca
do nédulo dérmico (histiocitoma leishmaniotico) no focinho dos hamsters infectados
por L. (L.) amazonensis (Figura 20).

Figura 20- Nédulo dérmico (histiocitoma leishmaniético) [seta] no focinho do animal, 30 dias apés
inoculagdo com formas promastigotas de Leishmania (Leishmania) amazonensis.

- A: Anélise anatomoclinica dos animais tratados: A evolucao clinica da leséo é
um parametro importante na Leishmaniose Cutanea. O Ministério da Saude define
como cura da LC quando se tem a “reepitelizacdo das lesbes quando ulceradas, e a

regressao total da infiltracéo e eritema” (BRASIL, 2017).

Nesse estudo a evolucdo das lesbes foi monitorada diariamente. Ndo foram
observadas infeccGes secundarias sobre as lesGes por simples inspecao

macroscopica ao longo do experimento.

No inicio do tratamento todos os animais apresentaram lesées nodulares, de
aspecto volumoso e diametro uniforme. Ao longo do experimento os grupos de
animais tratados com NPs Sb>* apresentaram discreto agravamento das lesées,
apresentando edema, eritema e/ou descamacéo (grupos ETSbL1[a], ETSbL2 e
ETSbL1[b]), observadas a partir do 8° dia de tratamento [Figura 21].
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8° Dia de 16° Dia de 26° Dia de
tratamento tratamento tratamento

ETSbL1[a]
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Figura 21- Evolucao clinica das lesGes cutaneas em Mesocricetus auratus infectados com Leishmania
(Leishmania) amazonensis e tratados por 26 dias. ETSbL1[a]: grupo de animais tratados com NPs
Sb°>* (4,2 mg/Sb**/kg/dia); ETSbL2: grupo de animais tratados com NPs Sb>* (3,0 mg/Sb**/kg/dia);
ETSbL1[b]: grupo de animais tratados com NPs Sbh>* (18,6 mg/Sb>*/kg/dia); CIGIm: grupo de animais
tratados com Glucantime® (20 mg/Sh>*/kg/dia) por via intramuscular; CIGII: grupo de animais tratados
com Glucantime® (20 mg/Sb°*/kg/dia) por via intralesional e CCI: grupo de animais infectados e n&o
tratados.
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Os animais dos grupos tratados com Glucantime® (CIGIl e CIGIm)
apresentaram lesdes cutaneas nodulares durante todo o tratamento (Figura 21, 4 a-c
e 5 a-c) e as lesbes de animais do grupo controle com infeccdo (CCI), ou seja,
aqueles que apresentavam infec¢cdo, mas ndo foram tratados, apresentaram um
aumento de 12 vezes da é&rea lesionada ao final do tratamento, uma vez que
exibiram ulceragées sem bordas definidas, intenso edema, eritema e aparecimento

de crosta, como demonstrado na figura 21-6c.

Sinais clinicos de toxicidade nao foram identificados durante o tratamento nos
animais, uma vez que apresentavam aspecto saudavel, com mobilidade e vitalidade
preservadas. Além disso, o percentual de letalidade foi nulo durante os 26 dias de
tratamento. Dados similares foram encontrados por Ribeiro et al. (2014) ao
descrever que nenhuma alteracdo clinica e nenhum o&bito foi observado em

camundongos tratados com nanoparticulas de Anfotericina B (NQC-AmpB).

Quanto ao efeito do tratamento com NPs Sb>* no tamanho da les&o, todos os
animais infectados tiveram as lesdes mensuradas diariamente e os dados
registrados para a avaliacdo da significancia estatistica da area da leséo. Na figura
22 é possivel observar a evolucéo clinica das lesdes cutaneas durante o periodo de

tratamento.
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Figura 22- Evolucdo clinica da area das lesdes cutaneas em Mesocricetus auratus
infectados com Leishmania (Leishmania) amazonensis durante o tratamento.
ETSbL1[a]: grupo de animais tratados com NPs Sb°* (4,20 mg/Sb>*/kg/dia), ETSbL2:
grupo de animais tratados com NPs Sb°* (3,0 mg/Sb>*/kg/dia), ETSbL1[b]: grupo de
animais tratados com NPs Sb>* (18,6 mg/Sb’*/kg/dia). CIGIm: grupo de animais
tratados com Glucantime® (20 mg/Sb**/kg/dia) por via intramuscular, CIGII: grupo de
animais tratados com Glucantime® (20 mg/Sb>*/kg/dia) por via intralesional e CCI:
grupo controle com animais infectados e ndo tratados. Dados expressos como

média e desvio padrao.
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As observacbes dos dados apresentados na figura 22, revelam que o0s
animais do grupo tratado com Glucantime® por via intramuscular (CIGIm)
apresentaram um aumento no tamanho da lesdo nos primeiros nove dias, seguido
por decréscimo e estabilidade até o final do tratamento. Ja o grupo tratado com
Glucantime® por via intralesional (CIGIl) ndo apresentou aumento da lesdo com o
tempo de tratamento e permaneceu assim até o final do experimento (Figura 22a).
Quando comparados com o grupo controle de animais infectados e sem tratamento
(CCI) os resultados sédo estatisticamente significativos (p<0,0001). Esses dados sao
confirmados pela literatura que apresenta uma diminuicdo no tamanho da lesdo com
o passar do tempo no grupo tratado com Glucantime® (RODRIGUES, 2007;
ALMEIDA, 2012).

Fato interessante é que neste estudo esperava-se a cura clinica dos animais
tratados com Glucantime®, pois é a droga preconizada para o tratamento da
leishmaniose cutanea pela Organizacdo Mundial da Saude/Ministério da Saude, mas
como podemos observar na figura 21 (5c e 6¢) as lesdes continuaram ativas até o
final do experimento, pelo periodo estudado. No entanto, deve-se levar em conta a
alta suscetibilidade desta espécie animal a infeccdo por Leishmania e o

protocolo/tempo de tratamento utilizado.

Ao analisar os resultados dos grupos tratados com NPs Sb°*, é possivel
observar que o grupo ETSbL1[a] exibiu aumento da lesdo entre o primeiro e o 15°
dia de experimento e apds este periodo, as lesbes comecam a estabilizar com a
continuidade do tratamento (Figura 22b). Ocorreu diminuicdo gradativa da leséo a
partir do décimo dia de experimento com a continuidade do tratamento no grupo
tratado com ETSbL2 (Figura 22c). Os animais tratados com ETSbL1[b] mostraram
tamanho de lesdo sem diferenca estatistica (p>0,05) quando comparado com o

controle positivo tratado com Glucantime® por via intralesional (Figura 22d).

