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RESUMO 
 

Apesar da descoberta da ação leishmanicida dos antimoniais pentavalentes ter 

sido o fato de maior impacto na epidemiologia da leishmaniose visceral (LV), seus 

efeitos tóxicos e o longo tempo de tratamento ainda limitam seu uso. Como droga 

de segunda escolha é utilizado o desoxicolato de anfotericina B, um antibiótico 

com alta atividade anti-Leishmania, sendo seu uso também restrito em virtude de 

sua alta toxicidade. Portanto, o grande desafio ao longo dos anos tem sido o 

desenvolvimento de novos medicamentos ou novas formulações de drogas já 

existentes, bem como a utilização de terapia combinada. Neste sentido, nos 

propusemos a avaliar o efeito da associação do antimoniato de meglumina e 

desoxicolato de anfotericina B (DAMB) e da atividade de uma nova formulação de 

anfotericina B (CAMB) na infecção experimental com L. (L.) chagasi. Os ensaios 

in vitro foram realizados utilizando macrófagos peritoneais murinos infectados 

com L. (L.) chagasi tratados com diferentes concentrações das drogas. A 

atividade das drogas foi determinada pela porcentagem de macrófagos infectados 

tratados em relação ao controle não tratado. Para avaliar o efeito da combinação 

foi utilizado o método da Razão Fixada Modificado e para classificar as interações 

foram utilizados como cuttoffs a média dos ΣFICs de 0,5 e 4. Os resultados 

demonstraram que a associação entre o antimoniato de meglumina e DAMB 

apresentou um efeito aditivo, com ΣFIC variando entre 0,65 e 1,02 para a CI50. Na 

análise in vitro da atividade de CAMB utilizamos como controle o DAMB e nossos 

resultados demonstraram uma atividade semelhante entre as duas drogas, com 

CI50 de 0,017 e 0,021 µg/mL para CAMB e DAMB respectivamente, no entanto 

apresentou uma menor citotoxicidade em relação a DAMB.  Nos experimentos de 

infecção in vivo a CAMB não apresentou atividade quando administrada por via 

oral utilizando as doses de 1 e 5 mg/kg/dia durante 15 dias; enquanto que DAMB 

administrado por via intraperitoneal mostrou-se altamente eficaz, sugerindo que o 

uso de doses mais elevadas e vias alternativas de administração da CAMB ainda 

devem ser avaliadas para confirmar esses achados. 

 



11 

 

ABSTRACT 
 
Despite the discovery of action antileishmanial of Pentavalent antimonials have 

been the fact that a greater impact on the epidemiology of visceral leishmaniasis, 

toxic effects and long-term treatment still limit their use. As the second drug of 

choice is the use of deoxycholate amphotericin B, an antibiotic with high anti-

Leishmania activity, and its use is also restricted because of its high toxicity.  The 

major challenge is the development of new drugs, or new formulations of standard 

drugs, and therapeutic regimens like drugs combinations. Thus, we evaluate the 

effect of association between meglumine antimoniate and anphotericin B 

desoxycholate and antileishmanial activity of a new formulation (CAMB) of 

amphotericin B in the experimental infection with Leishmania (Leishmania) 

chagasi. Peritoneal macrophages from mice infected with L. chagasi treated with 

different drugs. Drug activity was determined from the percentage of infected cells 

in drug-treated cultures in relation to nontreated cultures. In vitro drug interactions 

were assessed using a modified fixed-ratio method and to classify the interactions, 

means ΣFICs of 0.5 and 4 were used as cutoffs. The interaction of meglumine 

antimoniate and DAMB was additive with mean ∑FICs of 0,65 to 1.02  at the IC50 

level. To analysis in vitro activity of CAMB was used as control DAMB, and the 

results showed a similar activity between the two drugs, with IC50 of 0,017 and 

0,021µg/mL for CAMB and DAMB respectively, however showed a lower 

cytotoxicity compared to DAMB. However, in vivo infection mice, CAMB showed 

no efficacy when administered orally at doses of 1 and 5mg/kg/day for 15 

consecutive days, while DAMB injected intraperitoneally was highly effective, 

suggesting that the use of higher doses and alternative routes of administration of 

CAMB yet to be evaluated to confirm these findings. 

 

 

  

 

 

. 



12 

 

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS 
 
 
 
ADP Adenosina difosfato 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A leishmaniose visceral (LV) foi primeiramente descrita na Grécia em 1835, 

quando era então chamada “ponos” ou “hapoplinakon”. No entanto, foi na Índia, 

em 1869, que recebeu o nome “kala-jwar” ou kala-azar, que significa pele negra, 

em virtude do discreto aumento da pigmentação da pele ocorrido durante a 

doença (KEAN et al., 1978). No ano de 1900, William Leishman ao realizar uma 

autópsia num soldado que foi a óbito na Índia, identificou no baço, a presença de 

um protozoário. O mesmo protozoário foi encontrado por Charles Donovan no ano 

de 1903 em outro paciente. No mesmo ano, Bruce e colaboradores descreveram 

o protozoário com o nome de Piroplasma donovani que, mais tardiamente passou 

a ser chamado Leishmania donovani, em homenagem a Willian Leishman e 

Charles Donovan. Em 1904, Leonard Roger foi o primeiro a conseguir cultivar o 

parasito, que se apresentava sob a forma flagelada. Em 1907, Patton descreveu 

as formas amastigotas em monócitos e as formas promastigotas no intestino de 

insetos que picavam pacientes com Kala-azar as quais se apresentavam tal como 

as formas flageladas vista nas culturas de Roger (FAUST et al., 1974).  

A LV é uma doença sistêmica causada por protozoários pertencentes ao gênero 

Leishmania complexo donovani. O complexo donovani inclui quatro espécies de 

parasitos: Leishmania (Leishmania) donovani Laveran & Mesnil, 1903, Leishmania 

(L.) infantum, Nicole, 1908, Leishmania (L.) chagasi Cunha & Chagas, 1937, 

Leishmania (L.) archibaldi Castellani & Chalmers, 1919. A L. (L.) donovani é 

endêmica no subcontinente Indiano, China, Sudão, Etiópia e Quênia; a espécie L. 

(L.) infantum distribui-se da região Mediterrânea ao Irã, China, Sudão e Etiópia; a 

espécie L. (L.) archibaldi tem sido encontrada apenas no continente Africano: 

Sudão e Etiópia; já a L. (L.) chagasi é encontrada, exclusivamente, nas Américas 

Central e do Sul (KUHLS et al., 2007).  

A LV é endêmica em todos os continentes à exceção da Oceania, sendo 

responsável por aproximadamente meio milhão de casos novos e 59.000 óbitos a 
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cada ano (WHO, 2002). Estima-se que 350 milhões de pessoas estejam sob o 

risco de adquirir a infecção. A LV é autóctone em 65 países, nos quais a maioria 

dos casos (90%) ocorre em áreas rurais e áreas suburbanas de cinco países: 

Bangladesh, Índia, Nepal, Sudão e Brasil (SUNDAR, 2001a). 

Nas Américas, a LV humana ocorre desde o sul do México até o norte da 

Argentina, sendo que 90% dos casos registrados ocorrem no Brasil, onde está 

distribuída em 19 das 27 unidades federativas, atingindo 4 das 5 regiões 

brasileiras. Sua maior incidência encontra-se na região nordeste, na qual 

concentram-se 65% dos casos.  No Brasil registram-se, em média, cerca de 3.700 

casos de LV por ano e o coeficiente de incidência é de 2,0 casos / 100.000 

habitantes. A letalidade está em torno de 8%, o que corresponde a uma média de 

230 óbitos por ano (Secretaria de Vigilância em Saúde – Ministério da Saúde, 

Brasil, 2007). 

A infecção ocorre quando formas promastigotas infectantes são inoculadas no 

hospedeiro (homem ou cão) durante o repasto sanguíneo de fêmeas do inseto 

vetor. Neste momento, os parasitos são internalizados por células fagocitárias, 

predominantemente macrófagos. Nos macrófagos os parasitos perdem os 

flagelos, tornando-se arredondados ou ovóides e são então denominados 

amastigotas, formas que residem no interior dos fagolisossomos, onde 

sobrevivem e se multiplicam. Eventualmente, os macrófagos infectados se 

rompem e liberam as amastigotas, que são internalizadas por macrófagos 

vizinhos. Durante um novo repasto sanguíneo, o inseto vetor ingere macrófagos 

infectados com amastigotas de Leishmania, que são levadas ao intestino, onde se 

transformam em promastigotas e se multiplicam. Quando o inseto exerce novo 

hematofagismo, formas infectantes são inoculadas, reiniciando assim, o ciclo do 

hospedeiro vertebrado (Figura 1) (SACKS & KAMHAWI, 2001). 
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Figura 1 – Ciclo evolutivo das espécies de Leishmania causadoras de LV. Adaptado de: 

http://www.dpd.cdc.gov/dpdx/HTML/leishmaniasis.htm 

 

O homem, após adquirir a infecção, pode exibir a forma clínica assintomática ou a 

forma oligossintomática (BADARÓ et al., 1986a; GAMA et al., 2004) que podem 

evoluir para cura clínica espontaneamente ou para a forma clássica da doença. A 

maioria dos seres humanos desenvolve a forma clínica assintomática com 

evolução para cura espontânea (BADARÓ et al., 1986; EVANS et al., 1992; 

GAMA et al., 2004). Na forma clássica da doença, as principais manifestações 

clínicas são a hepatoesplenomegalia, linfadenomegalia (HO et al., 1982; EVANS 

et al., 1985; DE BEER et al., 1991), diarréia, epistaxis, icterícia, febre, 

pancitopenia, hipoalbuminemia e hiperglobulinemia, tosse seca, taquicardia e 

hipotensão arterial (PEARSON et al., 1999).  
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O controle da LV está diretamente associado à redução dos casos humanos e 

caninos, e consiste basicamente no tratamento de todos os casos humanos, na 

eliminação dos reservatórios domésticos, o que resulta na quebra do elo de 

transmissão da antropozoonose, no combate do vetor e numa rigorosa vigilância 

epidemiológica (MAGALHÃES et al.,1980). 

O tratamento quimioterápico em pacientes humanos propicia a cura clínica na 

maioria dos casos. Entretanto, por se tratar de uma doença fortemente atrelada à 

pobreza e que acomete principalmente os países subdesenvolvidos, a LV foi 

recentemente considerada a doença negligenciada de menor interesse ao longo 

das décadas quanto ao desenvolvimento de fármacos pela indústria farmacêutica, 

no que diz respeito à efetividade da cura, facilidade de tratamento e acesso à 

droga (YAMEY & TORRELE, 2002; MOREL, 2003).  

