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RESUMO

DESENVOLVIMENTO, AVALIACAO DA ATIVIDADE LEISHMANICIDA E
TOXICOLOGICA DE NANOSISTEMA DE CUMARINA (1,2-BENZOPIRONA).
Elizama Shirley Silveira. Orientadora: Prof®. Dr". Luzia Kalyne Almeida Moreira Leal. Tese
de doutorado. Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas. Departamento de

Farmacia. Universidade Federal do Ceara, 2020.

A Cumarina (CM - 1,2-benzopiranona), encontrada em espécies vegetais da Caatinga como a
Amburana cearensis A. C. Smith e Justicia pectoralis Jacq, € usada na clinica no tratamento
de varizes, hemorroidas e profilaxia de trombose pré e pds-operatério e na gravidez. Estudos
comprovam sua atividade anti-inflamatéria, imunomoduladora e anti-parasitaria. No entanto,
¢ uma molécula volétil, com baixa solubilidade em &4gua e sua lactona € facilmente
hidrolisada, o que dificulta o aproveitamento de suas propriedades farmacoldgicas. Por outro
lado, nanosistemas tém sido empregados com sucesso visando superar ou reduzir desafios no
desenvolvimento de farmacos com problemas biofarmacéuticos. Diante do exposto, o objetivo
deste trabalho foi o desenvolvimento de um nanosistema de CM, com avaliagdo da toxicidade
e atividade leishmanicida (Leishmania braziliensis) in vitro e in vivo. Para tanto, foi
desenvolvido e validado método analitico para identificacdo e quantificacdo da CM por
Cromatografia liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), conforme resolucdo RE n° 166 (BRASIL,
2017). Foram produzidos dois nanocarreadores diferentes para encapsular a CM: Carreadores
Lipidicos Nanoestruturados de CM (CLNC) e Nanocdpsulas poliméricas de CM (NCC). Os
CLNC foram produzidos (homogeneizacdo em alta pressio a quente) com diferentes
concentracoes de fase lipidica (5% e 10%) utilizando Precirol ATO5S® e Miglyol 812®. NCC
foram preparadas (deposicdo interfacial do polimero pré-formado) com auxilio de
Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) 2% usando o polimero Eudragit® RS100.
A caracterizagdo e avaliacdo da estabilidade por nove meses dos nanosistemas foi realizada
em relacdo ao diametro (D), indice de polidispersao (IPD), potencial zeta (PZ), teor de ativo
(TA) e eficiéncia de encapsulag¢ao (EE). Foram realizados testes de toxicidade in vitro (teste
do MTT - Brometo 3[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazélio em macréfagos
humanos/J774) e in vivo (toxicidade aguda em camundongos Swiss). A carga parasitdria
(amastigotas intracelulares) em macréfagos J774 infectados com L. braziliensis (24 ou 48 h)
foi determinada e a atividade leishmanicida foi avaliada em hamsters Mesocricetus auratus.

Para fins de caracterizagdo da NCC, o método analitico (277 nm) foi validado, mostrando-se



especifico, linear, preciso, exato e robusto sob determinadas condi¢cdes. O CLNC com 10% de
fase lipidica e 5 ciclos de homogeneizacdio (CLNC  10%5C) apresentou melhores
caracteristicas fisico-quimicas em relacdo as outras formula¢des de carreadores lipidicos, mas
foi citotéxico em macréfagos (5 — 100 ug/ml), por isso foi preterido do estudo. A formulagdo
de NCC oriunda do DCCR selecionada apresentou maior EE (58,01 + 0,2%) em relacdo as
outras suspensdes de nanocapsulas, com D, IPD e PZ de 210,0 + 0,24 nm; 0,13 +£7,27; 75,9 +
0,73 mV, respectivamente ¢ TA de 102,5 + 8,8%, mostrando-se estdvel durante o periodo
investigado (nove meses). A NCC (100 pg/ml) ndo apresentou citotoxicidade em macréfagos
e nos estudos de toxicidade aguda (10 - 40 mg/kg, v.0.), ndo provocou alteracdes
comportamentais, bioquimica ou hematolégica em roedores. A NCC (50 pg/ml) reduziu em
31,1% e 5,4 % a carga parasitaria de macréfagos infectados por L. braziliensis apés 24 e 48 h
de incubacdo, respectivamente. O tratamento dos animais com NCC (10 mg/kg, v.0.) reduziu
a carga parasitaria no sitio da lesdo e protegeu a disseminagdo dos parasitos para o linfonodo.
O estudo proporcionou o desenvolvimento e caracterizagdo de NCC, que mostrou
caracteristicas tecnoldgicas de interesse e estabilidade, ndo associada a toxicidade e com

atividade leishmanicida in vitro e in vivo.

Palavras chaves: Cumarina, Atividade leishmanicida, Leishmania brasiliensis, nanofarmaco,

nanocépsula.



ABSTRACT

DEVELOPMENT, EVALUATION OF LEISHMANICIDE AND TOXICOLOGICAL
ACTIVITY OF CUMARINE NANOSYSTEM (1,2-BENZOPYRONE). Elizama Shirley
Silveira. Advisor: Prof®. Dr’. Luzia Kalyne Almeida Moreira Leal. Doctoral thesis. Post-
Graduate Program in Pharmaceutical Sciences. Department of Pharmacy. Federal University

of Ceara, 2020.

Coumarin (CM - 1,2-benzopyranone), found in Caatinga plant species such as Amburana
cearensis AC Smith and Justicia pectoralis Jacq, is used in the clinic to treat varicose veins,
hemorrhoids and pre and postoperative thrombosis prophylaxis and in pregnancy. Studies
prove its anti-inflammatory, immunomodulatory and anti-parasitic activity. However, it is a
volatile molecule, with low solubility in water and its lactone is easily hydrolyzed, which
makes it difficult to take advantage of its pharmacological properties. On the other hand,
nanosystems have been successfully used to overcome or reduce challenges in the
development of drugs with biopharmaceutical problems. Given the above, the objective of
this work was the development of a nanosystem of CM, with evaluation of toxicity and
leishmanicidal activity (Leishmania braziliensis) in vitro and in vivo. For this purpose, an
analytical method was developed and validated for the identification and quantification of CM
by High Performance Liquid Chromatography (HPLC), according to Resolution No. 166
(BRASIL, 2017). Two different nanocarriers were produced to encapsulate CM: CM-loaded
Nanostructured Lipid Carriers (CM-NLC) and CM-loaded polymeric Nanocapsules (CM-
NC). The CM-NLCs were produced (homogenization in high pressure at heat) with different
concentrations of lipid phase (5% and 10%) using Precirol ATO5S® and Miglyol 812®. CM-
NC were prepared (interfacial deposition of the preformed polymer) with the aid of Central
Rotational Composite Design (CRCD) 2’ using the polymer Eudragit® RS100. The
characterization and evaluation of the nanosystems stability for nine months was carried out
in relation to the size (S), polydispersion index (PDI), zeta potential (ZP), active content (AC)
and encapsulation efficiency (EE). Toxicity tests were performed in vitro (MTT test -
Bromide 3 [4,5-dimethylthiazol-2-yl] -2,5-diphenyltetrazolium in macrophages/J774) and in
vivo (acute toxicity in Swiss mice). The parasitic load (intracellular amastigotes) in J774
macrophages infected with L. braziliensis (24 or 48 h) was determined and the leishmanicidal
activity was evaluated in Mesocricetus auratus hamsters. For the purposes of characterizing

the CM-NC, the analytical method (277 nm) was validated, showing to be specific, linear,



precise, accurate and robust under certain conditions. CM-NLC with 10% lipid phase and 5
homogenization cycles (CM-NLC 10%5C) showed better physical-chemical characteristics
compared to other formulations of lipid carriers, but it was cytotoxic in macrophages (5 - 100
pg/ml), therefore was passed over from the study. The CM-NC formulation from the selected
CRCD showed higher EE (58.01 + 0.2%) in relation to the other nanocapsule suspensions,
with S, PDI and ZP of 210.0 = 0.24 nm; 0.13 £ 7.27; 75.9 £ 0.73 mV, respectively and a AC
of 102.5 £ 8.8%, showing stability during the investigated period (nine months). CM-NC (100
pug/ml) did not show cytotoxicity in macrophages and in acute toxicity studies (10 - 40 mg/kg,
v.0.), it did not cause behavioral, biochemical or hematological changes in rodents. The CM-
NC (50 pg/ml) reduced the parasitic load of macrophages infected by L. braziliensis by 31.1%
and 5.4% after 24 and 48 h of incubation, respectively. The treatment of animals with CM-NC
(10 mg/kg, v.0.) reduced the parasitic load at the lesion site and protected the spread of the
parasites to the lymph node. The study provided the development and characterization of CM-
NC, which showed technological characteristics of interest and stability, not associated with

toxicity and with leishmanicidal activity in vitro and in vivo.

Key words: Coumarin, Leishmanicidal activity, Leishmania brasiliensis, nanopharmaceutical,

nanocapsule.
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1. INTRODUCAO

1.1. Leishmaniose

A leishmaniose é considerada uma das doencas negligenciadas de alto impacto na
saide publica mundial, ocupando a quinta posi¢do em prevaléncia no mundo. Conforme
dados da Organiza¢do Mundial de Saide (OMS), é uma doenca endémica em 102 paises, com
mais de 350 milhOes de pessoas vivendo em dareas de risco e 12 milhdes de pessoas infectadas
(AERTS et al., 2018). Segundo dados da Organizacdo Pan-Americana da Saide / OMS
(OPAS/OMS), no periodo de 2001-2017 foram reportados 940.396 novos casos de
Leishmaniose Tegumentar (LT) e Leishmaniose mucosa (LM) nas Américas, sendo que 2015
registrou 0 menor nimero de novos casos (46.074) na Regido, devido principalmente a
reducgdo de casos na Costa Rica, Panama e Colombia (OPAS/OMS, 2019).

No Brasil houve um aumento de notificacdes no ano de 2017 (17.528 casos
novos) em comparagdo ao ano anterior, sendo o pais responsdvel por 72,6% dos casos
reportados nas Américas naquele ano e com maior nimero de notificacdes nas regides Norte e
Nordeste (Figura 1) (OPAS/OMS, 2019; BRASIL, 2019). O estado do Ceard destaca-se
devido a sua alta concentrac@o de casos de LT, sendo considerado como area de importancia
epidemioldgica e com microrregides de maior incidéncia, em ordem decrescente: Tiangua,
Baturité, Itapipoca, Sobral, Crato e Juazeiro do Norte (GUERRA, 2013; CEARA, 2019;
BRASIL, 2019).

As leishmanioses s@o doengas infecciosas causadas por diferentes espécies de
parasitas do género Leishmania (Trypanosomatidaec) (BURZA et al., 2018; OPAS/OMS,
2019). Apesar de existirem relatos dessa doenca desde a €poca pré-colombiana em povos
situados no Peru, a descoberta dos agentes etioldgicos das leishmanioses sé ocorreu no final
do século XIX por Cunningham (1885) que descreveu formas amastigotas em casos de
calazar e por Borovisky (1898) que demonstrou ser um protozodrio o agente etioldgico da
doenca denominada “botdo do oriente”. Em 1903 Leishman descreveu a semelhanca destas
formas com o protozodrio Trypanosoma, e Ross estabeleceu um novo género (Leishmania),
depois de demonstrar que os organismos observados por Donovan e responsaveis pelo calazar
nao eram esporozodrios (Fundagdo Oswaldo Cruz - FIOCRUZ, 1997, ALTAMIRANO-
ENCISO et al., 2003).
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Figura 1 — Casos de Leishmaniose Tegumentar por Regiao no Brasil (2010 —2017).
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Fonte: BRASIL, 2019.

O complexo ciclo de transmissdao das leshmanioses inclui vetores e hospedeiros
heterogéneos. Os vetores responsdveis pela transmissdo dos parasitas sdo dipteros da familia
Psychodidae, e pertencentes aos géneros Phlebotomus (Velho Mundo) e Lutzomyia (Novo
Mundo). Apenas as fémeas sdo hematéfagas e capazes de transmitir o parasita aos
hospedeiros mamiferos. Em reservatorios silvestres (como marsupiais, roedores e primatas) a
infeccdo tende a ser benigna, havendo um equilibrio provavelmente por ser uma associagao
muito antiga entre o parasito e o hospedeiro. No caso do homem e do cdo, o parasito aparece
como virulento, provocando grandes danos ao hospedeiro, podendo levar a morte
(KAMHAWI, 2006; FIOCRUZ, 1997).

No ciclo biolégico (Figura 2), a Leishmania apresenta duas formas principais
durante o ciclo de vida: as promastigotas, que sao formas flageladas mdveis presentes no
flebotomineo, e as amastigotas, formas intracelulares presentes nas células hospedeiras do
mamifero e com flagelos que ndo se exteriorizam. Durante a picada de um vetor infectado,
promastigotas metaciclicas sdo transmitidas para a derme do hospedeiro (1); as promastigotas
de Leishmania interagem com as células residentes como mondcitos € macréfagos dérmicos,
neutrofilos, queratindcitos e células dendriticas (DCs), os quais podem fagocitar os parasitos e

servir como alvos para a infec¢do (2); no interior dessas células, as formas promastigotas
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diferenciam-se em amastigotas (3); iniciam-se entdo os processos de reproducao por divisao
bindria e desenvolvimento celular, onde o aumento da carga parasitaria pode induzir a
apoptose das células hospedeiras infectadas, e desta forma, ocorrer liberagdao de amastigotas
que infectardo outras células (4); macréfagos infectados sdo ingeridos por fémeas do vetor,
durante seu repasto sanguineo (5, 6); no intestino do vetor, as formas amastigotas
diferenciam-se em promastigotas prociclicas ndo-infectivas (7); posteriormente diferenciam-
se em formas promastigotas metaciclicas, que migram para a por¢do anterior do intestino do

vetor e estdo prontas pra dar continuidade ao ciclo numa nova infeccao (8).

Figura 2 - Ciclo bioldégico do parasita do género Leishmania.
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Fonte: adaptado de Agéncia Estadual de Vigilancia Sanitaria - AGEVISA, 2017

A forma clinica da leishmaniose e as partes do corpo acometidas vao depender a
principio da espécie responsdvel pela infec¢do. A Leishmaniose Visceral (LV) acomete
figado, baco e medula d6ssea e € causada por L. (Leishmania) donovani e L. infantum. A
Leishmaniose Tegumentar (LT) ¢ uma doenca infecciosa, espectral da pele e das mucosas,
ndo contagiosa, de evolucdo crénica e causada por diferentes espécies de Leishmania,

afetando outros animais que ndo o ser humano, o qual pode ser envolvido acidentalmente
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(BASANO et al.,2004; BEKHIT et al., 2018). No Brasil, as principais espécies causadoras de
LT sdo: L. amazonensis — presente em todas as regides do pais; L. (Viannia) guyanensis -
aparentemente limitada a regido Norte; L. (Viannia) lainsoni - identificada nos estados do
Pard, Rondonia e Acre; L. (Viannia) naiffi - ocorre nos estados do Pard e Amazonas; L.
(Viannia) shawi - com casos humanos encontrados no Parda e Maranhdo; e a L. (Viannia)
braziliensis — a primeira espécie de Leishmania descrita e incriminada como agente etioldgico
da LT, sendo a mais importante ndo s6 no Brasil, mas em toda a América Latina com ampla
distribuicao, desde a América Central até o norte da Argentina (NEVES, 2005; BRASIL,
2015a).

As manifestacdes clinicas iniciais da LT consistem em pequenas papulas
eritematosas que aumentam lentamente de tamanho até formar nddulos, os quais evoluem
para as tipicas lesdes. Tais lesdes ndo sdao apenas um fendmeno secunddrio da infec¢do, mas
um ponto critico da doenca, visto que a desestruturagdo do estrato cérneo da pele acarreta
processos inflamatérios de maior intensidade, que podem culminar na evoluciao para formas
mais deletérias da doenca (NYLEN & EIDSMO, 2012).

O sistema imune inato do hospedeiro € ativado logo apds a infec¢do, promovendo
o recrutamento de células inflamatérias e a inducdo da imunidade adaptativa. O
reconhecimento do parasito envolve receptores especificos e componentes do sistema
complemento, além de células do sistema imunolégico, como neutréfilos, macréfagos e
células dendriticas (LIU et al., 2002). A interacdo Leishmania-macréfago ocorre pelos
receptores celulares do hospedeiro (CR1, CR3, manose-fucose) e moléculas de superficie do
parasito, principalmente os lipofosfoglicanos (ZAMBRANO et al., 2002).

O diagnéstico da LT humana € dificultado pela semelhanca dos sintomas clinicos
com outras doencgas de incidéncia mais comum, por exemplo, sifilis e hanseniase. Testes
laboratoriais por métodos parasitolégicos e imunoldgicos auxiliam no diagndstico e sdo
fundamentais, ndo apenas para a confirmacdo dos achados clinicos, mas também por
fornecerem informacdes epidemioldgicas (por meio da identificacdo da espécie circulante),
fundamentais para o direcionamento das medidas a serem adotadas para o controle do agravo
(BRASIL, 2020).

Em relacdo ao tratamento, a aplicacdo de antimoniais na terapéutica das
leishmanioses foi introduzida pelo brasileiro Gaspar Vianna em 1912 a partir do tartaro
emético para tratamento da leishmaniose mucocutinea (REY, 2008). Atualmente, sdo

utilizados como farmacos de primeira escolha os antimonias pentavalentes estibogluconato de
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sodio (Pentostam®), comercializado nos Estados Unidos e Europa, ou antimoniato de
meglumine (Glucantime®), utilizado na América Latina e Africa (KALANTARI et al., 2014).
No entanto, a resisténcia ao tratamento com antimonio gerou problemas criticos de saide na
maioria das dreas endémicas e novas drogas foram adotadas, entre elas a anfotericina B,
miltefosina e pentamidina (GHOBAKHLOO et al., 2017).

Esses medicamentos usados para tratar a leishmaniose, os de primeira e segunda
op¢do, apresentam vdérias inconveniéncias, tais como: a via de aplicacdo (parenteral), a
ocorréncia de falhas terapéuticas e efeitos adversos graves como arritmias cardiacas,
pancreatite, nefro e hepatotoxicidade (SINGH & SIVAKUMAR, 2004; ALCANTARA et al.,
2018). A toxicidade significante dos farmacos, curso de tratamento muito longo, custo
elevado, dificil administragdo, resisténcia de vdrias cepas a essas drogas e auséncia de vacina
eficaz justificam entdo a necessidade de novos tratamentos contra leishmanioses ou
estratégias para melhorar a seguranca e eficicia dos farmacos em uso (CROFT et al., 2006).

Segundo a OMS, o reino vegetal ¢ uma opg¢do para o desenvolvimento de um
agente terapéutico que tenha uma relativa seguranca e uma boa relagdo custo-beneficio para
varios problemas de saide. Além disso, aproximadamente 40% de todos os medicamentos
disponiveis foram desenvolvidos direta ou indiretamente a partir de fontes naturais, a maioria
dos quais em plantas. Dentre os ativos que possui ocorréncia expressiva em varias espécies
vegetais nativas ou cultivadas no bioma caatinga e com elevada quantidade de efeitos
farmacolégicos relacionados, podem ser citadas as cumarinas (CALIXTO et al., 2001;

NEWMAN & GRAGG, 2016; WHO, 2011).

1.2. Cumarinas

As cumarinas s@o constituintes naturais de muitas plantas, incluindo Torresea
cearensis Fr. All. (Amburana cearensis A.C.Smith), Justicia pectoralis Jacq., Eclipta alba
Hassk., Pterodon polygaliflorus Benth. e Hybanthus ipecacuanha Oken. O termo cumarina
deriva da planta Coumarouna odorata, ou Dipreryx odorata, da qual foi isolada e purificada
pela primeira vez em 1822 por Voleg. A primeira sintese quimica da molécula foi descrita em
1868 por Perkins, desde entdo, uma riqueza de informagdes tem sido gerada sobre suas
propriedades e usos potenciais.

Mais de 1300 cumarinas ja foram identificadas, majoritariamente como
metabolitos secunddrios de 150 espécies de plantas pertencentes a 30 familias diferentes, mas

encontradas também em bactérias e fungos (MURRAY et al., 1982; EGAN et al.,1990;
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BOURGAUD et al., 2006; BIBLIOTECA VIRTUAL EM SAUDE - BVS, 2020). Essas
substancias fazem parte de um grupo maior de compostos, os benzopiranos, que tem anéis de
benzeno fundidos a uma lactona (EGAN et al., 1990). Com base nas substitui¢des nos anéis
benzeno e lactona, podem ser classificadas quimicamente em quatro grupos: cumarinas
simples, furanocumarinas, piranocumarinas e cumarinas substituidas no anel de lactona
(Tabela 1).