Assim, é possivel observar que os grupos tratados com as NPs Sb>" por via
intralesional tiveram respostas semelhantes quando comparados a terapéutica com
Glucantime® também por via intralesional (CIGI) com diferenca estatistica
significativa quando comparados (p<0,0001) [Figura 22e], embora o tamanho da
lesdo ndo seja estatisticamente significante quando comparado os tratamentos entre
si (p>0,05). Quanto ao aspecto macroscopico da lesdo cutanea dos animais tratados
comas NPs Sb® (ETSbL1[a], ETSbL2 e ETSbL1[b]) exibiu edema, eritema e
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descamacdo, e os tratados com Glucantime® por via intralesional (CIGIl) além

dessas caracteristicas também apresentou aspecto nodular.

No estudo de Beheshtiet al. (2013) foram analisadas nanoparticulas de
selénio (NPsSe) em camundongos Balb/c infectados com L. (L.) major e observaram
gue houve atraso no desenvolvimento das lesfes cutaneas localizadas. Igualmente
estudando o efeito de NPs em camundongos Balb/c, mas contra L. (L.
amazonensis, Ribeiro et al. (2014) avaliaram nanoparticulas de Anfotericina B (NQC-
AmpB) contendo moléculas de quitosano e sulfato de condroitina e descreveram que
em comparagdo com 0s grupos controle, os animais tratados com NQC-AmpB
apresentaram redugdes significativas no tamanho da leséo e que isso foi sustentado
até 30 dias ap6s o tratamento.

Contrariando os dados acima, os achados de Carvalho (2011) demonstram
gue camundongos infectados com L. (L.) amazonensis e tratados com complexo
Anfotericina B associada as nanonestruturas de acido latico e glicélico (PLGA)[D-
anfoB-nano] néo apresentou diferenca significativa no tamanho da lesdo, pois néo

exibiu reducdo em comparacao ao tamanho das lesGes antes do tratamento.

Moreno et al. (2015) propuseram o carregamento de (B-lapachona (B-LP) em
NPs de lecitina-quitosana para direcionar o farmaco para a derme quando aplicado
topicamente em camundongos Balb/c infectados por L. (L.) major e assim promover
a cicatrizacao das lesdes, no entanto, as NPsB-LP né&o influenciaram a atividade
antileishmania do farmaco, uma vez que ndo obteve reducdo de parasitas, mas

pararam a progressao da leséao.

Torabi et al. (2012) estudaram o efeito das nanoparticulas de ouro (NPs Au)
no tratamento da LC induzido por L. (L.) major em camundongos Balb/c e notaram
gue o tamanho médio das lesdes diminuiu 4 semanas ap0s o tratamento, mas esta
diferenca nao foi estatisticamente significativa em 8 semanas (p=0,061). As NPs Au
sdo bastante estudadas por apresentam aspectos importantes, como suas
propriedades empregadas em dispositivos biomédicos, em particular no tratamento
de cancer por terapia fototérmica (KUO et al., 2012; CHEN et al., 2015; TEIXEIRA,
2016).

Outras NPs de grande importancia sao as de prata (NPs Ag), ja que possuem
efeitos antimicrobianos comprovados (DARROUDI et al., 2009; KVITEK et al., 2011)


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Beheshti%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23219368
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e alguns estudos até tamanho médio das lesBes diminuiu 4 semanas ap0s o0
tratamento relatam a atividade antileishmania (KHOSRAVI et al., 2011;
MAYELIFAR et al., 2015) juntamente com a radiacdo ultravioleta B (UVg) como fator
inibitério do crescimento parasitario, como descrevem Ameneh et al. (2013) e
Mayelifar et al. (2015) em camundongos Balb/c infectados por L. (L.) major. Os
resultados mostraram que a administragdo simultdnea de NPs Ag e UV
proporcionou diferencas significativas na area relativa das lesdes em comparagao

com o grupo controle.

Vale a pena reforcar o quanto seria interessante utilizar as NPs Sb°*
acompanhandas por um periodo de tratamento maior nas infec¢cdes em hamsters e
em outras espécies de  animais, para averiguar a completa
cicatrizacao/reepitalizacdo, avaliando a viabilidade parasitaria em tempo mais

prolongado.

- Avaliacao ponderal dos animais tratados

Devido ao emprego de ligantes organicos como revestimentos das NPs Sb**,
bem como a toxicidade sistémica das NPs foi verificada a possibilidade de influéncia
dessas NPs no peso dos animais como mostra a figura 23, ja que Robledo et al.
(2012) relatam que a infeccao por L. (L.) amazonensis ndo afeta o peso corporal de

hamsters (Mesocricetus auratus).
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Figura 23- Avaliacdo ponderal dos hamsters (Mesocricetus auratus) infectados com Leishmania
(Leishmania) amazonensis e tratados com nanoparticulas de antimdnio pentavalente (NPs Sb>")
(ETSbL1[a], ETSbL2 e ETSbL1[b]) em compara¢do com o grupo controle de animais infectados e nédo
tratados (CClI).

O resultado acima demonstra que nao houve diferenga significativa (p=0,05)
na evolucdo ponderal entre os grupos de animais tratados, sugerindo que as NPs
Sb®" n&o alteram o ganho de peso dos animais. Esses dados sdo similares aos

encontrados na literatura.
- B: Analise parasitaria dos fragmentos teciduais dos animais

A fim de verificar a carga parasitaria apds os tratamentos com os NPs Sb**,
impressdes de fragmentos de lesdo cutdanea em lamina foram analisados em
microscopia optica e observou-se a presenca de amastigotas de L. (L.) amazonensis
internalizadas em macrofagos, além de inUmeras amastigotas extracelulares em
todos os grupos de animais tratados, apesar de valores quantitativos variaveis
(Figura 24).
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Figura 24 - Percentual médio do nimero de amastigotas de Leishmania (Leishmania) amazonensis e
macréfagos infectados apés impressdao em lamina de fragmentos de lesdo cutanea dos grupos
tratados com nanoparticulas de antiménio pentavalente (NPs Sb>*): ETSbL1[a], ETSbL2 e ETSbL1[b].
CIGIm: grupo de animais tratados com Glucantime® por via intramuscular, CIGIl: grupo de animais
tratados com Glucantime® por via intralesional e CCI: grupo controle com animais infectados e n&o
tratados. Laminas coradas com Giemsa e contadas em aumento de 1000X. *tendéncia a cura
clinica/parasitéria.

