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RESUMO

INTRODUCAO. A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) é uma enfermidade
polimérfica da pele e das mucosas provocada pelo parasito do género Leishmania. As opgdes
de tratamento apresentam limitacdes, sobretudo toxicidade e resisténcia aos farmacos,
comprometendo a seguranca e a eficicia da terapéutica. A busca por um tratamento topico é
recomendado pela OMS. Anfotericina B (Anf-B) € um antibidtico poliénico, ja utilizado na
terapéutica da LTA na forma de preparages lipidicas intravenosas, incluindo lipossomas. O
clorito de sodio (NaClOz) tem sido investigado pelo seu potencial oxidativo e acdo cicatrizante
em lesdes causadas por L. tropica. OBJETIVO. O presente trabalho busca investigar o
potencial da associa¢do Anf-B/NaClO> como base para um novo tratamento da LTA a partir
de nanoformulacbes de uso topico contendo esses agentes. MATERIAL E METODOS.
Foram realizados ensaios de citotoxicidade do NaClO> e da Anf-B frente a formas
promastigotas axénicas de L. braziliensis (MHOM/BR/01/BA788) para determinagéo do 1Cso
destes compostos. Para avaliar o efeito combinado, NaClO, e Anf-B foram testados de acordo
com o método de proporgdes fixas modificado (1:1; 1:5; 5:1). Por outro lado, a viabilidade
celular de macrofagos peritoneais de camundongos BALB/c e queratindcitos humanos
(HaCaT) foi avaliada na presenca de cada tratamento individual e a CCso foi calculada. Estes
ensaios foram realizados utilizando o método colorimétrico de Alamar blue®. Avaliou-se a
atividade de NaClO- isolado e em combinacdo com Anf-B sobre macrdfagos infectados com
L. braziliensis. A atividade do NaClO- foi avaliada sobre formas amastigotas axénicas de L.
braziliensis, utilizando o método colorimétrico de Alamar blue®. Imagens de microscopia
eletrbnica de varredura (MEV) e de transmissdo (MET) das formas promastigotas e
amastigotas axénicas tratadas com 14 uM de NaClO, foram obtidas. Por outro lado,
formulacbes semi-solidas contendo Anf-B em nanoparticulas lipidicas solidas (NLS) foram
desenvolvidas. Ensaios de liberacdo da Anf-B a partir destas formulagdes foram conduzidos
em células de Franz por um periodo de 12 horas (0, 30min, 1h, 2h, 4h, 6h, 8h e 12 h). Por fim,
estudos de estabilidade das formulagdes foram realizados em um periodo de 14 dias.
RESULTADQOS. Os resultados demonstram que NaClO; e Anf-B apresentaram 1Csg médio
de 9,66 uM e 0,11 uM, respectivamente, sobre a forma promastigota apds 72 h de cultivo.
Imagens de MEV e MET indicando dano celular as formas promastigotas sugerem um
mecanismo de acédo relacionado ao estresse oxidativo causado pelo NaClO: nestes parasitos.
A associacao dos dois compostos resultou em efeito aditivo com indice de combinacdo médio
de 0,98 + 0,09. Com relacéo aos ensaios de viabilidade celular, NaClO2 e Anf-B apresentaram
valores de CCso de 856,3 uM e >50 uM, respectivamente. O indice de seletividade do NaClO>
foi estimado em 88,6 e da Anf-B >454,5. O NaClO2 ndo apresentou atividade sobre a
viabilidade de amastigotas intracelulares e extracelulares, o que foi corroborado por imagens
de MEV e MET. Os ensaios de liberagdo demonstraram que Anf-B foi liberada de forma mais
lenta e gradual a partir de um sistema nanoestruturado disperso na base semi-solida. Todas as
formulacdes mantiveram-se estaveis ao longo de 14 dias. CONCLUSAO. Pela primeira vez,
este trabalho demonstrou a atividade do NaClO2 em uma espécie de Leishmania do Novo
Mundo. Adicionalmente, apresentou o potencial farmacotécnico de nanoformulacbes
contendo Anf-B para a terapéutica da LTA. Palavras-chave: Leishmaniose cutanea,
Anfotericina B, Clorito de Sodio, Formulacdo topica, Nanotecnologia.
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ABSTRACT

INTRODUCTION. American Cutaneous Leishmaniasis (ACL) is a polymorphic disease of
the skin and mucosa caused by the parasite of the genus Leishmania. Treatment options have
limitations, especially toxicity and drug resistance, compromising the safety and efficacy of the
therapy. The search for a topical treatment is recommended by the WHO. Amphotericin B (Anf-
B) is a polyene antibiotic, already used in the treatment of ACL in the form of intravenous lipid
preparations, including liposomes. Sodium chlorite (NaClO2) has been investigated for its
oxidative potential and healing action on lesions caused by L. tropica. OBJECTIVE. The
present work investigates the potential of the Anf-B / NaClO; association as a basis for a new
treatment of LTA from topical nanoformulations containing these agents. MATERIAL AND
METHODS. The NaClO2 and Anf-B cytotoxicity assays were performed against axenic
promastigotes of L. braziliensis (MHOM / BR / 01 / BA788) for ICso determination of these
compounds. To evaluate the combined effect, NaClO2 and Anf-B were tested according to the
modified fixed ratio method (1: 1, 1: 5, 5: 1). In addition, the cell viability of peritoneal
macrophages of BALB / ¢ mice and human keratinocytes (HaCaT) was evaluated in the
presence of each individual treatment and CCso was calculated. These tests were performed
using Alamar blue® colorimetric method. NaClO. activity was evaluated alone and in
combination with Anf-B on L.braziliensis-infected macrophages. The activity of NaCIO, was
evaluated on the viability of axenic amastigotes of L.braziliensis, using the colorimetric method
of Alamar blue®. SEM and TEM images were obtained from promastigotes and axenic
amastigotes treated with 14 uM NaClOz. Semisolid formulations were developed containing
Anf-B in solid lipid nanoparticles (NLS) and free. In vitro release study of the drug in Franz
cells was performed for a period of 12 hours (0, 30min, 1h, 2h, 4h, 6h, 8h and 12h). Stability
studies of these formulations were performed over a period of 14 days. RESULTS. The results
demonstrate that NaClO, and Anf-B presented a mean ICso of 9.66 uM and 0.11 uM,
respectively, on the promastigote forms after 72 h of culture. SEM and TEM images suggest an
activity on the increase of oxidative stress of NaClO> on promastigotes. The combination of the
two compounds resulted in an additive effect with an average combination index of 0.98 + 0.09.
Regarding cell viability assays, NaClO, and Anf-B presented CCso values of 856.3 uM and>
50 uM, respectively. The selectivity index of NaClO2 was estimated at 88.6 and Anf-B> 454.5.
NaClO2 showed no activity on the viability of intracellular and extracellular amastigotes, which
was reinforced by SEM and TEM images. In vitro release studies on Franz cells demonstrated
that Anf-B was released more slowly and gradually when in a nanostructured system and all
formulations remained stable over 14 days. CONCLUSIONS. For the first time, this work
demonstrated the activity of NaClOz in New World Leishmania. Additionally, it presented the
pharmacotechnical potential of nanoformulations containing Anf-B for the treatment of ACL.
Keywords: Cutaneous leishmaniasis; Amphotericin B; Sodium chlorite; Topical formulation;
Nanotechnology.
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LesBes decorrentes da leishmaniose cutanea localizada. A: Lesdo cutanea localizada em estagio
inicial (auséncia de ulceracao); B: Lesdo ulcerada franca, Unica, arredondada, com bordas elevadas,
infiltradas e fundo granuloso; C: Lesdo cutanea multipla, ulceradas. Adaptado de Brasil (2007).
LesBes decorrentes da leishmaniose cuténea difusa. A: Polimorfismo lesional (tempo de doenca 3
anos); B: Les@es infiltradas com exulceracBes em bordas (tempo de doenca 12 anos); C: Lesdo
infiltrada com areas descamativas na orelha (tempo de doenca 12 anos). Adaptado de Brasil (2007).
LesOes decorrentes da leishmaniose cutanea disseminada. A: paciente apresentando multiplas lesGes
papulares, algumas com ulceracdo superficial; B: Paciente com acometimento mucoso, envolvendo
nariz e mucosa oral; C: Paciente com lesGes em placa infiltrada extensa com crostas no local e nédulo
infiltrativo. Adaptado de Brasil (2007)

LesBes decorrentes da leishmaniose mucocutanea ou mucosa. A: Edema nasal com infiltracdo em
asa e base do nariz; B: Lesdes ulceradas em palato, infiltracdo do labil e lesdo ulcerada em asa do
nariz esquerdo; C: Lesdes ulceradas francas, com bordas elevadas, infiltradas fundo granuloso,
localizadas no pénis e bolsa escrotal. Adaptado de Brasil (2007).

Formas evolutivas dos parasitos de Leishmania. A: Forma flagelada, extracelular ou promastigotas
B: Forma aflagela, intracelular ou amastigota. Fonte: Nascimento (2011).

Ciclo bioldgico de Leishmania no inseto vetor e processo de fagocitose por células de defesa no
hospedeiro humano. Fonte Nascimento (2011).

Equipamento contendo células do tipo Franz. I: compartimento doador; Il: compartimento receptor;
I11: compartimento utilizado para adicionar e retirar o0 meio do compartimento receptor.

Efeito da solucdo de NaClO, sobre formas promastigota de Leishmania braziliensis cultivadas
durante 72 h nas concentracdes de 0,49 uM até 1000 uM. O resultado médio do IC50 (9,66 uM) foi
obtido de 3 experimentos independentes.

Efeito do Fungizone sobre formas promastigota de Leishmania braziliensis cultivadas durante 72 h
nas concentragdes de 0,005uM a 10uM. O resultado médio do IC50 (0,11 uM) foi obtido de 3
experimentos independentes.

NaClO, e Anf-B sdo citocompativeis com Macréfagos murinos. Macréfagos peritoneais foram
tratados com NaClO; e Fungizone por 72h. A viabilidade celular foi observada pelo percentual de
reducdo de Alamar Blue. Barras representam + SEM de dois experimentos independentes. Teste ndo-
paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido do pds-teste de Dunns, foi utilizado para comparagéo entre
0S grupos experimentais (**p < 0.001 =p < 0.05).

CCso de NaClO; sobre macréfagos murinos. Resultado da citotoxicidade do clorito de sddio sobre
macréfagos peritoneais de camundongos BALB/c cultivados durante 72 h nas concentragdes de 2,44
UM a 5.000 uM. Os ensaios foram realizados em triplicata e representam a média de 2 experimentos
independentes.

NaClO, e Anf-B sdo citocompativeis com queratindcitos humanos. HaCaT foram tratados com
NaClO- por 72h. A viabilidade celular foi observada pelo percentual de reducdo de Alamar Blue.
Barras representam + SEM de dois experimentos independentes. Teste ndo-paramétrico de Kruskal-
Wallis, seguido do pés-teste de Dunns, foi utilizado para comparacao entre 0s grupos experimentais
e 0 grupo controle (***p < 0.0001).

CCso de NaClO2 sobre queratindcitos humanos. Resultado da citotoxicidade do NaClO; sobre
linhagem celular de queratindcitos humanos (HaCaT) cultivados durante 72 h nas concentragdes de
2,44 pM a 5.000 pM. Os ensaios foram realizados em triplicata e representam a média de 2
experimentos.

Microscopia eletrdnica de varredura de formas promastigotas de Leishmania braziliensis em cultura
axénica tratada com clorito de sédio. Os promastigotas foram tratados com NaClO; (14 uM) durante
24, 48 e 72 horas. (A) Promastigotas sem tratamento, controle 24 h. (B) Promastigotas tratadas por
24 h, observar descontinuidade da superficie celular. (C) Promastigotas tratadas por 24 h, observar
encolhimento de superficie celular. (D) Promastigotas sem tratamento, controle 48 h. (E)
Promastigotas tratadas por 48 h, notar alteracdo na forma e multiplicidade do flagelo. (F)
Promastigotas tratadas por 48 h, notar achatamento e multiplicidade do flagelo. (G) Promastigotas
sem tratamento, controle 72 h. (H) Promastigotas tratadas por 72 h, observar alteracdo no formato
do corpo celular e multiplicidade dos flagelos. (I) Promastigotas tratadas por 72 h, observar alteracdo
e multiplicidade do flagelo.
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Microscopia eletrénica de trasmissao de formas promastigotas de Leishmania braziliensis em cultura
axénica tratada com NaClO; (14uM) durante 24, 48 e 72 horas. (A) Promastigotas sem tratamento,
controle 24 h. (B) Promastigotas tratadas por 24 h, observar perda da densidade eletrénica do

citoplasma (seta branca), inchago mitocondrial e desorganizagdo das cristas mitocondriais (seta

preta). (C) Promastigotas tratadas por 24 h, observar vacuolizagdo difusa (*). (D) Promastigotas sem
tratamento, controle 48 h. (E) Promastigotas tratadas por 48 h, notar vacuolizacéo difusa (*). (F)
Promastigotas tratadas por 48 h, notar comprimento aumentado da mitocéndria (seta preta) e
vacuolizacdo (*). (G) Promastigotas sem tratamento, controle 72 h. (H) Promastigotas tratadas por
72 h, observar perda da densidade eletrénica do citoplasma (seta branca), vacuolizacao (*) e inchaco
da mitocondria, perda da densidade eletrdnica e cristas com formato circular (seta preta). (1)
Promastigotas tratadas por 72 h, observar vacuoliza¢do (*), comprimento aumentado da mitocondria
(seta preta), perda da densidade eletrdnica do citoplasma (seta branca) e formato circular do parasito.
Efeito de Anf-B sobre a viabilidade de amastigota intracelular. Macréfagos peritoneais foram
infectados com L. braziliensis e tratados com Fungizone (0,1; 0,2; 0,4; 0,8 e 1,2 uM) por 48 h. Meio

DMEM suplementado foi utilizado como controle. (A) % de macroéfagos infectados, avaliado por

microscopia de fluorescéncia, conforme descrito em Materiais e Métodos (B) Relagdo entre o
namero total de parasitos encontrados em 200 células. Barras representam médias + DP de um
experimento em triplicata. Teste-t ndo pareado foi utilizado para comparar cada grupo experimental
ao grupo controle (*** p <0,0001, =*p < 0.01).

Efeito de NaClO; sobre a viabilidade de amastigota intracelular. Macrofagos peritoneais foram
infectados com L. braziliensis e tratados com NaClO- (3,5; 7,0; 14; 28 e 42 uM) por 48 h. Meio
DMEM suplementado foi utilizado como controle. (A) % de macréfagos infectados, avaliado por
microscopia de fluorescéncia, conforme descrito em Materiais e Métodos (B) Relacéo entre o
namero total de parasitos encontrados em 200 células. Barras representam médias + DP de um
experimento em triplicata. Teste-t ndo pareado foi utilizado para comparar cada grupo experimental
ao grupo controle.

Efeito de Anf-B sobre a viabilidade de amastigota intracelular. Macréfagos peritoneais foram
infectados com L. braziliensis e tratados com Fungizone (0,001; 0,01; 0,1; e 0,2 uM) por 48 h.
Meio DMEM suplementado foi utilizado como controle. (A) % de macréfagos infectados, avaliado
por microscopia de fluorescéncia, conforme descrito em Materiais e Métodos (B) Relagéo entre o
namero total de parasitos encontrados em 200 células. Barras representam médias £ DP de um
experimento em triplicata. Teste-t ndo pareado foi utilizado para comparar cada grupo experimental
ao grupo controle (*** p <0.0001, * p =0.0363).

Efeito de NaClO; sobre a viabilidade de amastigota intracelular. Macréfagos peritoneais foram
infectados com L. braziliensis e tratados com NaClO; (50; 100; 300 e 600 uM) por 48 h. Meio
DMEM suplementado foi utilizado como controle. (A) % de macrofagos infectados, avaliado por
microscopia de fluorescéncia, conforme descrito em Materiais e Métodos (B) Relacdo entre o
namero total de parasitos encontrados em 200 células. Barras representam médias + DP de um
experimento em triplicata. Teste-t ndo pareado foi utilizado para comparar cada grupo experimental
ao grupo controle.

Efeito de Anf-B sobre a viabilidade de amastigota intracelular. Macréfagos peritoneais foram
infectados com L. braziliensis e tratados com Fungizone (0,01e 0,05 uM) por 48 h. Meio DMEM
suplementado foi utilizado como controle. (A) % de macrofagos infectados, avaliado por
microscopia de fluorescéncia, conforme descrito em Materiais e Métodos (B) Relagdo entre o
namero total de parasitos encontrados em 200 células. Barras representam médias + DP de um
experimento em triplicata. Teste-t ndo pareado foi utilizado para comparar cada grupo experimental
ao grupo controle (** p <0.01).

Efeito de NaClO; sobre a viabilidade de amastigota intracelular. Macr6fagos peritoneais foram
infectados com L. braziliensis e tratados com NaClO; (400 e 600 uM) por 48 h. Meio DMEM
suplementado foi utilizado como controle. (A) % de macréfagos infectados, avaliado por
microscopia de fluorescéncia, conforme descrito em Materiais e Métodos (B) Relacdo entre o
namero total de parasitos encontrados em 200 células. Barras representam médias + DP de um
experimento em triplicata. Teste-t ndo pareado foi utilizado para comparar cada grupo experimental
ao grupo controle.

Efeito da combinacdo entre Anf-B e NaClO, sobre a viabilidade de amastigota intracelular.
Macrdfagos peritoneais foram infectados com L. braziliensis e tratados com Anf-B/NaClO;
(0,01/400; 0,05/600; 0,01/600 puM) por 48 h. Meio DMEM suplementado foi utilizado como
controle. (A) % de macrofagos infectados, avaliado por microscopia de fluorescéncia, conforme
descrito em Materiais e Métodos (B) Relacdo entre o nimero total de parasitos encontrados em 200
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células. Barras representam médias + DP de um experimento em triplicata. Teste-t ndo pareado foi
utilizado para comparar cada grupo experimental ao grupo controle.

Efeito de NaClO, sobre amastigota axénica de L.braziliensis. Amastigotas axénicas foram tratadas
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1 INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

A leishmaniose é um conjunto de doencas causada por tripanossomatideos do género
Leishmania (ALTAMIRANO-ENCISO et al., 2003). Endémica em 98 paises, com 12
milhdes de pessoas infectadas e 350 milhGes sob-risco de infeccdo, a leishmaniose é
considerada pela Organizacdo Mundial da Sadde (OMS) como uma das seis doencas
tropicais mais importantes do mundo (GUTIERREZ-REBOLLEDO; DRIER-JONAS;
JIMENEZ-ARELLANES, 2017; PAHO, 2017; PONTE-SUCRE et al., 2017; WHO, 2017a).
Apesar deste cenario, é classificada pela Organizacdo Pan-Americana da Saude (OPAS)

como uma doenca tropical negligenciada (PAHO, 2017).

Diversas sdo as formas de manifestacBes clinicas da leishmaniose: cutanea
localizada, mucocutéanea, cutanea difusa, cutanea disseminada e visceral, que sdo agrupadas
em duas grandes classes — Leishmaniose Tegumentar e Leishmaniose Visceral, cada espécie
de Leishmania esta diretamente associada a um quadro clinico diferente (BRUNI et al.,
2017; TEIXEIRA, 2013). Globalmente, a forma mais comum de leishmaniose é a cutanea,
onde 2/3 de sua incidéncia anual se concentra em seis paises, dentre eles o Brasil (WHO,
2017a). No Brasil, a regido Nordeste apresenta 0 segundo maior nimero de casos registrados
no pais (BRASIL, 2013; GOVERNO DO BRASIL, 2017).

Os parasitos do género Leishmania apresentam duas fases distintas em seu ciclo de
vida, a forma de promastigota (extracelular) encontrada no vetor (Lutzomyia — nas
Américas; Phlebotomus — no continente europeu, africano e asiatico) e a forma de amastigota
(intracelular) presente em vaclolos parasitéforos da célula infectada no hospedeiro
(SUNTER; GULL, 2017; TEIXEIRA, 2013). As espécies de Leishmania desenvolveram
mecanismos de defesa que as capacitaram sobreviver neste ambiente altamente toxico, a
multiplicarem-se, até rompimento da célula, quando s&o entdo liberadas para infectar outros
macrofagos (AFONSO, 2008; COSTA, 2011; NASCIMENTO, 2011).

O ciclo de transmissdo da doenga comeca quando fémeas do vetor ingerem formas
amastigotas do protozoario, livres na circulagdo ou no interior de macréfagos, a partir de um
hospedeiro mamifero infectado (NASCIMENTO, 2011). Em muitas regides do mundo, a
leishmaniose e zoondtica com grandes reservatorios de infeccdo em animais domesticos e

silvestres, entretanto a infeccdo também é transmitida entre humanos (leishmaniose
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antroponotica) — principal forma de propagacdo de cepas de Leishmania resistentes
(ROBERTS, 2006; TRINCONI et al., 2014).

Atualmente, ndo existe um Unico tratamento efetivo para todas as espécies e
sindromes causas pelos parasitos de Leishmania. Contudo, existem varias terapias para as
diversas formas de leishmaniose (COPELAND; ARONSON, 2015; MCGWIRE;
SATOSKAR, 2014). Dentre estas opg¢des, 0s antimonias pentavalentes dominam o mercado
ha cerca de nove décadas (PONTE-SUCRE et al., 2017; TORRES-GUERRERO et al.,
2017). Entretanto, o surgimento de espécies resistentes vem diminuindo sua eficacia e
limitando a sua aplicacdo (PETERSEN et al., 2012).

Outros farmacos sdo empregados como segunda linha de tratamento na leishmaniose
cutanea, os principais disponiveis sdo Anfotericina B, Paromomicina, Pentamidina,
Miltefosina e Anfotericina B lipossomal (BRASIL, 2013; SBMT, 2014). No entanto, assim
como 0s antimoniais, estes medicamentos sdo de aplicacdo parenteral e apresentam
limitacdes relativas a toxicidade, casos de resisténcia e custo (MCGWIRE; SATOSKAR,
2014; PETERSEN et al., 2012; SOARES-BEZERRA; LEON; GENESTRA, 2004).