As cumarinas e seus derivados exibem uma variedade de atividades bioldgicas e
farmacoldgicas, despertando um interesse considerdvel devido a seus potenciais efeitos
benéficos na saide humana. Sabe-se que altos niveis de radicais livres e espécies reativas de
oxigénio (ERO) podem contribuir para o desenvolvimento de doencas multifatoriais. Assim,
julga-se que as vdrias aplicagdes farmacoterap€uticas tem origem no grande poder
antioxidante desses compostos, pois conseguem inibir o stress oxidativo celular, juntamente
com outros possiveis mecanismos. Esse poder antioxidante estd diretamente relacionado com
os tipos de grupos substituintes no anel benzénico, e com as posi¢des de substituicdo
(BUBOLS et al., 2013). Algumas das atividades farmacoldgicas atribuidas as cumarina e seus

derivados estdo descritas na tabela 2.



Tabela 1 - Classificacao quimica das Cumarinas.
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Classificacao

Exemplo

Cumarinas Simples: Hidroxilado ou alquilado

no anel benzeno.

Furanocumarinas: Anel de furano de cinco

membros ligado ao anel de benzeno.

Piranocumarinas: Anel de lactona de 6

membros ligado ao anel de benzeno.

Cumarinas substituidas no anel de lactona:
Substituicao no anel de lactona,
maioritariamente nas posicoes C —3 ou C —

4.

7 — Hidroxicumarina
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Fonte: adaptada LACY & KENNEDY, 2004
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Tabela 2 - Atividades farmacologicas de cumarinas e seus derivados.

Atividade farmacolégica

Referéncias

Antinociceptiva

Antiadipogénica
Antibacteriana

Anticincer

Anticoagulante
Anticonvulsivante
Antiftingico
Antihiperglicemico

Anti-inflamatoério

Antinociceptivo

Antioxidante

Antidermatites

Antiviral

Broncodilatador
Hipotensora

Imunomoduladora

Inibicdo do citocromo P450

Inibi¢do de TNF-a
Neuroprotetor
Leishmanicida

Relaxante muscular

Tratamento de linfedemas

SRIVASTAVA et al., 2016; FIGUEREDO et al., 2013;
GHATE et al., 2005

SHIN et al., 2010

CHAKTHONG et al., 2012; BASILE et al., 2009

THAKUR et al., 2020; KANG et al., 2016; MARSHALL et
al., 1994

HOU et al., 2020; POOLE &. POOLE, 1994

WANG et al., 2009

HU et al., 2017

WITAICENIS et al., 2010

ZHANG et al, 2019; SRIVASTAVA et al, 2016;
FIGUEREDO et al., 2013; WITAICENIS er al., 2010;
GHATE et al., 2005; LEAL et al., 2003; LEAL et al., 2000;
LEAL et al., 1997; MARSHALL et al., 1994

LEAL et al., 2000

BUBOLS et al., 2013; BASILE et al., 2009; PAYA et al.,
1994; PAYA et al., 1992

SUN et al., 2018

NEWMAN et al., 1998; MCKEE et al., 1996; PATIL et al.,
1993; KASHMAN et al., 1992

FIGUEREDO et al., 2013; LEAL et al., 2000

HOULT & PAYA; 1996

ISMAIL et al., 2016

BOURGAUD et al., 2006; KHARASCH et al., 2000
CHENG et al., 2004

KANG et al., 2005

BRAVO et al., 1999

LEAL et al., 2003; NEUHAUS-CARLISLE et al., 1997
GARRARD, 2014; CASLEY-SMITH & JAMAL, 1993;
CLODIUS & PILLER, 1982
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O representante mais simples dessa classe € chamado de cumarina (CM) e trata-se
da 1,2-benzopirona (Figura 3), um composto organico heterociclico que, em temperatura
ambiente, se apresenta como sélido branco cristalino (BURFIELF, 2008; GARRARD, 2014).
Possui odor caracteristico semelhante ao de baunilha, ponto de fusdo entre 68 e 70°C, ponto
de ebulicdo entre 297°C — 299°C e massa molecular de 146,15 g/mol. E volitil e levemente
solivel em dgua, sendo livremente solivel em dlcool, cloroformio, éter dietilico e em 6leos

(LAKE, 1999; RODRIGUES, 2005).

Figura 3 - Estrutura quimica da cumarina.
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Fonte: VENUGOPALA et al., 2013.

Devido ao uso em alta escala em cosméticos e alimentos, a toxicidade da CM foi
estudada pelo FDA (Food and Drug Administration) e foram observados efeitos
carcinogénicos € nefropdticos em camundongos (SOUZA, 2005). No entanto, existem
diferencas marcantes no metabolismo desta molécula entre as espécies, o que resulta em
diferenca na toxicidade. Em seres humanos a exposicao didria maxima de fontes alimentares e
produtos cosméticos foi calculada em 0,06 mg/kg/dia, e ndo foram relatados efeitos adversos
em espécies suscetiveis a doses até 100 vezes superiores a esse valor, proporcionando uma
margem de seguranca aceitdvel e permitindo concluir que essas fontes ndo devem representar
risco a saude (LAKE, 1999).

Comprimidos de liberacao prolongada e cremes contendo CM associada a
troxerrutina (heparina) ja estdo disponiveis no mercado para tratamento de varizes,
hemorroéidas e profilaxia de trombose pré e pds-operatorio e na gravidez, gracas ao efeito anti-
agregante plaquetario (CHAVES et al., 2010).

Em estudo in vitro, CM apresentou atividade leishmanicida contra promastigostas
de L. amazonensis, L. braziliensis e L. donovani na concentracdo de 50 mg/ml (BRAVO et
al., 1999). Luchini et al. (2008) demosntraram a atividade anti-inflamatéria da CM (5 mg/kg)

em modelo de colite induzida por 4cido trinitrobenzenossulfonico (TNBS) em intestinos de
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ratos e associou parte desse efeito a uma melhora no estresse oxidativo intestinal gragas a
inibicdo da deplecdo da glutationa. Esses efeitos farmacoldgicos, € a imunomodulacio
apresentada por outras cumarinas (ISMAIL et al., 2016), tornam essa molécula promissora
para desenvolvimento de um farmaco com efeito leishmanicida.

Considerando as propriedades ja decritas da CM, a baixa solubilidade em agua
dessa molécula representa um desafio comum para as inddstrias que estdo desenvolvendo
novos produtos farmacéuticos, uma vez que 40% das substancias ativas identificadas sdo
insoliveis ou pouco soliveis em meios aquosos. Por isso, nos dltimos 10 anos, os processos
de engenharia de nanoparticulas foram desenvolvidos para o aprimoramento da solubilidade
de medicamentos com essas caracteristicas. Outro desafio para desenvolvimento de
medicamento a base de CM € seu metabolismo e absor¢do rdpidos (SAHARAN et al., 2019;
RODRIGUES, 2005). Dessa maneira, a sua incorpora¢do em um sistema que possa reduzir
sua volatilidade, aumentando sua estabilidade fisica e que possa controlar sua liberacdo,
evitando que toda a cumarina seja metabolizada rapidamente, torna-se um ponto chave para o

desenvolvimento de produtos estaveis com farmacocinética melhorada.

1.3. Nanotecnologia Farmacéutica

O primeiro conceito de nanotecnologia surgiu em 1959 quando o fisico Richard
Feynman sugeriu que os atomos poderiam ser organizados conforme a necessidade, sem
violar as leis da natureza. Fazendo isso, novas propriedades poderiam ser agregadas a
materiais € novos materiais poderiam ser criados (KEIPER, 2003). A nanotecnologia
possibilita compreender e manipular a matéria em seus niveis mais fundamentais dai o
interesse crescente. Muitas aplicacdes inovadoras comecaram a ser exploradas ja que
materiais podem ter propriedades completamente diferentes quanto a caracteristicas Opticas,
eletronicas, magnéticas e/ou bioldgicas em tamanhos tdo reduzidos. Ainda existem
divergéncias quanto as dimensdes maximas para que o material possa ser considerado em
tamanho nanométrico, com teorias mais conservadoras apontando até 200 nm (JAIN et al.,
1998), enquanto outras teorias apontam até 500 nm (MATOS et al., 2015) ou 800 nm
(VIEIRA & GAMARRA, 2016).

Na area farmacéutica, a nanotecnologia tem sido alvo de investigacdes quanto ao
desenvolvimento de sistemas estruturados de liberacdo de farmacos, sobretudo para aqueles
com problemas biofarmacéuticos, como a baixa biodisponibilidade, a instabilidade quimica e

baixa solubilidade aquosa (BEIJA et al., 2012; JAIN et al., 1998). A utilizacdo de
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nanocarreadores tem contribuido na vetorizagdo e incremento da absorcao de farmacos,
direcionando-os até o sitio de acdo e auxiliando-os a superar as limitacdes impostas pelas
diversas barreiras bioldgicas presentes no organismo. Outra importante caracteristica que
pode ser agregada € o controle na liberacdo do farmaco, o que traz vantagens como:
manutencao de niveis plasmaticos dentro da faixa terapeuticamente desejavel, diminui¢ao dos
efeitos colaterais, reducdo da dose necessdria ao tratamento e melhora do esquema
posoldgico, o que contribui para maior adesdao do paciente ao tratamento (ALONSO, 2004;
BEIJA et al., 2012; LANGER, 1998).

Alguns farmacos de liberacdo controlada ja estdo disponiveis no mercado e
demonstram vantagens em relacao as formulacdes convencionais. A doxorrubicina lipossomal
(Doxil®) foi um dos primeiros medicamentos baseados em nanotecnologia aprovados pelo
FDA em 1995 para o tratamento do sarcoma de Kaposi associado a AIDS (VIEIRA &
GAMARRA, 2016). Em um estudo realizado em pacientes com este tipo de cancer observou-
se que o encapsulamento em lipossomas limita significativamente a distribuicdo e a
eliminacdo da doxorrubicina, provocando um acimulo do medicamento nas lesdes de até 11,4
vezes maior quanto comparado a doxorrubicina padrao, ocasionando uma maior eficicia do
medicamento (NORTHFELT el at., 1996). A Anfotericina B lipossomal apresenta menor
toxicidade tanto aguda como cronica, pois possibilita a infusdo rdpida e uso seguro de doses
de at¢ 5 mg/kg/dia, além de atingir menores concentragdes no rim, diminuindo a
nefrotoxicidade que € alta na formulag¢do convencional (MARTINEZ, 2006).

Outro exemplo de produto no mercado é o Abraxane®, no qual o quimioterapico
paclitaxel encontra-se eficientemente associado a nanoparticula de albumina, e foi liberado
pelo FDA para tratamento de cincer de mama, cancer de pulmao e cancer de pancreas em
2005, 2012 e 2013, respectivamente (VIEIRA & GAMARRA, 2016; ASLAN et al., 2013). A
formulacdo do paclitaxel associado a essas nanoparticulas difere das formulagdes
convencionais que usam solventes potencialmente téxicos como veiculos, permitindo
administracdo de doses mais altas, com menor tempo de infusdo e sem a necessidade de pré-
medicacdo (GRADISHAR, 2006).

As desvantagens que devem ser monitoradas e contornadas no desenvolvimento
de nanosistemas sao: possivel toxicidade dos produtos (necessdrio ensaios que atestem sua
biossegurancga), custo elevado (dependendo do material e do processo utilizado) e estabilidade

dos sistemas (JAGER et al., 2007; ABDELWAHED et al., 2006a).
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A leishmaniose ¢ uma doenca particularmente interessante a ser tratada com
nanocarreadores, uma vez que os parasitas tém como suas células hospedeiras os macréfagos,
células altamente fagociticas. Dessa maneira, os macréfagos absorvem o nanocarreador
devido ao seu tamanho reduzido, onde podem atuar diretamente sobre os parasitas (SALEEM
et al., 2019). Varios grupos de pesquisa (RODRIGUES et al., 1994; DURAND et al., 1997,
TORRES-SANTOS et al., 1999; VAN DE VEM et al., 2011) tém mostrado os beneficios da
utilizacdo da nanotecnologia como estratégia para o tratamento dessa doenca e, de um modo
geral, tem sido observado que ao ser incorporado a uma nanoestrutura o agente apresenta
maior atividade leishmanicida quando comparado a molécula livre.

O efeito leishmanicida da primaquina foi avaliado em amastigotas de L. donovani
e observou-se que a associacdo dessa molécula com nanoparticulas de 4cido poli-lactico
(PLA) demonstrou eficdcia 3,3 vezes maior quando comparado ao medicamento livre. Ainda,
a dose de 30 mg administrada via intravenosa em camundongos BALB/c de primaquina
nanoencapsulada foi bem tolerada e nenhum sinal de toxicidade aguda foi observado,
enquanto a mesma dose do medicamento livre resultou em 15% de perda de peso
(RODRIGUES et al., 1994).

A incorporacdo de uma chalcona (2,6-di-hidroxi-4- metoxichalcona), isolada de
Piper aduncun, em nanocdpsulas de PLA (polidcido lactico) foi capaz de reduzir a carga
parasitaria de roedores infectados com L. amazonensis em até 90%, enquanto a mesma dose
da biomolécula livre nao apresentou atividade (TORRES-SANTOS et al., 1999). Em outro
estudo, nanoparticulas de dcido poli-lactidio-glicolidio (PLGA) contendo [-easina, uma
saponina isolada de Aesculus hippocastanum com atividade leishmanicida, foram mais
efetivas tanto para formas amastigotas quanto promastigotas em modelo ex vivo em relagdo a
B-aescina livre e ndo apresentou citotoxicidade frente a macréfagos (VAN DE VEM et al.,
2011).

A quercetina, um flavonoide amplamente distribuido no reino vegetal, apresentou
relecante atividade leishmanicida in vitro (BISCHOFF, 2008; MUZITANO et al., 2006;
SILVA, MAQUIAVELI, MAGALHAES, 2012; FONSECA-SILVA et al., 2011;
TASDEMIR, 2010), contudo sua baixa biodisponibilidade em humanos (1%) limita a sua
utilizag¢do. Para atenuar o problema, nanoparticulas lipidicas sélidas foram usadas na inclusao
dessa molécula e foi verificado aumento significativo (>500%) da sua biodisponibilidade apds
administracdo oral (HOULI et al., 2009). Em mais um exemplo, um estudo que avaliou a

infecc¢do causada por L. infantum em camundongos BALB/c tratados pela veia caudal, a dose
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efetiva (DE50) da pentamidina ligada a nanoparticulas de polimetacrilato mostrou-se seis
vezes menor que o da pentamidina livre (0,17 mg/kg vs 1,06 mg/kg) (DURAND et al., 1997).

Em suma, vdrios tipos de nanocarreadores de natureza lipidica (lipossomas,
nanoparticulas lipidicas sélidas e carreadores lipidicos nanoestruturados) ou polimérica
(micelas poliméricas, nanoesferas, nanocapsulas, etc) ja foram usados para entrega eficiente
de drogas aos locais alvo para o tratamento da leishmaniose (PARDEIKE, HOMMOSS,
MULLER, 2009; SALEEM et al., 2019).

1.4. Carreadores Lipidicos Nanoestruturados

Nanoparticulas s6lidas a base de lipidios sdo uma classe relativamente nova de
nanocarreadores e possuem a vantagem econdmica pois sio feitas de lipideos triglicerideos
cuja escala de producdo € mais barata que os fosfolipideos. O Carreador Lipidico
Nanoestruturado (CLN) pertence a esta classe e é um sistema nanoestruturado com ntcleo ou
matriz constituido de uma combinagdo de lipidios que se apresentam sélidos em temperatura
ambiente no qual o principio ativo fica aprisionado. Esse nanosisttma € chamado de
Nanoparticulas Lipidicas Sélidas (NLS) de segunda geracdo, sendo a principal diferenca
existente entre os dois sistemas os excipientes utilizados para a formagao da matriz lipidica,
que é formada apenas por lipidios sélidos a temperatura ambiente nas NLS enquanto que a
dos CLN ¢ formada por uma combinacio de lipidios liquidos e sélidos (MULLER et al.,
2002; YOUSEFI et al., 2019; SALEEM et al., 2019).

O emprego de lipidios liquidos na producdo dos CLN traz vantagens, pois a
utilizacdo dos mesmos provoca alteracdes na matriz inteiramente cristalina encontrada nas
NLS, gerando uma matriz com imperfeicdes e com maior capacidade de incorporacido de
ativos (Figura 4), aumentando a eficiéncia de encapsula¢do e a estabilidade do produto
(MULLER et al., 2007).

Os métodos de preparacdo de CLN podem ser classificados em trés grupos:
aqueles que usam alta energia, baixa energia ou solventes organicos. Os métodos que usam
alta energia sdo aqueles que requerem a utilizacdo de equipamentos capazes de gerar altas
forgas de cisalhamento para alcangar a reduc@o do tamanho da particula. Na homogeneizagao
a alta pressdo, um desses métodos que tem sido usado em cerca de 50% das investigacdes
relatadas, os lipidios s6lidos s@o mantidos a uma temperatura acima de seu ponto de fusdo,
onde subsequentemente, o ingrediente ativo e o lipido liquido sdo adicionados. Esta mistura

fundida € adicionada a uma solu¢do aquosa do agente de estabilizacdo a mesma temperatura.
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Posteriormente, com a ajuda de um misturador de alto cisalhamento, uma emulsdo € obtida
que € entdo homogeneizada em alta pressdo (400-800 bar) por vérios ciclos para obter
particulas com tamanhos médios entre 50 nm e 400 nm (GORDILLO-GALEANO et al.,
2018).

Figura 4 - Representacio esquematica de uma Nanoparticula Lipidica Sélida e um
Carreador Lipidico Nanoestruturado.

Molécula
/d-:ru:‘\ ativa

Imperfeigdes
("Buracoa"™ na estrutura)

Fonte: Adaptado de MULLER et al., 2007. NLS - Nanoparticula Lipidica Sélida; CLN -
Carreador Lipidico Nanoestruturado.

1.5. Nanocapsulas Poliméricas

Entre as nanoparticulas tradicionais, lipossomas e as nanoparticulas poliméricas
sdo especialmente vidveis contra a leishmaniose, porque sdo mais facilmente capturados pelo
sistema fagocitico mononuclear, o que se torna uma vantagem adicional no tratamento dessa
patologia (SOUTO et al., 2019; COSTA et al., 2019; SALEEM et al., 2019). No entanto, a
parede polimérica presente nas nanoparticulas é um beneficio em relagdo aos lipossomas pois
confere maior estabilidade a esse nanosistema (ABDELWAHED er al., 2006b)

A nanocdpsula polimérica (NC) é um sistema sélido vesicular com parede
polimérica ao redor de um ntcleo oleoso e surfactantes lipofilicos ou hidrofilicos na interface
(Figura 5). Entre as vantagens das nanocdpsulas, estd o baixo contetido polimérico e a elevada
capacidade de carregamento de farmacos lipofilicos, devido ao nicleo oleoso interno. Outro
beneficio de confinar o farmaco dentro de uma cavidade central é que um efeito de explosao
pode ser evitado, pois o firmaco ndo estd em contato direto com tecidos, além de o farmaco
poder ser protegido de degradacdo durante o armazenamento e apds administragdo,
conferindo maior estabilidade a formulacdo farmacéutica (BENITA er al, 1996;
ABDELWAHED et al., 2006b; BLOUZA et al., 2006; MAKADIA et al., 2011).

Existem varios métodos relatados na literatura para a preparacdo de nanocédpsulas

poliméricas, que podem ser classificados em métodos baseados na polimerizacdo de
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mondmeros dispersos ou na precipitagdo de polimeros pré-formados. A preparagdo de
nanocépsulas por deslocamento do solvente (ou nanopreciptacao) consiste na precipitacdo das
particulas de polimero por difusdo entre a fase organica e aquosa, especificamente, na
interface das duas fases. Nesta técnica a fase orginica, composta pelo polimero, déleo e
farmaco, € adicionada sob agitacdo a fase aquosa contendo surfactante. O farmaco ¢é
imediatamente aprisionado ao polimero durante a precipitacdo produzindo nanoparticulas de

tamanho até 500 nm (ALONSO, 1996; SCHAFFAZICK et al., 2003; BRASIL, 2015b).

Figura 5 — Representacao esquematica da estrutura da nanocapsula.

Membrana Lipidica

Principio Ativo

Capsula Biocompativel

Fonte: Adaptado de STEICHEN, CALDORERA-MOORE e PEPPAS, 2013.