Esses dados comprovam a diferenca estatistica entre os tratamentos com
Glucantime® (CIGIm e CIGIl) e com ETSbL2 quando comparados os valores
percentuais de amastigotas no grupo controle (p<0,001). Nota-se que houve
diminuicdo da carga parasitaria no tratamento com Glucantime® (CIGll), resultado
condizente com a literatura (RODRIGUES, 2007; ALMEIDA, 2012) e com ETSbL2,

ambos por via intralesional.

O estudo de Torabi et al. (2012) relata o efeito de nanoparticulas de ouro
(NPs Au) no tratamento da LC induzido por L. (L.) major em camundongos Balb/c
com diminuicdo significativa no numero de amastigotas da lesdo em comparacao

com o grupo controle.

De maneira interessante, o tratamento com ETSbL1[b] mostrou apenas duas
amastigotas livres nos 100 campos observados em tripicata, apresentando perfil
com tendéncia a cura clinica/parasitaria. Vale ressaltar que quando comparamos as
concentracfes de antimbnio pentavalente presente em ambas as formulacdes, a

dose dessa amostra possui concentracdo de 18,6 mg/Sb**/Kg/dia e a do
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Glucantime® possui 20 mg/Sb>‘/kg/dia, ou seja concentragdes préximas, sugerindo

aumento da atividade leishmanicida das NPs Sb®*.

Quanto a média percentual de macrofagos infectados ndo foram constatadas
diferencas estatisticas para nenhum grupo tratado. Nota-se que o grupo ETSbL1[b]
(*) também apresentou tendéncia a cura clinica/parasitaria (Figura 24).

A fim de averiguar a viabilidade parasitaria, os fragmentos teciduais dos
animais dos grupos tratados e controle foram semeados em meio de cultura NNN e
apos cultivo por 7 dias constatou-se a presenca de promastigotas viaveis de L. (L.)
amazonensis apenas nos fragmentos de lesdo cutanea dos animais provenientes de

todos os tratamentos como demonstrado na figura 25.
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Figura 25 - Scores de parasitas vidveis visualizados em cultura Novy-McNeal-Nicolle (NNN) apés sete
dias de incubacdo a 25° C provenientes de fragmentos de lesdes cutdneas de hamsters
(Mesocricetus auratus) infectados com Leishmania (Leishmania) amazonensis dos grupos
experimentais. Grupos tratados com nanoparticulas de antimdnio pentavalente (NPs Sb>"):
ETSbL1[a], ETSbL2 e ETSbL1[b]] CIGIm:grupo de animais tratados com Glucantime® por via
intramuscular, CIGII: grupo de animais tratados com Glucantime® por via intralesional e CCI: grupo
controle com animais infectados e n&o tratados. Considera-se 0= auséncia; 1= 1 a 10
parasitas/campo; 2= 10 a 100 parasitas/campo e 3 >= 100 parasitas/campo.
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A contagem foi semi-quantitativa e os resultados apresentados na figura 25
revelam a presenca de promastigotas vidveis nas culturas do grupo tratados com
Glucantime® tanto por via IM como por IL (CIGIm e CIGIl) apresentando scores
semelhantes (score < 2) ndo havendo diferencas estatisticas entre eles (p>0,05). Ja
0s grupos de animais tratados com ETSbL1[a] e ETSbL2 apresentaram score > 2,

dado semelhante ao grupo controle com animais infectados e néo tratados (CCl).

Os animais do grupo tratado com ETSbL1[b] diferem dos demais, pois
apresentou score < 1 (p<0,001), e ao correlacionar os resultados apresentados nas
figuras 24 e 25 nota-se que houve expressiva reducao da carga parasitaria, diferindo

do tratamento com a droga convencional.

No estudo de Ribeiro et al. (2014) nanoparticulas de anfotericina B (NQC-
AmpB) foram avaliadas em camundongos Balb/c infectados com L. (L.) amazonensis
e apresentou reducdo da carga de parasitas das lesbes quando comparadas ao
grupo controle. A Anfotericina B é um antibiético antifungico utilizado no tratamento
das leishmanioses. O uso clinico dessa droga é recomendado para 0s casos graves
de leishmaniose n&o responsiva ao tratamento convencional, sendo bastante restrito
devido aos inumeros efeitos toxicos que apresenta (SOARES-BEZERRA; LEON;
GENESTRA, 2004; GOTO; LINDOSO, 2010; SINGH et al., 2016).

- C: Analise ultraestrutural dos fragmentos de lesdo cutanea

Com o intuito de verificar as possiveis alteracdes devido ao alvo de acéo das
NPs, foi realizada andlise ultraestrutural de fragmentos de lesdo cutanea dos
animais tratados por 26 dias com NPs Sb°*, processados por MET e confirmou-se a
presenca de macréfagos com vacuolo parasitoforo, amastigotas intracelulares e NPs

internalizadas no citoplasma das células hospedeiras (Figura 26).
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Figura 26 - Imagens ultraestruturais de macrofagos infectados com amastigotas de
Leishmania (Leishmania) amazonensise tratados com nanoparticulas de antimoénio
pentavalente (NPs Sb°") e observadas através de microscopia eletrbnica de
transmissdo (MET). (A) Tratamento com Glucantime® por via intramuscular (CIGIm).
Nota-se a presenca de vacuolo parasitoforo e restos celulares (seta preta). (B)
Tratamento com ETSbL1[a]. Observa-se presenca de NPs Sb>" intracitoplasmatica
(seta vermelha) e amastigota preservada (retangulo). (B1) Amastigota preservada,
apos tratamento com ETSbL1[a]. (C) Tratamento com ETSbL2. Nota-se a presenca
de NPs Sb> intracitoplasmatica (seta vermelha); destaque na foto para a
conformacdo de NPs em circulo. (D) Tratamento com ETSbL2. Nota-se amastigota
preservada e vacuolo parasitoforo (seta preta). (E) Tratamento com ETSbL1[b].
Observa-se presenca de inimeras NPs Sb*" intracitoplasmatica (setas vermelha) e
amastigota delimitada por NPs Sb°* (em destaque na foto). (N) nucleo. Barras: 1 e 2

pMm também nas fotos em destaque.
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A fotomicrografia 26A mostra macréfago de animal tratado com a droga
comercial Glucantime® por via intramuscular (CIGIm), apresentando nucleo bem
delimitado, intensa vacuolizagdo citoplasmatica e restos celulares, indicando o

possivel processo de destruicdo do parasita.

