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RESUMO
A leishmaniose ¢ uma doenca negligenciada causada por um protozoario leishmania e ¢
transmitida por flebotomineos. Esta doenca acomete mais de 350 milhdes de pessoas em todo o
mundo. Os medicamentos de primeira linha utilizados para tratar esta doenca foram os
antimoniais, 0s quais possuem resisténcia e apresentam efeitos colaterais severos. O Itraconazol
¢ um antimicético que também ¢ usado no tratamento de leishmaniose. No presente estudo, o
Itraconazol foi encapsulado em nanoparticulas utilizando o co-polimero lactico co-acido
glicolico (PLGA) e recobertas com manose. Estas nanoparticulas foram caracterizadas e testadas
em ensaios de citotoxicidade e atividade anti-leishmania. As nanoparticulas de PLGA vazias
apresentaram um didmetro hidrodindmico médio de 220 nm + 27 e um potencial zeta de -1,1 mV
+ 0,7, enquanto nanoparticulas de PLGA com itraconazol recobertas com manose (PLGA ITZ
manose) apresentaram 263 nm + 12,6 e -1,9 mV + 0,5. Por meio do ensaio de MTT, a
citotoxicidade das nanoparticulas vazias foi de 13,7% e 12,6% para as células THP-1 e J774,
respectivamente, enquanto PLGA ITZ manose foram de 1% e 20,7% para as células THP-1 e
J774, respectivamente. A andlise da atividade anti-leishmaniose foi avaliada pela reduciao do
nimero de células que continham mais de 20 amastigotas intracelulares e observou-se que
PLGA ITZ manose a 0,1 mM e de PLGA ITZ a 0,2 mM reduziram o percentual de amastigotas
intracelulares de 34,6% para 13,7 % + 2,8 ¢ 5,7 % + 2,1 (p<0,05), respectivamente, para L (V.)
panamensis. Ja para L (L.) infantum, a atividade leishmanicida de PLGA ITZ manose e
nanoparticulas de PLGA ITZ conseguiu reduzir os amastigotas de 16,7% para 4,8% + 2,8 e 8,3%
+ 0,3, respectivamente. Para L (L.) braziliensis, a atividade leishmanicida de PLGA e PLGA ITZ
manose houve uma reducdo dos amastigotas com diferenca estatistica significativa (p <0,05) de
68,6% para 28 + 2,4% e 21,1% + 4,6, respectivamente. As trés cepas testadas responderam de
forma diferente para as nanoformual¢des de PLGA contendo itraconazol com ou sem manose.
As nanoparticulas de PLGA carregadas com itraconazol revestidas com manose conseguiu
reduzir mais amastigotas de L (L.) infantum, enquanto que nanoparticulas de PLGA com
itraconazol sem manose conseguiu reduzir mais amastigotas intracelulares de L (V.) panamensis
e L. (L.) braziliensis. O fato das nanoparticulas de PLGA contendo itraconazol revestidas com
manose terem apresentado uma maior eficacia na reducao das formas amastigotas de L (L.)

infantum, foi possivelmente devido a adi¢ao de manose a nanoformulagdo. Como recomendagao
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sugere-se que sejam realizados estudos in vivo das nanoparticulas de itraconazol revestidas com

manose para investigar e/ou confirmar o potencial dessas nanoparticulas.

Palavras-chave: Leishmaniose, amastigotas, nanoparticulas alvo ativo, farmacos hidrofébicos
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ABSTRACT

Leishmaniasis is a neglected disease caused by the protozoa Leishmania and is transmitted by
sand flies. This disease affects over 350 million people worldwide. The first-line drugs used to
treat this disease were antimonials, which resistance and severe side effects have been associated
with. Itraconazole is an antifungal which is also used in the treatment of leishmaniasis. In the
present study, Itraconazole was encapsulated in nanoparticles using the copolymer lactic co-
glycolic acid (PLGA) and coated with mannose. These nanoparticles were characterized and
tested in cytotoxicity assays and anti-leishmania activity. The empty PLGA nanoparticles had a
mean hydrodynamic diameter of 220 nm + 27 and a zeta potential of -1.1 mV + 0.7, while PLGA
nanoparticles coated with mannose itraconazole (ITZ mannose PLGA) were 263 nm £ 12, 6 and
-1.9 +£ 0.5 mV. By means of the MTT assay, cytotoxicity of empty nanoparticles was 13.7% and
12.6% for THP-1 cells and J774, respectively, while PLGA ITZ mannose were 1% and 20.7%
for the cells THP-1 and J774, respectively. The analysis of anti-leishmanial activity was
evaluated by the reduction in the number of cells containing intracellular amastigotes more than
20 and it was noted that the PLGA ITZ 0.1 mM mannose and PLGA ITZ 0.2 mM reduced the
percentage of intracellular amastigotes 34.6% to 13.7% + 2.8 and 5.7 £ 2.1% (p <0.05),
respectively, to L (V.) panamensis. As for L (L.) infantum, the leishmanicide activity of PLGA
nanoparticles ITZ mannose and PLGA ITZ could reduce amastigotes from 16.7% to 4.8% + 2.8
and 8.3 £ 0.3%, respectively. For L (L.) braziliensis, the anti-leishmanial activity of PLGA and
PLGA ITZ mannose there was a reduction of amastigotes with statistically significant difference
(p <0.05) from 68.6% to 28 + 2.4% and 21.1% + 4.6, respectively. The three strains tested
responded differently to nanoformulation of PLGA containing itraconazole with and without
mannose. The PLGA nanoparticles loaded with itraconazole coated with mannose could further
reduce amastigotes L (L.) infantum, while PLGA nanoparticles with itraconazole without
mannose could further reduce intracellular amastigotes L (V.) panamensis, and L. (L.)
braziliensis. The fact that PLGA nanoparticles containing itraconazole coated with mannose
have shown greater effectiveness in reducing amastigotes of L (L.) infantum, was possibly due to
the addition of mannose to nanoformulagdao. As a recommendation is suggested that in vivo
studies of itraconazole nanoparticles coated with mannose are carried out to investigate and / or
confirm the potential of these nanoparticles.

Keywords: Leishmaniasis, amastigotes, active targeting nanoparticles, hydrophobic drugs
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1. INTRODUCAO

A leishmaniose ¢ uma doenga provocada por protozodrios e ¢ transferida entre os
hospedeiros mamiferos utilizando flebotomos como vetores. No Novo Mundo, o vetor pertence
ao género Lutzomyia enquanto que no Velho Mundo, ao género Phlebotomus (Lane et al., 2003).
O padrao de propagacao da doenca mudou ao longo do tempo (Kevric et al., 2015). Foi
historicamente limitada as regides tropicais e subtropicais, espalhando-se também para outras
regides ndo endémicas, devido ao aumento da migragdo humana, do reassentamento e também
porque o vetor (mosquito) pode transmitir a doenga entre mamiferos, por exemplo de caes para
os humanos (Desjeux, 2001). Além disso, o numero de casos de pessoas infectadas com a doenga
tem aumentado devido a co-infeccdo com virus da imunodeficiéncia humana (HIV)

(GUERRERO et al., 1987 ; BARRAGAN et al., 2010).

A doenga ¢ encontrada em quase todos os continentes, com exceg¢des na Australia e na
Antartica (Kalter, 1989), ¢ predominante em duas formas principais; cutdnea e visceral. Outras
formas incluem: mucosa, cutdnea difusa, leishmaniose recidiva e leishmaniose dérmica pos-
calazar (Polonio et al., 2008). Segundo a Organizagdao Mundial de Saude (OMS) a prevaléncia
dos casos de leishmaniose visceral ¢ relatada nos paises Sudéo e India, enquanto a leishmaniose
cutdnea ¢ mais prevalente no Afeganistdo, Siria, Ardbia Saudita, Peru e Brasil. Outros paises
afetados pela doenca incluem: Colombia, Etidpia, Quénia, Franga, Italia, Grécia, Malta , Espanha
e Portugal (OMS, 2013). A leishmaniose ¢ estimada como a nona maior doenga infecciosa e

ainda continua sendo negligenciada.

Em relagdo as espécies de Leishmania, atualmente existem 30 espécies conhecidas das
quais 21 sdo causadoras de doengas que podem infectar mamiferos. Isso inclui o complexo
Leishmania donovani com duas espécies: L. donovani e L. infantum,; e o complexo Leishmania
mexicana, que abrange quatro espécies: L. mexicana, L. amazonensis, L. venezuelensis ¢ L.
tropica. Estes parasitas sdo morfologicamente indistinguiveis, mas podem ser diferenciados por

analise isoenzimatica e andlise de sequéncias de DNA (McCONVILLE et al., 2011).



1.1. Leishmaniose cutanea

A leishmaniose cutanea ¢ a forma mais comum da doenga. Conforme dados da
Organiza¢ao Mundial de Saude (OMS) (Figura 1), ha uma maior concentragdo do numero de
casos da doenga no Oriente Médio, na Asia, Norte da Africa e Sul da Europa, América do Sul e

América Central (OMS, 2013).

Countries reported
imported CL cases

Lebanon - 1033
Jordan - 103
Nepal - 28
Irag- 13
Belgium - 12
Kuwait - 11
Germany - 10
Qatar - §
Russian Federation - 5
Armenia - 2
Finland - 2
Lithuania - 1
Bangladesh - 1
Italy - 1

Czech Republic - 1

MNumber of new CL cases
reported, 2013

I 5000
B 1000-4999

Bl 100-9% [ No autochthonous cases reported
= <100 No data
[ 0 [1 ot applicable

Figura 1. Epidemiologia Mundial da leishmaniose cutanea apresentando novos casos da doenca relatados na
Colombia, Brasil, Peru e Ira no ano de 2013. (Fonte: Organiza¢do Mundial de Satde (OMS), 2013).

Ap6s a picada do mosquito transmissor da doenca, o individuo s6 comeca a desenvolver
a leishmaniose cutanea apos semanas chegando a meses, até¢ que sejam manifestadas as lesdes na
pele. Normalmente, metade das pessoas infectadas apresentam lesdes em partes visiveis na
cabeca, maos e bracos (Faber et al., 2012). Essas lesdes dao origem as ulceras que contém bordas
elevadas endurecidas com erosdo central que podem ser cobertas com uma crosta (Figura 2). Se
estas ulceras aparecem nas articulagdes podem tornar-se dolorosas. Geralmente estas ulceras
podem aparentemente aparecer ‘“‘curadas” espontaneamente durante um periodo de meses,

apresentando cicatrizes cribriformes com auréola hiper-pigmentadas. O parasita, ainda assim,



pode persistir nas cicatrizes fechadas e reaparecem quando a pessoa tem imunossupressao

(BOGDAN et al., 2012).

Figura 2. Lesdo de leishmaniose cutanea mostrando as
bordas elevadas endurecidas com erosao central. (Fonte:
Faber et al., 2012).

1.2. Leishmaniose visceral

A leishmaniose visceral ¢ também conhecida como calazar, causa 500.000 novos casos
anualmente segundo a Organizagdo Mundial de Satide (OMS). A doenga esta fortemente ligada a
situacdes de pobreza e 90% dos casos ocorrem nas dreas mais pobres de Bangladesh, Brasil,
Etiopia, India, Nepal e Sudao (Horst ef al, 2008; OMS, 2013). A leishmaniose visceral ¢ letal se
ndo tratada e também ¢ listada pela OMS como uma das principais doengas infecciosas mais
importantes com alta capacidade de causar epidemias em larga escala (DESJEUX, 2004).

A leishmaniose visceral ¢ causada pelo complexo Leishmania donovani. A forma
zoondtica, em que os cdes sdo os principais carregadores do patdgeno, € presente na bacia do
Mediterraneo, China, Oriente Médio e América do Sul (Figura 3) e se disseminam em dois tipos:
Leishmania Leishmania infantum ou Leishmania viania infantum (Van de Ven et al., 2011). A
forma antroponotica, na qual o homem funciona como reservatorio do patdégeno, € provocado por

Leishmania donovani e é predominante na Africa Oriental e subcontinente indiano.



Countries reported
imponted VL cases

Saud| Arabia - 8
Russian Federation - 2
Beigium - 1

Finland - 1

Republic of Moldeva - 1

Number of new VL cases |_J

reported, 2013

-1 000

B 500-098

B 100-498 0 Mo autochthonous cases reported
=1 <100 = Nodata

Jo [1 Not applicable

Figura 3. Epidemiologia mundial da leishmaniose visceral. Novos casos foram relatados no Brasil, no Sudao e na
india em 2013. (Fonte OMS, 2013).

Esta doenca normalmente leva meses ou anos para se desenvolver apds a inoculagdo
(Kansal et al., 2012) e ¢ caracterizada por febre, fraqueza, tosse, diarreia, perda de peso
significativa, anorexia, palidez, epistaxe, hepatoesplenomegalia (Figura 4), linfadenopatia e
atraso de crescimento em criancas. O nome “doenga negra”, também adotada para a
leishmaniose visceral, vem do fato de que observa-se uma hiperpigmentacao significativa em
pacientes com a doenca. No diagnoéstico laboratorial, anomalias tais como: anemia normocitica,
trombocitopenia, neutropenia, transaminite, hipoalbuminemia e hipergamaglobulinemia sio
observadas. Se a doenga ndo for tratada dentro de dois anos, resulta em morte por anemia grave e

hemorragia (MALTEZOU et al., 2000; SOFLAEI et al., 2012).