Diante do exposto, CLN e NC parecem ser nanocarreadores adequados para
resolver os problemas apresentados no desenvolvimento de medicamentos a base de
compostos pouco soldveis em dgua como a CM, um composto orginico de estrutura
aromdtica soldvel em 6leos e gorduras, apta para o carreamento na matriz lipidica dos CLN e

no nucleo oleoso das NP.
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2. JUSTIFICATIVA

A leishmaniose é uma doenca endémica em mais de 102 paises, transmitida por
vetores e causada por mais de 30 espécies pertencentes ao género Leishmania (ODDONE et
al., 2017). E uma doenca infecciosa negligenciada que ocorre em paises subdesenvolvidos
entre as populacOes mais vulneraveis, o que restringe o acesso aos servigos de saude. A
maioria dos casos ocorre na Africa, Asia e Américas, onde a alta incidéncia e ampla
distribuicao geografica € um desafio para os programas nacionais e regionais (PAHO — WHO,
2019).

Embora nao haja terapias universalmente aplicdveis para a leishmaniose, algumas
opg¢oes de tratamento estdo disponiveis: estibogluconato de s6dio, comercializado nos Estados
Unidos e Europa, e o antimoniato de meglumine, utilizado na América Latina e Africa. No
entanto, na maioria das dreas endémicas o uso de medicamentos de primeira escolha fez surgir
resisténcia ao tratamento e o uso de outras drogas (anfotericina B, miltefosina e pentamidina)
foi adotado, mas apenas como medicamentos de segunda linha, devido a efeitos adversos
excessivos e toxicidade (KALANTARI et al., 2014; GALVAO et al., 2017;
GHOBAKHLOO et al., 2017). Esse cendrio comprova a urgéncia de pesquisas relacionadas
ao desenvolvimento de novos fairmacos que possuam vantagens em relacdo a farmacoterapia
atual para o tratamento da leishmaniose, e os ativos presentes na flora da caatinga tém-se
mostrado fontes em potencial de farmacos leishmanicidas.

A cumarina — CM € uma benzopirona encontrada em diversas plantas da
Caatinga, incluindo Amburana cearensis A.C.Smith, Justicia pectoralis Jacq., Eclipta alba
Hassk. e Pterodon polygaliflorus Benth. E usada na clinica para tratamento de varizes,
hemorréidas e profilaxia de trombose pré e pds-operatério e na gravidez. Tem comprovada
acdo anti-inflamatéria, imunomoduladora e antiparasitdria, tornando-a uma molécula
interessante para o tratamento da leishmaniose (BRAVO et al., 1999; VENUGOPALA et al.,
2013; CHAVES et al., 2010). Contudo, a volatilidade e baixa solubilidade em &dgua sdo
desafios a serem superados na sua incorporagdo em uma formulacao farmacéutica.

O uso de nanosistemas € uma alternativa para o aprimoramento da solubilidade de
medicamentos pouco soliveis em meios aquosos, incluindo a possibilidade de acrescentar
vantagens como aumentar a estabilidade e eficiéncia terapéutica da CM (LAKE, 1999;
RODRIGUES, 2005; FERREIRA e NUNES, 2019). Estudos tem mostrado que farmacos

como a primaquina, anfotericina B, chalcona e quercetina associados a nanocarreadores tém
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sua acdo leishmanicida melhorada devido a captacdo das particulas na faixa nanométrica
pelos macréfagos (RODRIGUES et al., 1994; ESPUELAS et al., 2002; TORRES-SANTOS
et al., 1999; HOULI et al., 2009).

Diante do exposto e considerando a fisiopatologia da Leishmaniose, onde a
inflamacdo e o sistema imune possuem um papel importante, percebe-se a necessidade de se
investir no desenvolvimento de medicamentos a partir de moléculas bioativas, como a CM,

com tecnologia agregada.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
Desenvolver nanosistema de cumarina (1,2-benzopirona) e avaliar a toxicidade e

seu efeito leishmanicida in vitro e in vivo.

3.2 Objetivos especificos

e Desenvolver e validar método analitico para quantificacio da cumarina no
nanosistema por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia — Detector de Arranjo de Diodos;

¢ Investigar dois tipos de nanosistemas - Carreador Lipidico Nanoestruturado de
cumarina e Nanocdpsulas poliméricas de cumarina — e realizar selecio com base em
parametros fisico-quimicos (diametro, indice de polidispersao, potencial zeta, teor de ativo e
eficiéncia de encapsulacio) e toxicidade;

e Avaliar estabilidade dos nanosistemas monitorando os pramentros: didmetro,
indice de polidispersao, potencial zeta, teor de ativo e efici€éncia de encapsulacio;

e Investigar a toxicidade dos nanosistemas em macréfagos J774 e em
camundongos;

e Investigar o efeito leishmanicida dos nanosistemas in vitro em amastigotas e in

vivo em hamster frente a Leishmania braziliensis.
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4.1. Aspectos éticos
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Esse projeto foi aprovado pela Comissio de Etica no uso de Animais (CEUA) da

Universidade Federal do Ceard sob os protocolos 914.3261.119 (Ensaio de toxicidade aguda)

e 5687261119 (Avaliagdo da atividade leishmanicida in vivo).

4.2. Drogas, reagentes e padroes de trabalho

A CM, molécula de estudo, foi adquirida da empresa Sigma-Aldrich® (EUA),

pureza 99,5 %. Os adjuvantes farmacéuticos, reagentes e substancias quimicas de referéncia

utilizados no desenvolvimento da pesquisa estdo listados na Tabela 3 com respectivo

fornecedor. A 4gua foi purificada por uma sequéncia de destilacdo (Destilador Tecnal®, TE

178, Brasil) e deionizac¢do (DeionizadorPermution®, Brasil).

Tabela 3 - Adjuvantes farmacéuticos, reagentes e substancias quimicas de referéncia

utilizadas na pesquisa.

Adjuvantes farmacéuticos e reagentes

Fornecedor

Acetona (PA)
Acetonitrila (HPLC)

DMSO (dimetilsulféxido)

Etanol (PA)
Eudragit RS100
Metanol (HPLC)
Metanol (PA)
Miglyol® 812

MTT (brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2il]-2,5-difeniltetrazélio)

Poloxamer® P188
Precirol® ATO5
Triton X-100
Twen 80

Dinanmica®, Brasil
J.T.Baker, EUA
Sigma-Aldrich®, EUA
Vetec, Brasil
Evonik®, Alemanha
Tédia; JT Baker, EUA
Vetec, Brasil

DEG®, Brasil
Sigma-Aldrich®, EUA
Sigma-Aldrich®, EUA
Gattefossé® Franca
Sigma-Aldrich®, EUA
Sigma-Aldrich®, EUA
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4.3. Meios de cultura

Meio Schneider (Sigma-Aldrich, St Louis, MO): O meio Schneider foi
suplementado com 20% de soro bovino fetal (SBF — Gibco, Grand Island, NY, E.U.A.), urina
humana estéril a 2% e antibiéticos (100 U/ml de penicilina e 100 pg/ml de estreptomicina).
Serda mencionado como Schneider suplementado o meio contendo os componentes conforme
descrito acima e como Schneider aquele utilizado sem suplementos.

Meio RPMI 1640 (Sigma-Aldrich): Suplementado com 20% de SBF, 50 uM de 2-
mercaptoetanol, 2mM L-glutamina, e antibidticos (100 U/ml de penicilina, 100 pg/ml de
estreptomicina). Serd mencionado como RPMI suplementado o meio contendo todos os
componentes acima e como RPMI aquele utilizado sem suplementos.

Meio McNeal, Novy & Nicolle (N.N.N): Meio &4gar sangue a 10%, foi
suplementado com meio Schneider e antibiéticos (100 U/ml de penicilina e 100 pg/ml de

estreptomicina).

4.4. Parasitos

Promastigotas de L. braziliensis conhecida como THOR (MCAN/BR/98/R619),
foi isolada de cdo com LT e gentilmente cedida pela professora Alda Cruz da FIOCRUZ/Rio
de Janeiro. Os parasitos foram cultivados in vitro a 25°C em tubos de ensaio com meio
N.N.N. e meio Schneider suplementado. Para os experimentos, foram utilizadas
promastigotas até a 5 passagem de cultivo. As promastigotas foram submetidas a trés ciclos
de lavagem com salina estéril gelada, com centrifugacao a 3.000 RPM (875,39 RCF), por 15
min a 4°C e ajustadas com meio Schneider ou RPMI para as concentragdes desejadas em cada
experimento. A viabilidade dos parasitos foi analisada pela motilidade dos mesmos ao

microscopio optico.

4.5. Células
Macrdéfagos J774: Os macréfagos da linhagem J774 foram obtidos no banco de
células do Rio de Janeiro/BCRIJ-UFR]J e, gentilmente, cedidos pela Dra Maria Jania Teixeira
do Laboratério de Parasitologia do Departamento de Patologia e Medicina Legal/ UFC. As
células foram preservadas em nitrogénio liquido (criopreservacdo) em 10% de

dimetilsulfé6xido (DMSO) e 90% de soro fetal bovino (SFB).
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4.6. Equipamentos

O aparelho utilizado para a quantificacdo da CM foi o cromatégrafo Waters
(Milford USA) modelo Alliance 2695 com detector de arranjo de diodos (DAD) modelo
2696. No preparo e caracterizacdo do carreador lipidico nanoestruturado e das nanocédpsulas
poliméricas foram utilizados os seguintes equipamentos: banho-maria (modelo ALB 250C,
ALBRAS®, Brasil); homogeneizador de alta pressdo (modelo Nano DeBee, Bee
international®, EUA); deionizador (modelo simplicity 185, MILLIPORE®, Brasil);
ZetasizerNano- ZS (Malvernlnstruments, UK); Pipetas automadticas (Gilson®, Franca);
agitador magnético (modelo Mag-multi, Marte®, Brasil), balanca (modelo HR200, A&D,
Japao) e centrifuga (modelo Universal 320R, Hettich, Alemanha).
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5. METODOS

5.1. Desenvolvimento e validacdo de método analitico

Para identificacdo e quantificacio da CM nas Nanocdpsulas de Cumarina
(produzida conforme item 5.3.), foi validado método analitico por Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia — Detector de Arranjo de Diodos (CLAE — DAD) sob as condi¢des descritas
na tabela 4, conforme preconizado na resolucao RE n° 166 da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitdria - ANVISA (BRASIL, 2017). Nesse sentido, foram determinados os seguintes
parametros analiticos: seletividade, linearidade e intervalo, precisdo (repetibilidade e precisdo

intermedidria), exatiddo e robustez.

Tabela 4 — Condicoes de realizacdo das analises por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia — Detector de Arranjo de diodos.

Parametro Condicoes

Fluxo 1 ml/min

Fase movel Metanol 30%

Volume de injecao 10 ul

Coluna Kinetex 5v EVO C18 100A (150 x 4,6 mm, 5 um)
Pré-coluna C18

Forno 32°C

Comprimento de onda 277 nm

Seletividade: A seletividade do método foi testada através da avaliagdo da
influéncia das nanocdpsulas (NC), objeto de estudo desse trabalho a ser descrita
posteriormente, na andlise do CM por CLAE - DAD. Para tanto, foram preparadas solucdes
de CM, Nanocdpsula Branca (sem o ativo) e Nanocapsula de Cumarina, conforme detalhado a
seguir.

Solucdo padrdo: preparou-se uma Solug¢dao Estoque Padrdo de CM (SEC) na concentragao
tedrica de 1 mg/ml. Para isso, 10,7 mg de CM padrao foram pesados e transferidos para baldo
volumétrico de 10 ml com 2 ml de acetonitrila para completa solubilizagdao do analito e o
volume completado com dgua ultra pura. Posteriormente, foram transferidos 500 pul da SEC
para Baldao Volumétrio (BV) 10 ml, acrescentando dois ml de acetonitrila e o volume

completado com dgua ultra pura, obtendo uma soluc¢do padrao de 53,5 pg/ml.
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Solucdo de Nanocdpsula Branca (NCB): foi preparada transferindo-se 500 pl de NCB para
BV 10 ml. Adicionaram-se 2 ml de acetonitrila e agitou-se para completa dissolu¢do da NCB.
O volume foi completado com dgua ultra pura.

Solugcdo de Nanocdpsula de Cumarina (NCC): foi preparada semelhante a solucdo de NCB,
descrita no item anterior.

Foi realizada a determinacdo da pureza de pico com auxilio do programa
Empower 2® empregando para andlise faixa de comprimento de onda entre 200 e 400 nm e
"threshold" calculado com ruido (calculado entre 0.1-0.6 min) mais a influéncia do solvente
(ajustado como 0,125°).

Linearidade e intervalo: A linearidade pode ser definida como a capacidade de
um método analitico de demonstrar que os resultados obtidos sdo diretamente proporcionais a
concentracdo do analito na amostra, dentro de um intervalo especificado. Para realizacdo do
ensaio de linearidade, uma SEC foi preparada conforme descrito anteriormente e utilizada
para obtencdo de cinco solucdes mais diluidas com concentragdes de 10,7; 32,1; 53,5; 74.9;
96,3 e 107 pg/ml, contemplando o intervalo de 20 — 200% (considerando 50 pg/ml de CM
como 100%). As solucdes foram preparadas em duplicata, em trés dias seguidos. A
linearidade da média das areas dos picos obtidos nos cromatogramas pela concentracdo de
CM foi estimada pelo método dos minimos quadrados. Também foi realizada a andlise de
residuos dos resultados obtidos para as concentracdes citadas.

Precisdo: A precisdo foi avaliada através do cédlculo do DPR (Desvio padrao
relativo) de seis determinacdes da formulacdo de nanocdpsulas contendo CM. As solucdes
foram preparadas transferindo-se 500 pl das NCC para baldo volumétrico de 10 ml, tendo
uma concentracdo tedrica aproximada de 50 ug/ml. A precisdo foi avaliada pela repetibilidade
do resultado das seis determinagdes da amostra de NCC e pela precisao intermedidria através
da anélise do resultado de seis determinacdes da amostra de NCC de dois dias e dois analistas
diferentes (BRASIL - ANVISA, 2017; ICH, 2014). Os resultados sdo expressos pelo DPR
das seis andlises.

Exatidao: Para o ensaio de exatidao, foi avaliada a recuperacao através da adi¢ao
de solucdo padrdio de CM em concentracdes conhecidas em amostras de NCB. Sendo
avaliadas trés concentragdes em triplicata contemplando o intervalo linear do método (10,7;
53,5 e 107 pg/ml). Os valores de recuperacdo foram calculados conforme a equagdo 1 e

eXpressos em porcentagem.
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Cexp

R (%) =

x100 (Eq. 1)

Ctedrica
Onde: R (%) € o percentual de recuperacao do CM; C exp € a concentracao de CM encontrada
experimentalmente; C tedrica € a concentragdo de CM teoricamente adicionada a solucao de
nanocapsulas.

Robustez: A robustez de um método analitico é a medida de sua capacidade em
resistir a pequenas e deliberadas variacdes dos parametros analiticos, indicando sua confiancga
durante o uso normal. A robustez do método foi avaliada através de um planejamento
experimental 2° empregando delineamento composto central rotacional (DCCR) avaliando o
efeito de duas varidveis independentes, incluindo quatro pontos axiais e trés repeticdes no
ponto central resultando em 11 ensaios. Os fatores considerados criticos foram o fluxo (x1) e
a composi¢cao da fase moével (x2) e os niveis selecionados encontram-se na Tabela 5. As
amostras foram preparadas a partir das nanocdpsulas como descrito no item Precis@o, exceto
pelas variagcOes estabelecidas e ja descritas na Tabela 5. Os resultados foram expressos como
percentual de CM encontrado para as diferentes condicdes testadas em relacido a concentragdo

de CM encontrada na formulacao determinada em condi¢cdes nominais.

Tabela 5 - Planejamento Fatorial 22 aplicado na avaliacdo da robustez do método
analitico para determinacdo de cumarina em Nanocapsulas de cumarina.

Ensaio Fluxo (ml/mim) MeOH (%)

1 0,46 13,5
2 1,14 13,5
3 0,46 46,5
4 1,14 46,5
5 0,32 30
6 1,22 30
7 0,8 6,67
8 0,8 53,33
9 0,8 30
10 0,8 30
11 0,8 30
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5.2. Desenvolvimento de Carreadores Lipidicos Nanoestruturados de

cumarina

Os Carreadores Lipidicos Nanoestruturados de cumarina (CLNC) foram
preparados por meio da técnica de homogeneizacdo em alta pressdo a quente, uma das mais
utilizadas na producao destes carreadores (FANG et al., 2013). Seguindo a técnica, a fase
lipidica contendo o lipidio sélido (Precirol ATO3), o lipidio liquido (Miglyol® 812) e o
farmaco (CM) foram aquecidos a uma temperatura de 85°C e agitacdo magnética constante
(300 rpm) até a completa dissolu¢do. Em seguida, a fase aquosa constituida de dgua ultrapura
(37,58 g) e tensoativo (Poloxamer 188) foi aquecida a mesma temperatura (85°C) e vertida
sobre a fase oleosa, ainda sob aquecimento e agitacdo. A temperatura, escolhida de modo que
todos os componentes do carreador estejam liquidos na mistura das fases, € superior em 15°C
a temperatura de fusdo da CM (componente do carreador com mais alta temperatura de
fusdo). A suspensdo obtida foi entdo levada ao homogeneizador de alta pressdo no qual foi
submetida a cinco ciclos de homogeneiza¢dao e entdo acondicionada em frasco vedado em
geladeira (8 = 2°C). Em relagdo a concentragdo da fase lipidica, foram preparadas duas
suspensoes (5 e 10% de fase lipidica — Tabela 6) e uma aliquota de amostra foi coletada nos
ciclos 1, 3 e 5 de cada formulacdo para andlise posterior. Ainda uma formulacdo branca

(CLNB) foi preparada de modo semelhante sem a adi¢do do farmaco para fins de comparacao.

Tabela 6 — Quantidade de excipientes usados no preparo dos Carreadores Lipidicos
Nanoestrtuturados de cumarina.

FORMULACAO PRECIROL MIGLYOL CUMARINA POLOXAMER

(8) (2) (mg) (mg)
CLNC 5% 1 1 20 400
CLNB 5% 1 1 - 400
CLNC 10% 2 2 40 800
CLNB 10% 2 2 ; 800

5.3. Desenvolvimento de Nanocapsulas de cumarina
A preparacdo das Nanocapsulas de cumarina (NCC) foi realizada pelo método de
deposic¢do interfacial do polimero pré-formado, seguido do deslocamento do solvente, método
também conhecido como nanoprecipitacdo, descrito anteriormente por Fessi et al., (1989).

Neste caso, a fase organica contendo o polimero (Eudragit RS 100® - 40 mg), o dleo
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(Miglyol® 812 - 64 mg) e o farmaco (CM — 10mg) dissolvidos em 5,6 ml de acetona, foi
vertida, com auxilio de uma seringa, sobre a fase aquosa (10 ml) contendo tensoativo (tween
80 — 30,8 mg) sob agitacdo magnética e temperatura ambiente. Em seguida, o solvente
organico foi removido deixando a preparacdo a temperatura ambiente (25 + 2°C) overnight
(Figura 6). A suspensdo de nanocdpsulas contendo o farmaco foi acondicionada em frasco de
vidro e mantida em geladeira (8 + 2°C). Uma formulacdo sem adicdo de ativo (formulagdo
branco - NCB) foi preparada de modo semelhante sem a adi¢do do fadrmaco na fase organica

para fins de comparagao.

Figura 6 — Desenho esquematico para producao de Nanocapsulas de cumarina.
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Fonte: Elaborado pela autora.

5.4. Caracterizacao de CLNC e NCC

As formulagdes foram caracterizadas quanto a andlise macroscopica (AM),
diametro (D), indice de polidispersao (IPD), potencial zeta (PZ), teor de ativo (TA) e
eficiéncia de encapsulacao (EE).

Avaliacdo macroscopica: Foi realizada a avaliagdo organoléptica das formulacdes
onde caracteristicas como aparéncia geral da formulacdo, coloragdo e presenca de sinais de
instabilidade como cremeacao, precipitagdo ou separacao de fases foram observadas.

Distribuicao do Tamanho e indice de polidispersdo: A andlise do D das

particulas e o IPD das amostras foram determinados por espectroscopia de correlagdo de
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fétons, utilizando um equipamento Zetasizer Nano- ZS (MalvernInstruments®, UK). Esse
equipamento usa um feixe de luz sobre a amostra e a intensidade da luz espalhada oscila a um
ritmo dependente do didmetro das particulas que constituem o sistema fluido tornando
possivel a determinagao do mesmo. O IPD, calculado pelo préprio aparelho, indica o grau de
homogeneidade do diametro das particulas (PATTY e FRISKEN, 2006).