E evidente que as NPs Sb°* foram transportadas ao interior das células,
alcancando tanto os macréfagos como as amastigotas, sugerindo retencdo de
antimonio como mostra as fotomicrografias 26B, C e E (seta vermelha). E apesar de
ser empregado ha muitos anos no tratamento das leishmanioses o mecanismo de
acdo dos antimoniais ndo estd completamente esclarecido, mas estudiosos sugerem
que para exercer a atividade leishmanicida € necesséaria a reducdo de pentavente
(Sb®") para trivalente (Sb®) [WYLLIE; CUNNINGHAM; FAIRLAMB, 2004;
DEMICHELI; FREZARD, 2005], e que somente as formas amastigotas sio capazes
dessa reducao (SHAKED-MISHAN et al., 2001); ou ainda que essa reducao também
ocorra no macrofago (SERENO et al., 1998).

Em via de regras, verificou-se que ap0s o tratamento experimental com as
NPs Sb°* o ntcleo das células hospedeiras permaneceu preservado, com envoltdrio
nuclear bem delimitado (Fotomicrografias 26B, C e E). De modo interessante, foi
possivel encontrar amastigota intracitoplasmatica preservada no tratamento com
ETSbL1[a], exibindo morfologiaco mum com o que é descrito na literatura cientifica,
apresentando formato oval e membrana plasmatica delimitada, nucleo grande,
arredondado e integro facilmente indentificavéis, sem desorganizacdo do corpo
celular e citoplasma contendo organelas celulares (Fotomicrografias 26B e Bl)
[REY, 2001].

Os macréfagos presentes na lesdo cutdnea dos animais tratados com
ETSbL2 exibiram vactolos citoplasmaticos e as NPs Sb>" apresentaram uma
conformacao circular, com interior de aspecto vazio (Fotomicrografia 26C). Da
mesma forma, observou-se amastigota inserida em vacuolo parasitoforo,
apresentando mudanca morfolégica na membrana plasmatica, mas o ndcleo com
formato arredondado e citoplasma aparentemente vazio (Fotomicrografia 26D, seta

preta), indicando processo de destruicao no interior do vacuolo.

Apés o tratamento com ETSbL1[b], apesar de a célula hospedeira nao ter

sofrido nenhuma alteracdo morfolégica aparente, pois ainda apresenta membrana
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com superficie irregular e nucleo oval (Fotomicrografia 26E), as amastigotas
apresentam-se interiorizadas nos vacuolos parasitéforos e cercadas por NPs,
mostrando processo de degradacao celular, com alteracdo do formato celular oval e
dano nuclear, sugerindo a destruicdo dos parasitas no interior dos vacuolos

(Fotomicrografia 26E, foto em destaque).

Para tentar esclarecer esses dados, buscou-se alguns estudos que relatam a
absorcdo no nivel celular dos nanomateriais nos organismos-receptores. Estes
apontam duas principais rotas de entrada: quando as NPs alcancam as células,
estas podem ser absorvidas através da membrana celular por diversos processos,
como a endocitose, que consiste na invaginacdo da parede celular sobre a particula
até engloba-la totalmente (AUFFAN et al., 2006; YEHIA et al., 2007) ou por outro
processo que consiste na entrada destas particulas atraves de organelas
denominadas de caveolae ("pequenas cavernas"), as quais sao uma série de
lipideos especializados na funcdo de transportar particulas, sendo um dos
mecanismos utilizados por virus, de dimensbes nanométricas, para adentrarem nas
células (SHIN; ABRAHAM, 2001; CHEN et al., 2005; WANG, 2014; CHENG,;
NICHOLS, 2016).

Quando se trata do uso de NPs em sistemas bioldégicos uma caracteristica
fundamental é tamanho médio das NPs e as caracteristicas da superficie, pois
influenciara diretamente sobre as propriedades fisico-quimicas e farmacocinéticas
como o tempo de permanéncia no organismo, a velocidade em que atravessam as
barreiras e o seu reconhecimento pelo sistema fagocitario mononuclear (BERRY;
CURTIS, 2003; ZHANG et al., 2010; RANGHAR et al., 2014).

- D: Analise histopatoldgica dos fragmentos teciduais

Ainda para compreender os efeitos das NPs Sb>" in vivo foi realizada a
avaliacdo da reacdo inflamatdria nos fragmentos teciduais dos animais tratados apos
26 dias.

Estudos sobre a distribuicdo bioldgica de NPs demonstram a presenca delas
em diversos orgaos do corpo (KIM et al., 2006; FOLDBJERG et al., 2009). Assim,
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neste estudo além da pele (lesdo cutanea), os 6rgdos selecionados foram figado,
baco e rim, devido sua grande importancia no metabolismo sistémico. A seguir as
figuras 27, 28, 29, 30 e 31 exibirdo as fotomicrografias de cada grupo de animal
acompanhado e tratado.

A figura 27 mostra cortes histoldgicos dos diversos érgaos dos animais do
grupo controle sem inoculagdo por L. (L) amazonensis (CSI), e nota-se a
preservacao da arquitetura dos tecidos.

Figura 27 - Fotomicrografia de cortes histolégicos de pele, figado, baco e rim de hamsters sem
inoculagdo por Leishmania (Leishmania) amazonensis. A- Pele: K — queratina (estrato cérneo
evidente), Ep — Epiderme e D - derme e ¢ — capilares, 8x. B- Figado: hepatdcitos e sinusoéides
preservados, 40x. C- Bago: areas de Polpa Vermelha (PV) e Polpa Branca (PB), 40x. D- Rim: tibulos
contorcidos (TC) e glomérulos renais (G) preservados, 40x.

A fotomicrografia 27A apresenta preservagdo da arquitetura da epiderme e

derme dos animais sem infiltrado inflamatorio e alteragéo histoldgica.
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O figado dos animais mostrou hepatdcitos, células de kupffer e sinusoides
preservados (Fotomicrografia 27B). O baco apresenta arquitetura esplénica
preservada (Fotomicrografia 27C). A fotomicrografia 27D confirma a preservagéo da

arquitetura dos tubulos e glomérulos renais.

A figura 28 mostra cortes histolégicos de lesdo cutanea dos animais
infectados e sem tratamento (controle) e tratados tanto com NPs Sb°* quanto com

Glucantime®.

