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RESUMO

Apesar da descoberta da acao leishmanicida dos antimoniais pentavalentes ter
sido o fato de maior impacto na epidemiologia da leishmaniose visceral (LV), seus
efeitos toxicos e o longo tempo de tratamento ainda limitam seu uso. Como droga
de segunda escolha € utilizado o desoxicolato de anfotericina B, um antibidtico
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 formulagdes de drogas ja
existentes, bem como a utilizacdo de terapia combinada. Neste sentido, nos
propusemos a avaliar o efeito da associacdo do antimoniato de meglumina e
desoxicolato de anfotericina B (DAMB) e da atividade de uma nova formulacao de
anfotericina B (CAMB) na infecgdo experimental com L. (L.) chagasi. Os ensaios
in vitro foram realizados utilizando macréfagos peritoneais murinos infectados
com L. (L.) chagasi tratados com diferentes concentragcdes das drogas. A
atividade das drogas foi determinada pela porcentagem de macro6fagos infectados
tratados em relagéo ao controle ndo tratado. Para avaliar o efeito da combinacao
foi utilizado o método da Razao Fixada Modificado e para classificar as interacdes
foram utilizados como cuttoffs a média dos 2FICs de 0,5 e 4. Os resultados
demonstraram que a associacdo entre o antimoniato de meglumina e DAMB
apresentou um efeito aditivo, com ZFIC variando entre 0,65 e 1,02 para a Clso. Na
andlise in vitro da atividade de CAMB utilizamos como controle o DAMB e nossos
resultados demonstraram uma atividade semelhante entre as duas drogas, com
Clso de 0,017 e 0,021 pg/mL para CAMB e DAMB respectivamente, no entanto
apresentou uma menor citotoxicidade em relacdo a DAMB. Nos experimentos de
infeccao in vivo a CAMB nao 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 administracdo da CAMB ainda

devem ser avaliadas para confirmar esses achados.
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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 XFICs 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 ICsq
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 1Cso of 0,017 and
0,021pg/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.
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nm nandmetros
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1 INTRODUCAO

A leishmaniose visceral (LV) foi primeiramente descrita na Grécia em 1835,
quando era entdo chamada “ponos” ou “hapoplinakon”. No entanto, foi na india,
em 1869, que recebeu o nome “kala-jwar” ou kala-azar, que significa pele negra,
em virtude do discreto aumento da pigmentacdo da pele ocorrido durante a
doenca (KEAN et al., 1978). No ano de 1900, William Leishman ao realizar uma
autépsia num soldado que foi a ébito na india, identificou no bago, a presenca de
um protozoario. O mesmo protozoario foi encontrado por Charles Donovan no ano
de 1903 em outro paciente. No mesmo ano, Bruce e colaboradores descreveram
0 protozoario 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 mondcitos 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 doenca sistémica causada por protozodrios pertencentes ao género
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
endémica no subcontinente Indiano, China, Sudao, Etiépia e Quénia; a espécie L.
(L.) infantum distribui-se da regido Mediterranea ao Ird, China, Sudao e Etidpia; a
espécie L. (L.) archibaldi tem sido encontrada apenas no continente Africano:
Sudao e Etidépia; ja a L. (L.) chagasi € encontrada, exclusivamente, nas Américas
Central e do Sul (KUHLS et al., 2007).

A LV é endémica em todos os continentes a excecdo da Oceania, sendo
responsavel por aproximadamente meio milhao de casos novos e 59.000 ébitos a
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cada ano (WHO, 2002). Estima-se que 350 milhdes de pessoas estejam sob o
risco de adquirir a infeccdo. A LV é autoctone em 65 paises, nos quais a maioria
dos casos (90%) ocorre em areas rurais e areas suburbanas de cinco paises:
Bangladesh, india, Nepal, Sudio 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 esta
distribuida em 19 das 27 unidades federativas, atingindo 4 das 5 regides
brasileiras. Sua maior incidéncia encontra-se na regiao 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 incidéncia € de 2,0 casos / 100.000
habitantes. A letalidade esta em torno de 8%, o que corresponde a uma média de
230 6bitos por ano (Secretaria de Vigilancia em Saude — Ministério da Saude,
Brasil, 2007).

A infeccdo ocorre quando formas promastigotas infectantes sdo inoculadas no
hospedeiro (homem ou céo) durante o repasto sanguineo de fémeas do inseto
vetor. Neste momento, os parasitos sao internalizados por células fagocitarias,
predominantemente macréfagos. Nos macrofagos os parasitos perdem os
flagelos, tornando-se arredondados ou ovdides e s&o entdo denominados
amastigotas, formas que residem no interior dos fagolisossomos, onde
sobrevivem e se multiplicam. Eventualmente, os macréfagos infectados se
rompem e liberam as amastigotas, que sdo internalizadas por macréfagos
vizinhos. Durante um novo repasto sanguineo, o inseto vetor ingere macréfagos
infectados com amastigotas de Leishmania, que séo levadas ao intestino, onde se
transformam em promastigotas e se multiplicam. Quando o inseto exerce novo
hematofagismo, formas infectantes sdo 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, ap6s adquirir a infeccao, pode exibir a forma clinica assintoméatica ou a
forma oligossintomatica (BADARO et al., 1986a; GAMA et al., 2004) que podem
evoluir para cura clinica espontaneamente ou para a forma cléssica da doenga. A
maioria dos seres humanos desenvolve a forma clinica assintomatica com
evolugdo para cura espontanea (BADARO et al., 1986; EVANS et al., 1992;
GAMA et al., 2004). Na forma classica da doenca, as principais manifestacoes
clinicas sao a hepatoesplenomegalia, linfadenomegalia (HO et al., 1982; EVANS
et al., 1985; DE BEER et al., 1991), diarréia, epistaxis, ictericia, febre,
pancitopenia, hipoalbuminemia e hiperglobulinemia, tosse seca, taquicardia e
hipotensao arterial (PEARSON et al., 1999).
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O controle da LV esta diretamente associado a redugdao dos casos humanos e
caninos, e consiste basicamente no tratamento de todos os casos humanos, na
eliminacdo dos reservatorios domeésticos, o que resulta na quebra do elo de
transmissao da antropozoonose, no combate do vetor e numa rigorosa vigilancia
epidemioldgica (MAGALHAES et al.,1980).

O tratamento quimioterapico em pacientes humanos propicia a cura clinica na
maioria dos casos. Entretanto, por se tratar de uma doenca fortemente atrelada a
pobreza e que acomete principalmente os paises subdesenvolvidos, a LV foi
recentemente considerada a doenca negligenciada de menor interesse ao longo
das décadas quanto ao desenvolvimento de farmacos pela industria farmacéutica,
no que diz respeito a efetividade da cura, facilidade de tratamento e acesso a
droga (YAMEY & TORRELE, 2002; MOREL, 20083).

Ap6s 90 anos do seu uso pela primeira vez no tratamento da LV (DI-CHRISTINA
& CARONIA, 1915), os compostos antimoniais pentavalentes — Sb>* ainda s&o as
drogas de escolha para o tratamento da doenca (HERWALDT, 1999; MURRAY et
al., 2005). Duas formas de Sb®" sdo utilizadas para o tratamento da LV: o
estibogluconato de sédio (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 acdo. A acao anti-
parasitaria dessas drogas devem-se a influéncia na bioenergética do parasita,
pela inibigdo da glicolise, da B-oxidacdo dos acidos graxos do parasito e da
fosforilagdo do ADP (BERMAN et al.,, 1985; BERMAN et al., 1987). Wyllie e
colaboradores, em 2004, também demonstraram que o0s antimoniais podem
promover o efluxo de tidis, glutationa e tripanotiona, com alteracdo no
metabolismo de reducgéo dos tidis, tornando o parasita mais sensivel ao estresse

oxidativo.

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

recomendadas dos antimoniais, vém aumentando progressivamente. Isto se deve
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a resisténcia ou a nao resposta terapéutica vista com freqtiéncia cada vez maior
em paises com india, Quénia e China (BRYCESON et al., 1985a). Os indices
atuais de resisténcia primaria ou nao resposta terapéutica chegam a 65% em
Bihar, na india (SUNDAR, 2001b). No Brasil, o fendmeno da ndo resposta
terapéutica tem sido observado em menor escala (PASTORINO et al., 1988;
BADARO et al., 1990) e ainda ndo existem estudos comprovando in vitro a
resisténcia ou nao resposta terapéutica observada algumas vezes in vivo
(DIETZE et al., 1985). Entretanto, do ponto de vista pratico, os relatos na literatura
sobre o insucesso terapéutico da doenca e a inexisténcia de estudos controla

dos sobre a dimensdo exata do problema acabaram por elevar as doses
recomendadas no tratamento da LV, em todo o mundo. A Organizacdo Mundial
de Saude — OMS (WHO, 1990), e o Ministério da Saude do Brasil (BRASIL,
1996), passaram a recomendar para o tratamento da doenca a dose de
20mg/Kg/dia de Sb>*, por via intramuscular ou intravenosa, num periodo de 20 a
40 dias consecutivos.