Para realizacdo das andlises, foi feita a dilui¢do da formulacdo (1:100) em dgua
ultrapura. As medidas foram efetuadas a uma temperatura de 25°C, utilizando-se um angulo
de incidéncia do laser em relacdo a amostra de 90°. Os valores obtidos foram calculados como
a média + desvio padrao de trés medidas de cada formulag3o.

Potencial zeta: O PZ foi determinado seguindo-se o protocolo experimental
semelhante ao descrito anteriormente. Entretanto, o equipamento foi ajustado para médulo de
obtencdo de potencial de membrana. Todas as medidas foram realizadas com n estatistico
igual a 3, sendo os resultados avaliados por um teste algoritmico do préprio software da
Malvern a fim de aprovacdo e adequacao dentro dos critérios do equipamento (MALVERN,
2013; PATTY & FRISKEN, 2006).

Teor de Ativo das NCC: O TA foi realizado por CLAE-DAD, através de método
previamente desenvolvido e validado nesse estudo. Quinhentos microlitros das suspensodes de
nanocdpsulas foram diluidos em 2 ml de acetonitrila em BV 10 ml, completando o volume
com &gua ultrapura. Os resultados foram expressos como percentual da concentracdo de CM
adicionada a suspensao no inicio da preparagao.

Eficiéncia de Encapsulagcdao das NCC: A EE visa determinar a concentragao do
farmaco associado intimamente a nanoparticula em relacdo ao total de farmaco adicionado a
preparacdo. A técnica de separacdo da parte livre e da encapsulada utilizada foi a
ultrafiltracdo-centrifugacdo (MARCHAL-HEUSSLER et al., 1990). Aliquotas de dois ml da
suspensdo de nanocdpsulas foram adicionadas ao sistema de ultrafiltracio da Microcon
(10.000 Da, Millipore) e submetido a centrifugacdo (10.000 RPM = 9726,56 RCF) por 15 min
a 25 °C. As nanocdapsulas ficaram retidas no filtro enquanto a CM livre na suspensio foi
filtrada, passando para o ultrafiltrado. Mil microlitros deste ultrafiltrado foi retirado e diluidos
em 2 ml de acetonitrila em BV 10 ml, completando o volume com dgua ultrapura. Em seguida
foi realizado o doseamento da CM conforme descrito anteriormente por CLAE-DAD. A
determinacdo do farmaco total foi realizada conforme descrito no item “Teor das
nanocépsulas de Cumarina”. A Eficiéncia de encapsulaciao (EE) foi determinada empregando-

se a equacdo 02 (Eq. 02).
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CT—£L
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EE (%) = 1100 (Eq. 02)

Onde: EE (%) ¢ a eficiéncia de encapsulacdo, em porcentagem; CT € a concentracdo total de

CM na formulacio de NC; CL € a concentracdo de CM no filtrado, equivalente a CM livre.

5.5. Otimizacao da formulacao de NCC
A partir da formulacdo piloto, foi desenvolvido um estudo visando reduzir custos
e incrementar as caracteristicas fisicas e quimicas da NCC. Para tanto, foi realizado um

planejamento experimental 2° empregando DCCR resultando em 17 formulacdes (Tabela 7).

Tabela 7 - Delineamento composto central rotacional (DCCR - 2%) aplicado ao processo
de producio das Nanocapsulas de cumarina.

FORMULACAO EUDRAGIT (mg) MIGLYOL (mg) TWEEN 80 (mg)

NCC1 40 64 30
NCC2 80 64 30
NCC3 40 128 30
NCC4 80 128 30
NCCS5 40 64 60
NCC 6 80 64 60
NCC7 40 128 60
NCC8 80 128 60
NCCH9 26,36 96 45
NCC10 93,64 96 45
NCC11 60 42,18 45
NCC 12 60 149,82 45
NCC 13 60 96 19,77
NCC 14 60 96 70,23
NCC15 60 96 45
NCC 16 60 96 45
NCC 17 60 96 45

NCC = Nanocéapsulas de cumarina.
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Nesse contexto, com base na natureza quimica do ativo (CM) e em estudos
prévios (STANGARLIN, 2014; SOUZA et al., 2012), foi investigada a influéncia de trés
fatores nas caracteristicas: quantidade de polimero/Eudragit, de d6leo/ Miglyol e de
tensoativo/Tween 80) empregando como resposta o D, IPD, PZ, TA e EE conforme
metodologia descrita anteriormente. No preparo das nanocdpsulas poliméricas mantiveram-se

fixos os volumes de dgua (10 ml) e acetona (5,6 ml) e a quantidade de ativo (10 mg de CM).

5.6. Avaliacao da citotoxicidade do CLNC e NCC em macroéfagos J774
A avaliagdo da citotoxicidade das células se deu pelo ensaio do MTT, um método
colorimétrico que quantifica de forma indireta o nimero de células vidveis, baseando-se na
atividade das desidrogenases mitocondriais que convertem o sal amarelo 3[4,5-dimetiltiazol-
2-il]-2,5-difeniltetrazélio (MTT) em formazan (composto de coloragdo purpura e insolivel em
agua) (Figura 7). A auséncia da redu¢do do MTT € indicativa de diminui¢do da atividade

metabdlica celular, ou seja, da viabilidade celular (MOSMANN, 1983).

Figura 7 — Reacao de reducao do MTT.
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Fonte: adaptado de RIBEIRO et al 2014. MTT = Brometo 3[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-
difeniltetrazolio.

Macréfagos J774: Macréfagos foram adicionados em placas de 96 pocos (5 x 10°
células/ml; 180 ul/ poco) com solugdes controle (DMSO 10% - padrao citotéxico; RPMI
suplementado- células nao tratadas; NCB — veiculo do NCC ou CLNB - veiculo do CLNC) e
NCC (10, 25, 50 e 100 pg/ml) ou CLNC (5, 10, 25, 50 e 100 pg/ml). Em seguida, foram
incubados em estufa de CO, a 37°C por 24 e 48 horas. Decorrido este tempo cada poco foi
lavado duas vezes com 200 pl de PBS estéril, adicionado 200 ul de meio RPMI suplementado

e as placas incubadas em estufa de CO, por 90 minutos. Posteriormente, 100 ul do meio de
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cultura foram removidos em todos os pogos e adicionados 100 ul da solucdo de MTT (1
mg/ml de meio), sendo a placa reincubada em estufa de CO, por 4 horas. Encerrado o tempo
de incubacgido, o meio foi removido e foram adicionados 150 ul de DMSO puro. Em seguida, a
placa foi submetida a agitacdo pelo periodo de 10 min. A absorbancia foi medida em leitor de
microplaca em comprimento de onda de 570 nm. Os experimentos foram realizados em
triplicata e repetidos em trés dias diferentes. A viabilidade celular foi expressa através do

valor percentual onde foi considerada 100% de viabilidade as células ndo tratadas.

5.7. Estabilidade de NCC
Para realizacdo do estudo de estabilidade, as nanocédpsulas poliméricas foram
acondicionadas em frascos de vidro incolor, e mantida em geladeira (8 + 2°C). Foi realizada a
AM das suspensdes onde a aparéncia geral das formulacdes como coloracdo e presenca de
sinais de instabilidade foram observados, além de avaliagdo de caracteristicas fisico-quimicas
como D, PDI, PZ, TA e EE seguindo as técnicas descritas anteriormente, nos tempos inicial

(1° dia) e 30 dias apds a preparagdo dos nanossistemas.

5.8. Avaliacao da atividade leishmanicida in vitro de NCC

Cultura, infeccdo e tratamento de macrdfagos J774: Para a realizacdo dos
ensaios in vitro, as células foram descongeladas a temperatura ambiente e expandidas em
garrafas estéreis de cultura celular contendo meio de cultura RPMI suplementado, em estufa
de CO, (5% de CO; e 95% de umidade) a 37° C. Apds atingirem a confluéncia, as células
aderidas a superficie da garrafa de cultivo foram destacadas por meio de raspagem com “cell
scraper” (TPP). A suspensdo contendo as células foi coletada e centrifugada a 1500 RPM
(218,85 RCF) por 15 min a 5°C. O sobrenadante foi descartado e o precipitado de células foi
ressuspendido com RPMI suplementado, em seguida foi realizada a contagem total de
macréfagos em camara de Neubauer e o ajuste da populagdo em meio RPMI suplementado. A
suspensdo de macréfagos foi distribuida em placas de 24 pogos, cada poco contendo uma
laminula de vidro redonda de 23 milimetros (106 células / laminula).

Ap6s 18h, as células ndo aderidas foram removidas por lavagem com RPMI e as
células aderidas foram cultivadas com meio RPMI suplementado na auséncia ou presenga de
L. braziliensis (10" promastigotas / ml), numa proporgdo de 10 parasitas para 1 célula (10:1)
por 24h, tempo suficiente para que ocorresse a infec¢do. Os parasitos extracelulares foram

removidos por lavagem com RPMI (KARMAKAR et al., 2011). Apés esse periodo foi
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adicionado as céluas RPMI suplementado (células ndo tratadas), Glucantime (GLU - 4 mg/ml
— controle positivo) e NCC (50 e 100 pg/ml), sendo incubadas durante 24h e 48h (37°C, 5%
CO; e 95% de umidade) (Figura 8).

Carga parasitaria em macrdfago in vitro: Para quantificar o nivel de infecc¢ao
dos macréfagos, as laminulas contendo as células foram lavadas com salina, e em seguida,
fixadas e coradas com corante Giemsa (Sigma Aldrich). As laminulas coradas foram
montadas em ldminas de vidro e examinadas em microscopia 6ptica a uma ampliacdo de 100x
em Gleo de imersdo. Areas de 100 células foram examinadas e o nimero de amastigotas/ 100

células foi determinado.

Figura 8 — Desenho esquematico para ensaio da atividade leishmanicida in vitro de
Nanocapsulas de cumarina.
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Fonte: Elaborado pela autora. M® = Macré6fagos.

5.9. Avaliacio da toxicidade aguda de NCC em camundongos swiss
O estudo toxicoldgico agudo (Figura 9) seguiu os padrdes estabelecidos no Guia
N°22/2019 da ANVISA (Estudos nao clinicos necessarios ao desenvolvimento de
medicamentos fitoterdpicos e produtos tradicionais fitoterapicos). Grupo de camundongos
swiss fémeas, adultos jovens, foram tratados (6 animais/dose do produto; volume de
administracao: 20 ml/kg) por via oral (gavagem) durante um periodo nao superior a 24 horas
com a NCC 10, 20 e 40 mg/kg/dia animal. Dois grupos (6 animais/solu¢do salina; volume de

administracdo: 20 ml/kg e 6 animais/nanocapsula sem ativo — NCB; volume de administragao:
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20 ml/kg ) foram utilizados como controles, estando sujeitos as mesmas condi¢des do grupo
experimental. Os animais foram observados durante 14 dias quanto a ocorréncia de algum
sinal toxico: mortalidade e sinais clinicos (motilidade, frequéncia respiratdria, sedacdo,
catatonia, ptose palpebal, resposta ao tato, diarreia, contor¢do, agressividade, grunhidos,
erecdo cauda e convulsdo). O registro do peso corporal dos animais foi realizado antes do
tratamento (dia 0), no sétimo e décimo quarto dia apds o tratamento para obervar possiveis

variagoes.

Figura 9 — Desenho esquematico para ensaio da toxicidade aguda de Nanocapsulas de
cumarina.
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14 dias fim dos 14 dias dos 14 dias

Fonte: Elaborado pela autora. sem = semanas

Exames hematologicos e bioquimicos: Antes e ao final do tratamento o sangue
dos animais (aproximadamente 300 pl) foi coletado em ambiente asséptico através do plexo
periorbital, utilizando a combinacido cetamina/xilazina (90 mg de cetamina + 10 mg de
xilazina, ambas /kg via IP) para realizacdo de exames hematoldgicos e bioquimicos. As
amostras de sangue dos animais em estudo foram coletadas em tubos vacutainer com gel

separador para obtengcdo do soro. Foram realizados exames hematoldgicos: Eritrograma,
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Leucograma e Plaquetas. Os exames bioquimicos foram determinados através de Kkits
comerciais baseados em métodos enzimaticos e colorimétricos, seguindo as orientacdes do
fabricante. Os estudos foram realizados para monitorar as funcdes do metabolismo dos

carboidratos, lipidios, renal, hepatico, cardiaco e muscular.

5.10. Avaliacio da atividade leishmanicida in vivo de NCC

Infeccdo dos animais, tratamento e acompanhamento da espessura das lesoes:
Grupos de hamsters Mesocricetus auratus fémeas e machos adultos jovens foram inoculados
com promastigotas de L. braziliensis na concentracdo de 10° em 10 pl de salina estéril, na
derme da orelha direita (DE MOURA et al., 2005). A espessura das lesdes foi mesurada a
cada 5 dias com paquimetro de escala circular (Mitutoyo, Japao) por 8 semanas. A espessura
da lesdo foi representada pela diferenca entre a orelha infectada e a contralateral nao
infectada. Ap6s trés semanas de infeccao, quando as lesdes comecarem a aparecer (COSTA et
al., 2011), os animais foram divididos em grupos (4 animais/ grupo) e tratados da seguinte
maneira:

1. Grupo recebeu apenas salina (Controle infectado e nao tratado);

2. Grupo tratado com GLU® (100 mg/kg/dia/l.M., correspondendo a 27mg/kg/dia de
antimonio de meglumina).

3. Grupo tratado com NCC (por via oral) na concentracdo de 10 mg/kg/dia animal.

O tratamento foi realizado por 14 dias seguidos. No dia seguinte ao fim do tratamento, os
animais foram eutanasiados para a avaliagdo da carga parasitdria (linfonodo de drenagem e
orelha) (Figura 10).

Determinacdo da carga parasitdria: Os animais foram eutanasiados utilizando
inalacdo por halotano e o linfonodo de drenagem da lesdo (retromaxilar) e a orelha infectada
foram coletados de maneira asséptica para a determinacdo da carga parasitdria, que foi
quantificada através da técnica de diluicao limitante (TITUS et al., 1985). Brevemente, os
linfonodos retromaxilares e a orelha infectada foram isolados assepticamente, macerados em
2ml de meio Schneider e deixados em repouso por 5 min. A partir dessa suspensao de células,
foram feitas 8 dilui¢des (10, 50, 100, 500, 103, 104, 10° e 106) em Schneider suplementado
(SBF 10% + urina humana estéril 2% e antibidticos). Cem microlitros destas dilui¢des foram
distribuidos em placas de 96 pocos, fundo chato, 6 pocos/diluicdo. As placas foram seladas e
incubadas a 25°C, por 3 semanas, € foram observadas em microscépio Optico invertido

(AusJena, Alemanha) a cada 3 dias para o registro das dilui¢des que continham promastigotas.
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O resultado da leitura das placas foi registrado no software ELIDA (TASWELL, 1984) para o

calculo final do nimero de parasitos presentes nas amostras utilizadas.

Figura 10 — Desenho esquematico para ensaio da atividade leishmanicida in vivo de
Nanocapsulas de Cumarina.
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Fonte: Elaborado pela autora.

5.11. Analise estatistica
A andlise estatistica foi realizada com o auxilio do programa GraphPadPrism
versao 5.0. Em todos os testes os resultados foram expressos como média + erro padrdo da
média (E.P.M.) e a comparagdo entre as médias foi realizada utilizando andlise de variancia

(ANOVA) seguida pelo pds-teste de Tukey com significAncia minima aceita de P< 0,05.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. Desenvolvimento e avaliacao de método analitico
Seletividade é a capacidade do método de medir exatamente um composto na
presenca de outros componentes que podem estar presentes na amostra em andlise, como
impurezas, produtos de degradacdo ou componentes da matriz (BRASIL, 2017; USP, 2011).
A seletividade da metodologia relacionada ao teste mostrou que o método é capaz de
identificar a CM em NCC no tempo de reten¢do de 5,6 min, confirmado pela obteng¢do do
espectro do pico obtido (Figura 11), e a manutengao da linha de base no cromatograma de

NCB nesse tempo de retengdo reitera que ndo hda interferéncia nessa quantificagdo (Figura

12).

Figura 11 — Espectro de Varredura da cumarinna de 200 a 400 nm gerado por CLAE -
DAD.
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Condigdes: coluna C18 Kinetex® 5 v EVO (150 x 4.6 mm x 5 pum); fase mével (metanol
30%) e eluicdo isocrdtico a 32°C; , fluxo 1 mL/min.
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Figura 12 - Cromatogramas gerado por CLAE - DAD em 277 nm referentes a
cumarina, Nanocapsulas de cumarina e Nancapsulas branca.
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Condigdes: coluna C18 Kinetex® 5 v EVO (150 x 4.6 mm x 5 pum); fase mével (metanol
30%) e eluicdo isocratico a 32°C; , fluxo 1 mL/min. CM = cumarina; NCC = Nanocdpsulas de
cumarina; NBC = Nancépsulas branca.

A

A auséncia de um ombro ou vale no cromatograma nao significa que ele esteja
livre de impurezas, é possivel que a resolu¢do cromatografica ou a concentracio de impurezas
seja muito baixa e, portanto, ndo seja “vista”. A pureza do pico, usada para indicar quando
dois ou mais componentes estdo presentes, analisa os espectros de absorcdo no pico e baseia-
se na exclusividade espectral de cada composto. A presenca de espectros diferentes pode
indicar que mais de um composto estd se acumulando ao mesmo tempo de retengdo. Um pico
¢ considerado puro se seu “purity angle” for menor que “purity threshold” (WATERS
CORPORATION, 1998; GHOLAP et al., 2018). A pureza do pico cromatogrifico foi
determinada apds varredura espectrofotomética da CM e da NCC empregando DAD.
Verificou-se que o pico de CM passou nos critérios de pureza do pico (“purity angle”0.126;
“purity threshold” 0.264) e o gréfico de pureza corroboram com a especificidade do método

como sendo um indicativo da ndo co-elui¢do de outros constituintes (Figura 13).
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Figura 13 — Grafico da pureza de pico da cumarina.
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Condigdes: coluna C18 Kinetex® 5 v EVO (150 x 4.6 mm x 5 pum); fase mével (metanol
30%) e eluicdo isocrético a 32°C; , fluxo 1 mL/min, detec¢do em 277 nm.

A linearidade de um método analitico deve ser demonstrada por sua capacidade de
obter respostas analiticas diretamente proporcionais a concentracdo de um analito em uma
amostra (BRASIL, 2017). A linearidade foi estudada por andlise de variancia, calculando a
regressao linear pelo método dos minimos quadrados, usando uma curva composta por seis
concentracdes padrdo de CM, mostrando que a equacao da reta obtida foi do tipoy =a.x + b
onde a resposta instrumental (drea do pico) y estd linearmente relacionada a concentracdo da
substancia “x”. A Figura 14 demonstra graficamente a curva analitica da CM e a equagdo
correspondente y = 38931x — 33750. O coeficiente de correlagdo (R) foi de 0,9996, acima do
minimo estabelecido (0,990) e, portanto, ndo € considerado estatisticamente diferente da
unidade (MUKAKA, 2012).

O valor do coeficiente de correlacdo nao € suficiente para garantir a adequagao do
ajuste linear a curva de calibracdo. A andlise cuidadosa do grafico dos residuos do sinal
analitico permitird detectar se a curva estd bem ajustada, apresentando erros com distribui¢dao

uniforme, média zero, variagdo constante (homocedastidade) e auséncia de amostras atipicas
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(RIBEIRO et al., 2008). O grafico de residuos mostrou-se normal e distribuido
independentemente em torno de zero, demonstrando a auséncia de tendéncia de residuos
(Figura 15). A andlise de variancia (ANOVA) realizada para a curva de calibracdo da CM (P
= 0,06) demonstrou que o presente método nao apresenta um desvio de linearidade

significativo. Assim, podemos inferir que o método desenvolvido tem resposta linear ao na

faixa de 10 — 100pug ml-1.

Figura 14 — Representacao grafica da curva de calibraciao da cumarina por CLAE-DAD
com deteccio em 277 nm e respectiva equacio da reta e coeficiente de determinacao
obtidos por regressao linear.
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Foram preparadas 3 curvas em 3 dias seguidos, com 5 concentra¢des de solucdo padrio de
cumarina (10,7 - 107 pg/ml) por curva. Cada ponto representa a média de uma duplicata.