-
»
k

: P
Figura 4.Crianca com
hepatoesplenomegalia causada
pelo leishmaniose visceral.
(Fonte Soflaei et al,2012)



1.3. Ciclo de vida do parasita

A doenga ¢ transmitida por um mosquito vetor que ingere o sangue de uma pessoa ou
animal infectado com o protozoario. A doenca pode manifestar se em caes, raposas, roedores
como hamster, ratos e hiracéides (Deane et al., 1962). Tanto humanos como animais podem nao
desenvolver a doenga e servir apenas como reservatorio do protozoario (DESJEUX, 2004). O
parasita leishmania € um protozoario digenético. Ele existe no hospedeiro vetor (mosquito) como
um parasita extracelular, alongado, flagelado conhecido como promastigotas. No hospedeiro
mamifero, vive como um parasita intracelular, de formato arredondado, sem locomocgao

conhecido como amastigotas (GIUDICE et al., 2007).

Quando os amastigotas sdo ingeridos e chegam ao intestino do mosquito, eles se
transformam em promastigotas. Os promastigotas migram para o intestino médio do mosquito,
onde vivem como microorganismos extracelulares livres, se multiplicando por divisdo bindria.
Depois de cinco dias de desenvolvimento dentro do inseto, migram para o esdfago, e depois para
as glandulas salivares do hospedeiro vetor. Quando o inseto pica o hospedeiro mamifero, ele
criar uma lesdo pequeno que a saliva contendo anticoagulante (para evitar a coagulagcdo do
sangue) deixe o ferido aberta ,quando entao os promastigotas atravessam a pele e passam para a
corrente sanguinea, onde sdo fagocitados pelos macréfagos e se transformam em amastigotas

(LANE et al., 2003).

O parasita sobrevive dentro dos macrofagos, resistindo as hidrolases e outros
microbicidas e assim, continuando a se multiplicar, levando finalmente a lise das células, e
liberando amastigotas que invadem outros 6rgaos contendo macrofagos (Lane et a/, 2003). Além
disso, os promastigotas metaciclicos ndo se limitam a macrofagos, como também de invasdo de
outros tipos de células, tais como os neutrdfilos e as células dendriticas. E quando diferenciados
para os amastigotas eles se replicam dentro dos compartimentos como lisossomos também

conhecidos como vacuolos parasitoforos (McCONVILLE et al., 2011).

Dentro dos vacuolos parasitoforos os amastigotas proliferam rapidamente nas primeiras
semanas, para evitar o desenvolvimento da imunidade adquirida. A imunidade adquirida depende

de linfocitos T CD4 + e CDS8 + e dos pertis de citocinas liberadas pelos T auxiliares tipo (Thl).



Quando citocinas pro-inflamatorias, tais como o interferon gama (IFN-y), interleucina 12 (IL-12)
e o fator de necrose tumoral (TNF) sdo liberadas ativam a indu¢do da sintese do 6xido nitrico
(iNOS) enzima esté responsavel pela oxidacdo dos atomos de nitrogénio terminais da guanidina
e L-arginina, estd enzima produz 6xido nitrico nas células infectadas, resultando na reducdo dos

amastigotas (McCONVILLE et al., 2011).

No entanto, em alguns casos, a indu¢do de T auxiliares tipo 2 (Th2), citocinas (IL-12, IL-
3) e/ou producdo de IL-10 podem levar ao desenvolvimento da doenga e ndo reduzir a
parasitemia. Isso implica que o parasita consegue persistir em tecidos multiplos, mesmo depois
que o sistema imunitario atue para prevenir o desenvolvimento da doenga ou apo6s a aplicagdo de
tratamentos convencionais para combater a doenca. Parasitas persistentes podem fornecer
imunidade para re-infec¢do em seres humanos e animais, mas também tornar-se uma fonte de
recrudescéncia se o mecanismo de células T falhar, como no caso de pacientes com HIV (Sacks
et al., 2004). Depois que os amastigotas sdo captados pelo mosquito, e este sugar o sangue do
hospedeiro infectado, os amastiogotas se transformam em promastigotas e o ciclo continua

(Figura 5).
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Figura 5. Ciclo de vida do parasita leishmania .A doenga ¢ transmitida a partir do vetor para um mamifero
hospedeiro, o parasita existe em duas formas principais tanto promastigotas, estruturas alongadas ou como
estruturas imoveis redondos chamadas de amastigotas. Fonte: <CDC
http://www.cdc.gov/parasites/leishmaniasis/biology.html>.

1.4 Tratamento

A leishmaniose ¢ tratada principalmente por quimioterapia, embora outras formas sejam
usadas como: crioterapia, termoterapia, terapia fotodinamica (EI-On, J ef al., 2004) e aplicagao
topica convencional. A quimioterapia de leishmaniose envolve o uso de estibogluconato de
sodio, como uma primeira linha de drogas. A mesma tem sido usada desde 1935 e ¢ um
antimonial pentavalente utilizado para o tratamento de leishmaniose cutidnea e visceral. No

entanto, a droga exige um longo tratamento e em alguns casos pode causar resisténcia, como em



casos que tem sido relatado no estado de Bihar na India, onde foi observada uma resisténcia de
60% em pacientes tratados com a droga (TDR, 2002). Por esse motivo, outros firmacos também

sdo aplicados para combater a doenga.

A segunda linha de drogas envolve a anfotericina B, que demonstrou alta poténcia
leishmanicida. No entanto, o farmaco apresenta efeitos colaterais graves (Thakur, 1999). A fim
de resolver o problema de toxicidade da anfotericina B, nanoformulacdo de lipossoma sao
desenvolvidas. A Ambisome, nome comercial da anfotericina B lipossomal, apresenta maior
eficacia e menor toxicidade, mas tem como desvantagem principalmente o custo, especialmente

em paises endémicos em desenvolvimento (SUNDAR et al., 2003; MANANDHAR et al., 2008).

Alternativamente, outro farmaco administrado por via oral para a leishmaniose visceral
¢ a miltefosina, que tem sido 1util contra a doenga em pacientes resistentes aos antimoniais
(Sundar et al., 2000). A miltefosina foi desenvolvida e aprovada como uma droga anti-cancer, e
posteriormente, para o tratamento de leishmaniose tegumentar americana na Colémbia em 2005.
No entanto, este farmaco tem levantado preocupagdes sobre o seu potencial de teratogenicidade e

resisténcia a longo prazo (BRYCESON et al., 2001; GODINHO et al., 2012).

Outro medicamento para o tratamento de leishmaniose ¢ a paromomicina (Soto et al.,
2002), um antibidtico aminoglicésido, identificado em 1960 como um agente leishmanicida que
pode ser aplicado por via intramuscular ou por via topica. A paromomicina tem mostrado
resultados variados de eficacia. Em ensaios clinicos na India, tem revelado uma taxa de cura de
95% dos pacientes com leishmaniose visceral. Na América do Sul uma pomada contendo 15%
paromomicina e 12% de cloreto de benzeconio (agente de penetracdo da pele) demonstrou uma
taxa de cura de 77% em pacientes infectados por Leishmania braziliensis ou
Leishmania.mexicana (El On et al., 1984; Arana et al., 2001). No entanto, causa irritagao
cutanea grave, devido a a¢do do cloreto de benzeconio, dessa forma seu uso ¢ limitado durante o
tratamento. A OMS adaptou uma formulacdo de 15% de paromomicina com 10% de ureia que
provou ser ineficaz em ensaios clinicos conduzidos na Tunisia e Ird (ASILIAN et al., 1995;

SALAH et al., 2000; BAVARSAD et al., 2012).

Outros antifngicos também tem sido testados, principalmente os da classe dos azdis,
como o cetoconazol (Vannier-Santos et al., 1995), o clotrimazol ¢ o miconazol (Larbi et al.,

1995), Baroni et al., 2009) além da terbinafina e itraconazol (Dogra & Saxena, 1996), sendo que



estes dois ultimos t€ém mostrado capacidade para suprimir o crescimento de promastigotas e
amastigotas in vitro. Em ensaios clinicos envolvendo itraconazol, uma taxa de cura de 70% foi
observada para Leishmania tropica e 59% em promastigotas de Leishmania major, conforme

estudos publicados por Momeni et al., (1996) e Nassiri et al., (2005).

1.5 O itraconazol

O itraconazol ¢ um composto de triazol, que ataca um largo espectro de fungos. O
itraconazol ¢ uma mistura racémica 1:1:1:1 de quatro diastereoisomeros (dois pares
enantidmeros), cada um possuindo trés centros quirais (Figura 6). Apresenta formula molecular
de C3sH3sC12NsO4 e massa molecular de 705,64 u. E um pd branco ligeriamente amarelado,
insoluvel em 4gua, ligeiramente solivel nos éalcoois e altamente soliivel em solugdo organica

(CHEN et al., 2008).

Em investigacdes citadas na literautura, o itraconazol apresentou espectro mais amplo
de atividade contra leveduras, rhizopus e dermatéfitos que outros azois (DeBeule, 1995; Willems
et al., 2001). Por exemplo, fungos como Candida, Aspergillus, Penicillium, Histoplasma
capsulatum e Blastomyces sdo bastante sensiveis ao Itraconazol (FROMTLING et al., 1987,

MANGINO & PAPPAS, 1995; DORSTHORST et al., 2013).
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Figura 6. Estrutura do itraconazol. Os trés anéis de azois podem ser
observados a partir da estrutura quimica. Adaptado de
PubChem.ncbi.nlm.nih.gov. Acessado em 15 dezembro 2015.
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1.6 O mecanismo de ac¢ao de itraconazol

O composto funciona através da interferéncia da desmetilacdo do lanosterol para
ergosterol pela enzima 14-dimetilase, que sdo os principais componentes da membrana celular
fungica. A inativagdo desta enzima leva a um acumulo de 14-metilesterol. Como o lanosterol
simultaneamente reduz a quantidade de ergosterol, este por sua vez, leva a diminui¢do da sintese

da membrana e perda da estabilidade celular dos fungos (DEBEULE, 1995; POMEL et al.,
2015).

- ‘— Itraconazol
LY

Via de Sintese do
Ergosterol

Acumulagio de DROREWE Roce LRRGS
esterdis 1ONCOS ANl P (AT,
na membrana 1SS

celular
I—

alpha-demetilase

Esterois Tonicos

Figura 7. Desenho esquematico do mecanismo de a¢do do itraconazol, mostrando o itraconazol inibindo a 14
dimetilase. Adaptado de doctorfungus.org/the drugs/antif-pharm.htm. Acessado em 12 de novembro 2015.
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1.7 Nanoparticulas

Nanoparticulas sao geralmente definidas como particulas que variam em tamanho entre
10 a 1000 nm (Rao et al., 2011). As nanoparticulas podem ser utilizadas como veiculo para um
farmaco de interesse por meio de encapsulacdo, aprisionamento ou adsor¢do (Muthu et al.,
2009). Devido ao pequeno tamanho das nanoparticulas, os farmacos podem ser entregues a
regides consideradas de dificil acesso, como por exemplo, o sistema nervoso central que esta

protegido pela barreira hemato-encefalica (CZERNIAWSKA et al., 1970; CHEN et al., 2012).

As propriedades das nanoparticulas variam principalmente em sua composigao,
estrutura e caracteristicas de superficie. Existem vérios tipos de nanoparticulas, elas podem ser

lipossomas, micelas, dendrimeros, nanoesferas, nanocapsulas, entre outras (FARAJI et al,

2009).

PVA

O PLGA

Q Itraconazole

Figura 8. Nanoparticulas polimericas apresentando o polimero, o farmaco e tensoativo. (Fonte: Panyam et al.,
2003).
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1.8 Sistemas de entrega drogas

Sistemas de entrega de drogas consistem em sistemas de liberagdo de um farmaco
desejado em um sitio alvo. Com o advento da nanotecnologia uma grande variedade de
estratégias de distribuicdo de drogas tem sido explorada (ALLEMAN et al., 1993; HUGHES,
2005).

Os lipossomas sdo vesiculas esféricas que consistem de uma ou mais bicamada
fosfolipidica em torno de um espago contendo agua (Drulis-Kawa et al., 2010). Os lipossomas
sao utilizados como sistema de entrega de droga, porque se assemelham a membrana da célula,
pela estrutura e composicdo (Haley & Frenkel, 2008). Um dos primeiros medicamentos
preparados na forma de lipossoma foi para o tratamento de cancer usando doxorrubicina

(ALLEN et al., 2004; KHATRY et al., 2010).

Na literatura hé diversos estudos com lipossomas para liberagdao de drogas, um exemplo
¢ o uso da anfotericina B liposomal, conhecida como Ambisome (Janknegt et al., 1992). A
vantagem de usar os lipossomas incluem baixa toxicidade (Weyhers et al., 2006), sdo facilmente
biodegradaveis e formam produtos ndo toxicos (Muller & Olbrich, 1999), além de possuir

capacidade de incorporar farmacos lipofilicos e hidrofilicos (Mulller et al., 2002).

