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RESUMO

INTRODUCAO: Parasitos do género Leishmania sdo causadores da zooantroponose
conhecida como leishmaniose. Muitos farmacos tém sido usados no tratamento da
leishmaniose, no entanto, em razéo dos efeitos colaterais graves e aparecimento de falha no
tratamento, faz-se necessario o desenvolvimento de novos farmacos para o tratamento da
doenca. Na nossa equipe, foi demonstrada a eficacia do composto 17-AAG como um agente
leishmanicida, porém apresenta limitagdes na sua utilizagdo. Para contornar essa dificuldade,
decidimos avaliar o seu analogo INH-2 que apresenta melhores propriedades farmacocinéticas
e ja mostrou ser eficaz em reduzir significativamente o tamanho da lesdo de camundongos,
porém, pouco se sabe da sua atividade em modelo de leishmaniose visceral causado pela L.
infantum. Além disso, sistemas nanoestruturados de liberacdo de farmacos podem melhorar a
eficacia do tratamento, pois liberam o ativo de forma controlada diminuindo seus efeitos
colaterais. OBJETIVO: Este trabalho teve como objetivo avaliar o potencial leishmanicida
do INH-2 em modelo in vitro no tratamento de macréfagos murinos infectados com L.
infantum. MATERIAL E METODO: Foi realizada a padronizacio do protocolo de
encapsulamento do INH-2 em nanoparticulas, posteriormente, a caracterizacdo das
nanoparticulas produzidas e avaliamos a sua eficicia em relagdo a viabilidade celular de
macrofagos murinos e viabilidade intracelular em parasitos de L. infantum, comparando com
0 composto ndo encapsulado. RESULTADOS: Inicialmente, as nanoparticulas produzidas
utilizando o polimero PCL pelo método de nanopreciptacdo, apresentaram boas
caracterizacbes em relacdo ao tamanho, PDI e potencial zeta, porém, devido a sua baixa
eficiéncia de encapsulamento (%EE), foi necessaria a producdo de novos protocolos pelo
método de emulsdo multipla e simples, que, apos algumas repeti¢bes, conseguimos obter uma
%EE de 100%. Adicionalmente, mostramos que o INH-2 livre é 6 vezes mais toxico para as
células hospedeiras do que quando se encontra incorporado a nanoparticulas, com um CCs, de
3,2057 puM para o composto livre e 20,13 uM para o composto encapsulado. De forma
similar, o 1Csp, nos tempos de 48 e 72 horas de tratamento foram, respectivamente, de 0,2766
nM e 0,3062 nM. Para o composto encapsulado, o valor encontrado foi de 17,54 nM no tempo
de 48 horas de tratamento. CONCLUSAO: Em conjunto, nossos resultados mostram que ha
uma grande vantagem do encapsulamento do INH-2 em nanoparticulas poliméricas, visto que,
a sua utilizacdo reduziu a toxicidade do composto para as células hospedeiras in vitro. Apesar
do encapsulamento com a formulacéo a base de PLGA ter resultado de ICso muito superior ao
do composto livre, o indice de seletividade (IS) mostrou valores suficientemente elevados (Sl
= 1000) para testes futuros in vivo. Esses dados indicam que as formulac6es produzidas séo
promissoras, apesar de ser necessario realizarmos estudos adicionais para aperfeicoar 0s
métodos de encapsulamento utilizados na producdo das nanoparticulas poliméricas, além de
ensaios para avaliar a eficacia do INH-2 encapsulado comparado ao composto livre in vivo.

Palavras-chave: Nanoparticulas. INH-2. Leishmania. Infeccdo. Tratamento.
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Leishmania parasites are the cause of zooanthroponosis known as
leishmaniasis. Many drugs have been used in the treatment of leishmaniasis, however, due to
the serious side effects and the appearance of treatment failure, it is necessary to develop new
drugs to treat the disease. In our team, the efficacy of 17-AAG as a leishmanicidal agent was
demonstrated, but it has limitations in its use. To overcome this difficulty, we decided to
evaluate its INH-2 analogue, which has better pharmacokinetic properties and has already
shown to be effective in significantly reducing the size of the lesion in mice, however, little is
known about its activity in a visceral leishmaniasis model caused by L. infantum. In addition,
nanostructured drug delivery systems can improve treatment efficacy, as they release the asset
in a controlled manner, reducing its side effects. OBJECTIVE: This study aimed to evaluate
the leishmanicidal potential of INH-2 in an in vitro model in the treatment of murine
macrophages infected with L. infantum. MATERIAL AND METHOD: The standardization
of the INH-2 encapsulation protocol in nanoparticles was performed, afterwards the
characterization of the produced nanoparticles and we evaluated their effectiveness in relation
to the cellular viability of murine macrophages and intracellular viability in L. infantum
parasites, comparing with the non-encapsulated compound. RESULTS: Initially, the
nanoparticles produced using the PCL polymer by the nanoprecipation method, presented
good characterizations in relation to size, PDI and zeta potential, however, due to their low
encapsulation efficiency (% EE), it was necessary to produce new protocols by the method of
multiple and simple emulsion, that after a few repetitions, we managed to obtain a %EE of
100%. In addition, we have shown that free INH-2 is 6 times more toxic to host cells than
when incorporated into nanoparticles, with a CC50 of 3.2057 uM for the free compound and
20.13 puM for the encapsulated compound. Similarly, the IC50, at 48 and 72 hours of
treatment, were 0.2766 nM and 0.3062 nM, respectively. For the encapsulated compound, the
value found was 17.54 nM within 48 hours of treatment. CONCLUSION: Together, our
results show that there is a great advantage of encapsulating INH-2 in polymeric
nanoparticles, since it has reduced the toxicity of the compound to host cells in vitro.
Although encapsulation with the nanoparticles based on PLGA resulted in 1Csy value much
higher than that of the free compound, the Sl values high enough (SI = 1000) to carry out in
the future tests in vivo. These data indicate that the produced formulations are promising,
although it is necessary to carry out additional tests to improve the encapsulation methods
used for the production of polymeric nanoparticles, as well as assays to evaluate the efficacy
of encapsulated INH-2 compared to the free compound in vivo.

Keywords. Nanoparticles. INH-2. Leishmania. Infection. Treatment.
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1 INTRODUQAO E JUSTIFICATIVA

Parasitos do género Leishmania séo causadores da zooantroponose conhecida como
leishmanioses que integram o grupo de doencas infecciosas negligenciadas de transmisséo
vetorial. Elas ocorrem nos paises mais pobres e atingem as popula¢cdes mais vulneraveis e
com dificil acesso aos servicos de saude. Apresentam uma ampla distribuicdo global, no
entanto a maioria dos casos ocorrem na Africa, Asia e Américas (OMS, 2019).

As leishmanioses estdo presentes em 18 paises das Américas e a forma clinica mais
frequente é a leishmaniose cutanea (LC), enquanto que, a leishmaniose visceral (LV) é a
forma mais severa, podendo ser fatal, se ndo tratada. Além disso, a leishmaniose
mucosa/cutaneo-mucosa (LCM) possui uma evolugédo cronica podendo causar deformidades e
sequelas (OMS, 2019).

Atualmente, o tratamento da infeccdo ainda € feito por meio de intervencédo
quimioterapica. Medicamentos como antimoniais pentavalentes tém sido recomendados e
usados no tratamento da leishmaniose em humanos nos ultimos anos. No entanto, seu uso esta
associado a graves efeitos colaterais e longos ciclos de tratamento, que leva a interrupcées no
tratamento, favorecendo faléncia terapéutica. Em paises como a India, foram relatados casos
de resisténcia (SUNDAR, 2001; SUNDAR et al., 2000;CHAPPUIS et al., 2007, CROFT,;
COOMBS, 2003). A anfotericina B associada a lipossomos (AmBisome) é a nanoformulacéao
que causa menos efeitos colaterais, tendo se mostrado mais eficaz, em comparacdo ao
farmaco ndo encapsulado. No entanto, o alto custo limita o seu uso em paises
subdesenvolvidos e em desenvolvimento (CHAPPUIS et al., 2007). Com base nesses dados,
faz-se necessario o desenvolvimento de novas estratégias para o tratamento da leishmaniose.

Inibidores da proteina de choque térmico 90 (Hsp90) vém sendo amplamente
estudados gracas ao seu efeito antiparasitario, devido ao seu papel no controle do ciclo
celular, na adaptacdo em situaces de estresse, viruléncia do parasito (HOMBACH; CLOS,
2014).

Estudos realizados em nosso laboratorio demonstraram que o 17-AAG, um inibidor da
Hsp90, tem um alto efeito anti-Leishmania in vitro e in vivo, sendo capaz de reduzir o
percentual de infeccdo de macrdfagos infectados por L. amazonensis de forma tempo e dose
dependentes (PETERSEN et al., 2012). De maneira similar, o 17-AAG mostrou-se eficaz na
diminuicdo do tamanho da lesdo provocada por L. braziliensis em camundongos BALB/c
infectados na orelha e também reduziu a carga parasitaria no sitio da lesao (SANTOS et al.,
2014).

Apesar de apresentar alta eficacia, o 17-AAG tem solubilidade aquosa baixa,
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biodisponibilidade baixa e causa hepatoxicidade, sendo necesséria a incorporacdo de novas
estratégias, utilizando seus derivados menos toxicos, além de formulagdes baseadas em
sistemas de liberacdo de farmacos de forma controlada e direcionada (CHANDRAN et al.,
2010).

Por isso, decidimos avaliar o potencial terapéutico do andlogo do 17-AAG, INH-2,
que também apresenta atividade inibidora sobre a Hsp90, além de melhores propriedades
farmacocinéticas e solubilidade em agua (EGORIN et al. 2002). Estudos recentes realizados
pela equipe mostraram que o tratamento com INH-2 em camundongos BALB/c infectados por
L. braziliensis, foi capaz de reduzir significativamente o tamanho da lesdo em relagdo ao
controle ndo tratado e também foi observada uma redugdo drastica da carga parasitaria em
animais tratados. Porém, pouco se sabe da atividade leishmanicida do INH-2 em modelo de
LV causado pela L. infantum.

Sendo assim, o presente trabalho visa testar a eficcia do INH-2 como composto anti-
Leishmania em modelo murino de LV causada por L. infantum, comparando sua formulacéo

convencional com aquela em nanoparticulas de liberacéo controlada.



18

2 HIPOTESE

O encapsulamento do INH-2 em nanoparticulas potencializa seu efeito leishmanicida e

reduz sua toxicidade

2.1 OBJETIVOS
2.1.1 Geral

Avaliar o potencial leishmanicida do INH-2 em modelo in vitro no tratamento de

macréfagos murinos infectados com Leishmania infantum.

2.1.2 Especificos

Produzir e caracterizar nanoparticulas poliméricas contendo INH-2;

Avaliar a toxicidade do tratamento com INH-2 encapsulado comparado ao INH-2 em
formulagéo livre sobre macréfagos murinos;

Determinar a eficacia do tratamento com INH-2 encapsulado comparado ao INH-2 em
formulacéo livre sobre parasitos intracelulares de L. infantum;

Determinar o efeito do tratamento com INH-2 sobre a modulacdo da resposta imuno-
inflamatdria de macrofagos infectados por L. infantum;

Avaliar o efeito do tratamento com INH-2 sobre a ultraestrutura de L. infantum

intracelular;
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 LEISHMANIOSE: EPIDEMIOLOGIA E AGENTE ETIOLOGICO

As leishmanioses sdo doencas de transmissao vetorial e integram o grupo de doengas
infecciosas negligenciadas, uma vez que ocorrem nos paises mais pobres e atingem as
populagbes mais vulneraveis e com dificil acesso aos servicos de salde. Apresentam uma
ampla distribuicdo global e a maioria dos casos ocorrem na Africa, Asia e Américas (OMS,
2019).

A maioria dos casos de leishmaniose acontecem em paises em desenvolvimento,
caracterizando-se em um grave problema de saude publica e econémico, pois impedem as
pessoas afetadas de trabalharem e realizarem suas atividades diarias normalmente,
interferindo assim na produtividade e bem-estar dessa populacdo. Uma avaliacdo minuciosa
do custo financeiro da leishmaniose para os pacientes deve levar em conta 0s seguintes
elementos: consultas, testes bioldgicos, tratamento, hospitalizacdo, suspensdo de trabalho e
indisponibilidade de servico (DESJEUX, 2004). As leishmanioses possuem um grande
espectro de manifestacbes clinicas tanto em humanos quanto em outros hospedeiros
mamiferos. Suas caracteristicas variam amplamente, dependendo das diferentes espécies de
parasitos protozoarios do género Leishmania. A doenca pode dividir-se em trés formas
clinicas distintas, sendo elas: LC, que no Brasil sdo principalmente causadas por L.
braziliensis e L. amazonensis, caracterizada por lesbes ulcerativas, bordas elevadas e fundo
plano em areas mais expostas do corpo e que tende a curar espontaneamente ou pode
apresentar curso indolente; LCM, cujas lesbes podem aparecer em sitios de mucosa (nasal,
palato e labio superior), a partir ou ndo de uma leséo cutanea primaria e difusa, caracterizada
por papulas, nddulos e infiltracbes que tendem a se espalhar por todo corpo (BARRAL et al.,
1995; GEORGIADOU; MAKARITSIS). Além dessas, sdo descritas em areas endémicas as
formas cutanea disseminada e cutanea difusa, que possuem maltiplas lesbes, que apresentam
diferencas clinicas, histopatoldgicas e imunoldgicas. A LC difusa, é causada pela L.
amazonensis e se manifesta sob a forma de n6dulos sem comprometimento de mucosa nasal.
Os pacientes ndo apresentam resposta imune celular contra antigenos do parasito, tendo,
portanto, negatividade ao teste de intradermoreacdo com antigeno de Leishmania. O achado
histopatoldgico é caracterizado por um infiltrado de macrofagos repletos de parasito. Por
outro lado, os pacientes com LC disseminada apresentam lesdes acneiformes que,

posteriormente, podem ulcerar além de comprometimento de mucosa (CARVALHO, et al,
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2007). Os achados histopatologicos mostram presenca de infiltrado eosinofilico e/ou
linfoplasmocitario e parasitos nas lesdes. A forma visceral da leishmaniose, que € o foco
principal do nosso trabalho, é causada pela L. donovani no Iran, Peru, Siria e Arabia Saudita,
enquanto que na Europa e no Brasil é causada por L. infantum (BARRAL et al., 1995;
DESJEUX, 2004; GEORGIADOU; MAKARITSIS; DALEKOQOS, 2015; KONIORDOU et al.,
2017). Esta doenca acomete principalmente drgdos internos como figado, baco e medula
Ossea, e possui manifestagdes clinicas classicas como: febre, perda de peso, hepatomegalia,
esplenomegalia, anemia grave, hipergamaglobulinemia, pancitopenia, caquexia, podendo ser
fatal se ndo tratada (MARCONDES et al., 2013; CARVALHO; TEIXEIRA et al.,1981;
CARVALHO; BADARO et al.,1985).