Figura 15 - Grafico dos residuos por tratamento estastistico da curva de calibraciao da
Cumarina.
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O parametro que avalia a proximidade entre vérias medidas feitas na mesma
amostra € a precisdo do método analitico. A repetibilidade expressa precisdo nas mesmas
condi¢des de operacdo em um curto periodo de tempo e a precisdo intermedidria expressa as
variacdes no mesmo laboratério que envolvem dias diferentes, analistas diferentes e
equipamentos diferentes, entre outros (BRITO et al., 2003). O teste apresentou valores de
DPR méximos de 0,89 e 1,86, respectivamente, para precisdo por repetibilidade e
intermedidria (Tabela 8), valores satisfatérios e bem abaixo dos 5% estabelecidos (BRASIL,

2017).

Tabela 8 — Avaliacao da precisao (repetibilidade e intermediaria) do método analitico
para quantificacdo de cumarina nas Nanocapsulas de cumarina (CLAE-DAD).

Analistal/Dial Analista2/Dia 1l Analista 2 / Dia 2

52,59 52,78 52,52
52,35 53,46 51,12
Concentracao de CM
52,73 53,74 51,91
nas nanocapsulas
(ug/ml) 53,06 53,63 51,88
m
: 52,65 54,18 51,83
52,09 53,73 52,17
Média (ug/ml) 52,58 53,59 51,91
DPR (%) 0,63 0,86 0,89
Média geral (ug/ml) 53,08" 52,75°
DPR (%) 1,23 1,86°

® Analista 1 / Dia 1 vs Analista 2 / Dia 1; ° Analista 2 / Dia 1 vs Analista 2 / Dia 2.
Resultados expressos em concentracio de cumarina nas NCC. Andlises realizadas em
sextuplicata. DPR = desvio padrao relativo. NCC = Nanocdpsulas de cumarina.

A extidao de um método analitico € definida como o grau de concordincia entre
os resultados individuais obtidos pelo método em estudo, em relacdo a um valor de referéncia
aceito como verdadeiro. Para determinar a exatidao a abordagem mais apropriada deve ser
usada, de acordo com a finalidade do método analitico. Para anélise do produto acabado,
aplica-se o método proposto na andlise da quantidade conhecida do padrdo adicionado a
matriz e calcula-se o percentual de recuperacdo do analito (BRASIL, 2017). A exatidao dos
resultados da andlise realizada em trés niveis de concentracido estd expressa na Tabela 9.
Como pode ser visto, o método teve uma recuperacdo de 106,98% com DPR de 2,63 para a

quantificacdo de cumarina no NCC.
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Tabela 9 — Avaliacao da exatiddo do método analitico para quantificacdo de cumarina
nas Nanocapsulas de cumarina (CLAE-DAD).

Concentraciao Concentraciao Recuperacao Média DPR
adicionada experimental (%) (%) = DP (%)
(ng/ml) (ng/ml)
12,04 112,48
110,32 +
10,7 11,71 109,42 1,71
1,88
11,67 109,06
55,92 104,53
105,91 +
53,5 56,87 106,30 1,16
1,23
57,19 106,89
111,36 104,07
104,70 +
107 112,49 105,13 0,53
0,55
112,23 104,89
Total 106,98 £ 2,63
2,81

® Analista 1 / Dia 1 vs Analista 2 / Dia 1; ° Analista 2 / Dia 1 vs Analista 2 / Dia 2.
Resultados expressos em concentracio de cumarina nas NCC. Andlises realizadas em
triplicata. DP = desvio padrdo. DPR = desvio padrdo relativo. NCC = Nanocdpsulas de
cumarina.

Para avaliar a robustez do método (CLAE-DAD) na analise do teor de CM na
nanocépsula, foi utilizando DCCR 2* avaliando o efeito de duas varidveis independentes:
fluxo (x1) e MeOH:H,0O (x2). Na Tabela 10 estdo apresentadas as concentragdes de CM
obtidas por ensaio. Como pode ser observado as concentragdes de CM estiveram entre 41 e
150,5 pg/ml. E importante observar que a variacdo na concentracio de CM para a condi¢io
do ponto central, onde se avalia a repetibilidade das andlises, foi de 63,2 a 63,4 ug/ml, ou

seja, valores muito proximos, refletindo a precisao das andlises.
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Tabela 10 — Avaliacao da robustez do método analitico para quantificacao de cumarina
nas Nanocapsulas de cumarina (CLAE-DAD) através de deliamento experimental com
variacoes no fluxo e proporcao da fase movel.

Ensaio x1 (ml/mim) x2 (%) CM (ug/ml) + DP
1 0,46 13,5 1119+ 0,4
2 1,14 13,5 45,8 £0,4
3 0,46 46,5 113,0+£ 1,3
4 1,14 46,5 46,0 £0,8
5 0,32 30 150,5+ 2.8
6 1,22 30 41,1 £0,8
7 0,8 6,67 65,8 +2,8
8 0,8 53,33 66,6 £ 0,2
9 0,8 30 63,2 +£0,7
10 0,8 30 63,4+1,2
11 0,8 30 634+14

Resultados representam a média + DP expressos em concentragdo de cumarina nas NCC.
Andlises realizadas em triplicata. x1 = fluxo da fase mével. x2 = propor¢do de metanol em
agua. DP = desvio padrdo. DPR = desvio padrao relativo. NCC = Nanocdpsulas de cumarina.

A andlise estatistica dos dados revelou que as propor¢des de MeOH:H,O dentro
da faixa estudada (13,5 a 53,3 %) nao foram estatisticamente significativas e ndo afetou a
concentracdo de CM. Por outro lado, as varia¢des realizadas no fluxo da fase mével afetaram
significativamente a resposta (Figura 16). A diminuicdo do fluxo provou um alargamento na
base do pico de CM no cromatograma, provocando uma variagdo na concentragdo da CM.
N3ao houve interagdo entre as varidveis independentes. O modelo com as varidveis codificadas
considerando os parametros significativos (p<0,01) compreendeu:

Y1 =64,25-3598 x1 + 15,49 x:?

O teste de ANOVA mostra que os resultados estdo bem explicados pela regressao
(99,4 %) e o F calculado foi altamente significativo (Tabela 11). Ao analisar a resposta da
concentracdo de CM, houve correspondéncia de 99,4% (R2) entre valores observados versus
valores previstos pelo modelo (Figura 17). Os resultados demonstraram que o método CLAE-
DAD para anélise de CM ¢ sensivel a variagdo do fluxo da fase movel, e robusto em relagcdo

da propor¢ao MeOH:H,0, dentro dos intervalos investigados.
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Figura 16 - Diagrama de Pareto: efeito da variavel (fluxo da fase mével) sobre a
concentracao da cumarina em Nanocapsulas de cumarina.
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Tabela 11 — Analise de variancia.

Fonte de Soma do Graus de Quadrado F _valor
variacio quadrados liberdade médio caleulado P
Regressao 11837,8 2 5918.,9 662,9 1,26:'9
Residuos 71,4 8 8,9 0,0011
Total 11909,3 10

% variagdo explicada (R2) =99,4
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Figura 17 — Relacdo entre valores da concentracio de cumarina observados versus
valores previstos pelo modelo ajustado. R2 =99,4 %.
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6.2. Desenvolvimento e caracterizacio da formulacao do CLNC

Carreadores Lipidicos Nanoestruturados de Cumarina (CLNC) foram preparados
pelo método de homogeneizagdao em alta pressdo a quente de maneira inédita neste estudo,
sendo posteriormente caracterizados quanto ao D, IPD e PZ. Diferentes concentracdes da fase
lipidica foram testadas durante o processo de desenvolvimento, objetivando obter uma
formulacdo estdvel e que comportasse maior quantidade de ativo. Ainda, quantidades
diferentes de ciclos de homogeiniza¢do foram avaliados na tentativa de determinar o minimo
necessario para que a formulacdo se apresentasse estdvel, tendo em vista que um maior
nimero de ciclos resulta em um maior tempo e custo de produgdo (WISSING et al., 2004).

Na avaliacdo macroscopica logo apds a preparacdo, todas as formulagdes do
carreador lipidico mostraram aspecto macroscépico homogéneo e leitoso com reflexo azulado
quando produzidas, independente do ciclo (1C, 3C e 5C), concentracdo da fase lipidica (5 e
10%) ou presenca do ativo (CLNB e CLNC). Esse aspecto € decorrente do efeito Tyndall, ou

movimento browniano das particulas, que resulta da dispersdao da luz incidente através do
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meio, gerando um reflexo azulado caracteristico que ocorre em suspensdes coloidais com
particulas em tamanho nanométrico (SCHAFFAZICK et al., 2003).

Nos primeiros cinco dias apds a preparacdo dos CLNs (armazenado em geladeira
8 = 2°C), observou-se que a formulacdo de CLNC 5% submetida a 1C de homogeneizacgao e
as formulagdes de CLNC 10% submetidas a 1C e 3C apresentaram sinais de instabilidade,
caracterizada pela formacao de precipitados. Assim, apenas um ciclo de homogeneizac¢do ndo
foi suficiente para a estabilizacdo das formulacdes, enquanto trés ciclos também ndo foram
suficientes para a formulagdo com maior porcentagem lipidica. O nimero de ciclos representa
um fator importante para a estabilidade de formulacdes de CLN, algumas delas exigem uma
grande quantidade de ciclos, como visto em Tang et al. (2013) que empregou até 15 ciclos no
desenvolvimento de sua formulacdo, logo a obtencdo de formulagdes estdveis com cinco
ciclos é um resultado bastante favordvel.

A andlise do D de nanosistemas produzidos € indispensavel para caracterizacao
dos mesmos ja que a definicdo de nanoparticulas baseia-se essencialmente no seu tamanho.
Em um CLN, esse parametro pode ser afetado por diversos fatores como método de produgdo,
surfactante utilizado, caracteristicas quimicas dos lipidios e numeros de ciclos de
homogeneizagdo e outros (UNER, 2006; HAN et al., 2008). No presente estudo o didmetro
das particulas dos nanicarreadores foi determinado por Espectroscopia de Correlacdo de
Fétons, um método que mede o movimento Browniano das particulas e constitui um
procedimento adequado e eficiente, além de pratico ja que nao necessita de preparo prévio da
amostra para andlise, como isolamento ou secagem (ALONSO, 1996). Nos valores de D
encontrados para os CLNC e CLNB (Tabela 12), podemos observar uma variacao de cerca de
10% entre a amostra com maior ¢ menor didmetro (faixa de 164,5 + 0,0 a 180,9 + 1,3 nm).
Esses valores estdo de acordo com a descricdo alguns autores que estipulam uma margem
mais estreita (até 200 nm) para o tamanho para uma nanoparticula (JAIN et al., 1998).

O IPD ¢ o parametro indicativo da homogeneidade na distribuicdo do tamanho de
particulas e valores menores que 0,2 sdo ideais por representarem que o didmetro das
particulas se encontra em uma estreita faixa (ALVES et al., 2007). Neste estudo, os valores
encontrados estdo na faixa de 0,115 + 0,015 (CLNB 10% 5C) a 0,181 + 0,015 (CLNC 10%
5C) (Tabela 12). Assim pode-se concluir que o nimero de ciclos de homogeneizacdo, a
porcentagem de fase lipidica e a presenga da CM ndo provocaram grandes alteracdes no D e

IDP.
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Tabela 12 — Caracterizacao das formulacoes de CLNC quanto ao didmetro, indice de
polidispersao e potencial zeta.
Formulacao D (nm) £ DPR IPD + DPR PZ (mV) + DPR

CLNC 5% 3C 177,8 +0,3 0,144 + 0,018 -37,9+0,9
CLNB 5% 3C 173,1 £2,5 0,121 £ 0,009 -43,1+£24
CLNC 5% 5C 178,1 £2,2 0,132 £ 0,023 -40,7 £ 1,7
CLNB 5% 5C 164,5 +0,0 0,138 £ 0,027 -35,7+ 1,0
CLNC 10% 5C 176,9 + 2,0 0,181 +0,015 -39, 7+ 1,8
CLNB 10% 5C 1809 + 1,3 0,115 +0,015 -38,6 3.5

Resultados representam a média + DPR. Andlises realizadas em triplicata. CLNC =
Carreadores Lipidicos Nanoestruturados de cumarina. CLNB = Carreadores Lipidicos
Nanoestruturados branco. DPR = desvio padrio relativo. D = didmetro. IPD = indice de
polidispersdo, PZ = potencial zeta.

Resultados semelhantes foram encontrados em um estudo com nanoparticulas de
Q39, uma droga antitumoral ainda em testes, onde se observou mudangas negligencidveis no
D e IPD apés 15 ciclos de homogeneizacao (TANG et al., 2013). Também, apesar da regra
geral dizer que o aumento da porcentagem de fase lipidica pode resultar numa reducdo da
eficiéncia de homogeneizagdo e consequente aumento do tamanho (HANY e EL
GAZAYERLY, 2011), o aumento da mesma de 20 para 30% em NLS com o lipidio Precifac
ATO apresentou pouca diferenca em relagao ao D e IPD, com valores em torno de 200 nm e
menores que 0,3 respectivamente (LIPPACHER et al., 2001).

O PZ pode ser definido como uma medida da carga da particula e trata-se de outro
importante parametro de caracterizacdo das dispersdes coloidais, pois além de sua
importancia na estabilidade, também exerce grande influéncia na intera¢do das particulas com
o organismo, provocando alteracdes na farmacocinética. Nanoparticulas carregadas
negativamente, por exemplo, tendem a manter-se por mais tempo na corrente sanguinea e
apresentar menos citotoxicidade, enquanto as carregadas positivamente podem ser utilizadas
como um sistema mucoadesivo gracas a sua capacidade de interacdo com a mucosa que €
normalmente negativa (HAN et al. 2008; HONARY e ZAHIR, 2013a, 2013b).

Todas as formulacdes analisadas apresentaram PZ maior que 130l mv (Tabela 12),
o que lhes confere maior estabilidade e menor possibilidade de agregacao das particulas
devido a existéncia de uma grande repulsdo elétrica entre as mesmas (HAN et al, 2008;

HONARY e ZAHIR, 2013b). Sabe-se que as formulagdes constituidas de tensoativos nao
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ionicos, como o poloxamer 188 usado neste estudo, geralmente apresentaram valores de PZ
baixos, com particulas estabilizadas por repulsio estérica (GALVAO, 2015). No entanto, o
valor negativo elevado observado neste estudo pode ser atribuido a formagdo de pontes de
hidrogénio e interacdes dipolo-dipolo, como exemplificado por Santos et al. (2012), que
observaram valores até de -66,4 mV no PZ de Nanoparticulas Lipidicas com os tensoativos
mono-oleato de sorbitano, polissorbato 188 e polissorbato 80.

Nos resultados da caracterizagdo fisico-quimica dos CLN, observou-se pequenas
variagdes entre as formulacdes que foram aprovadas apés AM, e todas mantiveram-se dentro
do intervalo das especificagdes para um nanossistema com caracteristicas tecnoldgicas
desejaveis. Assim, prosseguimos o estudo com a CLNC 10% 5C, considerando a maior
concentracdo de lipidios desta formulacdo em comparagdo as outras, o que possibilita a

incorporagdo de uma maior quantidade de ativo.

6.3. Desenvolvimento e caracterizacao da formulacao de NCC

As suspensdes de nanocdpsula de CM (NCC) foram preparadas pelo método de
deposi¢ao interfacial do polimero pré-formado, seguido da evaporacdo do solvente (FESSI et
al., 1989), um método simples, reprodutivel e rdpido. Na avaliacdo organoléptica pdde ser
observado que as formulagdes (NCB e NCC) mostraram aspecto macroscopico homogéneo e
leitoso com reflexo azulado. A obtencdo de um sistema homogéneo € importante, pois € um
indicativo de estabilidade ja que a instabilidade fisica promove mudanga considerdvel na
aparéncia e na consisténcia em um sistema disperso, tais como a floculacao ou a coalescéncia,
promovendo separacdo de fases (AZZINI, 1999). O aspecto leitoso com reflexo azulado
observado nas NCs ¢é devido ao movimento Browniano das particulas, caracteristica
amplamente descrita na literatura para diferentes sistemas de nanocédpsulas preparadas pelo
método de deposicao interfacial de polimeros pré-formados (SCHAFFAZICK et al., 2003).

O tamanho das particulas das NCs, assim como nos CLNC, também foi
determinado por Espectroscopia de Correlagdo de Fétons (ALONSO, 1996). Os diametros
médios encontrados para as NCC e NCB (Tabela 13) determinados no presente estudo estdo
de acordo com a técnica de nanoprecipitacdo empregada, que em geral apresenta valores na
faixa entre 100 e 500 nm (ALONSO, 1996). Ainda, o tamanho de particulas encontrado para
NCB foi maior, mas nao significantemente diferente de NCC, sugerindo que a presencga da

CM parece nao influenciar no tamanho das particulas. Em relacdo a curva de distribuicdo de
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particula, NCC apresentou caracteristica unimodal (apenas um pico) e simétrica, indicando

que a amostra possue majoritariamente uma tnica populacdo de particulas (Figura 18).

Tabela 13 — Caracterizacdo das formulacées de NCC quanto ao didmetro, indice de
polidispersao, potencial zeta, teor de ativo e eficiéncia de encapsulacio.

D (nm) IPD PZ (mV) TA (%) EE (%)
Formulacao

+ DPR + DPR + DPR + DPR + DPR
NCC 160,9+24 0,162+0,003 51,03+3,2 91,89 +£23 39390+ 14
NCB 187,3+0,5 0,142+0,005 40,83 +1,7 - -

Resultados representam a média + DPR. Analises realizadas em triplicata. NCC =
Nanocdpsulas de cumarina. NCB = Nanocdpsulas Branca. DPR = desvio padrio relativo. D =
diametro. IPD = indice de polidispersdo, PZ = potencial zeta. TA = teor de ativo. EE =
eficiéncia de encapsulacao.

Figura 18 — Grafico de distribuicio de tamanho de particula (diAmetro nm) por
intensidade referente a NCC.
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Grifico referente a andlise em triplicata de NCC gerado pelo equipamento Zetasizer Nano ZS.
NCC = Nanocéapsulas de cumarina.

Os indices de polidispersdo das NCs sdao descritos na Tabela 13, com valor
maximo de 0,162 + 0,003, mostrando que as formula¢des apresentaram boa homogeneidade e
estreita faixa de distribui¢ao de tamanhos. A partir destes resultados pode-se assegurar que os
dados de D e IPD estdo validos, visto que em medidas com polidispersividade maior que 0,5
ndo se € prudente confiar no tamanho obtido pelo espalhamento dindmico de luz
(MALVERN, 2013).

O Potencial Zeta, que reflete a carga de superficie das nanoparticulas e é
influenciado pelas mudangas na interface com o meio dispersante, apresentou valores acima

de 130l mV (Tabela 13), indicando que a suspensdo se mantém estdvel por repulsdo de cargas
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(SCHAFFAZICK et al., 2003). Nesse caso o valor positivo € atribuido a carga dos
grupamentos amonio quartendrio presentes no polimero Eudragit RS 100, e corrobora com
resultados descritos por outros autores em formulacdes de nanocdpsulas usando o mesmo
polimero (UBRICH et al., 2005; DOMINGUES, 2006).

Andlise por CLAE — DAD da NCC para determinacdo do teor de CM mostrou
perda de quase 10% do ativo durante o processo de producdo da nanocdpsula (Tabela 13).
Essa perda pode ter acontecido durante a evaporacao do solvente organico, visto que a CM
trata-se de uma molécula volatil e, como serd descrito adiante, a maior parte dela estd fora do
nanosistema. Estudo relacionado ao desenvolvimento de nanocdpsulas contendo o
monoterpeno Cinamato de Metila e utilizando a mesma técnica do presente estudo reporta
uma perda do ativo semelhante durante o processo (SILVEIRA, 2015).

A avaliagdo do contetido do farmaco intimamente ligado as nanoparticulas (EE) é
uma tarefa especialmente complicada, pois a separagdo do farmaco livre e do incorporado é
dificil pela natureza coloidal do sistema carreador. As técnicas de separacdo da parte livre e
da encapsulada mais utilizadas s@o ultracentrifugacdo e ultrafiltragdo-centrifugacdo, sendo
essa ultima usada no presente estudo e mostrando-se eficiente para determinar a EE. No
presente estudo, a EE da CM encapsulada foi em torno de 40 % (Tabela 13), um valor que
esteve abaixo dos encontrados em outros estudos utilizando também a técnica de deposicao
interfacial do polimero pré-formado, como o encapsulamento do cinamato de metila que
obteve uma EE de 87,03 % (SILVEIRA, 2015) e da atrazina, que variou entre 89,4 ¢ 94,3%

(SOUZA et al., 2012). Assim, estudos adicionais foram necessarios a fim de aumentar a EE.