Contudo, algumas desvantagens estdo associadas aos lipossomas, estas limitagdes
incluem a baixa eficiéncia de encapsulagdo, o vazamento rapido de farmaco soluvel em agua a
partir do nucleo, a baixa estabilidade, bem como a baixa capacidade de liberar uma variedade de
farmacos (LABHASETWAR et al, 1997; COUVREUR et al, 1979; SPEISER &
BIRRENBACH, 1977; MARTY et al, 1978; SPEISER, 1973; KREUTER, 1978, KUMARI et
al., 2010).

Tendo em vista as limitagdes em relagdo ao uso dos lipossomas, outros tipos de
nanoparticulas sdo investigados, tais como as nanoparticulas poliméricas. As nanoparticulas
poliméricas biodegraddveis possuem inumeras vantagens sobre os sistemas liposomais, elas sdo
mais estaveis e capazes de atuar em liberacdo controlada de fadrmacos. Além disso, em
comparacdo com os seus homologos, nanoparticulas poliméricas possuem alta capacidade de

carregar droga, aumentando a entrega intracelular (PINTO et al., 2006).
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Uma das nanoparticulas poliméricas mais utilizadas sdo as sintetizadas a partir do co-
polimero 4cido Polilatico-glicolico (PLGA) (Figura 9), um poli éster biodegradavel que foi
aplicado em varios sistemas de entrega de drogas (Panyam et al., 2003;. Jain R, 2000). O
polimero possui uma excelente biocompatibilidade (STEVANOVIC et al., 2007).
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Y

C 0 (8 O CH (['1 CH; Q Q
nr=2nrs : i
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2 I poli-lictico poli-glicélico
o © _ (PLA) (PGA)
acido dcido ‘
lictico glicdlico .
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Figura 9. Estrutura quimica do poli ésteres; acido glicolico (PGA), acido lactico (PLA) e poli(lactico-co- glicdlico)
(PLGA).(Fonte:Srivastava et al,2013)

1.9. Modificacdo de propriedades de superficie

A maioria dos sistemas de entrega de drogas, incluindo as nanoparticulas poliméricas
sd0 hidrofobicos. O organismo, por meio do sistema fagocitario mononuclear (SFM), tende a
remover estas nanoparticulas. A fim de prolongar a circulacdo sistémica das nanoparticulas,
evitando o SFM, ¢ necessaria a alteracdo das suas propriedades de superficie. Isto pode ser
obtido ligando a superficie de nanoparticulas com substancias hidrofilicas, como por exemplo, o
polietileno glicol, polimero de bloco de polietileno, polipropileno glicol (Pluronic), poli vinil

pirrolidona e poloxamer (GREF et al., 1994).

O polimero modificador de superficie mais estudado ¢ o polietileno glicol (PEG). O
PEG ¢ um polimero ndo idnico e hidrofilico, composto de polietilenoglicol e polipropileno
glicol. Em nanoparticulas peguiladas (nanoparticulas contendo PEG) as cadeias hidroéfilicas sao
flexiveis e aumentam a sua conformagdo quando as opsoninas ou outra proteina abordam a
superficie, o que cria uma forca repulsiva que supera a forca atrativa de opsoninas para as

nanoparticulas (Owens & Peppas, 2006). Isto diminui a taxa de opsoniza¢do das nanoparticulas,
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consequentemente, prolonga o tempo de circulagao sistémica (LASIC et al., 1998; PARVEEN et
al.,2011).

Modificag¢des de superficies de particulas também sao realizadas para incorporagdo de
moléculas que funcionem de forma ativa para atingir um alvo especifico, e pode ser feito
conjugando proteinas, anticorpos, glicoproteinas e polissacaridos na superficie de nanoparticulas
(He et al., 2010). Owais e colaboradores (2005) relataram melhor eficacia de cloroquina quando
encapsulada em lipossomas conjugado com anticorpo contra Plasmodium berghei, em

comparagdo com lipossomas sem modificagao da superficie.

Macrofagos sdo conhecidos por apresentarem uma variedade de receptores de
reconhecimento de padrdes (RRP) em sua superficie (Gupta et al., 2009). Estes RRPs
identificam moléculas de patogenos associados em parasitas e sdo cruciais na resposta da
imunidade inata e adaptativa. Exemplos de RRPs incluem receptores do tipo toll, receptor

scavenger e receptor de lectina do tipo C (HAMDY et al., 2008).

Utilizar as especificidades da superficie dos macréfagos para direcionamento de
nanoparticulas, como sistemas de entrega de drogas de forma ativa, ¢ uma importante abordagem
para aumentar a eficacia e diminuir efeitos colaterais no tratamento de diversas doencas. Por
exemplo, foi demonstrado que encapsular saquinavir em nanoparticulas Poli (cianoacrilato de
alquilo - PACA) leva ao aumento na captacao das mesmas pelos macrofagos infectados por HIV

em sistemas experimentais, bem como diminui¢ao da atividade viral (BENDER et al., 1996).
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1.10 O receptor de manose

O receptor de manose (Figura 10) ¢ um receptor transmembranar do tipo 1 constituido
por trés dominios, estes incluem um dominio rico em cisteina capaz de se ligar aos agucares
sulfatados, um dominio de fibronectina do tipo II que se liga ao coldgeno e um dominio do tipo
C-lectina que se liga a acticares como a manose D, L-fucose ou N-acetil glucosamina (Napper et
al., 2001). Este receptor também ¢ conhecido como CD206, e ¢ expresso por um amplo tipo de
células, tais como monocitos imaturos murino ¢ humano, derivados de células dendriticas,
linfaticas, células endoteliais hepaticas, epitélio pigmentado da retina, células mesangiais renais e
macrofagos (East et al., 2002; Taylor et al., 2005). A D-manose ¢ um tipo de agucar que pode ser

reconhecido por este receptor.

Dominio rico em cisteina
OuCR

Dominio de fibronectina -
Ou FNII

carboidratos do tipo C Ou CTLD

% o

S,

& . Dominios de reconhecimento de
-

Figura 10. Receptor de manose mostrando os trés dominios do receptor com afinidade para diferentes
biomoléculas.Fonte Pomares et al,(2012)
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Sendo a leishmaniose uma doenca que envolve fortemente os macrofagos, tem-se
utilizado manose associada a sistema de entrega de farmacos para atingir receptores de manose
como forma de aumentar a especificidade dos tratamentos para esta doenca (Banerjee et al.,
1996; Singodia et al., 2012). Com o objetivo de aprimorar uma melhoria na vacina para
leishmaniose, nanoparticulas de polianidrido funcionalizadas com D-manose foram investigadas
para induzir a ativagdo de células dendriticas, estas nanoparticulas conseguiram ativar as células
dendriticas in vitro em comparagdo com as nanoparticulas ndo funcionalizadas (Carillo et al.,
2011). Outro estudo utilizando lipossomas funcionalizados com manose contendo antibiotico, foi
o derivado do benzilo MT81 o qual foi mais eficiente para eliminar amastigotas intracelular de
Leishmania donovani dentro de macréfagos de bago em comparagdo com o farmaco sozinho ou
encapsulado em lipossomas (MITRA et al, 2005). No caso de leishmaniose em que os
macrofagos possuem um papel importante, ¢ fundamental este tipo de abordagem. Dessa forma,
neste trabalho foi desenvolvido um sistema de entrega de farmaco, contendo itraconazol e
funcionalizado com manose, no intuito de aumentar a eficacia do tratamento contra diferentes

tipos de leishmania, tanto na forma amastigota como promastigota.

1.11 Justificativa

Antimoniais pentavalentes disponiveis como estibogluconato de sddio (Pentosam®) ou
N-antimoniato de metilglucamina (Glucantime®), tem sido considerado como tratamentos
padrdes de leishmaniose visceral. No entanto, a resisténcia a compostos antimoniais tem
chamado atencdo para novas formas de tratamento. Drogas de segunda geragdo tanto como
anfotericina B quanto pentamidina t€ém sido aplicadas, mas graves efeitos colaterais t€ém sido
relatados no uso de ambas as drogas. Para diminuir os efeitos adversos da droga e aumentar a
eficacia dessas, um sistema de “entrega de drogas” pode ser aperfeicoado e uma nova abordagem

pode ser considerada, buscando melhores resultados.

Diante dessa realidade, o desenvolvimento de nanoparticulas de PLGA recobertas com
manose contendo itraconazol para o tratamento da leishmaniose, pode auxiliar em tratamentos
efetivos dessa doenga, utilizando um sistema novo com baixo nivel de citotoxicidade e boa

eficacia.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo geral

Avaliar o efeito de nanoparticulas de PLGA contendo ITZ com manose contra leishmaniose in

vitro

2.2. Objetivos especificos

» Preparar ¢ caracterizar as nanoparticulas contendo itraconazol e recoberto com manose;

» Determinar a citotoxicidade de nanoparticulas contendo itraconazol sem/com manose
contra macrofagos de THP -1 e J774;

» Avaliar a citotoxicidade das nanoparticulas contendo itraconazol sem/com manose em
THP intracelular 1 infectados com Leishmania infantum, Leishmania viania panamensis
Leishmania viania braziliensis;

» Determinar a atividade anti-promastigota de nanoparticulas contendo itraconazol
sem/com manose contra Leishmania infantum,

» Determinar a atividade anti-amastigota de nanoparticulas contendo itraconazol sem/com
manose contra os macrofagos THP 1 infectados com Leishmania infantum, Leishmania

viania panamensis , Leishmania viania braziliensis.



18

3. Metodologia

3.1. Materiais

Os principais equipamentos, materiais ¢ reagentes que foram utilizados estdo listados nas

Tabelas 1, 2 e 3, respectivamente.

Tabela 1. Lista de equipamentos utilizados.

Equipamento Fabricante
Balanga analitica Série AUY-220 Shimadzu, JAP
Camara de Neubaeuer C.A Hausser & Son ,EUA
Centrifuga Mikro 22R Andreas Heittich GmbH &Co KG ,ALE
Espectrofotometro SpectraMaX M2 Molecular Devices, EUA
Estufa Thermo Scientific FormaSteriCycle, EUA
Fluxo Laminar Veco,BRA
Homogenizador Quimis Aparelhos Cientificos,BRA
HPLC Shimadzu, Téquio, JAP
Microscopio de luz invertido CK2 Olympus Optical Co, Ltd., Japao
Microscopia electronica de varredura JSM JEOL ,JAP
7001F
Microscopia eletronica de transmissao JEM JEOL JAP
1011
Metalizador SCD 050 Balzers, ALE
Rotorevaporador Buchi rotary evaporator, SUI
Vortex Quimis Aparelhos Cientificos,BRA
Zeta Sizer Nano ZS90 Malvern, Worcestershire, ING

Tabela 2. Lista de materiais utilizados.

Materiais Fabricante
Criotubos TPP®, ALE
Frascos de Cultura TPP,ALE
Microtubo tipo eppendorf 2 mL E-Lab Comerce®, BRA
Placas de 96 Pocos ProLab,BRA
Papel filtro J. Prolab, BRA
Seringa 20 mL BD Plastipak™ Becton, Dickinson® (BD), BRA
Tubo de Eppendorf TPP,ALE

Tubos Falcon de 15 ¢ 50mL TPP,ALE




Tabela 3. Lista de reagentes utilizados.
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Reagentes

Fabricante

Acetona

Acetonitrilo

Alcool

Alcool polivinilico
Antibiotético(Penicilina-Estreptomicina)
Azul Tripan

Concanavalina A

DCC (N- 3-dimetilaminopropil-N-etil-
carbodiimida)

Dimetilo sulfoxido(DMSO)
Etilenodiamina (EDA),

Manose

Metanol

MTT 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-
difeniltetrazolio
N-hidroxi-succinimida (NHS)

PLGA (Co-glicolico acido polilactico)
PMA (miristato acetato de forbol)
tampao fosfato-salina(PBS)

TFA (acido trifluoroacétic )

Qhemis, BRA

JT Baker, EUA
Zulu,BRA

Vetec, BRA

Gibco,EUA

Sigma Aldrich City, EUA
Sigma Aldrich City, EUA
Sigma Aldrich City, EUA

Sigma Aldrich City, EUA
Sigma Aldrich City, EUA
Sigma Aldrich City, EUA
JT Baker, EUA

Sigma Aldrich City, EUA

Sigma Aldrich City, EUA
Sigma Aldrich City, EUA
Sigma Aldrich City, EUA
Laborclin, BRA

Sigma Aldrich City, EUA

3.2. Métodos

3.2.1. Preparacao das nanoparticulas .

As nanoparticulas (NPs) foram preparados pelo método descrito por nanoprecipitagdao

Fessi & Herier (1989) com modificagdo. Resumidamente, 50 mg de polimero PLGA foi pesado,

5 mg de itraconazol foi pesado e misturado com o polimero. Em seguida, a mistura foi dissolvida

em 5 mL de acetona e esta solugdo foi adicionada lentamente, gota a gota, em 10 mL de solucao

1% de alcool polivinilico sob um agitador magnético. A mistura foi submetida a rotorevaporacao

sob vacuo a 40 °C para remover a acetona. A suspensdo de nanoparticulas foi entdao centrifugada

a 20.000 g a 20 °C durante 15 minutos. O sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspenso

com um volume igual de dgua MilliQ. O processo foi repetido trés vezes. O pellet final foi
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ressuspenso numa solucao de PBS estéril e mantido na geladeira. Para preparar nanoparticulas

vazias 0 mesmo protocolo foi seguido, sem a adi¢ao de itraconazol.

