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Resumo

A leishmaniose visceral (LV) é uma protozoose negligenciada fatal se
nao tratada, afetando 1,5 milhdes de pessoas em todo o mundo. Na América
Latina, o Brasil é responsavel por 90% dos casos de LV, sendo seu tratamento
um grande desafio, por apresentar alta toxicidade. Desta forma, a busca por
alternativas terapéuticas € uma necessidade iminente. O reposicionamento de
farmacos vem sendo uma abordagem importante na reducdo do custo e do
tempo nas pesquisas. Além disso, sistemas de entrega de farmacos (Drug
Delivery) como lipossomos, tém contribuido para a reducdo de dose
terapéutica e consequentemente, dos efeitos adversos dos farmacos. Sendo
assim, neste trabalho, foi avaliado o potencial anti-Leishmania do
antidepressivo sertralina (SERT) em modelos in vitro e in vivo, utilizando tanto
o farmaco livre (SERT), como encapsulado em nanolipossomos (SERT-LP). A
SERT apresentou atividade contra formas promastigotas e amastigotas
intracelulares com valores de Concentracédo Efetiva 50% (CEso) de 0,7 uM e 4
MM, respectivamente. A associacdo in vitro da SERT com miltefosina
demonstrou valores da média das somatodrias das Concentracdes Inibitérias
Fracionarias (X>CIF) de 0,64 e 1,32 em promastigotas e amastigotas,
respectivamente, resultando em uma associacdo aditiva. Visando verificar a
eficacia in vivo, foi realizado um estudo farmacocinético da SERT em modelo
murino, resultando em uma meia vida plasmatica (T12) de aproximadamente 8
horas. O estudo in vivo da eficacia da SERT demonstrou falha terapéutica,
tanto na administracdo pela via oral, como subcutanea. Porém, quando
encapsulada em lipossomos (125 nm) de carga negativa, resultou em uma
significativa reducdo (89%) da carga parasitaria no figado de camundongos
tratados, pela via de administracdo subcutanea, por 10 dias a 1 mg/kg/dia.
Inesperadamente, em uma dose 15 vezes maior, foi observado um aumento de
100% da carga parasitaria, valor este, correlacionado ao aumento dos niveis
séricos da citocina IL-6 e da quimiocina MCP-1. Estudos de biodistribuicdo da
SERT-LP, demonstraram a presenca da formulacdo no figado e baco - 12 a 48
horas apd6s administracdo subcutanea. Estudos histopatolégicos dos animais

tratados a 1 e 15 mg/kg/dia por 10 dias demonstraram a presenca de multiplos



focos de infiltrado inflamatério linfohistiocitario, formando esbocos
granulomatosos, em parénquima hepatico. No baco, foi observado a presenca
de hiperplasia linféide reativa, ndo diferindo do grupo controle. Os dados
obtidos no estudo histopatolégico corroboram o0s niveis de citocinas
observados por citometria de fluxo, resultando em um infiltrado inflamatorio. O
presente estudo demonstra a eficacia da sertralina encapsulada em lipossomos
na LV experimental, e sugere pela primeira vez, uma correlacdo entre o
aumento da carga parasitaria com a imunomodulacdo dose-dependente do

farmaco.

Palavras chave: Leishmania, farmacos, reposicionamento de farmacos,

modelos experimentais, sertralina.



Abstract

Visceral leishmaniasis (VL) is a fatal neglected protozoan, affecting 1.5
million people in all the world. In Latin America, Brazil is responsible for 90% of
cases of VL, and its treatment is a challenge once it shows high toxicity. Thats
why it's important to search for therapeutic alternatives. Drug repositioning has
been an important approach in reducing cost and time for the research. In
addition, controlled drug delivery systems such as liposomes have contributed
to the reduction of the therapeutic dose and, consequently, to the adverse
effects of the drugs. In this study, the anti-Leishmania potential of sertraline
antidepressant (SERT) was evaluated in in vitro and in vivo models, using the
free drug (SERT) and the encapsulated in nanoliposomes (SERT-LP). SERT
showed a potent activity against promastigotes and intracellular amastigotes
with concentrations of 50% Effective Concentration (ECso) of 0.7 uM and 4 uM,
respectively. The in vitro association of SERT with miltefosine demonstrated
mean values of the sum of Fractional Inhibitory Concentrations (XXCIF) of 0.64
and 1.32 in promastigotes and amastigotes, respectively, resulting in an
additive association. Aiming for in vivo efficacy studies, a pharmacokinetic study
of free sertraline in the murine model was performed, resulting in a plasma half-
life (T1) of approximately 8 hours. In vivo study of the efficacy of SERT
demonstrated therapeutic failure, in oral and subcutaneous administration.
However, when encapsulated in nanoliposomes (125 nm) charge negativelly
(SERT-LP), it resulted in a significant reduction (89%) of the parasite burden in
the liver of mice treated for 10 days at 1 mg/kg. Unexpectedly, at a dose 15
times higher, showed 100% of increase in the parasite burden, which was
correlated with increased of cytokine IL-6 and chemokine MCP-1 levels. Studies
of biodistribution of SERT-LP, demonstrated the presence of the formulation in
liver and spleen - 12 to 48 hours after subcutaneous administration.
Histopathological studies of animals treated at 1 and 15 mg/kg for 10 days
showed the presence of multiple foci of inflammatory lymphohistiocytic infiltrate,
forming granulomatous sketches in hepatic parenchyma. In the spleen, the
presence of reactive lymphoid hyperplasia was observed, not differing from the

control group. The data obtained in the histopathological study corroborate \



the levels of cytokines observed in the flow cytometry, resulting in an
inflammatory infiltrate. The present study demonstrates the potential of this new
sertraline nanoformulation in experimental LV and suggests for the first time a
correlation between increased parasite burden with dose-dependent
immunomodulation of the drug.

Key Words: Leishmania, drugs, therapy, repositioning, in vivo
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1. Introducéo

1.1. Leishmanioses

Leishmanioses sdo um complexo de doencgas (tropical e subtropical),
causadas por protozoarios intracelulares denominados Leishmania spp, que
sao transmitidos para os humanos a partir do repasto sanguineo da fémea do
mosquito Phlebotumus, no Velho Mundo, e Lutzomya (Figura 1), no Novo
Mundo (Hailu, 2016; Torres-Guerrero, 2017). Existem mais de 20 espécies do
género Leishmania pertencentes a familia Tripanosomatidae (ordem
Kinetoplastida). As leishmanioses afetam 12 milhdes de pessoas no mundo
estdo presentes na lista de Doencas Tropicais Negligenciadas da Organizacéo
Mundial da Saude (OMS, 2017).

& \

Figura 1 : Fémea de flebotomineo adulto. Fonte: Ministério da Saude, 2006.