A maioria dos relatdrios publicados de morte em pacientes com leishmaniose cutanea
esta relacionada a terapia sistémica, desta forma a OMS recomenda tratamento simples de
feridas ou terapia local como tratamento de primeira linha (MORIZOT et al., 2013).
Contudo, apesar do seu potencial, baixo custo e facilidade de administracao, formulacdes
topicas que empregam farmacos convencionais apresentam como principal dificuldade a
permeacdo cutdnea, tendo em vista que o0s macrdfagos infectados se encontram
profundamente na camada dérmica (FERREIRA et al., 2004; JAAFARI et al., 2009;
KALANTARI et al., 2014).

Ademais, estudos comprovam que o uso de farmacos isolados no tratamento topico
da leishmaniose nem sempre conduzem a cicatrizacdo completa das feridas na leishmaniose
cutanea (EL-ON et al., 1984; GROGL et al., 1999; NEAL et al., 1995). Estes achados séo
geralmente associados ao peso molecular e as caracteristicas de solubilidade de cada
substancia, pois além das caracteristicas da formulacdo interferir na permeacdo cuténea de
formulacdes tdpicas, as caracteristicas fisicas e quimicas dos farmacos também influenciam
(FORTENBACH; MODJTAHEDI; MAIBACH, 2008).

Dessa forma, a fim de superar estas limitagcdes, nanocarreadores tém se mostrado

capazes de aumentar a permeacdo de farmacos através da pele, principalmente
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nanoparticulas de carater lipidico, devido a sua maior semelhanca com a membrana natural
das células, e as de menor tamanho, que contribuem para permeacdo do farmaco através dos
anexos cutaneos (JAAFARI et al., 2009). Outro ganho com as nanoparticulas é que seu
tamanho reduzido conduz a melhor captacdo dos farmacos pelos macrofagos e melhora sua
permeacao através das membranas destas células, atingindo melhores concentragdes no
fagolisossoma, local onde estdo presentes os amastigotas de Leishmania (BRUNI et al.,
2017; SURI; FENNIRI; SINGH, 2007).

Além do problema de permeacdo cutanea das formulac6es tradicionais no tratamento
topico da leishmaniose, a resisténcia dos parasitos aos tratamentos convencionais ja vem
sendo relata (CROFT; SUNDAR; FAIRLAMB, 2006). Neste contexto, a propagacao de
resisténcia a drogas levou a tendéncia atual de utilizar a terapia combinada de farmacos no
tratamento de doencas infecciosas (TRINCONI et al., 2014). Contudo, cepas resistentes a
modalidade de terapia combinada, multialvo ja é uma realidade (MCGWIRE; SATOSKAR,
2014; PONTE-SUCRE et al., 2017, 2017; TRINCONI et al., 2014).

Assim, a busca por novas drogas alternativas, Uteis para tratar a leishmaniose cutanea
se faz necessaria para superar problemas de resisténcia (TRINCONI et al., 2014). Neste
cenario, encontram-se preparaces farmacéuticas a base de clorito de sédio (NaClO2) que
vém mostrando in vitro e in vivo atividades antileishmania, antimicrobiana e cicatrizante
(JEBRAN et al., 2014). Foi demonstrado que o principal mecanismo de acdo do clorito de
sodio esta relacionado com a sintese de espécies reativas de oxigénio (STAHL et al., 2014).
Contudo, a avaliacdo da atividade antileishmania de preparacdes farmacéuticas, a base de
clorito de sodio, foi avaliada apenas em espécies prevalentes no Velho Mundo, como L.
major e L. tropica (JEBRAN et al., 2014).

Nesse sentido, o presente trabalho se propds a realizar uma avaliacdo do efeito
leishmanicida do clorito de sddio frente a espécie de Leishmania braziliensis, bem como o
seu sinergismo com anfotericina B (Fungizone®). Iremos também avaliar a capacidade de
permeacdo cutanea da anfotericina B encapsulada em nanoparticulas lipidicas sélidas, de
forma a combinar estas nanoparticulas com o clorito de soédio em formulagdes para o
tratamento topico em modelo de leishmaniose cutdnea e avaliar suas vantagens frente a

formulagBes convencionais.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 LEISHMANIOSE
2.1.1 Manifestacdes clinicas e agentes etioldgicos das leishmanioses

Os parasitos do género Leishmania sdo os agentes causais da leishmaniose. Estes
protozodarios pertencem a familia Trypanosomatidae e a ordem Kinetoplastida e podem ser
subdivididos em dois subgéneros, o Viannia e o Leishmania. Esta subdivisdo esta
relacionada a dois aspectos principais: localizacdo de desenvolvimento da forma
promastigota no inseto vetor, bem como o tamanho da forma amastigota nas les6es (Tabela
1) (ALTAMIRANO-ENCISO et al., 2003).

Tabela 1. Principais aspectos relacionados a distingdo entre os subgéneros, Viannia e Leishmania, de
parasitos pertencentes ao género Leishmania.

Subgénero Localizagdo de Tamanho da amastigota
desenvolvimento da

promastigota

Leishmania Intestinos anterior, 3 a6 um e as lesbes sdo
médio e posterior densamente parasitadas.
Viannia Intestinos anterior e 2 a4 um e as lesbes
médio apresentam poucos parasitos.

Tendo diferentes caracteristicas de tropismo, estes parasitos podem infectar células
superficiais ou viscerais (BRUNI et al., 2017), desta forma cada espécie de Leishmania esta
diretamente associada a um quadro clinico diferente, dentre as principais espécies brasileiras
(L. braziliensis, L. amazonensis e L. infantum) seis formas clinicas diferentes sdo
observadas: cutadnea, mucocutanea, cutanea difusa, cutdnea disseminada, visceral (ou
Calazar) e lesdes dérmicas pds-calazar. Estas formas podem ser agrupadas em duas grandes
classes: Leishmaniose Tegumentar Americana, que engloba as formas cutaneas e

mucocutanea da doenga e a Leishmaniose Visceral, que pode ser fatal (TEIXEIRA, 2013)

Nas Américas, sdo atualmente reconhecidas 11 espécies dermotropicas de
Leishmania causadoras de doenga humana e 8 espécies descritas somente em animais. No

Brasil, ja foram identificadas 7 espécies, sendo 6 do subgénero Viannia e 1 do subgénero



22

Leishmania. Na tabela abaixo (Tabela 2) estdo listadas estas espécies, regides de maior

ocorréncia, principais reservatorios e vetores envolvidos (GONTIJO; CARVALHO, 2003;
MARQUES; MASUR, 1998).

Tabela 2. Espécies de Leishmania dermotrépicas identificadas no Brasil, regides e estados onde estdo
distribuidas, reservatdrios e vetores envolvidos.

Espécies Regides e Estados Reservatorios Naturais Vetores
Leishmania Ampla Animais Lutzomyia
(Viannia) braziliensis  distribui¢&o, encontrada domésticos whitmani, Lu.

Leishmania

(V.) guyanensis

Leishmania
(V.) naiffi

Leishmania
(V.) shawi

Leishmania
(V.) lainsoni
L. (V)
lindenberg
Leishmania
(Leishmania)

amazonensis

do norte ao sul do

Brasil.

Margem norte

do Rio Amazonas.

PA, AM,
Amazobnia
AM e PA

AM, PA

PA

AM, PA, RO,
TO e sudoeste do
Maranhdo, BA, MG e
SP, GO.

Desdentados e

marsupiais

Tatu

Animais
silvestres como
macacos, preguigas e
procionideos

Paca

Roedores e

marsupiais

wellcomei e Lu.
intermedia, dentre
outras.

Lu. umbratilis,
Lu. anduzei e Lu.
Whitmani.

Lu. Ubiquitalis

Lu. Whitmani

Lu. Ubiquitalis

Lu.
flaviscutellata e Lu.
Olmec

2.1.2 Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA)

2.1.2.1 Leishmaniose cutanea localizada

Sdo varias as espécies causadoras de leishmaniose cutanea no Brasil, com destaque

para L. (V.) guyanensis, L.(L.) amazonensis e L. (V.) braziliensis. Geralmente ndo e fatal,

mas pode ser desfigurante e socialmente estigmatizante, principalmente se houver atraso no
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diagndstico, acarretando demora no inicio do tratamento. No local da picada do inseto vetor,
ou seja, em areas expostas, desenvolve-se uma lesdo cutanea indolor, cerca de 2-8 semanas
apos a picada, de formato arredondado, tamanho variado (de milimetros a centimetros),
podendo ser ulcerosa ou ndo (MERINO-ESPINOSA et al., 2017; SCORZA; CARVALHO;
WILSON, 2017; TEIXEIRA, 2013).

Apos a picada do inseto vetor, ocorre um aumento local de temperatura e inchaco.
Uma papula assintomatica eritematosa aparece no local da mordida, embora o prurido possa
estar presente. O tamanho varia entre 1 e 10 mm de didmetro. Apo6s dois dias, ela se
transforma em vesicula e depois em uma pustula, e quando se rompe, espontaneamente ou
por trauma, resulta em uma ulcera arredondada com bordas elevadas. O fundo da leséo
mostra o tecido de granulacdo e uma periferia rosa, as vezes coberto por uma
pseudomembrana esbranquicada (Figura 1B). A lesdo ndo € dolorosa, caso ndo apresente
infeccbes secundarias por bactérias e/ou fungos. A Ulcera pode ser Gnica ou multipla
(frequentemente causada por L. (V.) guyanensis) (Figura 1C) e o quadro clinico é geralmente
afebril com adenopatia regional (BRASIL, 2007; GOVERNO DO BRASIL, 2017;
SCORZA; CARVALHO; WILSON, 2017; TEIXEIRA, 2013).

No entanto, a lesdo inicial pode ndo ulcerar e decorrer com quadro assintomatico.
Além disso, a Ulcera pode curar espontaneamente, porém o tempo é variavel de acordo com
a espécie envolvida, onde: 6-15 meses no caso de L. braziliensis, L. tropica ou L.
panamensis; 3-9 meses e 2-6 meses nos casos de L. mexicana e L. major, respectivamente.
Contudo, a cicatrizagdo espontanea deixa um aspecto in6spito, com pigmentacéo irregular,
periferia hiperpigmentada, telangiectasia, bem como deformidade local devido a grande
destruicdo tecidual (MERINO-ESPINOSA et al., 2017).

Ademais, a resolucdo de lesdo ndo corresponde a uma cura estéril, pois os parasitos
ou DNA parasito podem ser encontrados nas cicatrizes de pacientes curados, anos apds
tratamento bem sucedido com cura clinica (SCORZA; CARVALHO; WILSON, 2017).
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Figura 1. Lesdes decorrentes da leishmaniose cutanea localizada. A: Lesdo cutanea localizada em
estagio inicial (auséncia de ulceracdo); B: Lesdo ulcerada franca, Unica, arredondada, com bordas elevadas,
infiltradas e fundo granuloso; C: Lesao cutanea multipla, ulceradas. Adaptado de Brasil (2007).

2.1.2.2 Leishmaniose cutanea difusa

E uma doenca de evolucdo lenta e sem tratamento eficaz, que no Brasil é causada
pela espécie Leishmania (L.) amazonensis. Constitui uma forma clinica rara, de natureza
grave, caracterizada pelo desenvolvimento de maltiplas lesdes que podem se unir em placas
cobrindo grandes areas da pele (Figura 2). As lesdes sdo predominantemente de natureza
nodular ou papular, tendem a exulcerar, mas ndo ulceram, contém uma abundancia de
amastigotas (BRASIL, 2007; SCORZA; CARVALHO; WILSON, 2017; TEIXEIRA, 2013).

A leishmaniose cutanea difusa é tratada de modo convencional, via de regra, ndo
cicatrizam espontaneamente, séo classicamente resistentes ao tratamento medicamentoso e
0s pacientes tendem a apresentar recaidas. As quimioterapias convencionais que afetam o
crescimento do parasito tém efeitos limitados nesses pacientes, sugere-se o fato de nédo
corrigirem defeitos imunes, pois afeta pacientes com deficiéncia especifica na resposta
imune celular a antigenos de Leishmania. (BRASIL, 2007; GONTHJO; CARVALHO, 2003;
SCORZA; CARVALHO; WILSON, 2017; TEIXEIRA, 2013).

Figura 2. Lesdes decorrentes da leishmaniose cutanea difusa. A: Polimorfismo lesional (tempo de
doenca 3 anos); B: Les@es infiltradas com exulceragdes em bordas (tempo de doenca 12 anos); C: Leséo
infiltrada com areas descamativas na orelha (tempo de doenca 12 anos). Adaptado de Brasil (2007).
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2.1.2.3 Leishmaniose cutanea disseminada

Esta forma clinica &, também, caracterizada por lesées multiplas de formas variadas,
podendo ser acneiformes, papulares, nodulares e ulceradas. As duas espécies reconhecidas
como causadoras desta sindrome séo a Leishmania (V.) braziliensis e a Leishmania (L.)
amazonensis (BRASIL, 2007). Ademais, podem ocorrer lesdes ha mucosa nasal semelhantes
as lesdes da forma mucocutanea. Diferentemente do que ocorre na cutanea localizada, as
lesbes estdo distantes do sitio de inocula¢do primario e distribuidas por diversas areas do
tegumento (Figura 3) (GONTIJO; CARVALHO, 2003; SCORZA; CARVALHO; WILSON,
2017).

Figura 3. Lesdes decorrentes da leishmaniose cutnea disseminada. A: paciente apresentando
maltiplas lesdes papulares, algumas com ulceragéo superficial; B: Paciente com acometimento mucoso,
envolvendo nariz e mucosa oral; C: Paciente com les6es em placa infiltrada extensa com crostas no local e
nédulo infiltrativo. Adaptado de Brasil (2007).

Apesar das lesdes serem numerosas, 0S pacientes tendem a responder bem ao
tratamento medicamentoso habitual, mas sob regimes de tratamento multiplos ou
ligeiramente mais longos do que as recomendacdes de tratamento na forma cutanea
localizada (GONTIJO; CARVALHO, 2003; SCORZA; CARVALHO; WILSON, 2017).

Quanto a sua ocorréncia, a forma disseminada esta se tornando mais comum na
América do Sul. Na Bahia, esta forma superou a leishmaniose mucocutanea em termos de
incidéncia. Contudo, em outras regides do Brasil, a ocorréncia da leishmaniose disseminada
é relativamente rara (SCORZA; CARVALHO; WILSON, 2017).
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2.1.2.4 Leishmaniose mucocutanea ou mucosa

A leishmaniose mucosa apresenta-se como uma destruicdo lenta, mas progressiva
dos tecidos mucoso e submucoso no nariz e na boca e ainda faringe, laringe, labios ou
bochechas, e raramente a traqueia ou genitalia (Figura 4), com achados raros de amastigotas
(MACHADO-COELHO et al., 2005; SCORZA; CARVALHO; WILSON, 2017).

Figura 4. Lesdes decorrentes da leishmaniose mucocutdnea ou mucosa. A: Edema nasal com
infiltracdo em asa e base do nariz; B: Lesdes ulceradas em palato, infiltracdo do labil e lesdo ulcerada em asa
do nariz esquerdo; C: Lesdes ulceradas francas, com bordas elevadas, infiltradas fundo granuloso, localizadas
no pénis e bolsa escrotal. Adaptado de Brasil (2007).

Esta forma pode ocorrer como uma complicagédo da leishmaniose cutanea localizada,
aproximadamente 1-10% dos pacientes, causada por espécies de Leishmania pertencentes
ao subgénero Viannia. A maioria dos casos é devido a infecgdo por Leishmania (V.)
braziliensis ou, com menor frequéncia, L. (V.) guyanensis e L. (V.) panamensis
(MACHADO-COELHO et al., 2005; SCORZA; CARVALHO; WILSON, 2017).

Os fatores de risco conhecidos incluem sexo (masculino > feminino), aumento da
idade, desnutri¢do, tamanho e nimero de lesdes na leishmaniose cuténea localizada (LCL),
lesGes acima da cintura e terapia inadequada (MACHADO-COELHO et al., 2005). A forma
mucocutanea pode ocorrer simultaneamente ou meses/anos apds a resolucdo das lesbes
primarias de LCL, sugerindo a persisténcia de organismos latentes (SCORZA;
CARVALHO; WILSON, 2017).

2.1.3 Morfologia e ciclo bioldgico do parasito

A Leishmania é um parasito intracelular obrigatdrio e com ciclo de vida heteroxénico
(digenético), ou seja, apresenta seu ciclo de vida em hospedeiros vertebrados mamiferos e

insetos dipteros (Flebotomineos). Independente da espécie de Leishmania, 0s estagios do
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desenvolvimento sdo semelhantes morfologicamente. Os dois principais estagios de
desenvolvimento da Leishmania sdo: promastigota (encontrada no trato digestério dos
dipteros) e amastigotas (observada apenas no interior da célula hospedeira dos vertebrados)
(Figura 5) (SUNTER; GULL, 2017; TEIXEIRA, 2013).

Apesar da arquitetura celular basica ser conservada nas formas previamente citadas,
esta variedade na morfologia celular, bem como as diferentes formas de desenvolvimento,

possibilita a adaptacdo dos parasitos de Leishmania ao hospedeiro ou ao vetor.

A morfologia celular dos parasitos de Leishmania é muito precisamente definida pela
forma da célula, comprimento do flagelo, posicdo do nucleo/cinetoplasto e caracteristicas
ultraestruturais e, portanto, tem sido tradicionalmente usado para definir as formas celulares
observadas. Assim é feito para diferenciar as duas principais morfologias dos parasitos de

Figura 5. Formas evolutivas dos parasitos de Leishmania. A: Forma flagelada, extracelular ou
promastigotas; B: Forma aflagelada, intracelular ou amastigota. Fonte: Nascimento (2011).
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Leishmania, onde as formas amastigotas caracterizam-se pelo seu formato ovoide, com

aproximadamente 2,5 a 5um de diametro e flagelo ndo exteriorizado, enquanto que as formas
promastigotas, por sua vez, caracterizam-se por apresentar corpo alongado, medindo entre
14 e 20um e flagelo livre na sua porgéo anterior. Dentre as promastigotas, ainda com base
na morfologia, € possivel diferenciar a forma infectante da forma proliferativa.
(NASCIMENTO, 2011; SUNTER; GULL, 2017; TEIXEIRA, 2013).

O ciclo de transmissdo da doenga comeca quando fémeas do vetor (flebotomineos)
ingerem formas amastigotas do protozoario, livres na circulagdo ou no interior de
macrofagos, a partir de um hospedeiro mamifero infectado (NASCIMENTO, 2011). Nos
macrofagos, os parasitos ficam dentro de um vacuolo parasitéforo (fagolisossoma), organela
derivada da fusdo do fagossoma com os lisossomas. As Leishmanias desenvolveram

mecanismos de defesa que as capacitaram sobreviver neste ambiente altamente toxico, a
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multiplicarem-se, até rompimento da célula, quando s&o entdo liberadas para infectar outros
macrofagos (COSTA, 2011; MARTINS et al., 2012; NASCIMENTO, 2011), 28, 29.

Dentro do inseto vetor, os parasitos de Leishmania irdo sofrer etapas
sucessivas de transformacfes (Figura 6), cada uma destas etapas é caracterizada por
alteracbes morfoldgicas e funcionais. Inicialmente, o sangue contendo as amastigotas €
levado para o intestino posterior do inseto, onde as amastigotas irdo se diferenciar em
promastigotas prociclicas e iniciam o primeiro ciclo de multiplicacdo. As prociclicas se
desenvolvem em nectoménodas e migram para o intestino toracico, onde um segundo ciclo
de multiplicagéo se inicia a partir de formas leptomonadas, oriundas das nectomonadas.
Finalmente, duas formas sdo observadas na valvula do estomodeu, haptomdnadas e
metaciclicas, das quais, a forma metaciclica corresponde ao estagio infeccioso e sdo

altamente adaptadas para transmissao ao hospedeiro mamifero (KAMHAWI, 2006).

Por fim, ap6s a metaciclogénese (processo de expressdo da viruléncia nas
promastigotas), as promastigotas metaciclicas estdo aptas a serem transmitidas ao hospedeiro
vertebrado durante o proximo repasto sanguineo (COSTA, 2011). Inicialmente, as
promastigotas metaciclicas sdo fagocitadas por neutréfilos, desencadeiam a apoptose nos
mesmos e sdo posteriormente fagocitadas por macréfagos (Figura 6). O aumento da
temperatura e a diminuicdo do pH no interior do fagolisossomo fornecem os sinais

necessarios para a diferenciacdo das promastigotas em amastigotas (NASCIMENTO, 2011).
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Figura 6. Ciclo bioldgico de Leishmania no inseto vetor e processo de fagocitose por células de defesa no hospedeiro
humano. Fonte Nascimento (2011).

Em muitas regides do mundo, a leishmaniose é zoondtica com grandes reservatorios
de infeccdo em animais domésticos e silvestres, entretanto a infeccdo também é transmitida
entre humanos (leishmaniose antroponética). Devido ao processo de co-evolugdo, existe
uma associacdo entre as espécies de Leishmania, o0 reservatério e as espécies de
flebotomineos envolvidas na transmissao (Tabela 2) (BASANO; CAMARGO, 2004).

2.1.4 Epidemiologia
2.1.4.1 Epidemiologia Global

Dentre as causas de morte causadas por doencas infecciosas, a Organizacdo Mundial
da Saude (OMS) considera a Leishmaniose como uma doenga emergente, ndo controlada e
proeminente, por isso ¢ uma das seis doencas tropicais mais importantes (GUTIERREZ-
REBOLLEDO; DRIER-JONAS; JIMENEZ-ARELLANES, 2017; PAHO, 2017; PONTE-
SUCRE et al., 2017; WHO, 2017a).

Endémica em 98 paises em desenvolvimento (regifes tropicais e subtropicais), a
Leishmaniose é classificada pela OPAS (Organizacdo Pan-Americana da Salde) como uma

Doenca Tropical Negligenciada (DTN), ou seja, afeta as pessoas mais pobres em sociedades
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pobres - populagGes com pouca voz e representacdo. Como consequéncia, DTNSs até recebem
pouco financiamento e atencdo internacional. Essas doencas geralmente causam mais
incapacidade do que a morte. As suas caracteristicas clinicas geralmente levam a
estigmatizacdo e isolamento social, o que pode aumentar ainda mais sua negligéncia
(GUTIERREZ-REBOLLEDO; DRIER-JONAS; JIMENEZ-ARELLANES, 2017;
INSTITUTE OF MEDICINE (US) FORUM ON MICROBIAL THREATS, 2011; PAHO,
2017; WHO, 2017a).