Após 90 anos do seu uso pela primeira vez no tratamento da LV (DI-CHRISTINA 

& CARONIA, 1915), os compostos antimoniais pentavalentes – Sb5+ ainda são as 

drogas de escolha para o tratamento da doença (HERWALDT, 1999; MURRAY et 

al., 2005). Duas formas de Sb5+ são utilizadas para o tratamento da LV: o 

estibogluconato de sódio (Pentostam®, GlaxoSmithKline) e o antimoniato de N-

metil glucamina (Glucantime®, Aventis Pharma).  

Apesar dos antimoniais consistirem na primeira linha de tratamento da LV desde a 

década de 40, pouco se sabe sobre o seu mecanismo de ação. A ação anti-

parasitária dessas drogas devem-se à influência na bioenergética do parasita, 

pela inibição da glicólise, da β-oxidação dos ácidos graxos do parasito e da 

fosforilação do ADP (BERMAN et al., 1985; BERMAN et al., 1987). Wyllie e 

colaboradores, em 2004, também demonstraram que os antimoniais podem 

promover o efluxo de tióis, glutationa e tripanotiona, com alteração no 

metabolismo de redução dos tióis, tornando o parasita mais sensível ao estresse 

oxidativo. 

A partir de 1915, com a disseminação do seu uso no tratamento da LV, as doses 

recomendadas dos antimoniais, vêm aumentando progressivamente. Isto se deve 
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à resistência ou a não resposta terapêutica vista com freqüência cada vez maior 

em países com Índia, Quênia e China (BRYCESON et al., 1985a). Os índices 

atuais de resistência primária ou não resposta terapêutica chegam a 65% em 

Bihar, na Índia (SUNDAR, 2001b). No Brasil, o fenômeno da não resposta 

terapêutica tem sido observado em menor escala (PASTORINO et al., 1988; 

BADARÓ et al., 1990) e ainda não existem estudos comprovando in vitro a 

resistência ou não resposta terapêutica observada algumas vezes in vivo 

(DIETZE et al., 1985). Entretanto, do ponto de vista prático, os relatos na literatura 

sobre o insucesso terapêutico da doença e a inexistência de estudos controla

 dos sobre a dimensão exata do problema acabaram por elevar as doses 

recomendadas no tratamento da LV, em todo o mundo. A Organização Mundial 

de Saúde – OMS (WHO, 1990), e o Ministério da Saúde do Brasil (BRASIL, 

1996), passaram a recomendar para o tratamento da doença a dose de 

20mg/Kg/dia de Sb5+, por via intramuscular ou intravenosa, num período de 20 a 

40 dias consecutivos.  

De todas as drogas utilizadas no tratamento das leishmanioses, os antimoniais 

pentavalentes, devido ao seu uso extensivo, são aquelas cujos efeitos colaterais 

são mais conhecidos. Seus principais paraefeitos estão relacionados à toxicidade 

cardíaca, hepática, pancreática e renal, além de sua toxicidade sobre o sistema 

músculo-esquelético (GASSER et al., 1994; SUNDAR et al., 1998c; THAKUR et 

al., 1998; RIJAL et al., 2003). A cardiotoxicidade traduz-se principalmente por 

distúrbios da repolarização ventricular, que incluem alterações da onda T e 

aumento do intervalo QTc. Estas alterações estão presentes em 10 a 50% dos 

casos e são dose e tempo dependentes (CHULAY et al., 1985; THAKUR, 1986; 

KRISHNAN et al., 1987; FRANKE et al., 1990; NAVIN et al., 1992).  

Os efeitos colaterais do aparelho gastrointestinal são os mais freqüentes e 

incluem náuseas, anorexia e dor abdominal (FRANKE et al., 1990; SALDANHA et 

al., 1999). A toxicidade hepática ocorre em percentuais de até 50% dos pacientes 

tratados, bem como a nefrotoxicidade, que ocorre em decorrência da eliminação 
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renal da droga. Vale ressaltar, ainda, que a toxicidade decorrente dos antimoniais 

pentavalentes, tem cingido seu uso nos casos de gravidez (CORREIA, 1996). 

Nos casos de indicação restrita, resistência ou falha terapêutica dos antimoniais 

pentavalentes, utiliza-se a anfotericina B (AMB) como droga de segunda escolha 

para o tratamento da LV. No Brasil, a dose da AMB recomendada pelo Ministério 

da Saúde para o tratamento da LV é de 1mg/kg/dia durante 14 dias.  

A anfotericina B é a mais potente das drogas anti-Leishmania disponíveis, com 

efeito demonstrado tanto in vitro (BERMAN & WYLER, 1980) quanto in vivo 

(PRATA, 1963; MISHRA et al., 1991, 1992, 1994; GIRI, 1993a, 1993b; THAKUR 

et al., 1993a, 1993b, 1993c, 1994a, 1994b; JHA, 1995; CARVALHO, 2000).  Em 

modelos animais (Hamsters), a anfotericina B foi 130 a 187 vezes mais potente 

que o Sb5+, quando os animais eram tratados precocemente e, 43 a 139 vezes 

mais ativa quando o tratamento era feito na fase tardia da infecção. Em macacos 

infectados experimentalmente a droga foi 138 vezes mais ativa que os compostos 

antimoniais (BERMAN et al., 1986). 

A anfotericina B pertence ao grupo dos antibióticos poliênicos macrolídeos 

produzida por diferentes espécies de Streptomyces. A molécula da anfotericina B 

contém uma rígida unidade heptâmera não-polar e uma região mais flexível de 

poliol que se funde ao anel de macrolactona. A presença desses grupos torna o 

antibiótico insolúvel em solução aquosa, e solúvel somente em metanol, 

dimetilsulfóxido (DMSO) e dimetilformamida (BOLARD, 1986). As preparações 

comerciais utilizam o desoxicolato de sódio como agente dispersante para a 

formação de uma suspensão coloidal de ação parenteral. 

A AMB liga-se à membrana plasmática da Leishmania formando poros aquosos, 

consistindo de oito moléculas de AMB ligadas hidrofobicamente aos esteróis 

presentes na membrana do patógeno (ergosterol). A formação desses poros 

hidrofílicos permite uma alteração na permeabilidade da membrana, promovendo 

a perda de metabólitos essenciais e lise celular (KOTLER-BRAJTBURG, 1979).          

É interessante ressaltar, que a AMB liga-se mais avidamente ao ergosterol 
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presente na membrana da Leishmania, que ao colesterol presente na membrana 

eucariótica, o que contribui para a seletividade da droga à célula do parasito 

(GRUDA et al., 1980; VERTUT-CROQUIN et al., 1983). 

 Os principais efeitos colaterais descritos com o uso da anfotericina B são bem 

conhecidos e incluem: febre, calafrio, cefaléia, astenia, dores musculares e 

articulares, vômitos e hipotensão. Estes paraefeitos são geralmente observados 

durante a infusão da droga (GIGLIOTTI et al., 1987; CHIA & POLLACK, 1989). 

Devido à toxicidade às células do endotélio vascular, a flebite também é um efeito 

colateral comum (GALLIS et al., 1990). A anemia pode chegar a 75% dos 

pacientes tratados com AMB, em virtude do dano direto sobre as hemácias. A 

nefrotoxicidade é resultante da ação direta da AMB sobre os túbulos renais, assim 

como a indução de uma vasoconstricção renal, o que resulta na diminuição do 

fluxo sanguíneo renal e da taxa de filtração glomerular (BALEY et al., 1990). 

Também foi observado que grande parte da nefrotoxicidade é decorrente do 

veículo utilizado como dispersante, o desoxicolato de sódio (ZAGER et al., 1992). 

Hipocalcemia, hipomagnesemia, neurotoxicidade, acidose tubular renal e 

cardiotoxicidade também podem ocorrer (McCURDY et al., 1968; BURGESS & 

BIRCHALL, 1972; HOEPRICH, 1992; THAKUR, 1993b). Parada cardíaca já foi 

descrita em casos de infusão rápida da droga (DRUTZ, 1992; THAKUR, 1995a). A 

infusão rápida de anfotericina B em pacientes com a função renal comprometida 

pode levar a hipercalemia e fibrilação ventricular (CRAVEN & GREMILLION, 

1985).  

O grande desafio ao longo dos anos ainda tem sido o desenvolvimento de drogas 

mais eficazes, menos tóxicas, com uma terapia de curta duração e baixo custo. 

Muitas tentativas já foram feitas, algumas com pouco ou nenhum êxito. Talvez 

uma das mais promissoras venha ser a terapia combinada que desde a década 

de 80 vem sendo investigada. 

A associação de drogas no tratamento da LV tem como objetivo aumentar a 

eficácia, diminuir ou prevenir o surgimento de resistência, ou ainda reduzir o 

tempo de tratamento. A primeira tentativa ocorreu no inicio da década de 80 com 
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a associação de alopurinol + estibogluconato de sódio. Estudos não 

randomizados foram realizados e os resultados foram controversos quanto à 

superioridade dessa associação em relação à monoterapia (CHUNGE et al., 

1985; DI-MARTINO et al., 1990; RAGUSA et al., 1993; SINGH et al., 1995). 

Sendo assim, o uso dessa combinação nunca chegou a ser implantada na prática. 

Posteriormente avaliou-se a associação da pentamidina + estibogluconato de 

sódio. Os estudos foram unânimes em mostrar que não havia uma interação 

positiva entre as drogas e concluíram que apesar da pentamidina ser efetiva no 

tratamento da LV, esquemas mais prolongados seriam necessários para prevenir 

recidivas, tornando sua toxicidade muito elevada (BRYCESON et al., 1985b). 

Mais tardiamente, um ensaio clínico randomizado e controlado realizado em 

pacientes que não haviam respondido ao tratamento com antimoniais mostrou 

que a associação alopurinol + pentamidina apresentava índices de cura 

superiores a monoterapia com pentamidina, sendo utilizado em dias alternados 

durante 30 dias (DAS et al., 2001). A associação aminosidina + estibogluconato 

de sódio também já foi testada (THAKUR & KUMAR, 1992; SEAMAN et al., 1993; 

THAKUR et al., 1995b) e mostrou-se mais eficaz que a aminosidina isoladamente 

em pacientes indianos com LV, apesar da ototoxicidade e nefrotoxicidade 

inerentes aos aminoglicosídeos.  