De todas as drogas utilizadas no tratamento das leishmanioses, os antimoniais
pentavalentes, devido ao seu uso extensivo, sdo aquelas cujos efeitos colaterais
sdo0 mais conhecidos. Seus principais paraefeitos estao relacionados a toxicidade
cardiaca, hepatica, pancreatica e renal, além de sua toxicidade sobre o sistema
musculo-esquelético (GASSER et al., 1994; SUNDAR et al., 1998c; THAKUR et
al., 1998; RIJAL et al.,, 2003). A cardiotoxicidade traduz-se principalmente por
distarbios da repolarizacdo ventricular, que incluem alteragdes da onda T e
aumento do intervalo QTc. Estas alteracdes estao presentes em 10 a 50% dos
casos e sao 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 sdo os mais frequentes e
incluem nauseas, anorexia e dor abdominal (FRANKE et al., 1990; SALDANHA et
al., 1999). A toxicidade hepatica ocorre em percentuais de até 50% dos pacientes

tratados, bem como a nefrotoxicidade, que ocorre em decorréncia da eliminagao
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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 indicacao restrita, resisténcia ou falha terapéutica 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 Saude para o tratamento da LV é de 1mg/kg/dia durante 14 dias.

A anfotericina B é a mais potente das drogas anti-Leishmania disponiveis, 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 Sb**, quando os animais eram tratados precocemente e, 43 a 139 vezes
mais ativa quando o tratamento era feito na fase tardia da infeccdo. 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 antibioticos poliénicos macrolideos
produzida por diferentes espécies de Streptomyces. A molécula da anfotericina B
contém uma rigida unidade heptadmera néo-polar e uma regiao mais flexivel de
poliol que se funde ao anel de macrolactona. A presenca desses grupos torna o
antibiético insolivel em solucdo aquosa, e soliuvel somente em metanol,
dimetilsulféxido (DMSO) e dimetilformamida (BOLARD, 1986). As preparacdes
comerciais utilizam o desoxicolato de sbédio como agente dispersante para a
formacao de uma suspenséao coloidal de acao parenteral.

A AMB liga-se a membrana plasmatica da Leishmania formando poros aquosos,
consistindo de oito moléculas de AMB ligadas hidrofobicamente aos esterodis
presentes na membrana do patdégeno (ergosterol). A formacdo desses poros
hidrofilicos permite uma alteracdo na permeabilidade da membrana, promovendo
a perda de metabdlitos essenciais e lise celular (KOTLER-BRAJTBURG, 1979).
E 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
eucaribtica, o que contribui para a seletividade da droga a célula do parasito
(GRUDA et al., 1980; VERTUT-CROQUIN et al., 1983).

Os principais efeitos colaterais descritos com o uso da anfotericina B sdo bem
conhecidos e incluem: febre, calafrio, cefaléia, astenia, dores musculares e
articulares, vomitos e hipotensao. Estes paraefeitos sdo geralmente observados
durante a infusdo da droga (GIGLIOTTI et al., 1987; CHIA & POLLACK, 1989).
Devido a toxicidade as 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 hemacias. A
nefrotoxicidade é resultante da acao direta da AMB sobre os tubulos renais, assim
como a inducdo de uma vasoconstriccao renal, o que resulta na diminuicdo do
fluxo sanguineo renal e da taxa de filtracdo glomerular (BALEY et al., 1990).
Também foi observado que grande parte da nefrotoxicidade é decorrente do
veiculo utilizado como dispersante, o desoxicolato de sodio (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 cardiaca ja foi
descrita em casos de infusdo rapida da droga (DRUTZ, 1992; THAKUR, 1995a). A
infusado rapida de anfotericina B em pacientes com a fungao renal comprometida
pode levar a hipercalemia e fibrilagdo ventricular (CRAVEN & GREMILLION,
1985).

O grande desafio ao longo dos anos ainda tem sido o desenvolvimento de drogas
mais eficazes, menos téxicas, com uma terapia de curta duracédo e baixo custo.
Muitas tentativas ja foram feitas, algumas com pouco ou nenhum éxito. Talvez
uma das mais promissoras venha ser a terapia combinada que desde a década
de 80 vem sendo investigada.

A associacdo de drogas no tratamento da LV tem como objetivo aumentar a
eficacia, diminuir ou prevenir o surgimento de resisténcia, ou ainda reduzir o
tempo de tratamento. A primeira tentativa ocorreu no inicio da década de 80 com
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a associacdo de alopurinol + estibogluconato de soédio. Estudos néao
randomizados foram realizados e os resultados foram controversos quanto a
superioridade dessa associacdo em relacdo a monoterapia (CHUNGE et al.,
1985; DI-MARTINO et al.,, 1990; RAGUSA et al.,, 1993; SINGH et al., 1995).
Sendo assim, o uso dessa combinag¢do nunca chegou a ser implantada na pratica.
Posteriormente avaliou-se a associacdo da pentamidina + estibogluconato de
sodio. Os estudos foram unanimes em mostrar que ndo havia uma interacao
positiva entre as drogas e concluiram que apesar da pentamidina ser efetiva no
tratamento da LV, esquemas mais prolongados seriam necessarios para prevenir
recidivas, tornando sua toxicidade muito elevada (BRYCESON et al., 1985b).
Mais tardiamente, um ensaio clinico randomizado e controlado realizado em
pacientes que ndao haviam respondido ao tratamento com antimoniais mostrou
que a associacao alopurinol + pentamidina apresentava indices de cura
superiores a monoterapia com pentamidina, sendo utilizado em dias alternados
durante 30 dias (DAS et al., 2001). A associacdo aminosidina + estibogluconato
de sddio também ja foi testada (THAKUR & KUMAR, 1992; SEAMAN et al., 19983;
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 aminoglicosideos.

Devido provavelmente ao receio pela grande toxicidade, a combinacdo de
antimoniato de meglumina e desoxicolato de anfotericina B até entdo nunca havia
sido testada. Resultados recentes do nosso grupo demonstraram a eficacia dessa
associagao no tratamento de pacientes portadores de leishmaniose visceral, com
reducdo do tempo de tratamento para 7 ou 10 dias (CARVALHO, 2005). Tal
estudo pdde evidenciar que essa associagao foi capaz de diminuir o tempo do
tratamento sem, no entanto, perder a eficacia do mesmo, e dessa forma reduzir
os indices de recidiva relacionados ao abandono do tratamento em virtude do
longo periodo da terapia. Entretanto, ndo existem dados na literatura referentes a
avaliagao do efeito da associacdo do antimoniato de meglumina e desoxicolato de
anfotericina B como suporte para esse achado clinico. Neste contexto, estudos

26



utilizando modelos experimentais ainda se fazem necessarios para que se possa

classificar a natureza da interacao das drogas utilizadas nessa associagao.

Além da associacado de drogas, varios estudos tém sido realizados no sentido de
desenvolver e avaliar novas drogas ou novas formulacdes de drogas ja 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 nefrotdxicos, e aumentar o seu potencial terapéutico.
Neste contexto, devido a necessidade de excluir o desoxicolato como agente
dispersante, vesiculas de fosfolipideos conhecidas como lipossomas, tém sido
utilizadas como um sistema de vetorizacao para a administracao da AMB.

Em 1965, Bangham e colaboradores observaram que pequenas vesiculas,
consistindo de uma bicamada lipidica, poderiam se formar quando fosfolipideos
fossem hidratados com a adicdo de agua. Essas vesiculas, posteriormente
chamadas de lipossomas, foram classificadas de acordo com o numero de
bicamadas lipidicas e com o tamanho das vesiculas. Dessa forma, os lipossomas
poderiam se comportar como vesiculas multilamelares (MLV), vesiculas
unilamelares pequenas (SUV) e vesiculas 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)
utiizando um modelo experimental de infeccdo por Leishmania, no qual
observaram uma menor toxicidade em relacdo 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 candidiase
(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 figado, bago e
pulmbées (ABRA & HUNT, 1981); além de participar de um mecanismo de

transferéncia seletivo, capaz de transferir os lipossomas para alvos contendo
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ergosterol nas membranas celulares do parasito ajudado pelo préprio parasito ou
fosfolipases do hospedeiro (JULIANO et al., 1987).