No Brasil existem trés principais espécies causadoras da leishmaniose
tegumentar: (L. (V.) braziliensis, L. (L.) amazonensis e L. (L.) guyanensis) e
uma unica causadora da leishmaniose visceral (Leishmania (L.) infantum)
(Iniguez, 2015). Juntas, as leishmanioses representam um grave problema
para a saude publica no Brasil e no mundo. Essa doenca ocorre nas Americas,
Africa, Asia e Europa, sendo que no continente americano ha relatos da
doenca desde a época colonial (Bush et al, 2017; Uliana et al 2017). A OMS
estima que 350 milhdes de pessoas estejam expostas ao risco de serem
infectadas pela Leishmania spp. Somente na América Latina, é estimado que

ocorram 60.000 novos casos por ano (Torres-Guerrero, 2017). Atualmente, a
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doenca afeta 98 paises localizados principalmente nas regifes tropicais e
subtropicais, onde mudancas climéaticas e econémicas influenciam o controle
da doenca (Aksoy et al., 2015).

1.2. Leishmaniose Visceral (LV)

1.2.1. Epidemiologia

A LV é uma antroponose causada pela Leishmania (L.) donovani na Asia
e na Africa, e uma antropozoonose causada pela Leishmania (L.) infantum nas

Ameéricas e no Mediterraneo (Hailu, 2016).

Segundo a OMS, a LV é altamente endémica no subcontinente Indiano e
no leste da Africa. Sd0 estimados que 200.000 a 400.000 novos casos de LV
ocorram no mundo todo, a cada ano. Mais de 90% desses novos casos
ocorrem em paises como Bangladesh, Brasil, Etiépia, india, Sud&o e Suddo do
Sul. Estes numeros sédo subestimados uma vez que ndo séo todos os paises
que fazem a devida notificacdo em um sistema de armazenamento de dados
(Alvar et al, 2012; OMS, 2014).

Mesmo com grande parte dos casos de leishmaniose visceral americana
(LVA) subnotificados, o Brasil é responsavel por cerca de 90% dos casos na
Ameérica Latina. Somente em 2012 foram notificados 3.038 casos da doenca
em humanos, com incidéncia de 1,57 casos/100.000 habitantes, e esses
nameros vem aumentando (Figura 2 e 3). A regido nordeste é a que vem sendo
mais afetada pela doenca (Figura 4). As criancas sao as mais acometidas,

compreendendo 41,9% dos casos humanos no pais (Marcondes, 2013).
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Brasil de 1980 a 2015. Fonte: Ministério da Saude, 2017
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Figura 4. Taxa de letalidade da LV no Brasil nos anos de 2006 a 2015. Fonte: Ministério da
Saude, 2017.

Figura 5: Casos de LV por municipio no Brasil no ano de 2015. Cada ponto simboliza um caso
de leishmaniose visceral. Fonte: Ministério da Saude, 2017.

1.2.2. Ciclo Biolégico

No Brasil, a LV é causada pelo protozoario Leishmania (L.) infantum.
Seu ciclo apresenta dois estagios: a forma promastigota (Figura 5A), flagelada,
€ encontrada no tubo digestorio da fémea do flebotomineo, que ao realizar o
repasto sanguineo regurgita as formas infectantes (promastigotas metaciclicas)
pela sua proboscida. As formas promastigotas, no hospedeiro mamifero, sédo
fagocitadas por macréfagos e outros tipos de células mononucleares
fagociticas e se transformam em amastigotas (Figura 5B) intracelulares, que se
multiplicam por divisdo binaria, rompendo as células infectadas e infectando

novas ceélulas. A fémea do flebotomineo, ao ingerir sangue de um individuo
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previamente infectado, ingere macréfagos com amastigotas que se

transformam em promastigotas no intestino do vetor e migram para a

probdscida, podendo assim infectar novos hospedeiros (Figura 6) (CDC, 2013;
Tonin, 2015).

Figura 6: Leishmania (L.) infantum agente etiologico da LV- (A) Formas promastigotas,
extracelulares, flageladas, possuem tamanho de 12 a 20um. (B) Formas amastigotas,
intracelulares, possuem tamanho de 2 a 4 um. Escala: 10 um. Fonte: Arquivo pessoal.
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Figura 7: Ciclo biolégico Leishmania ssp. Fonte: CDC, 2013 (modificado).
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Para a manutencdo do ciclo, o parasita necessita de um reservatorio.
Neste contexto, o0 reservatorio pode se dar por duas formas: antropondética: em
que o hospedeiro é o proprio homem; e a zoonotica: em que o reservatorio € o
cdo, em ambientes domeésticos, e no ambiente silvestre sdo os canideos,
marsupiais e raposas (Alvar, 2004; WHO, 2010; Babuadze, 2014).

1.2.3. Patogenia da leishmaniose visceral

A LV é uma doenca crbnica e sistémica que afeta 6rgéos internos como
figado, baco e medula 6ssea e que, se nao for tratada, pode evoluir para o
Obito em 100% dos casos (OMS, 2014; Pelissari, 2011).

Na fase aguda da doencga, os sintomas séo febre intermitente, fraqueza,
tosse seca, perda de peso, diarréia e hepatoesplenomegalia (aumento do
figado e do baco). J& na fase crbnica da doenca, 0s sintomas sao
emagrecimento (nO0s casos mais raros esse emagrecimento pode levar a
caquexia), formacdo de edemas devido a diminuicdo da albumina plasmatica
produzida pelo figado, e casos de hemorragias ocasionadas pela
plagquetopenia (Stebut, 2015; Hailu, 2016). As lesdes hepaticas caracterizam-se
atraves de inflamacgbes granulomatosas e hiperplasia de células de Kupfer que
podem significar lesbes de origem imunopatolégica (Brito et al, 2004). Na LV
também podem ocorrer casos de hemorragia, devido ao sequestro de
plaguetas pelo baco, dificultando a atividade plaquetaria (Luvizotto, 2006).
Porém, ha relatos de pessoas que contraem a infeccdo e ndo desenvolvem a
sintomatologia da doenca, sendo consideradas assintomaticas. J& no caso de
pacientes imunossuprimidos (HIV positivo), a manifestacdo clinica da LV é
incomum, podendo levar o paciente a Obito antes mesmo de apresentar os

sintomas clinicos (Neves, 2010; Cota et al, 2012, Lindoso et al, 2016).
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No figado, as alteracdes histopatologicas podem ocorrer através da
hipertrofia e hiperplasia das células de Kupfer (altamente parasitados).
Também ocorre uma expansdo do espacgo porta através do infiltrado de
macrofagos (Duarte, 1987). JA& no baco as alteracdes histolégicas se dao
atraveés da hiperplasia e hipertrofia do sistema facitico mononuclear. As células
desse sitema se encontram altamente parasitadas na regido da polpa vermelha
(Laurenti, 2010).

Em cées, a LV pode ocasionar alteragcdes neurologicas tais como
letargia, convulsdes, tremores, paralisia da mandibula, rigidez raquial cervical,
entre outros. Esses sintomas estdo associados a inflamacao meningial crénica
com infiltrado linfoplasmocitario, ocasionado pelo rompimento da barreira

hemotocerebral pelos parasitas (Vifiuelas et al, 2001; Lima et al, 2003).