3.2.2. Andlise em Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia - HPLC

O equipamento de cromatografia (Shimadzu-Destaque) ¢ composto de um
desgaseificador (Modelo DGU 20A5), moéddulo de entrega solvente (modelo LC-20AT),
amostrador automatico (modelo SIL-20AHT), forno de coluna (modelo CTO-20A), detector de
fluorescéncia (modelo RF-10AXL) e controlador de sistema CBM-20A. Em fase reversa C18
coluna ACE AQ (25 x 0,4 centimetros, 5 mM tamanho de particula) (ACE, Aberdeen, Escocia),
com uma pré-coluna (25 x 0,4 centimetros, 5 mM tamanho de particula) (ACE, Aberdeen,
Escocia) foram utilizados . A analise foi realizada como 30 © C com um volume de injec¢io de

10 pL.

Para determinar a concentracdo de itraconazol, 10uL de formulagdo de nano foi
dissolvida em 10 ml de metanol de grau HPLC. A amostra foi, em seguida, filtrada através de
filtro de nylon de 0.22 pum em frasco de vidro de HPLC. Os frascos foram medidos em HPLC
com uma coluna C18, utilizando uma fase mével. A fase movel foi obtida a partir da mistura de
0,12% de TFA em agua Milli-Q (Bomba A) e 0,12% de 4acido trifluoroacético (TFA) em
acetonitrilo (bomba B), em proporcao de 50:50. Medi¢des fluorimétrico foram realizadas numa
célula de fluxo de 12 mL, a 260 e 365 nm de excitagdo e emissdo de comprimentos de onda,
respectivamente. O volume de injeccao foi de 10 uL e a taxa de fluxo, durante os ensaios foi de 1
ml / min a uma pressdo de trabalho de 80 kgf/cm?. A analise foi realizada com uma temperatura
de coluna de 30 °C. LCsolution Software (Shimadzu, Toquio, Japao), foi utilizado para o
processamento de dados e identificagdo de parametros cromatograficos. A concentracao de

itraconazole foi expressa como mM (DANIELS et al., 2014).
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3.2.3. Adsorg¢do de Mannose

Nanoparticulas recobertas com manose foram preparados com base nos trabalhos
descritos por Nahar et al., (2009) e Yalcin et al., (2009). Resumidamente, 50 mg de PLGA em
25 mL de PBS, pH 5.0, foram misturados com 229.5ulL de N-hidroxi succinimida e 765uL de N
* 3-dimetilaminopropil-N-etil-carbodiimida (DCC). Depois de uma hora, 765 uL de
etilenodiamina (EDA) 4.3M e 100 mg de D-manose foram adicionados e a solucdo foi deixada
por 12 horas sob agitagdao. Em seguida foram lavadas com agua milliQ por meio de centrifugagao

a 20000 xg, durante 15 minutos a 20 ° C, por trés vezes.

3.2.4. Caracterizagdo coloidal e estabilidade

Para a caracterizagao coloidal das nanoparticulas preparadas, assim como a avaliagao
de suas estabilidades, o tamanho (didmetro hidrodindmico - DH), o indice de
polidispersibilidade (PDI) e potencial zeta foram determinados Cada amostra foi homogenizada
por meio de um vortex por 30 segundos. E 10 uL de cada amostra foram diluidos em 990 uL de
PBS filtrado. O Didmetro Hidrodindmico, Indice de Polidispersidade foram determinados
utilizando o esplahamento dinamico de Luz e Potencial Zeta das nanoparticulas foi determinado
utilizando o mobilidade electroforética da Zetasizer (Malvern Nano ZS90, Worcestershire,
Inglaterra). Para avaliar a estabilidade aliquotas de 1mL de amostras de PLGA, PLGA Manose,
PLGA ITZ e PLGA ITZ Manose foram guardadas em condi¢des a 4 °C, 37 °C e temperatura
ambiente . Durante 1, 7, 14, 30, 45 ¢ 60 dias. As amostras foram medidas em ZetaSizer. Cada
amostra foi medida 3 vezes com 14 leituras por medi¢do e 100 leituras por medicdo para

determinar o didmetro hidrodinamico e potencial zeta, respectivamente a 25 ° C

3.2.5. Anadlise por microscopia electronica

Para analise por meio de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV), 30 uL da
nanoparticulas foi dissolvida em 1 mL de dgua MilliQ. Em seguida, a amostra foi centrifugada a
2000 rpm durante 5 minutos. O pellet foi suspenso em 1 mL de 4% paraformaldeido e mantido
durante 30 minutos em temperatura ambiente. A amostra foi entdo lavada duas vezes em agua
destilada por meio de centrifugacdao e sobrenadante descartado. Depois da segunda lavagem, o

pellet foi ressuspendido em 1 mL de dgua MilliQ e 20 uL da mistura foi colocada no topo de
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stub e deixada para secar durante a noite num dessecador. O stub foi recorberto com ouro pelo
metalizador (Balzers SCD 050, Alemanha) e entdo colocado em microscopio eletronico de
varredura (JEOL JSM 7001F, Japao). Para a Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET),
10uL de nanoparticulas foram diluidas em 1mL de solu¢ao PBS. E 20uL de amostra foi colocada
em tela de cobre e depois de terem sido exposta a 6smio em uma camara de fumegacao, durante
24 horas para secar a amostra. As nanoparticulas foram observadas em MET (JEOL JEM 1011,
Japao).

3.2.6. Ensaio de quantificacdo de manose em nanoparticulas

Uma curva padrao foi estabelecida por meio da preparacdo de diferentes concentragdes
de manose em agua Milli Q. Que variaram de 200 nM para 5000000 nM. Aliquotas de 1 mL da
amostra foram misturados com 3mL de acido sulfirico concentrado e agitados em vortex por 30
segundos. A mistura foi colocada em banho de gelo por 2 minutos. A absorbancia da amostra foi
medida a 490 nm. Levou-se em consideragdo a curva padrdo como referéncia para a
determinag¢do da quantidade de manose presente na nanoformulacio (ALBALASMEH et al.,

2013).

3.2.7. Ensaio de agglutina¢dao de nanoparticulas com manose

As nanoparticulas foram diluidas dez vezes em uma solucao de PBS filtrado. 100 uL
das nanoparticulas, foi misturada com uma solucao de 500 uL de 10 mM de Conconavalina A
contendo 5 mM de CaCl. e MgCl.. A densidade optica da mistura foi monitorizada num

espectrofotometro a 360 nm (WU et al., 2012).

3.2.8 Cultivo de celdlas de mamiferos

Os ensaios in vitro foram realizados nas linhagens celulares imortalizadas de monocitos
humanos THP-1 (ATCC TIB-202 ® ™) ¢ macréfagos murinos J774 (ATCC TIB-67 ® ™)
adiquiridos da ATCC (American Type Culture Collection — Manassas, VA, EUA) por meio do

banco de células do Rio de Janeiro.
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3.2.8.1 Congelamento e decongelamento

Para descongelar linhagens celulares de monoécitos humanos THP-1 ou macrofagos
murinos J774 frascos foram tomadas a partir de um tanque de nitrogénio liquido. Os frascos
continham 1 x 10° células/mL e foram colocados a temperatura ambiente. Apds
descongelamento, as células foram transferidas para frasco de 5 mL de meio de RPMI completo
(RPMI 1640 suplementado com sorro fetal bovino 10%, 2 mM de L-glutamina, 100 U / mL de
penicilina e 100 ug / ml de estreptomicina). As células foram mantidas em incubadora, cuja
atmosfera era de 5% de CO; em ar, a umidade saturada e a temperatura de 37 °C durante 24
horas. Em seguida, as células foram transferidas para um tubo Falcon de 15 mL. O tubo foi
centrifugado a 2000 g durante dois minutos. O sobrenadante descartado e o pellet ressuspenso

em meio completo de RPMI.

Para congelar, 1x 10° células/mL (nimero determinado a partir da contagem em cAmara
de Neubauer) foram suspensas num agente crioprotector contendo 5% de DMSO e 95% de soro
fetal bovino. O tubo foi colocado no congelador -80 °C durante 24 horas, em seguida transferido

para o tanque de nitrogénio liquido.

3.2.8.2 Passagem de células

As linhagens celulares monocitica humana THP-1 e macréfagos murinos J774 foram
cultivadas em meio RPMI 1640 completo e mantidas em cultura a 37 °C numa atmosfera
humidificada contendo 5% de CO. por sub-passagem a cada 4 dias, quando mostravam cerca de
80% de confluéncia. As células foram contadas num hemocitémetro (Marienfeld, Alemanha) na

presenca de azul de tripano para excluir as células ndo viaveis.

Células THP-1 (10° células/mL) foram diferenciadas na presenc¢a de 20 ng/mL de forbol
12-miristato 13-acetato (PMA) durante 18 h a 37 °C e foram deixadas para outras 24h em meio
fresco sem PMA. Vale ressaltar que macrofagos murino J774 ndo necessitam desta etapa de
inducdo de diferenciagdo. As células THP-1 diferenciadas ou J774 foram, em seguida, utilizadas

para os ensaios de citotoxicidade ou estudos anti-leishmania.
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3.2.9. Ensaios de toxicidade das diferentes nanoparticulas sobre células de
mamiferos

O teste de citotoxidade celular foi avaliado pelo método de MTT conforme estabelecido
na literatura (Yang et a/,2013). Em células viaveis, enzimas mitocondriais, como a succinil-
desidrogenase, reduzem o substrato MTT (3(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5- diphenyltetrazolium
bromide), formando cristais de formazan, que ¢ um produto de cor azulada. Desta forma, a
quantificagdo da producdo desses cristais por células submetidas a determinado tratamento esta

correlacionada com sua viabilidade.

Para este ensaio, 1 x 10* células (de cada tipo celular) foram plaqueadas em microplascas
de 96 pocos nas condigdes descritas no item 3.2.8.2. por 24 horas. Apds este periodo, o meio foi
substituido por meio contendo diferentes formulagdes e as células incubadas por um periodo de
24 h a 37 °C, em atmosfera de 5% de CO2, 95% de mistura de ar. NP PLGA vazia com ou sem
manose foram diluidas (% m/v) nas concentragdes de 0,01% , 0,03%, 0,1% ¢ 0,25%. NP PLGA
ITZ ¢ NP PLGA ITZ Manose foram testados em concentragdes de 0,01 Mm; 0,02 mM e 0,2 mM
de itraconazol. O itraconazol livre foi testado em concentragdes de 0,02 mM; 0,06 mM e 0,43
mM. Como controle, células foram mantidas apenas em meio de cultivo, sem adicao
denanoparticulas ou firmaco. Apos os tratamentos, as células foram lavadas duas vezes com
PBS, e adicionados 135 uL de meio de cultura e 15 pL. de MTT e as células foram novamente
incubadas a 37 °C por duas horas e 50 minutos, no escuro. Em seguida, a solu¢do de MTT foi
removida e adicionado 100 pl. de dimetil sulfoxido (DMSO). A toxicidade celular foi
determinada colorimetricamente em espectrofotometria. A densidade optica (DO) de cristais de
formazan dissolvidos com DMSO foi medida utilizando um leitor de microplacas a um
comprimento de onda de 580 nm. A percentagem de citotoxicidade foi calculada usando a

seguinte equacao abaixo.

citotoxicidade (%) = 100 x (DO grupo controle - DO grupo tratado) / DO grupo controle
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3.2.10. Ensaios Anti-leishmania

Os ensaios de atividade anti Leishmania foram realizados no laboratorio de
quimioterapia da CINTROP-IS na Universidade Industrial de Santander, Bucaramanga
,Colombia sob a supervisdo de Profa.Dra Patricia Escobar. Os promastigotas Leishmania (L.)
infantum (MHOM / BR / 74 / PP75), Leishmania (V.) braziliensis (MHOM/BR/75/M2903) e
Leishmania (V.) Panamensis (MHOM/PA/71/LS94) foram cultivados em rotina no laboratério e

mantidos numa sala escura, com uma temperatura de 27 °C.