O controle negativo (animal infectado, mas nao tratado) exibe dermatite com
expressiva quantidade de amastigotas vacuolizadas, infiltrado inflamatério
neutrofilico ++/3 em éarea granulomatosa. Também € possivel observar alguns
gigantocitos (célula gigante multinucleada) [Fotomicrografia 28A]. Esses achados
sdo confirmados em estudos com hamsters e outras espécies de animais
experimentais (LAURENTI et al., 1990; KAHL et al., 1991; SINAGRA et al., 1997,
DONNELY; LIMA; TITUS, 1998; ROBLEDO et al., 2012; GOMES-SILVA et al., 2013;
RIBEIRO-ROMAO et al., 2014), demonstrando que a infeccéo por Leishmania na

pele é caracterizada por esse padrao histopatoldgico.

As fotomicrografias histologicas dos animais dos grupos tratados com
Glucantime® (CIGIl e CIGIm) mostram, respectivamente, dermatite granulomatosa
com infiltrado celular neutrofilico e linfocitico (+/3), escassos macréfagos vacuolados
(parasitas fagocitados) que se infiltram na derme, e infiltrado inflamatoério difuso e

perifolicular ++/3 (Fotomicrografias 28B e C).

E possivel observar que a analise histopatologica da lesdo cutanea tanto dos
grupos de hamsters infectados e tratados com Glucantime® (CIGIl e CIGIm) quanto
os do grupo controle (animal infectado, mas ndo tratado) mostram alteracdes
associadas ao processo de infeccdo semelhantes. Dados similares foram notados
por Robledo et al. (2012).
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Figura 28 - Fotomicrografia de cortes histoldgicos de lesdo cutanea de hamsters
infectados experimentalmente com Leishmania (Leishmania) amazonensis, corados
com HE. A- Animais infectados, nao tratados (controle negativo): infiltrado
inflamatorio neutrofilico ++/3, macréfagos com grandes vacuolos (*) e amastigotas
(seta), 40x. B- Animais tratados com Glucantime® (via IM): dermatite granulomatosa
com abundantes macréfagos (ponta da seta) que se infiltram na derme, 40x. C-
Animais tratados com Glucantime® (via IL): infiltrado inflamatério difuso (d) e foliculo
piloso (f), 40x. D- Animais tratados com ETSbL1[a]: focos de infiltrado inflamatdrio
(d) e foliculo piloso (f), 10x. E- Animais tratados com ETSbL2: infiltrado inflamatorio
difuso (d) e foliculo piloso (f),10x. F- Animais tratados com ETSbL1[b]: infiltrado

inflamatorio neutrofilico ++/3, macrofagos com grandes vacuolos (*),10x.
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Nos achados histolégicos nas lesdes cutaneas dos grupos tratados com NPs
Sb>" observou-se as seguintes alteracdes: ETSbL1[a] mostram focos de infiltrado
inflamatério coalescente (++/3), compreendendo toda a extensdo dérmica
(Fotomicrografia 28D); ETSbL2 mostra epitélio com bastante infiltrado inflamatério
difuso na area dermoprofunda (+++/3) [Fotomicrografia 28E] e ETSbL1[b] é possivel
notar infiltrado inflamatério difuso (+++/3) com a presenca de muitos macréfagos

vacuolados com incluséo de amastigotas (Fotomicrografia 28F).

No geral, os achados histopatolégicos frequentes na lesdo cutdnea dos
animais nesse estudo nos sugere a associacdo a infeccao por Leishmania e nao
propriamente a utilizacdo de NPs Sb°*, pois é possivel notar a presenca de

amastigotas internalizadas em macroéfagos.

Quanto aos cortes histologicos do figado, observou-se desde intenso infiltrado
inflamatorio até necrose de coagulacdo. A literatura relata que todo o arsenal
terapéutico medicamentoso disponivel para tratamento da leishmaniose ¢é
hepatotéxico (CROFT; COOMBS, 2003; SILVA, 2012; BRASIL, 2017). Por

conseguinte, o principio ativo aqui utilizado também esta incluso.

O controle negativo (animal infectado, mas néo tratado) apresentou infiltrados
mononucleares focal e perivascular (Fotomicrografia 29A). A fotomicrografia dos
animais do grupo tratado com Glucantime® por via intramuscular (CIGIm) mostra
preservacdo da arquitetura hepatica, mas também apresenta hipercelularidade,
desorganizacao e degeneracdo proximo das triades (Fotomicrografia 29B), e o dano
€ visivel da veia centro lobular para a triade portal, evento chamado de teoria do
acino hepatico; ja as alteracbes do grupo tratado com Glucantime® por
viaintralesional (CIGIl) mostra degeneracdo hepética mais expressiva que a anterior

(Fotomicrografia 29C).

Focos de inflamacdo no figado também foram vistos no tratamento com as
NPs Sb°*. A histologia dos animais tratados com ETSbL1[a] comprovou presenca de
degeneracdo celular, aumento de células sinuséides e apoptose (Fotomicrografia
29D). Ja os tratados com ETSbL2 (Fotomicrografia 29E) apresentou areas de
necrose de coagulacdo. E os tratados com ETSbL1[b] exibiu uma &rea preservada,
outra bastante degenerada, com destruicdo de ndcleos, evento compativel com

necrose de coagulagéao (Fotomicrografia 29F).
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Figura 29 - Fotomicrografia de cortes histologicos de figado de hamsters infectados
experimentalmente com Leishmania (Leishmania) amazonensis, corados com HE. A-
Animal infectado, néo tratado (controle negativo): areas com degeneracao, nucleos
picnéticos (ponta da seta), 40x. B- Animal tratado com Glucantime® (via IM):
preservacao da arquitetura hepatica préxima a veia centro lobular (VC), presenca de
nucleos apoptoticos e o dano é da veia centro lobular para a triade portal, 10x. C-
Animal tratado com Glucantime® (via IL): mais expressiva que a anterior, presenca
de células de kupffer (seta) e perda da arquitetura hepatica, 40x. D- Animal tratado
com ETSbL1[a]: eosinofilia marcante, dilatamento dos sinusdides, raros hepatocitos
binucleados (seta) e nucleos picnéticos, 40x. E- Animal tratado com ETSbL2:
necrose extensa (eosinofilia), eventos de cariorex e cariblise, veia centrolobular
(VC), necrose de coagulacdo, 40x. F- Animal tratado com ETSbL1[b]: eosinifilia

extensa, hipercelular, nicleos binucleados, triade portal (circulo),40x.
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Nossos dados podem ser confirmados pelo estudo de Xie et al. (2011) que
trata da distribuicdo e excrecdo de nanoparticulas de dioxido de titanio (NPs TiOy)
administradas através de injecdo intravenosa em camundongos, e demonstraram
acumulo das NPs em o6rgédos como figado, baco e pulméo. Brandédo (2012) em seu
estudo em ratos Wistar com alguns tipos de NPs, nomeadamente nanoparticulas de
ouro (NPs Au) comprova que figado e baco sdo 6rgdos preferenciais de acumulacao
dessas NPs. Ribeiro et al. (2014) também corroboram essa informacéo.