1.2.1. Relacdo Patégeno — Hospedeiro: Resposta Imun e na Leishmaniose
Visceral

Leishmania ssp., apresenta diversos mecanismos de escape para sua
sobrevivéncia em ambientes hostis como o no hospedeiro vertebrado. Um
primeiro mecanismo que pode ser descrito se da pela escolha do vetor
(flebotomineo). A saliva do flebotomineo possui fatores anticoagulantes e
vasodilatadores que inibem a resposta inflamatoria, facilitando a entrada e
sobrevivéncia do parasita no hospedeiro vertebrado, podendo levar a uma
exarcebacdo da infeccdo através da inibicdo de mecanismos microbicidas
(Vannier-Santos, 2002).

O sistema imune inato participa fortemente na protecdo contra a
infecc@o através da producdo de citocinas como IL-12 (produzida por células
dentriticas) que desencadeia a ativacdo de células natural killer (NK) que séo
fonte para a producéao de interferon gama (IFN-Y) que controlam a infeccéo

pelo parasita (Maurer, 2009; Saporito, 2013).
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O fator de necrose tumoral (TNF) possui um papel importante para o
controle dos parasitas em érgados como figado e baco através da producao de
granulomas, porém esses granulomas podem causar lesdes teciduais afetando

o sistema imunologico (Stanley, 2007; Saporito, 2013).

Uma das teorias em relacdo a resposta imune durante a infecgcéo € de
acordo com a diferenciacdo de células precussoras ThO em Thl ou Th2. Caso
a diferenciacdo se dé por Thl, ocorrera ativacdo de macrofagos fazendo com
que haja o controle da infeccdo. Mas se ThO se diferenciar em Th2, tera
ativacdo de células B (resposta humoral), producao de citocinas como IL-4, IL-6
e IL-10, resultando em susceptibilidade a infec¢do e exacerbacdo da doenca,
devido a inibicdo da ativacdo de macrofagos com consequente replicacéo
intracelular do parasita (Costa-Silva et al, 2015). Ainda ndo se sabe ao certo o
que leva essa diferenciacdo da resposta imune, porém alguns autores
acreditam se isso ocorra pela diferenca de viruléncia de cada cepa (Campos-
Ponce, 2005).
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1.2.2. Tratamento atual da Leishmaniose visceral

O tratamento da LV ainda é um desafio, uma vez que os medicamentos
usados na clinica ainda s&o os mesmos descobertos no inicio do século
passado (Pastorino, 2002). Esses farmacos apresentam limitagdes tais como
alta toxicidade, necessidade de hospitalizagdo, administracdo parenteral, risco
de resisténcia e alto custo de tratamento (Tempone et al, 2011; Akbari, 2017;
Romero, 2016). A quimioterapia da LV utiliza principalmente os antimoniais
pentavalentes e a anfotericina B como principais farmacos da LV (Rathet al.,
2003; Pham, 2013). A miltefosina é o Unico medicamento oral para o
tratamento da LV, porém esta aprovado somente na india e ja apresenta casos

de resisténcia (Hendrickx, 2015).

a) Antimoniais Pentavalentes

Os antimoniais pentavalentes (SbY) foram desenvolvidos em 1920, na
india, e sdo utilizados na clinica da leishmanoise cutanea e visceral ha quase
100 anos, e ainda hoje sao os farmacos de primeira escolha para o tratamento
da leishmaniose visceral no Brasil. O Sb’ apresenta alta toxicidade para os
humanos. A OMS recomenda que a dose utilizada seja de 20 mg/kg/dia, com
um periodo de administracdo extenso, de até 30 dias (Herwaldt, 1992; Uliana,
2017).

Os efeitos adversos do Sb' podem se manifestar como cardiotoxicidade,
hepatotoxicidade, pancreatite, insuficiéncia renal, anemia, nauseas, entre
outros. A via de administracao € intravenosa ou intramuscular em um processo
lento na tentativa de diminuir os efeitos colaterais, o que faz com que o
paciente tenha que realizar a administracdo em um hospital (Akbari, 2017).
Devido as falhas terapéuticas e elevado casos de resisténcia do parasita,

esses farmacos ndo sdo mais usados em algumas regides, como no estado de
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Bihar na india (Sundar, 2001; Tempone et al., 2011; Sazgarnia et al., 2013;
Vacchina, 2016).

b) Anfotericina B

A anfotericina B desoxicolato € um antifingico que tem apresenta
eficacia contra a leishmaniose visceral. Este farmaco € utilizado em casos onde
ha resisténcia e pouca eficacia dos antimoniais pentavalentes, ou quando
existem comorbidades cardiacas prévias relatadas pelo paciente (Alvar, 2006;
Akbari, 2017).

A anfotericina B deve ser administrada pela via intravenosa, em doses
de 1 mg/kg em 15 dias alternados, e devido & sua alta toxicidade, a infusdo
deve ser lenta (entre 4 — 6 horas), necessitando internacdo do paciente (MS,
2006; Romero, 2016; Uliana, 2017).

Os efeitos colaterais da administracdo s&o: anemia, hipocalemia,
nefrotoxicidade, hepatotoxicidade, cardiotoxicidade, entre outos. Durante a
infusdo pode ocorrer ndusea, febre, dores musculares e vomitos (Lindoso et al,
2012; Akbari, 2017).

c) Anfotericina B: Formulac¢es Lipidicas e Lipossom al

Em uma tentativa de diminuir os efeitos colaterais da anfotericina B,
foram desenvolvidas formulagdes lipidicas, altamente utilizadas nos casos da
LV, em que foi possivel diminuir a toxicidade e melhorar a biodisponibilidade. A
forma lipidica € absorvida diretamente pelos macréfagos, tornando o farmaco
especifico para as células — alvo. A desvantagem dessa formulacdo é o alto
custo, dificultando a utilizagdo em paises subdesenvolvidos (Akbari, 2017;
Uliana, 2017). A administracdo da forma lipidica deve ser realizada por via

intravenosa, por infusédo lenta (4 — 6 horas) com dose de 3 mg/kg/dia por sete
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dias (MS, 2006; Romero, 2017). Os efeitos adversos sao leves quando
comparados com a formulagéo livre, tais como erupc¢des cutaneas, urticarias e

insuficiéncia renal (Akbaru, 2017).

d) Pentamidina

A pentamidina comecou a ser utilizada no tratamento contra LV em 1940
na India, porém, os altos de efeitos toxicos como cardiotoxicidade e distirbios
metabdlicos, e relatos de resisténcia ao farmaco, fizeram com que esse
farmaco fosse deixado de lado (Bray, 2003). Devido aos casos de resisténcia
contra antimoniais pentavalentes, a pentamidina voltou a ser utilizada para o

tratamento da leishmaniose cutanea (Uliana, 2017).