A LV esta presente em 98 paises com registros de casos, 50 desses possuem casos de
leishmaniose visceral canina (LVC), sendo o cdo considerado o principal reservatorio urbano
desse parasita. O desmatamento parece ser determinante do aumento do numero de casos da
doenca visceral, pois reduz a disponibilidade da fonte alimentar natural para o0s
flebotomineos, expondo o cdo domestico e o homem, que passam a ser fontes alimentares
mais acessiveis aos vetores. Além disso, 0 intenso processo migratério provoca o
deslocamento de pessoas que levam seus animais domésticos, muitas vezes infectados, o que
também contribui para a expansdo e urbanizacdo da doenca (OMS, 2006, BEVILACQUA et
al., 2001; MARZOCHI et al., 1985; SHERLOCK, 1996; CAMARGO-NEVES et al., 2001;
ALVAR, et al., 2004).

3.2 INTERACAO LEISHMANIA X CELULA HOSPEDEIRA

Protozoarios do género Leishmania podem apresentar-se nas formas de promastigota e
amastigota, sendo a promastigota metaciclica a forma infectante do parasito, que é inoculada
na derme do hospedeiro vertebrado pela picada da fémea do inseto vetor flebotominio. A
transmissdo da doenca para 0 homem ocorre por meio da picada do inseto vetor pertencente
ao género Phlebotomus no velho mundo, e Lutzomya no novo mundo (FAYE et al., 2007). No
Brasil, o principal vetor da LV é a Lutzomyia longipalpis (LUTZ; NEIVA, 1912), contudo,
outras espécies ja foram incriminadas como vetores da doenca em algumas regides do pais
(OMS, 2006; PITA-PEREIRA et al., 2008).

As promastigotas interagem com o macréfago, ativando mecanismos de fagocitose
sendo, assim, internalizadas e encontradas no interior de estruturas membranosas chamadas de
vacUolos parasitoforos (Fig. 1A) (ANTOINE et al., 1998; COURRET et al., 2002). No
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interior dos vacuolos, as promastigotas metaciclicas diferenciam-se em amastigotas, e, uma
vez diferenciadas, as amastigotas se replicam sendo capazes de escapar do sistema imune do
hospedeiro (Fig. 1B e C) (ALEXANDER et al., 1999; ANTOINE et al., 1998; COURRET et
al., 2002). O ciclo do parasito fecha-se quando o inseto vetor realiza o repasto sanguineo em
um hospedeiro vertebrado infectado e acaba ingerindo amastigotas, que se transformam nas
formas promastigotas no interior do trato digestdrio dos vetores flebotomineos (Fig. 1D, E e
F) (KILLICK — KENDRICK et al, 1991).
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Figura 1 - Diagrama esquematico do ci(%"gg'\\'/lﬁ\acé%enético da Leishmania
Fonte: (adaptado de VERAS; BEZERRA DE MENEZES, 2016)

O perfil imunolégico do hospedeiro influencia fortemente a resposta a infeccdo. Em
modelos murinos a resisténcia ou susceptibilidade as diferentes espécies de Leishmania
depende da interacdo de uma série de fatores como background genético do parasito, do
hospedeiro e o perfil da resposta imunoldgica induzida pela infeccdo (AFONSO; SCOTT
1993; DEKREY et al, 1998, GUEVARA-MENDOZA et al., 1997). Nesse contexto,
macrofagos tem um papel central na infeccdo por Leishmania, atuando nas fases indutora e
efetora da resposta imune. Além de abrigarem o0s parasitos, apresentam antigenos para
linfocitos T especificos e liberam citocinas relacionadas a uma resposta protetora como a IL-
12 e TNF-a, assim como citocinas relacionadas com a resposta moduladora como a IL-10 e
TGF-p (BARRAL-NETTO et al., 1992; WANG et al., 1994). O curso da infeccdo depende

principalmente da capacidade dos macréfagos em eliminar os parasitos intracelulares, assim,
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estudos que busquem uma melhor compreensdo da interagdo parasito vs célula hospedeira em
modelos animais e/ou humanos pode fornecer dados para o desenho apropriado de novos
tratamentos e intervengbes imunoterapéuticas (KAYE; SCOTT, 2011; DUQUE;
DESCOTEAUX, 2015; MENEZES et al., 2015).

3.3 LEISHMANIOSE VISCERAL

A LV é uma doenga sistémica grave que se ndao diagnosticada e tratada pode ser fatal.
Nas Américas, a LV € endémica em 12 paises e no periodo de 2001-2017 foram registrados
59.769 casos novos, resultando em uma média de 3.516 casos por ano. Cerca de 96% (57.582)
dos casos foram reportados pelo Brasil. Outros paises Sul Americanos como Argentina,
Colémbia, Paraguai e Venezuela também possuem registros de casos (OMS, 2019). Ao longo
dos anos, no Brasil, a letalidade da LV vem aumentando gradativamente, passando de 3,6%
em 1994 para 6,7% em 2003, atingindo o percentual de 8,4% em 2004 (BARBOSA et al.,
2013). A transmisséo dessa forma clinica da leishmaniose tem sido amplamente descrita nos
municipios do Nordeste do Brasil, indicando ser esta a principal area endémica do pais, nos
altimos 30 anos (OMS, 2019).

Os principais orgéos afetados sdo figado e baco, com os pacientes apresentando como
manifestacdes classicas: febre, perda de peso, hepatomegalia, esplenomegalia, anemia grave,
hipergamaglobulinemia, pancitopenia e caquexia, além de apresentar auséncia de uma
resposta imune celular especifica contra o parasita (CARVALHO; TEIXEIRA et al.,1981,
CARVALHO; BADARO et al.,1985). A evolucdo das manifestagbes clinicas da LV, sdo
bastante variadas, onde o individuo pode apresentar cura espontanea, formas
oligossintomaticas e assintomaticas, até manifestacdes graves, alcancando taxas de letalidade
entre 10% e 98% (BARBOSA et al., 2013).

Acredita-se que o aumento do numero de casos da LV, em areas onde antes ndo havia
registros, e a reemergéncia em areas endémicas estejam associados a diversos fatores, entre
eles: modificagbes no meio ambiente, a migracdo, a urbanizacdo desordenada, pobreza,
desnutricdo e, principalmente, fatores de riscos individuais, como a expansdo da epidemia da
AIDS (Sindrome da imunodeficiéncia adquirida). Dentre esses fatores, destaca-se a infeccdo
pelo HIV (Virus da Imunodeficiéncia Humana), que se tornou um fendémeno global de grande
magnitude e extensdo, atualmente caracterizado pela disseminacdo em centros urbanos
menores e entre as mulheres, e em individuos de menor status socioeconémico. Segundo

Barbosa e colaboradores, mais de 30 milhdes de pessoas em diversas regides do mundo
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estejam infectadas com o HIV e que, pelo menos, um terco desta populacdo viva em areas
endémicas para a LV. Desde a década de 1980, a LV é reconhecida como uma infecgdo
oportunista associada a estados de imunossupressdo, particularmente a infeccdo pelo HIV
(BARBOSA et al., 2013).

Dados da Organizacdo Mundial da Satde demonstram que, em 2017, 7.97% (338) dos
casos no mundo apresentaram coinfeccdo LV/HIV, o0 que representa uma diminuicdo do
percentual de casos quando comparado a 2016 (10,13%). Dos 338 casos reportados, 322
(95.3%) ocorreram no Brasil, 13 (3.85%) casos no Paraguai, 2 (0,59%) na Argentina e 1
(0.3%) na Colémbia Apesar do Brasil apresentar o maior nimero de casos de LV, foi
reportado no Paraguai a maior proporgédo de casos de coinfeccdo LV/HIV (38,23%), seguido
da Argentina (22,22%) e Brasil (7,82%) (OMS, 2019). Mesmo com esse pequeno numero de
casos, ainda hd uma grande necessidade de mais estudos que abordem a caracterizacéo clinica
e epidemioldgica dessa endemia, pois ela subsidia politicas publicas de saude no ambito do
desenvolvimento de estratégias de prevencdo, bem como a definicdo das bases para a
assisténcia medica prestada aos pacientes infectados (BARBOSA et al., 2013).

Essa pandemia teve um impacto negativo sobre a historia natural da LV. Assim, a
infeccdo pelo HIV leva a reducdo da eficicia do tratamento e aumenta consideravelmente a
probabilidade de recidivas. Ao mesmo tempo, a LV promove a progressao clinica da doenca
por HIV e o desenvolvimento da AIDS. Ambas as doencas sdo condicdes definidoras, pois
exercem um efeito sinérgico negativo sobre a resposta imune celular. Pacientes que possuem
a LV e sdo imunodeprimidos, seja pela infeccdo pelo HIV, desnutricdo e uso de drogas
injetaveis, por exemplo, possuem um aspecto clinico bastante variavel da leishmaniose,
apresentando manifestacdes clinicas atipicas e parasitologicas em razdo do envolvimento de
varios érgaos, frequentemente confundidas com outras infeccdes oportunistas (CARRANZA et
al., 2009). As manifestacdes clinicas mais frequentes nos individuos coinfectados
Leishmania-HIV sédo febre, esplenomegalia e hepatomegalia, semelhantes as dos casos de LV
imunocompetentes (GOMES, et al., 2011).

3.4 TRATAMENTO DAS LEISHMANIOSES

Devido a complexa interacdo parasito hospedeiro e a dificuldade de desenvolvimento
de uma vacina eficaz, o controle da infeccdo em humanos ainda é feito por meio de
intervengdo quimioterdpica. A maioria das drogas utilizadas no tratamento das leishmanioses

favorece o abandono por parte dos pacientes, pois sdo tdxicas, apresentam eficacia variada e,
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em geral, tem sua administracdo intravenosa e por longos ciclos (ASSAN et al., 1995;
ANTONIOU; GOUGH, 2005).

O antimoniato de N-metil glucamina-Glucantime® e estibogluconato de sodio séo
medicamentos de primeira escolha que tém sido recomendados e usados no tratamento da
leishmaniose em humanos por mais de sessenta anos. Estas drogas sdo tdxicas, nem sempre
efetivas, sendo usadas em esquemas prolongados no tratamento da LV. O principal efeito
colateral do glucantime é sua acdo sobre o aparelho cardiovascular, sendo desaconselhavel
sua utilizacdo durante os dois primeiros trimestres de gravidez, além disso causam sintomas
como pancreatite, arritmia cardiaca, faléncia renal, hepatotoxicidade e dor muscular, dados
recentes indicam que a resisténcia aos antimoniais tem se tornado um problema na india e no
Sudéo (GONTHO et al., 2004).

Como tratamentos alternativos no Brasil, sdo utilizadas a AmBisome e a Anf B -
dispersdo coloidal, que causam efeitos colaterais em altas doses, como cardiotoxicidade,
faléncia renal e inducdo de diabetes, e as pentamidinas (sulfato e mesilato), que sao aplicadas
por via parenteral, e, por isso, podem provocar dor intensa, com formacdo de abcessos e até
necrose muscular.

A miltefosine € a primeira droga anti-Leishmania, que € administrada por via oral. Foi,
originalmente, desenvolvida como um agente antitumoral e, em geral, é bem tolerada, tendo
mostrado uma taxa de 95% de cura efetiva em um estudo para tratamento do calazar indiano.
Por ser potencialmente teratogénica, tem seu uso limitado em gravidas e nutrizes (GONTIJO
et al., 2004).

Adicionalmente, um crescente nimero de estudos vem testando extratos naturais e
imunomoduladores, como interferon gama e GM-CSF, para o tratamento alternativo da LV.
No entanto, essas alternativas terapéuticas vém mostrando ter eficacia variada (MORAES et
al., 2018; GONTIJO et al 2004).

Estratégias baseadas na liberacdo controlada de farmacos, encapsuladas em
nanoparticulas ou lipossomas podem levar a reducdo dos efeitos colaterais, aumentar a
biodisponibilidade, solubilidade e tempo de retencédo de farmacos toxicos, melhorando, assim,
a eficacia do tratamento (KUMARI et al., 2010).

A Anf B foi desenvolvida em uma formulacdo encapsulada em lipossomas
(AmBisome), que tem mostrado bons resultados, com taxa de cura de 90-95% na india
(GONTIJO et al., 2004). Esta formulacdo também se mostrou mais eficaz que a farmaco nédo
encapsulado, sendo a primeira escolha para o tratamento das leishmanioses na Europa e nos

EUA. No entanto, seu alto custo limita o uso em paises subdesenvolvidos e em
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desenvolvimento (CHAPPUIS et al., 2007). Com base nesses resultados, faz-se necessario o

desenvolvimento de novos farmacos para o tratamento da doenca.