3.2.10.1 Ensaio Anti-promastigota

Para avaliar a agdo das diferentes formulacdes de nanoparticulas sobre os parasitas
extracelulares da leishmania , 1 x 10° promastigotas de Leishmania (L.) infantum (MHOM / BR /
74 / PP75), em fase exponencial de crescimento foram plaqueados em ldminas camara e
mantidos a 28 °C por 72 horas. Em seguida, foram entdo tratados com trés dilui¢des de cada
formulagdo ou itraconazol livre, durante 72 horas a 28 °C. NP PLGA vazia com ou sem manose
foram diluidas (% m/v) nas concentragoes de 0,01% , 0,03%, 0,1% ¢ 0,25%. NP PLGA ITZ, NP
PLGA ITZ Manose ¢ itraconazol livre foram testados em concentragdes de 0,03 mM; 0,1 Mm;
0,3 Mm e 0,8 mM de itraconazol. Parasitas do grupo controle foram mantidas livres de
nanoparticulas ou itraconazol. A inibicdo de crescimento do parasita foi determinada por
contagem em um hemocitometro, ao microscopio, do nimero de parasitas corados com eosina
amarelo 0,25%. A percentagem de inibi¢do de crescimento foi calculada usando a equacdo

abaixo.

Inibicao do crescimento (%) = 100 x ( nimero de parasitas grupo controle — nimero de parasitas

grupo tratado) / nimero de parasitas grupo controle

3.2.10.2 Ensaios Anti-amastigota

Para avaliar a agdo das diferentes formulagdes de nanoparticulas sobre a forma

amastigota da leishmania, 5 x 10° células THP-1 transformadas foram plaqueadas em laminas



26

camara (Lab-Tek®,Sigma EUA) e mantidas por 24 horas a 37 °C, em incubadora. Apos este
periodo, as células foram infectadas com promastigotas Leishmania (L.) infantum e Leishmania
(V.) braziliensis de fase tardia de crescimento em uma propor¢ao de 1:10 de células:parasita
durante 24 horas nas mesmas condi¢des anteriores. Antes do tratamento com as formulagdes, as
células foram lavadas uma vez com PBS. As células infectadas foram tratadas por 48 horas com
trés dilui¢cdes de nanoparticulas 0,03 mM; 0,1 mM e 2,2 mM de itraconazol em meio de cultivo,
nas mesmas condigdes anteriores. Como controle, as células foram mantidas sem a presenca de
nanoparticulas ou do farmaco. Foram contados os amastigotas intracelulares de um total de 300
células, fixadas em metanol e coradas com Giemsa, infectadas ou ndo. O percentual de

proliferacdo de amastigotas foi definido conforme a equagado abaixo.

Taxa de proliferacao de amastigotas (%) = 100 x nimero total de amastigotas contados no grupo

tratado/nimero total de amastigotas contados no grupo controle

Alternativamente, 5 x 10° células THP-1 transformadas foram plaqueadas em laminas
camara ¢ mantidas por 24 h a 37 °C, em incubadora. Apds este periodo, as células foram
infectadas com promastigotas Leishmania (L.) infantum, Leishmania (V.) braziliensis e
Leishmania (V.) Panamensis de fase tardia de crescimento em uma propor¢do de 1:10 de
c€lulas:parasita durante 24 horas nas mesmas condi¢des anteriores. Antes do tratamento com as
formulagdes, as células foram lavadas uma vez com PBS. As células infectadas foram tratadas
por 48 horas com trés diluicdes de NP PLGA ITZ 0,02 mM; 0,1 mM e 0,2 mM de itraconazol em
meio de cultivo e NP PLGA ITZ Manose 0,01 mM; 0,02 mM e 0,1 mM de itraconazol em meio,
nas mesmas condigdes anteriores. Como controle, as células foram mantidas sem a presenca de
nanoparticulas ou do farmaco. Apds os tratamentos, as c€lulas infectadas ou ndo foram lavadas
com PBS, fixadas com metanol e coradas com Giemsa. As laminas foram levadas ao
microscopio de luz (ZEISS Primo Star,Alemanha)acoplado com cdmara digital para obten¢do de
fotomicrografias. A percentagem de cé€lulas infectadas foi determinada como sendo a razao do
numero de células infectadas pelo numero total de células contadas, multiplicado por 100. Além
disso, as células infectadas foram agrupadas em relacdo ao numero de formas amastigotas
encontrados no interior das células. Foram determinados trés diferentes grupos: grupo de células
contendo 1-10 amastigotas, grupo com 11-20 amastigotas, € 0 grupo com mais de 20 amastigotas

por célula, isso dentro de cada espécie de Leishmania.
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3.2.11. Andlise estatistica

Todos os testes de analise estatistica foram realizados utilizando GraphPad Prism v.5.00.
ANOVA foi realizada, seguido dos testes de Bonferroni para analisar o efeito de itraconazol em
diferentes concentragdes, em que p<0,05 foi considerado estatisticamente significativo. Todos os

dados foram representados como média + desvio padrao de trés experimentos independentes.
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4. Resultados

4.1Caracterizacao das nanoparticulas

4.1.1 Propriedades coloidais das nanoparticulas

Logo apés a sintese das nanoparticulas as suas propriedades coloidais foram
determinadas. O Didmetro Hidrodindmico — DH médio encontrado foi de cerca de 250 nm. Os
menores tamanhos foram observados para as nanoparticulas de PLGA vazias, enquanto os
maiores valores de DH foram observados para as nanoparticulas de PLGA contendo itraconazol
recobertas com manose. O potencial zeta em geral apresentou carga neutra para os quatro tipos
de nanoparticulas. Além disso, o PDI foi abaixo de 0,21 o que indica uma distribuicao
monodispersa das nanoparticulas (Tabela 4). As nanoparticulas foram preparadas em trés
experimentos independentes e de cada preparacdo as amostras foram analisadas em triplicata
(n=9).

Tabela 4. Caracterizagdo de nanoparticulas polimérica de PLGA com/sem Itraconazol ou

manose mostrando seu diametro hidrodinamico, indice de polidispersao (IPD), Potencial Zeta e
concentragdo de itraconazol (ITZ). Dados expressos como média + desvio padrio.

Diamétro Potencial Zeta IPD ITZ em
Amostras Hidrodinidmico (mV=DP) formulacio
(nm=DP) (%)
NP PLGA vazio 232+8.4 -1,61£1,04 0,07+0,01 NA
NP PLGA ITZ 235+12,4 -1,22+0,68 0,12+0,03 68
NP PLGA Manose 249433 -2,91+1,73 0,1+0,02 NA
NP PLGA ITZ- 263£12,61 -1,89+0,52 0,2+0,02 65

Manose
Legenda: NA- Nao aplicavél; ITZ: Itraconazol, NP - nanoparticulas

4.1.2 Estabilidade das nanoparticulas em condi¢des diferentes.

A estabilidade das nanoparticulas em condicdes diferentes de temperatura; 4 °C , 37 °C e
temperatura ambiente foi analisada a partir das medidas do didmetro hidrodinamico e o potencial
zeta. As nanoparticulas foram submetidas as trés temperaturas durante um periodo de 60 dias.
Para a temperatura de 4 °C, as nanoparticulas sem cobertura de manose apresentaram um

aumento de 15% no tamanho ao longo de todo o periodo. No entanto, as nanoparticulas com
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cobertura de manose, aumentaram em mais de 23% do tamanho depois de 45 dias. Estes

resultados sao apresentados na Figura 11.
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Figura 11. Diametro Hidrodindmico de nanoparticulas de PLGA com ou sem itraconazol
(ITZ) recobertas ou ndo com manose matidas a 4 °C durante um periodo de 60 dias.

A 4 °C, as cargas das nanoparticulas poliméricas sem manose foram relativamente neutras
durante todo o periodo. Para as nanoparticulas com cobertura de manose houve um aumento do
potencial zeta apos trinta dias. O potencial zeta maximo observado foi de -5.54 mV para NPs de

PLGA recobertas com manose, conforme apresentado na Figura 12.
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Figura 12. Potencial zeta de nanoparticulas de PLGA com ou sem
itraconazol (ITZ) recobertas ou ndo com manose matidas a 4 °C durante um
periodo de 60 dias.
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Para a temperatura 37 °C, as nanoparticulas de PLGA vazias sem manose foram estaveis
ao longo do periodo de 60 dias, foi observado um aumento de 15% no tamanho. Ambas
nanoparticulas com cobertura de manose aumentaram em 20% no tamanho apods 30 dias. As NPs
de PLGA ITZ manose foram as mais afetadas pela temperatura, quando em apenas 14 dias estas

comecaram a aumentar em 20% o seu tamanho, como mostrado na Figura 13.
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Figura 13. Diametro Hidrodinamico de nanoparticulas de PLGA com ou sem itraconazol
(ITZ) recobertas ou ndo com manose matidas a 37 °C durante um periodo de 60 dias.

potencial zeta das nanoparticulas poliméricas a 37 °C revelou que, com a exce¢do de NPs de
PLGA ITZ manose, todas as outras nanoparticulas apresentaram cargas relativamente neutras
zero e nao excedeu a -2 mV ao longo do tempo observado. Para as NPs de PLGA ITZ manose,
houve uma variagdo do potencial zeta entre -1 a -10,4 mV durante o periodo de 60 dias, como

demonstrado na Figura 14.
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Figura 14. Potencial zeta de nanoparticulas de PLGA com ou sem itraconazol (ITZ)
recobertas ou ndo com manose matidas a 37 °C durante um periodo de 60 dias.
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A temperatura ambiente, as nanoparticulas sem cobertura de manose apresentaram um
aumento no tamanho de 15% ao longo de todo o periodo. No entanto, apos 7 dias as
nanoparticulas com a cobertura de manose j4 aumentaram em 15% no tamanho e apds 45 dias o

aumento foi em torno de 41%. Os resultados sdo mostrados na Figura 15.
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Figura 15. Didmetro Hidrodindmico de nanoparticulas de PLGA com ou sem

itraconazol (ITZ) recobertas ou ndo com manose matidas a temperatura
ambiente durante um periodo de 60 dias.

Para o Potencial Zeta, a temperatura ambiente, as nanoparticulas sem cobertura
de manose apresentaram uma pequena variagao do potencial entre -0,6 € -2,6 mV em
todo o periodo observado. As nanoparticulas com manose apresentaram uma variacao
maior, chegando a um valor méximo de -9 mV. Os resultados sdo demonstrados na
Figura 16.
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Figura 16. Potencial zeta de nanoparticulas de PLGA com ou sem itraconazol (ITZ)

recobertas ou ndo com manose matidas a temperatura ambiente durante um periodo de
60 dias.
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4.1.3. Andlise de Microscopia Eletrénica de Transmissado

Por meio da analise de microscopia eletronica de transmissao (MET), a morfologia das
nanoparticulas apresentaram-se esféricas com um diametro de aproximadamente de 190 nm. As
nanoparticulas de PLGA vazias e PLGA contendo ITZ e recobertas com manose apresentaram
morfologias semelhantes. No entanto, foi observada que NPs PLGA vazias apresentaram uma
regido mais clara no nucleo das nanoparticulas, enquanto NPs PLGA ITZ Manose apresentaram

um nucleo mais escuro, indicando a presenca de itraconazol. As imagens sdo demonstradas na

Figura 17.

Figura 17. Microscopia eletronica de transmissdo de nanoparticulas poliméricas de PLGA vazias (a) e
nanoparticulas poliméricas de PLGA com itraconazol recobertas com manose (b).

4.1.4. Analise de Microscopia Eletronica de Varredura

Por meio da andlise de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) foi observada a
superficie, tamanho e distribui¢do das nanoparticulas. As nanoparticulas de PLGA vazias
apresentaram uma superficie lisa e forma esférica. As nanoparticulas apresentaram tamanho
uniforme em torno de 190 nm, bem distribuidas e ndo agregadas. A imagem ¢ representada na

Figura 18.
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Figura 18. Microscopia eletronica de varredura de
nanoparticulas poliméricas de PLGA vazias mostrando a
superficie lisa e a nio agregacdo das nanoparticulas.
Barra de escala de 100 nm.

4.2. Determinagdo da presenca e quantificacdo de manose em nanoparticulas

A presenca de manose nas nanoparticulas foi determinada pelo ensaio de aglutinagao
utilizando a lectina concanavalina A, conforme mostrado na Figura 19. Dois tipos de
nanoparticulas foram testadas: PLGA ITZ e PLGA ITZ Manose. Ap6s 60 segundos, observou-se
um aumento da absorbancia com NPs de PLGA ITZ Manose, em contrapartida para as NPs
PLGA ITZ nao houve diferenga. A confirmagao da presenca e a quantificacio da manose nas
nanoparticulas foi determinada pelo ensaio de acido sulfurico. Para tanto uma curva padrao foi
estabelecida usando concentragdes conhecidas de manose. A curva padrdo apresentou coeficiente
de correlagdo de R = 0,97 a partir do qual foi determinada a concentragdo de manose. A curva

analitica padrdo pode ser visualidada na Figura 20.
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Figura 19. Aglutinacdo da concanavalina A com nanoparticulas ligadas a manose, indicando a
aglutinacdo entre o manose e concanavalina A na NP PLGA ITZ manose. Na PLGA ITZ nao houve

aglutinacdo devido a auséncia de manose.
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Figura 20. Curva analitica padrdo da quantificagdo de manose em nanoparticulas. As
nanoparticulas de PLGA contendo itraconazol recobertas com manose contém 0,05 mM

de manose.
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4.3. Viabilidade celular dos macréfagos

Para avaliar a viabilidade celular, os quatro tipos de nanoparticulas foram testadas contra
células de macrofagos humano THP-le murino J774. Células THP-1 e J774 tiveram uma
viabilidade de 94,06% e 98,7%, respectivamente, apos a incubagdo com nanoparticulas de PLGA
vazias na concentra¢do de 0,01% (m/v) de PLGA. Na concentracdo de 0,25% (m/v) de PLGA a
viabilidade foi de 86,31% e 87,41% para as células THP-1 e J774 respectivamente, conforme
disponivel na Figura 21. Porém, estas diminui¢cdes da viabilidade celular nido foram

estatisticamente significativas (p>0,05).