Devido provavelmente ao receio pela grande toxicidade, a combinação de 

antimoniato de meglumina e desoxicolato de anfotericina B até então nunca havia 

sido testada. Resultados recentes do nosso grupo demonstraram a eficácia dessa 

associação no tratamento de pacientes portadores de leishmaniose visceral, com 

redução do tempo de tratamento para 7 ou 10 dias (CARVALHO, 2005). Tal 

estudo pôde evidenciar que essa associação foi capaz de diminuir o tempo do 

tratamento sem, no entanto, perder a eficácia do mesmo, e dessa forma reduzir 

os índices de recidiva relacionados ao abandono do tratamento em virtude do 

longo período da terapia. Entretanto, não existem dados na literatura referentes à 

avaliação do efeito da associação do antimoniato de meglumina e desoxicolato de 

anfotericina B como suporte para esse achado clínico. Neste contexto, estudos 
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utilizando modelos experimentais ainda se fazem necessários para que se possa 

classificar a natureza da interação das drogas utilizadas nessa associação.   

Além da associação de drogas, vários estudos têm sido realizados no sentido de 

desenvolver e avaliar novas drogas ou novas formulações de drogas já existentes 

no tratamento das leishmanioses. Devido ao seu alto poder leishmanicida, a 

anfotericina B vem se tornando alvo de intensa pesquisa, a fim de atenuar 

principalmente seus efeitos nefrotóxicos, e aumentar o seu potencial terapêutico. 

Neste contexto, devido à necessidade de excluir o desoxicolato como agente 

dispersante, vesículas de fosfolipídeos conhecidas como lipossomas, têm sido 

utilizadas como um sistema de vetorização para a administração da AMB.  

Em 1965, Bangham e colaboradores observaram que pequenas vesículas, 

consistindo de uma bicamada lipídica, poderiam se formar quando fosfolipídeos 

fossem hidratados com a adição de água. Essas vesículas, posteriormente 

chamadas de lipossomas, foram classificadas de acordo com o número de 

bicamadas lipídicas e com o tamanho das vesículas. Dessa forma, os lipossomas 

poderiam se comportar como vesículas multilamelares (MLV), vesículas 

unilamelares pequenas (SUV) e vesículas unilamelares grandes (LUV).  

New e colaboradores, no ano de 1981, investigaram pela primeira vez o efeito da 

anfotericina B incorporada em lipossomas (anfotericina B lipossomal – L-AmB) 

utilizando um modelo experimental de infecção por Leishmania, no qual 

observaram uma menor toxicidade em relação a AMB e despertaram a 

possibilidade do tratamento com doses mais elevadas.  O mesmo foi observado, 

posteriormente, em modelos de histoplasmose (TAYLOR et al., 1982; GRAYBILL 

& BOCANERA, 1985), cryptococose (GRAYBILL et al., 1982) e candidíase 

(LOPEZ-BERESTEIN, et al., 1983; TREMBLAY et al., 1984). 

Drogas incorporadas a lipossomas mostraram-se também, distribuir-se 

principalmente em tecidos do sistema reticuloendotelial, incluindo fígado, baço e 

pulmões (ABRA & HUNT, 1981); além de participar de um mecanismo de 

transferência seletivo, capaz de transferir os lipossomas para alvos contendo 
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ergosterol nas membranas celulares do parasito ajudado pelo próprio parasito ou 

fosfolipases do hospedeiro (JULIANO et al., 1987).  

A partir da década de 90, formulações lipídicas na forma de complexo lipídico 

(Abelcet®, The Liposome Co., Princeton, NJ), dispersão coloidal (Amphotec®, 

Sequus Pharmaceuticlas, Menlo Park, CA) e lipossomas  (AmBisome (NeXstar 

Pharmaceuticals/Fujisawa, San Dimas, CA) ganharam o mercado após aprovação 

pelo FDA (U.S. Food and Drug Administration). 

Em geral, as preparações lipídicas disponíveis de AMB facilitaram o tratamento da 

LV em modelos animais e humanos, devido à diminuição extraordinária da 

toxicidade, principalmente em virtude da liberação do desoxicolato como agente 

dispersante, da facilitação da farmacocinética da droga e auxílio à resposta imune 

do hospedeiro (PETIT et al., 1999; FALK et al., 2004; EHRENFREUND-

KLEINMAN, et al., 2005). Entretanto, o uso dos compostos lipídicos de AMB ainda 

encontra-se limitado em função do alto custo (MURRAY, 2004) e da instabilidade 

da formulação. 

A OMS, frente à necessidade imperiosa de novos fármacos para o tratamento das 

doenças parasitárias, vem incentivando o estudo de compostos que possam abrir 

novas perspectivas para a pesquisa de medicamentos mais eficazes (WHO, 

1990). Sendo assim, o desenvolvimento de uma droga oral é de extrema 

importância pela possibilidade de diminuir o tempo de hospitalização, bem como a 

toxicidade decorrente da via de administração, o que permite maior aderência do 

paciente ao tratamento e conseqüentemente maior índice de cura.  

Neste contexto, a terapia oral utilizando a miltefosina (Zentaris, Alemanha) como 

droga anti-Leishmania foi iniciada com estudos do metabolismo de fosfolipídeos 

em promastigotas de L. (L.) donovani na década de 80 (HERMANN & GERCKEN, 

1982). Atualmente, a droga tem sido utilizada com sucesso para o tratamento da 

LV na Índia, com um índice de cura de 94%, incluindo os casos resistentes ao 

tratamento convencional com os antimoniais pentavalentes (SUNDAR, 2002). 

Entretanto, por se tratar de uma alcilfosfocolina originalmente desenvolvida como 
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droga anti-câncer, é um fármaco com alto potencial teratogênico, de custo 

elevado e que apresenta restrições para seu uso. (JHA et al., 1999; GUERIN et 

al., 2002, AGRAWAL et al., 2005). No ano de 2005, o nosso grupo iniciou pela 

primeira vez no Brasil, um ensaio clínico para avaliar a eficácia da miltefosina em 

pacientes portadores de LV. Diferente dos resultados encontrados nos ensaios 

clínicos desenvolvidos na Índia, cerca de 50% dos pacientes apresentou falha 

terapêutica levando à interrupção do estudo.  

Ainda no sentido de avaliar drogas com atividade anti-Leishmania com potencial 

oral de administração, nosso grupo iniciou uma colaboração com a BioDelivery 

Sciences International - USA, para estudar a atividade anti-L.(L.) chagasi de uma 

nova formulação lípida de anfotericina B encapsulada pelo sistema de 

cocleamento. A anfotericina B cocleada apresenta vantagens sobre as 

formulações lipídicas já existentes devido à estabilidade dos “cochleates” e sua 

resistência à degradação no trato gastrointestinal o que pode favorece sua 

administração por via oral.   

A tecnologia do cocleamento foi inicialmente descrita por Papahadjoupoulos, em 

1975, quando descobriu um intermediário na preparação de vesículas 

unilamelares, os “cochleates”.  “Cochleates” consistem em uma estrutura 

cristalina estável cátion-fosfolipídica (Ca++ e fosfatidilserina) em forma de uma 

bicamada em espiral com um espaço interno não aquoso e livre de oxigênio.  

Essa estrutura permite um aumento significativo na estabilidade dos seus 

constituintes, devido à diminuição das ações enzimáticas degradativas diretas, 

favorecendo a veiculação de moléculas anfipáticas, hidrofóbicas, carregadas 

positivamente e negativamente. Os “cochleates” têm sido utilizados como sistema 

de distribuição de proteínas, peptídeos, vacinas de DNA e em terapias gênicas 

(MANNINO & GOUD-FOGERITE, 1995; ZARIF & MANNINO, 2000). 

Recentemente, seu uso tem sido essencialmente empregado em sistemas de 

distribuição de drogas, tal qual a anfotericina B (ZARIF et al., 2000). Por se tratar 

de uma droga hidrofóbica, a anfotericina B encontra-se distribuída entre as 

bicamadas de fosfatidilserina contidas na estrutura dos “cochleates” (Figura 2). 
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Figura 2 – Estrutura do nanocochleate contendo a anfotericina B  
Fonte: www.biodeliverysciences.com (Acesso em 16 julho 2006). 

 

Estudos iniciais de biodistribuição da CAMB administrada por via intravenosa em 

modelos murinos demonstraram que a anfotericina B administrada através do 

sistema de cocleamento é órgão-específica (SEGARRA et al., 2002).  A 

distribuição das moléculas bioativas ocorre quando os “cochleates” contendo a 

droga se aproximam da célula fagocítica promovendo a reoganização da 

membrana plasmática. Isso ocorre em função da interação dos íons Ca++ contidos 

na membrana do “cochleates” com fosfolipídeos carregados negativamente 

encontrados na membrana plasmática da célula alvo (geralmente fosfatidilserina e 

fosfatidilglicerol), o que resulta na fusão da membrana externa do “cochleate” 

contendo a AMB com a membrana da célula. Essa fusão permite a liberação lenta 

de pequenas quantidades da droga no interior do citoplasma da célula alvo. Os 

“cochleates” contendo anfotericina B podem desligar-se da membrana plasmática 
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da célula fagocítica e reaproximar-se de outra célula ou da mesma, depositando 

novamente o seu conteúdo. Eventualmente, particularmente em células 

fagocíticas ativadas, pode ocorrer a endocitose do “cochleate” e a fusão com a 

vesícula endocítica (Figura 3). 

 

                 

Figura 3 – Mecanismos de fusão dos cochleates e distribuição da anfotericina B dentro das células 

alvo. 
Fonte: www.biodeliverysciences.com (Acesso em 16 julho 2006). 

 

A formulação cocleada da anfotericina B tem se mostrado eficaz no tratamento de 

infecção experimental com Candida albicans. Os dados mostraram que a CAMB 

administrada via oral na dose de 0,5 mg/Kg/dia promoveu 100% de sobrevivência 

dos animais e foi comparável ao efeito do desoxicolato de anfotericina B na dose 

de 2mg/Kg/dia administrada via intraperitoneal (SANTANGELO, 2000). 

Resultados preliminares da eficácia de CAMB em modelos murinos de 

Fase 1: Fusão Fase 2: Distribuição 
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aspergilose mostraram que a administração oral da droga resultou na 

sobrevivência de 70% dos animais e na redução no número de colônias nos 

pulmões, fígado e rins (DELMAS et al., 2002). Estes resultados demonstraram 

que a formulação coclelada da anfotericina B promove sua captação no trato 

gastrointestinal e sugere a via oral de administração como potencial para 

aplicação terapêutica. 

Portanto, com base nos estudos descritos acima que demonstraram que a 

associação de antimoniato de meglumina e anfotericina B administrada por um 

período de tempo inferior ao utilizado para as drogas isoladas foi eficaz no 

tratamento da LV e diante dos resultados que descreveram a eficácia terapêutica 

da anfotericina B cocleada no tratamento de infecção fúngica e seu potencial 

como uma droga de administração oral, nossa proposta foi avaliar o efeito da 

associação do antimoniato de meglumina e anfotericina B desoxicolato e a 

atividade da anfotericina B cocleada na infecção experimental com L. (L.) chagasi.  
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo Geral 

Avaliar o efeito da associação de antimoniato de meglumina e desoxicolato de 

anfotericina B e a atividade da anfotericina B cocleada na infecção experimental 

com L. (L.) chagasi. 