Atualmente, estima-se que existem 12 milhGes de pessoas infectadas (todas as
formas), 350 milhGes de pessoas estdo em risco, 20.000 a 30.000 6bitos ocorrem anualmente
e é prevista uma incidéncia anual de 700.000 a 1 milhdo de novos casos. Em 2014, mais de
90% dos novos casos notificados & OMS ocorreram em seis paises: Brasil, Etiopia, india,
Somalia, Suddo do Sul e Suddo (GUTIERREZ-REBOLLEDO; DRIER-JONAS; JIMENEZ-
ARELLANES, 2017; WHO, 2017hb, 2017c).

A forma mais comum de Leishmaniose é a cutdnea, estima-se que cerca de 0,6 a 1
milh&o de novos casos ocorram anualmente, cerca de 95% dos casos ocorre nas Américas,
na bacia do Mediterraneo (sul da Europa, norte da Africa e zona mais ocidental da Asia),
Oriente Médio e Asia Central. Seis paises concentram mais de dois tercos da incidéncia
anual: Afeganistdo, Argélia, Brasil, Colémbia, Ird (Republica Islamica do) e Republica
Arabe da Siria (WHO, 2017a).

N&o menos importantes, as formas visceral e mucocutanea também apresentam
consideraveis numeros de casos no Brasil, onde mais de 90% dos casos de leishmaniose
visceral se concentram em sete paises: Brasil, Etiopia, india, Quénia, Somalia, Sud&o do Sul
e Sudao, bem como mais de 90% de leishmaniose mucocutanea ocorrem na Bolivia, Brasil,
Etiopia e Peru (WHO, 2017a).

2.1.4.2 Epidemiologia Nacional

No Brasil, a Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) apresenta ampla
distribuicdo com registro de casos em todas as suas regides. Atualmente, a regido Norte foi
guem registrou 0 maior numero de casos de LTA (8.939), seqguida do Nordeste (5.152),
Centro-Oeste (2.937), Sudeste (1.762) e Sul (493) (BRASIL, 2013; GOVERNO DO
BRASIL, 2017).
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O aumento no namero de casos de LTA foi verificado a partir da década de 80 (3.000
casos) e em 1995 o Brasil registrou 0 maior nimero de casos (35.748), um aumento de
aproximadamente onze vezes em 15 anos. Nao destoante do cenario atual, em 2004 os
maiores coeficientes de deteccdo da LTA estavam distribuidos em trés regides: Norte (Para,
Tocantins, Roraima, Acre, Amazonas); Nordeste (Maranhao); e Centro-Oeste (Mato Grosso)
(BRASIL, 2013; GOVERNO DO BRASIL, 2017).

De maneira favoravel, em dez anos o niimero de casos de LTA no Brasil reduziu
27%, passando de 26.685 casos em 2005 para 19.395 casos em 2015 (GOVERNO DO
BRASIL, 2017).

2.2 TRATAMENTOS DA LEISHMANIOSE CUTANEA LOCALIZADA
2.2.1 Tratamentos convencionais

As diversas sindromes clinicas (cutanea, visceral, mucosa), causadas pelos parasitos
de Leishmania, sdo determinadas pelo equilibrio do sincrono: fatores parasitarios (tropismo,
viruléncia, resisténcia, espécies) acrescido da resposta imune do hospedeiro (ex. as respostas
Th2 estdo associadas a persisténcia do parasito nas lesdes (COPELAND; ARONSON, 2015;
KUMAR et al., 2017).

Assim sendo, a prioridade geral do tratamento varia de acordo com a sindrome
desenvolvida, se Leishmaniose Visceral — o tratamento é dado para salvar vidas — se
Leishmaniose Cutanea - para prevenir morbidades, como a desfiguracdo, a recaida e, em
algumas espécies, a infeccdo metastatica (COPELAND; ARONSON, 2015).

Atualmente, ndo existe um Unico tratamento efetivo para todas as espécies e
sindromes causadas pelos parasitos de Leishmania. Contudo, existem varias terapias para as
diversas formas de leishmaniose, as preferéncias para o tratamento de primeira ou segunda
linha variam de acordo com o tipo de doenca, a espécie envolvida e a pratica de tratamento
em cada regido (COPELAND; ARONSON, 2015; MCGWIRE; SATOSKAR, 2014).

Antimoniais pentavalentes (stibogluconato de sodio - Pentostan® e antimoniato de
meglumina — Glucantime®) sdo as principais drogas empregadas contra a leishmaniose
desde a década de 1920. Este uso prolongado é explicado pelo fato destas drogas
apresentarem eficacia para a maioria das formas clinicas, em termos de resultados clinicos e
microbiologicos satisfatorios (PONTE-SUCRE et al., 2017; TORRES-GUERRERO et al.,
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2017). Entretanto, o surgimento de espécies resistentes vem diminuindo sua eficicia e
limitando a sua aplicacdo (CROFT; SUNDAR; FAIRLAMB, 2006). No subcontinente
Indiano seu uso foi amplamente substituido, onde a resisténcia tornou-se generalizada
(PONTE-SUCRE et al., 2017). No Brasil, a droga de primeira escolha para a LTA é o
antimoniato de meglumina (forma comercializada no Brasil) ao longo de 20 dias para a
forma cutanea (BRASIL, 2013).

Além do problema de resisténcia, os antimoniais apresentam uma estreita janela
terapéutica e efeitos colaterais sdo comuns no uso da terapia sistémica (IV ou IM), tais quais
cardiotoxicidade, elevacdo de enzimas hepéaticas e pancredaticas, pancitopenia e
anormalidades eletroliticas (MCGWIRE; SATOSKAR, 2014). Outros farmacos séo
empregados como segunda linha de tratamento da LCL, os principais disponiveis séo
Anfotericina B, Paromomicina, Pentamidina, Miltefosina e Amfotericina B lipossomal, que
no Brasil estd registrada na ANVISA para uso no tratamento da LV, entretanto em
determinadas situagdes de LTA seu uso off label é permitido mediante justificativa médica
(BRASIL, 2013; SBMT, 2014).

No entanto, assim como 0s antimoniais, 0s medicamentos de segunda linha
apresentam limitacGes relativas a toxicidade, via de administracéo e custo. Estas limitagdes,
seus respectivos mecanismos de acdo e vias de administracdo estdo listados na Tabela 3
(MCGWIRE; SATOSKAR, 2014; PETERSEN et al., 2012; SOARES-BEZERRA; LEON;
GENESTRA, 2004).
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Tabela 3. Medicamentos empregados no tratamento da leishmaniose cutanea, mecanismos de a¢do, via de
administracdo e suas limitacoes.

Medicamentos

Mecanismo de acdo Via de

administracéo

LimitacOes

Paromomicina

Pentamidina

Miltefosina

Anfotericina B

lipossomal

Antibiético Tépica
aminoglicosideo — induz

leitura equivocada do

MRNA interferindo no

complexo de formacéo

peptideos.

Diamidina aromatica — Intravenosa
inibe enzimas importantes

para o parasito (ex.

ornitina descarboxilase) e

se ligam ao DNA.

Alquilfosfocolina — seu Oral
mecanismo de agéo contra

Leishmania ainda é

controverso, mas é

possivel que induza a

apoptose, altere vias de

sinalizacéo e iniba

enzimas.

Antibiético poliénico Intravenosa
encapsulado em

lipossomas - sua ligacdo

ao ergosterol, leva a

alteracdo de

permeabilidade da

membrana e do equilibrio

osmotico do parasito.

Ototoxicidade,
instabilidade vestibular e

nefrotoxicidade.

Anormalidades nas
enzimas hepaticas e em
hemograma,
nefrotoxidade,
cardiotoxidade e possivel
desenvolvimento de

diabetes.

Afeta o trato
grastointestinal, eleva os
niveis de transaminases,
uremia e creatinemia,
causa teratogenia e casos
de resisténcia j& sdo
relatados pelo seu uso em

longo prazo.

Formulacdo mais
dispendiosa, o que limita

seu uso generalizado.

Os problemas combinados de administracdo parenteral (maioria das opgoes),

toxidade e selecdo de parasitos resistentes dificultam o sucesso da terapia na leishmaniose

cutanea. Mesmo as terapias combinadas (ex. Antimonial e Paromomicina) ndo sao imunes a
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selecdo de resisténcia, o que coloca desafios potenciais para a proxima geracao de terapias
combinadas (MCGWIRE; SATOSKAR, 2014; PONTE-SUCRE et al., 2017).

A maioria dos relatorios publicados de morte em pacientes com CL estdo
relacionados a terapia sistémica, desta forma a Organizacdo Mundial de Saude (OMS)
recomenda tratamento simples de feridas ou terapia local como tratamento de primeira linha,
seguido ou substituido por terapia sistémica se a terapia local falhar ou ndo puder ser
realizada (MORIZOT et al., 2013).

2.2.2 Formulagdes Tdpicas no tratamento da Leishmaniose cutanea localizada

A terapia topica para LCL foi recomendada devido ao seu potencial, baixo custo e
facilidade de administracdo. Além disso, uma possivel combinacdo de tratamento sistémico
com uma aplicacdo topica leva a reducdo da dose e tempo do tratamento sistémico
(TRINCONI et al., 2017).

O cuidado com as lesdes na leishmaniose cutanea inclui desbridamento, controle de
infeccdo e hidratacdo, exemplos ja utilizados na pratica clinica sdo: crioterapia, terapia de
calor, paromomicina tdpica e estibogluconato intra-lesional (Sb**-il) (COPELAND;
ARONSON, 2015; MCGWIRE; SATOSKAR, 2014). Contudo, a aplicagdo de um
tratamento Unico local é logisticamente dependente de alguns fatores como: espécie
infectante, topografia da lesdo, e sua gravidade (relativo a uma possivel desfiguracdo do
local) (MORIZOT et al., 2013).

Estudo conduzido no Centro de Referéncia de Leishmaniose Francés demonstrou
sucesso ao selecionar o tipo de terapia (cuidado simples da ferida, terapia local ou sistémica),
para 109 pacientes diagnosticados com leishmaniose cutanea, com base no tamanho da lesdo
cutanea (<4 cm ou >4 cm). Destes, dentro de um periodo de 42 a 60 dias, obtiveram
resultados positivos, onde: 92% (cuidados simples), 79% (crioterapia + Sh*-il) e 60%
(terapia sisttmica) (MORIZOT et al., 2013).

Entretanto, a atividade de formulages topicas contendo paromomicina, por exemplo,
mostra-se eficaz em alguns estudos e ndo em outros. Geralmente, a atividade destas
formulacdes na pele intacta e contendo apenas paromomicina é baixa e promove cicatriza¢do
incompleta (EL-ON etal., 1984; GROGL etal., 1999; NEAL et al., 1995). Em contrapartida,
quando a camada coOrnea da pele € removida, observa-se que a permeacdo cuténea de

paromomicina é cerca de vinte vezes maior (GONCALVES et al., 2005). Estes achados sdo
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associados ao tamanho molecular relativamente grande do fArmaco e sua hidrofilicidade, que
conduzem a baixa penetracdo cutanea da droga (GONCALVES et al., 2005; KALANTARI
etal., 2014).

Ademais, 0 mesmo ocorre com anfotericina B, que é uma droga altamente ativa e
lipofilica, porém ineficaz quando aplicada topicamente por também apresentar alto peso
molecular (SANTOS et al., 2012). Estudos de Perez et al. (2016) demonstraram que a
acumulacdo total de Anfotericina B (AmB) na pele (estrato cdrneo e epiderme viavel) foi 40
vezes maior quando aplicada em lipossomas ultradeformaveis contendo AmB, do que outras

formulacdes de AmB lipossomal.

2.3 NANOTECNOLOGIA E SISTEMAS DE LIBERACAO CONTROLADA

A nanotecnologia é a uma tecnologia emergente, mas que vem mostrando
rapido desenvolvimento. Os nanocarreadores sd0 uma crescente opg¢do para a entrega de
medicamentos devido as suas vantagens em relacdo as formulagdes convencionais (GUPTA
et al., 2013). Estes sistemas de particulas coloidais apresentam tamanho variado que véo de
10 a 1000 nm e sdo constituidos por diferentes materiais biodegradaveis, tais como
polimeros naturais ou sintéticos, lipideos ou metais. Para aplicacGes terapéuticas, as drogas
podem ser integradas na matriz da particula ou ligadas a sua superficie (GUPTA et al., 2013;
SURI; FENNIRI; SINGH, 2007).

Dentre as principais vantagens dos sistemas particulados estdo: liberacéo
controlada do farmaco, protecdo de grupos labeis contra degradacéo, e do préprio farmaco
contra degradacéo nos fluidos bioldgicos, diminuicdo da toxidade e aumento da adesividade
da droga a pele (GUPTA et al., 2013). Além disso, nanocarreadores sao capazes de controlar
o0 destino de uma droga no ambiente bioldgico, por isso nanoparticulas podem ser usadas na
entrega direcionada de farmacos, tanto numa aplicacdo local, quanto sistemicamente,
direcionando farmacos para um sitio especifico, de forma a melhorar sua biodisponibilidade
(SURI; FENNIRI; SINGH, 2007).

Um dos principais desafios na utilizacdo de farmacos na leishmaniose é a
dificuldade de permitir a sua permeacdo dentro dos macréfagos, pois as membranas devem
ser percorridas pelo agente terapéutico até atingir o fagolisossoma, onde os parasitos de
Leishmania estdo hospedados (BRUNI et al., 2017). De certo, esta dificuldade pode ser

superada ao utilizar nanocarreadores para veicular tais farmacos, pois devido ao seu reduzido
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tamanho, sdo absorvidos por células de forma mais eficiente do que macromoléculas,
podendo entéo ser utilizados como sistemas efetivos de transporte e entrega, com a finalidade
de levar altas concentracdes de farmaco para o interior das células infectadas (BRUNI et al.,
2017; SURI; FENNIRI; SINGH, 2007).

Sobretudo, os medicamentos atuais ndo apresentam especificidade pelos
macrofagos infectados, por isso seu acimulo em tecidos saudaveis acarreta em efeitos
colaterais e toxidade. Portanto, outra possibilidade ¢ uma abordagem direcionada que
implique a modificacdo da superficie de nanocarreadores aumentando a sua seletividade por
macrofagos infectados (JAIN; JAIN, 2013). Desta forma, considerando o pequeno numero
de medicamentos inovadores antileishmania, em paralelo com a busca por drogas mais
eficientes e menos toxicas, a combinacdo de drogas antileishmania tradicionais com

nanocarreadores é uma abordagem promissora (BRUNI et al., 2017).

2.3.1 Nanotecnologia e tratamento tdpico da leishmaniose cutanea

Os tratamentos atuais para a leishmaniose apresentam uma série de
limitacGes, como toxidade, alto custo, administracdo parenteral, hospitalizacdo do paciente
e desenvolvimento de resisténcia (AKBARI; ORYAN; HATAM, 2017). Assim sendo, 0
desenvolvimento da nanotecnologia, nos ultimos anos, fornece novas abordagens no
tratamento da leishmaniose, uma delas, e ja disponivel no mercado, é o emprego de
nanocarreadores para os medicamentos convencionais (DE CARVALHO et al., 2013). Por
exemplo, o emprego de lipossomas, para veicular a anfotericina B lipossomal
(AmBisome®), reduziu os seus problemas relacionados a toxidade e biodisponibilidade
(AKBARI; ORYAN; HATAM, 2017).

Apesar da vantagem previamente citada, a anfotericina B lipossomal ainda
apresenta como via de administracdo a parenteral, que gera custos de hospitalizacdo e
desconforto aos pacientes. A fim de evitar tais inconvenientes, as vias de administragdo oral
e tdpica s@o grandes aliadas ao conforto do paciente. Todavia, € relatado por Bruni et al.
(2017) que apesar de atraente, o tratamento da leishmaniose com formulagGes orais pode
conduzir ao uso indevido pelos pacientes, devido a falta de supervisao. Por consequéncia,

aumentando o risco de resisténcia e propagacéo destes parasitos resistentes.

Além disso, tratamentos sistémicos vém com potenciais efeitos colaterais e

adversos. Portanto, a aplicacéo tdpica & o modo preferido devido & maior adeséo e satisfagdo
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do paciente em patologias que envolvam a pele (GUPTA et al., 2013). Apesar da abordagem
topica para o tratamento da leishmaniose cutanea localizada ser atrativa, uma das maiores
dificuldades é que os amastigotas de Leishmania se encontram no fagolisossoma do
macrofago infectado, que se encontra localizado profundamente na camada dérmica, fatores
estes que dificultam a penetracédo e a concentracao terapéutica local das drogas (FERREIRA
et al., 2004; JAAFARI et al., 2009; KALANTARI et al., 2014). lgualmente, a pele forma
uma barreira para o ambiente externo e é impermeavel as drogas devido a coesédo das células
epidérmicas (GLASGOW et al., 1979; GUPTA et al., 2013; MINAMI; MASUDA, 1968).

Logo, a nanotecnologia veio como um grande ganho para formulagdes topicas, pois
nanocarreadores sao capazes de: i)modificar a permeacdo do farmaco através da pele; ii)
aumentar o periodo de permanéncia do farmaco na pele; iii) proporcionar entrega
direcionada; iv) proteger o farmaco contra instabilidade quimica ou fisica e v) liberar o
farmaco de forma controlada (DU PLESSIS; WEINER; MULLER, 1994; FERREIRA et al.,
2004; GUPTA et al., 2013; HONZAK; SENTJURC; SWARTZ, 2000).

Ademais, o ganho ofertado pelos sistemas nanoparticulados estdo relacionados as
suas caracteristicas, dentre eles o tipo de material empregado para a sua producéo e o
tamanho das particulas obtidas. No caso de formulagdes topicas, nanocarreadores lipidicos
sdo vantajosos devido a sua semelhanga com a membrana natural das células (JAAFARI et
al., 2009). Da mesma forma que, particulas de menor tamanho sdo mais vantajosas, tendo
em vista que os foliculos pilosos e as glandulas sebaceas também possam desempenhar um
papel no transporte através da pele (HONZAK; SENTJURC; SWARTZ, 2000).

Para avaliar o sucesso de uma terapia empregada no tratamento da leishmaniose
cutanea sdo empregados parametros que avaliam desde a lesdo local (diametro e carga
parasitaria) até possiveis envolvimentos sistémicos (carga parasitaria no baco, figado e
linfonodos) (LAGE et al., 2016). Com base nestes parametros, pesquisadores
demonstraram que uma formulacgdo topica lipossomal, contendo paromomicina encapsulada,
mostrou efeito sobre o curso geral da infeccdo (diminuicdo de parasitos nos bacgos de
camundongos tratados, quando comparados ao controle), este achado foi associado a
possibilidade que nanocarreadores tém de atuarem como um veiculo transdérmico, levando
a paromomicina desde a superficie do estrato corneo até alcancar a corrente sanguinea na
derme (JAAFARI et al., 2009; KALANTARI et al., 2014).



38

As nanoparticulas lipidicas soélidas (NLS) sdo transportadores coloidais,
submicrométricos, que sdo compostos de lipideos fisioldgicos, dispersos em &gua ou em
solucdo aquosa de surfactante. Estes transportadores surgem como uma nova geragdo de
emulsdes lipidicas de tamanho submicrométrico, onde o lipideo liquido foi substituido por
um lipideo solido (MUKHERJEE; RAY; THAKUR, 2009). As NLS foram desenvolvidas
no inicio dos anos 90 como um sistema carreador alternativo as emulsées, lipossomas e
nanoparticulas poliméricas, pois relnem em sua estrutura as principais vantagens
encontradas nesses sistemas (MULLER; MADER; GOHLA, 2000; SCHAFERKORTING;
MEHNERT; KORTING, 2007).

Similar as nanoparticulas poliméricas, a matriz sélida das nanoparticulas lipidicas
solidas protege os farmacos encapsulados contra degradacdo quimica, além de modular sua
velocidade de liberacdo. E, da mesma forma que as emulsdes e lipossomas, as NLS séo
compostas por substancias fisiologicamente bem toleradas que ja possuem aprovacdo para
aplicacdo farmacoldgica em seres humanos (MULLER; MADER; GOHLA, 2000;
SCHAFERKORTING; MEHNERT; KORTING, 2007). Além disso, SLN oferecem
propriedades Unicas, como grande area de superficie, alta carga de drogas e seu tamanho
pequeno faz com que apresentem potencial para aumentar a penetracdo cutanea de farmacos,
devido as propriedades de adesividade e oclusdo de particulas pequenas (MULLER;
MADER; GOHLA, 2000).

2.4 COMBINACOES DE DROGAS NO TRATAMENTO DA LEISHMANIOSE
CUTANEA

As dificuldades no tratamento das varias formas clinicas de leishmaniose e a
propagacao da resisténcia as drogas levaram a tendéncia atual de utilizar a terapia combinada
de farmacos, assim como ocorreu em outras doencas infecciosas (TRINCONI et al., 2014).
Na leishmaniose, diversas combinacfes foram testadas e se mostram vantajosas
principalmente quando estes farmacos pertencem a diferentes classes quimicas. Por
exemplo, um esquema terapéutico mais curto combinando estibogluconato de sédio (SSG)
e paromomicina foi testado na Africa e mostrou ser tdo eficaz como um esquema mais longo
de SSG sozinho (MUSA et al., 2012). Outrossim, uma combinacdo multidroga pode néo
conduzir melhora na eficacia, mas traz outras vantagens como efeitos adversos menos

frequentes e menor gravidade da patologia (SUNDAR et al., 2011).
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Outro estudo envolvendo 32 pacientes com leishmaniose cutanea recorrente,
realizado no Ird, utilizou de terapia combinada (alopurinol e antimoniato de meglumina) e
obteve uma taxa de cura de 87,5% (28 dos 32 pacientes). Além de altamente eficaz, a
combinacdo foi bem tolerada pelos pacientes e efeitos clinicos adversos ndo foram
observados (ESFANDIARPOUR; DABIRI, 2007). Desta forma, a combinacao de farmacos
se faz essencial no tratamento antimicrobiano e conduz a diversas vantagens para 0 sucesso
da terapia, pois: aumenta a atividade através do uso de compostos com atividade sinérgica
ou aditiva, pois aumenta o espectro de atividade; reduz as doses necessarias, de forma que
reduz as chances de efeitos colaterais toxicos e os custos da hospitalizacdo (CROFT,;
SUNDAR; FAIRLAMB, 2006; DE MENEZES et al., 2015).