A partir da década de 90, formulagdes lipidicas na forma de complexo lipidico
(Abelcet®, The Liposome Co., Princeton, NJ), dispersdo coloidal (Amphotec®,
Sequus Pharmaceuticlas, Menlo Park, CA) e lipossomas (AmBisome (NeXstar
Pharmaceuticals/Fujisawa, San Dimas, CA) ganharam o mercado ap6s aprovagao
pelo FDA (U.S. Food and Drug Administration).

Em geral, as preparagoes lipidicas disponiveis de AMB facilitaram o tratamento da
LV em modelos animais e humanos, devido a diminuicdo extraordinaria da
toxicidade, principalmente em virtude da liberacdo do desoxicolato como agente
dispersante, da facilitacdo da farmacocinética da droga e auxilio a resposta imune
do hospedeiro (PETIT et al., 1999; FALK et al., 2004; EHRENFREUND-
KLEINMAN, et al., 2005). Entretanto, o uso dos compostos lipidicos de AMB ainda
encontra-se limitado em funcao do alto custo (MURRAY, 2004) e da instabilidade

da formulacao.

A OMS, frente a necessidade imperiosa de novos farmacos para o tratamento das
doencas parasitarias, 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 € de exirema
importancia pela possibilidade de diminuir o tempo de hospitalizagdo, bem como a
toxicidade decorrente da via de administracéo, o que permite maior aderéncia do

paciente ao tratamento e conseqlientemente maior indice de cura.

Neste contexto, a terapia oral utilizando a miltefosina (Zentaris, Alemanha) como
droga anti-Leishmania foi iniciada com estudos do metabolismo de fosfolipideos
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 india, com um indice 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-cancer, é um farmaco com alto potencial teratogénico, de custo
elevado e que apresenta restricdes 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 clinico para avaliar a eficacia da miltefosina em
pacientes portadores de LV. Diferente dos resultados encontrados nos ensaios
clinicos desenvolvidos na india, cerca de 50% dos pacientes apresentou falha
terapéutica levando a interrupcéo do estudo.

Ainda no sentido de avaliar drogas com atividade anti-Leishmania com potencial
oral de administracdo, nosso grupo iniciou uma colaboracdo com a BioDelivery
Sciences International - USA, para estudar a atividade anti-L.(L.) chagasi de uma
nova formulagdo lipida de anfotericina B encapsulada pelo sistema de
cocleamento. A anfotericina B cocleada apresenta vantagens sobre as
formulagdes lipidicas ja existentes devido a estabilidade dos “cochleates” e sua
resisténcia a degradacao no trato gastrointestinal o que pode favorece sua

administragé@o por via oral.

A tecnologia do cocleamento foi inicialmente descrita por Papahadjoupoulos, em
1975, quando descobriu um intermediario na preparacdo de vesiculas
unilamelares, os “cochleates”.  “Cochleates” consistem em uma estrutura
cristalina estavel cation-fosfolipidica (Ca*™ e fosfatidilserina) em forma de uma
bicamada em espiral com um espaco interno ndo aquoso e livre de oxigénio.
Essa estrutura permite um aumento significativo na estabilidade dos seus
constituintes, devido a diminuicdo das acbes enzimaticas degradativas diretas,
favorecendo a veiculagdo de moléculas anfipaticas, hidrofébicas, carregadas
positivamente e negativamente. Os “cochleates” tém sido utilizados como sistema
de distribuicdo de proteinas, peptideos, vacinas de DNA e em terapias génicas
(MANNINO & GOUD-FOGERITE, 1995; ZARIF & MANNINO, 2000).
Recentemente, seu uso tem sido essencialmente empregado em sistemas de
distribuicdo de drogas, tal qual a anfotericina B (ZARIF et al., 2000). Por se tratar
de uma droga hidrofobica, a anfotericina B encontra-se distribuida 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 biodistribuicdo da CAMB administrada por via intravenosa em
modelos murinos demonstraram que a anfotericina B administrada através do
sistema de cocleamento é 6rgao-especifica (SEGARRA et al.,, 2002). A
distribuicdo das moléculas bioativas ocorre quando os “cochleates” contendo a
droga se aproximam da célula fagocitica promovendo a reoganizacdo da
membrana plasmatica. Isso ocorre em fungéo da interagdo dos ions Ca** contidos
na membrana do “cochleates” com fosfolipideos carregados negativamente
encontrados na membrana plasmatica da célula alvo (geralmente fosfatidilserina e
fosfatidilglicerol), o que resulta na fusdo da membrana externa do “cochleate”
contendo a AMB com a membrana da célula. Essa fusdo permite a liberacao lenta
de pequenas quantidades da droga no interior do citoplasma da célula alvo. Os

“cochleates” contendo anfotericina B podem desligar-se da membrana plasmatica
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da célula fagocitica e reaproximar-se de outra célula ou da mesma, depositando
novamente o seu conteudo. Eventualmente, particularmente em células
fagociticas ativadas, pode ocorrer a endocitose do “cochleate” e a fusdo com a
vesicula endocitica (Figura 3).

Fase 1: Fusao Fase 2: Distribuicao

Figura 3 — Mecanismos de fusdo dos cochleates e distribuicdo da anfotericina B dentro das células
alvo.

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

A formulacéo cocleada da anfotericina B tem se mostrado eficaz no tratamento de
infeccao experimental com Candida albicans. Os dados mostraram que a CAMB
administrada via oral na dose de 0,5 mg/Kg/dia promoveu 100% de sobrevivéncia
dos animais e foi comparavel ao efeito do desoxicolato de anfotericina B na dose
de 2mg/Kg/dia administrada via intraperitoneal (SANTANGELO, 2000).
Resultados preliminares da eficacia de CAMB em modelos murinos de
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aspergilose mostraram que a administracdo oral da droga resultou na
sobrevivéncia de 70% dos animais e na reducdo no numero de colbénias nos
pulmdes, figado e rins (DELMAS et al., 2002). Estes resultados demonstraram
que a formulacédo coclelada da anfotericina B promove sua captacdo no trato
gastrointestinal e sugere a via oral de administracdo como potencial para

aplicacéao terapéutica.

Portanto, com base nos estudos descritos acima que demonstraram que a
associacao de antimoniato de meglumina e anfotericina B administrada por um
periodo de tempo inferior ao utilizado para as drogas isoladas foi eficaz no
tratamento da LV e diante dos resultados que descreveram a eficacia terapéutica
da anfotericina B cocleada no tratamento de infec¢do fungica e seu potencial
como uma droga de administracdo oral, nossa proposta foi avaliar o efeito da
associacao do antimoniato de meglumina e anfotericina B desoxicolato e a
atividade da anfotericina B cocleada na infec¢ao experimental com L. (L.) chagasi.

32



Objetivos

33



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito da associacao de antimoniato de meglumina e desoxicolato de
anfotericina B e a atividade da anfotericina B cocleada na infecgdo experimental
com L. (L.) chagasi.

2.2 Objetivos Especificos

- Padronizar os ensaios de infecgédo in vitro de macréfagos murinos com
L. (L.) chagasi.

- Avaliar o efeito in vitro da associacdo de antimoniato de meglumina e
desoxicolato de anfotericina B em modelos de infeccdo de macréfagos
murinos com L. (L.) chagasi.

- Avaliar a atividade in vitro anti-Leishmania da anfotericina B cocleada
em modelos de infecgdo de macréfagos murinos com L. (L.) chagasi.

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

chagasi.

- Avaliar a atividade anti-Leishmania da anfotericina B cocleada em
modelos de infeccdo de camundongos com L. (L.) chagasi.
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3 MATERIAL E METODOS

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

Neste estudo foi utilizada uma cepa padrao da Organizagdo Mundial de Saude L.
(L.) chagasi (MHOM/BR/74/PP75). As formas promastigotas inicialmente
criopreservadas em nitrogénio liquido foram descongeladas, cultivadas em meio
liquido Liver Infusion Tryptose — LIT (CAMARGO, 1964) até a fase logaritmica de
crescimento. Camundongos fémeas 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 primaria de promastigotas com alta infectividade para a
realizacdo dos experimentos. Ap6s 15 dias, os parasitos foram isolados do figado
desses animais por maceracao e inoculados em frascos contendo meio bifasico
agar-sangue, Novy-MacNeal-Nicolle — NNN (NOVY & MACNEAL 1903; NICOLE,
1908), associado ao meio LIT. As culturas foram mantidas em estufa B.O.D. a
temperatura de 24 + 1°C durante quatro dias. Apés este periodo, as culturas
foram examinadas quanto a motilidade, morfologia e auséncia de contaminacao, e
0s 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 expansdo da cultura e

armazenamento no criobanco do Nucleo de Doencgas Infecciosas.