Células THP-1 e J774 tiveram uma viabilidade de 98,3% e 96,52%, respectivamente,
apos a incubacdo com nanoparticulas de PLGA na concentragdo de 0,01% (m/v) de PLGA
recobertas com 0,05 mM de manose. Na concentracao de 0,25% (m/v) de PLGA a viabilidade foi
de 97,8% e 69,89% para as células THP-1 e J774 respectivamente, conforme disponivel na
Figura 22. Vale ressaltar, que somente a diminui¢do da viabilidade celular de J774, quando
expostas a maior concentragdo do polimero nas nanoparticulas recobertas com manose, foi

estatisticamente significativa (p<0,01).
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Figura 21.Viabilidade celular de macroéfagos humano (THP-1) e murino (J774) apds
24 horas de exposi¢do a nanoparticulas poliméricas contendo diferentes concentragoes
de PLGA. Dados apresentados como média + desvio padrdo. Sem diferengas
estatisticas (p>0,05).
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Figura 22 Viabilidade celular de macrofagos humano (THP-1) e murino (J774) apés 24
horas de exposi¢do a nanoparticulas poliméricas contendo diferentes concentragdes de
PLGA e recobertas com 0,05 mM de manose. Dados apresentados como média + desvio
padrdo. * estatisticamente significativo(p<0,01).

A viabilidade de macréfagos THP-1 e J774 apds a exposigdo as nanoparticulas
poliméricas de PLGA recobertas com manose, porém com diferentes concentragdes de
itraconazol, foi avaliada. Células THP-1 tiveram uma viabilidade de 100,7% e 99,83% apos a
exposicdo a menor concentracdo de itraconazol (0,003 mM) presente nas nanoparticulas de
PLGA ITZ e PLGA ITZ manose, respectivamente. Apos a exposicao a 0,06 mM de itraconazol
em PLGA ITZ e¢ PLGA ITZ Manose as viabilidades foram de 81,99% e 79,96%,
respectivamente. Estas diminuigdes da viabilidade de THP-1 s6 foram estatisticamente
significativas (p<0,05) na exposi¢do a maior concentracao do farmaco, como pode ser observado

na Figura 23.
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Figura 23.Viabilidade celular de macrofagos humano (THP-1) apés 24 horas de
exposi¢ao as nanoparticulas de PLGA ITZ e PLGA ITZ Manose contendo diferentes
concentragdes de itraconazol (ITZ). Os dados sdo representados pela média =+ desvio
padrdo. *** estatisticamente significativo (p<0,001).

Células J774 tiveram uma viabilidade de 85,36% e 90,56% apds a exposi¢cdo a menor
concentracao de itraconazol (0,003 mM) presente nas nanoparticulas de PLGA ITZ e PLGA ITZ
manose, respectivamente. Apds a exposicdo a 0,06 mM de itraconazol em PLGA ITZ e PLGA
ITZ Manose as viabilidades foram de 68,8% e 72%, respectivamente. Estas diminui¢des da
viabilidade de J774 s6 foram estatisticamente significativas (p<0,05) na exposi¢ao a maior

concentracao do farmaco, como pode ser observado na Figura 24.
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74) ap6s 24 horas de exposi¢do as
nanoparticulas de PLGA ITZ e PLGA ITZ Manose contendo diferentes concentragdes de
itraconazol (ITZ). Os dados sdo representados pela média =+ desvio padrdo. * estatisticamente
significativo (p<0,05).
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A viabilidade de macrofagos THP-1 e J774 ap6s a exposicao a diferentes concentragoes
de itraconazol livre, foi avaliada. Itraconazol livre na concentracdo de 0,02 mM causou
citotoxicidade de 12,47% e 65,14% para as células THP-1 e J774, respectivamente. Para a
concentragdo mais elevada de itraconazol (0,43 mM) foi observada citotoxicidade de 12,46% e
65,14% para células THP-1 e J774, respectivamente, como demonstrado na Figura 25. Vale
ressaltar que as citotoxicidades apresentadas somente foram estatisticamente significativas para

macroéfagos murino (p<0,01), mostrando que estas células sdo mais sensiveis a este fArmaco.
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Figura 25. Efeito citotoxico da exposig¢do, por 24 horas, de diferentes concentragdes de
itraconazol em macr6fagos humano (THP-1) e murino (J774). Os dados sdo representados
pela média + desvio padrdo. * estatisticamente significativo (p<0,01).

4.4. Atividade anti-leishamania de nanoparticulas de PLGA, PLGA Manose,
PLGA ITZ e PLGA ITZ Manose contra promastigotas de Leishmania (L.) infantum e
amastigotas de Leishmania (L.) infantum e Leishmania (V.) braziliensis

4.4.1 Atividade anti-leishmania de itraconazol encapsulado ou livre contra
promastigotas

Os promastigotas de Leishmania (L.) infantum foram tratados com as nanoparticulas e

itraconazol livre. Com a concentracdo de 0,03 mM de itraconazol ndo foi observada diferenga
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estatistica significativa (p>0,05) na inibicdo do crescimento dos parasitas, independente da forma
como o farmaco estava disponivel . No entanto, para as concentragdes de 0,1 mM e 0,3 mM de ITZ,
NPs de PLGA ITZ, com ou sem manose, foram mais eficazes na inibicdo do crescimento do parasita
(p <0,05) do que o farmaco livre. Porém, na alta concentracao de itraconazol livre (0,8 mM) a mesma
foi mais eficaz contra os promastigotas (P <0,05) em comparacao com o farmaco encapsulado nas

nanoparticulas, como representado na Figura 26.
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Figura 26. Percentual de inibicdo do crescimento de promastigotas do Leishmania (V.) infantum quando expostos
por 72 horas a 28 °C 4 itraconazol livre, nanoparticulas poliméricas de PLGA com ITZ e PLGA com ITZ recobertas
com manose, em diferentes concentragdes do farmaco. Os dados representam a média + desvio padrio. ***
diferenca estatistica de p<0,001.

Nanoparticulas poliméricas com diferentes concentragdes de PLGA recobertas com 0,05
mM de manose, porém sem o encapsulamento do farmaco, foram testadas para a atividade anti-
leishmania. Foi observada uma inibicdo do crescimento dos promastigotas acima de 20% quando
expostos as nanoparticulas poliméricas com 0,25 % (m/v) de PLGA, conforme demonstrado na

Figura 27.
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Figura 27. Percentual da inibi¢do do crescimento de promastigotas de Leishmania (L.) infantum quando expostos
por 72 horas a 28 °C as nanoparticulas poliméricas com diferentes concentragdes PLGA e recobertas com 0,05 mM
de manose, sem farmaco . Os dados representam a média + desvio padrao.

4.4.2 Atividade anti-leishmania in vitro contra amastigotas

As duas nanoparticulas de PLGA ITZ e PLGA ITZ manose foram testadas contra duas
cepas de amastigotas. Somente para a concentracdo de 2,2 mM as nanoparticulas demonstraram
atividade anti-leishmania. A NP PLGA ITZ manose foi eficaz contra Leishmania (V.)

braziliensis inibindo 59% dos parasitas. Como representado na Figura 28.
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Figura 28. Percentual de inibi¢ao do crecimento de amastigotas de Leishmania (L.) infantum (A)
apds exposicdo por 48 horas a diferentes concentragdes de itraconazol presentes em
nanoparticulas de PLGA ITZ (PI) e PLGA ITZ Manose (PIM). As nanoparticulas de PLGA ITZ
apresentaram maior inibi¢do em comparacdo com nanoparticulas de PLGA ITZ manose a 0,03
mM (5% contra 2%), mas PLGA ITZ Manose apresentou maior inibi¢do a 2,2 mM de 11,4% em
comparagdo com 4,4% de NPs PLGA ITZ . Leishmania (V.)braziliensis (B) As nanoparticulas
de PLGA ITZ manose apresentaram maior inibicdo em comparagdo com nanoparticulas de
PLGA ITZ sem manose a 0,1 mM de 20% em comparagdo com 9%, enquanto a 2,2 mM as NP
PIM mostraram uma inibigdo estatisticamente maior (p <0,001) de 57% em compara¢do com
18% apresentado pelas nanoparticulas contendo o itraconazol sem manose. Os dados representam
a média + desvio padrdo. *** estatisticamente significativo (p<0,001).
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A inibi¢do de amastigotas com itraconazol livre mostrou alta atividade contra Leishmania
(V.) braziliensis (88%) do que em relagdo a Leishmania (L.) infantum (45%) para a mesma
concentragdo de 0,5 mM. Houve uma diferenga estatistica significativa sobre a eficacia do
itraconazol contra L.(V.) braziliensis em comparagdo com o L (L.) infantum. Como ¢

demonstrado na Figura 29.
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Figura 29. Percentual de inibi¢do de amastigotas ap6s 48 horas de exposi¢do a diferentes concentragdes
de itraconazol livre. O farmaco apresentou melhor eficacia contra amastigotas de Leishmania (L.)
infantum do que Leishmania (V.)braziliensis. Os dados representam a média = desvio padrio. ***
estatisticamente significativo (p<0,001).
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Alternativamente, a avaliagdo da atividade anti-leishmania foi realizada determinando a
variacdo do percentual de células infectadas com diferentes nimeros de amastigotas presentes no
interior das células apos a exposicao por 48 horas a trés diferentes concentragdes de itraconazol

encapsulado em nanoparticulas poliméricas de PLGA recobertas ou ndo com manose.

Os mondcitos da linhagem celular THP-1 foram transformados em macrofagos e em
seguida foram infectadas in vitro com as cepas de Leishmania (V.) braziliensis, Leishmania
(L.)infantum e Leishmania panamensis de promastigotas na fase estacionaria. Estes
promastigotas transformaram-se em amastigotas intracelulares obrigatdrios e foram tratados com
NPs de PLGA ITZ e PLGA ITZ Manose para a verificacdo da atividade anti-leishmania. Os

macrofagos infectados foram corados com Giemsa e fotomicrografias foram obtidas.

A atividade anti-leishmania de NP PLGA ITZ Manose sobre células THP-1
transformadas e que foram infectadas com L. (V.) braziliensis foi mais evidente quando a
concentracao do farmaco era de 0,1 mM, o que pode ser observado pela redugdo do nimero de
amastigotas intracelulares presentes na célula em comparacdo ao grupo controle que ndo sofreu

qualquer tratamento conforme ilustrado na Figura 30.

Controle 0,02mM

Figura 30. Fotomicrografias de células THP-1 transformadas em macrofagos e infectadas com amastigotas de
Leishmania (V.) braziliensis tratadas ou nao (controle) com nanoparticulas poliméricas de PLGA contendo
itraconazol e recobertas com manose, em diferentes concentragdes (0,01 mM, 0,02 mM e 0,1 mM) de itraconazol.
A atividade anti-leishmania é maior na presenca de 0,1 mM de itraconazol comparado ao controle. As setas indicam
a presenga dos amastigotas intracelulares. Barra de escala 20um.

A andlise da percentagem de células infectadas com Leishmania (V.) braziliensis mostrou
que a exposicao a NP PLGA ITZ Manose nas concentragdes mais baixas testadas (0,01 e 0,02

mM) ndo causaram alteragdes estatisticamente significativas (p>0,05) na percentagem de células
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infectadas para todos os grupos de células contendo diferentes nimeros de amastigotas por
células em relagdo aos seus controles, células sem tratamento. No entanto, o tratamento com
NPs contendo itraconazol a 0,1 mM causou uma diminui¢do estatisticamente significativa
(p<0,001) da percentagem de células com mais de 20 amastigotas por células, passando de 55%
para 28%, enquanto que as percentagens de células com 1-10 amastigotas/células e com 11-20
amastigotas/células aumentaram significativamente em relacdo aos controles, passando de 17%

para 30% e 29% para 42 %, respectivamente (Figura 31).
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Figura 31. Percentagem de células THP-1 transformadas em macrofagos e infectadas por Leishmania (V.) braziliensis
de acordo como o numero de amastigotas intracelulares por células (a/c) apos 48 horas de tratamento com
nanoparticulas poliméricas de PLGA contendo itraconazol recobertas com manose, em diferentes concentragdes (0,01
mM; 0,02 mM e 0,1 mM) de itraconazol. Os dados representam a média + desvio padrdo. *** estatisticamente
significativo (p<0,001).
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A atividade anti-leishmania de nanoparticulas de PLGA com diferentes concentragcdes de
itraconazol porém sem a cobertura de manose sobre células THP-1 transformadas e que foram
infectadas com L. (V.) braziliensis foi maior na concentragdo de 0,2 mM de itraconazol, como
observado a partir da presenga reduzida de amastigotas intracelulares nesta condi¢do quando

comparado ao controle sem tratamento (Figura 32).