Fato semelhante foi observaddo por Saman et al. (2013) em estudo com
nanoparticulas de 6xido de zinco (ZnO), onde foram testadas em ratos Wistar e 0s

resultados demonstraram a toxicidade das NPs ZnO também no figado dos animais.

A figura 30 apresenta cortes histologicos do baco dos animais, e 0S grupos
controle negativo (animal infectado, mas ndo tratado) e Glucantime® por via
intramuscular (CIGIm) ndo apresentaram alteragcdes histologicas evidentes
(Fotomicrografias 30A e B). No tratamento com Glucantime® por via intralesional
(CIGIl) foi possivel observar area de polpa vermelha com seios (sinusoides)
e cordbes esplénicos ou - corddes de Billroth - que séo corddes de células
constituidos de linfécitos, macrofagos e plasmocitos, e a area de polpa branca

apresenta desorganizacéao do parénquima (Fotomicrografia 30C).

Na analise dos cortes histologicos tratados com ETSbL1[a] foi possivel notar
na area de polpa vermelha a presenca de seios esplénicos [Fotomicrografia 30D].
Na avaliacdo do tratamento com ETSbL2 h& a presenca de sinuséides congestos e
infiltrado peritrabecular. Aqui também é evidente a area de PALS - tecido linféide ao
redor da arteriola central, conhecido como bainha linféide periarteriolar
(Fotomicrografia 30E), e no tratamento com ETSbL1[b] também h& a presenca de

areas de PALS e desorganizacao esplénica (Fotomicrografia 30F).
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Figura 30 - Fotomicrografia de cortes histologicos de baco de hamsters infectados
experimentalmente com Leishmania (Leishmania) amazonensis, corados com HE. A-
Animal infectado, ndo tratado (controle negativo): arquitetura esplénica preservada;
areas de Polpa Vermelha (PV) e Polpa Branca (PB) e arteria central (AC), 40x. B-
Animal tratado com Glucantime® (via IM): arquitetura esplénica preservada, sem
alteracdo histopatologica. 40x. C- Animal tratado com Glucantime® (via IL): area de
polpa vermelha com sinuséides e Corddes de Billroth; desorganizacdo do
parénguima (no lado direito), 40x. D-Animal tratado com ETSbL1[a]: area de polpa
vermelha com seios esplénicos (seta), 40x. E- Animal tratado com ETSbL2: area de
PALS evidente, 40x. F- Animal tratado com ETSbL1[b]: presenca de PALS e area de

polpa vermelha com desorganizacao esplénica, 80x.
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Segundo Moreira (2012) os principais orgaos responsaveis pela retirada de
NPs da circulagcdo sanguinea séo o baco e o figado. O bago é um 6rgdo com intenso
acumulo de tecido linféide e rico em células fagocitarias que em contato entre o
sangue e essas células, representa um importante érgdo de defesa do organismo.
Assim, nossos achados histopatoldégicos no baco dos animais tratados com NPs
Sb®" podem ser esclarecidos pelo fato de ser um 6rgéo linféide interposto na

circulacao sistémica.

Quanto a avaliagdo histolégica do rim dos animais h& evidéncias de
alteracdes significativas no tecido renal apds o tratamento com as NPs Sb>*, com
atencdo para a maior concentracdo testada (18,6 mg/Sbh°*/kg/dia). Entretanto, a
nefrotoxicidade é considerada o evento adverso mais descrito das drogas usadas
para tratar leishmaniose (RIBEIRO et al., 2014).

Os animais infectados e nao tratados (controle negativo) apresentaram
sofrimento tecidual (Fotomicrografia 31A). Isso pode ser explicado por Rocha (2012)
gue descreve que na infec¢do por Leishmania os mecanismos imunitarios celulares
vao originar um processo reativo tecidual caracterizado por uma reacao inflamatoria
do tipo proliferativo, produzindo processos degenerativos e necroticos. Por exemplo,
na resposta humoral, 0 mecanismo mais importante € a formacdo e o depdsito de
complexos imunes circulantes (CIC) que se formam através da unido de um
antigeno Leishmania, de uma IgG ou IgM especifica e de fracdes do complemento
(C3). E é o rim o 6rgdo mais frequentemente afetado pela deposicdo dos CIC na

membrana basal glomerular, originando glomerulonefrite.

Os tratados com Glucantime® (CIGIm) apresentaram desarranjo na
arquitetura tubular e hipercelularidade nos tubulos contorcidos (Fotomicrografia
31B). Ja os tratados por via intralesional (CIGIl) ndo alterou a arquitetura tecidual
renal, mostrando tubulos contorcidos proximal e distal, glomérulo e espaco de

Bowman preservados (Fotomicrografia 31C).

As fotomicrografias histologicas de animais tratados com NPs Sb>* mostram
tubulos contorcidos proximal e distal, glomérulo e espaco de Bowman preservados
com ETSbL1[a] (Fotomicrografia 31D) e hipercelularidade dos tubulos contorcidos,
mas o espaco glomerular de Bowman preservado com ETSbL2 (Fotomicrografia
31E).
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Alteragbes significativas foram observadas no tratamento com a maior
concentracdo de NPs Sb®", ETSbL1[b], apresentando adelgacamento tubular com
presenca de um epitélio cubico simples baixo, hipercelularidade e cilindros hialinos
na luz tubular (Fotomicrografia 31F). Conforme a literatura, estes cilindros sé&o
precipitados protéicos puros, e sdo geralmente encontrados nas doencas renais
associadas a existéncia de proteindria, como amiloidose e glomerulonefrites
(ETTINGER; FELDMAN, 2004).
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Figura 31 - Fotomicrografia de cortes histolégicos de rim de hamsters infectados
experimentalmente com Leishmania (Leishmania) amazonensis, corados com HE. A-
Animal infectado, ndo tratado (controle negativo): tubulos contorcidos (TC) e
glomérulos renais (G) com sofrimento tecidual, 40x. B- Animal tratado com
Glucantime® (via IM): “dessaranjo” na arquitetura tubular e hipercelularidade nos
tibulos contorcidos, 40x. C- Animal tratado com Glucantime® (via IL): sem alteracéo
da arquitetura tecidual renal, 160x. D- Animal tratado com ETSbL1[a]: tubulos
contorcidos (TC), glomérulo renal (G) e espaco glomerular de Bowman preservado
(seta), 160x. E- Animal tratado com ETSbL2: hipercelularidade dos tubulos
contorcidos e espaco glomerular de Bowman preservado (seta), 80x. F- ETSbL1[b]:
adelgacamento dos tubulos contorcidos e presenca de cilindros hialinos no limen
(c), 40x.
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Danos renais também foram observados em camundongos Balb/c infectados
com L. (L.) amazonensis e tratados com nanoparticulas de anfotericina B, contendo
moléculas de quitosano e sulfato de condroitina (NQC-AmpB) [RIBEIRO et al.,
2014].