Para cada um dos ensaios uma aliquota da cultura de promastigotas foi
descongelada do criobanco e cultivada em meio NNN-LIT. A re-inoculagdo no
meio bifasico foi realizada a cada quatro dias com o objetivo de manter os
parasitos em fase logaritmica de crescimento. A partir da terceira passagem em
meio NNN-LIT, as culturas de quatro dias foram inoculadas (5 x 10°
promastigotas/mL) em meio LIT suplementado com 10% de SFB e 2% de urina
masculina para serem posteriormente utilizadas nos ensaios de infeccéo in vitro e
in vivo. Os parasitos utilizados nos experimentos foram mantidos em cultura, por

no maximo, oito passagens, para evitar a perda da infectividade observada apés
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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 (Glucantime™) produzido pela
Aventis, Brasil, o desoxicolato de anfotericina B (Fungizon™) produzido pela
Squibb, NY, USA; o desoxicolato de anfotericina B (Anfotericin B) produzido pela
Cristdlia, RS, Brasil, e a anfotericina B cocleada (CAMB) produzida pela Bio
Delivery Sciences International, New Jersey, USA, gentiimente cedida pelo Dr.
Raphael Maninno. As drogas foram diluidas 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 infeccao de macréfagos 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 vértex a baixa rotacao para desfazer os grumos e submetidos a centrifugacéao
diferencial (200 x g, 25°C, durante 10 minutos) para a remocao das formas nao
viaveis e grumos de parasitos. Os parasitos foram deixados em repouso durante
10 minutos a temperatura de 24 + 1°C em estufa B.O.D. para a recuperacao dos
mesmos no sobrenadante. Ap6s este periodo, o sobrenadante foi coletado,
transferido para outro tubo de polipropileno de 50 mL e lavado em solucao salina
tamponada - PBS (0,15M, 8,0g/L de NaCl, 0,2g/L de KH,PO4 e 1,115g/L de
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Na.POy4, pH 7,2, Sigma Chemical Corp., St Louis, MO), por centrifugacao a 1000 x
g, 4°C, 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 numero de parasitos em
camara de Neubauer e posterior ajuste da sua concentracdo para os ensaios de
infeccdo de macréfagos.

3.3.2 Ensaios in vitro de atividade de drogas anti-Leishmania

Para os experimentos in vitro, foram utilizados camundongos suicos fémeas com
idade entre 4 e 8 semanas adquiridos do Instituto de Defesa Agropecuaria e
Florestal do Espirito Santo (IDAF). Macréfagos peritoneais residentes foram
obtidos por lavagem com meio RPMI-1640, centrifugados a 500 x g, 4°C por 10
minutos e ressuspendidos em 5 mL de meio RPMI-1640. Em seguida, as células
foram contadas em camara de Neubauer utilizando um corante vital (Azul de
Tripan a 0,4%) com o objetivo de excluir da contagem as possiveis células mortas
contidas no meio. Posteriormente, 0 nimero de macréfagos foi ajustado para uma
concentracdo de 8 x 10° células / mL em meio RPMI-1640 e 100uL dessa
suspensao foram distribuidos em camaras de cultura celular de 16 pogos (Lab-
Tek® - Chamber Slide™ System, Nunc, NY, USA). As células foram incubadas por
24 horas, a 37°C em estufa contendo 5% de CO. e atmosfera umida. Apds a
incubacgédo, as células nao-aderentes foram removidas por lavagem com meio
RPMI-1640, os macréfagos aderentes foram infectados com promastigotas de L.
(L.) chagasi na razdo de 7 parasitos / macréfago (5,6 x 10° parasitos) e incubados
por 24 horas, a 37°C em estufa contendo 5% de CO, e atmosfera umida. Apos
este periodo, os parasitos ndo fagocitados foram removidos por lavagem
utilizando meio RPMI-1640 e posteriormente foram adicionados, em cada poco da
camara de cultura, 100 yL de meio RPMI-1640 contendo 10% de SFB. Os
macréfagos infectados foram incubados com diferentes concentragdes das drogas
separadamente ou em associacdo, em ftriplicata, e incubados por 72 horas, a
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37°C em estufa contendo 5% de CO. e atmosfera Umida. Apbés 72 horas de
exposi¢do as drogas, as laminas foram fixadas em metanol e coradas utilizando a
técnica de Diff-Quick (Fisher Scientific, Atlanta, GA, USA). Para cada ensaio
foram avaliados randomicamente 100 macréfagos em cada poco das camaras de
cultura. A atividade da droga foi determinada a partir da porcentagem de
macréfagos infectados nas culturas tratadas com droga em comparagdo com as
culturas ndo tratadas. As concentragdes inibitérias de 50% (Clsp) e de 90% (Clgo)
foram calculadas por andlise de regressao logaritmica utilizando o programa
Microsoft Excel 2003.

3.33 Ensaios in vitro de associacdo de drogas com atividade anti-

Leishmania

Para calcular as concentracdes das drogas a serem utilizadas nas diferentes
combinacdes foi utilizado o método da Razado Fixada Modificado proposto por
Fivelman e colaboradores em 2004. Inicialmente foram determinadas as Clsy do
antimoniato de meglumina (GLU) e do desoxicolato de anfotericina B (DAMB)
isoladamente. Para os ensaios de associacado foram utilizadas seis combinacdes
de drogas nas seguintes razdes: 5:0, 4:1, 3:2, 2:3, 1:4 e 0:5, sendo que 5:0 e 0:5
correspondiam as drogas isoladas. Para cada combinacao foram realizadas cinco
diluicbes seriadas duplas de modo que a mais alta concentracdo a ser utilizada
(5) correspondia aproximadamente a 4 vezes o Clsg de cada droga isolada. Uma
vez determinada a mais alta concentracdo a ser utilizada, as demais
concentragcdes correspondiam as fragdes indicadas nas combinacdes. Os testes
in vitro foram realizados conforme descrito no item 3.3.2. Cada combinacao foi

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

Para avaliar o efeito da associacédo das drogas, foi calculada inicialmente a fracao
da concentragéo inibitéria (FIC) de cada droga e o somatério das FICs (FIC do
DAMB + FIC do GLU) como a seguir: FIC do DAMB = Clso90 do DAMB em
combinagéo/Clsoge) do DAMB isolado. O mesmo foi aplicado para o GLU. As FICs
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e 0 somatorio das FICs foram calculados para cada uma das combinagdes. A
média dos somatérios das FICs foi utilizada para classificar a natureza da
interacdo, onde ZFIC<0,5 foi classificado como sinergismo ou interacao positiva,
0,5>2FIC<4 como aditividade ou sem interacdo e ZFIC>4 como antagonismo ou
interacao negativa (JOHNSON et al, 2004; ODDS, 2003).

3.34 Ensaios de citotoxicidade de drogas

O ensaio de citotoxicidade foi realizado através da técnica de coloragdo 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 conversdao depende da presenca de células viaveis, a
quantidade de produto formado é diretamente proporcional ao niumero de células
vivas em cultura (MOSMANN, 1983).

Os ensaios de citoxicidade foram realizados utilizando-se macrofagos peritoneais
de camundongos suicos fémeas com idade entre 4 e 6 semanas. As células
foram obtidas por lavagem peritoneal em meio RPMI-1640 e ajustadas para uma
concentracdo de 8 x 10° células/mL apds contagem em camara de Neubauer. Em
seguida, 100uL da suspensao de células foram adicionados a placas de 96 pocos
(Linbro®, McLean, Virginia, USA) e incubados durante 24 horas em estufa a 37°C
contendo 5% de CO, e atmosfera umida. ApGs esse periodo, as células nao
aderentes foram retiradas por lavagem e aos pocos foram adicionadas diferentes
concentragdes das drogas diluidas em meio RPMI-1640 e novamente incubadas
por 24 horas, a 37°C em estufa contendo 5% de CO, e atmosfera umida. Apés a
incubacdo com as drogas, o meio foi removido e aos pocos foi adicionado 50uL
de meio LIT e 50uL de MTT a 1mg/mL diluido em meio LIT. A cultura foi incubada
por 4 horas no escuro, a 37 °C em estufa contendo 5% de CO, e atmosfera umida.
Apés esse periodo, a placa foi centrifugada a 1000 X g, a 4°C durante 15 minutos.

O meio foi removido e o produto formado foi diluido em 200uL de DMSO. A
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absorbancia foi medida em leitor de ELISA a 570 nm e a porcentagem de lise
celular foi calculada dividindo a média da absorbancia de cada concentragdo de
droga pela média da absorbancia 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 infeccao in vivo.