 

2.2 Objetivos Específicos 

- Padronizar os ensaios de infecção in vitro de macrófagos murinos com 

L. (L.) chagasi. 

- Avaliar o efeito in vitro da associação de antimoniato de meglumina e 

desoxicolato de anfotericina B em modelos de infecção de macrófagos 

murinos com L. (L.) chagasi. 

- Avaliar a atividade in vitro anti-Leishmania da anfotericina B cocleada 

em modelos de infecção de macrófagos murinos com L. (L.) chagasi. 

- Padronizar os ensaios de infecção in vivo de camundongos com L. (L.) 

chagasi. 

- Avaliar a atividade anti-Leishmania da anfotericina B cocleada em 

modelos de infecção de camundongos com L. (L.) chagasi. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 Obtenção e cultivo das formas promastigotas de L. (L.) chagasi 

Neste estudo foi utilizada uma cepa padrão da Organização Mundial de Saúde L. 

(L.) chagasi (MHOM/BR/74/PP75). As formas promastigotas inicialmente 

criopreservadas em nitrogênio líquido foram descongeladas, cultivadas em meio 

líquido Liver Infusion Tryptose – LIT (CAMARGO, 1964) até a fase logarítmica de 

crescimento. Camundongos fêmeas BALB/c com idade entre 4 e 8 semanas 

foram inoculados com 2 x 107 parasitos via veia lateral da cauda  com o objetivo 

de obtermos uma cultura primária de promastigotas com alta infectividade para a 

realização dos experimentos. Após 15 dias, os parasitos foram isolados do fígado 

desses animais por maceração e inoculados em frascos contendo meio bifásico 

ágar-sangue, Novy-MacNeal-Nicolle – NNN (NOVY & MACNEAL 1903; NICOLE, 

1908), associado ao meio LIT. As culturas foram mantidas em estufa B.O.D. à 

temperatura de 24 ± 1ºC durante quatro dias. Após este período, as culturas 

foram examinadas quanto à motilidade, morfologia e ausência de contaminação, e 

os parasitos re-inoculados em um novo frasco contendo meio LIT suplementado 

com 10% de soro fetal bovino inativado – SFB (Cultilab - Campinas, SP, BR) e 2% 

de urina estéril masculina (HOWARD, 1991) para a expansão da cultura e 

armazenamento no criobanco do Núcleo de Doenças Infecciosas.  

Para cada um dos ensaios uma alíquota da cultura de promastigotas foi 

descongelada do criobanco e cultivada em meio NNN-LIT. A re-inoculação no 

meio bifásico foi realizada a cada quatro dias com o objetivo de manter os 

parasitos em fase logarítmica de crescimento. A partir da terceira passagem em 

meio NNN-LIT, as culturas de quatro dias foram inoculadas (5 x 105 

promastigotas/mL) em meio LIT suplementado com 10% de SFB e 2% de urina 

masculina para serem posteriormente utilizadas nos ensaios de infecção in vitro  e 

in vivo. Os parasitos utilizados nos experimentos foram mantidos em cultura, por 

no máximo, oito passagens, para evitar a perda da infectividade observada após 
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longo tempo de cultura. Em todos os experimentos foram utilizadas cepas de 

primeira passagem e mesma data de isolamento. 

 

3.2 Drogas 

Foram utilizados o antimoniato de meglumina (GlucantimeTM) produzido pela 

Aventis, Brasil, o desoxicolato de anfotericina B (FungizonTM) produzido pela 

Squibb, NY, USA; o desoxicolato de anfotericina B (Anfotericin B) produzido pela 

Cristália, RS, Brasil, e a anfotericina B cocleada (CAMB) produzida pela Bio 

Delivery Sciences International, New Jersey, USA, gentilmente cedida pelo Dr. 

Raphael Maninno. As drogas foram diluídas em meio RPMI-1640 (SIGMA - St. 

Louis, MO, USA) suplementado com 10% de SFB imediatamente antes dos 

ensaios. 

 

3.3 Ensaios in vitro 

 

3.3.1 Preparo das formas promastigotas de L. (L.) chagasi para os 

ensaios in vitro de infecção de macrófagos murinos 

Parasitos de 7 dias de crescimento, cultivados em meio LIT suplementado com 

10% de SFB e 2% de urina masculina, foram transferidos para tubos de 

polipropileno de 50 mL (Falcon®, Becton Dickinson, San Diego), homogeneizados 

em vórtex a baixa rotação para desfazer os grumos e submetidos à centrifugação 

diferencial (200 x g, 25ºC, durante 10 minutos) para a remoção das formas não 

viáveis e grumos de parasitos. Os parasitos foram deixados em repouso durante 

10 minutos à temperatura de 24 ± 1ºC em estufa B.O.D. para a recuperação dos 

mesmos no sobrenadante. Após este período, o sobrenadante foi coletado, 

transferido para outro tubo de polipropileno de 50 mL e lavado em solução salina 

tamponada - PBS (0,15M, 8,0g/L de NaCl, 0,2g/L de KH2PO4 e 1,115g/L de 
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Na2PO4, pH 7,2, Sigma Chemical Corp., St Louis, MO), por centrifugação a 1000 x 

g, 4ºC, durante 10 minutos. Ao final das etapas de lavagem, o sedimento 

contendo as promastigotas foi ressuspendido em 5 mL de meio RPMI – 1640 

suplementado com 10% SFB para a contagem do número de parasitos em 

câmara de Neubauer e posterior ajuste da sua concentração para os ensaios de 

infecção de macrófagos.  

 

3.3.2 Ensaios in vitro de atividade de drogas anti-Leishmania 

Para os experimentos in vitro, foram utilizados camundongos suíços fêmeas com 

idade entre 4 e 8 semanas adquiridos do Instituto de Defesa Agropecuária e 

Florestal do Espírito Santo (IDAF). Macrófagos peritoneais residentes foram 

obtidos por lavagem com meio RPMI-1640, centrifugados a 500 x g, 4ºC por 10 

minutos e ressuspendidos em 5 mL de meio RPMI-1640. Em seguida, as células 

foram contadas em câmara de Neubauer utilizando um corante vital (Azul de 

Tripan a 0,4%) com o objetivo de excluir da contagem as possíveis células mortas 

contidas no meio. Posteriormente, o número de macrófagos foi ajustado para uma 

concentração de 8 x 105 células / mL em meio RPMI-1640 e 100µL dessa 

suspensão foram distribuídos em câmaras de cultura celular de 16 poços (Lab-

Tek - Chamber SlideTM System, Nunc, NY, USA). As células foram incubadas por 

24 horas, a 37°C em estufa contendo 5% de CO2 e atmosfera úmida. Após a 

incubação, as células não-aderentes foram removidas por lavagem com meio 

RPMI-1640, os macrófagos aderentes foram infectados com promastigotas de L. 

(L.) chagasi na razão de 7 parasitos / macrófago (5,6 x 105 parasitos) e incubados 

por 24 horas, a 37°C em estufa contendo 5% de CO2 e atmosfera úmida. Após 

este período, os parasitos não fagocitados foram removidos por lavagem 

utilizando meio RPMI-1640 e posteriormente foram adicionados, em cada poço da 

câmara de cultura, 100 µL de meio RPMI-1640 contendo 10% de SFB. Os 

macrófagos infectados foram incubados com diferentes concentrações das drogas 

separadamente ou em associação, em triplicata, e incubados por 72 horas, a 
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37°C em estufa contendo 5% de CO2 e atmosfera úmida. Após 72 horas de 

exposição às drogas, as lâminas foram fixadas em metanol e coradas utilizando a 

técnica de Diff-Quick (Fisher Scientific, Atlanta, GA, USA).  Para cada ensaio 

foram avaliados randomicamente 100 macrófagos em cada poço das câmaras de 

cultura. A atividade da droga foi determinada a partir da porcentagem de 

macrófagos infectados nas culturas tratadas com droga em comparação com as 

culturas não tratadas. As concentrações inibitórias de 50% (CI50) e de 90% (CI90) 

foram calculadas por análise de regressão logarítmica utilizando o programa 

Microsoft Excel 2003. 

 

3.3.3 Ensaios in vitro de associação de drogas com atividade anti-

Leishmania  

Para calcular as concentrações das drogas a serem utilizadas nas diferentes 

combinações foi utilizado o método da Razão Fixada Modificado proposto por 

Fivelman e colaboradores em 2004. Inicialmente foram determinadas as CI50 do 

antimoniato de meglumina (GLU) e do desoxicolato de anfotericina B (DAMB) 

isoladamente. Para os ensaios de associação foram utilizadas seis combinações 

de drogas nas seguintes razões: 5:0, 4:1, 3:2, 2:3, 1:4 e 0:5, sendo que 5:0 e 0:5 

correspondiam às drogas isoladas. Para cada combinação foram realizadas cinco 

diluições seriadas duplas de modo que a mais alta concentração a ser utilizada 

(5) correspondia aproximadamente a 4 vezes o CI50  de cada droga isolada. Uma 

vez determinada a mais alta concentração a ser utilizada, as demais 

concentrações correspondiam às frações indicadas nas combinações. Os testes 

in vitro foram realizados conforme descrito no item 3.3.2. Cada combinação foi 

testada em cinco diluições, em triplicata e em 3 experimentos independentes.    

Para avaliar o efeito da associação das drogas, foi calculada inicialmente a fração 

da concentração inibitória (FIC) de cada droga e o somatório das FICs  (FIC do 

DAMB + FIC do GLU) como a seguir: FIC do DAMB = CI50(90) do DAMB em 

combinação/CI50(90) do DAMB isolado. O mesmo foi aplicado para o GLU.  As FICs 
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e o somatório das FICs foram calculados para cada uma das combinações. A 

média dos somatórios das FICs foi utilizada para classificar a natureza da 

interação, onde ΣFIC<0,5 foi classificado como sinergismo ou interação positiva, 

0,5>ΣFIC<4 como aditividade ou sem interação e ΣFIC>4 como antagonismo ou 

interação negativa (JOHNSON et al, 2004; ODDS, 2003).  

 

3.3.4 Ensaios de citotoxicidade de drogas  

O ensaio de citotoxicidade foi realizado através da técnica de coloração pelo MTT 

-3,(-4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolium brometo, que consiste num ensaio 

semi-automatizado baseado na clivagem do sal tetrazolium pela enzima 

mitocondrial succinato desidrogenase formando um produto colorido o formazan. 

Uma vez que esta conversão depende da presença de células viáveis, a 

quantidade de produto formado é diretamente proporcional ao número de células 

vivas em cultura (MOSMANN, 1983). 