No entanto, a combinacdo de drogas na leishmaniose, apesar de vantajosa, pois 0s
farmacos apresentam diferentes mecanismos de acéo, ou seja, apresentam diferentes alvos
nos parasitos, a preocupag¢do com o surgimento de resisténcia ja se faz presente (TRINCONI
et al., 2014). Um estudo realizado em 2012, utilizando um processo de adaptacéo gradual in
vitro, mostrou que mesmo em um conjunto de terapias combinadas (anfotericina B /
miltefosina, anfotericina B / paromomicina, anfotericina B / antimonial trivalente (Sb''"),
miltefosina/ paromomicina e Sh"' / paromomicina) houve o surgimento de cepas
(L.donovani) resistentes (um e quatro meses apds a remocdo da pressdo dos medicamento)
(GARCIA-HERNANDEZ et al., 2012).

Portanto, a busca de novas drogas alternativas Uteis para tratar a leishmaniose ainda
é necessaria (TRINCONI et al., 2014), principalmente quando estas substancias podem ser
utilizadas sem induzir resisténcia em microrganismos, como exemplo aquelas que induzem
a sintese de espécies reativas de oxigénio (interagem com varias estruturas celulares, por
maultiplos mecanismos) (BAPTISTA; WAINWRIGHT, 2011). Exemplo de combinacao
nesta linha é observado em estudos empregando paromomicina e cloreto de metilbenzeténio
(substancia com atividade antimicrobiana e antiprotozoario) (GONCALVES et al., 2005;
KRAUSE; KROEGER, 1994; SANTOS et al., 2008). Entretanto, cloreto de metilbenzeténio
é toxico e irritante provocando sensagdes ardentes que restringem seu uso em muitos casos,
além disso é conhecido por causar de inicio aumento da lesdo (GONCALVES et al., 2005;
SOTO et al., 1998).
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2.4.1 Clorito de Sodio (NaClO,)

Lesdes cutaneas estdo sempre em risco de infeccdo microbiana, especialmente em
casos crénicos, a exemplo da leishmaniose cutanea localizada. Dessa maneira, a cronicidade
da ulcera associada a outros fatores como a constante exposicdo no ambiente hospitalar, a
falta de higiene no local da lesdo, a proximidade ao solo, em lesdes localizadas nos membros
inferiores (mais afetados), facilitam a colonizagéo polimicrobiana (SALGADO et al., 2016).
Um estudo realizado no México documentou infeccBes secundarias em lesdes de LCL,
dentre os micro-organismos encontrados estavam Staphylococcus aureus, Streptococcus
pyogenes, Pseudomonas aeruginosa, Morganella morganii e Enterococcus durans (ISAAC-
MARQUEZ; LEZAMA-DAVILA, 2003). A incidéncia de infeccdo secundaria em lesdes de
LCL varia de 23,6 - 81% (ANTONIO et al., 2017).

O grande problema da ocorréncia de infeccdo secundéria nas lesdes de LCL é que
além de demandarem o uso de antibidticos, este problema retarda o tempo de cicatrizagdo
da ferida, os quais associados conduzem a um tratamento ainda mais dispendioso (ISAAC-
MARQUEZ; LEZAMA-DAVILA, 2003; SALGADO et al., 2016). Ademais, estudos
mostram que pacientes com LCL, ao apresentarem infeccdo bacteriana secundaria,
apresentaram taxas de cura mais baixas para o tratamento sisttmico com antimoniais
pentavalentes, em comparacdo a pacientes que ndo apresentaram contaminacdo (ISAAC-
MARQUEZ; LEZAMA-DAVILA, 2003; SADEGHIAN et al., 2011).

De fato, a rapida cicatrizacdo da Ulcera na leishmaniose cutanea localizada €
altamente desejavel (STAHL et al., 2014). Para isto, uma boa alternativa seria a associa¢do
de um tratamento sistémico com um tratamento local. A proposito, as terapias topicas devem
ser conduzidas ndo apenas para eliminar o parasito, mas também para promover o cuidado e
a reepitelizacdo da ferida, sem formacao de cicatrizes, bem como prevenir a super-infeccéo
das lesbes por outros microrganismos (bactérias, fungos — infeccBes secundarias)
(HONZAK; SENTJURC; SWARTZ, 2000).

Diante destes problemas envolvidos no curso do tratamento das feridas de
leishmaniose cuténea, uma terapia local que auxilie na répida cicatrizacdo, de forma geral,
se faz necessaria. Desta forma, preparacdes farmacéuticas a base de clorito de sodio
(NaClO) representam uma estratégia promissora, considerando os efeitos antimicrobianos
deste composto bem como sua capacidade de promover regeneracdo tecidual e cicatrizagdo
de feridas (JEBRAN et al., 2014).
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Ensaios in vivo mostram que as reagdes de clorito com analogos da proteina heme
bacteriana podem produzir hipoclorito, que por sua vez pode reagir com peréxido de
hidrogénio (H202) para formar oxigénio singleto (*Oz), ou que podem dismutar a Cl ~e 02
(STAHL et al., 2014). Espécies reativas de oxigénio (ERO) estdo envolvidas na patologia e
fisiologia da cicatrizacdo de feridas (STAHL et al., 2014), onde nas concentra¢Oes acima de
10 * M séo citotoxicas. Contudo, EROs nas concentragBes abaixo de 10 ® promovem
proliferacdo celular e reparo de tecidos (MIGDAL; SERRES, 2011).

Em 2014, um ensaio controlado randomizado mostrou que o grupo tratado com um
creme, composto por um medicamento a base de clorito de sodio (DAC-N055), apresentou
um tempo de fechamento da ferida significantemente mais curto do que o grupo que recebeu
stibogluconato de sédio (SSG) intradérmico (STAHL et al., 2014). Acrescenta-se também,
que pacientes acometidos com leishmaniose lupoide cutanea (rara, desfigurante e resistente)
tratados com DAC-NO055 foram completamente curados e sem a formagéo de cicatrizes
desfigurantes (STAHL; SAKHAYEEE, 2011).



42

3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar o potencial da associacdo entre Anfotericina B e Clorito de sddio (Anf-
B/NaClO2) como base para um novo tratamento da LTA a partir de nanoformulagdes de uso

topico contendo esses agentes.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar a atividade da Anf-B e do NaClO. sobre formas promastigotas axénicas de L.

braziliensis para determinacdo do ICso destes compostos;

- Avaliar o efeito da combinacéo Anf-B/NaClO: sobre formas promastigotas axénicas de L.

braziliensis pelo método de proporcées fixas modificado;

- Avaliar o efeito da Anf-B e do NaClO, sobre a viabilidade celular de macréfagos
peritoneais de camundongos BALB/c e linhagem celular de queratindcitos humanos

(HaCaT) para a determinacdo da CCso dos compostos;

- Determinar o indice de seletividade da Anf-B e do NaClO2 em promastigotas;

- Avaliar os efeitos da combinag&o destes agentes sobre formas amastigotas de L. braziliensis
em macréfagos peritoneais;

- Desenvolver formulacdes topicas contendo NaClO; e Anf-B, esta veiculada em
nanoparticulas lipidicas solidas;

- Avaliar o perfil de liberagdo da Anf-B a partir das formulagdes desenvolvidas.



43

4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL E REAGENTES

Meio de cultivo Schneider (LGC Biotecnologia), soro fetal bovino inativo (Cultilab),
anfotericina B-Fungizone® (ThermoFischer), anfotericina B insumo (Valdequimica),
Alamar Blue® (Invitrogen), DMSO (Serva); penicilina-estreptomicina, meio de cultivo
DMEM, Tripsina — EDTA foram adquiridos da GIBCO (Carlsbad, EUA); tioglicolato,
clorito de sodio e galato de propila foram fornecidos pela Sigma-Aldrich (Sdo Paulo, BR).

Agua purificada (Milli-Q) foi utilizada nos ensaios.

4.2 PARASITOS E MANUTENCAO DAS CULTURAS

As  formas  promastigotas  de Leishmania  Viannia  braziliensis
(MHOM/BR/01/BA788) utilizadas neste trabalho foram cultivadas, in vitro, em frasco de
cultivo celular de 25 cm? (Corning Inc.), contendo meio liquido Schneider completo
[suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e 1% de antibiotico, penicilina (10.000
U/mL) e estreptomicina (10.000 ug/mL)]. As células foram incubadas a 26°C e repicadas
semanalmente para manutencéo da viabilidade celular. Para utiliza¢6es futuras, células ainda
em fase logaritmica (log) de crescimento forma criopreservadas. Para isso, quantidade
suficiente da cultura in vitro foi centrifugada em salina, de forma a obter
10’promastigotas/mL em solucdo de SFB contendo 10% de DMSO — agente crioprotetor, 0
volume de 1 mL da solugdo contendo os parasitos foi distribuido em criotubos. O material
foi acondicionado em container contendo alcool isopropilico (Mr. Frosty Nalgene®)

armazenado em freezer a — 80°C.

4.3 DETERMINACAO DO ICso DO CLORITO DE SODIO (NaClO;) E DO
FUNGIZONE® (ANF-B) SOBRE A VIABILIDADE DAS FORMAS PROMASTIGOTAS
DE LEISHMANIA (V.) BRAZILIENSIS

Promastigotas em fase logaritmica de crescimento (4x10° parasitos/poco), semeadas
em microplacas de cultura celular de 96 pogos, em meio Schneider completo, foram tratadas
com diferentes concentragdes da solucdo aquosa de NaClO2 (1.000uM a 0,49uM) e Anf-B
(10uM a 0,005uM), a partir de diluicdo seriada, razdo 2. As placas foram incubadas por 72
h a 26°C e ap0s tratamento, o efeito destas drogas sobre o crescimento dos parasitos foi

avaliado por solugéo de resazurina (Alamar Blue®), que foi adicionado aos poc¢os na relagéo
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de 10% v/v (volume final 200 pL) para quantificar a viabilidade celular (mitocondrias de
celulas viaveis reduzem a resazurina - azul a resorufina - rosa), que foi mensurada por
fluorimetria (SpectraMax® 190, Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA). As placas foram
incubadas durante 4h a 26°C. Em seguida, a intensidade de fluorescéncia foi determinada
utilizando os seguintes comprimentos de ondas: 570 e 600nm. A intensidade de
fluorescéncia foi utilizada para o calculo da viabilidade celular. Foram realizados trés
experimentos independentes, com as amostras testadas em triplicata. A concentracédo
inibitoria (Clso) foi aquela que gerou reducdo de 50% no valor da intensidade de
fluorescéncia em relagdo ao controle (parasitos ndo tratados, considerando 100% de
viabilidade), calculada por analise de regressdo nao-linear no GraphPad Prism 5.0.

4.4 DETERMINACAO DO INDICE DE COMBINACAO ENTRE ANF-B/ NaClO;
SOBRE PROMASTIGOTAS DE LEISHMANIA (V.) BRAZILIENSIS

Os experimentos para avaliar o tipo de interacdo entre NaClO; e anfotericina B in
vitro (promastigotas de Leishmania braziliensis em fase log de crescimento), foram
realizados com base em uma adaptacdo do método do isobolograma de proporc¢des fixas
modificado (FIVELMAN; ADAGU; WARHURST, 2004). Os valores de ICso obtidos nos
experimentos com cada farmaco, isoladamente, foram utilizados para determinar as
concentragOes iniciais de NaClOz e anfotericina B a serem usadas nos experimentos de
combinagdo. A andlise dos efeitos combinados foi realizada determinando o indice de
combinacdo (IC), usado como ponto de corte (cutoff) para determinar possiveis efeitos de
sinergismo, aditivo ou antagonismo utilizando o método de Chou-Talalay (CHOU;
TALALAY, 1984). As concentracdes iniciais de clorito de sodio e anfotericina B, definidas
a partir do I1Csg, foram usadas para o preparo de solugdes contendo ambos os farmacos,
sempre em proporgdes fixas, numa razéo de 5:1, 1:1 e 1:5 (tabela 4).

Os resultados foram analisados utilizando o método de FICs. Este método considera
a IC-50 de cada farmaco isoladamente e sua propor¢do na combinagdo. A classificacdo da
natureza da interacédo foi feita através do somatério das FICs; se <0,5 indicou sinergismo;

>4, antagonismo, se entre 0,5 e 4, efeito aditivo.
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Tabela 4. Proporcdes de clorito de sodio e anfotericina B utilizadas no experimento de combinacéo in vitro —
Método de proporcdes fixas adaptado.

Mistura 1 Mistura 2 Mistura 3
(5A:1B) (1A:1B) (1A:5B)
50 uM A+ 10uM A+ 2 uM A+
10uM B 10uM B 10uM B
25 uM A+ 5uM A+ 1uM A+
5uM B 5uM B 5uM B
12,5 uM A+ 2,5 uM A+ 0,5 uM A+
2,5uM B 2,5uM B 2,5uM B
6,25 UM A+ 1,25 uM A+ 0,25 uM A+
1,25 uM B 1,25 uM B 1,25 uM B
3,12 uM A+ 0,62 uM A+ 0,12 uM A+
0,62 uM B 0,62 uM B 0,62 uM B
1,56 uM A+ 0,31 uM A+ 0,062 uM A+
0,31 uM B 0,31uM B 0,31uM B
0,78 uM A+ 0,16 uM A+ 0,031 uM A+
0,16 uM B 0,16 uM B 0,16 uM B
0,39 UM A+ 0,08 uM A+ 0,015 uM A+
0,08 uM B 0,08 uM B 0,08 uM B

Para a uilizagdo do modelo de proporgdes fixas foram realizados 8 pontos de diluigdes, em séries de 1:2. A:
Clorito de sddio; B: Anfotericina B.
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4.5 AVALIA(;AO DA CITOCOMPATIBILIDADE DO NaClO; E DA ANF-B
SOBRE MACROFAGOS PERITONEIAS MURINOS E CALCULO DO INDICE DE
SELETIVIDADE (IS)

Os macrofagos foram obtidos por injecdo intraperitoneal de 1 mL de tioglicolato 3%
em camundongos BALB/c. Apds 96 h, os camundongos foram eutanasiados e a cavidade
peritoneal lavada com 10 mL de meio DMEM gelado (ZHANG; GONCALVES; MOSSER,
2008). O lavado peritoneal foi centrifugado (1200 rpm, 10 minutos, 4°C), o sobrenadante
descartado e o pellet ressuspendido em meio DMEM completo [suplementado com 10% de
soro fetal bovino (SFB) e 1% de antibiotico, penicilina (10.000 U/mL) - estreptomicina
(10.000 pg/mL)]. As células foram quantificadas em cdmara de Neubauer com o auxilio do
corante azul de tripan. Apds ajuste de concentragdo para 5x10* macréfagos/poco, as células
foram incubadas em placa de 96 pogos a 37°C em estufa com atmosfera de 5% de CO> por
24 h, para aderéncia dos macréfagos aos pocos. Em seguida, os pogos foram lavados com
salina estéril, para remover células ndo aderidas. Apos lavagem dos pocos, 0os macrofagos
aderidos a placa foram incubados na presenca da solucdo de clorito de sédio, em
concentracdes correspondentes a 5.000 uM até 2,44 uM, razdo 2, diluidas em um volume
final de 200 uL de meio DMEM completo. As concentracdes de Anf-B foram de 50 uM a
0,024 uM, nas mesmas condi¢des do NaClO,. Os macrdfagos permaneceram expostos as
drogas durante 72 h (37°C, 5% de CO2). Apos esse periodo, 10% de Alamar Blue ® foram
adicionados aos pocos de volume final 200 uL e as placas foram reincubadas por 6 h (37°C,
5% de COz). Apos este periodo, a absorbancia do reagente foi medida nos comprimentos de
onda de 570 nm e 600 nm usando espectrofotdmetro. A concentracéo citotdxica (CCso) foi
aquela que gerou reducédo de 50% no valor da densidade 6tica nos ensaios de Alamar Blue®,
calculada por analise de regressdo. A citotoxicidade para macréfagos peritoneais e para

promastigotas foi comparada utilizando o indice de seletividade (1S).

4.6 AVALIAQAO DA CITOCOMPATIBILIDADE DO NaClO; E ANF-B SOBRE
QUERATINOCITOS HUMANOS (HaCaT)

Para investigar a citocompatibilidade das drogas em estudo sobre células da pele
humana, a linhagem utilizada foi HaCaT (queratindcitos imortalizados humanos), cultivados
em garrafas de 75 cm?, contendo meio DMEM completo e mantidos em estufa com
atmosfera de 5% de CO». A cada ensaio realizado, as garrafas utilizadas apresentavam
aderéncia de aproximadamente 90% e eram tripsinizadas com 5 mL de tipsina-EDTA
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(0,25%) por 5 minutos em estufa, em seguida 10 mL de DMEM era adicionado para
neutralizar a acdo da tripsina, essa suspensao de células foi levadas para centrifuga (1500
rpm/5min) e o pellet recuperado foi ressuspenso em 1000 puL. de DMEM. As células foram
quantificadas em cdmara de Neubauer com o auxilio do corante vital azul de tripan. Apés
ajuste de concentracio para 5x10* queratindcitos/poco, as células foram incubadas em placa
de 96 pocos a 37°C em estufa com atmosfera de 5% de CO> por 24 h, para aderéncia dos
queratindcitos aos pocos. Em seguida, os pocos foram lavados com salina estéril, para
remover células ndo aderidas. Apos lavagem dos pogos, 0s queratindcitos aderidos a placa
foram incubados na presenca da solugdo de clorito de sddio, em concentragcoes
correspondentes a 5.000 uM até 2,44 uM, razao 2, diluidas em um volume final de 200 uL
de meio DMEM completo. As concentracdes de Fungizone® foram de 50 uM a 0,024 uM,
nas mesmas condi¢cbes do NaClO2. Os queratindcitos permaneceram expostos as drogas
durante 72 h (37°C, 5% de CO2). Apos esse periodo, 10% de Alamar Blue ® foram
adicionados aos pocos de volume final 200 uL e as placas foram reincubadas por 4 h (37°C,
5% de CO2). Apos este periodo, a absorbancia do reagente foi medida nos comprimentos de
onda de 570 nm e 600 nm usando espectrofotdmetro. A concentracéo citotdxica (CCso) foi
aquela que gerou reducdo de 50% no valor da densidade ética nos ensaios de Alamar Blue®,

calculada por andlise de regressdo.

4.7 ANALISE DAS ALTERACOES MORFOLOGICAS E
ULTRAESTRUTURAIS INDUZIDAS PELO NaClO; EM PROMASTIGOTAS E
AMASTIGOTAS AXENICAS DE LEISHMANIA (V.) BRAZILIENSIS

As formas promastigotas de Leishmania (V.) braziliensis foram coletadas a partir de
uma cultura em fase logaritmica de crescimento, cultivadas e tratadas em placas de 6 pocos,
onde a concentragéo final de parasitos foi ajustada para 1,0 x 10° leishmanias/mL em 5 mL,
por poco. Para analise da acdo da droga sobre os parasitos, o tratamento com o clorito de
sodio foi feito na concentragdo de 14 uM, diluido em meio de cultura liquido Schneider
completo. Cada grupo (24, 48 e 72 h de tratamento) tinha quatro pogos, de forma que a
concentragéo final de promastigotas para cada grupo fosse de aproximadamente 2,0 x 107
(concentracdo que gera pellet visivel da forma promastigota). Como controle, foram
mantidas formas promastigotas néo tratados na mesma concentracdo e condig¢des de tempo
e temperatura (26°C). As formas amastigotas axénicas de Leishmania (V.) braziliensis foram

coletadas, a partir de uma cultura a aproximadamente 30 h de incubacéo, cultivadas e tratadas
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em placas de 6 pocos, onde a concentragdo final de parasitos foi ajustada para 2,0 x 10°
leishmanias/mL em 5 mL, por poco. Para analise da acdo da droga sobre os parasitos, o
tratamento com o NaClO; foi feito na concentra¢do de 14 uM, diluido em meio de cultura
liquido Schneider completo, pH 5,5. Cada grupo (controle e 24 h de tratamento) tinha quatro
pocos, de forma que a concentracdo final de amastigotas para cada grupo fosse de
aproximadamente 4,0 x 107 (concentragdo que gera pellet visivel da forma amastigota).
Como controle, foram mantidas formas amastigotas ndo tratadas na mesma concentracao e
condicdes de tempo e temperatura (37°C). As amostras foram coletadas para anélise, nos
tempos pre-determinados de tratamento, em tubos Falcon e foram centrifugadas a 3000
rpm/10 min/ 4°C (promastigotas) e a 2000 g/10 min/ 25°C (amastigotas axénicas), o pellet
foi ressuspenso em salina estéril (2x) e novamente centrifugado, nas mesmas condicdes e,
por fim, o pellet formado foi ressuspendo em 1500 pL de fixador Karnovisky.
Posteriormente as amostras foram processadas para microscopia eletrénica de varredura

(MEV) e microscopia eletronica de transmissédo (MET).