Parasitos em fase logaritmica 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 camara 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 vértex a baixa rotacdo para desfazer os grumos e lavada 2
vezes por centrifugacédo a 1000 x g, 4°C, 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 concentragao final de
1 x 108 parasitos/mL.

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

Camundongos fémeas BALB/c com idade entre 4 e 6 semanas infectados com 2 x
10” promastigotas via intravenosa foram distribuidos aleatoriamente em grupos de
2 camundongos. Os camundongos foram sacrificados em camara de CO, apoés 7,
15, 30 e 60 dias de infeccdo e determinado a carga parasitaria no figado dos

camundongos.
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343 Quantificacao dos parasitos no figado dos camundongos
infectados com L. (L.) chagasi

Para a quantificacdo dos parasitos no figado dos animais infectados foi utilizada a
técnica da Diluicao Limitante descrita por Buffet e colaboradores em 1995. Para
tal, o figado 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, 4°C
por 1 minuto para retirar a capsula que recobre o figado que é resistente a
maceracao (capsula 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 puL de meio LIT suplementado com
10% de SFB e 2% de urina masculina. Essa suspensao foi posteriormente
distribuida em placas de fundo chato de 96 pocos, em duplicata, onde aos
primeiros pocos foram adicionados 200 uL da suspenséo e nos demais pog¢os 160
pL de LIT suplementado com 10% de SFB e 2% de urina masculina. Apds a
distribuicdo do meio, foram feitas diluicées 1:5, transferindo-se 40 uL de pogo em
poco, até o décimo segundo poco. Para a determinagdo das diluicbes em cada
poco foram utilizados os valores de acordo com a tabela 1. O primeiro poco
representa a diluicdo 1:3 uma vez que dos 500 pL nos quais foi ressuspendido o
macerado de tecido, foram utilizados apenas 160 pyL no primeiro pogo e os

demais pocos representam diluicdes seriadas de 5 vezes.

As placas foram incubadas em estufa B.O.D. a temperatura de 24 + 1°C e
avaliadas diariamente durante 10 dias. No décimo dia de cultura a quantidade de
parasitos no figado foi calculado multiplicando o inverso da diluicdo referente ao
poco em que havia a presenca de pelo menos um parasita, pelo peso total do
orgao e dividindo pelo peso do fragmento utilizado para a cultura.
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Ex: dltimo pocgo: 5
Diluicdo: 1/1,88 x 10°
Peso total do figado: 1,5 g

Peso do fragmento utilizado: 0,06

Quantidade de parasitas por 6rgao:

1,88 X 103 ------------------ 0’06 g

X= 4,7 x 10* parasitos / 6rgao

TABELA 1 - INVERSO DA DILUICAO DO MACERADO DO FRAGMENTO DE

FIGADO
1° pogo: 3 4° poco: 375 7° poco: 4,69 x 10* 10° pogo: 5,86 x 10°
2° poco: 15** 5° poco: 1,88 x 10° 8° poco: 2,34 x 10° 112 pogo: 2,93 x 10’
3° poco: 75 6° poco: 9,38 x 10° 9° poco: 1,17 x 10° 122 pogo: 1,47 x 10°

* Representacéo da fragdo do macerado utilizada a partir do volume total ressuspendido (160 uL/
500 pL)

** Diluico seriada 1:5

344 Ensaios de atividade de drogas anti-Leishmania in vivo

Camundongos BALB/c fémeas com idade entre 4 e 8 semanas infectados com 2 x
10” promastigotas via intravenosa foram distribuidos aleatoriamente em grupos de
5 camundongos. Apds 15 dias de infeccdo, os camundongos foram tratados com
diferentes concentracbes de CAMB e DAMB durante 7 e 15 dias. A CAMB foi

43



administrada por via oral e o DAMB por via intraperitoneal. Vinte e quatro horas
apods o término do tratamento, os camundongos foram sacrificados em camara de
CO. e o numero de parasitos no figado foi calculado pela técnica de diluicdo
limitante conforme descrito anteriormente. O resultado foi expresso como a média

dos logaritmos do numero de parasitos por 6rgao de cada camundongo.

3.5 Aspectos éticos

O presente estudo foi realizado conforme as recomendacbes da Sociedade
Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério (SBCAL), e em concordancia
com a Lei n® 6.638, de 8 de maio de 1979, que estabelece normas para a pratica

didatico-cientifica de conduta em pesquisas utilizando animais.
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4 RESULTADOS

4.1 Padronizacao dos ensaios in vitro de infeccao de macréfagos com
L. (L.) chagasi

Inicialmente foi determinado o nimero de macréfagos a ser adicionado em cada
poco das camaras de cultura de modo a obter uma distribuicdo homogénea das
células e avaliar o numero de macréfagos aderidos apds 72 horas de incubacgéao.
Para isso foram testadas as quantidades de 4x10* e 8x10* macréfagos por poco.
Apés 72 horas de incubacdo, a adicdo de 4x10* macréfagos por pogo nédo
permitiu que uma quantidade suficiente de células permanecesse aderida. Por
outro lado, quando utilizamos 8x10* macréfagos foi observado uma distribuicdo
homogénea e um maior niumero de células aderidas apds 72 horas. A partir dessa
observagdo todos os experimentos in vitro foram realizados utilizando 8x10*

macréfagos em cada poco das camaras de cultura.

Na proxima etapa da padronizacdo, foi avaliado o numero de promastigotas por
macréfago com o objetivo de obter uma maior taxa de infecgdo. Neste ensaio
foram avaliadas as razbes 7:1 e 10:1 de parasitos por macréfago utilizando
promastigotas de L. (L.) chagasi obtidas de uma cultura de 7 dias, que
correspondia ao inicio da fase estacionaria de crescimento. Nossos dados
demonstraram que apesar da razdo 10:1 apresentar uma taxa de infeccao maior
em relacado a razédo 7:1 apds 72 horas de incubacgao, a razdo de 7:1 parasitos /
macréfago foi escolhida para ser utilizada nos experimentos de infeccao in vitro

devido ao aspecto mais limpo e homogéneo da cultura (Figura 4).
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Figura 4 — (A) Distribuicao dos macréfagos nas cAmaras de cultura quando infectados com a razéo
de 7:1 parasitos / macrofago (B) Distribuicdo dos macréfagos nas camaras de cultura quando
infectados com a razdo de 10:1 parasitos / macréfago. Fotografias obtidas com uma ampliagao de
100X.
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4.2 Avaliacao in vitro do efeito da associacao de antimoniato de

meglumina e desoxicolato de anfotericina B

Inicialmente foram avaliadas diferentes concentragdes do antimoniato de
meglumina (Glucantime® - GLU) e do desoxicolato de anfotericina B (DAMB) com
0 objetivo de estabelecer uma faixa de concentragao suficiente para determinar as
concentragdes inibitérias de 50% e de 90% (Clsp e Clgy). Para o GLU foram
testadas as concentracdes de 200 a 1,56 ug/mL e para o DAMB foram testadas
as concentracdes de 0,312 a 0,0005 ug/mL. Para ambas as drogas cada uma das
concentragdes foram testadas em diluicdes seriada dupla e em triplicata. Os
resultados mostraram que as concentragées entre 100 e 3,125 pg/mL para o GLU
e 0,078 e 0,002 ug/mL para o DAMB corresponderam aos melhores intervalos de
concentragdes a serem utilizados, uma vez que culturas tratadas com
concentracdes acima das concentracdes selecionadas apresentaram 100% de
inibicdo da infeccao dos macrofagos e aquelas tratadas com concentracdes
abaixo do limite inferior ndo apresentaram efeito sobre a infeccdo dos

macréfagos.

A etapa seguinte foi determinar as Clsg90 de cada uma das drogas isoladas pela
analise da porcentagem de macréfagos infectados tratados em relacdo ao
controle néo tratado (Tabela 2).

TABELA 2 - ATIVIDADE /N VITRO DO ANTIMONIATO DE MEGLUMINA E DO
DESOXICOLATO DE ANFOTERICINA B CONTRA AMASTIGOTAS DE L. (L.)

chagasi
Drogas Clgo* Clgo*
GLU 225156 78,4 +10,8
DAMB 0,021 +0,006 0,090 +0,023

*Os valores de Clsg e Clgo foram expressos como a média e desvio padrdao em pg/mL.
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Uma vez determinadas as Cls de cada droga separadamente, foram calculadas
as concentragdes a serem utilizadas nas diferentes combinagbes conforme

demonstrado na tabela 3.