Os ensaios de citoxicidade foram realizados utilizando-se macrófagos peritoneais 

de camundongos suíços fêmeas com idade entre 4 e 6 semanas. As células 

foram obtidas por lavagem peritoneal em meio RPMI-1640 e ajustadas para uma 

concentração de 8 x 105 células/mL após contagem em câmara de Neubauer. Em 

seguida, 100µL da suspensão de células foram adicionados a placas de 96 poços 

(Linbro, McLean, Virginia, USA) e incubados durante 24 horas em estufa a 37°C 

contendo 5% de CO2 e atmosfera úmida. Após esse período, as células não 

aderentes foram retiradas por lavagem e aos poços foram adicionadas diferentes 

concentrações das drogas diluídas em meio RPMI-1640 e novamente incubadas 

por 24 horas, a 37°C em estufa contendo 5% de CO2 e atmosfera úmida. Após a 

incubação com as drogas, o meio foi removido e aos poços foi adicionado 50µL 

de meio LIT e 50µL de MTT a 1mg/mL diluído em meio LIT. A cultura foi incubada 

por 4 horas no escuro, a 37°C em estufa contendo 5% de CO2 e atmosfera úmida. 

Após esse período, a placa foi centrifugada a 1000 X g, a 4ºC durante 15 minutos. 

O meio foi removido e o produto formado foi diluído em 200µL de DMSO. A 
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absorbância foi medida em leitor de ELISA a 570 nm e a porcentagem de lise 

celular foi calculada dividindo a média da absorbância de cada concentração de 

droga pela média da absorbância dos controles sem droga, multiplicada por 100. 

Os resultados foram expressos como a média de 3 experimentos independentes. 

 

3.4  Ensaios in vivo 

 

3.4.1 Preparo das formas promastigotas de L. (L.) chagasi para os 

ensaios de infecção in vivo. 

Parasitos em fase logarítmica de crescimento (5 dias), cultivados em meio LIT 

suplementado com 10% de SFB e  2% de urina masculina, foram previamente 

observados quanto ao aspecto e a motilidade e contados em câmara de 

Neubauer. Em seguida, a cultura contendo os parasitos foi transferida para tubos 

de polipropileno de 15 mL (Falcon®, Becton Dickinson, San Diego), 

homogeneizada em vórtex a baixa rotação para desfazer os grumos e lavada 2 

vezes por centrifugação a 1000 x g, 4ºC, durante 10 minutos utilizando PBS. Ao 

final das etapas de lavagem, o sedimento contendo as promastigotas foi 

ressuspendido em volume de RPMI-1640 suficiente para a concentração final de 

1 x 108 parasitos/mL.                

 

3.4.2 Curva de infecção de camundongos com L. (L.) chagasi 

Camundongos fêmeas BALB/c com idade entre 4 e 6 semanas infectados com 2 x 

107 promastigotas via intravenosa foram distribuídos aleatoriamente em grupos de 

2 camundongos. Os camundongos foram sacrificados em câmara de CO2 após 7, 

15, 30 e 60 dias de infecção e determinado a carga parasitária no fígado dos 

camundongos.  
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3.4.3 Quantificação dos parasitos no fígado dos camundongos 

infectados com L. (L.) chagasi 

Para a quantificação dos parasitos no fígado dos animais infectados foi utilizada a 

técnica da Diluição Limitante descrita por Buffet e colaboradores em 1995. Para 

tal, o fígado do animal foi retirado assepticamente e dividido em dois fragmentos 

que foram pesados. O fragmento menor foi macerado em meio RPMI-1640, 

transferido para um tubo de polipropileno de 15 mL e centrifugado a 200 x g, 4ºC 

por 1 minuto para retirar a cápsula que recobre o fígado que é resistente à 

maceração (cápsula de Glisson). Em seguida, o sobrenadante foi transferido para 

outro tubo de polipropileno de 15 mL, centrifugado a 1500 x g, 4°C, por 10 

minutos e o sedimento ressuspendido em 500 µL de meio LIT suplementado com 

10% de SFB e 2% de urina masculina. Essa suspensão foi posteriormente 

distribuída em placas de fundo chato de 96 poços, em duplicata, onde aos 

primeiros poços foram adicionados 200 µL da suspensão e nos demais poços 160 

µL de LIT suplementado com 10% de SFB e 2% de urina masculina. Após a 

distribuição do meio, foram feitas diluições 1:5, transferindo-se 40 µL de poço em 

poço, até o décimo segundo poço. Para a determinação das diluições em cada 

poço foram utilizados os valores de acordo com a tabela 1. O primeiro poço 

representa a diluição 1:3 uma vez que dos 500 µL nos quais foi ressuspendido o 

macerado de tecido, foram utilizados apenas 160 µL no primeiro poço e os 

demais poços representam diluições seriadas de 5 vezes.   

As placas foram incubadas em estufa B.O.D. à temperatura de 24 ± 1ºC e 

avaliadas diariamente durante 10 dias. No décimo dia de cultura a quantidade de 

parasitos no fígado foi calculado multiplicando o inverso da diluição referente ao 

poço em que havia a presença de pelo menos um parasita, pelo peso total do 

órgão e dividindo pelo peso do fragmento utilizado para a cultura.  
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Ex: último poço: 5 

Diluição: 1/1,88 x 103 

Peso total do fígado: 1,5 g 

Peso do fragmento utilizado: 0,06 

 

Quantidade de parasitas por órgão: 

1,88 x 103    ------------------ 0,06 g 

X        ------------------- 1,5 g 

X= 4,7 x 104 parasitos / órgão 

 

TABELA 1 – INVERSO DA DILUIÇÂO DO MACERADO DO FRAGMENTO DE 

FÌGADO  

1o poço: 3 4o poço: 375 7o poço: 4,69 x 104 10o poço: 5,86 x 106 

2o poço: 15** 5o poço: 1,88 x 103 8o poço: 2,34 x 105 11º poço: 2,93 x 107 

3o poço: 75 6o poço: 9,38 x 103 9o poço: 1,17 x 106 12º poço: 1,47 x 108 

* Representação da fração do macerado utilizada a partir do volume total ressuspendido (160 µL/ 

500 µL) 

** Diluição seriada 1:5 

 

3.4.4 Ensaios de atividade de drogas anti-Leishmania in vivo 

Camundongos BALB/c fêmeas com idade entre 4 e 8 semanas infectados com 2 x 

107 promastigotas via intravenosa foram distribuídos aleatoriamente em grupos de 

5 camundongos. Após 15 dias de infecção, os camundongos foram tratados com 

diferentes concentrações de CAMB e DAMB durante 7 e 15 dias. A CAMB foi 
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administrada por via oral e o DAMB por via intraperitoneal. Vinte e quatro horas 

após o término do tratamento, os camundongos foram sacrificados em câmara de 

CO2 e o número de parasitos no fígado foi calculado pela técnica de diluição 

limitante conforme descrito anteriormente. O resultado foi expresso como a média 

dos logaritmos do número de parasitos por órgão de cada camundongo.  

 

3.5 Aspectos éticos 

O presente estudo foi realizado conforme as recomendações da Sociedade 

Brasileira de Ciência em Animais de Laboratório (SBCAL), e em concordância 

com a Lei nº 6.638, de 8 de maio de 1979, que estabelece normas para a prática 

didático-científica de conduta em pesquisas utilizando animais. 
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4 RESULTADOS  

 

4.1 Padronização dos ensaios in vitro de infecção de macrófagos com 

L. (L.) chagasi 

Inicialmente foi determinado o número de macrófagos a ser adicionado em cada 

poço das câmaras de cultura de modo a obter uma distribuição homogênea das 

células e avaliar o número de macrófagos aderidos após 72 horas de incubação. 

Para isso foram testadas as quantidades de 4x104 e 8x104 macrófagos por poço. 

Após 72 horas de incubação, a adição de 4x104 macrófagos por poço não 

permitiu que uma quantidade suficiente de células permanecesse aderida. Por 

outro lado, quando utilizamos 8x104 macrófagos foi observado uma distribuição 

homogênea e um maior número de células aderidas após 72 horas. A partir dessa 

observação todos os experimentos in vitro foram realizados utilizando 8x104 

macrófagos em cada poço das câmaras de cultura. 

Na próxima etapa da padronização, foi avaliado o número de promastigotas por 

macrófago com o objetivo de obter uma maior taxa de infecção. Neste ensaio 

foram avaliadas as razões 7:1 e 10:1 de parasitos por macrófago utilizando 

promastigotas de L. (L.) chagasi obtidas de uma cultura de 7 dias, que 

correspondia ao início da fase estacionária de crescimento. Nossos dados 

demonstraram que apesar da razão 10:1 apresentar uma taxa de infecção maior 

em relação à razão 7:1 após 72 horas de incubação, a razão de 7:1 parasitos / 

macrófago foi escolhida para ser utilizada nos experimentos de infecção in vitro 

devido ao aspecto mais limpo e homogêneo da cultura (Figura 4).  
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Figura 4 – (A) Distribuição dos macrófagos nas câmaras de cultura quando infectados com a razão 

de 7:1 parasitos / macrófago (B) Distribuição dos macrófagos nas câmaras de cultura quando 

infectados com a razão de 10:1 parasitos / macrófago. Fotografias obtidas com uma ampliação de 

100X. 

 

 

(B) 

(A) 
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4.2 Avaliação in vitro do efeito da associação de antimoniato de 

meglumina e desoxicolato de anfotericina B   

Inicialmente foram avaliadas diferentes concentrações do antimoniato de 

meglumina (Glucantime® - GLU) e do desoxicolato de anfotericina B (DAMB) com 

o objetivo de estabelecer uma faixa de concentração suficiente para determinar as 

concentrações inibitórias de 50% e de 90% (CI50 e CI90). Para o GLU foram 

testadas as concentrações de 200 a 1,56 µg/mL e para o DAMB foram testadas 

as concentrações de 0,312 a 0,0005 µg/mL. Para ambas as drogas cada uma das 

concentrações foram testadas em diluições seriada dupla e em triplicata. Os 

resultados mostraram que as concentrações entre 100 e 3,125 µg/mL para o GLU 

e  0,078 e 0,002 µg/mL para o DAMB corresponderam aos melhores intervalos de 

concentrações a serem utilizados, uma vez que culturas tratadas com 

concentrações acima das concentrações selecionadas apresentaram 100% de 

inibição da infecção dos macrófagos e aquelas tratadas com concentrações 

abaixo do limite inferior não apresentaram efeito sobre a infecção dos 

macrófagos.     

A etapa seguinte foi determinar as CI50/90 de cada uma das drogas isoladas pela 

análise da porcentagem de macrófagos infectados tratados em relação ao 

controle não tratado (Tabela 2).    