Controle - 0,02mM ’.lmM

"

ALY

$

Figura 32 Fotomicrografias de células THP-1 transformadas em macréfagos e infectadas com amastigotas de
Leishmania (V.) braziliensis tratadas ou ndo (controle) com nanoparticulas poliméricas de PLGA contendo
itraconazol, em diferentes concentragdes (0,02 mM, 0,1 mM e 0,2 mM) de itraconazol. A atividade anti-
leishmania € maior na presenga de 0,2 mM de itraconazol comparado ao controle. As setas indicam a presenca dos
amastigotas intracelulares. Barra de escala 20um.

A andlise da percentagem de células infectadas com Leishmania (V.) braziliensis mostrou
que a exposicdo a NP PLGA ITZ sem cobertura de manose nas concentracdes mais baixas
testadas (0,02 e 0,1 mM) ndo causaram alteragdes estatisticamente significativas (p>0,05) na
percentagem de células infectadas para todos os grupos de células contendo diferentes nimeros
de amastigotas por c€lulas em relacdao aos seus controles, células sem tratamento. No entanto, o
tratamento com NPs contendo itraconazol a 0,2 mM causou uma diminuigdo estatisticamente
significativa (p<0,001) da percentagem de células com mais de 20 amastigotas por células,
passando de 54,86% para 21,1%, enquanto que a percentagem de células com 1-10
amastigotas/células aumentou significativamente (p<<0,001) em relagdo ao controle, passando de
16,54% para 44,9%; a percentagem de células com 11-20 amastigotas/células nao foi alterada

significativamente em relacdo ao controle (Figura 33).
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Figura 33.Percentagem de células THP-1 transformadas em macréfagos e infectadas por Leishmania (V.)
braziliensis de acordo como o numero de amastigotas intracelulares por células (a/c) apds 48 horas de
tratamento com nanoparticulas poliméricas de PLGA contendo itraconazol, em diferentes concentragoes (0,02
mM; 0,1 mM e 0,2 mM) de itraconazol. Os dados representam a média + desvio padrdo. *** estatisticamente

significativo (p<0,001).



47

A atividade anti-leishmania de NP PLGA ITZ Manose sobre células THP-1
transformadas e que foram infectadas com L. (L.) infantum foi evidente a medida que a
concentracdo do farmaco aumentou, o que pode ser observado pela redu¢do do nimero de
amastigotas intracelulares presentes na célula em comparacdo ao grupo controle que ndo sofreu

qualquer tratamento conforme ilustrado na Figura 34.

Figura 34. Fotomicrografias de células THP-1 transformadas em macrofagos e infectadas com amastigotas de
Leishmania (L.)infantum tratadas ou ndo (controle) com nanoparticulas poliméricas de PLGA contendo itraconazol e
recobertas com manose, em diferentes concentragdes (0,01 mM, 0,02 mM e 0,1 mM) de itraconazol. A atividade
anti-leishmania ¢ maior na presenga de 0,1 mM de itraconazol comparado ao controle. As setas indicam a presenga
dos amastigotas intracelulares. Barra de escala 20um.

A analise da percentagem de células infectadas com Leishmania (L.)infantum mostrou
que a exposicao a NP PLGA ITZ Manose nas concentragdes mais baixas testadas (0,01 e 0,02
mM) ndo causaram alteragdes estatisticamente significativas (p>0,05) na percentagem de células
infectadas para todos os grupos de células contendo diferentes niimeros de amastigotas por
células em relagdo aos seus controles, células sem tratamento. No entanto, o tratamento com
NPs contendo itraconazol a 0,1 mM causou uma diminui¢do estatisticamente significativa
(p<0,05) da percentagem de células com mais de 20 amastigotas por células, passando de
18,11% para 4,8%, enquanto que a percentagem de células com 1-10 amastigotas/células
aumentou significativamente (p<0,001) em relacdo ao controle, passando de 55,51% para 75,5%;
a percentagem de células com 11-20 amastigotas/células ndo foi alterada significativamente em

relagdo ao controle (Figura 35).
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Figura 35. Percentagem de células THP-1 transformadas em macrofagos e infectadas por
Leishmania (L.)infantum de acordo como o numero de amastigotas intracelulares por
células (a/c) apds 48 horas de tratamento com nanoparticulas poliméricas de PLGA
contendo itraconazol recobertas com manose, em diferentes concentragdes (0,01 mM;
0,02 mM e 0,1 mM) de itraconazol. Os dados representam a média = desvio padrdo. *
estatisticamente significativo (P<0,05) e *** estatisticamente significativo (p<0,001).

A atividade anti-leishmania de nanoparticulas de PLGA com diferentes concentragdes de
itraconazol porém sem a cobertura de manose sobre células THP-1 transformadas e que foram
infectadas com L. (L.)infantum foi maior na concentracdo de 0,2 mM de itraconazol, como
observado a partir da presenca reduzida de amastigotas intracelulares nesta condi¢do quando

comparado ao controle sem tratamento (Figura 36).
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Figura 36. Fotomicrografias de células THP-1 transformadas em macrofagos e infectadas com amastigotas de
Leishmania (L.)infantum tratadas ou ndo (controle) com nanoparticulas poliméricas de PLGA contendo
itraconazol, em diferentes concentragdoes (0,02 mM, 0,1 mM e 0,2 mM) de itraconazol. A atividade anti-
leishmania ¢ maior na presenca de 0,2 mM de itraconazol comparado ao controle. As setas indicam a presenca dos
amastigotas intracelulares. Barra de escala 20pm.

A analise da percentagem de células infectadas com Leishmania (L.)infantum mostrou
que a exposi¢ao a NP PLGA ITZ sem cobertura de manose tanto na concentragdo mais baixa
testada (0,02 mM) quanto na maior concentragdo (0,2 mM) causaram diminuicao
estatisticamente significativa (p>0,001) nas percentagns de células infectadas com mais de 20
amastigotas por cé€lulas, passando de 18,12% para 8,4% e 8,3%, respectivamente; assim como
aumento significativo (p>0,001) das percentagens de células infectadas com 1-10 amastigotas
por células, passando de 55,5% para 68,4% e 78,8%, respectivamente, sempre em relagdo aos
seus controles. No entanto, a exposicdo a NP PLGA ITZ contendo 0,1 mM de itraconazol nio
causou alteragdao na percentagem de células infetadas para todos os grupos de células contendo
diferentes nimeros de amastigotas por células em relacdo aos seus controles, células sem

tratamento (Figura 37).
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Figura 37. Percentagem de células THP-1 transformadas em macrofagos e infectadas por Leishmania (L.) infantum de
acordo como o nimero de amastigotas intracelulares por células (a/c) apos 48 horas de tratamento com nanoparticulas
poliméricas de PLGA contendo itraconazol, em diferentes concentragdes (0,02 mM; 0,1 mM e 0,2 mM) de itraconazol.
Os dados representam a média + desvio padrdo. *** estatisticamente significativo (p<0,001).
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A atividade anti-leishmania de NP PLGA ITZ Manose sobre células THP-1
transformadas e que foram infectadas com L. panamensis foi evidente a medida que a
concentragdo do farmaco aumentou, o que pode ser observado pela redu¢do do niimero de
amastigotas intracelulares presentes na célula em comparacdo ao grupo controle que nao sofreu

qualquer tratamento conforme ilustrado na Figura 38.
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Figura 38. Fotomicrografias de células THP-1 transformadas em macréfagos e infectadas com amastigotas de
Leishmania panamensis tratadas ou ndo (controle) com nanoparticulas poliméricas de PLGA contendo itraconazol e
recobertas com manose, em diferentes concentragdes (0,01 mM, 0,02 mM e 0,1 mM) de itraconazol. A atividade
anti-leishmania é maior na presenca de 0,1 mM de itraconazol comparado ao controle. As setas indicam a presenga
dos amastigotas intracelulares. Barra de escala 20um.

A andlise células infectadas com Leishmania panamensis e expostas a diferentes
concentragdes de itraconazol em NP PLGA ITZ Manose ndo causaram alteracdes
estatisticamente significativas (p>0,05) nas percentagens de células infectadas com 1-10
amastigotas por células comparado ao controle, independente da concentracdo de itraconazol
utilizada. No entanto, todas as concentragdes de farmaco causaram diminui¢des significativas
(p<0,05) nas percentagens de células infectadas com mais de 20 amastigotas por células quando
comparado ao controle, células sem tratamento, passando de 34,43% para 17,3%; 16,5% ¢ 13,7%
na exposicao a 0,01 mM; 0,02 mM e 0,1 mM de itraconazol, respectivamente. A percentagem de
células infectadas com 11-20 amastigotas por células sofreu um aumento significativo (p<0,01)

somente quando as células foram expostas a 0,1 mM de itraconazol, passando de 37,3% para

49,2% (Figura 39).
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Figura 39 Percentagem de células THP-1 transformadas em macrofagos e infectadas por Leishmania
panamensis de acordo como o numero de amastigotas intracelulares por células (a/c) apds 48 horas de tratamento
com nanoparticulas poliméricas de PLGA contendo itraconazol recobertas com manose, em diferentes
concentragdes (0,01 mM; 0,02 mM e 0,1 mM) de itraconazol. Os dados representam a média + desvio padrdo. *
estatisticamente significativo (P<0,05) e ** estatisticamente significativo (p<0,01).

A atividade anti-leishmania de NP PLGA ITZ sem a cobertura de manose sobre células
THP-1 transformadas e que foram infectadas com L. panamensis foi evidente a medida que a
concentracdo do farmaco aumentou, o que pode ser observado pela redu¢do do nimero de
amastigotas intracelulares presentes na célula em comparacdo ao grupo controle que nao sofreu

qualquer tratamento conforme ilustrado na Figura 40.
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Figura 40. Fotomicrografias de células THP-1 transformadas em macrofagos e infectadas com amastigotas de
Leishmania panamensis tratadas ou ndo (controle) com nanoparticulas poliméricas de PLGA contendo itraconazol,
em diferentes concentragdes (0,02 mM, 0,1 mM e 0,2 mM) de itraconazol. A atividade anti-leishmania é maior na
presenca de 0,2 mM de itraconazol comparado ao controle. As setas indicam a presenga dos amastigotas
intracelulares.Barra de escala 20um.

A andlise de células infectadas com Leishmania panamensis mostrou que a exposicao a
NP PLGA ITZ sem cobertura de manose nas concentragdes de itraconazol mais baixas testadas
(0,02 e 0,1 mM) causaram diminuigdo estatisticamente significativa (p<0,001) nas percentagns
de células infectadas com mais de 20 amastigotas por células, passando de 34,43% para 16,4% e
4,6%, respectivamente; assim como aumento significativo das percentagens de células infectadas
com 1-10 amastigotas por células, passando de 28,13% para 45,6% (p<0,01) e 56,9% (p<0,001),
respectivamente, sempre em relagdo aos seus controles. As percentagens de céluals infectadas
com 11-20 amastigotas por células nao foram significativamente (p>0,05) alteradas na exposi¢ao
a estas concentragoes de itraconazol. No entanto, a exposi¢cao a NP PLGA ITZ contendo 0,2 mM
de itraconazol causou a diminuicdo significativa dos percentuais de células infectadas com 11-20
e com mais de 20 amastigotas por células, passando de 37,3% para 19,6% (p<0,01) e 34,43%
para 5,7% (p<0,001), respectivamente, quando comparado aos seus controles. Assim como,
houve um aumento significativo (p<0,001) do percentual de células infectadas com 1-10
amastigotas por células quando comparado ao controle, passando de 28,13% para 74,5% (Figura

41).
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Figura 41. Percentagem de células THP-1 transformadas em macréfagos e infectadas por
Leishmania panamensis de acordo como o niimero de amastigotas intracelulares por células
(a/c) apos 48 horas de tratamento com nanoparticulas poliméricas de PLGA contendo
itraconazol, representam a média + desvio padrdo. ** estatisticamente significativo (P<0,01) e
*H* estatisticamente significativo (p<0,001).
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5. Discussao

Uma ampla variedade de farmacos tém sido utilizados para o tratamento da leishmaniose
(Croft et al., 2006). Devido a resisténcia do parasita e a baixa absor¢do de certos farmacos
(Thakur et al, 1993; PB Thakur et al, 1996 ; Sundar et al, 2002) faz-se necessario buscar outros
sistemas de liberacdo como alternativa para minimizar os fatores acima mencionados.
Atualmente, um exemplo de nanocarreador utilizado para carregar farmacos para tratar a
leishmaniose consiste no uso de lipossomas. Uma formulagdo lipossomica comercialmente
disponivel no mercado e usada no tratamento da leishmaniose ¢ a Ambisome® a base de

Anfotericina B (MEYERHOFF et al., 1999,ROY et al,2010).