6.4. Otimizacao da formulaciao de NCC

A necessidade de otimiza¢do de produtos tem levado a uma enorme busca por
técnicas sistemdticas de planejamento de experimentos. O DCCR, uma técnica estatistica
baseada no emprego de planejamentos fatoriais, ¢ uma ferramenta extensivamente empregada
no desenvolvimento de novos produtos, otimizando tempo e recursos. Foi introduzida por
Box e Wilson (1951) e sua metodologia consiste em um grupo de procedimentos, estatisticos
e matematicos, que podem ser usados no estudo das inter-relacdes entre uma ou mais
respostas (varidveis dependentes) com inimeros fatores (varidveis independentes) (BARROS
NETO et al., 1996; MENDONCA, 2012). Na drea farmac€utica, o planejamento de

experimentos vem sendo adotado na preparacdo de nanosistemas, ja que com a realizacdo de
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poucos experimentos € possivel otimizar os pardmetros de producdo das formulacdes
(PROFIRIO, 2018).

No presente estudo o DCCR 2% foi empregado para investigar a influéncia de trés
varidveis independentes (quantidade de polimero, quantidade de 6leo e a quantidade de
tensoativo) sobre o D, IPD, PZ, TA e EE das formula¢des de NCC. As dezessete formulacdes
resultantes do DCCR foram preparadas seguindo as propor¢des descritas anteriormente
(Tabela 6) e os resultados obtidos expressos na Tabela 14 foram analisados utilizando o

programa Protimiza Experimental Design (Brasil).

Tabela 14 - Caracterizacio das formulacoes de NCC quanto ao diametro, indice de
polidispersao, potencial zeta, teor de ativo e eficiéncia de encapsulacao referente ao

planejamento fatorial do processo de otimizacio.

D (nm) IPD PZ (mV) TA (%) EE (%)
Formulacao

+ DPR + DPR + DPR + DPR + DPR
NCC1 133,4+0,88 0,11 £4,81 14,4 + 1,06 98,2 +1,85 35,0+£2,12
NCC 2 140,0£0,85 0,16 £6,48 58,8 + 3,38 99,7 + 1,31 37,3+£0,14
NCC3 189,3+0,84 0,10 3,55 549+£1,10 1046193 40,0 +0,90
NCC4 183,4+0,27 0,09 +5,86 61,8 £0,61 101,0+£241 46,3+ 1,04
NCCS5 121,2+ 1,24 0,10+4,24 9,5+3,22 108,0+0,91  37,0+0,93
NCC7 154,7+0,69 0,14 +£3,78 39,6 +1,19 103,6£1,09 40,2+0,26
NCC 8 201,6 £0,70 0,16 £5,27 58,9+ 1,04 95,8 +0,53 445 £ 1,51
NCC9 2332+354 0,27+7,13 134+227 107,7+4,10  34,7+5,50
NCC 10 1850+ 1,20 0,22 +5,12 59,3+4,28  102,7+2,08 49,1 £1,86
NCC 11 1648 £2,02 0,26 +£3,65 64,0+0,92 1049+192 37,5+0,39
NCC 12 194,6 £0,75 0,14 £3,57 48,8 +1,94 101,3+3,89 49,9+248
NCC 13 180,1 £0,45 0,08 + 8,54 65,6 £ 0,65 99,9 £ 0,92 37,8 £3,08
NCC 14 140,2+£0,21 0,14 £5,13 50,2+1,62 100,44+ 1,24 459+ 1,46
NCC 15 166,2+1,29 0,14+944 57,6 + 0,66 98,8 £4,07 41,5+5,79
NCC 16 173,7+1,38 0,14 +1,59 54,0+0,93 103,6 £0,12 40,9 £ 1,96
NCC 17 181,4 £1,10 0,20+ 6,74 542+276 1043 +1,12  44,5+0,20

Resultados representam a média + DPR de 3 réplicas das formulagdes de NCC. Andlises
realizadas em triplicata. NCC = Nanocdpsulas de cumarina. DPR = desvio padrdo relativo. D
= diametro. IPD = indice de polidispersao, PZ = potencial zeta. TA = teor de ativo. EE =
eficiéncia de encapsulacao.
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Com excecao da NCC 6, que apresentou precipitado e separacao de fase logo apds
a producdo por isso ndo foi caracterizada, as formulacdes mostraram aparéncia macroscopica
homogénea, aspecto leitoso, branco e opalescente com reflexo azulado, caracteristicas comuns
a sistemas de nanocdpsulas (SANTOS & BARBOZA, 2013).

A maior parte das formulagdes apresentou tamanho de nanoparticulas inferior a
200 nm, sendo a formulacdo NCC9 a que apresentou maior D (233,2 + 3,54 nm). Apesar de o
aumento da concentracdo do tensoativo na fase externa conduzir, em regra, a reducdo das
dimensodes das nanocdpsulas (SOUTO et al., 2012) e o aumento da concentracdo de polimero
estar amplamente relacionado ao aumento do tamanho das particulas (O’DONNEL &
MCGINITY, 1997; RIEUX et al., 2006), esse estudo ndo detectou uma relacdo (p<0,05,
ANOVA) entre as varidveis estudadas e o D das NCC.

Na polidispersividade das amostras, também ndo houve influéncia
estatisticamente significativa (p<0,05, ANOVA) de nenhuma das varidveis avaliadas. Apenas
3 formulg¢des, NCC9, NCC10 e NCC11, apresentaram IPD superior a 0,2 (0,27 + 7,13; 0,22 +
5,12; 0,26 + 3,65, respectivamente), sendo esse um dado positivo visto que um IPD elevado
sugere uma ampla distribui¢do de tamanho ou existéncia de vérias populacdes (ALVES et al.,
2007; GAUMET et al., 2008).

O PZ apresentou ampla variagdo, sendo o menor valor observado na formulagao
NCCS5 (9,5 £ 3,22 mV) e o maior valor na formulagdo NCC13 (65,6 + 0,65 mV) (Tabela 14).
Apesar disso, na andlise de efeito nao houve influéncia estatisticamente significante (p<0,05,
ANOVA) da concentragdo do polimero, do 6leo ou do tensoativo. Em estudo com
nanocépsulas de Eudragit RL100 / 6leo linhaca e nanocapsulas de Poli-&-caprolactona (PCL) /
Oleo de argan contendo Ubiquinona, substancia de ampla distribuicdo nas menbranas dos
tecidos que atua como coenzima, a reducao da concentracdo dos 6leos de 3 para 1,5 % causou
diminui¢do do didmetro médio e do IPD no nanosistema, diferindo do resultado obtido neste
estudo, enquanto que no PZ ndo foi observado mudancas para diferentes quantidades dos
Oleos, sendo esse resultado semelhante ao obtido nesta pesquisa (STANGARLIN, 2014).

Outro estudo, com nanocdpsulas de PCL contendo o herbicida atrazina, avaliou a
influéncia da mudanca nas quantidades do polimero PCL, do tensoativo Span® 60 e do dleo
Miritol sobre o D, IPD, PZ e¢ EE da nanosistema. Nenhum dos fatores avaliados foi
estatisticamente significativo sobre IPD, PZ e EE, no momento imediatamente apds o preparo.

Dois fatores apresentam influéncia estatisticamente significativa sobre o D das nanocdpsulas:



68

Miritol, que apresentou influéncia positiva, e a interacdo PCL: Miritol, que apresenta
influéncia negativa sobre o tamanho (SOUZA et al., 2012).

Em relacdo ao TA, os valores ficaram proximos de 100 % em todas as
formulacdes, enquanto a EE variou entre 34,7 £ 5,50 % (NCC9) e 49,1 + 1,86 % (NCC10).
Neste tltimo parametro, nao houve influéncia estatisticamente significante (p<0,05, ANOVA)
da quantidade de tensoativo, enquanto as quantidades de polimero e de 6leo empregados na
NCC influenciaram significativamente de forma positiva, sem efeito na interacdo dessas
varidveis. Essa resposta pode ser vista no grafico de pareto (Figura 19), onde os fatores (x1 =
quantidade de polimero; x2 = quantidade de 6leo) cruzam além da linha vertical (paralela a
yaxis), indicando que o efeito principal é significativo (GOMES et al., 2017). Ao analisar a
resposta da EE, houve correspondéncia de 71% (R2) entre valores observados versus valores

previstos pelo modelo (Figura 20).

Figura 19 - Diagrama de Pareto: efeito das varidveis (concentracao de polimero e de
o6leo) sobre a eficiéncia de encapsulaciao da cumarina em Nanocapsulas de cumarina.
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*x1 = concentragdo de polimero. x2 = concentragio de 6leo.
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Figura 20 - Relacao entre valores de eficiéncia de encapsulacio da NCC observados
versus valores previstos pelo modelo. R2 =71%.
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A Figura 21 mostra a curva de contorno de resposta para a efici€ncia do
aprisionamento do farmaco, o que indica um aumento na EE de CM a medida que ocorreu um
aumento na concentra¢do de polimero e de 6leo. Saharan e colaboradores (2019) obtiveram
efeito similar em um estudo com nanocépsulas de Glipizida usando o mesmo polimero, onde
o aprisionamento do farmaco foi favorecido pelo aumento da concentracdo do polimero. Ja
Wadhwa e colaboradores (2014) observaram um aumentou na EE com o aumento da
concentracdo de 6leo (Capryol 90) em nanocdpsulas de curcumina, no entanto, a EE diminuiu
com o aumento da concentracdo de polimero (Hydroxy propyl methyl cellulose acetate
succinate) e adsorvente, segundo os autores provavelmente devido ao aumento da viscosidade

da formulagdo.
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Figura 21 - Curva de contorno mostrando o efeito das variaveis (6leo e polimero) sobre a
Eficiéncia de Encapsulacio da CM no nanosistema.
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A curva de contorno permitiu estimar concentracdes do polimero e do dleo na
NCC para producdo de uma nanocdpsula com maior taxa de encapsulamento da CM, essa
formulagdo foi chamada de NCCa e as concentracdes dos excipientes estdo descritas na
Tabela 15. A partir desta, duas outras formulacdes com incremento na quantidade de dleo
(varidvel que influenciou a EE economicamente mais vidvel) da ordem de 10 (NCCb) e 20%
(NCCc) também foram produzidas com o intuito de aumentar ainda mais a EE (Tabela 15).
No preparo das nanocépsulas poliméricas mantiveram-se fixos os volumes de dgua (10 ml) e
acetona (5,6 ml) e a quantidade de ativo (10 mg de CM).

Na Tabela 16 estdo descritos os resultados obtidos na caracterizagdo das novas
formulagdes (NCCa, NCCb e NCCc), os quais nao foram observadas diferencas significativas
(ANOVA, Tukey) quanto ao D, IPD, PZ e TA. Em relagdo ao tamaho, as nanoparticulas
apresentaram valores bem proximos, variando de 210 a 216,7 nm. Embora existam autores
que definem nanoparticulas com D inferior a 100 nm (FALQUEIRO et al., 2011), alguns
autores defedem valores até 300 nm (DOMINGUES et al., 2008) e nanoparticulas preparadas
por nanoprecipitacdo, em geral, apresentam valores até 500 nm (ALONSO, 1996). Ainda,
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pesquisas indicam que as nanoparticulas maiores que 200 nm podem ser capturadas por
fagocitose pelos macréfagos, sendo sua internalizacdo mais eficiente que particulas menores
onde processos como endocitose estdo envolvidos (LI ef al., 2014). O IPD das formulagdes
apresentou valor maximo de 0,16 + 5,69, sendo abaixo do estipulado como maximo aceito,

que € de 0,2 (MALVERN, 2013).

Tabela 15 - Quantidade de excipientes usadas no preparo das NCC resultantes do
planejamento fatorial do processo de otimizacio.

FORMULACAO EUDRAGIT (mg) MIGLYOL (mg) TWEEN 80 (mg)
NCCa 100 175 45
NCCb 100 192,5 45
NCCc 100 210 45

NCCa = Nanocépsulas de cumarina com concentragdes dos excipientes estimada pela curva
de contorno. NCCb = Nanocdpsulas de cumarina com incremento de 10% de 6leo em relacdo
a NCCa. NCCc = Nanocdpsulas de cumarina com incremento de 20% de 6leo em relagdo a
NCCa.

Tabela 16 - Caracterizacido das formulacoes de NCC quanto ao diametro, indice de
polidispersao, potencial zeta, teor de ativo e eficiéncia de encapsulacio resultantes do
planejamento fatorial do processo de otimizacio.

D (nm) IPD PZ (mV) TA (%) EE (%)
Formulacao

+ DPR + DPR + DPR + DPR + DPR
NCCa 211,6 £0,95 0,16 £5,69 70,2 + 1,00 98,2 + 2,89 53,12+0,7
NCCb 210,0+£0,24 0,13 +£7,27 759+£0,73  102,5+8,86 58,01 £0,2
NCCc 216,7+0,53 0,13+1,12 79,1 £ 0,58 99,7 + 4,67 57,98 £ 0,5
NCBb* 204,1£1,12 0,17 £2,47 73,5+0,2 - -

*NCBb: nanocapsulas branca e com os excipientes na mesma propor¢do de NCCb. NCCa =
Nanocdpsulas de cumarina com concentragdes dos excipientes estimada pela curva de
contorno. NCCb = Nanocapsulas de cumarina com incremento de 10% de 6leo em relagdo a
NCCa. NCCc = Nanocépsulas de cumarina com incremento de 20% de 6leo em relacdo a
NCCa. Analises realizadas em triplicata. Os resultados estdo expressos como Média + DPR.
DPR = desvio padrao relativo.

Corroborando os resultados obtidos, nanocdpsulas poliméricas de p, p'-metoxil-
difenil diseleneto preparadas por nanopreciptacdo apresentaram D e IPD de 236 + 4 nm e

0,16, respectivamente (SARI et al., 2017). Ainda, outro estudo empregando a mesma técnica,
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obteve nanocdpsulas poliméricas contendo o herbicida atrazina com tamanho entre 256,4 a
327,9 nm e IPD maximo de 0,184 (SOUZA et al., 2012).

Os valores positivos encontrados para o PZ, entre 70 e 79 mV, eram esperados
visto que essa € uma caracteristica das nanocapsulas que depende principalmente da natureza
quimica do polimero (RIEUX et al., 2006). Esse resultado também foi observado em outros
estudos com nanoparticulas que foram preparadas pelo método de nanoprecipitacdo e
utilizaram o polimero Eudragit® RS100, como relatado por Santos e colaboradores (2013),
que ao avaliarem o PZ de nanocédpsulas contendo Clotrimazol, verificaram valor positivo (+12
mV) e por Yenilmez (2017), onde nanocdpsulas contendo desloratadina apresentaram PZ de
22,5+2,01 228,8+0,56 mV.

O teor de ativo na nanocdpula apresentou valores préximos a 100%, mostrando
que nao houve perda do fairmaco na preparacdo da formulacdo. Outros autores (DALCIN et
al., 2019; SILVEIRA, 2015; STANGARLIN, 2014) utilizando a mesma técnica de prepraro
de nanocdpsulas também mostraram auséncia ou minima perda de ativo em suas formulagdes.

A suspensdo de nanocdpsulas obtida com concentragcdes de polimero e dleo
sugeridas pela curva de contorno (NCCa) apresentou EE de 53,12 £ 0,7 %, enquanto NCCb e
NCCc apresentaram valores de 58,01 + 0,2 e 57,98 = 0,5 %, respectivamente. A adicdo de
Oleo acima de 10% parece ndo agregar mais vantagens visto que a EE ndo aumentou na
formulacdo NCCc quanto comparada a formulagdo NCCb. Em relagdo a primeira suspensao
de NCC desenvolvida, que apresentou 40,83 + 1,7 % de aprisionamento do farmaco, observou
um incremento em NCCb em torno de 42 % na EE. Estudos demonstram que as taxas de
associacdo de farmacos a nanoparticulas sdo varidveis, e diversos fatores sao capazes de
influenciar, dentre os quais se destacam as caracteristicas fisico-quimicas do farmaco
utilizado, o pH do meio, a natureza do polimero e as caracteristicas da superficie das
particulas (SCHAFFAZICK et al., 2003; VILA et al., 2002).

Apesar da EE de NCCb apresentar valor inferior a outros estudos citados
anteriormente (DALCIN et al., 2019; SILVEIRA, 2015; SOUZA et al., 2012), foi alcangada
uma diminui¢do na volatilidade do ativo dentro da formulacdo visto que o TA observado foi
de 102,5 + 8,86 %, enquanto que na primeira formulacdo desenvolvida houve perda de quase
10 % do ativo. Resultado parecido foi observado na encapsulacdo do dleo essencial de
Curcuma longa (Acafroa), veiculado em nanocdpsulas de alginato (LERTSUTTHIWONG et
al., 2008) e em nanocdpsulas de alginato combinado com quitosana (LERTSUTTHIWONG et

al., 2009) e, apesar da baixa taxa de encapsulagdo nos dois estudos (60% e 68,5%,
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respectivamente), foi alcancada uma diminuicdo na volatilidade. Além disso, pode ser
interessante ter parte da droga livre para que o efeito tenha inicio logo apés a administragdo
da droga e seja mantido conforme a liberagcdao do nanosistema aconteca.

A formulacio NCCb foi selecionada para prosseguir com o estudo e uma
suspensdo de nanocdpsulas branca (sem o ativo - NCBb) com as mesmas proporcdes de
excipientes da formulacdo escolhida foi preparada para fins de comparagdo. A formulagdo
sem CM apresentou D (204, 1 £ 1,12 nm) bem préximo daquela com ativo, IPD dentro dos
valores aceitdveis (0,17 £ 2,47) e PZ positivo (55,9 = 1,56 mV) (Tabela 16). Diante dos
resultados obtidos, o estudo prosseguiu avaliando a toxicidade da NCCb em células da
resposta imune inata e adaptativa que possuem um papel estratégico na fisiopatologia da

leishmaniose.

6.5. Avaliacao da citotoxicidade do CLNC10% 5C e da NCCb em macroéfagos

J774

A avaliacdo da toxicidade dos nanosistemas sobre o metabolismo celular foi
realizada em macréfagos J774 através do teste do MTT, um ensaio colorimétrico, baseado no
uso do brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2il]-2,5-difeniltetrazélio (MTT), que é reduzido
apenas por mitocondrias vidveis (MOSMANN, 1983).

Os macréfagos foram escolhidos para o ensaio de toxicidade por serem as células
hospedeiras da Leishmania e, portanto, a célula alvo para o tratamento. Na determinacdo da
atividade leishmanicida in vitro, dois tempos diferentes de incubacdo (24 e 48 h) da droga
teste na presenca de macréfagos infectados com amastigotas foram avaliados, seguindo o
periodo aproximado do primeiro ciclo de replicagdo do parasita (TRAHAMANE, 2015).
Logo, faz sentido que a citotoxicidade seja avaliada nos mesmos intervalos de tempo.

A citotoxicidade do ativo livre ndo foi estudada, pois em estudo anterior realizado
pelo nosso grupo de pesquisa, a CM ndo alterou a viabilidade celular (teste do MTT: 5 - 100
pg/ml) apés 24 e 48 horas de incubacdo em macrofagos RAW 267.4, sugerindo assim que
esta molécula nao provoca nenhuma alteracdo no metabolismo mitocondrial de macréfagos
nas condi¢des investigadas (PINHEIRO, 2016). Ademais, outro estudo realizado com o
Extrato Seco Padronizado de Amburana Cearensis Cultivada, cujo marcador majoritario € a
CM (14,25 mg/g de droga vegetal), mostrou que a adi¢do de concentracdes crescentes (1 - 100
pg/ml) a suspensdo de neutréfilos também ndo diminuiu a viabilidade celular quando avaliada

a citotoxicidade através do teste do MTT (AMARAL, 2017).
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A Figura 22 mostra o resultado do estudo de citotoxicidade do CLNC 10% 5C,
onde observa-se a reducdo significativa da viabilidade celular do carreador lipidico em todas
as concentracdes estudadas quando comparado ao grupo controle (DMEM — grupo ndo
tratado (100%). O carreador lipidico sem ativo (CLNB) também reduziu significativamente a

viabilidade celular (2,86 + 0,12 %), com valor proximo ao apresentado pelo padrio citotéxico

(DMSO 10% - 2,47 + 0,16 %).

Figura 22 - Avaliacao da citotoxicidade de CLNC 10% 5C em macréfagos J774 24h
através do teste do MTT.
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Macréfagos J774 (1 x 10° células/pogo — incubados por 24h) na presenca de CLNC 10% 5C
(5 - 100 pg/ml) para avaliar a viabilidade celular através do teste do MTT. Grupo nao tratado:
DMEM; Controle da CLNC : CLNB = CLNB 10%5C- equivalente a dilui¢do de 100 pg/ml
do CLNC 10% 5C; Padrao citotoxico: DMSO 10%. Andlises realizadas em triplicata. Os
resultados sdo expressos como média + E.P.M. Significancia estatistica vs DMEM *p <
0.001). E.P.M. = erro padrao da média.