A administracdo se da por via intravenosa, com dose de 4 mg/kg/dia, em
dias alternados, no total de 15 doses (Croft, 2003; WHO, 2010; Nagle et al,
2014).

e) Paromomicina

Paromomicina é um antibiético que demonstrou atividade contra
espécies de Leishmania in vitro e in vivo. A paromomicina apresentou bons
resultados para o tratamento tépico da leishmaniose cutdnea em modelo
animal (Kim et al. 2009). Estudos clinicos tém sido realizados na india para LV,
onde o tratamento antimonial padrdo nao € efetivo e as taxas de mortalidade
sdo altas. A administracdo deve ser por via intramuscular, com doses de 15
mg/kg/dia por 21 dias. O efeito colateral inclui nefrotoxicidade (Pandey et al,
2009; Wiwanitkit, 2012).
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f) Miltefosina

Miltefosina (MIL) é um farmaco que foi desenvolvido como anti-
inflamatorio e posteriormente usado para o tratamento de neoplasias; hoje é
usado no tratamento de infec¢cdes microbianas, fungicas e LV (Croft et al, 1987;
Sundar, 2007; Uliana, 2017). Em 2002, houve a introducdo da MIL para o
tratamento da LV, como primeiro farmaco administrado pela via oral, fazendo
com gue o paciente nao necessitasse de internacdo para realizar o tratamento,
diminuindo custos hospitalares (Vacchina, 2016; Akbari, 2017; Uliana, 2017).
Na Colombia, a MIL ja esta aprovada para o tratamento da leshmaniose
cutanea (LC). No Brasil, existem estudos que demonstram a eficicia da MIL de
70% no tratamento de pacientes com LC (Machado et al, 2010; Chrusciak-
Talhari, et al, 2011).

Por apresentar efeito teratogénico, a MIL ndo pode ser administrada em
mulheres gravidas e que estejam amamentando. Outro problema, é que MIL
apresenta um tempo de meia vida plasmatica prolongada, podendo levar o
surgimento de resisténcia (Dorlo et al, 2008; Akbari, 2017). A dose
recomendada é de 2,5 mg/kg/dia durante 28 dias. Em 2009, Pandey relatou um
estudo de fase clinica Ill e IV em que houve uma taxa de cura de 94% no

tratamento da leishmaniose visceral.

Os efeitos adversos da monoterapia com MIL s&o: vomito, diarréia,
toxicidade gastrointestinal, hepatica e renal, mas sdo considerados
gerenciaveis (Akbari, 2017; Uliana, 2017). Estudos recentes relataram falhas
na terapia contra LV, e ja sdo observados casos de resisténcia ao farmaco,
nesse caso € recomendado gque seja realizada uma Unica dose de anfotericina
B lipossomal (Sundar e Chatterjee, 2016; Akbari, 2017; Hendrickx, 2017).
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1.3. Reposicionamento de farmacos

A introducdo de um novo medicamento, desde seu conceito inicial até a
chegada ao mercado é um processo lento e caro, e seu desenvolvimento leva
em torno de 10 a 17 anos com um custo estimado de 1 a 8 bilhdes de dolares,
além de apresentar baixa probabilidade de sucesso, inferior a 10% (Paul et al,
2010). Por isso, se fazem necessarias estratégias alternativas como 0 processo

de reposicionamento de farmacos.

O reposicionamento de farmacos é a aplicagdo de medicamentos com
seguranca clinica conhecida e comprovada para outras doengas e/ou
indicacdes, sendo uma excelente abordagem para reducédo do custo e tempo,
uma vez que ja estado aprovados e se encontram no mercado (Andrews, 2014;
Huang, 2015).

Ao se usar essa estratégia, varias fases de desenvolvimento
necessarias para novos farmacos, podem ser encurtadas e até mesmo
ignoradas (Figura 7), uma vez que os candidatos ja passaram por diversos
testes, e ja se tem informacbOes de farmacocinética e toxicidade (Ashburn,
2004; Charlton, 2017).
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Figura 8: Etapas do desenvolvimento de novos farmacos e reposicionamento de farmacos.
Fonte: Ashburn, 2004.

Atualmente todos os farmacos utilizados na clinica contra a
leishmaniose visceral foram reposicionados. Exemplos incluem a anfotericina
B, um farmaco que inicialmente foi utilizado para o tratamento antifingico
(Tempone et al. 2011); a pentamidina, inicialmente sintetizada contra
Trypanosoma brucei e posteriormente usada no tratamento de pneumonia
(Sundar et al. 2006); a paromomicina, um antibiético aminoglicosideo (Lima et
al., 2007; Santos et al. 2008) e a miltefosina, sintetizada como antiinflamatorio
(Lima et al, 2007). Desta forma, a busca de um novo uso para farmacos
aprovados pode representar um importante avanco na area de Saude Publica,
reduzindo custos, tempo e aumentando a adesdo dos pacientes para 0

tratamento (Mesquita, 2014).
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1.4. Sertralina

Sertralina (SERT) (Figura 8) é um antidepressivo da familia dos
inibidores seletivos de recaptacédo da serotonina (ISRS), que atualmente
apresenta diversos usos terapéuticos que incluem desde auxilio contra a
depressao, contra o transtorno obsessivo compulsivo, fobia social e até no
tratamento de dor em estado crbnico (Santuzzi et al, 2012; Onaolopo et al,
2017). A SERT é administrada pela via oral nas doses de 50 al00 mg/dia para

o tratamento de depressédo (Saiz-Rodriguez et al, 2017).

Figura 9: Estrutura quimica da sertralina. Fonte: DrugBank (2017).

A SERT é metabolizada pelo figado e se transforma em
desmetilsertralina; existem pelo menos cinco isoformas do citocromo P450
(CYP) envolvidos desmetilacdo da sertralina: CYP2B6, CYP2C9, CYP2C19,
CYP2D6 e CYP3A4 (Kobayashi et al, 1999; Wang et al, 2001; Obach et al,
2005; Spina et al, 2015; Saiz-Rodriguez et al, 2017).

Os ISRS atuam aumentando os niveis extracelulares de serotonina e
bloqueando o transportador de serotonina do cérebro que é mediado pela
recaptacdo do mesmo (Onaolopo et al, 2017). Segundo Santuzzi (2012), o
efeito antidepressivo da sertralina ocorre apos trés semanas de tratamento,
enquanto que a acdo analgésica ocorre logo apdés a administracdo de uma
Unica dose. O efeito analgésico estéa relacionado a ativacdo do sistema opioide
endogeno. Durante o uso agudo, os ISRS blogueiam a recaptacdo da
serotonina e aumentam a estimulacdo da mesma. Ja durante o uso cronico,

ocorre a dessensibilizacdo do receptor da serotonina (5-HT1A).

33



SERT também pode modular as fun¢gdes dos neurotransmissores e seus
receptores de forma indireta, fazendo com que a resposta seja diferente em
humanos e em roedores. Em roedores, SERT parece induzir a sensibilidade a
dor, melhorar a funcdo motora e aumentar a resposta de defesa ao medo
(Peng et al, 2008; Santuzzi, 2012; Cassaday e Thur, 2015).