Na leishmaniose visceral em humanos os danos renais estdo associados nao
s6 a doenca em si, mas também a terapia administrada de acordo com Clementi et
al. (2011). De fato, os agentes usados na terapéutica da doenca, como 0sS
antimoniais pentavalentes, anfotericina B, pentamidina, miltefosina, paromomicina e
simataquina, estdo associados a um alto risco de toxicidade renal. J& na
leishmaniose cutédnea h& poucos estudos que demonstrem disfuncéo renal, sendo
associada ao uso de tratamento especifico com drogas antimoniais pentavalentes
gue séo rapidamente eliminadas através dos rins (OLIVEIRA et al., 2011; OLIVEIRA
et al., 2012).

O estudo histolégico, ora feito, mostrou a presenca de alteracdes apoés
tratamento com as NPs Sb>*, sugerindo que as NPs estejam sendo fagocitadas
nesses orgaos. Porém, ndo podemos confirmar essa hipotese, pois ndo houve
analise pela técnica de MET no figado, baco e rim. Entretanto, Robledo et al. (2012)
afirmam que varias ateracdes histopatoldgicas aqui notadas também correspondem
tanto ao processo de infeccdo como a um processo fisioldogico nos hamsters, néao

associando especificamente ao efeito toxico de um composto testado.

CONCLUSAO

O conjunto de informacdes obtidas no estudo pré-clinico em hamster
experimentalmente infectados por L. (L.) amazonensis e tratados com NPs Sb*° por
26 dias, com doses diarias por via intralesional, demonstrou que se compararmos as
NPs Sb°* ao tratamento intralesional com Glucantime® a acédo é similar. Esperava-se
a cura clinica dos animais tratados com Glucantime®, pois é a droga preconizada
para o tratamento da leishmaniose cutanea pela Organizacdo Mundial da Saude,
mas foi a suspensdo ETSbL1[b] que apresentou maior eficiéncia quanto a “cura
clinica” referente a reducdo no tamanho da lesdo e na carga parasitaria entre as

NPs testadas.
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Diante da analise realizada neste trabalho e em conjunto com a literatura
cientifica, & possivel observar que de forma geral as NPs possuem efeito contra
algumas espécies de Leishmania, apresentando reducdo no tamanho das lesdes
localizadas e certa toxicidade pelos achados histopatolégicos.

Estes resultados sugerem novos testes em outras espécies animais
(camundongos) menos suscetiveis a infec¢do, objetivando uma possivel cura clinica
e parasitolégica com melhor adequacgéo do tempo de tratamento e acompanhamento
da infeccdo mais prolongado.
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5. DISCUSSAO GERAL

A Leishmaniose é uma doenca tratavel, mas a complexidade das diversas
formas clinicas, a variagdo de sensibilidade entre as espécies do parasita e o
aumento da resisténcia ao medicamento fazem com que os esquemas adotados
sejam extremamente variaveis. Infelizmente, para a leishmaniose, os tratamentos
mais eficazes sdo 0s de esquemas terapéuticos mais complexos e com efeitos
toxicos mais acentuados (CASTRO, 2013; BRASIL, 2017).

Historicamente, o padrdo-ouro da terapia sisttmica da doenca € com
antimoniais pentavalentes (MANSUETO et al., 2014) e segundo Guerra et al. (2011)
esses medicamentos apresentam varias falhas, incluindo a necessidade de
administracao parenteral a longo prazo, a ocorréncia de muitos efeitos indesejaveis
(incluindo cardiotoxicidade e pancreatite), bem como a resisténcia a medicacéo. E
apesar de ser empregado ha muitos anos no tratamento das leishmanioses o
mecanismo de acdo desse farmaco ndo esta completamente esclarecido.
Entretanto, outras opc¢des terapéuticas foram adotadas ao longo dos anos, incluindo
Pentamidina, Anfotericina B e Miltefosina, que também apresentam efeitos
indesejaveis e alto custo (CHRUSCIAK TALHARI, 2009; CROFT; OLLIARO, 2011,
BRASIL, 2013; 2017; CDC, 2016).

O progressivo aumento de resisténcia as drogas preconizadas representa um
sério problema no tratamento das leishmanioses (RATH et al.,, 2003). Em face
dessas limitacdes, a Organizacdo Mundial da Saude recomenda o incentivo a busca
de novos medicamentos, tratamentos com drogas alternativas, reposicionamento de
farmacos, poliquimioterapia ou tratamentos combinados (WHO, 2010). Dai o
interesse em se manipular drogas antigas de forma que a apresentacdo seja distinta
€ gque a mesma possa ser até mesmo associada numa forma topica ou menos

invasiva, em menor dose e tempo de tratamento.

Diversas pesquisas estdo sendo desenvolvidas para obtencdo de novas
formulacbes farmacéuticas sejam estas com produtos naturais, sintéticos ou
semissintéticos, visando a liberacdo controlada de farmacos capazes de manter ou
ampliar a acao de agentes promissores utilizados no combate e controle da doenca
(JAIN et al., 2011; GUTIERREZ et al., 2016).
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Prahu, Patravale e Joshi (2012) consideram que o principal desafio no
tratamento da leishmaniose é o fato de que o parasita infecta o0 macréfago, portanto,
os farmacos leishmanicidas tradicionais enfrentam dificuldades para penetrar no
interior dessas células para matar o parasita. Nesse contexto, técnicas inovadoras
vém demonstrando o grande potencial da nanotecnologia farmacéutica, com o
desenvolvimento de nanotransportadores, por exemplo, as nanoparticulas (NPs),
gque tém obtido sucesso para a entrega sitio-especifico em tratamentos
experimentais para leishmanioses, mostrando ser uma abordagem promissora no
tratamento da doenca (PIMENTEL et al.,, 2007; ROSSI-BERGMANN et al., 2012;
JEBALI; KAZEMI, 2013; CHAKRABORTY et al., 2014; JEBALI et al., 2014).