3.5 PROTEINA DO CHOQUE TERMICO 90 (HSP90)

A Hsp90 é uma chaperona que atua no dobramento e estabilizacdo de outras proteinas,
chamadas de proteinas clientes (ISAACS et al., 2002). Essa proteina serve principalmente
como uma chaperona molecular ajudando o dobramento correto de proteinas nascentes,
evitando, desta forma, a formacao de proteinas com estrutura terciaria incorreta e formacédo de
agregados proteicos. Alguns inibidores desta proteina agem ligando-se com grande afinidade
ao dominio N — terminal, regido onde ocorre a ligacdo do ATP, em condi¢Ges normais.

Como alternativa ao tratamento das leishmanioses, nossa equipe vem estudando o
papel de inibidores da proteina Hsp90, que mostraram efeito anti-parasitario. Em eucariotos,
especialmente protozoarios, varias proteinas regulatorias precisam interagir com a Hsp90 para
completar o seu processo de dobramento. Entre estas proteinas estdo tirosina-cinases,
proteinas do citoesqueleto, histonas, fatores de transcricdo, DNA polimerase que contam com
um namero enorme de func@es celulares (PRATT; TOFT, 2003; ERLEJMAN et al., 2014).
Além disso, Hsp90 também esta envolvida no trafego intracelular de proteinas, expressao de
genes, controle do ciclo, diferenciacdo e desenvolvimento celulares (HARTL et al., 2011).

Existem inibidores da Hsp90, que impedem a capacidade dessas proteinas em
hidrolisar ATP e, consequentemente, 0 dobramento correto das proteinas cliente (STEBBINS
et al., 1997). Esses inibidores fazem parte da familia de antibioticos das ansamicinas-
benzoquinonas como a geldanamicina e o seu derivado o 17-(allylamino)-17-
demethoxygeldanamycin (17-AAG) (WHITESELL et al., 1994; PRODROMOU et al., 1997).
Esses farmacos inibem a atividade da Hsp90 e proteinas cliente que passam a ndo ser
dobradas ou serem dobradas erroneamente e sdo ubiquitiladas e degradadas pela via do
proteassoma (ISAACS et al., 2003).

Em Leishmania spp., as proteinas cliente da Hsp90 tem um papel essencial no ciclo
celular do parasito. A inibicdo de Hsp90 de promastigotas de L. donovani induz a mudanga de
forma para células arredondadas com reducéo do flagelo, além de induzir uma parada no ciclo
celular na fase G2 e a expressdo de proteinas A2, tipicas da forma amastigota do parasito
(WIESGIGL e CLOS, 2001). Inibidores da Hsp90 também foram utilizados contra doencas
infecciosas causadas por Plasmodium, Trypanossoma e Toxoplasma com resultados
promissores em todos os casos (AHN et al., 2003; BANUMATHY et al., 2003; KUMAR et
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al., 2005; PALLAVI et al., 2010).

Estudos realizados em nosso laboratério demonstraram que o 17-AAG, tem um alto
efeito anti-Leishmania in vitro e in vivo. O tratamento com 17-AAG em concentragdes que
variaram de 25 a 500 nM, por 48 horas, foi capaz de reduzir em 90% o0s parasitas
intracelulares, das espécies Leishmania amazonensis e Leishmania braziliensis (PETERSEN
et al. 2012; SANTOS et al. 2014), em doses que ndo foram toxicas para o macréfago
hospedeiro. O efeito leishmanicida de 17-AAG sobre as formas intracelulares do parasito se
mostrou independente da producdo de 6xido nitrico (NO), de superdxido (O,) bem como de
moléculas pré-inflamatorias.

Em outro estudo conduzido pela nossa equipe, formulagdes lipossomais contendo o
17-AAG, foram capazes de reduzir a viabilidade de promastigotas de L. amazonensis, em
concentragdes que ndo foram toxicas para os macrofagos murinos. De forma similar, essas
formulagdes, também reduziram significativamente a viabilidade intracelular desses parasitos,
apos 6 e 72 horas de tratamento, em concentracGes tdo baixas quanto 0,006 nM quando
comparadas a mesma concentragdo do 17-AAG solivel e a Anf B na concentragdo de 2 pM.
O tratamento com as formulagdes ndo causou alteracdo na producdo de oxido nitrico (NO) em
relacdo ao macrofago controle infectado e ndo tratado. Adicionalmente, foi observado que o
tratamento com as formulacGes lipossomais provocou alteracdes morfoldgicas no parasito
como perda da eletrodensidade citoplasmatica, mitocrondrias dilatadas, alteracdes
morfologicas no ndcleo, presenca de vacuolos no interior do citoplasma com subsequente
aparecimento de parasito com aspecto degradado (PETERSEN et al., 2018).

Em um estudo in vivo, utilizando o modelo murino de leishmaniose tegumentar
causado por L. braziliensis, foi avaliada a capacidade terapéutica do INH-2, andlogo do 17-
AAG, porém hidrossolivel e com melhores propriedades farmacocinéticas (EGORIN et al.
2002). Camundongos BALB/c foram infectados na orelha com promastigotas de L.
braziliensis e divididos em grupos que foram tratados com 20 mg/kg de INH-2 por via
intraperitoneal diariamente ou tratados com veiculo diluente controle. Animais tratados com
INH-2 tiveram o tamanho maximo da lesdo de 0,3 mm enquanto animais ndo tratados que
receberam apenas a injecdo do veiculo apresentaram uma lesdo mais que duas vezes maior
que 0,8 mm. Também foi determinada a carga parasitaria da orelha e do linfonodo drenante
apoOs duas e quatro semanas de tratamento. Foi observada uma reducdo drastica da carga
parasitaria nos animais tratados com INH-2. Apds quatro semanas de tratamento, apenas um
animal apresentou parasitos na lesdo dentre os animais tratados, enquanto 0s animais do grupo

controle apresentaram uma média de 5 x 10’ parasitos por lesao.
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Adicionalmente, detectamos no sobrenadante de células do linfonodo de animais
infectados e tratados reducdo importante na producgdo de citocinas pré-inflamatorias, como
IFN-gama, TNF-alfa e IL-6 nos animais tratados com INH-2 em relagéo aos animais controle.
Em conjunto, esses dados reforcam o potencial leishmanicida de inibidores da Hsp90, em
especial o INH-2 pelos excelentes resultados obtidos in vivo em modelo murino, como
potencial composto quimioterapico. Esses compostos além de diminuirem a carga parasitéria,
podem, adicionalmente, ter efeito benéficos anti-inflamatérios no tratamento. intenso
(BARRAL-NETTO et al., 1987), porém, pouco se sabe da atividade leishmanicida do INH-2
em modelos de LV causado pela L. infantum.

3.6 SISTEMAS DE LIBERACAO CONTROLADA DE FARMACOS

E conhecido que sistemas nanoestruturados de liberacdo de farmacos podem melhorar
a eficacia do tratamento, pois possuem diversas vantagens em relacdo aos farmacos na sua
forma livre, apresentando como principal vantagem a reducdo dos efeitos colaterais, pois
possibilita a utilizacdo de uma menor dose do farmaco para garantir a eficacia do tratamento
(FORMIGA; ANSORENA, 2009; LI et al., 2017).

Nanoparticulas e lipossomas tém sido investigados como novas formas de dosificacao
com vantagens em relacdo as formulagdes tradicionais: liberacdo controlada de ativos,
solubilizacdo de ativos lipofilicos, aumento na estabilidade de moléculas labeis e menor
possibilidade de causar efeitos colaterais. Estes sistemas também apresentam a capacidade de
carrear farmacos para sitios especificos no organismo, otimizando, assim, sua eficacia e
reduzindo sua toxicidade (FORMIGA; ANSORENA, 2009; LI et al., 2017).

Ha relatos na literatura da utilizacao de diferentes nanoformulacdes para o tratamento
das leishmanioses in vitro, dentre essas se destacam os: nanotubos de carbono, lipossomas e
nanoparticulas. Saudagar e Dubey em 2012, utilizaram nanotubos de carbono (Be-NTCf)
conjugado ao Betulin, uma substancia leishmanicida presente na casca das arvores de vidoeiro
branco. Esse nanossistema, Be-NTCf, foi mais eficaz contra formas amastigotas intracelulares
de L. donovani e mais téxico para as células ndo infectadas do que o Betulin livre.

Em 2012, Prajapati e colaboradores relataram o efeito, in vitro e in vivo, de nanotubos
de carbono incorporados com uma droga leishmanicida, a Anf B (AnfB-NTCf) sobre L.
donovani. Segundo esses autores a concentracdo de AnfB-NTCf necessaria para provocar a
morte de 50% dos macrofagos (CCsp) € quase quatorze vezes maior do que a concentracdo da

Anf B livre, embora ambas formulagdes induzissem nivel de toxicidade semelhante in vitro.
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Em modelo experimental de LV em hamsters, os autores demostraram que quando
administrada oralmente a AnfB-NTCf inibiu em 99% a taxa de crescimento do parasito no
baco de animais infectados.

Lipossomas encapsulados com drogas anti-Leishmania passaram a ser uitlizados no
tratamento da leishmaniose a partir da década de 70 (ALVING et al., 1978). Foi demonstrado
que antimoniais encapsulados em lipossomas foram mais eficazes que a droga livre.
Posteriormente, Chapman e colaboradores (1984) observaram que a formulagdo de N-metil-
glucamina lipossomal (1.94 mg Sh/kg/dia) administrada em quatro injecdes diarias por via
intravenosa levaram a eliminacao dos parasitos presentes no baco de cachorros com LV. Mais
recentemente, foi demonstrado que essa formulacdo de N-metil-glucamina encapsulada em
lipossomas mostrou eficacia 10 - 63 vezes superior ao farmaco livre contra amastigotas
intracelulares de L. major (BORBOREMA et el., 2011).

A Anf B encapsulada em lipossomas (AmBisome) foi capaz de eliminar parasitas de
L. donovani no figado e baco de hamsters e macacos (Saimiri sciureus) infectados (Berman et
al, 1986). De forma similar (GRADONI et al., 1993) demostraram que trés doses
consecutivas de Ambisome durante trés dias eliminaram completamente o parasita presente
no baco sem causar toxicidade. O Ambisome também se mostrou mais eficaz do que outras
formulagdes lipidicas de Anf B, Amphocil e Abelcet, (YARDLEY; CROFT, 2000). Na
Europa, na Africa e na Asia, a AmBisome lipossomal é indicada como droga de primeira
escolha para o tratamento de LV com doses de 20 mg/kg em pacientes imunocompetentes
(BERN et al., 2006). Na india, ha relatos de taxa de cura de 97% dos pacientes com LV
tratados com AmBisomecujas doses eram de 5 mg/kg (SUNDAR et al., 2011). Nas Américas,
pacientes com LC causada por L. braziliensis apresentaram cura completa das lesdes com o
tratamento com Ambisome por um periodo inferior a um més ap6s (SOLOMON et al., 2007).

Atualmente, o uso de sistemas de liberacdo controlada vem crescendo e a busca por
polimeros para aplicacGes biomédicas experimentou um importante avango nas ultimas trés
décadas, sobretudo, o estudo e desenvolvimento de polimeros sintéticos como componentes
importantes de matrizes utilizadas como vetores de moléculas terapéuticas (FORMIGA et al.,
2009).

A utilizacdo de polimeros para o desenvolvimento de nanoparticulas apresentam
muitas vantagens, dentre elas: ser completamente degradados e eliminados do organismo, ser
utilizados para encapsular tanto substancias hidrofébicas como hidrofilicas, oferecem
protecdo ao principio ativo nas condi¢fes bioldgicas e apresentam baixa imunogenicidade
(FORMIGA et al., 2009; LI et al., 2017).
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Dentro de polimeros sintéticos, os poliésteres destacam-se pela sua biodegradabilidade
e biocompatibilidade. Os mais utilizados séo acido lacticos (PLA) e copolimeros formado por
unidades monoméricas de acido lactico e glicolico (PLGA), uma vez que foram aprovados
pelo FDA (Food and Drug Administration) para desenvolver sistemas para a administracédo de
farmacos. Adicionalmente, a policaprolactona (PCL) também tem sido muito utilizada na
ultima década para encapsulamento de principios ativos de diferentes grupos farmacolégicos,
além de possuir boa biocompatibilidade e baixa imunogenicidade (FORMIGA, 2009; LI et
al., 2017).

Assim, o desenvolvimento de sistemas de liberagcdo controlada de farmacos consistira
em uma inovacao Util no incremento de alternativas para o tratamento das leishmanioses, pois

viabilizara a administracdo do INH-2 em uma formulacdo que aperfeicoe a dose terapéutica.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 ANIMAIS

Camundongos BALB/c foram fornecidos e mantidos no biotério do IGM-FIOCRUZ e
foram manipulados de acordo com as normas descritas no Comité de Etica no Uso de
Animais (CEUA numero 003/2018).

4.2 PARASITOS

Os parasitos da espécie L. infantum (MCAN/BR/89/BA262) foramisolados do baco
dehamsters da linhagem Golden Syrius e, posteriormente, cultivados em meio minimo
essencial modificado hemoflagelado médio (meio HOMEM) completo, suplementado com
10% (v/v) de soro bovino fetal inativado (SBF) (Gibco®)e 24.5 mMhemina bovina (Sigma ,
Steinheim, Germany). As formas promastigotastransformadas a partir de amastigotas
presentes no bacoforammantidasem meioHOMEM completopor 7 passagens sucessivas e

foram utilizadas ao alcancarem a fase estacionaria de crescimento(aproximadamente 3 x 107).