O efeito clinico da SERT se da pela melhora do humor e da diminuicao
da ansiedade que ocorre através de alteracdes na funcdo neuronal que
conduzem a uma neurotransmissao serotonérgica melhorada. Os efeitos
secundérios incluem boca seca, nauseas, tonturas, sonoléncia, disfuncao

sexual e dor de cabeca (DrugBank, 2017; Alvar et al, 2004)

Em 2008, Palit e Ali fizeram um estudo em que demonstraram atividade
anti-Leishmania donovani da SERT livre com administracdo oral. Nos testes in
vitro, a SERT eliminou 97% dos promastigotas na maior concentracao testada
(30 pg/mL), enquanto que na menor concentracdo testada (3 pg/mL) foi
observada diminuicdo da mobilidade dos promastigotas. J& em experimentos in
vivo, a SERT foi administrada por via oral em 10 mg/kg, e apds o tratamento
apresentou uma reducdo da carga parasitaria em 72% no baco e 70% no
figado quando comparado com o grupo controle. Estes dados sugerem a SERT

como um possivel farmaco candidato para a terapia anti-Leishmania.

1.5. Farmacocinética

A farmacocinética (PK) estuda um farmaco ao entrar em contato com o
organismo, desde o processo de absorcdo, distribuicdo, metabolizacdo e
excrecdo (ADME). Ja a farmacodinamica, estuda a interacdo deste farmaco
com o tecido (Smith et al, 2012). Normalmente, os parametros da

farmacocinética sdo medidos através do sangue ou do plasma séo eles:

* Tempo de meia vida plasmatica (T1;): tempo que o farmaco leva
para que sua concentracdo diminua pela metade da concentracao

inicial.
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» Concentragdo maxima (Cmax): concentragdo maxima que um

farmaco atingiu durante o periodo estudado.
*  Tempo maximo (Tmax): tempo maximo para se atingir 0 Cpax.

« Area Abaixo da Curva (AUC): quantidade de farmaco disponivel

no organismo.

Atualmente foi feita a proposta para que estes estudos sejam realizados
no inicio das pesquisas, uma vez que estudos de PK podem ajudar a minimizar
0 uso de animais, encurtar o tempo de desenvolvimento de um farmaco,
estimar o regime de administragdo de um determinado farmaco podendo
descartar compostos que ndo Sao promissores nas etapas iniciais da pesquisa
(Muller et al, 2012; Tuntland et al, 2014).

A SERT é metabolizada no figado pelas enzimas do citocromo P450
(CYP), um substrato da glicoproteina P; apresenta um Tn.x de cerca de 4-8
horas e Cnhax de 31 ng/mL apOs uma Unica administracdo, tendo sua meia vida
plasmatica (T1,) de aproximadamente 24 horas (Alderman et al, 1998; Saiz-
Rodriguez et al, 2017).

1.6. Lipossomos

Uma alternativa para o tratamento da LV € a elaboracdo de sistemas de
liberacdo de farmacos, como os lipossomos. Esse sistema de entrega
direcionada de farmacos apresenta potencial para o tratamento de diversas
doencas. Atualmente, os lipossomos vém sendo explorados para o tratamento
de cancer (Eloy, 2017).

O primeiro uso de lipossomo foi creditado por Cevc e Blume, em 1922,
ao conseguir facilitar a passagem de um farmaco pelo estrato cérneo da pele
(apud Hussain et al., 2017). Em 1978, Alving e colaboradores obtiveram
sucesso no uso de lipossomos contra leishmaniose, demonstrando uma

eficacia 700 vezes maior dos antimoniais na forma lipossomal quando
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comparados aos antimoniais na forma livre. A primeira formulacdo de um
farmaco aprovado pela Food and Drug Administration (FDA) foi a Doxil® em
1995, usada no tratamento de cancer. A partir disso, uma variedade de
farmacos na forma lipossomal foi desenvolvida e ja se encontram disponivel no
mercado, como DaunoXome®, DepoCyt®, Myocet®, Lipodox® e Marqibo®,
todos utilizados na terapia contra neoplasias (Eloy et al, 2017; Teixeira et al,
2017).

Os lipossomos séo vesiculas lipidicas formadas por fosfolipideos e
ester6is, com um interior aquoso e uma membrana lipofilica, podendo
apresentar diversos tamanhos e sao utilizados para encapsular tanto farmacos
hidrofilicos quanto farmacos lipofilicos (Figura 9). Os lipidios mais utilizados
sdo a fosfatidilcolina, fosfatidilserina, fosfatidilglicerol e esfingomielina,
formando vesiculas estaveis em solu¢do aquosa (Batista, 2007; Eloy, 2017).
Os lipossomos podem ser classificados em trés principais categorias de acordo
com o numero de lamelas: vesicula multilamenar (LVM -100 a 1000 nm);
vesicula unilamelar pequena (SUV - 25 nm) e vesicula unilamelar grande (LUV
-1000 nm) (Torchilin and Weissing, 2003).
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Figura 10: Esquema ilustrativo de um lipossomo podendo conter farmacos hidrofilicos
(cavidade interna) ou farmacos lipofilicos (retido na bicamada lipidica). Fonte: Pimentel, 2007.
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Figura 11 : Esquema de classificagdo dos lipossomos.MLV -Vesicula multilamenar (100 a 1000
nm); LUV - vesicula unilamelar grande (1000 nm), SUV - vesicula unilamelar pequena (25nm)

O tamanho do lipossomo esta relacionado com a velocidade de remocéao
dessas vesiculas da circulacdo. Lipossomos maiores (400 nm) s&o removidos
mais rapidamente do sangue do que quando comparados com lipossomos

menores (200 nm) (Laverman et al, 1999).

Os lipossomos convencionais sdo compostos por fosfolipideos e
colesterol e podem ter carga positiva ou negativa para evitar a agregacao de
vesiculas, aumentando sua estabilidade. Em sistema in vivo, esses lipossomos
sdo reconhecidos pelo sistema fagocitario mononuclear sendo removidos
rapidamente da circulagdo (Vemuri, 1995). A adicdo de colesterol na
formulacéo dos lipossomos esta relacionada com o aumento da estabilidade,
uma vez que o colesterol exerce uma funcdo de rigidez na membrana do
mesmo, melhorando sua integridade e tempo de circulacdo (Moghimi, 1998;
Sengupta et al, 2000).

No caso da LV, os macrofagos sdo as células alvos para a terapia, e
possuem um importante papel devido a sua natureza fagocitica, e expressam
diversas proteinas de superficie, que sdo conhecidas como receptores
celulares. Os receptores do tipo Scavenger (SR) desempenham um papel
importante na imunidade e na homeostase inata. Os SR sdo altamente
especificos, 0 que os tornam grandes candidatos para a mediacdo da ligacéo
com os lipossomos facilitando a entrada em macrofagos, uma vez que estes

receptores possuem a funcdo de reconhecer lipoproteinas, células em
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apoptose, colesterol, fosfolipidios e carboidratos (Tempone, et al, 2004; Zani et
al, 2015).