 

TABELA 2 – ATIVIDADE IN VITRO DO ANTIMONIATO DE MEGLUMINA E DO 

DESOXICOLATO DE ANFOTERICINA B CONTRA AMASTIGOTAS DE L. (L.) 

chagasi 

Drogas CI50* CI90* 

GLU 22,5 ±5,6 78,4 ±10,8 

DAMB 0,021 ±0,006 0,090 ±0,023 

*Os valores de CI50 e CI90 foram expressos como a média e desvio padrão em µg/mL. 
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Uma vez determinadas as CIs de cada droga separadamente, foram calculadas 

as concentrações a serem utilizadas nas diferentes combinações conforme 

demonstrado na tabela 3. 

 

TABELA 3 – CONCENTRAÇÕES DE ANTIMONIATO DE MEGLUMINA E 

DESOXICOLATO DE ANFOTERICINA B UTILIZADAS NOS ENSAIOS DE 

ASSOCIAÇÃO DE DROGAS 

Soluções de 
Combinação 

Razões Concentrações (µg/mL) 

Droga A Droga B GLU DAMB 

A 5 0 100  0 

B 4 1 80 0,4 

C 3 2 60 0,8 

D 2 3 40  0,12 

E 1 4 20  0,16 

F 0 5 0 0,20 

 

O efeito da associação foi avaliado utilizando o método da Razão Fixada 

Modificado e os dados foram analisados a partir das CI50/90 das drogas em 

combinação e dos cálculos dos ΣFICs das diferentes combinações.  As interações 

foram classificadas de acordo com o somatório das frações das concentrações 

inibitórias, ou seja, ΣFIC<0,5 = sinergismo ou interação positiva, 0,5>ΣFIC<4 = 

aditividade ou sem interação, ΣFIC>4 = antagonismo ou interação negativa. Os 

ΣFICs estão representados na tabela 4 como resultado de 3 experimentos 

independentes.  Os resultados demonstraram que o efeito da associação entre o 

antimoniato de meglumina e a anfotericina B desoxicolato foi classificado como 

aditivo uma vez que a média dos ΣFICs variou de 0,65 a 1,02 para o CI50 e entre 

0,91 e 1,08 para o CI90. 
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TABELA 4 – MÉDIA DO ΣFICs DA ASSOCIAÇÂO ENTRE O ANTIMONIATO DE 

MEGLUMINA E DESOXICOLATO DE ANFOTERICINA B EM ENSAIOS IN 

VITRO DE INFECÇÃO COM L. (L.) chagasi  

Drogas Experimento Média do ΣFIC ± DP*  
(CI50) 

Média do ΣFIC ± DP* 
(CI90) 

GLU + DAMB 

1 1,02 ± 0,17 1,08 ± 0,14 

2 0,65 ± 0,25 0,91 ± 0,10 

3 0,94 ± 0,13 0,97 ± 0,07 

 *Desvio Padrão 

 

4.3 Avaliação da atividade anti-Leishmania da anfotericina B cocleada 

 

4.3.1 Análise da citotoxicidade da anfotericina B cocleada  

Para determinar a faixa de concentração da droga necessária para obtermos as 

concentrações inibitórias desejadas, o primeiro passo foi avaliar as concentrações 

tóxicas para os macrófagos. Sendo assim, a citotoxicidade da anfotericina B 

cocleada em macrófagos murinos foi avaliada através da técnica de coloração 

pelo MTT. Como controle foi utilizado o desoxicolato de anfotericina B. Foram 

testadas as concentrações de 5,00, 2,50, 1,25 e 0,62 µg/mL da CAMB e do 

DAMB.  

Após a análise dos resultados, foi observada uma toxicidade menor da CAMB em 

relação à DAMB nas culturas de macrófagos. A porcentagem de células vivas nas 

culturas tratadas com CAMB na concentração de 5,00 µg/mL foi reduzida em 

14,1%, enquanto as culturas tratadas com DAMB na mesma concentração 

apresentaram um decréscimo de 77,0% no número de células vivas, 

representando uma diferença de 63,0% na sobrevivência das células em relação 

às culturas tratadas com CAMB (Figura 5). A partir da concentração de 2,50 

µg/mL da CAMB não foi mais detectado morte das células, demonstrando assim 
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que o efeito tóxico da CAMB ocorre em concentrações acima de 2,50 µg/mL.  

Apenas na concentração 0,62 µg/mL foi observada a mesma porcentagem de 

sobrevivência dos macrófagos para as duas drogas avaliadas, ou seja, 100,0% 

das células permaneceram viáveis.  
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Figura 5 – Porcentagem de macrófagos vivos quando tratados com diferentes concentrações de 

CAMB e DAMB nos ensaios de citotoxicidade in vitro.  

 

4.3.2 Atividade in vitro da anfotericina B cocleada em ensaios de 

infecção de macrófagos com L. (L. chagasi 

Inicialmente foram avaliadas diferentes concentrações da CAMB com o objetivo 

de estabelecer uma faixa de concentração suficiente para determinar as 

concentrações inibitórias de 50% e de 90% (CI50 e CI90).  Foram testadas as 

concentrações de 2,50 a 0,0005 µg/mL em diluição seriada dupla e em triplicata 

(Figura 6). Os resultados mostraram que as concentrações entre 0,078 e 0,002 

µg/mL corresponderam ao melhor intervalo de concentração a ser avaliado nos 

experimentos in vitro, uma vez que as culturas tratadas com concentrações acima 
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de 0,078 µg/mL  apresentaram 100,0% de inibição da infecção dos macrófagos e 

aquelas tratadas com concentrações abaixo de 0,002 µg/mL não apresentaram 

efeito sobre a infecção.     
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Figura 6 – Análise das concentrações das drogas a serem testadas nos ensaios de atividade anti-

Leishmania. O gráfico representa a porcentagem de inibição da infecção de macrófagos tratados 

com diferentes concentrações de CAMB.  

 

Como controle, os “cochleates” sem a droga foram avaliados para verificar se 

apresentavam atividade anti-Leishmania.  Nesta etapa, foram realizados ensaios 

de infecção in vitro utilizando a concentração de 2,50 µg/mL que correspondia à 

maior concentração da CAMB avaliada. Os resultados mostraram que os 

“cochleates” vazios não apresentam nenhum efeito sobre a infecção dos 

macrófagos.   

Em seguida, as CI50/90 foram determinadas pela porcentagem de macrófagos 

infectados tratados com as diferentes drogas em comparação com o controle não 

tratado, examinando-se randomicamente 100 macrófagos corados pela técnica de 
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Diff-Quick. Como controle foi utilizado o DAMB nas mesmas concentrações 

determinadas para os ensaios com CAMB. Os resultados mostraram que a CAMB 

e o DAMB apresentaram atividade anti-Leishmania semelhantes como 

demonstrado na tabela 5. Culturas de células tratadas com diferentes 

concentrações da CAMB podem ser visualizadas na figura 7. 

 

TABELA 5 – ATIVIDADE IN VITRO DE ANFOTERICINA B COCLEADA 

CONTRA AMASTIGOTAS DE L. (L.) chagasi  

 CI50* CI90* 

CAMB 0,017 ± 0,007 0,059 ± 0,014 

DAMB 0,021 ± 0,006 0,090 ± 0,023 

*Os valores de CI50 e CI90 foram expressos como a média e desvio padrão em µg/mL. 
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(A) (B)

(C) (D)

 
Figura 7 – Cultura de macrófagos murinos infectados com L.(L.) chagasi tratados com diferentes 

concentrações de CAMB (A) CAMB 0,078 µg/mL, (B) CAMB 0,019 µg/mL, (C) CAMB 0,002 µg/mL, 

(D) Controle de Infecção sem droga. 

 

 

4.3.3 Comparação da atividade anti-Leishmania do desoxicolato de 

anfotericina B produzida por diferentes fabricantes 

Durante o período de realização dos ensaios in vitro, a empresa Squibb deixou de 

produzir o desoxicolato de anfotericina B que utilizávamos em nossos estudos 

(FungizonTM), sendo assim, nosso trabalho passou a ser realizado com o 

desoxicolato de anfotericina B produzido pela fabricante Cristália (Anfotericin B).  

Dessa forma, fizemos uma comparação dos resultados obtidos nos ensaios in 

vitro com as drogas de ambos os fabricantes para descartar qualquer tipo de 
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interferência em nosso estudo. A análise dos resultados não demonstrou 

diferença significativa entre as duas formas comerciais da droga. (Figura 8).  
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Figura 8 – Comparação da atividade do desoxicolato de anfotericina B produzido por diferentes 

fabricantes em ensaios in vitro de atividade anti-Leishmania. Os resultados foram expressos como 

a porcentagem de inibição da infecção nos macrófagos infectados tratados com diferentes 

concentrações das drogas. 

 

 

4.3.4 Padronização dos ensaios de infecção in vivo  

 

4.3.4.1 Curva de infecção de camundongos com L. (L.) chagasi  

Com o objetivo de determinar o curso da infecção de camundongos com L. (L.) 

chagasi foi realizada uma curva de infecção. A análise da curva permitiu a 

determinação dos dias de tratamento dos animais, que foi iniciado após o 

estabelecimento da infecção (Figura 9). A avaliação dos dados mostrou que a 

carga parasitária no fígado cresce até a quarta semana após a infecção.  A partir 
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desse momento ocorre um declínio do número de parasitos / órgão, o que é 

observado em 6 semanas. A partir da análise da curva o 15º dia foi escolhido para 

o inicio do tratamento por constituir a fase onde a infecção está bem estabelecida.  
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Figura 9 – Curva de infecção no fígado de camundongos BALB/c infectados com L. (L.) chagasi 

(cepa PP75). Foram utilizados dois camundongos por grupo e os pontos são representativos das 

médias dos dados de dois experimentos independentes +/- desvio padrão.  

 

 

4.3.4.2 Ensaio in vivo de atividade anti-Leishmania 

Quinze dias após a infecção, foi iniciado o tratamento dos camundongos 

infectados utilizando as doses de 1,0, 0,5 e 0,1 mg/Kg/dia durante 7 dias. Após a 

avaliação dos resultados foi observado que as doses da CAMB não foram 

suficientes para a diminuição do número de parasitos no fígado em relação ao 

controle sem a droga. Nos camundongos tratados com o DAMB na mais alta 

concentração, a diminuição do número de parasitos foi apenas de 47,2%, 

provavelmente devido ao curto tempo de tratamento ou a baixa dosagem 
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utilizada. Portanto, um segundo experimento foi realizado aumentando o tempo 

de tratamento para 15 dias e utilizando as doses de 1 e 5 mg/Kg/dia para CAMB e 

DAMB. Os resultados mostraram que a CAMB ainda permaneceu inativa nas 

doses e tempo de tratamento avaliados, no entanto, o DAMB mostrou-se 

altamente eficaz observando-se ausência completa de parasitos no fígado após o 

tratamento com ambas as doses (Tabela 6).  