Os lipidios empregados para preparar nanoparticulas lipidicas sdo geralmente
lipidios fisioldgicos (biocompativeis e biodegraddveis) com baixa toxicidade aguda e cronica.
Mesmo concentracdes superiores a 10% de lipidios gerou perda de viabilidade celular em
granulécitos humanos de apenas 20 % (MULLER et al., 1996). Pesquisas mais recentes t€ém
demonstrado as vantagens no uso de CLN (RASHIDZADEH et al., 2019; CZAJKOWSKA-
KOSNIK et al., 2019; KHOSA et al., 2018; RIZWANULLAH et al., 2016), no entando,
pouco se tem estudado sobre a toxicidade dessas formulagdes. De fato, mesmo com o uso de

lipidios fisiolégicos, a toxicidade da formulacdo deve ser avaliada devido ao uso de
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emulsificantes e por se tratar de um sistema coloidal, cujas interacdes com o organismo
podem ser imprevisiveis (MEHNERT e MADER, 2001).

Neste estudo, apesar do CLNC 10% 5C apresentar caracteristicas tecnoldgicas
favoraveis, a citotoxicidade compardvel ao padrio citotéxico provocou altera¢des metabdlicas
nas células estudadas e inviabilizou o uso, ja que ndo seria possivel avaliar a carga parasitaria
em macrofagos.

Na Figura 23A, pode ser observado que a adicio NCBb, nanocépsulas sem o ativo
e controle da formulagdo, em macréfagos J774 provocou diminuicdo (73,22 + 3,32 %) da
viabilidade celular quando comparada ao grupo niao tratado — RPMI (100%). Na presenca de
NCC em concentracdes crescentes (10, 25 e 50 pg/ml), também houve reducao significativa
da viabilidade celular avaliada pelo teste do MTT (54,23 + 0,62%, 80,23 + 1,04% e 79,97
0,83%, respectivamente). No entanto, NCCb quando adicionado a0 meio na concentracdo de
100 pg/ml ndo reduziu significativamente a viabilidade celular (87,84 = 3,94%) quando
comparado ao grupo ndo tratado. O DMSO 10%, padrdo citotéxico, apresentou diminui¢ao da
viabilidade celular para 6,86 + 0,84%.

O efeito demostrado pelo sistema contendo ativo de sobrepor-se a relativa
toxicidade apresentada pelos componentes da formulagcdo, também pode ser notado com o
aumento do tempo de incuba¢do da NCCb em macréfagos. Houve redugdo significativa na
viabilidade celular apenas nas menores concentracdes (10 e 25 pg/ml), com redu¢do méxima
de 68,36 + 4,64 % (Figura 23B). A NCBb apresentou reducdo da viabilidade celular para
66,89 £ 3,31%.

Em estudo anterior realizado em nosso laboratério, foi avaliada a citotoxicidade
de nanocapsulas de Cinamato de Metila através do teste do MTT em queratindcitos humanos.
Nesta formulacdo de nanocdpsulas, utilizando o mesmo polimero, 6leo e tensoativo em
proporg¢des diferentes, também foi observada uma reversao da toxicidade dos componentes do

nanosistema pela presenca do ativo (SILVEIRA, 2015).
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Figura 23 - Avaliacdo da citotoxicidade de NCCb em macréfagos J774 incubados por
24h (A) e 48h (B) através do teste do MTT.
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Macréfagos 1774 (1 x 10° células/pogo — incubados por 24h e 48h) na presenca de NCCb (10
- 100 pg/ml) para avaliar a viabilidade celular através do teste do MTT. Grupo nao tratado:
RPMI; Controle da NCCb: NCBb — equivalente a dilui¢cdo de 100 ug/ml de NCCb; Padrao
citotoxico: Triton x-100 0,05% ou DMSO 10%. Anélises realizadas em triplicata. Os
resultados sdo expressos como média + E.P.M. Significancia estatistica vs RPMI (*p <
0,001). E.P.M. = erro padrao da média.

Dalcin e coloboradores (2019) realizaram um estudo onde avaliaram a influéncia
da nanoencapsulacdo da dihidrromicetina flavondéide (DMY) na reducdo citotoxicidade
induzidas por nanocdpsulas catidnicas produzidas com Eudragit RS100. O ensaio de
citotoxicidade em células mononucleares de sangue periférico demonstrou que nem o ativo
livre e nem o encapsulado foram citotoxicos, enquanto a suspensdo de nanocdpsulas mostrou
diminuicdo significativa da viabilidade celular quando avaliada na auséncia do farmaco. Os
autores atribuiram essa protecdo ao potencial antioxidante da DMY. Sendo as cumarinas e
seus derivados amplamente relacionados na literatura ao efeito antioxidande (BUBOLS et al.,
2013; BASILE er al., 2009; PAYA et al., 1994; PAYA et al., 1992), essa parece ser uma
explicacdo possivel pelo efeito demonstrado por NCC de sobrepor-se a relativa toxicidade
apresentada pelos componentes da formulag@o.

A partir dos resultados de citotoxicidade das duas formulagdes estudadas até o
momento (CLN 10% 5C e NCCb), decidimos continuar o estudo com a formulacdo de
nanocépsulas poliméricas, avaliando sua estabilidade e respeitando as concentragcdes que nao
apresentaram alteragdes no metabolismo celular (50 e 100 pg/ml) na determinagdo da

atividade leishmanicida in vitro.
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6.6. Estabilidade de NCCb

A estabilidade de nanosistemas tem-se apresentado como desafio no
desenvolvimento dessas formulacdes. Em funcdo de sua natureza coloidal e da complexidade
dos constituintes que compdem as nanocapsulas, os estudos de estabilidade sdo essenciais e
tém sido investigados com base em alguns parametros como a distribui¢do do tamanho das
particulas, determinacdo do potencial zeta, determinacdo do pH e determinacdo da
concentracdo do farmaco em funcdo do tempo de armazenamento (LEGRAND et al., 1999;
SCHAFFAZICK et al., 2003). A estabilidade dos carreadores poliméricos coloidais depende
da temperatura, pH do meio e da exata composi¢do da formulacdo, além de sofrer influéncia
de outros fatores como a adsor¢do de moléculas ativas a superficie das nanoparticulas e a
presenca de tensoativos adsorvidos. Consequentemente, para cada formulacdo especifica, um
estudo de estabilidade correspondente deve ser realizado para garantir a qualidade do produto
(ABDELWAHED et al., 2006b, SCHAFFAZICK et al., 2003). Diante do exposto, foi
avaliada a estabilidade de NCCb até nove meses apds sua preparagdo, caracterizando os
seguintes parametros: AM, D, IPD, PZ, TA e EE.

Nas andlises realizadas, apds um e nove meses, a preparacdo mostrou aspecto
macroscopico homogéneo e leitoso com reflexo azulado e ndo apresentou alteracdes
macroscopicas tais como cremagem, sedimentacdo ou floculacdo, fendmenos esses que sdao
indicativos de instabilidade (SCHAFFAZICK et al., 2003).

A anélise do tamanho de nanossistemas tem sido extensivamente empregada para
monitorar se existe na formulagdo tendéncia a agregacdo ou sedimentacdo das particulas
dispersas em funcdo do tempo, visualizada através da observacdo do aumento do D
(MULLER-GOYMANN, 2004). Na presente pesquisa, a andlise do tamanho em funcéo do
tempo de preparacdo da NCCb e NCBb apresentaram valores com baixa variacdo durante o
estudo, estando na faixa de 204,1 + 1,12 a 219,3 + 1,12 nm (Tabela 17). As curvas de
distribuicdo de particulas permaneceram com caracteristica unimodal e simétrica mesmo apds

9 meses (Figuras 24 e 25), indicando que a suspensdao manteve-se estavel durante o estudo.
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Tabela 17 — Estudo de estabilidade da NCCb: caracterizacdo quanto ao didmetro, indice
de polidispersao, potencial zeta, teor de ativo e eficiéncia de encapsalacao.

Formulacao Meés D (nm) IPD PZ (mV) TA (%) EE (%)

+= DPR + DPR + DPR += DPR + DPR

0 210,0+024 0,13+£7,27 759+0,73 102,5+8,86 58,01+0,2
1 2095+199 0,12+15,775 76,5+8,46 93,10+1,85 54,80+4,6

NCCb
9 2144+£358 0,13+6,86 69,3+522 90,53+2,04 54,15+43
0 204,1+1,12 0,17+247 735+02 - -
NCBb 1 217,7+1,12 0,13+12,11 79,0+0,1 - -

9 2193+1,12 0,13+8,00 73,6+2,1 - -

NCBb: nanocépsulas branca e com os excipientes na mesma propor¢ao de NCCb. NCCb =
Nanocépsulas de cumarina com incremento de 10% de 6leo. Anélises realizadas em triplicata.
Os resultados estdo expressos como Média + DPR. DPR = desvio padrdo relativo. D =
diametro. IPD = indice de polidispersdo, PZ = potencial zeta. TA = teor de ativo. EE =
eficiéncia de encapsulacao.

Figura 24 - Grafico de distribuicio de tamanho de particula (diAmetro nm) por
intensidade referente a NCBb apé6s 9 meses de preparacao.
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Grifico referente a andlise em triplicata de NCBb gerado pelo equipamento Zetasizer Nano
ZS. NCBb: nanocépsulas branca e com os excipientes na mesma propor¢cao de NCCb. NCCb
= Nanocdpsulas de cumarina com incremento de 10% de 6leo.
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Figura 25 — Grafico de distribuicado de tamanho de particula (didmetro nm) por
intensidade referente a NCCb apds 9 meses de preparacao.

Distribuicdo de tamanho por intensidade

.
=]
S, A
1] S SR LR R R - S - I
E ]
o L VA AR, S R
i

.5 ,,,,,,
g
'E' 0 i ; - 1 i
=i 1 10 100 1000 10000

Tamanho (nm)

Grifico referente a andlise em triplicata de trés formulacdes de NCCb gerado pelo
equipamento Zetasizer Nano ZS. NCC = Nanocdpsulas de cumarina.

E importante avaliar a distribui¢io do tamamho das particulas em fungdo do
tempo pois, assim como no D, o aumento do IPD pode indicar uma tendéncia a agregacdo e
sedimentacdo (SCHAFFAZICK et al., 2003). Neste estudo, o IPD apresentou valor mdximo
de 0,13 e 0,17 para NCCb e NCBDb, respectivamente, indicando que o diametro das particulas
se manteve em estreita faixa (ALVES et al., 2007).

Alteragdes no Potencial Zeta sdo atribuidas a mudangas na interface com o meio
dispersante, o que o torna um parametro importante para a avaliacdo da estabilidade. A
variacdo dessa caracteristica em relagdo ao tempo de armazenamento pode ser consequéncia
da adsor¢do de estruturas iOnicas da suspensdo ou, da dissociacdo de grupamentos do
polimero (MAGENHEIM e BENITA, 1991) e por isso os seus valores foram acompanhados.
As andlises de potencial zeta da NCCb mostraram que até o 30° dia ndo houve diferenca
significativa dos valores. Mesmo apds nove meses que a formulagdo foi produzida, o
potencial zeta reduziu apenas 8,7 %, chegando a 69,3 + 5,22 mV.

O nanoencapsulamento da CM foi proposto como alternativa para viabilizar o
desenvolvimento de uma formula¢do farmacéutica devido a sua baixa solubilidade em 4gua.
As andlises mostraram que NCCb apresentou redu¢cdo maxima de 10 % no TA, com valores
de 93,10 e 90,53 % apds o 1° e 9° més de estudo, respectivamente. J4 a EE reduziu em torno

de 5 % no primeiro més, permanecendo estavel pelos préximos 8 meses.
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6.7. Avaliacao da atividade leishmanicida in vitro de NCCb

Para avaliar se NCCb era capaz de induzir uma diminui¢do da infec¢do dos
macrofagos in vitro, macréfagos J774 foram infectados com promastigotas de L. braziliensis e
tratados com NCCb (50 e 100 pg / ml), NCBb e Glucantime (GLU — 4 mg / ml) por até 48h.
Dentro dos macréfagos os parasitos evoluem para a forma amastigota, que € o estigio de vida
do parasito responsdvel pelas diferentes manifestagdes clinicas no homem, tornando esse
modelo preferivel para relatar a atividade leishmanicida in vitro em relagdo a modelos que
usam as formas promastigostas (CARVALHO et al., 2017).

A observacdo das laminas obtidas mostrou que, apds 24 h, o tratamento com
NCCb nas duas concentracdes utilizadas resultou em uma reducdo estatisticamente
significante da carga parasitaria que variou entre 31,1 e 60 %, quando comparado com o
controle nao tratado - M® (100%) (Figura 26A). No segundo tempo avaliado (48 h), os
resultados mostraram que NCCb manteve a redu¢do no nimero de parasitas intracelulares (5,4
% - 50 pg / ml) e (34,5 % - 100 pg / ml), mostrando-se mais uma vez estatisticamente
diferente do controle - M® (100%) (Figura 26B). O tratamento com GLU apresentou redu¢do
na carga parasitaria de 42,2 e 15,7 % apds incubagdo por 24 e 48 h, respectivamente (Figura
26). Nos dois tempos avaliados NCCb (50 pg / ml) provocou diminui¢do maior no nimero de
parasitas intracelulares quando comparado ao GLU. Nas fotomicrografias das laminas é
possivel observar a diferenca na quantidade de leishmanias entre o grupo nao tratado (Figura
27A) e ap6s tratamento por 48h com NCCb 50 pg/ml (Figura 27B).

A atividade leishmanicida do ativo livre foi avaliada em estudo anterior realizado
em nosso laboratério e foi observado que CM (50 pg/ml), ap6s 24h de incubacdo, reduziu de
maneira significante em 49 + 2,5% a carga parasitaria de L. braziliensis de macr6fagos RAW
267.4, enquanto que na concentracdo de 100 pg /ml ndo houve diferenca significativa do
grupo ndo tratado. Apds 48h do tratamento com CM, houve reducgdo significativa da carga
parasitdria nas concentragdes de 50 pg/ml (23,75% + 1,73%) e 100 pg/ml (31,03% + 2,18%)
(dados ainda nao publicados).

Assim, ao comparar os resultados obtidos entre os dois estudos realizados, é
possivel observar que a CM encapsulada (50 pg / ml) teve sua capacidade de reduzir a
infec¢do dos macréfagos melhorada, apresentando atividade cerca de 18 % maior em relac@o
a CM livre. Resultado semelhante foi encontrado na inibicdo do crescimento de amastigotas

de Leishmania donovani em macréfagos por doxorrubicina. No farmaco encapsulado com



81

sulfato de protamina e Alginato de sédio a IC50 (0,36 mg/ml) foi 1,9 vezes menor do que o

farmaco livre (0,69 mg / ml) (KANSAL et al., 2013).

Figura 26 - Carga parasitaria em macroéfagos J774 infectados com Leishmania
braziliensis e tratados com NCCb por 24h (A) e 48h (B).
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Macréfagos J774 foram incubados com NCCb (50 e 100 pg/ml ) por 24 e 48 horas e
avaliada a carga parasitdria. Controle: Macréfagos infectados e nao tratados (M®); Controle
Positivo: Glucantime (GLU — 4 mg/ml). Anélises realizadas em triplicata. Os resultados foram
expressos como média + E.P.M. Significancia estatistica vs M® (¥*p < 0,05 ,***p < 0,001).
E.P.M. = erro padrdao da média.

Figura 27 - Fotomicrografia de macréfagos J774 infectados com Leishmania braziliensis
e tratados com NCCb (48h).
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Microscopia Optica - ampliacdo de 100x. A- Macréfagos (M®) + L. braziliensis (Lb) sem
tratamento; B - M® + L. braziliensis + NCCb 50 pg/mL.

6.8. Avaliacao da toxicidade aguda de NCCb em camundongos swiss
A utilizacdo de nanocdpsulas apresenta diversas vantagens ja discutidas

anteriormente nesse estudo, como o transporte de farmacos insoliveis em dgua, protecao do
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ativo da degradagdo in vivo e controle na liberacdo de farmacos (ABDELWAHED et al.,
2006b). No entanto, as nanocdpsulas também apresentam desvantagens, dentre elas o fato de
serem derivadas de solventes organicos, 0os quais sa0 necessarios na sua preparagdo, € ainda a
possivel toxicidade do polimero utilizado como invélucro do farmaco (JAGER et al., 2007,
ABDELWAHED et al., 2006a; FESSI et al., 1989).

Mesmo com a total eliminagdo do solvente organico e utilizacdo de polimeros
biodegraddveis, estudos toxicoldgicos de nanocdpsulas sdo fundamentais para uso seguro na
saide humana visto que, o fato de ser biodegraddvel nao significa que imediatamente apds a
degradacdo o polimero ird afastar-se do seu local de acdo e ser removido do organismo
(WOODRUFF e HUTMACHER, 2010). Além disso, sabe-se que alterando o tamanho das
particulas, alteram-se as propriedades fisico-quimicas e sua interacdo com o organismo,
fazendo-se necessdrio estudo toxicolégico para cada nova formulacdo desenvolvida
(YILDIRIMER et al., 2011).

Os ensaios de toxicidade aguda avaliam os efeitos adversos em um curto periodo
de tempo, com administracio da droga em dose unica ou fracionada em um periodo ndo
superior a 24 horas e observacao clinica de sinais / sintomas durante 14 dias. Sao ensaios que
tem potencial de oferecer dados como mortalidade, sinais clinicos, alteracdes de pesos
corporais, identificacdo de Orgdos-alvo e consideracdes farmacocinéticas preliminares
(SILVEIRA et al., 2019a). Nesse estudo, a toxicidade aguda de NCCb (10, 20 e 40 mg/kg,
v.0. em camundongos fé€meas) foi avaliada com observacdo de sinais clinicos, incluindo
acompanhamento de peso corpoéreo e possivel mortalidade, além de exames hematolégicos e
bioquimicos antes do tratamento e apds o periodo de observacgao.

A maior dose escolhida para realiza¢do do ensaio é a quantidade méaxima possivel
de farmaco veiculado na formulagdo desenvolvida (NCC) respeitando o volume maximo a ser
administrado em cada animal, e estd abaixo do maximo estabelecido segundo a OECD 425
(2000 mg/kg/dia). A menor dose escolhida foi com base na literatura, em que a CM apresenta
atividades farmacoldgicas, como anti-inflamatéria (LUCHINI er al., 2008) e anti-
edemadogénico (MARINHO et al., 2003), e nesta dose foi avaliada a atividade leishmanicida.

Durante os 14 dias de estudo ndo foram observados a ocorréncia de reducdo da
motilidade, reducdo da frequéncia respiratoria, sedacdo, catatonia, ptose palpebal, reducdo da
resposta ao tato, diarreia, contorcdo, agressividade, grunhidos, erecdo cauda, convulsdo ou
qualquer outro sinal que indicasse toxicidade nos grupos de animais que receberam a

formulacdo de NCCb, NCBbD ou o controle (Salina).
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A evolucdo do peso corpéreo de animais é um indicador sensivel, embora nao
especifico, usado com frequéncia em testes de toxicidade (BEZERRA, 2015). Na Figura 28 é
possivel observar que ndo houve perda ou ganho significativos nos camundongos tratados de
forma aguda com NCBb e NCCb em relacdo o controle, na primeira ou na segunda semana
apos o tratamento. Também nao houve morte de nenhum animal nas doses testadas, o que nos

leva a estimar que a DL50 da NCCb seja superior a 40 mg/kg, por via oral, em camundongos.

Figura 28 - Evolucao do peso corporal de camundongos submetidos a avaliacao da
toxicidade aguda da NCCb.
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Os animais foram pesados semanalmente. n = 6/grupo. Os resultados sdo expressos como
média + E.P.M. do peso em gramas apds 14 dias de observacdo. Nao houve diferenca
significativa entre os grupos/tempo de tratamento (p < 0.05, ANOVA, teste de Tukey). E.P.M.
= erro padrao da média.

Diante da auséncia de sinais clinicos que indicasse toxicidade da NCCb, os
estudos prosseguiram com a avaliagdo de seus efeitos sobre os parametros bioquimicos e
hematolégicos dos animais. A literatura (RESTELL et al., 2014) mostra que esses parametros
em camundongos ou ratos sdo influenciados por vérios fatores, incluindo o local de coleta de
amostras, idade, género, condi¢des ambientais e estresse. Assim a presenca de um grupo nao
tratado e a determinagdo dos parametros antes do tratamento com a droga teste sdo controles
imprescindiveis para realizacdo do ensaio.