Em 2017, Costa-Silva e colaboradores realizaram um experimento com
0 objetivo de identificar qual seria a rota mais apropriada para a administragéo
da formulag&o lipossomal do farmaco buparvaquona no modelo experimental
de LV. Foram testadas trés vias de administracdo diferentes: subcutanea,
intravenosa e intramuscular. A via subcutédnea mostrou ser a via mais efetiva
reduzindo a carga parasitaria em 98% no baco e 96% no figado na menor dose
testada (0,4 mg/kg) em hamsters previamente infectados com Leishmania (L.)

infantum, quando comparados com o grupo controle.

1.7. Associacao de farmacos

A terapia em associacdo propde um tratamento de menor duracéo,
toxicidade, custo e menor risco de desenvolvimento de resisténcia, tendo uma
maior adesdo ao tratamento (DNDi, 2012). Estudos na india demostraram que
tratamentos com anfotericina B seguidos de miltefosina ou paromomicina, e
administracdo concomitante de miltefosina e paromomicina apresentaram taxas
de cura de 95% (Olliaro, 2010).

A associacdo de dois farmacos pode produzir valores de CEsy mais
altos, mais baixos ou iguais aos valores dos farmacos previstos
separadamente. Esse método baseia-se no conceito de equivaléncia, isto é,
uma dose igualmente eficaz de um farmaco ira adicionar seu efeito a dose do
outro farmaco. Para farmacos com poténcia equivalente, sdo geradas
isobologramas aditivos lineares, ou seja, curva de efeito constante. Essa
relacdo pode gerar curvas ndo lineares que podem ser sinérgicas ou
antagoOnicas (Figura 11). Para construir um isobolograma, deve-se gerar uma
curva aditiva para avaliar as interacfes sinérgicas e antagdnicas da associacao
(Tallarida, 2006).
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Figura 12: Isobolograma representativo de possiveis associacdes antagbnicas, aditivas e
sinérgicas. Fonte: Tallarida, 2006.
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Justificativa

Devido ao reduzido arsenal terapéutico da LV, assim como elevada
toxicidade dos farmacos em uso clinico, existe uma necessidade urgente da
busca por novos tratamentos. O reposicionamento de farmacos ja demonstrou
ser uma abordagem muito promissora na introducdo de terapias alternativas,
com significativa reducéo de tempo e custo das pesquisas. Estudos prévios ja
mostraram atividade da sertralina contra as formas promastigotas e
amastigotas de Leishmania (L.) donovani. Sendo assim a sertralina se mostra

um farmaco promissor para o tratamento da LV.

2. Objetivos
Geral

Estudar o potencial anti-Leishmania (L.) infantum in vitro e in vivo da sertralina

(SERT) livre e encapsulada em nanolipossomos.

Especificos

1. Avaliar a atividade anti-Leishmania (L.) infantum in vitro da SERT contra
formas promastigotas e amastigotas intracelulares e sua citotoxicidade

em células de mamifero.

2. Avaliar a associacdo terapéutica in vitro da SERT e MIL em

promastigotas e amastigotas intracelulares de Leishmania (L.) infantum.
3. Estudar o perfil farmacocinético da SERT em modelo animal.

4. Avaliar o potencial anti-Leishmania (L.) infantum da SERT livre em

modelo murino.

5. Desenvolver uma formulagéo nanolipossomal de sertralina (SERT-LP) e

caracteriza-la por métodos fisico-quimicos.
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6. Avaliar a eficacia da SERT-LP em modelo murino, analisando o perfil
histopatolégico dos o6rgdos infectados apés tratamento e determinar a

resposta celular imune dos camundongos.

7. Estudar a biodistribuicdo da SERT-LP em modelo murino infectado com
Leishmania infantum.
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3. Material e Métodos

3.1. Reagentes

DMSO, glicerol, dodecil sulfato de sédio, metanol, foram obtidos da
Merck. Colesterol, MTT- (brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-yl]-2,5-difenil
tetrazolio), meio RPMI-PR 1640, meio Schneider’'s Insect, adquiridos da
Sigma.O farmaco sertralina foi gentilmente doado pelo Professor Humberto
Ferraz da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas. Outros materiais quando nao

mencionados foram adquiridos da Sigma.

3.2. Leishmania (L.) infantum

Cepa MHOM/MAG67ITMAP263: As formas promastigotas de Leishmania
(L.) infantum (MHOM/MAG67ITMAP263) foram obtidas através do isolamento de
figado de camundongos BALB/c previamente infectados e mantidos como
promastigotas a 25°C em meio Schneider’s, suplementado com 10% de soro
fetal bovino (SFB) e 0,25% de hemina em estufa BOD. Para a manutencao da
cepa, camundongos BALB/c foram infectados com 1x10® promastigostas pela
via intraperitoneal, apés 15 dias de infeccdo, os animais tinham o figado
removido e foi realizado o isolamento de amastigotas para que se
transformassem em promastigotas.

Cepa MHOM/BR/1972/LD: As formas promastigotas de L. (L.) infantum
(MHOM/BR/1972/LD) foram cultivadas em meio M-199 suplementado com 10%
de soro fetal bovino (SFB) inativado, 0,25% de hemina, sob a temperatura de
24° C em estufa BOD, livre da adicdo de antibioticos. As formas amastigotas
intracelulares de L. (L.) infantum foram obtidas procedendo-se a centrifugacéo
diferencial de baco de hamsteres previamente infectados e o numero de

parasitas foi determinado pelo método descrito por Stauber e colaboradores
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(1958), 60 a 70 dias pos-infeccéo. A cepa MHOM/BR/1972/LD foi utilizada para

realizar o experimento: 3.10. Captaccao in vitro da SERT-LP por macrofagos.

3.3. Células de mamiferos

Células de tecido conjuntivo de camundongo, NCTC clone 929, do
Americam Type Culture Collection (ATCC CCL1), fornecidas pela Secédo de
Cultura Celular do Instituto Adolfo Lutz — SP foram mantidas em meio RPMI-PR
1640 suplementado com 10% de SFB em estufa com 5% de CO,, sob
temperatura de 37°C.

Macrofagos foram coletados da cavidade peritoneal de camundongos
BALB/c (fémeas) através de lavagens com meio RPMI-PR 1640, suplementado
com 10% de SFB e mantidos em estufa com temperatura de 37°C com 5% de
CO..

3.4. Animais de experimentacao

Os animais utilizados para esse estudo foram fornecidos pelo biotério do
Instituto Adolfo Lutz, Sdo Paulo e mantidos em caixas esterilizadas com
material absorvente, recebendo agua e alimento ad libitum. Camundongos
fémeas BALB/c foram infectados via intraperitoneal (i.p.) com 1x10°
promastigotas por animal para manutencao da cepa, e para estudos in vivo.

Camundongos BALB/c fémeas foram utilizados para obtencdo de
macrofagos peritoneais. Todos os procedimentos realizados com animais
tiveram aprovacdo pela Comissido de Etica no Uso de Animais do Instituto
Adolfo Lutz/Instituto Pasteur (04/2016).
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3.5. Lipossomos

3.5.1. Preparo da sertralina lipossomal

O preparo dos lipossomos se deu de acordo com o protocolo

estabelecido por Costa-Silva (2017).