4.3 OBTENCAO E CULTURA DE MACROFAGOS

Células precursoras, presentes na medula 6ssea, foramobtidas a partir da lavagem da
cavidade Ossea do fémur e da tibia de camundongos da linhagem BALB/ce cultivadas em
meio RPMI completo [meio Roswell Park Memorial Institute 1640 suplementado com 25 mM
de HEPES (acido N-2-hidroxietilpiperazinaN’-2-etanossulfonico) (Sigma) pH 7,4, 2 g/L de
bicarbonato de sédio (Sigma), 10% de SBF inativado (Gibco), 10 pug/mL de ciprofloxacina
(Isofarma, Precabura, CE, BR), 200 mM glutamina (Sigma)] e 30% de sobrenadante de
células L929 (SBN L929). Ap6s3 ou 4 dias de cultivo, a cultura celular foisuplementada com
meio RPMI/SBN L1929 e, apds trés dias, os BMM® aderidos foramrecuperados por lavagem
da placa de cultura com solucéo de PBS contendo 1 mM de EDTA, centrifugados a 300 G por
10 min a4 °C e ressuspensos em 1 mL de meio RPMI completo para realizacdo dos

experimentos.
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4.4 PADRONIZACAO DO PROTOCOLO DE ENCAPSULAMENTO DO INH-2 EM
NANOPARTICULAS

INH-2 foi incorporado em nanoparticulas poliméricas utilizando os polimeros PLGA
(poli (&cido latico-co-acido glicdlico)) (Sigma, Brasil) ou PCL (policaprolactona) (Sigma, SP,
Brasil),além de diferentes metodologias, a fim de verificar o método que gerasse
nanoparticulas apresentando encapsulamento mais eficaz de INH-2 e caracteristicas ideais
quanto ao tamanho, potencial zeta e polidispersdo. Todas as metodologias testadas estdo
descritas a seguir, para a primeira metodologia descrita, foi utilizado apenas o polimero PCL e
para as duas Ultimas utilizamos adicionalmente o PLGA.

Tabela 1 - Formulagdo das nanoparticulas pelo método de nanoprecipitacdo a partir de polimeros pré-
formado

Fase Orgéanica Fase Aquosa
Polimero 250 mg
Span 60 165 mg
Acetona 67 mg
INH-2 25 mg
Tween 80 190 mg
Agua destilada 133 mg

Fonte: Elaboracdo da autora

4.4.1 Método nanoprecipitacdo a partir de polimeros pré-formados

Inicialmente, foram produzidos trés protocolos da nanoformulacdo branca (sem
ocomposto), € um com o composto, utilizando o método de nanoprecipitacdo, também
conhecido como Método de Deslocamento do Solvente (FESSI et al., 1989), 0s passos serdo
descritos a seguir:

O meétodo de nanopreciptacdo é composto por duas fases, sendo elas: fase organica e
fase aquosa. Para a preparacdo da nanoformulacdo, inicialmente realizou-se a preparacdo da
fase organica, por meio da solubilizacdo do Span 60, em acetona sob agitacdo magnética (300
RPM) até total solubilizacdo do composto. Em seguida, esta solucéo foi entéo filtrada através
do filtro de seringa (porosidade, 0,22 um). Na proximaetapa,foi adicionadoo polimero PCL a
solucdo filtrada que foi mantida sob agitacdo magnética (300 RPM) até completa
solubilizacdo a 40 °C. Ao final da formacdo da fase orgénica, foi medido o volume final com

auxilio de uma proveta, e adicionado o volume de solvente perdido na evaporacéo.
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Posteriormente, ocorreu a formagdo da fase aquosa, com a solubilizacdode Tween 80 em agua
destilada sob agitacdo magnética a 300 RPM. Em seguida, a fase organica foi vertida
lentamente a fase aquosa sob agitacdo de 230 RPM, por ultimo, a solugdo final permaneceu
sob agitacdo magnética por 20min em temperatura ambiente e entdo a amostra foi levada ao
rotaevaportador (Buchi® R-100, Suica) para eliminagdo do solvente organico nas condi¢des
de presséo 300 + 10 mbar, 65°C.

Ap6s a produgdo, as nanoparticulas foram recuperadas e purificadas por
ultracentrifugacdo (BeckmanCoulter®, Avanti® J-26 XPI, EUA) a 17.000 G (rotor JA-12) em
dois ciclos de 30 min, 4 °C. O precipitadoformado foi ressuspendido em 5 mLde &gua
destilada e foi retirada da solucdo final aliquotas para determinacdoda eficiéncia de

encapsulamento e caracterizacdo fisico-quimica da nanoformulacéo.

4.4.2 Método de emulsédo dupla por extracédo de solvente (Salvador et al. 2015, com
modificacbes)

Para melhorar a eficiéncia de encapsulamento, novos protocolos de nanoformulacGes

foram produzidos com os reagentes e suas concentragdes listados na tabela 2.

Tabela 2 - Formulacdo das nanoparticulas pelo método de emulsdo dupla por extracdo do solvente.

Fase Aquosa Interna Fase Organica Fase Aquosa Externa

(W1) (FO) (W2)
PLGA 50:50 50 mg
PEG 8000 ou 125 mg/250 mg
Pluronic F-127
Acetona 5ml
INH-2 10 mg
PVA 1% 10 ml
Agua dest. 5ml

Fonte: Elaboracdo da autora

O método de emulsdo dupla consiste em trés etapas, sendo elas: fase aquosa interna
(W1), composta pelos seguintes componentes: PEG (Polietilenoglicol) (Sigma) ou Pluronic F-
127 (Sigma), nas concentracBes de 2,5 e 5% em &gua destilada. Ambos funcionam como
estabilizantes para a nanoformulacdo, além de melhorar a solubilidade do composto,

facilitando assim sua incorporacdo na nanoparticula; fase orgénica (FO), composta por PLGA,
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acetona, e 0 INH-2 e a fase aquosa externa (W2), composta por alcool polivinilico a 1% (PVA
1%). Para a producdo da nanoformulacdo utilizando esta metodologia, foram realizados os
seguintes passos: PLGA (50 mg)foi dissolvido em acetona (5 mL)sob agitacdo magnética a
350 RPM em temperatura ambiente até total solubilizacdo. Posteriormente, vertemos a W1 na
FO utilizando o sonicador (poténcia de 6 W e ciclo de trabalho constante por 2 min, sob gelo),
produzindo assim a emulsdo primaria W1/O. Em seguida, incorporamos a W2 na W1/0O
protegidas da luz sob homogeneizacao turbulenta (Ultra Turrax T25) 10.000 rpm por 5 min,
mantidas em banho de gelo. Ap6s a formagdo da emulsdo dupla, adicionamos 10 mL de
isopropanol a 2% (v/v) sob agitacdo magnética e deixamos sob agitacdo overnight para

permitir a total evaporacéo do solvente.

4.4.3 Método de precipitacao/evaporacao da solvente emulsédo simples (Barrichello et al,
1999 com adaptacdes)

A emulsdo simples é composta apenas por duas fases, sendo elas: a fase organica (FO)
e uma fase aquosa interna (W1). Para a producdo das nanoformulacgdes, foram utilizadas as
mesmas concentracdes descritas no item 4.9.2, Método de emulsdo dupla por extracdo de
solvente (Salvador et al. 2015, com modificacdes), variando apenas a composicéo, tendo PEG
ou Pluronic-F127(375 mg) em15 ml de agua destilada. Posteriormente, 0 PLGA (50 mg) foi
dissolvido em 5 mL de acetona sob agitagdo magnética até total solubilizacdo. Em seguida, a
FO foi adicionada em 15 mL de uma solucdo aquosa de PEG 8000 ou Pluronic-F127 sob
agitacdo magneética a temperatura ambiente e, em seguida, a acetona foi removida da
suspensdo no rotaevaporador (BUTCHI® R-100), a temperatura de 56 °C (temperatura de
ebulicdo da acetona), 3 RPM, 350 mBar, até que a solucao se torne concentrada a um volume
final de 10 mL.
Ao final das metodologias descritas nos itens 4.4.2. e 4.4.3., a eficiéncia de

encapsulamento por HPLC foi determinada utilizando UV visivel e espectrofotdmetro.

4.4.4 Quantificacdo da eficiéncia de encapsulamento das nanoformulacées (EE%b)

Para quantificacdo da eficiéncia de encapsulamento, foram utilizadas duas técnicas,
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC — SENAI CIMATEC) e UV visivel por meio
de espectrofotobmetro (SPECTRA Max 340 PC). Para técnica de HPLC, estabelecemos uma

curva padrdo do INH-2 livre a partir de 10 uM, com limite de deteccdo de 334 nm. Para
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quantificacdo utilizando UV visivel, determinamos o A max que foi de 340nm e igualmente
construimos uma curva padrdo de INH-2 (mesma faixa de concentracdo). Para a realizacéo de
ambas as técnicas, realizamos a separacdo das fragdes livre por ultrafiltracdo — centrifugacéo
usando filtro Amicon (14.000g, 1 h, 4 °C), e total, apds o rompimento das nanoparticulas com
etanol na proporgéo 1:1, seguida de centrifugacdo (8.000 RPM, 5 min, 4 °C). O percentual de
encapsulamento e concentracdo teorica, que corresponde a quantidade de composto em
gramas, apds a total evaporacdo do solvente (acetona) foram calculados da seguinte maneira,

respectivamente:

%EEINH—Z = ([TOTALINH—Z] - [LIVREINH—Z]) - [TOTALINH—Z] x 100
%EE;yy—, — Eficiéncia de encapsulamento do INH-2;
TOTALyy_,- Concentracdo total do INH-2 colocada no preparo da nanoformulagéo;

LIVRE,yy—-, — Concentracdo de INH-2 ndo encapsulada nas nanoformulagdes.

MASSAtotal )

CCte = (VOLUMEfinal
CCte —Concentracdo teorica de INH-2;
MASSAtotal — Massa total de INH-2 usada para preparacéo da nanoformulacao;

VOLUME final — Volume final da solucdo apos total de evaporacgéo da acetona.
4.4.5 Caracterizacao fisico-quimica das nanoparticulas

As formulagbes de nanoparticulas poliméricas foram caracterizadas quanto ao
tamanho de particula, potencial zeta, polidispersdo (PDI), aspecto visual e pH. Potencial zeta,
tamanho das particulas e polidispersdo foram determinados utilizandoo Zetasizer Nano Series
Nano-ZS, pelo método de espalhamento de luz dindmico (Malvern InstrumentsLtd.,
Worcestershire, UK). Para a medida de tamanho da particula, as analises foram realizadasa25
°C sob angulo de espalhamento de luz. Todas as medidas foram realizadas em triplicata. As
caracteristicas morfoldgicas e de superficie foram avaliadas em microscopia eletrdnica de
transmissdo (MET) e varredura (MEV).

4.5 AVALIACAO DA VIABILIDADE DE MACROFAGOS MURINOS APOS O
TRATAMENTO COM INH-2

Macréfagos derivados de precursores de medula 6ssea (BMM®@) foram distribuidos em

placas de 96 pocos na concentracdo de 5 x 10* células por poco (200 pL) e tratadas com
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concentragdes decrescentes diluidas de forma seriada a partir da concentracdo inicial de 50
MM de INH-2 ou 49,36 uM de nanoparticula PLGA-PEG 5% por 48 h. Apos esse periodo,
foram acrescentados 10% do corante AlamarBlue (Invitrogen, EUA) e incubados a 37 °C, por
mais 24 h. A absorbancia foi determinada nos comprimentos de onda de 570 e 600 nM.

4.6 DETERMINACAO DA VIABILIDADE INTRACELULAR DE PROMASTIGOTAS DE
L. INFANTUM COM INH-2

BMM@ foram obtidos conforme descrito no item 4.3 Obtencdo e cultura de
macrofagos e cultivados em RPMI completo em estufa a 37°C suplementada com 5% de CO,
por 24 h. Apds esse periodo, os BMM@ foram infectados com promastigotas de L. infantum
em fase estacionaria na proporcdo de 20:1 e mantidos a 37°C em estufa suplementada com
5% de CO,. Apds 24 h de infeccéo, os macrdéfagos foram lavados 2 vezes com solucao salina
para remocdo dos parasitas ndo internalizados e, em seguida, foramtratados com
concentragdes diluidas de forma seriada a partir da concentracdo de 500 nM de INH-2. Apos
48 e 72 horas, 0s macrofagos foram lavados 2 vezes com solugédo salina e incubados em meio
de cultura HOMEM por 12 diasa 24 °C na estufa B.O.D, as promastigotas viaveis foram entao

quantificadas por contagem em camara de Newbauer.

4.7 AVALIACAO ULTRAESTRUTURAL DE LEISHMANIA APOS TRATAMENTO COM
INH-2

BMM@ foram distribuidos em placas de 6 pogos na concentracéo de 2x10° células
por pogo (2 mL), e cultivadas em RPMI completo a 37°C em estufa suplementada com 5% de
CO,. Apds24 h de incubagdo, os BMM@foram infectados com promastigotas de L. infantum
em fase estacionaria na proporcao de 20:1 e mantidos a 35°C em estufa suplementada com
5% de CO,. Apo6s 24 h, as células foram lavadas para remocdo dos parasitas nao
internalizados e tratadas com INH-2 na concentracao referente ao valor do I1Cso. Apds 24 h de
tratamento, as amostras foramprocessadas para analise em microscopia eletrénica de
transmissdo, como a seguir: as células foram fixadasem uma solugdo contendo glutaraldeido
grau Il a 2,5%, formaldeido a 2% e CaCl2 2,5 mM e tampéo de cacodilato de sédio 0,1 M
ajustado para pH 7,2. Em seguida, as ceélulas foram pds-fixadas em um tampéao
similarcontendo 1% de tetroxido de 6smio eferricianeto de potassio a 0,8%, depois foram

desidratadas em sucessivas lavagens de acetonae incorporadas em resina Polybed. Cortes
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finos foram feitos eas amostrasforamcoradas com acetato de uranila e citrato de chumbo.

Observacdes foramrealizadas usando o microscopio de transmissdo Zeiss 109 ou Jeol 1230.