4.7.1 Analise por Microscopia Eletronica de Varredura

Para microscopia eletrénica de varredura, as formas promastigotas e amastigotas da
Leishmania (V.) braziliensis foram centrifugadas a 3000 rpm por 10 min a 4°C e 2000 g por
10 min a 25°C, respectivamente. O sobrenadante foi descartado, e em seguida o material foi
lavado por 2 vezes com PBS. Apds a retirada do sobrenadante, as células foram fixadas por
1 h, a temperatura ambiente, em solucdo de glutaraldeido a 2,5% e 2% de paraformaldeido
em tampdo cacodilato de sédio 0,1M, pH 7.4. Em seguida, as amostras foram centrifugadas
e lavadas com tampdo cacodilato de sodio 0,1 M, pH 7,4, por 3 vezes, em temperatura
ambiente. As amostras foram entdo adicionadas em laminulas de vidro (18 x 18 mm)
previamente recobertas com poli-L-lisina para adesao dos parasitos. As amostras foram pds-
fixadas em solucdo de tetréxido de ésmio a 1% em tampéao cacodilato de s6dio 0,1M, pH 7,4
por 30 min a temperatura ambiente e protegida da luz. Posteriormente, foi realizada
desidratacdo em série com etanol absoluto em concentracdes crescentes a 30%, 50%, 70%,
90% e 100% (3 vezes), por 10 min cada etapa. As amostras foram secas pelo método do
ponto critico, montadas em stubs, metalizadas com ouro e visualizadas em microscépio
eletronico de varredura Jeol® JSM -6390LV.
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4.7.2 Analise por Microscopia Eletronica de Transmissao

Formas promastigotas e amastigotas de Leishmania (V.) braziliensis foram
centrifugadas a 3000 rpm por 10 min a 4°C e 2000 g por 10 min a 25°C, respectivamente.
Em seguida, as células foram lavadas por duas vezes em PBS e fixadas em solugdo contendo
glutaraldeido 2,5 %, paraformaldeido 2% em tampdo cacodilato de sodio 0,1M, pH 7,4 a 4
°C por 24 h. As amostras foram centrifugadas e lavadas 3 vezes com cacodilato de sédio 0,1
M e pos-fixadas por 1 h, protegidas da luz, em tetroxido de 6smio 1%, ferricianeto de
potéssio 0,8% e cloreto de calcio a 5mM em tampdo cacodilato a 0,2 M, pH 7,4. As amostras
foram lavadas por 3 vezes, em tampdo cacodilato 0,1M, pH 7,4 e em seguida, submetidas a
desidratacdo em série de acetona em concentracfes crescentes a 30%, 50%, 70%, 90%,
100% (duas vezes) e super-seca, por 10 min cada etapa. Apds a desidratacao as células foram
lentamente embebidas em resina PolyBed 812®, em TA e agitagédo lenta constante, por 24
horas, diluidas em acetona super-seca na seguinte propor¢do 1:2, 1:1, 2:1, 3:1 (resina:
acetona super-seca). Em seguida, o material foi colocado em resina pura 24 h e depois em
formas de silicone para polimerizacédo a 60 °C por 72 h. Cortes ultrafinos foram realizados
no ultramicrétomo Leica® EM UC7 e posteriormente contrastados com acetato de uranila a
6,0% e citrato de chumbo. As amostras foram analisadas e as imagens adquiridas em

Microscopio Eletronico de Transmissdo Jeol® JEM-1230 operando a 80 kV.

4.8 AVALIACAO IN VITRO DO EFEITO DO NaClO; E DA ANF-B — EM
MONOTERAPIA E TERAPIA COMBINADA - SOBRE A VIABILIDADE DE FORMAS
AMASTIGOTAS INTRACELULARES DE LEISHMANIA (V.) BRAZILIENSIS

Os macrofagos peritoneais obtidos conforme descrito no item 4.4 foram cultivados
na proporgdo de 2x10° células por poco, em um volume de 500 puL de meio DMEM
completo, em placas de 24 pog¢os contendo laminulas de cultura de tecidos de 13 mm estéreis.
As placas foram incubadas por 24 horas em estufa de CO2 a 5%, a 37°C para adeséo das
células aos pogos. Decorrido o tempo de incubacéo, os pocos foram lavados duas vezes com
salina estéril e os macrofagos aderidos foram infectados com formas promastigotas de
Leishmania braziliensis na fase estacionaria de crescimento (previamente lavadas trés vezes
com salina estéril), na proporcdo de 10 parasitos para cada macréfago em um volume final

de 500 pL de meio DMEM completo. As placas foram, entdo, incubadas por 24 horas em
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estufa de CO2 a 5%, a 37°C. Posteriormente, as placas foram lavadas duas vezes com salina
estéril a fim de retirar as formas promastigotas livres e os macréfagos infectados foram
incubados com meio contendo os tratamentos em diferentes concentragdes, em volume final
de 1000 pL: NaClO2 (3,5; 7,0; 14; 28; 42; 50; 100; 300; 400; 600 uM) ou Anf-B (0,01; 0,05;
0,1;0,2; 0,4; 0,8; 1,2 uM) por 72 horas a 37°C, 5% de CO2. Ademais, foi avaliado também
o0 efeito combinado de ambas as drogas, por 72 h, nas seguintes concentragdes clorito de
sodio/Anfotericina B, respectivamente: 400/0,01uM; 600/0,05uM; 600/0,01uM. Como
controle, foram mantidos macrofagos infectados ndo tratados. Apods os tempos de incubacéo,
0 sobrenadante foi retirado, os pogos foram lavados duas vezes com salina estéril e fixados
com 400 pL de paraformaldeido 4% por 20 minutos. Posteriormente, as laminulas de cada
poco foram retiradas e coradas em laminas contendo 15 pL de meio de montagem homemade
(18 mL de glicerol; 2 mL de PBS; 0,424 g de Propyl gallate) contendo DAPI a 2,5 %. Foi
realizada a contagem de 200 macréfagos por pogo para calcular a porcentagem de
macrofagos infectados e o nimero de amastigotas por macréfago, a partir dos quais a

atividade das drogas foi determinada em relacdo a culturas ndo tratadas.

4.9 AVALIACAO IN VITRO DO EFEITO DO NaClO, SOBRE A VIABILIDADE
DE FORMAS AMASTIGOTAS AXENICAS DE LEISHMANIA (V.) BRAZILIENSIS

4.9.1 Padronizacdo do cultivo de amastigotas axénicas de Leishmania (V.)
braziliensis

A cultura de amastigotas axénicas foi obtitida a partir de uma cultura em fase logaritmica
final de promastigotas de L. (V.) braziliensis de modo que a concentracdo final da cultura fosse
de 2,0 x 108 parasitos/mL. O cultivo foi feito em meio Schneider, pH 5,5 e suplementado com
20% SFB, e mantidas a 37 °C, em estufa de CO2 a 5%, a 37°C. O segundo dia da cultura foi
escolhido para ser realizado o ensaio de citotoxicidade, uma vez que apresentava ja apresentava
toda leishmania na forma amastigotas.

4.9.2 Ensaio de citotoxicidade do clorito de sédio sobre amastigotas axénicas de
Leishmania (V.) braziliensis

As formas amastigotas axénicas foram semeadas em placas de 24 pocos, em
concentracéo de 10° amastigotas/pogo, em meio definido para sua manutencao, e incubadas
por 24 horas na presenca de diferentes concentragdes (50uM; 100 uM; 200 uM; 400 puM;
600 uM) do composto a ser testado a 37°C e 5% de CO», amastigotas em meio Schneider, pH
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5,5, foram utilizadas como controle. O efeito da droga sobre a viabilidade dos parasitos foi
avaliado por solugéo de resazurina (Alamar Blue®), que foi adicionado aos po¢os na relagéo
de 10% v/v (volume final 1000 pL) para quantificar a viabilidade celular, que foi mensurada

por fluorimetria (SpectraMax® 190, Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA).

4.10 DESENVOLVIMENTO DAS FORMULACOES TOPICAS

4.10.1 Preparo das suspensdes contendo Anf-B em nanoparticulas lipidicas solidas
(NLS)

O sistema nanoparticulado foi preparado pelo método de microdiluicdo a quente do
tensoativo, co-tensoativos e fase oleosa (composto por um blend de lipideo liquido e s6lido).
Utilizou-se como ativo o insumo farmacéutico Anfotericina B (North China Pharmaceutical
Huasheng (Hong Kong, China) na proporcdo de 0,1%. O teor de anfotericina B foi de 0,84
+ 0,02 mg/mL. O sistema nanoparticulado apresentou tamanho médio de 129 + 8 nm, indice
de polidisperséo de 0,44 £ 0,02 nm e potencial zeta de -42 + 2 mV. As NLS foram fornecidas

pela Apis Flora Industrial e Comercial Ltda (Ribeir&o Preto/SP).

4.10.2 Preparo das formulagdes semissolidas

Trés formas farmacéuticas foram produzidas: Gel hidrofilico contendo NLS de
anfotericina B (GHNLS), gel hidrofilico de anfotericina B (GHAB), creme nao-iénico
contendo NLS de anfotericina B (CNLS), creme ndo-ibnico de anfotericina B (CAB),
pomada hidrofilica (CARBOWAX) contendo NLS de anfotericina B (PHNLS) e pomada
hidrofilica (CARBOWAX) de anfotericina B (PHAB). O gel hidrofilico, o creme n&o-iénico
e a pomada hidrofilica (CARBOWAX) foram preparados conforme adaptacdo da
metodologia descrita por BOCHI (2010), e a dispersao das NLS de anfotericina B, bem como
a solucdo de anfotericina B, as bases foi realizada conforme metodologia descrita
anteriormente por (FRANCO; BOCHI, 2013)). Os componentes das formulacdes (GHNLS
| GHAB, CNLS / CAB e PHNLS / PHAB) encontram-se descritos nas Tabelas 5, 6 e 7,

respectivamente.

Tabela 5. Composicdo do GHNLS e do GHAB

Quantidade
Componentes GHNLS GHAB
Carbopol 940 0,759 0,759
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DMSO (0,84 mg/ml)

EDTA 0,075¢g 0,075¢
Trietanolamina 099 099¢
Propilenoglicol 7,6 ml 7,6 ml
Nipagim 0,159 0,159
Agua purificada 6,5 ml 6,5 ml
Suspenséo de NLS (0,84 1,5 ml -
mg/ml)
Solucéo de Anf-B em - 1,5 ml
DMSO (0,84 mg/ml)
Tabela 6. Composicdo do CNLS e do CAB
Quantidade (%o)
Componentes CNLS CAB
Cera polowax 18 ¢ 18 ¢
BHT 0,075¢ 0,075¢
EDTA 0,159 0,15¢g
Vaselina liquida 9,06 g 9,06 g
Nipagin/nipazol 1,5ml 1,5ml
Propilenoglicol 159 15¢
Miristato de isopropila 30 309
Agua destilada 10,3 ml 10,3 ml
Suspensédo de NLS (0,84 1,5 ml -
mg/ml)
Solugéo de Anf-B em - 1,5ml




Tabela 7. Composicdo da PHNLS e da PHAB
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Quantidade (%)
Componentes PHNLS PHAB
Carbowax 4000 5919 5919
Carbowax 400 4,6 ml 4,6 ml
Propilenoglicol 4,79 4,79
Nipagin/nipazol 0,15 ml 0,15 ml
Suspensédo de NLS (0,84 1,5 mil
mg/ml)
Solucéo de Anf-B em 1,5 ml
DMSO (0,84 mg/ml)

Todas as formulacBes anteriormente descritas foram preparadas em duplicatas e
acondicionadas em potes de vidro, semipermeével, com tampa rosqueavel e armazenados
em armarios ao abrigo da luz (BRASIL, 2005; ORIQUI;MORI; WONGTSCHOWSKI,

2013), para posterior caracterizacao e estudo de estabilidade.

4.11 ENSAIOS DE CARACTERIZAQAO E ESTABILIDADE DAS
FORMULACOES

As preparacdes semissolidas foram avaliadas quanto a estabilidade em temperatura
média de 30°C + 2°C e umidade relativa média de 75% * 2°C (BRASIL, 2005;
ORIQUI;MORI; WONGTSCHOWSKI, 2013). Devido as condi¢bes de armazenamento,
posteriores avaliagfes dos parametros abaixo estabelecidos, deverdo ser feitas a cada 3 meses
no primeiro ano de validade; a cada 6 meses no segundo ano, de forma a confirmar validade
de 2 anos dos produtos (ORIQUI; MORI; WONGTSCHOWSKI, 2013).

Os ensaios analiticos fazem parte do controle de qualidade e tém como objetivo
verificar a conformidade dos materiais ou produtos frente as especificacfes estabelecidas,
para tanto, ensaios organolépticos (aspecto, cor, odor) e ensaios fisico-quimicos
(determinacdo de pH, condutividade elétrica, determinacdo de densidade e teste de
centrifuga) foram e serdo realizados em tempos pre-determinados (0, 3, 7 e 14 dias) e (3, 6,
9,12, 18, 24) (BRASIL, 2007).

4.11.1 Ensaios organolépticos

Procedimentos utilizados para avaliar as caracteristicas de um produto, detectaveis

pelos orgdos dos sentidos: aspecto, cor, odor, sabor e tato.



54

4.11.1.1 Aspecto

Observou-se visualmente se as amostras em estudo (GHNLS / GHAB, CNLS / CAB
e PHNLS / PHAB) mantiveram as mesmas caracteristicas macroscopicas das suas
respectivas amostras de referéncia (gel hidrofilico, creme ndo-iénico e pomada hidrofilica),
na mesma quantidade, ou se ocorreram alteracGes do tipo separacao de fases, precipitacédo e

turvacdo, por exemplo.

4.11.1.2 Cor

A andlise da cor (colorimetria) foi realizada por meio visual, comparando-se
visualmente a cor da amostra com a cor das amostras padrao de referéncia (ausentes de Anf-
B), que foram armazenadas em frascos da mesma especificacdo. A analise foi realizada sob

condicdes de luz branca natural.

4.11.1.3 Odor
As amostras e as amostras de referéncia, acondicionadas no mesmo material de

embalagem, tiveram seus odores comparados diretamente através do olfato.

4.11.2 Ensaios fisico-quimicos
S&o operacdes técnicas que consistem em determinar uma ou mais caracteristicas de

um produto, com o auxilio de equipamentos, de acordo com um procedimento especificado.

4.11.2.1 Determinacéo de Ph

Determinou-se o pH (A. Cientifica/Edutec) utilizando-se uma solucéo de 10% (m/v),
obtida pela dispersdo de 1 g das formulacdes em 10 mL de dgua milli-q com o auxilio de
vortex (BRASIL, 2007; SIQUEIRA, 2016). Todas as medidas foram realizadas em duplicata
e uma média foi obtida a cada dia pré-determinado no estudo de estabilidade.

4.11.2.2 Condutividade elétrica

Determinou-se a condutividade elétrica (HI763100 / HANNA instruments)
utilizando-se uma solucédo de 10% (m/v), obtida pela dispersdo de 1 g das formulagdes em
10 mL de &gua milli-q com o auxilio de vortex (SIQUEIRA, 2016). Todas as medidas foram
realizadas em duplicata e uma média foi obtida a cada dia pré-determinado no estudo de

estabilidade.
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4.11.2.3 Determinacao de densidade
A densidade aparente das amostras (g/cm?®) foram medidas através da relagdo direta
entre uma massa conhecida (~5 g) e seu respectivo volume especifico, medido em proveta

graduada.

4.11.2.4 Teste de centrifuga

A fim de determinar qualquer sinal de instabilidade, indicativa de necessidade de
reformulacéo, o teste de centrifuga foi realizado da seguinte maneira: as amostras foram
submetidas a uma velocidade de 3000 rpm por 30 min em temperatura de 25°C, em seguida,
foram analisados possiveis sinais indicativos de instabilidade das formulagdes. A anélise foi

realizada apds 24 horas da obtencéo das formulagdes (BRASIL, 2004).

4.12 ESTUDOS IN VITRO DE LIBERACAO DA ANF-B A PARTIR DAS
FORMULACOES DESENVOLVIDAS

4.12.1 Padronizacao de curva para quantificacdo de Anf-B por espectrofotometria

A concentracdo de Anf-B foi determinada por espectrofotometria UV
(Espectrofotometro UV-VIS Shimadzu UV-260) a 407 nm. A curva de calibracdo de Anf-B
em tampdo fosfato/2% DMSO (v/v) foi obtida na faixa de 0,19-100 pg/ml (r2 = 0,9928). Os
valores de absorbancia de cada aliquota dos tempos coletados foram utilizados para calcular

os valores das concentracdes de Anf-B em cada tempo de liberacdo do ensaio abaixo.

4.12.2 Estudo de liberagdo in vitro

O perfil de liberacdo da Anf-B a partir das formulacGes desenvolvidas foi realizado
em células de difusao do tipo Franz, constituida pelos compartimentos doador e receptor. O
equipamento utilizado foi o DHC-6T Dry Heat Transdermal System (Logan Inst. Corp.,
EUA) (Figura 7). A camara doadora e o compartimento receptor foram separados por uma
membrana de dialise de MWCO 6-8 kDa MWCO 6-8 kDa (FRANCIS; GURUDEVAN,;
JAYAKRISHNAN, 2018). Uma quantidade de 5g de cada base foi inserida sobre o
compartimento doador (Figura 71). Quanto ao compartimento receptor (Figura 711), a fraca
solubilidade do farmaco em agua e tampéo (tampéo fosfato, pH 7,4) exigiu 2% v/v de DMSO
no meio para manter a condicao sink ao longo do estudo, o que melhora a taxa de difuséo do
farmaco (HUSSAIN et al., 2016). O estudo de libertacao foi realizado sob agitagdo constante
(100 rpm) a 37°C = 0,5 °C durante 12 h (MARCOLONGO, 2003). A amostragem foi
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realizada a 0,5, 2, 4, 6, 8, e 12h pontos de tempo, seguida de substituicdo (Figura 7111), com
volume igual (10 mL), de solucdo tampéo fresca no compartimento receptor, partindo do
principio que o farmaco dissolvido deve ser removido do meio a fim de evitar acimulo, de
forma analoga ao que acontece no organismo (MARCOLONGO, 2003). As amostras foram
analisadas utilizando espectrofotometro UV-Vis a um méximo de 409 nm (UV-VIS
Shimadzu UV-260) em duplicata. A quantidade de farmaco liberada foi calculada a partir da

curva de calibracéo validada.

Figura 7. Equipamento contendo células do tipo Franz. |: compartimento doador; Il: compartimento receptor; Ill:
compartimento utilizado para adicionar e retirar o meio do compartimento receptor.

4.13 ANIMAIS

Todos os procedimentos de manipulagcdo dos animais estdo de acordo com 0s
principios éticos da experimentacio animal e foram aprovados pelo Comité de Etica na
Experimentacdo Animal do Instituto Gongalo Moniz — IGM (Protocolo N° 007/2015).
Camundongos BALB/c foram mantidos no Biotério do IGM, sob condi¢Ges adequadas de

manejo técnico.
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5 PROPOSTA DE ANALISE

Os resultados obtidos foram avaliados quanto as diferencas estatisticas utilizando
diferentes testes, a depender dos dados obtidos. Para mdltiplas comparagdes foi utilizado
Kruskal-Wallis, sendo os valores considerados estatisticamente significantes quando p <
0,05. A concentracdo de inibicdo média (ICso) sobre a viabilidade intracelular do parasito e
a concentracdo de citotoxicidade que implica em 50% da viabilidade celular (CCso) foi
determinada a partir de regressdo sigmoidal das curvas de concentragdo-resposta. O indice
de seletividade (IS) foi calculado como a razédo entre o0 CCso para Macrofagos peritoneais
nédo infectados e 0 ICsp para a promastigota de Leishmania braziliensis (CCso /ICs0). As
analises foram feitas no GraphPad Prism versdo 5.00 para Windows, (GraphPad Software,

San Diego California).

6 RESULTADOS

6.1 EFICACIA IN VITRO DO CLORITO DE SODIO (NACLO,) E FUNGIZONE®
(ANF-B) SOBRE A INIBICAO DA VIABILIDADE DE FORMAS PROMASTIGOTAS
DE L. BRAZILIENSIS

Os dados revelaram um claro efeito citotdxico do NaClO, sobre promastigotas, com
uma concentracao efetiva média (ICso) de 9,66 uM - intervalo de confianca de 95% (9,12-
10,22 uM), este valor foi obtido da média de trés ensaios independentes, considerado o
desvio padrdo, em triplicatas cada um (Figura 8), conforme determinado por regressao nao-
linear. A concentracdo efetiva média (ICso) do Fungizone foi de 0,11 uM - intervalo de
confianca de 95% (0,09-0,14 uM), valor obtido da média de trés ensaios independentes, em

triplicatas (Figura 9).
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Figura 8. Efeito da solucéo de NaClO2 sobre formas promastigota de Leishmania braziliensis cultivadas durante 72
h nas concentragdes de 0,49 uM até 1000 pM. O resultado médio do IC50 (9,66 uM) foi obtido de 3 experimentos
independentes.
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Figura 9. Efeito do Fungizone sobre formas promastigota de Leishmania braziliensis cultivadas durante 72 h nas
concentracdes de 0,005uM a 10uM. O resultado médio do IC50 (0,11 pM) foi obtido de 3 experimentos independentes.

Diante dos resultados positivos de eficacia de ambos os ativos sobre a inibicdo da
viabilidade de promastigotas de L. braziliensis, uma avaliacdo do perfil de combinacéo entre

ambas as drogas foi realizado.

6.2 EFEITO ADITIVO DA ASSOCIACAO IN VITRO ENTRE NaClO; e Anf-B

Para classificar a natureza da interacdo entre Anf-B/NaClO; in vitro, utilizou-se a
fracdo de concentracdo inibitdria (FIC). FICs e a soma dos FICs (3 FICs) foram calculadas
da seguinte forma: FIC Anf-B = ICsg Anf-B na combinagéo/ICso Anf-B em monoterapia. A
mesma equacdo foi aplicada ao NaClO.. Esse célculo foi feito para os valores obtidos para
cada uma das dilui¢des. Y FICs=FIC Anf-B + FIC NaClOz. A média do Y FICs calculada foi
usada para classificar a natureza da interagdo. Se entre 0,3 - 0,7 = sinergismo; 0,7 - 0,85 =
sinergismo moderado; 0,85 - 0,9 = ligeiramente sinérgico; 0,9 - 1.1 = aditivo; > 1,1 =

antagonismo.
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Uma analise do calculo do indice de combinacgéo, que pode distinguir entre os efeitos
sinérgicos, aditivos e antagonistas de dois compostos, confirmou que a combinagdo de
clorito de sddio e Fungizone® resultou em um efeito aditivo sobre os promastigotas de
Leishmania V. braziliensis (Tabela 8).

Tabela 8. indices de combinacio para atividade antileishmania por clorito de s6dio e Fungizone® em
promastigotas de Leishmania V. braziliensis.

Compostos Pr:)crﬁoas('t;gflaztas IC 6?2
Composto isolado Combinacéo
NaClO2 9,66 0,99 0,98+0,09
Fungizone 0,11 0,48

30s valores de ICso foram calculados utilizando concentracfes em triplicatas e realizaram-se trés ensaios independentes.
bindice de combinagdo (IC). Cutoff: valor IC de 0,3-0,7 = sinergismo; 0,7-0,85 = sinergismo moderado; 0,85-0,9 =

ligeiramente sinérgico; 0,9-1.1 = aditivo; > 1,1 = antagonismo. ¢ = desvio padrio.

Diante dos resultados de eficacia para ambas as drogas, em monoterapia e terapia
combinada, testes de citocompatibilidade entre as drogas de células de murinos e humanas
foi fundamental para a continuidade do trabalho. Tendo em vista que, a aplicacdo da
formulagdo € por via topica, citocompatibilidade sobre a linhagem celular de queratindcitos

humanos foi também avaliada.