Os lipossomos foram produzidos pelo método de hidratacao de lipideos,
seguido por sonicacao e extrusdo em membranas de 0,8nm; 0,4nm; 0,2 nm
(Szoka e Papahadjopoulos, 1978). Para a preparacdo dos lipossomos
fosfatidilserina, fosfatidilcolina e colesterol foram utilizados na propor¢ao molar
7:2:1 (Tempone et al, 2010). Para isso, o farmaco estudado, sertralina, foi
diluido em metanol (solucdo A) e os lipideos em cloroformio (solucdo B).
Posteriormente as duas solugbes A e B foram unidas e sonicadas por
aproximadamente 10 minutos e evaporadas em rotaevaporador rotativo a 55° C
a 40 rpm. ApoOs a evaporacao foi adicionada solucdo de glicerol 2,25%
(tamponada com tampéao fosfato 10 mM) previamente aquecida com pérolas de
vidro por 60 minutos, seguido por sonicagdo por 30 minutos. Apds este
processo 0s lipossomos foram extrusados (Aventis) com membranas de

policarbonato de 0,8 nm; 0,4 nm; 0,2 nm (Costa-Silva et al, 2017).

3.5.2. Quantificacao de sertralina nos lipossomos

A concentracdo de SERT encapsulado foi determinada através de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com um sistema binario
(Prominence LC-20; Shimadzu Corp., Kyoto, Japdo) e uma matriz de
detectores de fotodiodos ultravioleta (PDA) SPDM20A em uma coluna ACE C4
de fase reversa (4,6 mm x 250 mm, tamanho de particula 5 ym). O
comprimento de onda foi ajustado a 251 nm. A taxa de fluxo foi de 1 mL/minuto
utilizando um método isocratico com metanol (7:3 v/v) e dgua com acido
trifluoro acético a 0,1% (TFA). SERT foi diluida em isopropanol (1 mg/mL) para
obter uma solucdo para a curva padrao (3.125-400 pg/mL), e 20 uL das
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amostras foram injetadas na coluna. SERT-LP foi diluida em isopropanol para
separacdo dos lipideos da sertralina. Os resultados obtidos partir da curva
padrao foram extrapolados e utilizados para confeccdo de uma curva de

regressao linear.

3.5.3 Avaliagéo do diametro e carga dos lipossomos

Para avaliar o diametro médio e a carga dos lipossomos, estes foram
preparados usando o protocolo descrito por Costa-Silva e colaboradores (2017)
com adicdo ou ndo do farmaco. O diametro e a carga foram determinados por
meio da técnica de dispersdo de luz dindmica (DLS) e calorimetria exploratéria
diferencial (DSC) em um aparelho Malvern Zeta Sizer Nano ZS, com laser
Hene (633 nm). Este estudo foi realizado no Instituto de Fisica da USP, com a

colaboracéo do Prof. Dr. Leandro Barbosa

3.6. Determinacédo in vitro da concentracao efetiva 50% (CE s) dos

farmacos estudados

3.6.1. Promastigotas

SERT foi dissolvido em DMSO e o farmaco padrao MIL foi dissolvido em
agua mili-Q estéril. Em seguida, ambos os farmacos foram diluidos em meio de
cultura e incubados com os parasitas, na forma promastigota, em diferentes
concentracfes (concentracdo inicial de 150 uM), através de diluicdo seriada
(base 2) para se determinar as respectivas CEsg. Foram utilizado promastigotas
de L. (L.) infantum em fase estacionaria, com 1x10° de parasitas por pogco em
placas de 96 pocos contendo os farmacos diluidos em meio Schneider,
suplementado com 10% de SFB. Ap6s um periodo de 48 horas, a viabilidade

dos promastigotas foi determinada por meio do ensaio colorimétrico com MTT,
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a leitura foi feita em espectrofluorimetro de placas (FilterMax) com filtro de
absorbancia de 570 nm. O controle positivo (100% células vivas) se deu
através de células promastigotas nao tratadas. Os ensaios foram realizados em

duplicatas e feitos pelo menos dois ensaios distintos.

3.6.2. Amastigotas

Os macréfagos foram coletados da cavidade peritoneal de camundongos
BALB/c fémeas por meio de lavagem em meio RPMI-PR 1640, suplementado
com 10% de SFB. Foram plaqueados 1x10° macréfagos por poco em placas de
16 pocos (NUNC®) e posteriormente incubados por 24 horas em estufa a 37 °C
com 5% de CO,. Em seguida, os macréfagos foram infectados com as formas
promastigotas de Leishmania (L.) infantum obtidos de cultura celular, isoladas
através do figado de camundongos BALB/c previamente infectados na
proporcdo de 10:1 promastigotas/macréfago (1x10° promastigotas/poco), e
incubados por 4 horas para internalizacdo em macofagos e transformacdo em
amastigotas. Os macréfagos infectados foram tratados com os farmacos SERT
e MIL (concentracbes iniciais determinadas a partir de ensaios de
citotoxicidade) que foram seriadamente diluidos e incubados por 72 horas sob
as mesmas condi¢des (Tempone et al., 2005). Ao final do ensaio, as laminas
foram fixadas em metanol, coradas com Giemsa e observadas em microscopio
optico. A CEso foi determinada por meio da contagem de 400 macrofagos/poco,
avaliando-se o numero de macréfagos infectados (Yardley e Croft, 2000).
Como controle do ensaio foi utilizado macréfagos infectados néo tratados. Os
ensaios foram realizados em duplicatas e feitos pelo menos dois ensaios

distintos.
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3.7. Determinacdo in vitro da concentracédo citotoxica 50% (CC 5p) frente a

células de mamiferos e determinacéo do indice de se letividade (IS)

Para o ensaio de citotoxicidade, foram utilizadas células NCTC (clone
929), 6x10* células/poco, incubadas com os farmacos SERT e MIL,
seriadamente diluidos em meio RPMI-PR 1640 com 10% SFB em placas de 96
pocos. A placa foi incubada por 72 horas em estufa a 37 °C com 5% de CO, e
para avaliar a viabilidade celular foi utilizado o ensaio colorimétrico de MTT.
Como controle (100% de células vivas), foram utilizadas células NCTC né&o
tratadas. Os ensaios foram realizados em duplicatas e feitos pelo menos dois

ensaios distintos.

O indice de Seletividade (IS) dos farmacos em estudo, foi determinado

atraves da seguinte razao:
IS = CCsp células de mamifero/ CEsp, amastigota

Em que farmacos com IS maior que 1 foram considerados seletivos.