5.8 DETECCAO DE OXIDO NITRICO (NO), CITOCINAS INFLAMATORIAS E
QUIMIOCINAS EM MACROFAGOS INFECTADOS POR L. INFANTUM

BMM®@ foram distribuidos na concentracdo de 10° células/poco (500 pL) e estimulados
com IFN-y(R & D Systems, Minneapolis, MN, EUA) e/ou LPS overnight nas concentractes
de 100 ng/mL e 1 ng/mL. Como controle negativo, as células infectadas foram incubadas em
meio sem estimulo com IFN-y e LPS. Apds esse periodo, as células foram lavadas e
reestimuladas com IFN-y e/ou LPS e tratadas com concentracdo referente ao valor do ICsy.
Apos 48 h de tratamento, o sobrenadante foi coletado e a producéo de NO foi quantificada nos
sobrenadantes de células por determinacdo de acumulacdo de nitrito, utilizando o método de
Griess(DING et al.,1988). Os sobrenadantes das culturas de BMM@ também serdo utilizados
para determinacdo da producdo de citocinas inflamatérias utilizando o CBAkit (BD
Biosciences, USA), seguindo instrucdes do fabricante.

Os experimentos descritos nos itens 4.8 e 4.9, ndao foram realizados devido a
suspenssdo das atividades no Instituto, causado pela pandemia do novo Coronavirus (SARS-

CoV-2). Os mesmos serdo realizados no doutorado.
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5 PROPOSTA DE ANALISE

Os experimentos foram repetidos pelo menos trés vezes em quintuplicata e os dados
numéricos foram apresentados em graficos, como valores absolutos, médias, medianas ou
proporcdes, utilizando o GraphPad 5.0. O ICsp e CCs foramcalculados com base numa analise
de regressdo nao-linear onde CCsg corresponde a concentracdo letal capaz de reduzir em 50%
a viabilidade dos macré6fagos e o valor de ICso representam a concentracdo de inibidor
necessaria para matar 50% dos parasitas. A diferenca entre os grupos foi calculada utilizando
0 teste ANOVA para dados com distribuicdo normal ou Kruskal-Wallis para dados néo
paramétricos. As diferencas foram consideradas estatisticamente significativas quando o valor
de p< 0,05.
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6 RESULTADOS

6.1 PRODUCAO E CARACTERIZACAO DE NANOFORMULA(;OES PRODUZIDAS
UTILIZANDO PROTOCOLO DE NANOPRECIPITACAO

Inicialmente, trés protocolos de nanoformulagdes utilizando nanoprecipitagdo foram
produzidos sem o INH-2, isto é, nanoparticulas vazias, contendo, na sua composicéo:
polimero (PCL), Span 60, acetona, Tween 80 e &gua destilada. Na Tabela 1, sdo mostrados os
resultados das caracterizagdes dessas nanoparticulas, onde os nimeros 1 a 3 representam
réplicas da nanoparticula vazia (sem o composto), que foram feitas com o objetivo de avaliar
a reprodutibilidade do método.

Tabela 3 - Caracterizagdo por DLS de nanoparticulas preparadas por nanoprecipitagdo

Nanoparticula Tamanho (nm) PDI ZETA (mV)
1 (vazia*) 165,6 0,084 -22,3
2 (vazia*) 208 0,132 -25,9
3 (vazia*) 161,6 0,059 -25,5
4 (INH-2)** 183,1 0,089 -28,8

*Particulas vazias (1,2 e 3) e **particulas com composto encapsulado (4)
Fonte: Elaboracdo da autora
Como observado na Tabela 1, as nanoparticulas apresentaram tamanhos com variagédo
de 161 a 208 nm. O indice de polidispersdo (PDI) variou de 0,059 a 0,132. Com relacdo ao
potencial zeta, as nanoparticulas vazias apresentaram cargas que variaram de -22,3 a -25,9. A
nanoparticula contendo o composto (nUmero 4), apresentou caracteristicas similares as
nanoparticulas vazias, com tamanho de 183,1 nm, PDI de 0,089 e potencial zeta de -28,8 mV
(tabela 1). Adicionalmente, o aspecto morfoldgico das nanoparticulas produzidas por
nanoprecipitacdo foi avaliado por microscopia eletrénica de transmissao (MET) e as imagens

sdo mostradas na figura 2.
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Figura 2 - Imagens de microscopia eletronica de transmissdo (MET). Nanoparticulas vazias (A) ou
contendo o INH-2 (B) foram preparadas, inicialmente, com a solubilizagdo do Span 60 em acetona, sob
agitacdo magnética. Em seguida, foi adicionado o polimero a solucéo filtrada que foi mantida sob agitacédo
magnética, até completa solubilizacdo. Posteriormente, o Tween 80 foi solubilizado em agua destilada sob
agitacdo magnética. Por ltimo, a solucdo final permaneceu sob agitacdo magnética em temperatura ambiente
e, entdo, a amostra foi levada ao rotaevaportador para eliminagdo do solvente. Apds o preparo das
nanoparticulas por nanoprecipitacdo, as amostras foram lavadas e entdo diluidas na proporcédo de 1:10 em agua
destilada. Posteriormente, 10 uL de cada amostra foram gotejados em parafilm e foi posicionada sobre elas
uma grade de formvar, previamente preparadas pela plataforma de microscopia eletrdnica do IGM, durante 1
min. Depois, cada amostra foi incubada com acetato de uranila 2% por 2 min para contrastacdo das
nanoparticulas. Por fim, o excesso de uranila foi removido da grade com auxilio de papel filtro e as amostras
foram deixadas a temperatura ambiente até as analises pelo microscépio eletrdnico de transmissdao JEM-1230
(JEOL LTD, Japan).

Fonte: Elaboracdo da autora

A andlise morfologica por microscopia eletronica de transmissdo (MET) revelou que
as nanoparticulas vazias (Figura 2A) e aquelas contendo o composto encapsulado (Figura 2B)

apresentaram formato e tamanho homogéneos entre si, corroborando o resultado de

distribuicdo de tamanho avaliado por DLS.

6.2 QUANTIFICACAO DAS NANOFORMQLA(}C)ES PRODUZIDAS UTILIZANDO
PROTOCOLO DE NANOPRECIPITACAO

ApoOs a caracterizacdo das nanoformulacdes, a eficiéncia de encapsulamento foi
quantificada por cromatografia liquida de alta performance (HPLC). A Figura 3 mostra o
cromatograma obtido das solu¢Ges em diferentes concentracdes preparadas para construcdo da
curva de calibracdo, que é mostrada na Figura 4. A quantificacdo da %EE da nanoformulacédo

produzida é mostrada na tabela 2.
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Figura 3 — Cromatograma das soluc@es de INH-2, obtido por HPLC. Foram preparadas solucdes de INH-
2 com concentracOes diluidas, de forma seriada, de 10 pg/mL a 0,62 pg/mL. Em seguida, cada concentracao
foi analisada por cromatografia liquida de alta performance (HPLC) e as areas sob a curva de cada
concentracdo foi utilizada para construcdo da curva de calibragao.

Fonte: Elaboracdo da autora
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Figura 4 - Curva de concentrac¢do do INH-2 por HPLC. Foram preparadas solucdes de INH-2 com
concentracdes diluidas, de forma seriada, de 10 pg/mL a 0,62 pg/mL, e essas solucbes foram analisadas por
HPLC. A area sob a curva do cromatrograma de cada concentracdo foi utilizada para montagem da curva
padrdo, utilizando o Excel.
Fonte: Elaboracdo da autora
No cromatograma observado na Figura 3, cada pico representa uma concentracao
previamente conhecida, que variaram de 10pg/mL a 0,62ug/mL. No eixo X, é possivel
observar o tempo de retencdo de cada concentracdo e, no eixo Y, a sua respectiva
absorbancia.
Na Figura 4 é mostrada a curva de calibracdo das mesmas concentragdes mostradas no
cromatograma (figura 3). No eixo X, estdo representadas as concentracdes do INH-2 e, no
eixo Y, a area sobre a curva de cada concentracdo. O valor do coeficiente angular (r?) obtido

foi maior que 0,99 e proximo a 1, o que indica que a nossa reta de regressdo linear alcangou o
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resultado esperado e que esta curva pode ser utilizada para quantificagdo do composto.

Apobs a construcdo da curva de calibracdo, a %EE do INH-2 nas nanoparticulas foi
avaliada e é mostrada na tabela 2. Apds trés lavagens sucessivas das nanoparticulas
preparadas, as concentragdes do composto encapsulado nas nanoparticulas (%EE) foi
reduzido de 194,5 ug/mL, para 186 pg/mL, 129,6 png/mL e 2,6 pg/mL, respectivamente
(Tabela 2).

Tabela 4 - Quantificacdo da %EE em diferentes estagios do protocolo para preparo de nanoformulacao

pelo método de nano precipitacao

Etapas da Centrifugacao Concentragéo
(ng/mL)

Né&o centrifugado 194,5

Sobrenadante 1 186,0

Sobrenadante 2 129,6

Sobrenadante 3 2,6

Fonte: Elaboracdo da autora

Com base nos resultados, observamos que o método utilizado para quantificacéo,
chamado de purificacdo, ndo foi adequado, visto que a cada lavagem e centrifugacéo

perdiamos quantidades significativas do composto.

6.3 PRODUgAO DE NANOFORMUI:A(;@ES UTILIZANDO PROTOCOLOS DE
EMULSAO SIMPLES E EMULSAO DUPLA

Com o objetivo de melhorar a %EE das nanoformulagdes, dois novos protocolos
foram testados com quatro variaces na concentracdo de insumos utilizados cada, como
mostrado na figura 5. Os oito protocolos utilizaram o PLGA como polimero, a acetona como
solvente, 0 PVA na concentracdo de 1% e o composto a ser encapsulado, INH-2, além de
agua destilada, cujo método de preparo encontra-se descrito no item 4.9.3 dos Material e
Métodos. Além do método de producdo, as outras variacOes testadas foram equivalentes ao
tipo de estabilizante onde, nos protocolos de 1 a 4, utilizamos PEG e, nos protocolos 5 a 8,
empregamos Pluronic-F127. Nos protocolos 1 e 2 foi avaliado o efeito das concentracdes de

2,5% de PEG e nos protocolos 3 e 4 foi avaliada a concentragédo de 5%. Nos protocolos 5 e 6
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foi avaliado o efeito das concentragdes de 2,5% de Pluronic-F127 e nos protocolos 7 e 8 foi
avaliada a concentracdo de 5%. Os protocolos 1, 3, 5 e 7 foram realizados por emulséo dupla
e 0s protocolos 2, 4, 6 e 8 foram realizados por emulsdo simples. Em termos de composicéo,
as formulacbes preparadas pelo método de emulsdo simples apresentam duas fases, enquanto
que aquelas preparadas por emulsdo dupla possuem trés fases. Os resultados desses testes séo
mostrados na Tabela 3.

Figura 5 — Diagrama descritivo dos novos protocolos testados.
Fonte: Elaboracdo da autora
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Tabela 5 - Determinacdo da %EE em nanoformulages produzidas utilizando variacfes nos insumos dos
protocolos de emulsdo dupla e emulsdo simples.

Concentracéo
Protocolo Co-polimero Concentracdo Método de emulsdo %EE
(ng/mL)
1 PEG 2,5% Multipla -1,708 0,229
2 PEG 2,5% Simples 14,136 0,036
3 PEG 5,0% Multipla -16,108 0,140
4 PEG 5,0% Simples 47,338 0,280
5 Pluronic 2,5% Multipla 21,981 0,149
6 Pluronic 2,5% Simples 32,679 0,231
7 Pluronic 5,0% Multipla 28,009 0,061
8 Pluronic 5,0% Simples 37,952 0,0399

Fonte: Elaboracdo da autora

Como podemos observar na Tabela 3, apenas o protocolo 4 apresentou %EE com

valor elevado, de 47,33%. Assim, decidimos repetir este protocolo para avaliar a

reprodutibilidade do ensaio. Os resultados das repeticdes sdo mostrados na tabela 4.

Tabela 6 - Avaliacdo da reprodutibilidade da %EE do INH-2 em nanoformulacdo preparada por

emulsdo simples

Reéplicas do protocolo 4 %EE
1 - 55,949
2 - 63,178
3 - 31,523
4 - 74,862
5 65,5

Fonte: Elaboragdo da autora

Como observado na Tabela 4, em 5 repeticGes do protocolo 4, apenas em uma delas

obtivemos uma %EE com valor de 65,5%, nivel superior ao ensaio anterior descrito acima. As

outras quatro repeticdes do protocolo 4 apresentaram resultados negativo, que atribuimos a

uma eficiéncia de encapsulamento de 0, indicando que ndo houve incorporacdo do composto

ao polimero.
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6.4 ESTABELECIMENTO DE ME'I:ODO ANALITICO PARA QUANTIFICACAO DO
INH-2 EM NANOFORMULACOES

Como a baixa reprodutibilidade entre as amostras poderia estar relacionada a baixa
sensibilidade do método empregado, estabelecemos um novo método analitico por
espectrofotometria utilizando UV visivel (UVvis) para quantificacdo do INH-2 em
nanoformulagdes.

O primeiro passo foi a montagem de uma nova curva padrdo para escolha do melhor
meétodo analitico para quantificacdo do INH-2, como mostrado na Figura 6. Para avaliar a
influéncia dos insumos empregados na quantificacdo do INH-2, a curva padrdo foi realizada
utilizando as solugc6es contendo: 1 - 50 mg de PLGA / 5 ml de acetona; 2 — 3,33 mg de INH-
2/ 5 ml de agua; 3 — 250 mg de PEG / 5 ml de agua.

Regressao linear - minimos quadrados ordinarios
0,90 -

0,80 A y=1,3162x - 0,0015
R?=0,9958

0,70 A
0,60 -
0,50 A

Absorvancia

0,40 A
0,30 A
0,20 A
0,10 A

0,00 T T T T T T 1
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7

Concentrag¢do (mg/mL)

Figura 6 - Curva padrdo para quantificacdo das nanoformulacdes contendo INH-2. Foram preparadas solucdes
conhecidas do INH-2, diluidas de forma seriada, de 0,1 mg/mL a 0,7 mg/mL. Essas solu¢des foram analisadas em UV
visivel para leitura das respectivas absorbancias e montagem da curva padréo.