6.3 CITOCOMPATIBILIDADE DE NaClO2 e Anf-B ISOLADOS SOBRE
MACROFAGOS PERITONEAIS MURINOS E SEUS RESPECTIVOS INDICES DE
SELETIVIDADE.

Os testes de citocompatibilidade celular, in vitro, utilizando macréfagos peritoneais
de BALB/c, foram realizados por meio do ensaio colorimétrico com Alamar Blue®. As
celulas foram incubadas com NaClOz ou com Anf-B por um periodo de 72 h. Apos o tempo
de tratamento, NaClO; apresentou reducédo da viabilidade celular a partir de 625 uM, onde
foi capaz de reduzir 31,5% da viabilidade celular e o tratamento com Anf-B ndo apresentou

reducdo de viabilidade estatisticamente significante (Figura 10).
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Além disso, foi possivel determinar a concentragdo citotdxica capaz de eliminar 50%
das células (CCsp). O resultado da citotoxicidade celular do NaClOz apresentou um CCsp
médio de 856,3 uM (Figura 11), valores obtidos a partir da média de dois ensaios
independentes. A concentragao citotoxica (CCso) foi aquela que gerou redugdo de 50% no
valor da densidade Otica nos ensaios de Alamar Blue®, calculada por analise de regresséo.
Os resultados de IS apresentados na Tabela 9 mostram que o NaClO2 e a Anf-B sdo 88,6 e
>454,5 vezes menos toxicos para as macrofagos peritoneais do que para as formas

promastigotas de Leishmania braziliensis, respectivamente.
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Figura 10. NaClO2 e Anf-B sdo citocompativeis com Macr6fagos murinos. Macr6fagos peritoneais foram tratados
com NaClOz e Fungizone por 72h. A viabilidade celular foi observada pelo percentual de reducdo de Alamar Blue. Barras
representam + SEM de dois experimentos independentes. Teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido do pos-teste de
Dunns, foi utilizado para comparacgao entre 0s grupos experimentais (**p < 0.001 #p < 0.05).
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Figura 11. CCso de NaClO2 sobre macrdfagos murinos. Resultado da citotoxicidade do clorito de sddio sobre
macrdfagos peritoneais de camundongos BALB/c cultivados durante 72 h nas concentragdes de 2,44 UM a 5.000 uM. Os
ensaios foram realizados em triplicata e representam a média de 2 experimentos independentes.
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Tabela 9. Valores de CCso para macréfagos peritoneais e ICso para formas promastigota de Leishmania V. braziliensis e os
respectivos indices de seletividade (I1S) do NaClOz e Fungizone.

Macrdéfago peritoneal Promastigota IS
CCSO |Cso
UM
NaClO; 856.3 9,66 88,6
Fungizone > 50 0,11 > 4545

CCso = Concentracéo citotoxica para 50% dos macrdfagos
ICs0 = Concentracdo capaz de inibir em 50% o nimero de protozoarios em cultura
IS = CCso Macro6fago Peritoneal / 1ICso promastigot

6.4 CITOCOMPATIBILIDADE DO NaClO; e Anf-B ISOLADOS SOBRE
QUERATINOCITOS HUMANOS (HaCaT)

Os testes de citocompatibilidade celular, in vitro, utilizando linhagem celular de
queratinécitos humanos (HaCaT), foram realizados por meio do ensaio colorimétrico com
Alamar Blue®. As células foram incubadas com NaClO2 ou com Anf-B por um periodo de
72 h. Ap6s o tempo de tratamento, NaClOz apresentou reducdo da viabilidade celular a partir
de 1250 puM, onde foi capaz de reduzir quase 100% da viabilidade celular e o tratamento

com Anf-B nédo apresentou reducéo de viabilidade estatisticamente significante (Figura 12).

Além disso, foi possivel determinar a concentracdo citotoxica capaz de eliminar 50%
das células (CCsp). O resultado da citotoxicidade celular do NaClO; apresentou um CCsp
médio de 743,5 uM (Figura 13), valores obtidos a partir da média de dois ensaios
independentes. A concentracéo citotoxica (CCso) foi aquela que gerou redugdo de 50% no

valor da densidade ética nos ensaios de Alamar Blue®, calculada por analise de regresséo.
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Figura 12. NaClO2 e Anf-B sdo citocompativeis com queratinécitos humanos. HaCaT foram tratados com NaClO:
por 72h. A viabilidade celular foi observada pelo percentual de reducdo de Alamar Blue. Barras representam + SEM de dois
experimentos independentes. Teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido do pos-teste de Dunns, foi utilizado para
comparagao entre 0S grupos experimentais e o grupo controle (***p < 0.0001).
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Figura 13. CCso de NaClO2 sobre queratindcitos humanos. Resultado da citotoxicidade do NaClO2 sobre linhagem
celular de queratinécitos humanos (HaCaT) cultivados durante 72 h nas concentragdes de 2,44 uM a 5.000 pM. Os ensaios
foram realizados em triplicata e representam a média de 2 experimentos.

Mediante os resultados prévios de eficacia e citocompatibilidade, os proximos
experimentos objetivaram elucidar o mecanismo de agdo do NaClO. sobre as formas
promastigotas de L.braziliensis, a partir de andlises das alteragBes ultraestruturais e
morfoldgicas induzidas pela sua atividade. Ademais, a atividade de ambas as drogas foi
avaliada sobre a forma evolutiva encontrada no hospedeiro humano: amastigostas

intracelulares de L.braziliensis.



63

6.5 ALTERACOES MORFOLOGICAS E ULTRAESTRUTURAIS SOBRE
FORMAS PROMASTIGOTAS DE L. braziliensis DESENCADEADAS PELO
TRATAMENTO COM NaClO:

6.5.1 Alteracdes morfoldgicas sobre promastigotas de L.braziliensis induzidas pelo
tratamento com NaClO, observadas por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Anaélises morfoldgicas atraves da microscopia eletrénica de varredura mostraram que
amorfologia normal dos parasitos foi preservada nos grupos controles - ndo tratados (Figuras
10A, 10D, 10G), onde ressalta-se superficies celulares estaveis, formas tipicamente
alongadas e flagelos tnicos e longos. Por outro lado, promastigotas tratadas com 1Cso do
clorito de sédio mostraram nitidas alteragdes morfoldgicas nos parasitos. Dentre as
alteracdes observadas, destaca-se a perda da forma alongada das células e alteracdes no
flagelo dos parasitos em relacdo ao controle ndo tratado. No tempo de 24 h, foram observadas
alteracdes pronunciadas na membrana celular e houve perda do formato alongado do corpo
celular do parasito (Figuras 9B e 9C). J& no tempo de 48 h de tratamento, além de alteracdes
na forma celular, foram observadas alteracGes no flagelo dos parasitos (Figuras 9E e 9F).
Foi observada, no tempo de 72 h de tratamento, a perda da forma alongada do corpo celular
das promastigotas e a presenca de flagelo deformado, apresentando multiplicidade da
organela (Figura 9H e 9l).
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Figura 14. Microscopia eletrdnica de varredura de formas promastigotas de Leishmania braziliensis em
cultura axénica tratada com clorito de sodio. Os promastigotas foram tratados com NaClO2 (14 uM) durante 24, 48 e
72 horas. (A) Promastigotas sem tratamento, controle 24 h. (B) Promastigotas tratadas por 24 h, observar descontinuidade
da superficie celular. (C) Promastigotas tratadas por 24 h, observar encolhimento de superficie celular. (D) Promastigotas
sem tratamento, controle 48 h. (E) Promastigotas tratadas por 48 h, notar alteragdo na forma e multiplicidade do flagelo.
(F) Promastigotas tratadas por 48 h, notar achatamento e multiplicidade do flagelo. (G) Promastigotas sem tratamento,
controle 72 h. (H) Promastigotas tratadas por 72 h, observar alteracdo no formato do corpo celular e multiplicidade dos
flagelos. (1) Promastigotas tratadas por 72 h, observar alteracdo e multiplicidade do flagelo.

6.5.2 AlteracOes ultraestruturais sobre promastigotas de L.braziliensis induzidas
pelo tratamento com NaClO2 observadas por Microscopia Eletronica de Transmissao
(MET)

Analises ultraestruturais de promastigotas de L. brazilienesis tratadas com NaClO2
(14 uM) e grupos controle ndo tratados foram realizadas nos periodos de 24, 48 e 72 h. Nota-
se que, os grupos controles (Figuras 11 A, D e G) mantiveram sua forma e organelas
celulares dentro dos padr@es, notar: citoesqueleto preservado, nlcleo com elétron-densidade
preservada, presenca do bolso flagelar, detalhes citoplasméticos preservados, tais quais:
complexo de Golgi e reticulo endoplasmatico bem delimitados e densidade eletrdnica
preservada, mitocondrias com densidade eletronica e cristas mitocondriais preservadas.

Em contrapartida, o tratamento com NaClO2 (14 uM) induziu importantes alteracfes
ultraestruturais de promastigotas de Leishmania braziliensis em todos os tempos de

observacdo. Inchaco celular com redugédo de material eletrodenso no citoplasma celular foi

24h

48h

72h
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observado (Figuras 11 B, H e I). Além disso, altera¢cbes na mitocondria foram observadas:
perda de material eletrodenso, inchago, aumento do comprimeto e desorganizacgao das cristas
mitocondriais e formato celular foram observados (Figuras 11 B, F, H e I). Vacuolizacao
difusa também foi observado (Figuras 11 C, E, F, He I).
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Figura 15. Microscopia eletrénica de trasmissao de formas promastigotas de Leishmania braziliensis em cultura axénica tratada com
NaClO:2 (14uM) durante 24, 48 e 72 horas. (A) Promastigotas sem tratamento, controle 24 h. (B) Promastigotas tratadas por 24 h, observar
perda da densidade eletr6nica do citoplasma (seta branca), inchago mitocondrial e desorganizagdo das cristas mitocondriais (seta preta). (C)
Promastigotas tratadas por 24 h, observar vacuolizagdo difusa (*). (D) Promastigotas sem tratamento, controle 48 h. (E) Promastigotas tratadas
por 48 h, notar vacuolizagdo difusa (*). (F) Promastigotas tratadas por 48 h, notar comprimento aumentado da mitocondria (seta preta) e
vacuolizagdo (*). (G) Promastigotas sem tratamento, controle 72 h. (H) Promastigotas tratadas por 72 h, observar perda da densidade eletrénica
do citoplasma (seta branca), vacuolizagdo (*) e inchago da mitocondria, perda da densidade eletronica e cristas com formato circular (seta preta).
(I) Promastigotas tratadas por 72 h, observar vacuolizagdo (*), comprimento aumentado da mitoc6ndria (seta preta), perda da densidade eletronica
do citoplasma (seta branca) e formato circular do parasito. (BF) bolso flagelar (CG) complexo de Golgi (RE) reticulo endoplasmatico (M)
mitocondria (N) nucleo (K) cinetoplasto (CE) citoesqueleto.

24h

48h

72h
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6.6 EFEITO DE Anf-B e NaClO;,, EM MONOTERAPIA E TERAPIA
COMBINADA, SOBRE A VIABILIDADE DE AMASTIGOTAS INTRACELULARES
DE L. braziliensis

Devido aos dados anteriores da atividade de NaClO, e Anf-B sobre as formas
promastigotas e sabendo que ambos ndo exercem efeito toxico sobre macréfagos murinos, o
potencial efeito leishmanicida do NaClO> sobre a viabilidade intracelular do parasito, de
forma in vitro, foi avalido, bem como uma concentracdo Otima para combinacdo entre
NaClO. e Anf-B foi analisada.

Inicialmente, todas as concentraces testadas de Anf-B (0,1; 0,2; 0,4; 0,8 e 1,2 uM),
apos 48h de tratamento, foram capazes de reduzir o percentual de macréfagos infectados
(Figura 16), entretanto, a reducdo do nimero de parasitos sé foi estatisticamente significante
a partir da concentracdo de 0,8 UM (p <0.01). Entretanto, nas concentracdes testadas de
NaClOz (3,5; 7,0; 14; 28 e 42 uM) ndo houve alteracfes estatisticamente significante na
reducdo do percentual de macréfagos infectados e na reducdo do nimero de parasitos por

célula (p >0.05), com relacdo ao controle (Figura 17).
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Figura 16. Efeito de Anf-B sobre a viabilidade de amastigota intracelular. Macréfagos peritoneais foram
infectados com L. braziliensis e tratados com Fungizone (0,1; 0,2; 0,4; 0,8 e 1,2 uM) por 48 h. Meio DMEM suplementado
foi utilizado como controle. (A) % de macrofagos infectados, avaliado por microscopia de fluorescéncia, conforme descrito
em Materiais e Métodos (B) Relacdo entre o nimero total de parasitos encontrados em 200 células. Barras representam
médias + DP de um experimento em triplicata. Teste-t ndo pareado foi utilizado para comparar cada grupo experimental ao
grupo controle (*** p <0,0001, *xp < 0.01).
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Figura 17. Efeito de NaClO2 sobre a viabilidade de amastigota intracelular. Macr6fagos peritoneais foram
infectados com L. braziliensis e tratados com NaClO: (3,5; 7,0; 14; 28 e 42 uM) por 48 h. Meio DMEM suplementado foi
utilizado como controle. (A) % de macréfagos infectados, avaliado por microscopia de fluorescéncia, conforme descrito
em Materiais e Métodos (B) Relacdo entre o nimero total de parasitos encontrados em 200 células. Barras representam
médias + DP de um experimento em triplicata. Teste-t ndo pareado foi utilizado para comparar cada grupo experimental ao
grupo controle.

Posteriormente, com a finalidade de encontrar uma concentracao ideal para avaliar a
interacdo entre Anf-B e NaClO foram testadas concentracbes menores de Anf-B (0,001;
0,01; 0,1; e 0,2 uM) e concentracBes maiores de NaClO2 (50; 100; 300 e 600 puM). Reforca-
se que, todas as concentraches testadas estavam de acordo com os testes de
citocompatibilidade dos compostos sobre macr6fagos murinos e queratindcitos humanos.
Neste cenario, Anf-B apresentou atividade estatisticamente significante sobre a reducéo na
% de macrdfagos infectados a partir de 0,1 uM, p <0.0001, e quanto a reducdo no nimero
de parasitos por célula, a partir de 0,2 uM, p <0.05 (Figura 18). Contudo, nas concentragdes
testadas de NaClO2 ndo houve alteracdes estatisticamente significante na reducdo do
percentual de macréfagos infectados e na reducdo do nimero de parasitos por célula (p

>0.05), com relacdo ao controle (Figura 19).
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Figura 18. Efeito de Anf-B sobre a viabilidade de amastigota intracelular. Macréfagos peritoneais foram
infectados com L. braziliensis e tratados com Fungizone (0,001; 0,01; 0,1; e 0,2 uM) por 48 h. Meio DMEM suplementado
foi utilizado como controle. (A) % de macréfagos infectados, avaliado por microscopia de fluorescéncia, conforme descrito
em Materiais e Métodos (B) Relagdo entre o nimero total de parasitos encontrados em 200 células. Barras representam
médias + DP de um experimento em triplicata. Teste-t ndo pareado foi utilizado para comparar cada grupo experimental ao
grupo controle (*** p <0.0001, * p =0.0363).



69

w
o
T
n° parasitos/célula

% Macrdéfagos infectados

Ctrl 50 100 300 600 Ctrl 50 100 300 600
Concentragdo (uM) - NaClO, Concentracdo (uM) - NaClO,

Figura 19. Efeito de NaClO2 sobre a viabilidade de amastigota intracelular. Macr6fagos peritoneais foram
infectados com L. braziliensis e tratados com NaClO2 (50; 100; 300 e 600 uM) por 48 h. Meio DMEM suplementado foi
utilizado como controle. (A) % de macréfagos infectados, avaliado por microscopia de fluorescéncia, conforme descrito
em Materiais e Métodos (B) Relacdo entre o nimero total de parasitos encontrados em 200 células. Barras representam
médias + DP de um experimento em triplicata. Teste-t ndo pareado foi utilizado para comparar cada grupo experimental ao
grupo controle.

Tendo em vista que, uma resposta sinérgica na interacao entre drogas a atividade de
ambas € melhora, um outro ensaio avaliando a viabilidade das amastigotas intracelulares foi
feito combinando-se Anf-B e NaClOz. As concentracgdes selecionadas de Anf-B (0,01e 0,05
pHM) e NaClO: (400 e 600 pM) foram avaliadas em monoterapia e em terapia combinada
Anf-B/ NaClO; (0,001/400; 0,05/600; 0,01/600 puM). Entretanto, quanto a reducdo da
porcentagem de macrofagos infectados, apenas Anf-B apresentou atividade estatisticamente
significante (p <0.01), na concentracdo de 0,05 uM, em relacdo ao controle, porém néo
houve atividade quanto a reducdo do nimero de parasitos por célula, p >0.05 (Figura 20).
Ademais, para estes parametros, tanto NaClO; e Anf-B ndo apresentaram atividade de

reducdo estatisticamente significante, p >0.05 (Figuras 23 e 24).
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Figura 20. Efeito de Anf-B sobre a viabilidade de amastigota intracelular. Macréfagos peritoneais foram
infectados com L. braziliensis e tratados com Fungizone (0,01e 0,05 uM) por 48 h. Meio DMEM suplementado foi utilizado
como controle. (A) % de macrdfagos infectados, avaliado por microscopia de fluorescéncia, conforme descrito em
Materiais e Métodos (B) Relagdo entre 0 nimero total de parasitos encontrados em 200 células. Barras representam médias
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+ DP de um experimento em triplicata. Teste-t ndo pareado foi utilizado para comparar cada grupo experimental ao grupo
controle (** p <0.01).
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Figura 21. Efeito de NaClO:z sobre a viabilidade de amastigota intracelular. Macréfagos peritoneais foram
infectados com L. braziliensis e tratados com NaClO2 (400 e 600 uM) por 48 h. Meio DMEM suplementado foi utilizado
como controle. (A) % de macréfagos infectados, avaliado por microscopia de fluorescéncia, conforme descrito em
Materiais e Métodos (B) Relagdo entre 0 nimero total de parasitos encontrados em 200 células. Barras representam médias
+ DP de um experimento em triplicata. Teste-t ndo pareado foi utilizado para comparar cada grupo experimental ao grupo
controle.
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Figura 22. Efeito da combinagéo entre Anf-B e NaClO: sobre a viabilidade de amastigota intracelular.
Macrofagos peritoneais foram infectados com L. braziliensis e tratados com Anf-B/NaClO: (0,001/400; 0,05/600; 0,01/600
pUM) por 48 h. Meio DMEM suplementado foi utilizado como controle. (A) % de macrofagos infectados, avaliado por
microscopia de fluorescéncia, conforme descrito em Materiais e Métodos (B) Relagéo entre o nimero total de parasitos
encontrados em 200 células. Barras representam médias + DP de um experimento em triplicata. Teste-t ndo pareado foi
utilizado para comparar cada grupo experimental ao grupo controle.

Os resultados acima revelaram que NaClOz ndo foi eficaz na reducdo da porcentagem
de macrdfagos infectados, bem como em reduzir parasitemia intracelular. Estes dados
levaram a investigagdo acerca do motivo da auséncia de atividade do composto frente a
amastigotas intracelulares, se por desprovimento de a¢do sobre esta forma evolutiva ou se
por incapacidade de adentrar os macrofagos e reduzir a viabilidade das amastigotas. Para
isto, a atividade da droga foi avaliada sobre a forma evolutiva em cultura axénica, ademais

possiveis alteracbes morfoldgicas e ultraestruturais foram investigadas.
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6.7 NaClO, NAO APRESENTOU EFICACIA SOBRE A INIBICAO DA
VIABILIDADE DE FORMAS AMASTIGOTAS AXENICAS DE L. braziliensis

Com a finalidade de avaliar se a atividade do NaClO, sobre amastigotas
intracelulares, ndo era eficaz pelo fato da droga néo ter a capacidade de adentrar a célula
infectada, e posteriormente alcancar o vactolo parasitéforo, a atividade do NaClO; foi
avaliada sobre formas amastigotas axénicas de L.braziliensis. Contudo, conforme observado
na Figura 23, em todas as concentracOes testadas da droga (50, 100, 200 e 400 puM) nao
houve reducdo da viabilidade celular com relagcdo ao controle que fosse estatisticamente
significante (p >0.05).
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Figura 23. Efeito de NaClO2 sobre amastigota axénica de L.braziliensis. Amastigotas axénicas foram tratadas
com NaClO2 (50; 100; 200 e 400 puM) por 24 h. Meio Schneider pH 5,5 suplementado foi utilizado como controle. A
porcentagem de viabilidade celular foi obtida por Alamar Blue. Barras representam médias + DP de dois experimentos
independentes em triplicata. Teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido do pos-teste de Dunns, foi utilizado para
comparacdo entre 0s grupos experimentais e o grupo controle.

6.8 ANALISE MORFOLOGICA E ULTRAESTRUTURAL DE FORMAS
AMASTIGOTAS EXTRACELULARES DE L. braziliensis APOS TRATAMENTO COM
NaClO,

6.8.3 Morfologia de amastigotas extracelulares de L.braziliensis tratadas com
NaClO; observadas por Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

As formas amastigotas obtidas pelo processo de diferenciacdo in vitro foram
analisadas quanto a sua morfologia através de observacdo em microscopia eletronica de
varredura (Figura 24). Os parasitos obtidos apresentaram morfologia ovalada, arredondada
e auséncia de flagelo livre, sendo esta a principal caracteristica morfologica que distingue
amastigotas de promastigotas. Os parasitos se desenvolvem formando grumos com aspecto

de “cacho de uva” (Figuras 26 A e E). Todas estas caracteristicas foram observadas em
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ambos 0s grupos, controle (Figuras 26 A, B, C e D) e no grupo experimetal, amastigotas
tratadas com NaClO- (14 uM) por 24 horas, ou seja, ndo houve alteracbes morfoldgicas apds

o0 tratamento das amastigotas axénicas com NaClOa.

CONTROLE

TRATAMENTO

Figura 24. Imagens de Microscopia eletronica de varredura de amastigotas axénicas tratadas com NaClOs..
Amastigotas axénicas de L.braziliensis. A, B, C e D: amastigotas axénicas controle, obtidas a partir de promastigotas em
fase log final. E, F, G e H: amastigotas axénicas apos tratamento de 24 h com NaClOz (14 pM).