De acordo com Jain e Jain (2013) e Khalil et al. (2013), estas NPs tém a
capacidade de penetrar em macrofagos, liberar a droga dentro da célula, levando a
uma alta concentracdo local da droga e, finalmente, matar os protozoarios. Nesse
sentido, a principal estratégia no tratamento da leishmaniose é direcionar os
medicamentos aos macréfagos infectados usando nanotransportadores, pois estes
tém a capacidade de superar as barreiras bioldgicas. Isso pode ser visto nesse
estudo com nanoparticulas de antiménio pentavalente (NPs Sb>*), pois foi possivel
notar, através de fotomicrografias, a presenca das NPs Sb>" no interior de

macrofagos infectados.

Outros estudos avaliaram NPs de prata (NPsAg), ouro (NPsAu), dioxido de
titanio (NPsTIO,), oxido de zinco (ONPsZn) e 6xido de magnésio (NPsMgO) em
Leishmania major e o resultado in vitro mostrou atividade tanto a luz utravioleta
guanto a infravermelho, aumentando a propriedade leishmanicida das NPs, mas
apresentaram alta citotoxicidade em macroéfagos, indicando que essas NPs podem
ter consequéncias positivas e negativas no tratamento da LC (JEBALI; KAZEMI,
2013; JEBALI et al.,, 2014). Do mesmo modo, Mohebali et al. (2009) também
demonstraram em seu trabalho que as NPs Ag foram eficazes para o controle da

infeccdo secundaria da LC localizada.

Nanoparticulas de arsénio (NPs As) foram produzidas por Chakraborty et al.
(2014) e suas propriedades foram testadas contra Leishmania donovani,
demonstrando ter potencial leishmanicida, pois apresentou inibicdo do crescimento
in vitro e da proliferacdo intramacrofagica. Fato este observado no tratamento com
as NPs Sb**.
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Da literatura revisada, muitos estudos demonstram resultados encorajadores
gue nos permitiram pensar que a nanotecnologia poderia desempenhar um papel
prudente no futuro, devido as suas propriedades, especialmente se compararmos
com o atual tratamento da doenca. Romero e Morilla (2008) e Costa Lima et al.
(2014) descrevem ainda que esta tecnologia pode revelar-se superior, pois inclui
reducdo do custo do farmaco, biodisponibilidade melhorada e menor toxicidade do

farmaco, o que definitivamente aumenta a adesao do paciente ao tratamento.

Até hoje, a Anfotericina B lipossomal (AmBisome®) é a Unica droga
antileishmania baseada em nanotecnologia, que tem uso na pratica clinica, mas
apesar de apresentar vantagens como eficacia comprovada e baixa toxicidade que a
tornam uma excelente alternativa, seu uso permanece restrito em algumas areas
devido ao alto custo (GUTIERREZ et al., 2016)

As informacdes resultantes desse estudo servem como embasamento para
proximos estudos fundamentados no uso de nanoparticulas no tratamento da LC,
uma vez que foi possivel observar que as NPs Sb°* possuem efeito contra L. (L.)
amazonensis, apresentando diminuicdo no tamanho das lesGes localizadas, levando
a reepitelizacdo das lesbes cutaneas e a alta reducdo da carga parasitaria, fato
importante por ter ocorrido em animal altamente suscetivel como o hamster em
tratamento acompanhado por 26 dias. A continuidade desse estudo € necessaria de
modo a avaliar alguns outros parametros, considerando-se as NPs Sb>* como fortes

candidatas ao tratamento da LC.
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6. CONCLUSOES FINAIS

Durante a realizagao deste trabalho, obtiveram-se as conclusdes a seguir:

e Pela primeira vez é mostrada a atividade de nanoparticulas de antimonio
pentavalente (NPs Sb>") contra formas promastigotas e amastigotas de
Leishmania (Leishmania) amazonensis;

e As NPs Sb°* apresentaram tamanho nanométrico, formato adequado,
monodispersas e valores negativos de potencial zeta, caracteristicas
adequadas para o uso biologico;

e A superficie das NPs Sb°* foi tratada com ligantes com alta afinidade para
receptores-alvo de membrana celular, com consequente aumento da
concentracdo de Sb°* e poténcia terapéutica dentro dos macréfagos
infectados, favorecendo a atividade antileishmania;

e A suspensdo mais promissora in vitro foi a ETSbL2 que apresentou alta
atividade antileishmania com valor de CEsy 1.05 mg/mL contras as formas
promastigotas e contra macrofagos de linhagem J774 infectados com
amastigotas sem destruir a célula hospedeira; também proporcionou menor
toxicidade sobre macrofagos com 62,1% de viabilidade celular na primeira
concentracdo (0,81 mg/Sb>*/mL);

¢ No ensaio in vivo a suspensdo ETSbL1[b] apresentou maior eficiéncia quanto
a “cura clinica” referente a redugdo no tamanho da lesdo e na carga
parasitaria entre as NPs testadas, sendo considerada forte canditada ao
tratamento da LC;

e O estudo histolégico em todos os 6rgdos analisados mostrou evidéncias de
alteracoes significativas nos grupos de animais infectados e néo tratados,
tratados com Glucantime® e tratados com NPs Sb**, indicando a n&o
associacdo dessas alteracdes apenas ao efeito toxico das NPs Sb>*;

e O estudo permite concluir que o preparo da suspensdo de NPs Sb>*
apresenta protocolo de facil execucdo, de baixo custo, que mantém suas
propriedades quimicas em pelo menos 12 meses (tempo de observacao) a

temperatura de 25° C, é facilmente reprodutivel e apresenta um elevado
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potencial de uso no tratamento localizado da forma cutanea da Leishmaniose,
jA que as NPs Sb°" foram capazes de manter a atividade antileishmania in
vitro e in vivo, mesmo com concentragdes menores de antimonio

pentavalente.



158

7. PERSPECTIVAS

Como perspectivas de aprimoramento, o0 grupo pretende produzir as
suspensdes mais promissoras e testar outras vias de administracao e protocolos de
tratamento em camundongos, fazer uso de métodos moleculares para quantificacdo
mais precisa da carga parasitéria, verificar o perfil de biodistribuigdo, incluindo
avaliacBes bioguimicas e toxicoldgicas, averiguar a via metabdlica de acdo da droga,
realizar estudos de microhemodialise nos modelos animais para avaliacdo da
concentracdo e eliminacdo da droga no organismo via sistémica, além de realizar
marcacao dos parasitas para analise por microscopia confocal objetivando enfocar

nos possiveis mecanismos de acdo das NPs Sb*°.
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