TABELA 3 - CONCENTRACOES DE ANTIMONIATO DE MEGLUMINA E
DESOXICOLATO DE ANFOTERICINA B UTILIZADAS NOS ENSAIOS DE
ASSOCIACAO DE DROGAS

Solugdes de Razdes Concentragdes (ug/mL)

Combinacéo 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 associacdo foi avaliado utilizando o método da Razdo Fixada
Modificado e os dados foram analisados a partir das Clsggo das drogas em
combinacao e dos calculos dos ZFICs das diferentes combinacdes. As interacdes
foram classificadas de acordo com o somatério das fracbes das concentracbes
inibitérias, ou seja, ZFIC<0,5 = sinergismo ou interacao positiva, 0,5>2FIC<4 =
aditividade ou sem interacao, ZFIC>4 = antagonismo ou interacdo negativa. Os
2FICs estao representados na tabela 4 como resultado de 3 experimentos
independentes. Os resultados demonstraram que o efeito da associagcao entre o
antimoniato de meglumina e a anfotericina B desoxicolato foi classificado como
aditivo uma vez que a média dos 2FICs variou de 0,65 a 1,02 para o Clsg € entre
0,91 e 1,08 para o Clg.
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TABELA 4 — MEDIA DO IFICs DA ASSOCIACAO ENTRE O ANTIMONIATO DE
MEGLUMINA E DESOXICOLATO DE ANFOTERICINA B EM ENSAIOS IN
VITRO DE INFECCAO COM L. (L.) chagasi

Drogas Experimento Média do ZFIC + DP* Média do ZFIC + DP*
(Clso) (Cloo)
1 1,02+0,17 1,08 £ 0,14
GLU + DAMB 2 0,65+ 0,25 0,91 £0,10
3 0,94 +0,13 0,97 + 0,07
*Desvio Padréao
4.3 Avaliacao da atividade anti-Leishmania da anfotericina B cocleada
4.3.1 Analise da citotoxicidade da anfotericina B cocleada

Para determinar a faixa de concentragdo da droga necessaria para obtermos as
concentracdes inibitérias desejadas, o primeiro passo foi avaliar as concentracées
toxicas para os macrofagos. Sendo assim, a citotoxicidade da anfotericina B
cocleada em macréfagos murinos foi avaliada através da técnica de coloragcéao
pelo MTT. Como controle foi utilizado o desoxicolato de anfotericina B. Foram
testadas as concentragdes de 5,00, 2,50, 1,25 e 0,62 ug/mL da CAMB e do
DAMB.

Apés a anadlise dos resultados, foi observada uma toxicidade menor da CAMB em
relacdo a DAMB nas culturas de macréfagos. A porcentagem de células vivas nas
culturas tratadas com CAMB na concentragdo de 5,00 ug/mL foi reduzida em
14,1%, enquanto as culturas tratadas com DAMB na mesma concentracao
apresentaram um decréscimo de 77,0% no numero de células vivas,
representando uma diferenca de 63,0% na sobrevivéncia das células em relacédo
as culturas tratadas com CAMB (Figura 5). A partir da concentracdo de 2,50

ug/mL da CAMB néao foi mais detectado morte das células, demonstrando assim
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que o efeito téxico da CAMB ocorre em concentragdes acima de 2,50 ug/mL.
Apenas na concentracdo 0,62 pug/mL foi observada a mesma porcentagem de

sobrevivéncia dos macréfagos para as duas drogas avaliadas, ou seja, 100,0%
das células permaneceram viaveis.
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Figura 5 — Porcentagem de macroéfagos vivos quando tratados com diferentes concentragdes de
CAMB e DAMB nos ensaios de citotoxicidade in vitro.

4.3.2 Atividade in vitro da anfotericina B cocleada em ensaios de
infeccao de macrofagos com L. (L. chagasi

Inicialmente foram avaliadas diferentes concentragcdes da CAMB com o objetivo
de estabelecer uma faixa de concentracdo suficiente para determinar as
concentragdes inibitérias de 50% e de 90% (Clso e Clg). Foram testadas as
concentracdes de 2,50 a 0,0005 ug/mL em diluicdo seriada dupla e em ftriplicata
(Figura 6). Os resultados mostraram que as concentragdes entre 0,078 e 0,002
ug/mL corresponderam ao melhor intervalo de concentragdo a ser avaliado nos

experimentos in vitro, uma vez que as culturas tratadas com concentracdes acima
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de 0,078 ug/mL apresentaram 100,0% de inibicao da infeccdo dos macréfagos e
aquelas tratadas com concentracdes abaixo de 0,002 pug/mL ndo apresentaram

efeito sobre a infecgao.
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Figura 6 — Analise das concentragdes das drogas a serem testadas nos ensaios de atividade anti-
Leishmania. O gréfico representa a porcentagem de inibi¢do da infeccdo de macréfagos tratados

com diferentes concentragées de CAMB.

Como controle, os “cochleates” sem a droga foram avaliados para verificar se
apresentavam atividade anti-Leishmania. Nesta etapa, foram realizados ensaios
de infeccao in vitro utilizando a concentracdo de 2,50 ug/mL que correspondia a
maior concentracdo da CAMB avaliada. Os resultados mostraram que os
“‘cochleates” vazios nao apresentam nenhum efeito sobre a infeccdo dos

macréfagos.

Em seguida, as Clspgo foram determinadas pela porcentagem de macréfagos
infectados tratados com as diferentes drogas em comparacdo com o controle nao

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

concentracdes da CAMB podem ser visualizadas na figura 7.

TABELA 5 - ATIVIDADE IN VITRO DE ANFOTERICINA B COCLEADA
CONTRA AMASTIGOTAS DE L. (L.) chagasi

C|5o* CIQO*
CAMB 0,017 + 0,007 0,059 + 0,014
DAMB 0,021 £ 0,006 0,090 £ 0,023

*QOs valores de Clsq e Clgo foram expressos como a média e desvio padrao em pg/mL.
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Figura 7 — Cultura de macréfagos murinos infectados com L.(L.) chagasi tratados com diferentes
concentracdes de CAMB (A) CAMB 0,078 pg/mL, (B) CAMB 0,019 pg/mL, (C) CAMB 0,002 pug/mL,
(D) Controle de Infecgdo sem droga.

4.3.3 Comparacao da atividade anti-Leishmania do desoxicolato de
anfotericina B produzida por diferentes fabricantes

Durante o periodo de realizacdo dos ensaios in vitro, a empresa Squibb deixou de
produzir o desoxicolato de anfotericina B que utilizavamos em nossos estudos
(Fungizon™), sendo assim, nosso trabalho passou a ser realizado com o
desoxicolato de anfotericina B produzido pela fabricante Cristalia (Anfotericin B).
Dessa forma, fizemos uma comparacdo dos resultados obtidos nos ensaios in

vitro com as drogas de ambos os fabricantes para descartar qualquer tipo de
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interferéncia em nosso estudo. A analise dos resultados ndo demonstrou

diferenca significativa entre as duas formas comerciais da droga. (Figura 8).

lg 100 T ==

S

T g M

5 a =

o |

1& 60 — = 1

= _ By =

£ H N

2 40 ®m i = ®DAMB Cristalia
g — @DAMB Fungizona
& 20 -

c

[]

£ N N N s

g o

0,078 0,089 0,019 0,008 0,004 0,002

Concentracao das drogas (ug/mL)

Figura 8 — Comparagéao 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 inibicdo da infeccdo nos macréfagos infectados tratados com diferentes
concentracdes das drogas.

4.3.4 Padronizacao dos ensaios de infeccao in vivo

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

Com o objetivo de determinar o curso da infecgdo de camundongos com L. (L.)
chagasi foi realizada uma curva de infeccdo. A analise da curva permitiu a
determinacdo dos dias de tratamento dos animais, que foi iniciado ap6s o
estabelecimento da infeccdo (Figura 9). A avaliacdo dos dados mostrou que a
carga parasitaria no figado cresce até a quarta semana apés a infecgdo. A partir
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desse momento ocorre um declinio do numero de parasitos / 6rgao, o que é
observado em 6 semanas. A partir da analise da curva o 152 dia foi escolhido para

o inicio do tratamento por constituir a fase onde a infec¢ao esta bem estabelecida.
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Figura 9 — Curva de infecgéo no figado de camundongos BALB/c infectados com L. (L.) chagasi
(cepa PP75). Foram utilizados dois camundongos por grupo e os pontos séo representativos das

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

4.3.4.2 Ensaio in vivo de atividade anti-Leishmania

Quinze dias apo6s a infecgao, foi iniciado o tratamento dos camundongos
infectados utilizando as doses de 1,0, 0,5 e 0,1 mg/Kg/dia durante 7 dias. Apds a
avaliacao dos resultados foi observado que as doses da CAMB nédo foram
suficientes para a diminuicdo do niumero de parasitos no figado em relacao ao
controle sem a droga. Nos camundongos tratados com o DAMB na mais alta
concentracdo, a diminuicdo do numero 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 auséncia completa de parasitos no figado apés o
tratamento com ambas as doses (Tabela 6).