 

 

TABELA 6 – ATIVIDADE DA ANFOTERICINA B COCLEADA EM ENSAIOS IN 

VIVO DE INFECÇÃO DE CAMUNDONGOS COM L. (L.)chagasi 

Drogas Dose 
(µg/mL) 

Duração do 
Tratamento (dias) 

Vias de 
administração 

Log10 do número 
de parasitos / 

órgão 
% Morte 

      

Experimento 1      

Controle    4,51 ± 0,46  

DAMB 0,1 7 IP* 3,38 ± 0,87 25,0 

DAMB 0,5 7 IP 2,88 ± 0,57 36,1 

DAMB 1 7 IP 2,38 ± 0,45 47,2 

CAMB 0,1 7 Oral 4,60 ± 0,64 
 

0 

CAMB 0,5 7 Oral 4,60 ± 0,74 0 

CAMB 1 7 Oral 4,42 ± 0,29 0 

Experimento 2      

Controle    4,27 ± 0,45  

DAMB 1 15 IP 0 100 

DAMB 5 15 IP 0 100 

CAMB 1 15 Oral 4,53 ± 0,23 0 

CAMB 5 15 Oral 4,56 ± 0,56 0 

*Intraperitoneal 
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5 DISCUSSÃO 
 

5.1 Avaliação do efeito da associação de antimoniato de meglumina e 

desoxicolato de anfotericina B na infecção experimental com L. 

(L.) chagasi 

Apesar da descoberta da ação leishmanicida dos antimoniais ter sido o fato de 

maior impacto na epidemiologia da LV, desde a sua primeira utilização no inicio 

do século passado até os dias atuais, seus efeitos tóxicos e o longo tempo de 

tratamento necessário para atingir índices de cura próximos a 100% ainda estão 

aquém do desejado. Como droga de segunda escolha é utilizado o desoxicolato 

de  anfotericina B, que constitui a droga leishmanicida mais potente existente no 

mercado, porém seu uso é limitado em virtude de sua alta toxicidade, 

principalmente renal.  

Portanto, a busca constante por medicamentos e esquemas terapêuticos menos 

tóxicos e mais eficazes é fundamental para que estas barreiras possam ser 

ultrapassadas. Na ultima década, dois avanços puderam ser observados nesta 

área: as novas formulações lipídicas da anfotericina B e a descoberta de uma 

droga oral com atividade leishmanicida, a miltefosina. As formulações lipídicas 

tornaram possível o tratamento da doença em período bem mais curto de tempo e 

com menos efeitos colaterais, entretanto, o alto custo dessas formulações torna 

inviável sua utilização em maior escala. A miltefosina foi utilizada com sucesso no 

tratamento da LV na Índia, porém foram observados altos índices de recidiva nos 

pacientes do Brasil. 

O tratamento combinado com diferentes drogas anti-Leishmania tem demonstrado 

eficácia superior em relação ao tratamento monoterápico (CHUNGE, 1985; DI-

MARTINO et al., 1990; THAKUR & KUMAR, 1992; SEAMAN et al., 1993; 

RAGUSA et al., 1993; SEAMAN et al., 1993; THAKUR et al., 1995b; THAKUR et 

al, 2000; DAS et al., 2001), mas a terapia combinada ainda não é padrão para o 

tratamento da LV devido à disponibilidade limitada de drogas efetivas com 
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atividade anti-Leishmania. Na utilização de uma terapia combinada, a avaliação 

de suas vantagens sobre as possíveis desvantagens deve ser minuciosamente 

detalhada, uma vez que o aumento da severidade dos efeitos adversos das 

drogas é preocupação comum quando tratamos de drogas com atividade anti-

Leishmania. Por outro lado, como vantagens do tratamento combinado destacam-

se a prevenção do desenvolvimento de resistência, a redução do tempo de 

tratamento e conseqüentemente menor custo, e maior aderência do paciente a 

terapia.  

Estudos de associação envolvendo o antimoniato de meglumina e o desoxicolato 

de anfotericina B nunca haviam sido testados em virtude da toxicidade potencial 

observada em ambas as drogas. Em 2005, o nosso grupo realizou um estudo 

prospectivo controlado com o objetivo de avaliar a eficácia terapêutica, reações 

adversas, segurança e tolerabilidade dessa associação durante 7 ou 10 dias 

consecutivos de tratamento. Este estudo justificou-se pelos fatos (1) do 

desoxicolato de anfotericina B e o antimoniato de meglumina possuírem sítios de 

ação distintos (2) da toxicidade de ambas as drogas serem tempo e dose 

dependente (3) das duas drogas apresentarem vias de eliminação distintas. Os 

resultados desse estudo foram positivos, com índices de cura de 98,4% e 98,3% 

no tratamento de 7 e 10 dias respectivamente (CARVALHO, 2005). 

Considerando a elevada eficácia da associação do antimoniato de meglumina e 

desoxicolato de anfotericina B no tratamento de pacientes com LV, um dos 

objetivos do nosso estudo foi avaliar o efeito dessa associação em ensaios de 

infecção in vitro com L. (L.) chagasi. A análise da interação entre as drogas 

utilizando modelos experimentais é fundamental para classificar a natureza da 

interação como sinérgica, aditiva (indiferente) ou antagônica. 

A natureza da interação foi avaliada baseada no estudo de Seifert em 2006 que 

investigou as interações entre miltefosina e outras drogas anti-Leishmania. Para 

classificar as interações foram utilizados como cuttoffs a média dos ΣFICs de 0,5 

e 4, conforme  descrito  por Johnson e colaboradores (2004). Essa forma de 

interpretação se baseia no fato de que as concentrações em cada combinação 
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foram avaliadas em diluições seriadas duplas e que a mudança em uma única 

diluição está dentro da faixa do erro experimental. Assim, para um resultado ser 

sinérgico é necessário que ambas as drogas apresentem um mínimo de queda no 

CI50 de pelo menos 2 diluições e portanto uma queda de 4 vezes na suas 

concentrações. Por outro lado, antagonismo é declarado quando pelo menos uma 

das drogas apresente uma aumento do CI50 de 4 vezes ou mais.   

Utilizando essa abordagem, nosso estudo revelou que o efeito da associação do 

antimoniato de meglumina e desoxicolato de anfotericina B na infecção in vitro de 

macrófagos murinos com L.(L.) chagasi, foi aditivo, ou seja, não houve interação 

entre as drogas e sim um efeito somatório de suas atividades observadas 

isoladamente, embora tenha mostrado uma tendência ao sinergismo devido aos 

valores de média do ΣFICs entre 0,65 e 1,02. 

Embora os dados obtidos no ensaio clínico desenvolvido por Carvalho (2005) 

tenham demonstrado a eficácia terapêutica da associação de antimoniato de 

meglumina e desoxicolato de anfotericina B não foi possível descrever a natureza 

da interação.  Neste estudo foram avaliados 3 grupos terapêuticos: o Grupo I foi 

tratado com a associação durante 7 dias, o Grupo II foi tratado com a associação 

durante  10 dias e o Grupo III  foi tratado com o desoxicolato de anfotericina B 

durante 10 dias.  Os resultados demonstraram índices de cura de 98,4% para o 

Grupo I e 98,3% para o Grupo II, enquanto o Grupo III apresentou 85% de cura.  

Um provável efeito aditivo pode ser observado quando comparamos a eficácia do 

tratamento com a associação durante 10 dias com o grupo controle. O grupo que 

foi tratado apenas com o desoxicolato de anfotericina B durante 10 dias 

apresentou um índice de cura de 85% enquanto que o grupo de pacientes 

tratados com a associação apresentou índice de cura próximo a 100%. Portanto, 

o aumento da eficácia do tratamento foi devido à inclusão do antimoniato de 

meglumina. Essa observação está de acordo com a definição de que o efeito 

aditivo em uma combinação é a soma dos efeitos isolados de cada droga 

(BOVILL, 1998).  
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Bovill também descreve uma definição para o sinergismo, em que uma interação 

é dita como sinérgica quando o efeito observado na combinação é maior do que a 

soma dos efeitos isolados de cada droga. Neste sentido, um sinergismo pode ser 

sugerido quando avaliamos o grupo tratado com a associação por um período de 

sete dias. Partindo da hipótese de que o resultado esperado para tratamento com 

o desoxicolato de anfotericina B isoladamente durante 7 dias seria em torno de 

50% uma vez que o tempo preconizado é 14 dias, e que o índice esperado para o 

tratamento com o antimoniato de meglumina seria de aproximadamente 30% 

considerando que o tempo de tratamento foi reduzido a um terço do tempo 

preconizado (20 dias), o  índice de cura esperado para o grupo tratado com a 

associação durante 7 dias seria de  80%. Entretanto, foi observado um índice 

próximo a 100%, sugerindo um efeito sinérgico entre as drogas.  

Ainda que estudos referentes à utilização do antimoniato de anfotericina B na 

dose diária de 0,5 mg/Kg/dia por 14 dias, que correspondem a dose total utilizada 

durante 7 dias na dose de 1mg/Kg/dia,  tenham demonstrado um índice de cura 

de 57% e portanto corroboram a hipótese acima, não existem dados na literatura 

com relação ao tratamento utilizando doses de antimoniato de meglumina 

inferiores à recomendada. Portanto estudos experimentais utilizando modelos de 

infecção in vivo devem ser desenvolvidos para confirmar os achados encontrados 

nesses estudos. 

Vale ressaltar que os dados in vitro são baseados na análise de uma ampla faixa 

de concentrações e razões entre as drogas a serem avaliadas, enquanto nos 

ensaios in vivo o número de doses avaliadas é limitado. Entretanto, para que seja 

confirmado o efeito da interação entre as drogas torna-se necessário o uso de 

modelos de infecção in vivo que permitam avaliar a interação sob a influência de 

fatores farmacocinéticos bem como fatores do hospedeiro. 

 

5.2 Avaliação da atividade da anfotericina B cocleada na infecção 

experimental com L. (L.)chagasi 
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Devido ao elevado potencial leishmanicida da anfotericina B (AMB), vários 

estudos têm sido desenvolvidos no sentido de reduzir a toxicidade e aumentar a 

segurança da droga; a maioria deles utilizando sistemas lipídicos de distribuição.  