6.8.4 Ultraestruturas de amastigotas extracelulares de L.braziliensis tratadas com

NaClO; observadas por Microscopia Eletrénica de Transmissédo (MET)

Com o intuito de verificar as possiveis alteracBes ultraestruturais intracelulares
devido ao tratamento com NaClO2, por 24 horas, as formas amastigotas axénicas de L.
braziliensis foram processadas para microscopia eletronica de transmissdo (Figura 25). As
Figuras 27 (A, B e C) mostram as fotomicrografias da forma amastigota controle
apresentando um nucleo bem delimitado, citoplasma granuloso e homogéneo, presenca de
corpusculos lipidicos, cinetoplasto e mitocdndria altamente preservados. Todas estas
caracteristicas foram observadas em ambos os grupos, controle (Figuras 27 A, Be C) e no
grupo experimetal (Figuras 27 D, E e F), amastigotas tratadas com NaClO, (14 uM) por 24
horas, ou seja, ndo houve alteracdes ultraestruturais ap6s o tratamento das amastigotas

axénicas com NaClO-.
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Figura 25. Imagens de Microscopia eletronica de transmissdo de amastigotas axénicas tratadas com
NaClO.. Amastigotas axénicas de L.braziliensis. A, B, C e D: amastigotas axénicas controle, obtidas a partir de
promastigotas em fase log final. E, F, G e H: amastigotas axénicas apos tratamento de 24 h com NaClOz (14 pM). (n)
nlcleo (bf) bolso flagelar (k) cinetoplasto (cl) corpusculo lipidico (mt) mitocéndria.

TRATAMENTO

Através dos resultados obtidos, reconheceu-se gque a atividade, in vitro, do NaClO;
ndo foi benéfica sobre a forma evolutiva amastigota (intracelular e extracelular) de L.
braziliensis. Por isso, as formulagdes desenvolvidas foram compostas apenas por Anf-B.

6.8 FORMULAQOES SEMISSOLIDAS CONTENDO Anf-B a 0,01 %

Todas as formulagdes produzidas (GHNLS / GHAB, CNLS / CAB e PHNLS /
PHAB) continham 0,01% de anfotericina B, livre ou em nanoparticulas, em 15 g de
formulacdo. Todas foram formuladas em duplicata, 10 g de cada formulacdo foram
utilizados para estudos de estabilidade (Figuras 7 e 8) e 5 g para os estudos de liberacéo in
vitro em células de Franz, as formulagGes em branco continham 10 g de cada base (Figura
9) e foram utilizadas como referéncia. GHNLS, CNLS, PHNLS GHAB, CAB, PHAB
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Figura 26. Nanoformulagdes contendo 0,01% de anfotericina B. Nanoformulagdes obtidas a partir de uma
suspensdo de nanoparticulas contendo anfotericina B a 0,84 mg/mL. A e B: Gel hidrofilico de carbopol contendo 0,01% de
anfotericina; C e D: Creme ndo i6nico contendo 0,01% de anfotericina; D e F: Pomada hidrofilica contendo 0,01% de
anfotericina.

Figura 27. Formulagdes contendo 0,01% de anfotericina B livre. Formulagbes obtidas a partir de uma
solucdo de anfotericina B em DMSO a 0,84 mg/mL. A e B: Gel hidrofilico de carbopol contendo 0,01% de anfotericina; C
e D: pomada hidrofilica contendo 0,01% de anfotericina; E e F: Creme ndo iénico contendo 0,01% de anfotericina.
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Figura 28. Formulagdes de referéncia. Duplicatas das formula¢fes em branco contendo 10 g das bases. A e B:
Gel base de carbopol; C e D: Creme base ndo-idnico; E e F: Pomada base hidrofilica (Carbowax).

6.9 CARACTERIZACAO E ESTUDO DE ESTABILIDADE DAS
FORMULACOES

s formulacGes obtidas foram caracterizadas quanto as suas caracteristicas
organolépticas e fisico-quimicas, estas caracteristicas também foram utilizadas como

parametros para estudos de estabilidade em tempos pré-determinados (dO, d3, d7 e d14).

6.9.1 Ensaios Organolépticos

As caracteristicas organolépticas das formulacdes foram analisadas quanto ao
aspecto, cor e odor. Estas caracteristicas foram determinadas comparando as formulagdes
contendo Anf-B (livre e em nanoparticulas) as formulagdes de referéncia. Inicialmente, as
formulacbes contendo Anf-B (GHNLS / GHAB, CNLS / CAB e PHNLS / PHAB)
apresentaram alteracdes com relacdo ao aspecto visual e a cor com relacdo as amostras de
referéncia.

As formulagdes do GHNLS e GHAB mantiveram aspecto consistente e heterogéneo,
com presenca de bolhas caracteristicas, quando comparadas as amostras de referéncia,
contudo a cor apresentou coloracgdo caracteristica da suspensao de nanoparticulas de Anf-B
e solucdo de Anf-B em DMSO, tornando-se entdo amareladas (Tabelas 6, 9 e 12). O mesmo
ocorreu com as formulagdes de CNLS e CAB, que mantiveram aspecto consistente e
homogéneo, contudo apresentou as mesmas alteracdes na cor, em relacdo as amostras de
referéncia que apresentavam coloracédo branca (Tabela 8, 11 e 14). Contudo, com relacdo as

formulacdes de PHNLS e PHAB o aspecto inicial apresentou diferenca em relacdo ao
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aspecto visual, apresentando consisténcia mais leve em relacdo as amostras de referéncia e

mudaram a coloragéo passando de branco acizentado para amareladas (Tabela 7, 10 e 13).

Tabela 10. Caracteristicas organolépticas ao longo dos tempos pré-determinados para estudo de estabilidade do Gel

hidrofilico das amostras de referéncia.

Gel hidrofilico
Dias Aspecto Cor Odor
Consistente e S
- Limpido com o
0 Heterogéneo, com brilho Caracteristico

presenca de bolhas
caracteristicas.

caracteristico

3 -
7 -

14 -

Tabela 11. Caracteristicas organolépticas ao longo dos tempos pré-determinados para estudo de estabilidade da Pomada

hidrofilica das amostras de referéncia.

Pomada hidrofilica

Dias Aspecto Cor Odor
0 Consistente CO"_‘ Branco Auséncia de odor
aspecto de cera; .
. acinzentado. forte
Homogénea.
3 _ _ -
7 - - -
14 - - -

Tabela 12. Caracteristicas organolépticas ao longo dos tempos pré-determinados para estudo de estabilidade do creme néo-

ibnico das amostras de referéncia.

Creme nao-idnico

Dias Aspecto Cor Odor
0 Consistente; Branco Caracteristico de
Homogéneo. ' vaselina.
3 _ _ -
7 - - -
14 - - -
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Tabela 13. Caracteristicas organolépticas ao longo dos tempos pré-determinados para estudo de estabilidade do Gel
hidrofilico contendo Anf-B em nanoparticulas.

GHNLS
Dias Aspecto Cor Odor
Consistente e
0 Heterogéneo, com Levemente Caracteristico
presenca de bolhas amarelado. '
caracteristicas.
3 i ) -
7 - - -
14 - - =

Tabela 14. Caracteristicas organolépticas ao longo dos tempos pré-determinados para estudo de estabilidade da Pomada
hidrofilica contendo Anf-B em nanoparticulas.

PHNLS
Dias Aspecto Cor Odor
0 Consisténcia mais Levemente Auséncia de odor
leve; Homogénea. amarelada. forte
3 _ _ -
7 - - -
14 - - -

Tabela 15. Caracteristicas organolépticas ao longo dos tempos pré-determinados para estudo de estabilidade do Creme néo-
ibnico contendo Anf-B em nanoparticulas.

CNLS
Dias Aspecto Cor Odor
0 Consistente; Levemente Caracteristico de
Homogéneo. amarelado. vaselina.
3 _ _ -
7 - - -

14
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Tabela 16. Caracteristicas organolépticas ao longo dos tempos pré-determinados para estudo de estabilidade do Gel

hidrofilico contendo Anf-B livre.

GHAB
Dias Aspecto Cor Odor
0 Consistente;
Heterogéneo, com Amarelo -
. Caracteristico.
presenca de bolhas translucido.
caracteristicas.
3 _ _ -
7 - - -
14 - - =

Tabela 17. Caracteristicas organolépticas ao longo dos tempos pré-determinados para estudo de estabilidade da Pomada

hidrofilica contendo Anf-B livre.

PHAB
Dias Aspecto Cor Odor
0 Consisténcia mais Levemente Auséncia de odor
leve; Homogénea. amarelada forte
3 _ _ -
7 - - -
14 - - -

Tabela 18. Caracteristicas organolépticas ao longo dos tempos pré-determinados para estudo de estabilidade do Creme néo-

idnico contendo Anf-B livre.

CAB
Dias Aspecto Cor Odor
0 Consistente; Levemente Caracteristico de
Homogéneo. amarelado vaselina.
3 _ _ -
7 - - -
14 - - -

Ao longo dos dias pré-determinados para analise (d3, d7, d14), as formulacGes

mantiveram seu aspecto com relacdo ao dia da formulagéo (d0).
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6.9.2 Ensaios Fisico-Quimicos

As caracteristicas fisico-quimicas das formulacdes foram analisadas quanto ao pH,
Condutividade elétrica (CE), densidade aparente e teste de centrifuga. Estas caracteristicas
foram determinadas comparando as formulagdes contendo Anf-B (livre e em nanoparticulas)
as formulacbes de referéncia. Inicialmente, as formulagdes contendo Anf-B (GHNLS /
GHAB, CNLS / CAB e PHNLS / PHAB) apresentaram variagdes com relacdo as amostras
de referéncia nos parametros aqui avaliados.

Os valores de pH (média de duplicata) de todas as formula¢fes com relagdo as
amostras de referéncia sofreu variagdes, com tendéncia de aumento no seu valor para todas
elas, onde: Gel hidrofilico, Pomada hidrofilica e Creme néo-ionico (5,1; 4,4 e 5,4), GHNLS,
PHNLS e CNLS (6,7; 5,0; 6,5), GHAB, PHAB e CAB (6,0; 4,6; 6,1). Os valores de CE
(uS/cm) sofreram poucas alteraces, exceto o GHAB, onde: Gel hidrofilico, Pomada
hidrofilica e Creme ndo-i6nico (94; 34,5 e 17,6), GHNLS, PHNLS e CNLS (90,8; 40,6;
19,5), GHAB, PHAB e CAB (78,9; 32,6; 19,9). Assim também foi para os valores de
densidade aparente (g/cmq): Gel hidrofilico, Pomada hidrofilica e Creme ndo-idnico (0,92;
1,11 e0,93), GHNLS, PHNLS e CNLS (1,0; 1,13 e 0,93), GHAB, PHAB e CAB (1,02; 1,11
e 0,96).

Tabela 19. Caracteristicas fisico-quimicas ao longo dos tempos pré-determinados para estudo de estabilidade do Gel
hidrofilico das amostras de referéncia.

Gel hidrofilico
Dias pH Condutividade Densidade (g/cm®)
Elétrica (us/cm)
0 51 94 0,92
5,4 93,1 -
3
7 57 92,1 -

14 6,1 91,6 -
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Tabela 20. Caracteristicas fisico-quimicas ao longo dos tempos pré-determinados para estudo de estabilidade da Pomada
hidrofilica das amostras de referéncia.

Pomada hidrofilica

Dias pH Condutividade Densidade (g/cm®)
Elétrica (us/cm)
0 4.4 34,5 1,11
3 4,3 39,3 -
7 4,1 44,5 -
14 3,8 42 -

Tabela 21. Caracteristicas fisico-quimicas ao longo dos tempos pré-determinados para estudo de estabilidade do Creme
ndo-ibnico das amostras de referéncia.

Creme ndo-ibnico

Dias pH Condutividade Densidade (g/cm®)
Elétrica (us/cm)
0 54 17,6 0,93
3 5,7 19,1 _
7 58 20,5 -
14 6,3 22 -

Tabela 22. Caracteristicas fisico-quimicas ao longo dos tempos pré-determinados para estudo de estabilidade do Gel
hidrofilico contendo Anf-B em nanoparticulas.

GHNLS
Dias pH Condutividade Densidade (g/cm®)
Elétrica (us/cm)
0 6,7 90,8 1,0
3 6,2 91 -
7 5,6 90,9 -
14 58 91,4 -

Tabela 23. Caracteristicas fisico-quimicas ao longo dos tempos pré-determinados para estudo de estabilidade da Pomada
hidrofilica contendo Anf-B em nanoparticulas.

PHNLS
Dias pH Condutividade Densidade (g/cm®)
Elétrica (us/cm)
0 50 40,6 1,13
3 477 42,8 -
7 4,0 45,0 -

14 4,2 43,9 =
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Tabela 24. Caracteristicas fisico-quimicas ao longo dos tempos pré-determinados para estudo de estabilidade do Creme
ndo-idnico contendo Anf-B em nanoparticulas.

CNLS
Dias pH Condutividade Densidade (g/cm?®)
Elétrica (us/cm)
0 6,5 19,5 0,93
3 6,2 17,6 -
7 58 15,6 -
14 57 15,1 -

Tabela 25. Caracteristicas fisico-quimicas ao longo dos tempos pré-determinados para estudo de estabilidade do Gel
hidrofilico contendo Anf-B livre.

GHAB
Dias pH Condutividade Densidade (g/cm®)
Elétrica (us/cm)
0 6,0 78,9 1,02
3 5,6 80 -
7 52 81,1 -
14 5,2 80,3 -

Tabela 26. Caracteristicas fisico-quimicas ao longo dos tempos pré-determinados para estudo de estabilidade da Pomada

hidrofilica contendo Anf-B livre.

PHAB
Dias pH Condutividade Densidade (g/cm®)
Elétrica (us/cm)
0 4,6 32,6 1,11
3 4.4 38,1 -
7 4,1 43,5 -
14 4,2 44,1 -
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Tabela 27. Caracteristicas fisico-quimicas ao longo dos tempos pré-determinados para estudo de estabilidade do Creme
ndo-idnico contendo Anf-B livre.

CAB
Dias pH Condutividade Densidade (g/cm®)
Elétrica (us/cm)
0 6,1 19,9 0,96
3 6,0 19,2 ;
7 5,8 18,7 -
14 5,4 18,1 -

Os parametros fisico-quimicos (pH e condutividade elétrica) ao longo de 14 dias (do,
ds, d7 e di4) mostraram poucas variagdes do (do-di4), tanto para as formulagdes padrdes,
quanto para as formulagdes contendo Anf-B. As formulagdes em gel padréo tiveram um leve
aumento no pH (5,1 - 6,1) e leve diminuicdo da condutividade elétrica (94 - 91,6us/cm), para
pomada hidrofilica e creme nédo idnico foram respectivamente: (4,4 - 3,8) e (34,5 - 42us/cm);
(5,4 - 6,3) e (17,6 - 22us/cm). Todas as formulacdes contendo Anf-B sofreram uma leve
tendéncia em diminuir o pH ao longo dos 14 dias: (6,7 — 5,8); (5,0 — 4,2); (6,5 — 5,7),
GHNLS, PHNLS e CNLS, respectivamente e (6,0 — 5,2); (4,6 — 4,2); (6,1 — 5,4), GHAB,
PHAB e CAB, respectivamente. Contudo, quanto a condutividade elétrica, as formulacGes
em gel e pomada tenderam a um leve aumento do seu valor, enquanto para creme esse valor
diminuiu: (90,8 — 91,4us/cm); (40,6 — 43,9us/cm); (19,5 — 15,1us/cm), GHNLS, PHNLS e
CNLS, respectivamente e (78,9 — 80,3us/cm) (32,6 — 44,1ps/cm); (19,9 — 18,1us/cm),
GHAB, PHAB e CAB, respectivamente.

Ademais, o teste de centrifuga foi realizado como andlise preliminar, a fim de
determinar qualquer sinal de instabilidade indicativa de necessidade de reformulacdo
(BRASIL, 2004). A centrifugagdo produz estresse na amostra, simulando um aumento na
forca de gravidade, aumentando a mobilidade das particulas e antecipando possiveis
instabilidades. Estas poderdo ser observadas na forma de precipitacdo, separacdo de fases,

formacéo de sedimento compacto e coalescéncia (BRASIL, 2007).

A Figura 29 apresenta o aspecto das amostras antes e a Figura 30 apds a realizagédo
do teste de centrifuga. Apds o teste observou-se que as formulacbes ndo apresentaram
alteracdo em relacdo ao seu aspecto original, tanto as formulagdes em branco (1A a 1F)
quanto as formulagcbes contendo as nanoparticulas de Anf-B (2A a 2F) e as formulagdes
contendo Anf-B livre (3A a 3F).
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Figura 29. Formulagdes antes do teste de centrifuga. Aspecto das formulagBes 24 h ap6s producdo, antes de serem
submetidas ao teste de centrifuga. 1 (A e B): Gel hidrofilico; 1 (C e D): Pomada Hidrofilica; 1 (E e F): Creme ndo-idnico. 2 (A
e B): Formulagdo GHAB; 2 (C e D): Formulagdo PHAB; 3 (E e F): Formulagdo CAB. 3 (A e B): Formulagdo GHNLS; 3 (C e
D): Formulagdo GHNLS; 3 (E e F): Formulagdo CNLS.

Figura 30. Formulagdes apos teste de centrifuga. Uma aliquota de 5g de cada formulacdo foi submetida ao
teste de centrifuga a 3000 rpm/30 min a 25°C.
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Figura 31. Formulacdes apds teste de centrifuga (di4). Uma aliquota de 5g de cada formulacéo foi submetida
ao teste de centrifuga a 3000 rpm/30 min a 25°C, ap6s 14 dias de preparo.

A Figura 31 apresenta o aspecto das amostras apds a realizacao do teste de centrifuga
14 dias ap0s o preparo das formulacdes. Apds o teste, observou-se que as formula¢des nao

apresentaram alteracdo em relac@o ao seu aspecto original (Figura 29).

6.9.3 Liberacdo in vitro de Anf-B a partir das formulagGes semissélidas
desenvolvidas

O perfil de liberacao de Anf-B obtido a partir das nanoformulacdes e das formulacGes
semissolidas (Anf-B livre) resultou nos perfis mostrados na Figura 32 (GHNLS, PHNLS e
CNLS) e na Figura 33 (GHAB, PHAB, CAB). Com base no valor inicial adicionado ao meio
doador (5 g de cada formulacdo = 42 g de Anf-B de cada formulagéo) os valores maximos
liberados, em 10 mL do meio receptor, para cada formulagdo, em 12 horas, estéo ilustrados
na Tabela 28:

Tabela 28. Concentracéo, quantidade e porcentagem de Anf-B a partir das nanoformulagdes (GHNLS, PHNLS e CNLS) e
das formulagdes (GHAB, PHAB, CAB) semissolidas.

Concentracéao Quantidade Porcentagem

Formulacdes liberada (ug/mL) liberada em 10 ml liberada em 12
em 12 horas do meio receptor horas
GHNLS 1,9 19 45%
PHNLS 2,4 24 S571%
CNLS 2,6 26 62%
GHAB 3,4 34 81%
PHAB 3,4 34 81%
CAB 1,9 19 45%
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Figura 32. Perfil de liberagdo da Anf-B a partir das nanoformulaces semissélidas (Gel hidrofilico - GHNLS,
Pomada hidrofilica - PHNLS e creme ndo-idnico- CNLS).
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Figura 33. Perfil de liberacdo da Anf-B livre a partir das formulagdes semissolidas (Gel hidrofilico - GHAB,
Pomada hidrofilica - PHAB e creme ndo-idnico- CAB).

Com base nos dados acima, nenhuma das formulacdes apresentaram 100 % de
liberacdo da Anf-B, apenas as formulagdes contendo Anf-B livre liberou um valor proximo
(81%) a partir das bases gel e pomada. As nanoformulacdes liberaram menos de 70 % de
Anf-B dentro das 12 horas de liberacdo, o que as tornam mais adequadas para um efeito
sustentado da atividade topica da Anf-B.
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7 DISCUSSAO

Este € o primeiro estudo que buscou desenvolver uma nanoformulacdo topica,
combinando anfotericina-B (um antibidtico antifngico poliénico, empregado no tratamento
da leishmaniose) e clorito de sdédio (agente promotor de reparacdo tecidual), para o
tratamento da leishmaniose tegumentar localizada, causada por L. braziliensis. Inicialmente,
as drogas foram testadas em formas promastigotas de L.braziliensis e seus respectivos ICso
foram obtidos para cepa em estudo (MHOM/BR/01/BA788). A natureza da interacéo entre
as drogas em estudo foi determinada in vitro, onde propor¢des de combinac6es selecionadas
foram investigadas. A anélise das intera¢cbes medicamentosas visou indicar se a natureza da
interacdo poderia ser categorizada como sinérgica, aditiva ou antagénica. Em seguida, a
citocompatibilidade de anf-B e NaClO; foram testadas em celulas murinas (macrdfagos
peritoneais) e humanas (queratindcitos - HaCaT) e a CCso também foi obtida. O indice de
seletividade de ambas as drogas foram calculados relacionando o ICso sobre promastigotas
e 0 CCsp para macrofagos peritoneais.

Ademais, a determinacdo da atividade de anf-B e NaClO, sobre amastigotas
intracelulares, em monoterapia e em terapia combinada, foi avaliada. Contudo, apenas anf-
B mostrou-se eficaz contra estas formas evolutivas, desta forma, a atividade de NaClO2 sobre
amastigotas extracelulares foi avaliada, porém também néo houve resposta eficaz nas mais
altas concentracdes testadas. Imagens de microscopia eletrdnica de transmissao e varredura
foram obtidas das formas evolutivas, promastigotas e amastigotas axénicas, de L.
braziliensis ap6s tratamento com NaClO,, estas microscopias mostraram alteracfes que
trouxeram indicios acerca do mecanismo de acdo da droga.

De 2004-2007, um estudo clinico, de fase Ila, monocéntrico, controlado e
randomizado, foi realizado em Kabul e teve como objetivo primario avaliar a eficacia clinica
de um novo protocolo para o tratamento da leishmaniose cutanea causada por L. tropica. O
estudo avaliou dois grupos: I. Pacientes tratados com eletro-cauterizacdo de alta frequéncia,
acrescidos de cuidados da ferida com hidrogel contendo 5 mM de NaClO; (0,045% DAC N
-055) e Il. Pacientes tratados apenas com eletro-cauterizacdo de alta frequéncia. Apds
fechamento das feridas, pacientes que ainda apresentaram biopsias positivas para
Leishmania, a presenca do NaClO, causou uma epitelizacdo mais rapida da ferida,

reforgando seu efeito promotor de reparacéo e imunomodulatério (JEBRAN et al., 2014).