TABELA 6 — ATIVIDADE DA ANFOTERICINA B COCLEADA EM ENSAIOS IN
VIVO DE INFECCAO DE CAMUNDONGOS COM L. (L.)chagasi

Dose Duracédo do Vias de Logio do numero

Drogas (ug/mL)  Tratamento (dias) administracédo de p;rgaésci)tos / % 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 DISCUSSAO

5.1 Avaliacao do efeito da associacao de antimoniato de meglumina e
desoxicolato de anfotericina B na infeccao experimental com L.

(L.) chagasi

Apesar da descoberta da acéo leishmanicida dos antimoniais ter sido o fato de
maior impacto na epidemiologia da LV, desde a sua primeira utilizagdo no inicio
do século passado até os dias atuais, seus efeitos téxicos e o longo tempo de
tratamento necessario para atingir indices de cura préximos a 100% ainda estao
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 € limitado em virtude de sua alta toxicidade,

principalmente renal.

Portanto, a busca constante por medicamentos e esquemas terapéuticos menos
toxicos e mais eficazes é fundamental para que estas barreiras possam ser
ultrapassadas. Na ultima década, dois avancos puderam ser observados nesta
area: as novas formulacoes lipidicas da anfotericina B e a descoberta de uma
droga oral com atividade leishmanicida, a miltefosina. As formulacdes lipidicas
tornaram possivel o tratamento da doenca em periodo bem mais curto de tempo e
com menos efeitos colaterais, entretanto, o alto custo dessas formulagdes torna
inviavel sua utilizacdo em maior escala. A miltefosina foi utilizada com sucesso no
tratamento da LV na india, porém foram observados altos indices de recidiva nos
pacientes do Brasil.

O tratamento combinado com diferentes drogas anti-Leishmania tem demonstrado
eficacia superior em relacdo ao tratamento monoterapico (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 ndo é padrédo para o

tratamento da LV devido a disponibilidade limitada de drogas efetivas com
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atividade anti-Leishmania. Na utilizacdo de uma terapia combinada, a avaliacdo
de suas vantagens sobre as possiveis desvantagens deve ser minuciosamente
detalhada, uma vez que o aumento da severidade dos efeitos adversos das
drogas é preocupacao comum quando tratamos de drogas com atividade anti-
Leishmania. Por outro lado, como vantagens do tratamento combinado destacam-
se a prevencao do desenvolvimento de resisténcia, a reducdo do tempo de
tratamento e consequientemente menor custo, e maior aderéncia do paciente a

terapia.

Estudos de associacao 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 eficacia terapéutica, reacoes
adversas, seguranca e tolerabilidade dessa associacdo 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 possuirem sitios de
acao distintos (2) da toxicidade de ambas as drogas serem tempo e dose
dependente (3) das duas drogas apresentarem vias de eliminagao distintas. Os
resultados desse estudo foram positivos, com indices de cura de 98,4% e 98,3%
no tratamento de 7 e 10 dias respectivamente (CARVALHO, 2005).

Considerando a elevada eficacia da associagdo 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 associagdo em ensaios de
infeccdo in vitro com L. (L.) chagasi. A andlise da interagdo entre as drogas
utiizando modelos experimentais € fundamental para classificar a natureza da

interacdo como sinérgica, aditiva (indiferente) ou antagénica.

A natureza da interacao foi avaliada baseada no estudo de Seifert em 2006 que
investigou as interacdes entre miltefosina e outras drogas anti-Leishmania. Para
classificar as interagcdes foram utilizados como cuttoffs a média dos ZFICs de 0,5
e 4, conforme descrito por Johnson e colaboradores (2004). Essa forma de
interpretacdo se baseia no fato de que as concentragdes em cada combinacao
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foram avaliadas em diluicbes seriadas duplas e que a mudanca em uma Unica
diluicdo esta dentro da faixa do erro experimental. Assim, para um resultado ser
sinérgico € necessario que ambas as drogas apresentem um minimo de queda no
Clsp de pelo menos 2 diluicdes e portanto uma queda de 4 vezes na suas
concentragdes. Por outro lado, antagonismo é declarado quando pelo menos uma

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

Utilizando essa abordagem, nosso estudo revelou que o efeito da associacao do
antimoniato de meglumina e desoxicolato de anfotericina B na infec¢ao in vitro de
macréfagos murinos com L.(L.) chagasi, foi aditivo, ou seja, ndo houve interacado
entre as drogas e sim um efeito somatério de suas atividades observadas
isoladamente, embora tenha mostrado uma tendéncia ao sinergismo devido aos
valores de média do ZFICs entre 0,65 e 1,02.

Embora os dados obtidos no ensaio clinico desenvolvido por Carvalho (2005)
tenham demonstrado a eficacia terapéutica da associacdo de antimoniato de
meglumina e desoxicolato de anfotericina B n&o foi possivel descrever a natureza
da interacdo. Neste estudo foram avaliados 3 grupos terapéuticos: o Grupo | foi
tratado com a associacao durante 7 dias, o Grupo Il foi tratado com a associagao
durante 10 dias e o Grupo lll foi tratado com o desoxicolato de anfotericina B
durante 10 dias. Os resultados demonstraram indices de cura de 98,4% para o

Grupo | e 98,3% para o Grupo Il, enquanto o Grupo Ill apresentou 85% de cura.

Um provavel efeito aditivo pode ser observado quando comparamos a eficacia do
tratamento com a associag¢ao durante 10 dias com o grupo controle. O grupo que
foi tratado apenas com o desoxicolato de anfotericina B durante 10 dias
apresentou um indice de cura de 85% enquanto que o0 grupo de pacientes
tratados com a associacao apresentou indice de cura préximo a 100%. Portanto,
o aumento da eficacia do tratamento foi devido a inclusdo do antimoniato de
meglumina. Essa observacdo esta de acordo com a definicdo de que o efeito
aditivo em uma combinacdo é a soma dos efeitos isolados de cada droga
(BOVILL, 1998).
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Bovill também descreve uma definicao para o sinergismo, em que uma interacao
€ dita como sinérgica quando o efeito observado na combinacédo 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 associacao por um periodo de
sete dias. Partindo da hipétese 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 € 14 dias, e que o indice esperado para o
tratamento com o antimoniato de meglumina seria de aproximadamente 30%
considerando que o tempo de tratamento foi reduzido a um terco do tempo
preconizado (20 dias), o indice de cura esperado para o grupo tratado com a
associacao durante 7 dias seria de 80%. Entretanto, foi observado um indice

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

Ainda que estudos referentes a utilizacdo do antimoniato de anfotericina B na
dose diaria 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 indice de cura
de 57% e portanto corroboram a hipétese acima, nao existem dados na literatura
com relacdo ao tratamento utilizando doses de antimoniato de meglumina
inferiores a recomendada. Portanto estudos experimentais utilizando modelos de
infecgdo in vivo devem ser desenvolvidos para confirmar os achados encontrados

nesses estudos.

Vale ressaltar que os dados in vitro sdo baseados na analise de uma ampla faixa
de concentragdes e razbes entre as drogas a serem avaliadas, enquanto nos
ensaios in vivo o numero de doses avaliadas é limitado. Entretanto, para que seja
confirmado o efeito da interacdo entre as drogas torna-se necessario o uso de
modelos de infec¢do in vivo que permitam avaliar a interacdo sob a influéncia de

fatores farmacocinéticos bem como fatores do hospedeiro.

5.2 Avaliacao da atividade da anfotericina B cocleada na infeccao
experimental com L. (L.)chagasi
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Devido ao elevado potencial leishmanicida da anfotericina B (AMB), varios
estudos tém sido desenvolvidos no sentido de reduzir a toxicidade e aumentar a
seguranca da droga; a maioria deles utilizando sistemas lipidicos de distribuigcéo.
Diferentes sistemas de AMB ja estdao disponiveis como AmBisome, Amphotec e
Abelcet. A farmacocinética da AMB incorporada as novas formulagdes lipidicas
difere grandemente da formulagdo micelar utilizada (desoxicolato de anfotericina
B - DAMB). Diferentes estudos sugerem que drogas incorporadas aos
lipossomas, dispersao coloidal, ou outros complexos lipidicos sdo seletivamente
direcionadas ao sistema monocitico fagocitario e concentradas no figado, bacgo e
pulmao (HIEMENZ & WALSH, 1996). Além disso, as particulas ricas em lipideos
sdo significantemente menos nefrotoxicas quando utilizadas em doses mais
elevadas do que a formulacdo de DAMB. Entretanto, o uso dessas formulacdes
ainda é restrito devido ao alto custo e instabilidade. At¢é o momento nenhum
desses sistemas de distribuicao possui o potencial de administragao oral.