Fonte: Elaboracdo da autora

A regressdo linear observada na nova curva representada na Figura 6, assim como a
anterior, alcancou o resultado esperado para uma curva padrdo, com o valor do Rz maior que

0,99 e proximo a 1.
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6.5 PREPARO DE NANOFORMULACAO UTILIZANDO O METODO DE EMULSAO
SIMPLES

Em seguida, utilizando o método analitico descrito no item anterior, avaliamos a %EE,
das nanoformulacdes produzidas pelo método de emulsdo simples. Os resultados s&o
mostrados na tabela 5.

Tabela 7 - Caracterizagcdo das nanoformulacfes utilizando o método de emulsdo simples, quanto ao
tamanho, PDI e %EE

Nanoformulagéo PDI %EE Tamanho (nm)
VAZIA 0,110 - 178,7
INH-2 0,066 10,3 207,8

Fonte: Elaboracdo da autora

A primeira nanoformulacdo produzida, utilizando 0s mesmos insumos descritos
anteriormente, mostrou o valor de %EE igual a 10,3%. As caracteriza¢cdes da nanoformulagéo
vazia utilizando o protocolo de emulsdo simples, em comparacdo com aquela em que INH-2
foi encapsulado, mostrou que a incorpora¢do do composto causou um aumento no tamanho
(178,7 nm para 207,8 nm) e diminui¢do no PDI (0,110 para 0,066). Adicionalmente, 0 aspecto

visual das nanoformulacdes pode ser observado na Figura 7.
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Figuras 7 - Aspecto visual das solucfes contendo nanofomulagdes produzidas pelo método de emulsdo
simples. Para a producédo das nanoparticulas vazias (A) ou com o INH-2 (B), 50 mg de PLGA foi dissolvido em
5 mL de acetona sob agitacdo magnética até total solubilizacdo. Em seguida, a FO foi adicionada em 15 mL de
uma solucdo aquosa de PEG 8000, sob agitacdo magnética, a temperatura ambiente e, em seguida, a acetona foi
removida da suspensao no rotaevaporador (BUTCHI® R-100), a 56 °C, 3 RPM, 350 mbar, até que a solucéo se
tornasse concentrada, num volume final de 10 mL.

Fonte: Elaboracgdo da autora

6.6 PREPARACAO DE NANOFORMULACAO PELO METODO DE EMULSAO DUPLA

O protocolo de emulsdo dupla foi testado com o objetivo de verificar se esse método
elevaria a %EE. A Tabela 6 mostra a caracterizacdo por DLS das nanoparticulas preparadas

pelo método de emulséo simples e emulsdo dupla.

Tabela 8 - Comparacédo das nanoformulagdes preparadas pelos métodos de emulsdo simples edupla quanto
as caracteristicas de %EE, tamanho e PDI

Método Tamanho (nm) PDI %EE
Emulsédo dupla 316 0,788 46,3
Emulsdo simples 207,8 0,066 10,3

Fonte: Elaboragdo da autora

O protocolo de emulséo dupla, em comparagdo com a emulsdo simples, aumentou o
PDI das nanoparticulas produzidas, de 0,066 para 0,788, e 0 tamanho de 207,8 nm para 316
nm. Além disso, foi observado que a utilizacdo do protocolo de emulsdo dupla produziu
nanoformulagdo com maiores %EE (46,3%) que as particulas preparadas por emulsdo simples

(10,3%). Adicionalmente, o aspecto visual da solucdo da nanoformula¢do produzida com os
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mesmos insumos descritos anteriormente, no item 5.3, € mostrado do na Figura 8.

Figura 8 - Aspecto visual da solugdo contendo nanoformulagéo, método de emulsdo dupla. Inicialmente, 50
mg de PLGA foi dissolvido em 5 mL de acetona, sob agitagdo magnética a 350 rpm, em temperatura ambiente,
até total solubilizagdo. Posteriormente, a fase aquosa interna (W1) foi vertida na fase organica (O), sob
sonicagdo, com poténcia de 6 W e ciclo de trabalho constante por 2 min, produzindo assim a emulsdo primaria
W1/0. Em seguida, a fase aquosa externa foi incorporada na W1/O, sob homogeneizacdo turbulenta (Ultra
Turrax T25) 10.000 rpm por 5 min, mantidas em banho de gelo e protegidas da luz. Apés a formagao da emulsao
dupla, 10 mL de isopropanol a 2% (v/v) foi adicionado sob agitacdo magnética e deixado sob agitagdomagnética
overnight para permitir a total evaporacéo do solvente.

Fonte: Elaboracédo da autora

Com o objetivo de aumentar a %EE, algumas modificacbes no protocolo de emulséo
dupla foram realizadas, produzindo particulas com maior valor de %EE, proximo a 50%. O
aspecto visual da solucdo contendo as nanoparticulas antes e apds as modificacdes realizadas

sdo mostradas na figura 9.



48

Figura 9 - Comparacao das solugdes contendo as nanoparticulas preparadas pelos métodos de emulsao
simples (esquerda) e dupla (direita). Para o preparo de nanoparticulas por emulséo simples, 50 mg de PLGA
foi dissolvido em 5 mL de acetona sob agitacdo magnética até total solubilizagdo. Em seguida, a FO foi
adicionada em 15 mL de solugdo aquosa de PEG 8000, sob agitacdo magnética, a temperatura ambiente e, em
seguida, a acetona foi removida da suspensdo no rotaevaporador (BUTCHI® R-100), a temperatura de 56 °C
(temperatura de ebulicdo da acetona), 3 RPM, 350 mbar, até que a solucdo ficasse concentrada a um volume
final de 10 mL. Para o preparo de nanoparticulas por emulséo dupla, 50 mg de PLGA foi dissolvido em 5 mL de
acetona, sob agitacdo magnética a 350 RPM, a temperatura ambiente, até total solubilizacdo. Posteriormente, a
W1foi vertida na FO utilizando o sonicador com poténcia de 6 W e ciclo de trabalho constante por 2 min, sob
gelo, produzindo a emulsdo primaria W1/O. Em seguida, a W2 foi incorporada na W1/O sob homogeneizagio
turbulenta (Ultra Turrax T25) 10.000 rpm por 5 min, em banho de gelo eprotegidas da luz. Apos a formacéo da
emulsdo dupla, 10 mL de isopropanol a 2% (v/v) foi adicionadosob agitacdo magnética e deixado sob agitacdo
overnight para permitir a total evaporacdo do solvente.

Fonte: Elaboracgdo da autora

O aspecto visual da solugdo contendo as nanoparticulas antes e apos as modificacdes
realizadas mostram maior turbidez e homogeneidade na cor da solucdo contendo as particulas
produzidas apds as modificacbes no protocolo, indicando que o encapsulamento do composto
foi maior, em comparacéo ao protocolo utilizado anteriormente.

Em seguida, testamos a influéncia da variacdo na quantidade de massa do INH-2 (2 ou 10
mg) sobre a %EE, utilizando o método de emulsdo dupla, e os resultados sdo mostrados na
tabela 7.

Tabela 9 — CaracterizagBes de nanoparticulas contendo diferentes massas de INH-2, produzidas por

emulsédo dupla

Massa de INH-2 Tamanho (nm) PDI %EE
2 mg 311,3 0,120 100
10 mg 311,9 0,108 39

Fonte: Elaboragéo da autora

As nanoparticulas produzidas com 2 mg de INH-2 apresentou %EE de 100%,

enquanto que, as produzidas utilizando 10 mg, apresentou valor de %EE de 39%.
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Fisicamente, as duas formulacGes apresentaram de tamanho e PDI similares entre si. Esse
achado sugere que ocorre saturacdo da %EE nas nanoparticulas, quando utilizamos a maior
quantidade de INH-2.

6.7 EFEITO TOXICO DO INH-2 SOBRE MACROFAGOS
Os valores de CCsy para BMM® tratados com INH-2 livre e encapsulado foram

calculados a partir da determinacdo da viabilidade celular das células tratadas por diferentes

concentracdes, apos 72 h de exposicdo (Figura 10).
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Figura 10 - Viabilidade celular de macréfagos murinos apés o tratamento com INH-2. Macr6fagos murinos
derivados de medula éssea (BMM®) foram distribuidos em placas de 96 pogos na concentragdo de 5 x 10 células por
poco (200 pL) e tratadas com concentracdes decrescentes diluidas de forma seriada a partir da concentracéo inicial de 50
UM e 49,36 uM do INH-2 livre (A) e em nanoformulacdo (B), respectivamente. ApGs esse periodo, foi acrescentado o
corante vital AlamarBlue na concentragdo final de 10% (v/v) aos pogos. Cada ponto corresponde a valores de um
experimento representativo de 3 similares, realizados em triplicata e as linhas horizontais representam as medianas dos
valores de viabilidade celular.

Fonte: Elaboracéo da autora

A concentracdo capaz de reduzir em 50% a viabilidade dos macrofagos foi de 3,2057
uM para o composto livre e 20,13 uM para o composto encapsulado. Esses dados demonstram
que o INH-2 livre é 6 vezes mais téxico do que quando se encontra incorporado a

nanoparticulas.

6.8 DETERMINACAO DA VIABILIDADE INTRACELULAR DE PROMASTIGOTAS DE
L. INFANTUM COM INH-2

A analise da eficacia do INH-2 livre mostrou que a concentracdo capaz de reduzir em
50% a viabilidade dos parasitas (1Csp), nos tempos de 48 e 72 horas de tratamento foram,
respectivamente, de 0,2766 nM (fig. 9A) e 0,3062 nM (fig. 9B). Para o composto
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encapsulado, o valor encontrado foi de 17,54 nM (fig. 9C), no tempo de 48 horas de

tratamento.
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Figura 11 - Determinacao da eficicia de INH-2 contra amastigotas de L. infantum. BMM@ foram
cultivados em RPMI completo em estufa a 37°C, com 5% de CO, por 24 h. Apds esse periodo, foram
infectados com promastigotas de L. infantum em fase estacionéria na propor¢éo de 20:1 e mantidos a 37°C
em estufa com 5% de CO,. Apds 24 h de infecgdo, os macréfagos foram tratados com concentracfes
diluidas 12 vezes de forma seriada a partir da concentracdo de 500 nM de INH-2 ou da nanoformulacéo
contendo o composto. Apo6s 48 ou 72 horas, as células foram lavadas 2 vezes com solugdo salina e
incubadas em meio de cultura HOMEM por 12 dias a 24 °C na estufa B.O.D e, assim, permitir a liberacdo
das promastigotas viaveis, que foram entdo quantificadas por contagem em camara de Newbauer. Cada
ponto corresponde a valores de um experimento realizado em quintuplicata. (A) Eficicia do INH-2 livre
apos 48h de tratamento; (B) Eficacia do INH-2 livre apds 72h de tratamento; (C) Eficécia do INH-2
encapsulado ap6s 48h de tratamento.

Fonte: Elaboracdo da autora

Os objetivos 3 e 4 propostos, “Determinar o efeito do tratamento com INH-2 sobre a
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modulacdo da resposta imunoinflamatoria de macrofagos infectados por L. infantum” e
“Avaliar o efeito do tratamento com INH-2 sobre a ultraestrutura de L. infantum intracelular”,
ndo foram realizados devido a suspensdo das atividades no Instituto, causado pela pandemia
do novo Coronavirus (SARS-CoV-2). Os mesmos serdo realizados no doutorado.
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7 DISCUSSAO

No presente estudo foi avaliado o potencial leishmanicida do INH-2 em modelo in
vitro no tratamento de macréfagos murinos infectados por Leishmania infantum. Para isso,
inicialmente, foram produzidos diversos protocolos de nanoformulagfes, com o objetivo de
padronizar um protocolo de producdo, que obtivesse valores elevados de %EE para,
posteriormente, avaliar comparativamente o efeito do tratamento sobre as células hospedeiras
e 0s parasitos do composto encapsulado comparado ao composto livre.

A técnica de espalhamento de luz dindmico (DLS), foi utilizada para caracterizar as
nanoparticulas produzidas, ela permite determinar o tamanho médio, distribuicdo dos
tamanhos e formas das nanoparticulas através do movimento browniano e efeito Doppler
causado por um feixe de laser (JOHNSON JUNIOR, et al., 1994). A caracterizagdo de
nanosistemas é de extrema importancia para adequar a formulacdo produzida com a sua
finalidade terapéutica, visto que o tamanho das nanoparticulas, bem como o potencial zeta,
natureza do polimero podem influenciar na interagcdo da nanoparticula com o organismo.

Nossos primeiros resultados mostraram uma variacao de tamanho de 161,6 a 208 nm,
indices de polidispersdo (PDI) de 0,059 a 0,132 e carga superficial (potencial zeta) de -22,3 a
— 28,8. De acordo com Formiga et al. (2009), os limites aceitaveis de tamanho para sistemas
nanoparticulados deve ser de até 250 nm. No nosso estudo, para confirmar os dados obtidos
por DLS, o tamanho médio e distribuicdo das particulas também foi avaliado por MET. O
tamanho das nanoparticulas, € uma caracteristica importantissima quando pensamos na sua
interacdo com a célula hospedeira. Por exemplo, particulas de pequeno tamanho levam menos
tempo para permear a mucosa intestinal. Hussain (2001), demonstrou que particulas com
didmetro de 14 nm permeiam o muco intestinal e entram em contato com 0s enterocitos em
apenas 2 minutos. As mesmas particulas, com 415 nm de didmetro, demoram cerca de 30
minutos, enquanto as particulas com 1000 nm de didmetro ndo sdo capazes de se difundirem
pela mucosa. Formiga (2009), mostrou que para que sejam considerados estaveis, as
nanoparticulas precisam ter um PDI de 0,059 a 0,132 e potencial zeta de -30 a +30 mV. Suas
cargas devem ser altas o suficiente para que as nanoparticulas ndo se aglomerem e decantem.