Outro estudo clinico, de fase Ilb, controlado e randomizado, também realizado no
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Afeganistdo, avaliou trés grupos de pacientes com leishmaniose cutanea, infectados por
L.tropica ou L.major: I. Pacientes que receberam estibogluconato de sodio intradérmico
(SSG); Il. Pacientes tratados com eletro-cauterizacdo de alta frequéncia, acrescidos de
cuidados da ferida com 5 mM de NaClOz (0,045% DAC N -055); e 1ll. Pacientes tratados
apenas com um creme contendo 0,045% DAC N -055. Neste estudo, resultados mostraram
que o tratamento das Ulceras de leishmaniose cutdnea com eletro-cauterizacdo de alta
frequéncia seguido, acrescidos de cuidados da ferida com 5 mM de NaClO; (0,045% DAC
N -055) ou com DAC N-055 sozinho mostrou tempos de fechamento da ferida mais curtos
do que com a terapia SSG padrdo (STAHL et al., 2014).

Neste cenério, Jebran et al., 2014, também avaliou a atividade in vitro de DAC N-
055 sobre formas evolutivas, extra e intracelular de Leishmania. Para este fim, promastigotas
de L. tropica foram cultivadas na auséncia ou na presenca de concentracdes crescentes de
DAC N-055 (0,4 a 400 pM), por 4 dias. Os dados revelaram um efeito citotoxico de DAC
N-055 em promastigotas, com uma ECso de 13,7 uM. Dadas as diferencas bioquimicas e
moleculares conhecidas entre as espécies de Leishmania, que conduzem a diferentes perfis
de sensibilidade deste parasito as diversas drogas (CROFT; SUNDAR; FAIRLAMB, 2006),
a atividade de NaClO- foi primeiramente avaliada aqui neste estudo sobre L.braziliensis. O
resultado aqui obtido foi similar ao de Jebran et al., 2014 e NaClO2, em um periodo de 72 h
de incubagdo com promastigotas axénicas (4x10° parasitos/pogo), obteve 1Cso médio de 9,66

UM — intervalo de confianca de 95% (9,12 — 10,22 uM) — a partir de 3 ensaios independentes.

Sabendo-se que ndo ha correlacdo entre as atividades promastigotas e amastigotas
frente a compostos com potencial leishmanicida (OSORIO et al., 2006), a atividade do
NaClO. foi aqui determinada sobre amastigotas intracelulares de L.braziliensis em
macrofagos peritoneais murinos. Os resultados aqui obtidos mostraram que o composto nao
apresentou atividade (reducdes nas taxas de infec¢do e nimero de parasitos/célula infectada)
sobre esta forma evolutiva nas concentracgdes testadas (3,5; 7,0; 14; 28; 42 uM) e (50, 100,
300, 600 uM), quando comparadas ao controle (p >0.05) — Figuras 17 e 19.

As concentracGes de clorito de sddio foram aumentadas, pois estudos ja mostraram
atividade concentracdo-dependente de drogas leishmanicidas, contra formas amastigotas
intracelulares. Macrofagos infectados com L.amazonensis, tratadas com boldina apresentou
uma resposta na reducdo da infeccdo de forma concentracdo-dependente, onde na menor
concentragéo testada (50 pg/mL) houve reducdo de 50% da infeccdo, enquanto que 600
pg/mL houve uma reducdo de 96% (SALAMA; ARRAIS-LIMA; ARRAIS-SILVA, 2017).
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Assim também foi para DAC N-055, quando testado contra formas amastigotas
intracelulares de L. tropica, onde na menor concentragdo testada (40 uM) ndo houve
reducdes significativas na taxa de infeccdo de macréfagos e no nimero de parasitos/
macrofagos infectados. Enquanto que, na maior concentracdo testada (400 uM) houve

reducdo significativa (p <0.01) em ambos os parametros avaliados (JEBRAN et al., 2014).

Neste contexto, 0 aumento nas concentragdes de NaClO», testadas sobre amastigotas
intracelulares, obedeceram os resultados obtidos quanto a citocompatibilidade da droga com
macrofagos murinos. Observou-se, que tanto NaClO. quanto Anf-B, apresentaram
citocompatibilidade em altas concentragdes, onde NaClO2 sé apresentou toxicidade para
estas drogas (p <0.05) a partir de 625 UM e CCso médio de 856,3 uM e Anf-B ndo mostrou
toxicidade nas concentracgdes testadas (p >0.05), sendo a maior delas 50 uM. Diante destes
resultados e dos valores obtidos de 1Cso para promastigotas, ambas as drogas apresentaram
um bom indice de seletividade (comparacdo da quantidade de um agente terapéutico que
causa o efeito terapéutico a quantidade que causa toxicidade): 88, 6 e >454,5 para NaClOz e

Anf-B, respectivamente.

Sabe-se que, a seletividade terapéutica € um grande desafio na descoberta de
medicamentos (HOPKINS, 2008) e, apesar do aumento nos gastos com pesquisa e
desenvolvimento, muitos candidatos a medicamentos falham porque ha pouco efeito
terapéutico em concentragdes ndo toxicas (HUGHES, 2008). Em estudo que objetivou
avaliar atividades citotoxicas e leishmanicida de monoterpenos aromaticos sintéticos,
observou-se que dentre os 9 protétipos testados, apenas 1 deles mostrou um indice de
seletividade (IS) consideravel (18) com relacdo a sua atividade sobre amastigotas
intracelulares (13,6 pg/mL) e sua citotoxicidade sobre promondcitos humanos, apesar de
outros trés compostos terem apresentado uma boa atividade sobre amastigotas (26; 43 e 58,8
pg/mL), porém um baixo IS: 1,9; 3,3; 1,7, respectivamente (OSORIO et al., 2006).

Além dos testes de citocompatibilidade terem sido testados sobre macr6fagos
murinos, dentro do contexto de que a formulacgao aqui proposta é para administracao topica,
a citotoxicidade dos compostos avaliadas foram testadas sobre queratindcitos humanos
(HaCaT). Resultados mostraram que o perfil de citocompatibilidade e citotoxicidade dos
compostos sobre queratindcitos foi bem similar ao perfil mostrado para macréfagos: NaClO:
apresentou citotoxidade a partir de 1250 uM (p <0,0001) e CCso média de 745,3 uM e Anf-

B mostrou-se citocompativel até na maior concentracao testada (50 puM).
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Conforme mencionado anteriormente, a citotoxicidade de drogas, sobre células do
hospedeiro, continua sendo um problema na triagem por novas drogas. Todos 0s anos, Varios
milhares de novas entidades quimicas passam por triagem em varias culturas de células, mas,
eventualmente, ndo atingem o status da droga devido a efeitos colaterais graves (BADISA
et al., 2010). Dado isso, as combina¢des de medicamentos sdo uma estratégia estabelecida
para alcancar a seletividade terapéutica, seja contrabalancando a compensacdo bioldgica,
poupando doses em cada composto ou acessando mecanismos multialvo especificos ao
contexto (KEITH; BORISY; STOCKWELL, 2005).

Outrossim, apesar dos resultados aqui obtidos com NaClO> sobre as formas
amastigotas intracelulares, estudos mostram que a atividade de uma droga em combinagao
pode ser melhor do que sua atividade isolada. Jabini et al., 2015 mostraram que a atividade
isolada de Glucantime a 25 pg/mL ndo foi capaz de reduzir, de forma estatisticamente
significante, a % de macrofagos infectados com L.major. Enquanto que, quando na presenca
de silimarina (25 UM ou 12,5 uM) houve reducao significativa (p <0.05) na % de macréfagos
infectados (JABINI et al., 2014). Além disso, mostrou-se aqui que a interacdo entre NaClO>
e Anf-B mostrou-se aditiva, com indice de combinagdo = 0,98 + 0,09 (Tabela 6) quando as

drogas foram combinadas em 3 proporgdes diferentes (NaClO2/Anf-B): (5:1; 1:1; 1:5).

Desta forma, combinagbes de Anf-B/ NaClO, foram avaliadas em diferentes
concentracdes (Figura 22) 0,01/400 uM; 0,05/600 uM e 0,01/600 uM, respectivamente,
entretanto nenhuma atividade nos parametros avaliados, para atividade sobre amastigotas
intracelulares, foi observada (p >0.05), em relagdo ao controle. Da mesma forma foi
observado para as drogas nas mesmas concentracdes, em monoterapia (Figuras 20 e 21),
apenas Anf-B na concentracdo de 0,05 uM reduziu a % de macrofagos infectados, em

relacdo ao controle (p <0,01).

O resultado aqui encontrado, onde houve divergéncia quanto a atividade do NaClO;
sobre as formas evolutivas de L. braziliensis, bem como encontrado em outros estudos
(JABINI et al., 2014; OSORIO et al., 2006), sdo justificaveis pelo fato que as caracteristicas
celulares, moleculares e bioguimicas das formas promastigotas diferem consideravelmente
das amastigotas (as formas responsaveis pelas manifestacfes clinicas no homem), de modo
que o valor terapéutico das drogas anti-Leishmania deve ser avaliado e validado nas ultimas
(OSORIO et al., 2006). Em seus estudos, Jabini et al., 2014, mostraram que silimarina ndo
obteve atividade eficaz sobre formas promastigotas de L. major, enquanto que, em

combinagio com Glucantime®, mostrou ter atividade sobre amastigotas intracelulares
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(JABINI et al., 2014). Além do mais, Osorio et al., 2006, em um screening de avaliacdo da
atividade de monoterpenos sintéticos, mostraram que todas as nove drogas testadas sobre as
formas evolutivas de L. panamensis mostraram valores de ECso divergentes sobre elas, em
algumas situacbes maiores para promastigotas do que para amastigotas e vice-versa
(OSORIO et al., 2006).

Apesar da forma promastigota de Leishmania ser a forma extracelular do parasito e
a forma amastigota ser mais resistente ao microambiente, potencialmente toxico, do
hospedeiro, nem sempre as drogas em estudo serdo mais toxicas para a forma intracelular.
Corrobora-se isto com fato de que Anfotericina B, por exemplo, ativa um burst oxidativo
sobre macrdfagos infectados, potencializando seu efeito (WOLF; MASSOF, 1990).
Acrescenta-se o fato de Glucantime® ser muito mais toxico para amastigotas intracelulares
que contra promastigotas extracelulares (CEso = 6,7 pg/ml e 4,0 mg/ml, respectivamente)
(OSORIO et al., 2006).

Além de estudos mostrarem variacdes nas respostas as drogas frente as diferentes
formas evolutivas de parasitos, bem como nas diferentes espécies de Leishmania spp., outros
estudos mostram também que essa variacao ocorre quando muda o cendrio de in vitro para
in vivo. Croft e Seifert, 2006 em um estudo que buscou adquirir dados para identificar
combinacBes (anfotericina B, estibogluconato de sédio, paromomicina e sitamaquina) de
miltefosina, in vitro e in vivo, para a terapia da leishmaniose visceral, mostraram que 0s
indices de combinacdo variaram quando mudou-se 0 cenario de in vitro para in vivo. Os
autores mostraram que in vitro apenas a combinacéo entre miltefosina e estibogluconato de
sodio mostrou-se sinérgica (IC = 0,61-0,75), enquanto que in vivo apenas as combinacgdes
entre miltefosina/anfotericina B e miltefosina/paromomicina mostraram ter a capacidade de
potencializar a atividade de miltefosina (CROFT; SEIFERT, 2006).

O modelo amastigota de Leishmania intramacr6fago é atualmente considerado o
padrdo ouro para a caracterizacdo da suscetibilidade in vitro a medicamentos. A execucgao
deste ensaio, com um rendimento suficientemente alto, para screening de compostos de
tamanho é tecnicamente e financeiramente desafiador, devido a sua complexidade e robustez
limitados (NUHS et al., 2015). Entretanto, o rastreamento contra 0 estagio promastigota,
embora mais pratico, ndo identifica todos os compostos ativos e leva a inimeros falso-
positivos (DE MUYLDER et al., 2011). Callahan et al., 1997 avaliaram a atividade de 6
drogas sobre promastigotas, amastigotas intracelulares e axénicas de Leishmania mexicana,

ao comparar a atividade das drogas sobre cada forma evolutiva, os resultados mostraram que
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as ICso sobre promastigotas e amastigotas intracelulares diferiram em quatro dos seis
farmacos testados, enquanto que as ICso entre amastigotas axénicas e amastigotas
intracelulares diferiram apenas para uma droga, dentre as 6 testadas (CALLAHAN et al.,
1997).

Neste contexto, a fim de avaliar se a atividade de NaClO. sobre amastigotas
intracelulares néo foi eficaz pelo fato da droga néo ter a capacidade de entrar nos macrofagos
e atuar sobre os parasitos, ensaios foram realizados sobre a forma axénica de amastigotas e
a viabilidade destas formas foi avaliada comparando-se ao controle. As concentracdes de
NaClO; testadas (50, 100, 200 e 400 uM) n&o mostraram atividade (p >0.05) sobre as
amastigotas mesmo de forma direta. Conclui-se que, NaClO2 n&o foi capaz de atuar sobre a
atividade de macrdfagos e reduzir a viabilidade de amastigotas e nem foi capaz de reduzir a

atividade de amastigotas em cultura axénica.

O mecanismo de acdo de NaClO- foi relacionado a sua capacidade de produzir
hipoclorito e espécies reativas de oxigénio, mas os alvos intracelulares responsaveis pelos
seus efeitos sdo praticamente desconhecidos (STAHL et al., 2014). Até onde se sabe, este €
0 primeiro estudo a mostrar as alteracdes morfoldgicas e ultraestruturais de NaClO sobre
formas promastigotas de Leishmania. As imagens aqui obtidas, mostraram alteragdes
ultraestruturais importantes (Figura 15), foram elas: Inchago celular com reducéo de material
eletrodenso do citoplasma, alteracbes mitocondriais também foram observadas (perda de
material eletrodenso, inchaco, aumento do comprimento e desorganizacdo das cristas
mitocondriais e formato celular foram observados) e vacuolizagéo difusa.

Desta maneira, imagens, com alteragdes similares, foram encontradas em um estudo
que objetivou investigar o efeito in vitro de DETC, os resultados mostraram alteraces em
nivel de mitocéndria (aumento do tamanho, densidade eletrbnica reduzida e cristas
circulares) sobre promastigotas axénicas de L.amazonensis. Em conjunto com outros
resultados, os autores concluiram que DETC aumenta a producdo de anions superoxido
(CELES et al., 2016). Outro estudo que buscou avaliar o efeito de alicina sobre Leishmania
encontro alteracdes ultraestuturais caracteristicas de danos oxidativo: inchago celular,
reducdo da densidade eletrénica do citoplasma e vacuolizagdo. Os resultados deste estudo
sugeriram um efeito da alicina sobre o sistema de defesa antioxidade, bem como o aumento
na producado de espécies reativas de oxigénio (CORRAL-CARIDAD et al., 2012).

Ainda neste contexto, o tratamento de promastigotas axénicas com NaClO; também

causou alteragcdes morfologicas importantes e também trouxeram indicios de mecanismo de
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acdo da droga. Os principais achados por microscopia eletronica de varredura mostraram as
principais alteracbes em nivel de: descontinuidade e encolhimento da superficie celular e
multiplicidade do flagelo (Figura 6). Estes achados trazem indicios de: estresse oxidativo,
perda citoplasmatica e divisdo celular prejudicada, respectivamente (VANNIER; DE
CASTRO, 2009).

Com base nos resultados obtidos a partir dos ensaios de viabilidade (Figura 23) e
microscopias (Figuras 12 e 13) sobre a acdo do NaClO, sobre amastigotas axénicas de
L.braziliensis, decidiu-se ndo adicionar o0 mesmo as formulagbes semissolidas aqui
desenvolvidas.

Portanto, foram desenvolvidos 6 tipos de formulagdes: Gel hidrofilico contendo
nanoparticulas de Anf-B; Pomada hidrofilica contendo nanoparticulas de Anf-B; Creme néo-
ibnico contendo nanoparticulas de Anf-B; Gel hidrofilico contendo Anf-B livre; Pomada
hidrofilica contendo Anf-B livre; Creme ndo-idnico contendo Anf-B livre. Para todas estas
formulacdes, foram realizados caracterizagdes (aspectos organolépticos e fisico-quimicos) e
estudo de estabilidade (14 dias).

Para analise dos aspectos organolépticos, as formulagdes em branco de cada base
semissolida (Gel hidrofilico, Pomada hidrofilica e Creme ndo-ionico) foram utilizadas como
padrdo (Figura 28). Com relagdo aos aspectos organolépticos, todas as formula¢des contendo
Anf-B tomaram coloracdo amarelada, devido a cor da suspensdo de nanoparticulas e da
solucdo de Anf-B em DMSO. Os aspectos fisico-quimicos também variaram a cada tipo de
base e a cada tipo de formulagdo (contendo Anf-B em nanoparticulas e Anf-B livre), quanto
ao pH, todas as formulacbes contendo Anf-B tiveram o pH diminuido com relacdo a
formulacdo em branco. O mesmo ocorreu nas formulacdes em gel contendo Anf-B de
Salerno et al., 2015 (SALERNO et al., 2015). Este achado corrobora a incorporacao de Anf-
B as bases.

Ademais, todas as formulagfes foram acompanhadas em tempos pré-determinados
ao longo de 14 dias, ao final todas as formula¢Ges mantiveram seus aspectos organolépticos,
quando comparados ao dia das formulagbes e quanto aos aspectos fisico-quimicos (pH e
condutividade elétrica) as variagfes foram amenas. Para tanto, corroboram estes achados de
estabilidade o teste da centrifuga realizado no dia da formulacéo e 14 dias ap0s, em ambos
os tempos ndo houve sinais de instabilidade das formulacfes, tais quais: precipitacao,
separacgdo de fases, formacao de sedimento compacto e coalescéncia (Figura 31).

A eficacia de qualquer produto utilizado através da via tOpica estd diretamente

relacionada a liberacdo do farmaco da forma farmacéutica para pele ou mucosa. Os ensaios
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de liberagdo durante o desenvolvimento de uma formulacéo identificam variaveis criticas de
um processo e garantem a qualidade da formulagéo final (SIEWERT et al., 2003). Apesar
desse tipo de ensaio ainda ndo ser preconizado pela legislacao brasileira para formulagdes
liquidas e semissdlidas destinadas para uso topico (ZARONI et al., 2013), sua importancia

é indiscutivel no desenvolvimento de novas formulagoes.

Os perfis de liberacdo in vitro de Anf-B, a partir das nanoformulagdes e das
formulacGes contendo-a livre, pode ser observada no grafico apresentado nas Figuras 32 e
33. E muito importante observar que nio houve nenhum efeito burst de liberacdo nas
formulacdes desenvolvidas, sugere-se que o farmaco apresentou boa interacdo com o0s
componentes das bases semissolidas e menor com o meio receptor (HUSSAIN et al., 2016).
Ademais, nenhuma das formulacgdes liberou 100% do farmaco, o que sugere que alguma

quantidade da droga pode ter interagido com a membrana de dialise utilizada.

Conforme esperado, e como ja mostrado em outro estudo (HUSSAIN et al., 2016), a
Anf-B incorpora em sistema nanoestruturado apresentou um perfil de liberagdo mais lento,
assim como ao final do tempo de estudo (12h). As nanoformulacdes em pomada (PHNLS)
e creme (CNLS) liberam uma quantidade menor de Anf-B (57% e 62%, respectivamente),
sugere-se que estas formulagOes apresentaram maior interagdo com o sistema
nanoparticulado contendo o farmaco, ademais é sugerido que a presenca de parafina,
emulsificantes e carbopol em bases semissolidas geram uma liberacdo mais lenta de
farmacos (GANESHPURKAR et al., 2014; HUSSAIN et al., 2016). Dentro deste cenario, a
nanoformulacgéo base gel de carpobol (GHNLS) foi a que apresentou a liberagdo mais lenta
da Anf-B.

Quanto as formulag6es contendo Anf-B livre, apenas a formulacdo em creme (CAB)
liberou o farmaco de forma mais lenta (45% em 12 horas), reforcando o fato que a presenca
de parafina e emulsificantes retarda a liberacdo de farmacos. As formulacdes em gel (GHAB)
e pomada (PHAB) apresentaram um perfil de liberacdo mais acelerado e ao final das 12
horas liberou 81% de Anf-B. Estes resultados corroboram que o farmaco livre € liberado de

forma mais rapida de bases semissolidas quando comparado a nanoformulacdes.

As nanoformulag6es apresentaram liberacdo de Anf-B em 12 horas, cerca de 50% do
farmaco, sugere-se que a outra metade seja liberada dentro de 24 horas, desta forma estas
formulacGes seriam mais convenientes para que os pacientes aplicassem em um intervalo de

tempo menor estas formulagdes. \
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8 CONCLUSOES

Os resultados deste trabalho demonstram que o NaClO; apresenta atividade sobre
promastigotas de L.braziliensis e quando associado a Anfotericina-B resulta em um efeito
aditivo sobre a reducéo da viabilidade de promastigotas. Imagens de MEV e MET sugerem
um efeito por aumento do estresse oxidativo de NaClO; sobre estas formas parasitarias. N&o
foi observado efeito do NaClO: sobre a viabilidade de amastigotas intra e extracelulares.
Desta forma, as nanoformulacGes desenvolvidas exploraram a monoterapia com
Anfotericina-B utilizando nanoparticulas lipidicas sélidas (NLS). Formulagdes semi-sélidas
contendo estes nanocarreadores demonstraram-se estaveis e com um perfil de liberacdo de
Anfotericina-B mais lento com relacdo as formulag@es contendo este farmaco livre, disperso

na base semi-solida.

Por fim, este trabalho foi pioneiro na demonstracdo da atividade do NaClO2 em uma
espécie de Leishmania do Novo Mundo. Por outro lado, apresenta um conjunto de dados
sobre o potencial farmacotécnico de nanoformulacfes contendo Anfotericina-B, abrindo
novas possibilidades de pesquisa e desenvolvimento tecnoldgico para uma nova formulacao

topica deste farmaco na terapéutica da LTA.
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