A Ambisome® ¢ eficaz contra a leishmaniose visceral (Croft, 2003). No entanto, esta
formulagdo lipossomal apresenta efeitos colaterais e ¢ instavel quando exposta a temperaturas
acima de 25 °C (Croft, 2003). Sabe-se que a leishmaniose ¢ prevalente em regides geralmente
quentes. No presente estudo, verificou-se a acdo anti-leishmania do itraconazol (agente
antifingico) nanoencapsulado, o itraconazol foi encapsulado em nanoparticulas poliméricas de
poli lactico co-glicdlico (PLGA), as quais foram cobertas com manose. O PLGA ¢ um co-
polimero biodegradavel que ndo ¢ téxico para o ser humano e ¢ aprovado pela Food and Drug

Association (FDA).

As nanoparticulas (nanocépsulas) preparadas apresentaram didmetro hidrodinamico
menor que 300 nm usando a técnica de nanoprecipitacdo. Estes dados corraboram com dados da
literatura, onde o mesmo método foi usado pelos autores Panagi et al., (2001) e Oster et al.,
(2004) que relataram obter nanoparticulas com um didametro médio menor que 200 nm, ja outros
autores utilizando o mesmo método relataram obter nanoparticulas com um diametro médio

maior que 300 nm (NIWA et al., 1993; AMELLER et al., 2003; PURI et a/,2007).

Um dos papéis de encapsular farmacos em nanosistemas ¢ para melhorar a entrega do
farmaco no local especifico, assim o tamanho das nanoparticulas ¢ um aspecto importante.

Quanto menor as nanoparticulas, maior ¢ a area de superficie em relagdo ao volume (Zhang et al,



56

2006). As nanoparticulas produzidas no presente estudo apresentaram tamanhos adequados para

serem testadas in vitro contra macrofagos.

Em termos de estabilidade, o potencial zeta ¢ uma medida essencial (Ortega et al., 2007),
as nanoparticulas de PLGA apresentaram potenciais zetas baixos (-1,16 mV £ 1,0) que se
mantiveram estaveis durante um periodo de 60 dias, quando submetidas as temperaturas de 4°C e
37 °C, enquanto que os autores Ameller et al.,, (2003) e Saxena et al., (2006) relataram
nanoparticulas de PLGA com potenciais zeta negativos altos. O potencial zeta negativo
representa a carga de superficie das nanoparticulas, o que equivale a repulsao eletrostatica entre
as nanoparticulas (Soppimath et al., 2001). Essa repulsao impede as nanoparticulas em agregar-
se.

Outros autores tém verificado o papel do surfactante em relagdo ao Potencial Zeta. Tem
sido relatado que o surfactante pode mascarar a carga de superficie das nanoparticulas e que o
alcool polivinilico residual pode influenciar o potencial Zeta de nanoparticulas de PLGA(Sahoo
et al,2002; Srivastava et a/,2013). Isto explicaria a alteracdo do Potencial Zeta das nanoparticulas
no sentido negativo, quando lidas no dia 60, em comparacdo com as leituras das nanoparticulas
apds 24 horas. No presente trabalho, o PVA foi adotado como surfactante, acredita-se que
surfactante residual de PVA eventualmente presente apos as lavagens (processo para a remog¢ao
do PVA) das nanoparticulas, influenciasse no Potencial Zeta das nanoparticulas, tornado-as mais

negativas.

Estas variagdes observadas tanto para o Potencial Zeta como para o tamanho podem ser
explicadas devido ao tipo de solvente utilizado, farmaco, bem como o tipo de surfactante
utilizado na preparagdo (Astete et al, 2006). No entanto, no presente estudo ndo foram
observadas variagdes em relagdo ao indice de polidispersidade (IPD), o que demonstra que essas
nanoparticulas possuem estabilidade e podem ser armazenadas durante um periodo de 60 dias

sem sofrer alteracdao no IPD.
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A influéncia da temperatura sobre nanoparticulas t€ém sido investigada por Hyon e
colaboradores (1995). A temperatura de transicao vitrea (Tg) ¢ um paramétro crucial para a taxa
de degradagdo dos polimeros. A Tg do PLGA ¢ conhecida para temperaturas acima de 37 °C.
Altas temperaturas tendem a acelerar a degradacdo hidrolitica de PLGA quando os mesmos sdo
expostos a temperaturas superiores a 100 °C, no entanto, a 37 °C o co-polimero de PLGA pode
permanecer intacto se misturado numa solugdo salina de tampao fosfato a pH 7,4 (Hyon et
al,.1995;Zhu et al,2015). Conforme Weir et al., (2004) e Fukushima et al., (2011) dependendo da
razdo de polimero entre 0 PLA e PGA, 85:15 m/v (PLA:PGA) ou 50:50 (PLA:PGA), ha uma

variacdo do grau de degradagao.

No presente trabalho as nanoparticulas preparadas utilizando a propor¢do de co-
polimero de PLGA (50:50) m/v (PLA:PGA) incubadas a temperatura de 37 °C, verificou-se
agregacao das nanoparticulas, no entanto, as mesmas foram mais estdveis em tamanho quando
incubadas a 4 °C em comparagdo com as mantidas a 37 °C, como a nanoparticulas poliméricas
foram expostas durante um longo periodo sob uma condi¢ao perto do (Tg), isso explicaria a

instabilidade das nanoparticulas a temperatura de 37°C.

O PLGA degrada-se por hidrolise das suas ligacdes €ster em ambientes aquosos. A
degradagdo ocorre em quatro etapas: 1) hidratacdo; a 4gua penetra na regido amorfa e quebra as
forcas de van de Waals e faz ligagdes de hidrogénio para provocar uma diminui¢do da
temperatura de transicdo vitrea (Tg). 2) o segundo passo consiste na degradagdo inicial do
polimero, através da clivagem de ligacdes covalentes (C-O) diminuindo a massa molecular do
polimero. 3) o terceiro passo estd na degradagdo constante; grupos carboxilos terminais sao
liberados da cadeia polimérica, essa liberacdo ¢ causada pela clivagem da liga¢ao covalente (C-
(), sendo assim resultando na perda da integridade do polimero. 4) o quarto passo abrange a
solubilizacdo; os fragmentos formados (PLA-acido lactico e PGA-écido lactico) apds a clivagem

do PLGA sao soluveis em adgua (Motta et al,2000).

A taxa de degradagdo ¢ influénciada por um numero de pardmetros. O primeiro ¢ o

peso molecular; os polimeros convencionais menores (10 a 20 kDa) degradam dentro de
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semanas, enquanto os maiores (20 a 100 kDa) comecam a degradar depois de varios meses. O
acido glicolico em relagdo ao acido lactico possui mais chance de influénciar a taxa de
degradacdo. Por sua vez, o acido lactico tende a ser menos hidréfilico, o que implica que absorve

menos agua, dessa forma degrada lentamente (FARAHANI ef a/,2005).

O segundo paramétro consiste que o grupo lateral metila do PLA faz com que a
molécula seja mais hidréfobica em comparagdo ao PGA. O terceiro parametro ¢ a
estereoquimica, a mistura de mondmeros de acido lactico D e L sdo comumentes usados na
fabricagdo do PLGA. Em regides amorfas do acido lactico D e L, hd um aumento da taxa de
penetracao de agua o que resulta numa taxa acelerada de degradagdo do PLGA (FARAHANI et
al,2005)

O grupo terminal de funcionalizacdo € outro parametro importante, os polimeros que
sao selados com éster possuem um maior periodo de meia-vida em comparagdo com o0s
polimeros que apresentam acido carboxilico livre (Farahani et al,2005), os resultados obtidos no
presente estudo demonstraram o contrdrio, as nanoparticulas vazias (sem ITZ) cobertas com
manose foram menos estaveis quando comparadas com as nanoparticulas sem a cobertura do
actcar (manose) ao longo do periodo de 60 dias. As nanoparticulas vazias cobertas com manose
aumentaram em tamanho quando comparadas com as nanoparticulas vazias sem o itraconazol ou
manose. Acredita-se que a estabilidade de nanoparticulas de PLGA estd limitada as

nanoparticulas carregadas ou descarregadas com o itraconazol.

As nanoformulagdes foram testadas em relacdo a citotoxicidade a linhagens celulares de
macrofagos. Parasitas Leishmania invadem macréfagos para desenvolverem-se em amastigotas
intracelulares. Em um estudo realizado por Hart er al., (1989), revelou que ha uma baixa
citotoxicidade da concentracao 0,01 mM de itraconazol livre quando submetidas as linhagens de
macrofagos THP-1 e J774G8. Além disso, outro estudo demonstrou citotoxicidade inferior do
itraconazol em concentragdes 0,02 mM in vitro contra macrofagos (Macedo et al., 2013). Esses
resultados corroboram com os encontrados no presente trabalho, onde o percentual de células
viaveis foi semelhante para células THP-1 e J774, respectivamente, ao testar o itraconazol livre

nas mesmas concentragoes.
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Isto ¢ devido ao fato de que o itraconazol inibe a sintese do ergosterol um esterol
comum em protozoarios € células de fungos, enquanto que as células de mamiferos possuem
colesterol (Zakai et al., 2000). No presente trabalho, o itraconazol tanto nanoencapsulado ou
livre apresentou citotoxicidade contra macréfagos murino J774, embora os macréfagos murino
J774 apareceram mais sensiveis a droga livre em comparagao com os macroéfagos humanos THP

1.

Hart e colaboradores (1989) verificaram a atividade anti-leishmania do itraconazol livre em
Leishmania (L.) mexicana. No presente trabalho, as nanoformulagdes de itraconazol foram
capazes de apresentar atividade leishmanicida contra amastigotas. As nanoformulagdes
preparadas com ou sem manose foram eficazes contra trés tipos de cepas testadas; L. (L.)
infantum, L. (V.) braziliensis e L. panamensis e apresentaram atividade anti-leishmania contra
amastigotas semelhantemente aos resultados reportados por Khazaeli et al, (2014), os quais
desenvolveram um niossoma (sistema para entrega da droga) carregado com itraconazol para
tratar amastigotas de Leishmania tropica. A explicacdo para isso as estirpes responderam de
forma diferente, por exposicdo ao mesmo tratamento para qualquer promastigotas ou amastigotas
de ensaio quer PLGA itraconazol coberto com manose ou itraconazol PLGA sem .A razao ¢ que,
apos cada formar os parasitas sdo cultivadas em diferentes condigdes bioldgicas (Galgiani et al,
1997). Enquanto os promastigotas extracelulares motilidade livres requerem meio de Schneider e
28 o C de incubagdo e as amatigotas exigem meio RPMI e 37 o C de incubagdo. Além disso,
cada espécie tem tolerancia diferente ao itraconazol, que estava entre observacdes de nossos

resultados.

Os sistemas de entrega de drogas (Drug Delivery Systems ) desempenham um papel na
melhoria da eficicia em relagdo aos sistemas de drogas convencionais. Por meios convencionais,
a absor¢ao dos farmacos em macrofagos ¢ por mecanismo passivo, enquanto que as
nanoparticulas entram por endocitose. Conforme Banerjee et al., (1996) nanoparticulas
revestidas com moleculas de manose, aumenta a poténcia de entrega da nanoformulagdo. De
fato, no presente trabalho foi verificado que o PLGA ITZ Manose em 0,1 mM conseguiu reduzir
os numeros de amastigotas para Leishmania leishmania infantum em um percentual semelhante
ao PLGA ITZ a 0,2 mM. Esta eficacia melhorada da nanoformulacdo manose ¢ provavelmente

devido a endocitose mediada pelo receptor, pois a manose liga-se aos receptores de manose dos



60

macréfagos na superficie e, portanto, resulta no aumento da captagdo. A vantagem de alvejar os
receptores de manose, ¢ que eles sdo excessivamente expressos em cé€lulas infectadas

(SINGODIA et al., 2012).

Muitos estudos tém sido descritos nessa abordagem, levando em consideragdo os
receptores de manose dos macrofagos na absor¢do de farmacos. A indolizina (uma droga
insoluvel em 4gua) em microesferas de PLGA ligada a manose mostra ser altamente eficiente
contra leishmaniose visceral (Dutta et al., 1994). Nahar & Jain ( 2012) verificaram que
nanoparticulas de PLGA ligada a manose e carregadas com Anfotericina B foram eficientes

contra amastigotas Leishmania donovani.

No presente trabalho observou-se que a nanoestruturacdo do itraconazol associado a
manose provou ser uma abordagem que depende da concentragdo do farmaco, pois as
nanoformulagdes que apresentaram uma melhor eficacia foram as que continham uma menor

concentracdo do farmaco em comparacao com as nanoparticulas sem manose.
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6. Conclusao

Foi possivel desenvolver uma nanoformulacdo polimérica revestida com manose
contendo itraconazol que apresenta atividade anti-leishmania in vitro, Leishmania (V.)
braziliensis, Leishmania (L.)infantum e Leishmania panamensis a qual consegue reduzir
parasitas leishmania e/ou macrofagos infectados pelo parasita em ensaios amastigotas. Outras
investigacdes utilizando modelo animal sao recomendadas para avaliar o potencial destas

nanoparticulas contra a leishmaniose.
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