A tecnologia do cocleamento descrita por Papahadjoupoulos (1975) permitiu que
drogas pouco soluveis, como a AMB, pudessem ser administradas por via oral,
uma vez que a estrutura dos “cochleates” rica em lipideos resulta em uma
formulagdo estavel, ndo téxica e altamente eficaz, facilitando a distribuicdo da
droga devido a sua seletividade.

Portanto, considerando a eficacia da AMB no tratamento da LV, nés avaliamos
pela primeira vez a atividade anti-Leishmania de uma nova formulacdo de
anfotericina B, a anfotericina B cocleada (CAMB), em infec¢des in vitro e in vivo
com L. (L.) chagasi.

Iniciamos o nosso estudo avaliando a atividade in vitro da CAMB utilizando
modelos de infeccdo de macréfagos com L. (L.) chagasi. Nossos resultados
demonstraram que a CAMB possui uma atividade semelhante ao DAMB com Clsg
e Clgp de 0,017 e 0,059 pg/mL e de 0,021 e 0,090 pg/mL, respectivamente. Essa
similaridade na atividade in vitro da CAMB em relacdo ao DAMB também foi
observada por Zarif e colaboradores (2000) quando avaliaram a atividade da
CAMB contra Candida albicans.
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Por outro lado, estudos tém demonstrado que as formulagdes lipidicas de AMB
descritas até o momento apresentam diferentes atividades tanto in vitro como in
vivo, baseados nas diferentes caracteristicas como tamanho e composicao
lipidica. Yardley e colaboradores em 2000 demonstraram que a atividade in vitro
do DAMB e da formulacéo coloidal Amphocil foram semelhantes e apresentaram
atividade 100 vezes maior que o Ambisome e 3 vezes maior que o Abelcet em
ensaios de infecgdo de macréfagos murinos com L. donovani.  Os resultados
sugerem que a diferenca na atividade das formulacbes é devido a captagao e
interacdo com as células do hospedeiro ao invés da distribuicao 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 proteinas
transportadoras de lipideos (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 macréfagos
infectados. J& Ambisome e Abelcet mantém a integridade da sua estrutura por
longo periodo o que permite que sejam fagocitados resultando em menor acumulo
da droga dentro da célula e menor atividade intracelular antiparasitaria
(LEGRAND et al., 1997).

A alta eficacia da CAMB in vitro pode ser explicada pela interacao direta e fusao
com as membranas celulares, ou seja, a fagocitose de CAMB nao € um evento
obrigatério, a liberacdo da droga no interior dos macrofagos infectados é
dependente da fusdo do calcio e fosfolipideos 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 entao
ndo havia dados na literatura referentes a toxicidade da CAMB em macréfagos.
Nossos resultados demonstraram uma toxicidade menor da CAMB em relacao ao
DAMB, onde os efeitos toxicos de CAMB e DAMB nas células foram observados
em concentragdes acima de 2,5 pg/mL e 0,625 pg/mL respectivamente.
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A toxicidade induzida pelo DAMB envolve os mecanismos de alteragédo da
permeabilidade celular no hospedeiro que resulta da ligagdo da droga ao
colesterol presente nas membranas celulares dos mamiferos formando
complexos entre o colesterol e a droga (BRAJTBURG et al., 1990). Na presenca
de oxigénio o DAMB sofre auto-oxidacao e catalisa a peroxidacao lipidica das
membranas, resultando em uma maior fragilidade celular e conseqientemente
maior suscetibilidade ao choque osmdético, levando a célula a morte
(BRAJTBURG & BOLARD, 1996; BARWICZ et al., 2000).

Uma explicagdo para a menor toxicidade da CAMB em relagdo ao DAMB
observada em nossos estudos € a propria constituicao lipidica da estrutura
cocleada, que permite a liberacao da droga no interior do macréfago através dos
mecanismos de fusdo, bem como o tamanho da particula, resultando em uma
eventual fagocitose, 0 que permite a entrada da droga por uma forma nao
invasiva e uma melhor distribuicao intracelular. Esse mecanismo nao permite que
a AMB penetre na célula em sua forma agregada, diminuindo, assim, os efeitos
téxicos celulares nos mamiferos. Vale ressaltar que a estrutura em espiral do
“cochleate” protege a AMB da oxidacdo, bem como da posterior peroxidacéo
lipidica das membranas celulares do hospedeiro, 0 que favorece ainda mais a
diminui¢do da toxicidade da droga.

Para avaliar a eficacia da CAMB como uma droga oral no tratamento da LV
experimental, iniciamos o estudo utilizando 3 diferentes concentragdes de CAMB,
1,0 mg, 0,5 mg e 0,1 mg/Kg/dia durante 7 dias. Entretanto, nenhum efeito foi
observado na carga parasitaria 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 a maior concentragdo avaliada, reduziu a carga
parasitaria em 47,2%, sugerindo assim a necessidade do aumento no tempo de
tratamento ou na dose. Passamos entéo 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 figado apo6s
o tratamento com as duas doses, porém, ainda assim a CAMB nao foi eficaz.
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Na tentativa de explicar a ineficacia in vivo da CAMB foram levantadas duas
hipéteses. A primeira delas seria que a estrutura em espiral dos “cochleates”
contendo a anfotericina B estaria aberta, liberando a droga, e conseqlentemente
expondo-a a acao degradativa das enzimas do trato gastrointestinal impedindo a
sua absorcao. Neste sentido, avaliamos novamente a toxicidade in vitro da CAMB
para determinar a validade do cocleamento, ja que acreditdvamos que uma vez
liberada do “cochleate” a anfotericina B poderia ser mais toxica. 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 acdo sobre os
parasitos embora Santangelo e colaboradores (2000) tenham demonstrado uma
equivaléncia na atividade in vivo da CAMB em relacdo ao DAMB no tratamento de
candidiase. 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 sobrevivéncia dos animais em todas as doses testadas. A dose oral de 2,5
mg/kg/dia de CAMB promoveu a erradicagdo completa da Candida dos pulmdes 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 col6nias.

Por outro lado, Delmas e colaboradores (2002) avaliando a agao da CAMB em
modelos experimentais de aspergilose mostraram que a dose maxima de
40mg/kg/dia ndo foi capaz de promover 100% de sobrevivéncia dos animais
tratados, demonstrando, assim, que acado da droga é dependente do agente

infeccioso.

Apesar dos nossos estudos in vitro terem demonstrado uma agéo similar entre o
desoxicolato de anfotericina B e a forma cocleada, é sabido que os dados in vitro
podem n&o ter correlacdo com os dados in vivo, principalmente quando tratamos
da comparacao de drogas com diferentes via de administracdo. Portanto, ainda
sao0 necessarios estudos in vivo com doses mais elevadas para concluirmos sobre
a eficacia da anfotericina B cocleada na infeccdo 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 relacdo ao DAMB faz-se
necessario também avaliarmos a atividade in vivo dessa formulacdo quando
administrada por via intraperitoneal. Além disso, estes estudos podem contribuir
para avaliarmos se a eficacia da CAMB no tratamento da LV experimental é
dependente da via de administracéo.
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CONCLUSOES

1 Fica padronizada a técnica de infecgao in vitro de macréfagos murinos
com L. (L.) chagasi.

2 O efeito vitro da associacdo de antimoniato de meglumina e
desoxicolato de anfotericina B em modelos de infeccdo de macréfagos
murinos com L. (L.) chagasi foi classificado como aditivo, ou seja, nao

houve interacdo entre as drogas.

3 A atividade in vitro anti-Leishmania da anfotericina B cocleada em
modelos de infeccdo de macréfagos murinos com L. (L.) chagasi
mostrou-se semelhante ao desoxicolato de anfotericina B com Clsg90 de
0,017/0,059 pug/mL e 0,021/0,090 pg/mL respectivamente.

4 Fica padronizada a técnica de infeccao in vivo de macréfagos murinos

com L. (L.) chagasi.

5 A anfotericina B cocleada apresentou menor toxicidade para

macréfagos murinos em relacao ao desoxicolato de anfotericina B.

6 Em modelos de infec¢do de camundongos com L. (L.) chagasi a
anfotericina B cocleada nao 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 eficacia.
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