Alguns fatores podem influenciar no potencial zeta, como:pH da substancia, a forca
ibnica e apesar de pouco comparado, a concentracdo, visto que acredita-se que o potencial
zeta aumenta conforme aumenta a concentracdo (BHATTACHARJEE, 2016). Em conjunto,
nossos resultados indicam que foram produzidas nanoformulagdes com boas caracteristicas

para 0 emprego em sistemas in vivo.
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Nos primeiros experimentos de producdo de nanoparticulas, foi utilizado o PCL como
polimero, pois 0 mesmo apresenta algumas vantagens que justificam a sua utilizagcdo, como:
ser biocompativel, biodegradavel e apresentar baixa imunogenicidade, e aumentar a meia vida
das moléculas que sdo encapsuladas. Essas caracteristicas do PCL permitem que a liberaco
desses ativos seja mantida de forma mais lenta e que 0 mesmo permanega no organismo em
circulacdo por mais tempo. Além disso, o PCL apresenta menor custo que o PLGA, o que
facilitaria a sua utilizacdo em larga escala. Apesar dessas diversas vantagens, apdés a
caracterizacdo por DLS, as nanoparticulas apresentaram baixissima %EE, o que justificou a
sua substituicdo pelo PLGA. Este polimero por sua vez, apesar de ficar menos tempo em
circulagdo no organismo, acaba produzindo menos fragmentos cristalinos que podem ser
toxicos, além de ser mais estavel que o PCL. A substituicdo do PCL por PLGA, também pode
ser justificada pelo fato de que a sua hidrolise leva a liberacdo de monémeros de acido lactico
e &cido glicdlico, os quais sdo facilmente metabolizados pelo corpo via ciclo de Krebs
(FORMIGA et al., 2009; KUMARI et al., 2010).

Segundo Jain (1998), 0s nanosistemas precisam possuir as seguintes caracteristicas
principais: manter a estabilidade e atividade do farmaco, baixa polidispersdo de tamanho, para
que sejam obtidas doses medicamentosas uniformes, perfil de liberacdo do farmaco
reprodutivel, para que as nanoparticulas apresentem cinética de dissolugdo semelhante e,
principalmente, alta eficiéncia de encapsulacdo, Dessa forma, quanto maior for a
concentracdo de farmaco encapsulado, menor serd a quantidade de nanoparticulas a ser
utilizada na sua administracdo, reduzindo possiveis efeitos toxicos.

O preparo de nanoparticulas poliméricas pode ser feito de diferentes maneiras, porém
alguns pontos precisam ser observados, pois podem influenciar diretamente na eficiéncia de
encapsulamento de compostos (REIS et al., 2006). Acreditamos que, a baixa %EE obtida
neste protocolo ocorreu devido ao método de nanoprecipitacdo utilizado para o
encapsulamento. Devido a alta solubilidade em agua do INH-2, durante a etapa de mistura das
fases organica e aquosa, a droga nao foi totalmente dissolvida no solvente organico (acetona)
ou durante a etapa de evaporacao para retirada do solvente, ela pode ter sido misturada ao
solvente, e evaporado junto com ele, ndo se associando ao polimero e, subsequentemente, ndo
sendo encapsulada.

Devido a isso, trocamos entdo o método de encapsulamento de nanoprecipitacdo por
emulsdo simples e multipla, a fim de obter uma melhor %EE. As emulsdes apresentam
diversas vantagens, entre elas: excelente capacidade de liberagdo controlada, protecdo dos

agentes encapsulados da degradacdo, pouca producdo de agentes toxicos decorrente da



54

degradacdo do veiculo, diminuicdo da resposta imune indesejada a substancia encapsulada,
protecdo do composto encapsulado contra a inativacdo ou degradacdo por fatores enddgenos,
capacidade de incorporar substancias ativas com polaridades diferentes, dentre outras (KHAN
et al., 2006). Segundo Khan (2006), as emulsdes sdo sistemas termodinamicamente instaveis
e, por isso, a utilizacdo de emulsdo maltipla ao invés de simples, aumenta a estabilidade dos
nanoparticulas, visto que séo introduzidos dois tensoativos, um lipofilico e outro hidrofilico.
Essas caracteristicas da emulsdo multipla garantem uma estabilidade cinética e a manutencao
da sua estrutura por um periodo relativamente longo e tendem a melhorar a %EE.

Outro fator que ajuda a aumentar a %EE dos compostos € a adi¢do de varios aditivos
na fase interna aquosa, como alquil sulfonato de sédio, alquil carbonato de sédio, tweens,
carbonato de sodio e sorbitol. Esse aumento pode ser atribuido a diminuicdo da tensdo
interfacial entre a fase aquosa interna e a fase oleosa da emulséo.

No metodo de emulsdo maltipla utilizado para realizacdo das nanoparticulas, além de
adicionado alguns dos tensoativos citados, como tweens, também adicionamos um
copolimero, PEG, que também contribui para o aumento da estabilidade das nanoparticulas e
a sua agregagdo com o PLGA, provocou um pequeno aumento no tamanho das particulas, o
que favorece o0 aumento da EE%.

Mais estudos ainda precisam ser realizados, a fim de melhorar 0 método de
encapsulamento e reprodutibilidade.

Em seguida partimos para avaliar a toxicidade do INH-2 encapsulado sobre
macrofagos murinos e a eficacia contra parasitos, por meio da determinacdo da viabilidade
intracelular dos parasitos comparado ao INH-2 livre. Foi demonstrado que, quando
encapsulado em nanoparticulas, o INH-2 é 6,27 vezes menos toxico para as células
hospedeiras do que quando comparado com a droga livre, com valores de CCsy de 3,2057 uM
para a droga livre e 20,13 uM para a droga encapsulada. Mellatyar et al. (2014) mostraram
gue nanoparticulas de PLGA-PEG com o INH-2 encapsulado foram mais efetivas em matar
células cancerigenas, em compara¢do com o composto livre. Juntos nossos achados e o da
literatura afirmam que a utilizacdo de nanosistemas de liberacdo controlada de farmacos
podem melhorar a eficidcia do tratamento. A principal vantagem da utilizacdo dessas
formulacgdes seria a reducdo dos efeitos colaterais, pois possibilita a utilizacdo de uma menor
dose do farmaco para garantir a eficacia do tratamento (FORMIGA et al., 2009).

Em estudos anteriores realizados pela equipe, foi demonstrado que o CCsy de um
analogo do INH-2, 0 17-AAG, em macrdfagos peritoneais de camundongos CBA foi de 10,8
UM (PETERSEN et al., 2012), enquanto o CCs de células THP-1, foi de 10,6 uM (PALMA
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et al., 2019). Esses achados indicam que 0s macrofagos derivados de medula 6ssea (BMM®),
sd80 mais sensiveis ao tratamento com INH-2 livre, sendo necessario o emprego de doses
menores para causar efeito toxico do que para outros tipos celulares. No entanto, o INH-2
encapsulado mostrou ser menos toxico (CCsp = 20,13 uM) comparado ao composto livre que
mostrou um CCsp ¢ 3,2057 uM, similar ao observado para 17-AAG em lipossomas que
apresentou pouca ou henhuma toxicidade as células hospeiras (PETERSEN et al., 2018).

Posteriormente, foi determinado o 1Cso dos parasitas intracelulares apds 48 ou 72 horas de
tratamento. N&o foi observada nenhuma diferenca significativa no 1Csy do INH-2 entre 0s
tempos avaliados, que mostrou valores de 0,3062 nM para o tempo de 48 horas e de 0,2766
nM para o tempo de 72 horas, esses achados indicam que o efeito anti-Leishmania do INH-2
alcanga uma concentracéo eficaz desde o tempo mais precoce de tratamento. Diferente desse
resultado, para o 17-AAG foi demonstrado que o composto reduz significativamente a
viabilidade intracelular de parasitos de L. amazonensis de forma dose- e tempo-dependentes
apos 24 e 48 horas de tratamento, em concentragfes que variaram de 25 a 500 nM. Além
disso, esses dados indicam que os parasitos da espécie L. infantum sdo mais sensiveis ao
tratamento com INH-2, visto que doses a partir de 7,81 nM com valores de 1Cso em niveis de
pentomolar, nos tempos de 48 e 72 horas de tratamento, foram capazes de reduzir
significativamente a viabilidade intracelular desses parasitos (figura 10). Outro estudo
realizado pela equipe utilizando a espécie L. braziliensis, mostrou que o tratamento com INH-
2 livre apresentou o 1Csp de 16,5 nM, enquanto, quando encapsulada, o valor de 1Cs foi cerca
2 vezes mais eficaz com valor de 1Cso de 8,99 nM (dados ndo publicados). Esses achados
demonstram que é necessaria uma menor concentracdo do composto para reduzir a
viabilidade intracelular de L. infantum quando comparada com a L. braziliensis. Quando o
INH-2 encontra-se encapsulado, observamos um valor do 1Cso de 17,54 nM, no tempo de 48
horas de tratamento. Apesar do I1Cso do composto encapsulado ser maior do que do composto
livre, quando comparamos os indices de seletividade (IS) (razdo entre CCsy e ICs) do
composto encapsulado (IS = 1147,66 nM) e do composto livre (IS = 11589,66). Esses dados
mostram que, o IS do composto encapsulado atinge valores bem elevados, apesar do IS do
composto livre ser 10,09 superior do que do composto encapsulado. Dados similares sdo
encontrados na literatura, onde o tratamento com Anfotericina B encapsulado em
nanoparticulas de Pluronic-F127, foi capaz de reduzir de forma significativa a carga
parasitaria no figado e no baco dos animais tratados, mostrando baixa toxicidade para as
celulas hospedeiras, apesar de possuir um 1Cso maior da droga livre em relacdo a encapsulada
(RIBEIRO, 2014).
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Em conjunto, nossos resultados mostram que ha uma grande vantagem do encapsulamento
do INH-2 em nanoparticulas poliméricas, visto que, a sua utilizacdo reduziu a toxicidade do
composto para as células hospedeiras. Adicionalmente, considerando as vantagens da
utilizacdo de sistemas de liberacdo controlada, sdo necessarios realizarmos mais estudos para
aperfeicoar os métodos de encapsulamento utilizados na producdo das nanoparticulas

poliméricas e sua reprodutibilidade.
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8 CONCLUSAO

Em conjunto, foi observado que hé grande vantagem no encapsulamento do INH-2 em
nanoparticulas poliméricas, uma vez que, este encapsulamento reduziu a toxicidade do
composto para as células hospedeiras e apesar do encapsulamento do composto ter resultado
em ICsp superior ao do composto livre, o IS mostrou valores muito elevados, 1147,66 nM do
composto livre e 11589,66 nM para 0 composto encapsulado, mostrando que o composto livre
é 10,09 vezes superior ao composto encapsulado. No entanto, os valores de IS sdo altos o
suficiente para virem a ser testados in vivo.

Ensaios adicionais precisam ser realizados no intuito de avaliar a eficacia in vivo do
INH-2 encapsulado em formulacdo baseada em PLGA, comparada a formulagdes contendo o
composto livre, com o objetivo de padronizar o método de encapsulamento e melhorar sua

reprodutibilidade.



58

REFERENCIAS

AFONSO LCC, SCOTT P. Immune responses associated with susceptibility of C57BL/10
mice to Leishmania amazonensis. Infection and Immununity 61: 2952-2959, 1993.

AIALA Salvador, et al. Design and evaluation of surface and adjuvant modified PLGA
microspheres for uptake by dendritic cells to improve vaccine responses. International
Journal of Pharmaceutics, Volume 496, Issue 2, 2015, Pages 371-381.

ALEXANDER, J.; RUSSELL, D. G. The interaction of Leishmania species with
macrophages. Advances in Parasitology, v. 31, p. 175-254, 1999.

AHN HJ, KIM S, NAM HW. Molecular cloning of the 82-kDa heat shock protein (HSP90) of
Toxoplasma gondii associated with the entry into and growth in host cells. Biochem Biophys
Res Commun 2003; 311: 654-659.

ALVAR J, YACTAYO S, BERN C. Leishmaniasis and poverty. Trends in parasitology 22:
552-7, 2006b.

ANTOINE JC, PRINA E, LANG T, COURRET N. The biogenesis and properties of the
parasitophorous vacuoles that harbour Leishmania in murine macrophages. Trends in
microbiology, v. 6: 392-401,1998.

ANTONIOU T, GOUGH KA. Early-onset pentamidine-associated second degree heart block
and sinus bradycardia: case report and review of the literature. Pharmacotherapy 25: 899-
903, 2005.

ANTONIOU, T. AND K. A. GOUGH. (2005) Early-onset pentamidine-associated second-
degree heart block and sinus bradycardia: case report and review of the literature.
Pharmacotherapy 25: 899-903.

ASSAN R, PERRONNE C, ASSAN D, CHOTARD L, MAYAUD C, et al. Pentamidine-
induced derangements of glucose homeostasis. Determinant roles of renal failure and drug
accumulation. A study of 128 patients. Diabetes Care 18: 47-55, 1995.

BADARO, R.; JONES, T. C.: SAMPAIO, D.: REND, S. G.; BARRAL, A.; TEIXEIRA, R.;
JOHNSON Jr., W.D. New perspective on a subclinical form of visceral
leishmaniasis. J. infect. Dis.,154: 1003-11, 1986.

BADARO, R.; JONES, T. C.; LOURENCO, R.; CERF, B. J.; SAMPAIO, D.; CARVALHO,
E. M.; ROCHA, H.; TEIXEIRA, R.; JOHNSON Jr, W. D. A prospective study of visceral
leishmaniasis in endemic area of Brazil. J. infect. Dis., 154: 639-49, 1986.