Diferentes sistemas de AMB já estão disponíveis como AmBisome, Amphotec e 

Abelcet. A farmacocinética da AMB incorporada às novas formulações lipídicas 

difere grandemente da formulação micelar utilizada (desoxicolato de anfotericina 

B - DAMB). Diferentes estudos sugerem que drogas incorporadas aos 

lipossomas, dispersão coloidal, ou outros complexos lipídicos são seletivamente 

direcionadas ao sistema monocítico fagocitário e concentradas no fígado, baço e 

pulmão (HIEMENZ & WALSH, 1996). Além disso, as partículas ricas em lipídeos 

são significantemente menos nefrotóxicas quando utilizadas em doses mais 

elevadas do que a formulação de DAMB. Entretanto, o uso dessas formulações 

ainda é restrito devido ao alto custo e instabilidade. Até o momento nenhum 

desses sistemas de distribuição possui o potencial de administração oral.  

A tecnologia do cocleamento descrita por Papahadjoupoulos (1975) permitiu que 

drogas pouco solúveis, como a AMB, pudessem ser administradas por via oral, 

uma vez que a estrutura dos “cochleates” rica em lipídeos resulta em uma 

formulação estável, não tóxica e altamente eficaz, facilitando a distribuição da 

droga devido a sua seletividade. 

Portanto, considerando a eficácia da AMB no tratamento da LV, nós avaliamos 

pela primeira vez a atividade anti-Leishmania de uma nova formulação de 

anfotericina B, a anfotericina B cocleada (CAMB), em infecções in vitro e in vivo 

com L. (L.) chagasi. 

Iniciamos o nosso estudo avaliando a atividade in vitro da CAMB utilizando 

modelos de infecção de macrófagos com L. (L.) chagasi. Nossos resultados 

demonstraram que a CAMB possui uma atividade semelhante ao DAMB com CI50 

e CI90 de 0,017 e 0,059 µg/mL e de 0,021 e 0,090 µg/mL, respectivamente. Essa 

similaridade na atividade in vitro da CAMB em relação ao DAMB também foi 

observada por Zarif e colaboradores (2000) quando avaliaram a atividade da 

CAMB contra Cândida albicans.   
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Por outro lado, estudos têm demonstrado que as formulações lipídicas de AMB 

descritas até o momento apresentam diferentes atividades tanto in vitro como in 

vivo, baseados nas diferentes características como tamanho e composição 

lipídica. Yardley e colaboradores em 2000 demonstraram que a atividade in vitro 

do DAMB e da formulação coloidal Amphocil foram semelhantes e apresentaram 

atividade 100 vezes maior que o Ambisome e 3 vezes maior que o Abelcet em 

ensaios de infecção de macrófagos murinos com L. donovani.    Os resultados 

sugerem que a diferença na atividade das formulações é devido à captação e 

interação com as células do hospedeiro ao invés da distribuição intracelular. Foi 

observado que em culturas de células com soro, a anfotericina B inicialmente se 

liga a HDL e com o tempo se distribui para a LDL regulada por proteínas 

transportadoras de lipídeos (WASAN, 1997). Amphocil, como o DAMB, é uma 

mistura micelar de anfotericina B e detergente e assim dissocia-se rapidamente 

permitindo que a droga se ligue a LDL e seja captada pelos macrófagos 

infectados. Já Ambisome e Abelcet mantêm a integridade da sua estrutura por 

longo período o que permite que sejam fagocitados resultando em menor acúmulo 

da droga dentro da célula e menor atividade intracelular antiparasitária 

(LEGRAND et al., 1997).  

A alta eficácia da CAMB in vitro pode ser explicada pela interação direta e fusão 

com as membranas celulares, ou seja, a fagocitose de CAMB não é um evento 

obrigatório, a liberação da droga no interior dos macrófagos infectados é 

dependente da fusão do cálcio e fosfolipídeos carregados negativamente 

presentes nas membranas do parasito e do hospedeiro (POLLARD et al., 1988, 

SANCHEZ-MIGALLON et al., 1994). 

Posteriormente avaliamos a citoxicidade in vitro da CAMB uma vez que, até então 

não havia dados na literatura referentes à toxicidade da CAMB em macrófagos. 

Nossos resultados demonstraram uma toxicidade menor da CAMB em relação ao 

DAMB, onde os efeitos tóxicos de CAMB e DAMB nas células foram observados 

em concentrações acima de 2,5 µg/mL e 0,625 µg/mL respectivamente.  



65 

 

A toxicidade induzida pelo DAMB envolve os mecanismos de alteração da 

permeabilidade celular no hospedeiro que resulta da ligação da droga ao 

colesterol presente nas membranas celulares dos mamíferos formando 

complexos entre o colesterol e a droga (BRAJTBURG et al., 1990). Na presença 

de oxigênio o DAMB sofre auto-oxidação e catalisa a peroxidação lipídica das 

membranas, resultando em uma maior fragilidade celular e conseqüentemente 

maior suscetibilidade ao choque osmótico, levando a célula à morte 

(BRAJTBURG & BOLARD, 1996; BARWICZ et al., 2000).  

Uma explicação para a menor toxicidade da CAMB em relação ao DAMB 

observada em nossos estudos é a própria constituição lipídica da estrutura 

cocleada, que permite a liberação da droga no interior do macrófago através dos 

mecanismos de fusão, bem como o tamanho da partícula, resultando em uma 

eventual fagocitose, o que permite a entrada da droga por uma forma não 

invasiva e uma melhor distribuição intracelular. Esse mecanismo não permite que 

a AMB penetre na célula em sua forma agregada, diminuindo, assim, os efeitos 

tóxicos celulares nos mamíferos. Vale ressaltar que a estrutura em espiral do 

“cochleate” protege a AMB da oxidação, bem como da posterior peroxidação 

lipídica das membranas celulares do hospedeiro, o que favorece ainda mais a 

diminuição da toxicidade da droga. 

Para avaliar a eficácia da CAMB como uma droga oral no tratamento da LV 

experimental, iniciamos o estudo utilizando 3 diferentes concentrações de CAMB, 

1,0 mg, 0,5 mg e 0,1 mg/Kg/dia durante 7 dias. Entretanto, nenhum efeito foi 

observado na carga parasitária independente da dose testada. Quando avaliamos 

o efeito de DAMB que foi utilizado como controle, verificamos que a dose de 1,0 

mg/kg/dia, que correspondia à maior concentração avaliada, reduziu a carga 

parasitária em 47,2%, sugerindo assim a necessidade do aumento no tempo de 

tratamento ou na dose. Passamos então a realizar o tratamento durante 15 dias 

utilizando as doses de 1,0 e 5,0 mg/kg/dia. Neste caso o DAMB mostrou-se 

altamente eficaz, com o desaparecimento completo dos parasitos no fígado após 

o tratamento com as duas doses, porém, ainda assim a CAMB não foi eficaz.  
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Na tentativa de explicar a ineficácia in vivo da CAMB foram levantadas duas 

hipóteses. A primeira delas seria que a estrutura em espiral dos “cochleates” 

contendo a anfotericina B estaria aberta, liberando a droga, e conseqüentemente 

expondo-a a ação degradativa das enzimas do trato gastrointestinal impedindo a 

sua absorção. Neste sentido, avaliamos novamente a toxicidade in vitro da CAMB 

para determinar a validade do cocleamento, já que acreditávamos que uma vez 

liberada do “cochleate" a anfotericina B poderia ser mais tóxica. Porém os 

resultados foram semelhantes aos obtidos nos experimentos anteriores, 

sugerindo que a estrutura mantinha-se perfeita.  

Outra possibilidade seria que a dose avaliada foi insuficiente para a ação sobre os 

parasitos embora Santangelo e colaboradores (2000) tenham demonstrado uma 

equivalência na atividade in vivo da CAMB em relação ao DAMB no tratamento de 

candidíase. No estudo de Santangelo, a CAMB foi administrada por gavagem em 

doses que variaram entre 0,5 e 20 mg/kg/dia durante 15 dias e resultou em 100% 

de sobrevivência dos animais em todas as doses testadas. A dose oral de 2,5 

mg/kg/dia de CAMB promoveu a erradicação completa da Candida dos pulmões e 

foi equivalente ao DAMB administrado por via intraperitoneal na dose de 2 

mg/kg/dia, enquanto nos rins houve um decréscimo de 3 logs nas unidades 

formadora de colônias. 

Por outro lado, Delmas e colaboradores (2002) avaliando a ação da CAMB em 

modelos experimentais de aspergilose mostraram que a dose máxima de 

40mg/kg/dia não foi capaz de promover 100% de sobrevivência dos animais 

tratados, demonstrando, assim, que ação da droga é dependente do agente 

infeccioso.  

Apesar dos nossos estudos in vitro terem demonstrado uma ação similar entre o 

desoxicolato de anfotericina B e a forma cocleada, é sabido que os dados in vitro 

podem não ter correlação com os dados in vivo, principalmente quando tratamos 

da comparação de drogas com diferentes via de administração.   Portanto, ainda 

são necessários estudos in vivo com doses mais elevadas para concluirmos sobre 

a eficácia da anfotericina B cocleada na infecção com L. (L.) chagasi. Embora, a 
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proposta do estudo tenha sido avaliar o potencial da CAMB como uma droga oral, 

acreditamos que devido a menor toxicidade em relação ao DAMB faz-se 

necessário também avaliarmos a atividade in vivo dessa formulação quando 

administrada por via intraperitoneal. Além disso, estes estudos podem contribuir 

para avaliarmos se a eficácia da CAMB no tratamento da LV experimental é 

dependente da via de administração.  
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CONCLUSÕES 

 

1        Fica padronizada a técnica de infecção in vitro de macrófagos murinos 

com L. (L.) chagasi. 

2        O efeito vitro da associação de antimoniato de meglumina e 

desoxicolato de anfotericina B em modelos de infecção de macrófagos 

murinos com L. (L.) chagasi foi classificado como aditivo, ou seja, não 

houve interação entre as drogas. 

3        A atividade in vitro anti-Leishmania da anfotericina B cocleada em 

modelos de infecção de macrófagos murinos com L. (L.) chagasi 

mostrou-se semelhante ao desoxicolato de anfotericina B com CI50/90 de 

0,017/0,059 µg/mL e 0,021/0,090 µg/mL respectivamente. 

4  Fica padronizada a técnica de infecção in vivo de macrófagos murinos 

com L. (L.) chagasi. 

5  A anfotericina B cocleada apresentou menor toxicidade para 

macrófagos murinos em relação ao desoxicolato de anfotericina B. 

6  Em modelos de infecção de camundongos com L. (L.) chagasi a 

anfotericina B cocleada não apresentou atividade quando administrada 

por via oral nas doses de 1 e 5 mg/kg/dia durante 15 dias, enquanto o 

desoxicolato de anfotericina B administrado por via intraperitoneal 

apresentou 100% de eficácia. 
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Baixar livros de Literatura
Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matemática
Baixar livros de Medicina
Baixar livros de Medicina Veterinária
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
Baixar livros Multidisciplinar
Baixar livros de Música
Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
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