A administra¢do oral de NCCb até a dose de 40 mg/ kg ndo provocou alteracdes
bioquimicas significativas nos parametro investigados (glicose, colesterol, triglicerideos,
uréia, ALT, AST) mensurados antes e apds o tratamento dos animais (Tabela 18). Estudos

demonstram que a principal via metabdlica da CM em roedores € a 3,4-epoxidagdo, gerando o
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metabolito instavel 3,4-epoxido que é convertido a o-HPA, o que pode resultar em hepato e
nefrotoxicidade (LAKE, 1999). Contudo, no presente estudo os marcadores usados para
estudar a funcdo hepdtica, renal e metabdlica nao demonstraram diferenca estastistica entre o
grupo tratado com a NCCb e o grupo controle ou entre as coletas em tempos diferentes do
mesmo grupo.

Em humanos, a CM € rapidamente convertida ao metabdlito nio toxico 7-
hidroxicumarina e a condi¢do imunoldgica do paciente interfere em maior propor¢ao do que a
quantidade de droga administrada (COX et al.,1989). Ao contrdrio do que ocorre com ratos e
camundongos, onde altas doses de cumarina podem produzir toxicidade e carcinogenicidade,
ha pouca evidéncia de toxicidade induzida pela CM em seres humanos, quando sdo
administradas doses de até 114 mg / kg / dia (LAKE et al., 1999).

Ademais, a composicdo do nanosistema (Eudragit RS100 - 10 mg/ml, Miglyol
812-19,2 mg/ml e Tween 80 - 45 mg/ml) parece também ndo interferir nos parametros
bioquimicos do sangue dos animais nas condicdes investigadas. Um estudo de toxicidade
aguda com nanosistema contendo Silimarina, um fitoterdpico com efeitos antioxicidante e
antinflamatorio, encapsulada com uma combinacdo dos polimeros Eudragit RS100 e LS100
(50 mg/kg de polimeros na propor¢cao 1:1 por 6 dias) ndo revelou nenhuma alteracdo nos
niveis de ALT, AST, ALP, creatinina e ureia sérica ou qualquer outro efeito téxico evidente,
como perda de peso, das nanoparticulas carregadas ou ndo com o farmaco em ratos (EL-
NAHAS et al., 2017) . Esses dados corroboram os resultados obtidos no presente estudo, onde
foi empregado o Eudragit RS100 para producdo das NCCb e uma dose de até 400 mg/kg de
polimero ndo apresentou toxicidade.

Em relacdo aos parametros hematolégicos, também nao foram observadas
alteracOes significativas na segunda coleta em relagdo a primeira coleta de sangue, com
excecdo dos niveis de plaquetas. Nos grupos tratados com NCCb 10, 20 e 40 mg/kg houve
decréscimo na ordem de 5, 24 e 27 %, respectivamente. O grupo controle /nao tratado (salina)
também apresentou diminui¢do nos niveis de plaquetas (da ordem de 15 %), sugerindo uma
limitagdo do préprio ensaio, enquanto a formulagdo desenvolvida parece neutralizar esse
efeito, visto que nao foi observado no grupo NCBb (Tabela 19).

Tratando-se de ensaios de toxicidade aguda, a maioria das pesquisas (SILVEIRA
et al., 2019a; SALDANHA et al., 2018; EL-NAHAS et al., 2017) comparam grupos de
animais tratados com um controle ndo tratado, realizando apenas uma coleta de sangue no fim

do estudo. A comparagdo entre os resultados dos marcadores obtidos antes e depois do
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tratamento trds vantagens como a observagao do efeito do préprio ensaio e permitir que cada
grupo tratado seja seu proprio controle.

A reducdo nos niveis de plaquetas provocada por NCCb (20 e 40 mg/kg) mais
acentuada é um resultado importante pois essas células ajudam a manter a hemostasia
primadria e o fluxo sanguineo dentro do vaso (HOLINSTAT, 2017). Assim, estudos adicionais
sobre os parametros da coagulacdo (como tempo de sangramento, tempo de coagulacdo,
tempo de ativagcdo da protrombina e tempo de ativacao parcial da tromboplastina) para avaliar

o impacto desse efeito € necessario.

Tabela 18 - NCCb sobre parametros bioquimicos do sangue de camundongos na
toxicidade aguda.

Parametros Tempo  Salina NCBb  NCCb10 NCCb20 NCCb 40
(dias) mg/kg mg/kg mg/kg
Glicose 0 24934 30824  348+9  354+34  363£53
(mg/dl) 14 236435 292424  362+22 336434 34415
Colesterol 0 50 +20 47 £7 46 £ 11 70 + 45 46 £ 11
(mg/dl) 14 48 +21 46 + 8 45+ 13 68 + 43 45+ 11
Trigli 0 202+£25 17018  206+£32  149+20 203 £63
(mg/dI) 14 184£25 192427  247+37  134£20  186+62
Uréia 0 50 + 32 55+ 43 53+17 44 +9 42+12
(mg/dl) 14 52 +31 58 + 44 58412 39 +41 49 + 31
ALT(UL) 0 10 £ 59 22 + 45 30 +29 22 +36 17 + 26
14 14 +17 25 +42 32422 20 + 34 18 +27
AST(UL) 0 28 +17 29 +21 34 +23 26 +8 28 £23
14 30 + 20 30 + 20 35 +23 25+ 11 30 + 23

Valores expressos como média £ DPR. n = 6/grupo. Nao houve diferenca significativa entre
os grupos/tempo de coleta (p < 0,05, ANOVA, teste de Tukey). DPR = desvio padréo relativo.
ALT = alanina aminotransferase. AST = aspartato aminotransferase. Trigli = Triglicerideos.
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Tabela 19 - NCCb sobre parametros hematologicos do sangue de camundongos na
toxicidade aguda.

Parimetros Tempo  Salina NCBb  NCCb10 NCCb20 NCCb 40
(dias) mg/kg mg/kg mg/kg

HEM 0 88+55 86+26 84%1,7 89+52  85+38
10%mm®) 14  86+56 86£15 86+37 79+87  82+49
HGB 0  142+75 142450 141+24 14963 14279
(g/dl) 14 133+£81 144+32 14430 132£53 14,145,
HCT 0  462+68 47,1449 444+19 48763 46,197
(%) 14 438491 467+15 479+33 408+63 472+46
VCM 0  52.8+4,1 546+29 527+12 54942 54,1+64
(f1) 14 561449 542+22 556+27 540+42 57,7433
HCM 0  163+47 165+44 167+22 16823 166+42
(pg) 14 170£33 167+29 16826 174+29 17,3£29
CHCM 0  308+26 30238 31,7+22 306+24 30,8+35
(g/dl) 14 303+25 308+25 302+1,6 322+1,6 299+28
LEU 0 55392 39+197 64+31,9 47+253 48+26,1
10%mm®) 14  5,1+61,7 56+386 42+445 55+243  5,1+269
NEU 0 47446 6661  35+32  60£55 1,7+06
(%) 14 86+39 104+47 5827 144£26 56+36
LIN 0  946+50 93,0+66 960%35 937£59 97,9+0,7
(%) 14 90,7+45 893+53 937+3,1 852+3,1 940£38
MON 0 03402 01+00 020,01 02+0,1 020,
(%) 14  05+07 02+01 030, 02+02  0,1+00
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Parimetros Tempo  Salina NCBb NCChb10 NCCb20 NCCb 40
(dias) mg/kg mg/kg mg/kg
EOS 0 0,4 +04 0,2+0,1 0,2+0,1 0,1 0,1 0,1+0,1
(%) 14 0,1 0,0 0,1 0,0 02+0.2 0,1 0,0 0,1+0,0
BAS 0 0,1 0,0 0,1 +0,0 0,1 0,0 0,1 +0,0 0,1 0,0
(%) 14 0,1 0,0 0,1 0,0 0,1+0,0 0,1 0,0 02+03
PLT 0 107,6 £89 994+179 968+86 101,1+89 939+11,7
(10%/mm?®) 14  912+150 97,0+89 91,8+162 766+50 703+139
a ab a,b,c ab,c,d

Valores expressos como média = DPR. n = 6/grupo. * p < 0,05 tempo 0 vs tempo 14; ° p <
0,05 NCBb tempo 14; © p < 0,05 NCCb 10 mg/kg tempo 14, ¢ p < 0,05 NCCb 20 mg/kg
tempo 14 (ANOVA, teste de Tukey). DPR = desvio padrao relativo. HEM = hemdcias. HGB
= hemoglobina. HCT = hematocrito. VCM = volume corpuscular médio. HCM =
hemoglobina corpuscular média. CHCM = concentracdo da hemoglobina corpuscular média.
LEU = leucécitos. NEU = neutréfilos. LIN = linfécitos. MON = mondcitos. EOS =
eosinofilos. BAS = baséfilos. PLT = plaquetas.

6.9. Avaliacao da atividade leishmanicida in vivo de NCCb

Os ensaios in vitro sdo sistemas mais simples e mais facilmente controldveis, além
de serem mais rapidos (alguns sujeitos a automagdo) e econdmicos. No entanto, ndo sdo uma
representacdo completa da resposta de um animal vivo a um medicamento, e, portanto, nao
permitem a extrapolacdo para uso em humanos. Por outro lado, os modelos em animal sdo
complexos, requererem maior espago fisico e maior demanda de pessoal, além de mais caros e
mais longos (COSTA, 2006). E possivel que por esses motivos, muitas pesquisas nio
avancem, como Visto numa revisdo sobre o efeito leishmanicida de plantas medicinais
brasileiras, com foco em espécies que contém cumarinas e 6leos essenciais, onde apenas 14 %
dos estudos realizaram testes in vivo (SILVEIRA et al., 2019b). Por outro lado, a ciéncia tem
se esforcado para reduzir o uso de animais em pesquisas biomédicas, mas existem poucos
modelos alternativos validados capazes de substituir completamente os ensaios em cobaias
animais para a obten¢do de resultados seguros (CERQUEIRA, 2008). Assim, estudos in vivo
sdo indispensaveis para identificar niveis seguros de eficdcia e toxicidade dos farmacos,
ajudando a garantir que um medicamento represente 0 menor risco possivel quando seja

administrado em humanos.
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Nesse estudo foram utilizados hamsters Mesocricetus auratus, uma espécie que €
suscetivel a infeccdo por L. braziliensis e reproduz o perfil de infec¢do em humanos, com
inchaco e ulceracdo progressivos no local da inoculacdo, seguidos pela disseminacdo dos
parasitas para o linfonodo drenante (COSTA et al.,2014). A avalia¢do da carga parasitaria no
linfonodo drenante, além da avaliacdo na lesdo, € importante pois mesmo em paciente curados
€ possivel encontrar parasitos nas cicatrizes ou linfonodos anos apds o sucesso do tratamento
(SCORZA et al., 2017).

A evolugdo do peso corpéreo dos animais foi avaliada, aferindo o peso antes e
ap6s 7 e 14 dias de tratamento. A Figura 29 mostra que nao houve perda ou ganho de peso
significativos nos hamsters tratados com NCCb (10 mg/kg/dia), salina e GLU. Esse resultado
€ semelhante ao obtido no estudo de toxicidade aguda realizado nesta pesquisa, onde ndo foi
observado variagdes no peso de camundongos Swiss tratados com 10, 20 ou 40 mg/kg/dia de

NCCb.

Figura 29 - Evolucio do peso corporal de hamster infectados com Leishmania
braziliensis e tratados com NCCb.
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Os animais foram pesados semanalmente. n = 4/grupo. Os resultados sdo expressos como
média £ E.P.M. do peso em gramas ap6s 14 dias de tratamento com NCCb (10 mg/kg/dia).
Nao houve diferenca significativa entre os grupos/tempo de tratamento (p < 0.05, ANOVA,
teste de Tukey). E.P.M. = erro padrao da média.

A cinética das lesGes foi avaliada através da medida das orelhas (infectada e ndo
infectada) a cada cinco dias apds a inoculacdo do parasita na derme da orelha direita. O

acompanhamento foi realizado até 35 dias apds a infec¢do, prazo que se encerrou o tratamento
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com NCCb. As medidas foram aumentando gradativamente e no vigésimo dia pds-infec¢ao,
com nddulos em tamanho médio de 1,50 + 0,046 mm, foram iniciados os tratamentos que
seguiram por 14 dias.

O grupo tratado com GLU (im) manteve regressdo ao longo do tratamento (14
dias), com tamanho médio das lesdes ao fim de 0,72 + 0,046 mm. Nesse periodo, o tratamento
com NCCb provocou uma regressdo menos acentuada da espessura das lesdes (1,43 + 0,125
mm), sem diferenca significante em relacdo ao inicio do tratamento, enquanto no grupo

controle (salina) a les@o progrediu para 1,66 mm (Figura 30 e 31).

Figura 30 - Evolucio da espessura da lesio em hamsters infectados com Leishmania
braziliensis e tratados com NCCb.
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A espessura das lesdes foi aferida a cada cinco dias apds inoculacdo na derme da orelha
direita com 10’ promastigota de L. braziliensis em hamster e o tratamento (linha vertical
pontilhada) com NCCb (10 mg/kg/dia), Glucantime (100 mg/kg/dia) ou salina foi realizado
por 14 dias. n = 4/grupo. Os resultados sdo expressos como média + E.P.M. da variacdo
espessura das lesdes em milimetros. E.P.M. = erro padrao da média.
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Figura 31 - Fotografias dos aspectos das lesoes durante o tratamento com NCCB na
infeccio por L. braziliensis.
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Avaliando a carga parasitdria nas lesdes das orelhas foi possivel observar que
houve redu¢do do nimero de parasitos nos grupos tratados com NCCb (1,3 x 10°+ 1,1 x 10°)
e GLU (1.0 x 10° + 0,01), diferente daquele tratado com salina (4,4 x 10° +2,5x 10° ) (Figura
32A). No linfonodo drenante da lesdo, NCCb reduziu o nimero de parasitos (1,8 x 10" + 1,6 x
10") a valores inferiores ao gurpo tratado com GLU (4,7 x 10" + 1,7 x 10", sendo

significativamente diferente do controle (2,4 x 10 + 2,1 x 10°) (Figura 32B).

Figura 32 - Carga parasitaria na lesao (A) e no linfonodo drenante da lesiao (B) em
hamster infectados com Leishmania braziliensis e tratados com NCCb.
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Numero de parasitas nas orelhas (A) e linfonodos de drenagem (B) de hamster inoculados na
derme da orelha direita com 10’ promastigota de L. braziliensis e divididos em 3 grupos: nio
tratado - salina; tratado com Glucantime; tratado com NCCb (10 mg/kg/dia). Grupos de
animais (n = 4/grupo) foram eutanasiados na segunda semana p0s tratamento. Os resultados
foram expressos como média + E.P.M. Significancia estatistica vs salina (*p < 0,05). E.P.M. =
erro padrao da média.



91

A atividade leishmanicida do ativo livre foi avaliada em hamsters Mesocricetus
auratus em estudo anterior realizado pelo nosso laboratério (dados ainda nio publicados)
seguindo o mesmo protocolo usado nesta pesquisa, onde ndo foi observado diferenca
significativa no nimero de parasitos encontrados nas lesdes das orelhas apds tratamento por
14 dias com a CM - 20 mg/kg/dia (9,4 x 10° £ 5 x 10°) em relacio ao grupo que recebeu
salina (4,4 x 10° + 2,5 x 10°). No linfonodo drenante da lesdo, o tratamento com CM foi
eficaz, reduzindo o nimero de parasitos para 1,3 x 10" +1,2x 10"

Ao comparar os resultados obtidos entre os dois estudos realizados, é possivel
observar que a CM encapsulada foi capaz de reduzir o nimero de parasitas nas lesdes das
orelhas, enquanto que a CM livre, com uma dose 2 vezes maior que NCC, ndo mostrou
atividade. No linfonodo drenante da lesdao, mesmo com metade da dose, NCCb mostrou
atividade semelhante a CM livre. Ainda, é importante ressaltar que o efeito leishmanicida
apresentado pela NCCb administrada de forma oral foi mais eficaz no linfonodo drenante da
lesdo que o GLU (antimdnio de meglumina - 27mg/kg/dia) administrado via intramuscular,
mesmo em dose menor (10 mg/kg/dia).

Esses resultados corroboram com estudo que mostrou a eficdcia oral melhorada da
quercetina (Qc, flavondide) quando encapsulada em nanocdpsulas de poli (e-caprolactona)
para tratamento da leishmaniose cutdnea em camundongos. A pesquisa mostrou que o
tratamento com Qc livre (16 mg /kg) reduziu os tamanhos das lesdes e a carga do parasita em
38 e 71%, respectivamente, e quando encapsulada (0,4 mg /kg) a reducdo foi de 64 e 91%,
respectivamente (SOUSA-BATISTA et al., 2017)

Ainda, uma chalcona (3-nitro-2-hidroxi-4,6-dimetoxicalcona) com atividade
leishmanicida reduziu a carga parasitaria em 86% apods trés semanas de aplicacdo topica em
camundongos infectados com Leishmania amazonenses, quando encapsulada em
nanocdpsulas de Poli-E-caprolactona, enquanto que livre foi ineficaz (ESCRIVANI et al.,
2019).

No entanto, a reducdo da carga parasitiria observada neste estudo ndo estd
associada com a discreta reducdo da espessura da lesdo, sendo possivel que ainda exista
inflamacdo da lesdo. Em pesquisa onde os eventos inflamatérios durante a infec¢do por
Leishmania braziliensis em camundongos foram investigados (TEIXEIRA et al., 2005),
lesdes grandes foram diretamente associadas com a reacao inflamatdria, mas ndo com a carga

parasitdria. No estudo, duas cepas diferentes de L. braziliensis induziram distintos ritmos de
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respostas inflamatdrias, diferindo no tamanho e persisténcia da lesdo, mesmo sem diferenca
significativa entre o nimero de parasitas 15 dias ap6s a infecc¢do.

Ademais, destaca-se a importancia do efeito leishmanicida administrado via oral
frente as limitacdes que a terapia atual apresenta. Em um estudo com Psoralidina, molécula
com atividade anticancer e insolivel em dgua, foi usado o polimero Eudragit S100 e quitosana
para encapsulamento em nanocdpsulas. Um ensaio lipolitico demonstrou que essas
nanocédpsulas nao foram degradadas pela lipase e, apds a administracio oral, sua
biodisponibilidade foi significativamente aumentada (339,02% em relacdo a suspensdo do
farmaco livre) devido a excelente adesdo intestinal e permeabilidade transepitelial (YIN et al.,
2016). Assim, os resultados obtidos com NCC mostraram-se promissores, justificando a

nanoencapsulacao da CM.
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CONCLUSAO

O método analitico desenvolvido (CLAE - DAD) para andlise da CM em NCC foi
validado, mostrando-se especifico, linear, preciso, exato e robusto em determinadas
cicunstancias.

Obteve-se um Carreador Lipidico Nanoestruturado contendo CM com
caracteristicas tecnoldgicas interessantes, mas a citotoxicidade das formulacdes (com e sem
ativo) equiparou-se ao padrao citotéxico (ensaio MTT em macréfagos J774) e inviabilizou os
ensaios in vitro para avaliacdo da atividade leishmanicida, fazendo com que o mesmo fosse
descontinuado no presente trabalho.

Este estudo demonstrou a viabilidade da obten¢do de nanocapsulas de Eudragit®
RS100 contendo o ativo CM pelo método de deposicao interfacial de polimero pré-formado.
A otimizacdo do nanosistema (NCC) permitiu o desenvolvimento de suspensdes coloidais
com tamanho de 210 nm, distribuicdo homogénea, baixa polidispersividade e melhor
percentual de encapsulamento, com boa estabilidade durante o periodo de estudo (nove
meses).

A NCC mostrou auséncia de citotoxicidade em macréfagos, enquanto a
administracdo aguda da mesma em camundongos ndo provocou alteracdes comportamentais
ou bioquimicas, mas causou reducdo no nimero de plaquetas a ser melhor investigado.

Em macréfagos infectados por L. braziliensis, NCC foi capaz de reduzir a carga
parasitdria e na avaliacdo farmacoldgica em hamster, as nanocdpsulas de CM mostraram
atividade leishmanicida, com reducdo da carga parasitiria nas orelhas e linfonodos dos
animais, ndo associada com a discreta reducdo da espessura da lesdo.

As informacdes geradas por este estudo em relagdo a nanocdpsulas contendo CM
mostram uma nanoformulac¢do farmacéutica promissora para o tratamento da leishmaniose e
incentivam estudos que investiguem como a nanoencapsulacio da CM pode agregar

vantagens no tratamento de outras doencas.
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