BANULS AL, HIDE M, PRUGNOLLE F. Leishmania and the leishmaniases: a parasite
genetic update and advances in taxonomy, epidemiology and pathogenicity in humans.
Advances in parasitology 64: 1-109, 2007.

BARRAL, A. et al. Polar and Subpolar Diffuse Cutaneous Leishmaniasis in Brazil: Clinical
and Immunopathologic Aspects. International Journal of Dermatology, v. 34, n. 7, p. 474—



59

479, 1995.

BARBOSA, lIsabelle Ribeiro. Epidemiologia da Leishmaniose Visceral no estado do Rio
Grande do Norte, Brasil. Revista de Epidemiologia e Controle de Infeccdo, Rio Grande do
Norte, v. 3, n. 1, p. 17-21, 04 mar. 2013.

BEVILACQUA, Paula Dias. Urbanization of visceral leishmaniose in Belo Horizonte,
Brazil. Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Belo Horizonte, v. 53, n.
1, p. 1-8, nov. 2001.

BRASIL. Ministério da Salde. Secretaria de Vigilancia em Salde. Departamento de
Vigilancia Epidemioldgica. Manual de vigilancia e controle da leishmaniose visceral.
Brasilia: Ministério da Saude, 2006. 120 p.

CAMARGO-NEVES, Vera Lucia Fonseca de; SPINOLA, Roberta; LAGE, Lisete. A
Leishmaniose Visceral Americana no estado de S&do Paulo: situacdo epidemioldgica em 2001-
2002. Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical, [S.L.], v. 36, n. 2, p. 27-29,
2003.

CHANDRAN, T. et al. Design and evaluation of micellar nanocarriers for 17-allyamino-17-
demethoxygeldanamycin (17-AAG). International Journal of Pharmaceutics, v. 392, n. 1-2, p.
170-177, 2010.

CHAPPUIS, F. et al. Visceral leishmaniasis: what are the needs for diagnosis, treatment and
control? Nature Reviews Microbiology, v. 5, n. 11, p. S7-S16, 2007.

CARVALHO, Edgar M.; LESSA, Hélio Andrade; CASTRO, Thomas W. N.; OLIVEIRA,
Adja; SCHERIFER, Albert; MACHADO, Paulo; CARVALHO, Edgar M. Leishmaniose
mucosa: aspectos clinicos e epidemioldgicos. Revista Brasileira de Otorrinolaringologia,
[SL], v. 73, n 6, p. 843-847, dez. 2007. FapUNIFESP (SciELO).
http://dx.doi.org/10.1590/s0034-72992007000600016.

CARRANZA-TAMAYO, CO et al. Autochthonous visceral leishmaniasis in Brasilia, Federal
District, Brazil. Rev Soc Bras Med Trop 43: 396-399, 2010.

CROFT, S. L.; COOMBS, G. H. Leishmaniasis - Current chemotherapy and recent advances
in the search for novel drugs. Trends in Parasitology, v. 19, n. 11, p. 502-508, 2003.

COURRET N, FREHEL C, GOUHIER N, POUCHELET M, PRINA E, et al. Biogenesis of
Leishmania-harbouring parasitophorous vacuoles following phagocytosis of the metacyclic
promastigote or amastigote stages of the parasites. Journal of cell science 115: 2303-16,2002.

DEKREY, G. K.; LIMA, H. C.; TITUS, R. G. Analysis of the immune responses of mice to infection
with Leishmania braziliensis. Infect Immun, v. 66, n. 2, p. 827-829, 1998.

DESJEUX P., Leishmaniasis: current situation and new perspectives, Comparative
Immunology. Microbiology & Infectious Diseases 27. 305-318 2004.

DUQUE, G. A. & DESCOTEAUX, A. Leishmania survival in the macrophage: where the ends justify
the means. Current opinion in microbiology. 2015; 26: 32-40.



60

EGORIN MJ, ZUHOWSKI EG, ROSEN DM, SENTZ DL, COVEY JM, ET AL. Plasma
pharmacokinetics and tissue distribution of 17-(allylamino)-17-demethoxygeldanamycin
(NSC 330507) in CD2F1 micel. Cancer Chemother Pharmacol 47: 291-302,2001.

ERLEJIMAN, M. LAGADARI, J. TONEATTO, G. PIWIEN-PILIPUK, AND M. D.
GALIGNIANA, “Regulatory role of the 90-kDa-heat-shock protein (Hsp90) and associated
factors on gene expression,” Biochimica et Biophysica Acta, vol. 1839, no. 2, pp. 71-87,
2014.

FORMIGA, E; ANSORENA, A. E. Nanosistemas a base de poliésteres. Nanotecnologia
farmacéutica: realidades y posibilidades farmacoterapéuticas., p. 41-101, 2009

FAYE, B. et al. Seroprevalence of Leishmania infantum in a rural area of Senegal: analysis of
risk factors involved in transmission to humans. Transactions of the Royal Society of
Tropical Medicine and Hygiene, v. 105, n. 6, p. 333-340, 2011.

FAYE, B. et al. Canine visceral leishmaniasis caused by Leishmania infantum in Senegal: risk of
emergence in humans? Microbes and Infection, Paris, v. 12, p. 1219-1225, 2010.

GEORGIADOU, S. P.; MAKARITSIS, K. P.; DALEKOS, G. N. Leishmaniasis revisited:
Current aspects on epidemiology, diagnosis and treatment. Journal of Translational
Internal Medicine, v. 3, n. 2, 2015.

GONTIJO, Célia Maria Ferreira; MELO, Maria Norma. Leishmaniose visceral no Brasil:
quadro atual, desafios e perspectivas. Revista Brasileira de Epidemiologia, [S.L.], v. 7, n. 3,
p. 338-349, set. 2004. FapUNIFESP (SciELO).

HAMIDI M, AZADI A, RAFIEI P. Hydrogel nanoparticles in drug delivery. Advanced drug
delivery reviews;60:1638-49, 2008.

HARTL, F. U.; BRACHER, A.; HAYER-HARTL, M. Molecular chaperones in protein
folding and proteostasis. Nature, v. 475, p. 324-332, 2011

HOMBACH, A.; CLOS, J. No stress — Hsp90 and signal transduction in Leishmania.
Parasitology, v. 141, n. 9, p. 1156-1166, 2014.

ISAACS, J. S.; XU, W.; NECKERS, L. Heat shock protein 90 as a molecular target for cancer
therapeutics. Cancer Cell, v. 3, p. 213-217, 2002.

JOSE MARIO BARICHELLO, et al. Encapsulation of Hydrophilic and Lipophilic Drugs in
PLGA Nanoparticles by the Nanoprecipitation Method. Drug Development and Industrial
Pharmacy, 25:4, 471-476, 1999.

KARIMBIL, Sujith Kumar; KUMARI, Sobhana; CELINE, Machiyanickel lIsac; JOY,
Augustine. A chronic mutilating rhinopathy with a delayed diagnosis of mucocutaneous
leishmaniasis. International Journal of Dermatology, [S.L.], v. 49, n. 4, p. 426-429, abr.
2010. Wiley.

KAYE, P.; SCOTT, P. Leishmaniasis: complexity at the host-pathogen interface. Nature reviews.
Microbiology, v. 9, n. 8, p. 604-615, 2011



61

KILLICK KENDRICK, R.; RIOUX, J. A. Intravectorial cycle of Leishmania in sandflies.
Annales de Parasitologie Humaine et Comparee, v. 66 Suppl 1, p. 71-74, 1991.

KONIORDOQU, M. et al. Snapshot profiling of the antileishmanial potency of lead compounds
and drug candidates against intracellular Leishmania donovani amastigotes, with a focus on
human-derived host cells. Antimicrobial Agents and Chemotherapy, v. 61, n. 3, p. 1-7,
2017.

LI, Q. et al. A Review of the Structure, Preparation, and Application of NLCs, PNPs, and
PLNs. Nanomaterials, v. 7, n. 6, p. 122, 2017.

LUTZ, A.; NEIVA, A. Contribuicdo para o conhecimento das espécies do género
Phlebotomus existentes no Brazil. Memorias do Instituto Oswaldo Cruz, v. 4, n. 1, p. 84-
95, 1912.

MARCONDES, M.; ROSSI, C. Leishmaniose visceral no Brasil. Braz. J. Vet. Res. Anim.
Sci., Séo Paulo, v. 50, n. 5, p. 341-352, 2013.

MARZOCHI, Mauro Célio de A. Leishmaniose visceral canina no Rio de Janeiro -
Brasil. Revisdo das Investigacdes Realizadas Pela Fundacdo Oswaldo Cruz (Fiocruz) e
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ), Rio de Janeiro, v. 4, n. 4, p. 432-446,
out. 1985.

MCGWIRE BS, SATOSKAR AR. Leishmaniasis: clinical syndromes and treatment. QJM :
monthly journal of the Association of Physicians 107: 7-14,2014.

MENEZES, Juliana Perrone Bezerra de; GUEDES, Carlos Eduardo Sampaio; PETERSEN, Antonio
Luis de Oliveira Almeida; FRAGA, Deborah Bittencourt Mothé; VERAS, Patricia Sampaio Tavares.
Advances in Development of New Treatment for Leishmaniasis. Biomed Research International,
[S.L.], v. 2015, p. 1-11, 2015. Hindawi Limited.

MORAES, A., TAVARES, G., ROCHA, F., PAULA, E., GIORGIO, S., Effects of
nanoemulsions prepared with essential oils of copaiba- and andiroba against Leishmania
infantum and Leishmania amazonensis infections. Experimental Parasitology, 2018.

PAVITHRA SR, KUMAR R, TATU U. Systems analysis of chaperone networks in the
malarial parasite Plasmodium falciparum. PLoS Comput Biol 2007; 3: 1701-1715.

PETERSEN, Antonio Luis de Oliveira Almeida et al. Encapsulation of the HSP-90
Chaperone Inhibitor 17-AAG in Stable Liposome Allow Increasing the Therapeutic Index as
Assessed, in vitro, on Leishmania (L) amazonensis Amastigotes-Hosted in Mouse CBA
Macrophages. Frontiers In Cellular and Infection Microbiology, [S.L.], v. 8, n. 8, p. 303-
317, 30 ago. 2018. Frontiers Media SA.

PETERSEN, A. L. DE O. A. et al. 17-AAG Kills Intracellular Leishmania amazonensis while
Reducing Inflammatory Responses in Infected Macrophages. PLoS ONE, v. 7, n. 11, p. 1-12,

PITA-PEREIRA, D.; CARDOSO, M. A.; ALVES, C. R.; BRAZIL, R. P.; BRITTO, C.
Detection of natural infection in Lutzomyia cruzi and Lutzomyia forattinii (Diptera:
Psychodidae: Phlebotominae) by Leishmania infantum chagasi in an endemic area of visceral



62

leishmaniasis in Brazil using a PCR multiplex assay. Acta Tropica, v. 107, n. 1, p. 66-69,
2008.

PRATT AND D. O. TOFT, “Regulation of signaling protein function and trafficking by the
hsp90/hsp70-based chaperone machinery,” Experimental Biology and Medicine, vol. 228,
no. 2, pp. 111-133, 2003.

PRODROMOU C, ROE SM, O'BRIEN R, LADBURY JE, PIPER PW, PEARL LH.
Identification and structural characterization of the ATP/ADPbinding site in the Hsp90
molecular chaperone. Cell 1997; 90: 65- 75, 2012.

SANTOS, D. M. et al. Chemotherapeutic Potential of 17-AAG against Cutaneous
Leishmaniasis Caused by Leishmania (Viannia) braziliensis. PLoS Neglected Tropical
Diseases, v. 8, n. 10, p. e3275, 2014.

SUNDAR, S. Drug resistance in Indian visceral leishmaniasis.[Erratum appears in Trop Med
Int Health 2002 Mar;7(3):293]. Tropical Medicine {&} International Health, v. 6, n. 11, p.
849-854, 2001.

SUNDAR, S. et al. Failure of pentavalent antimony in visceral leishmaniasis in India: report
from the center of the Indian epidemic. Clinical infectious diseases : an official publication
of the Infectious Diseases Society of America, v. 31, n. 4, p. 1104-1107, 2000.

SHERLOCK, italo A. Interacdes ecoldgicas da leishmaniose visceral no estado da Bahia,
Brasil. 1997. 211 f. Tese (Doutorado) - Curso de Biologia Parasitaria, Fundacdo Oswaldo
Cruz, Rio de Janeiro, 1997.

SOUSA-GOMES, Marcia Leite de et al. Coinfeccdo Leishmania-HIV no Brasil: aspectos
epidemiologicos, clinicos e laboratoriais. Epidemiologia e Servigos de Saude, [S.L.], v. 20,
n. 4, p. 519-526, dez. 2011. FapUNIFESP (SciELO). http://dx.doi.org/10.5123/s1679-
49742011000400011.

STEBBINS, C.E.; RUSSO, A.A.; SCHNEIDER, C.; ROSEN, N; HARTL, F.U;
PAVLETICH, N. P. Crystal structure of an Hsp90 — geldanamycin complex: targeting of a
protein chaperone by an antitumor agent. Cell, v. 89, n.2, p.239-250,1997.

VENKETESH, R. S. et al Heat shock protein 90 as a drug target against protozoan infections:
biochemical characterization of HSP90 from Plasmodium falciparum and Trypanosoma
evansi and evaluation of its inhibitor as a candidate drug. J Biol Chem 2010; 285: 37964-
37975.

WHITESELL L, MIMNAUGH EG, DE COSTA B, MYERS CE, NECKERS LM. Inhibition
of heat shock protein HSP90-pp60v-src heteroprotein complex formation by benzoquinone
ansamycins: essential role for stress proteins in oncogenic transformation. Proc Natl Acad
Sci USA 1994; 91: 8324-8328.

WANG, C. C. Validating targets for antiparasite chemotherapy. Parasitology, v. 114, p. S31-S44,
1997.