3.8. Determinacdo in vitro da associacao entre SERT e MIL

SERT foi associada com MIL, e a natureza das associa¢des foi avaliada
em formas amastigotas intracelulares de L. (L.) infantum utilizando-se a analise
de isobolograma de proporc¢des fixas modificado (Fivelman et al., 2004, Reimé&o
e Tempone, 2011). Para a associacdo de farmacos foi realizado o mesmo
procedimento descrito no item 3.7.1. utilizando dois farmacos em propor¢cdes
pré-determinadas. Para cada associacao, os valores de CEsp de cada farmaco
isolado foi previamente determinado, assegurando assim o ponto de partida da
diluicdo seriada de base dois. Os farmacos estudados foram dissolvidos em
seus respectivos solventes e diluidos em meio RPMI-PR 1640 com 10% de
SFB. As concentragbes dos farmacos foram preparadas nas proporgdes: 5:0,
4:1, 3:2, 2:3, 1:4 e 0:5, em placas de 16 pocos, em duplicata.
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As concentracfes iniciais da associacao foram estabelecidas através
das concentracbes efetivas 50% tanto em promastigotas quanto em
amastigotas.

A partir da CEsp de cada associacdo, foram realizados os seguintes
calculos:
1° - Concentragdo Inibitéria Fracionaria (CIF) = CEso do farmaco
combinado/CEszy do farmaco individual.
2°- Somatoria da Concentracéo Inibitéria Fracionaria (3> CIF) = CIF do farmaco
A + CIF do farmaco B.
3°-Média da Somatoria da Concentracdo Inibitoria Fracionaria (X3 CIF) =
> CIF/4

A X>CIF foi utilizada para classificar as associacdes dos farmacos
avaliados. Quando a X>CIF foi menor ou igual a 0,5 a associacdo foi
considerada sinérgica, quando foi maior que 0,5 e menor ou igual a 4, a
associacao foi considerada indiferente e quando foi maior que 4, a associagéo

foi considerada antagonica (Odds, 2003).

3.9. Captacao in vitro da SERT-LP por macréfagos

Os macréfagos peritoniais foram obtidos através do peritbneo de
camundongos BALB/c e plaqueados a 5x10° por 24 horas em placas de 24
pocos. Em seguida foram infectados com amastigotas (1:10) obtidas de baco
de hamster previamente infectado com Leishmania (L.) infantum cepa
MHOM/BR/1972/LD. Procedeu-se apods 24hs de infeccdo o tratamento de
células infectadas e nédo infectadas com lipossomo marcado com Rodamina
123 (SERT-LP-R123) (10 p/mL). As células foram raspadas dos respectivos
pocos e a intensidade da fluorescéncia expressa por unidades arbitrarias de
fluorescéncia dentro dos macréfagos foi dosada por citometria de fluxo (Attune-
Life technologies) avaliando-se até o tempo final de 270 minutos de tratamento

no comprimento de onda de 610 nm. Foram avaliados 10.000 eventos por
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amostra/tempo, para observacado da internalizacdo dos lipossomos marcados.
Como controle foram utilizadas células nédo tratadas e o0s lipossomos

isoladamente.
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3.10. Ensaio in vivo

3.10.1. Avaliacdo da efetividade de SERT em diferen tes vias em

camundongos BALB/c infectados com  Leishmania (L.) infantum

Para avaliar a efetividade da SERT in vivo, foram utilizadas fémeas de
camundongos BALB/c (pesando entre 18-22 g) previamente infectadas pela via
intraperitoneal (volume final 100 pL) com L. (L) infantum cepa
MHOM/MAG7ITMAP263 (1x10° promastigotas em fase estacionaria), utilizando
cinco animais por grupo. Apos cinco dias de infeccdo, os animais foram
distribuidos em grupos de forma aleat6ria e o tratamento iniciado por diferentes
vias: SERT livre pela via de administracdo oral, SERT livre subcutanea e SERT

lipossomal (SERT-LP) subcutanea.

Para realizar o célculo de conversdo de dose de animal para humanos,
foi utizada a formula do indice HED (Human equivalent dose) que pode ser

calculada pela seguinte forma (Reagan-Shaw et al, 2016):

HED = dose utilizada no animal * fator K., do animal / fator K, do

humano

O fator K, € calculado a partir da normalizacdo da area de superficie

corporal conforme a Tabela 1.
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Tabela 1: Tabela de converséao de doses de animais para doses equilaventes a

humanos, baseados na area de superficie corporal (ASC):

Espécie Peso (kg) ASC (m?  Fator kn
Humano
Adulto 60 1,6 37
Crianca 20 0,8 25
Hamster 0,08 0,02 5
Camundongo 0,02 0,007 3

Peso em quilogramas (Kg). ASC: Area da superficie corporal em metros quadrados (mz). Fator

Km: constante de metabolismo de cada organismo. Fonte: Reagan-Shaw e colaboradores, 2016
(modificado).

3.10.2. Avaliacdo da farmacocinética em modelo anim  al:

Os parametros farmacocinéticos da SERT como AUC, Cnax € Tmax €
T2, foram mensurados em hamsters apds administracdo oral por gavagem
conforme estabelecido por Sokolova e colaboradores (2010). Para a SERT
foram administrados 15 mg/kg oralmente (n=3 animais). Amostras de sangue
(10 pL) foram coletadas a partir da veia caudal em tubos Eppendorf contendo
agua MilliQ (20 pL) em 0,25, 0,5, 1, 2, 4, 6, 8 e 24 horas apds a administracao
e armazenadas a -80°C. A extracdo de amostras de sangue foi realizada
através de um meéetodo baseado em precipitacdo proteica utilizando
acetonitrila. A curva de calibracao foi construida a partir de valores de sangue
contidos no composto teste. As analises foram determinadas por
cromatografia liquida de Ultra Performance (UPLC) associada ao
espectrometro de massas pelo Dr. Kevin Read do Drug Discovery Unit da
University of Dundee (Escécia).
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3.10.3. Esquema de tratamento:

3.10.3.1. Avaliacéo da efetividade do tratamento co m SERT livre pela via
oral em camundongos BALB/c infectados com Leishmania (L.)

infantum

Os animais foram infectados pela via intraperitoneal e distribuidos em
cinco grupos contendo cinco animais/grupo, como descrito anteriormente. Os
animais foram tratados com SERT livre nas doses de 0,3 mg/kg, 1 mg/kg, 5
mg/kg e 15 mg/kg pela via oral (VO) uma vez ao dia por 10 dias consecutivos.
O farmaco foi solubilizado em agua filtrada e a administracdo do farmaco foi
realizada com o auxilio de uma agulha de gavagem em aco inox curva para
camundongos. O grupo controle infectado ndo recebeu tratamento. Um grupo
tratado apenas com o0 veiculo (adgua filtrada), jA& havia sido testado
anteriormente e nao apresentou diferenca do grupo néo tratado. A avaliacao da
carga parasitaria foi avaliada por diluicdo limitante (Buffet et al, 1995) apos 10

dias do inicio do tratamento.

3.10.3.2. Avaliagao da efetividade do tratamento co m SERT livre pela via
subcutanea em camundongos BALB/c infectados com Leishmania

(L.) infantum

Os animais foram infectados pela via intraperitoneal e distribuidos em
cinco grupos contendo cinco animais/grupo, como descrito anteriormente. Os
animais foram tratados com SERT livre nas doses de 0,3 mg/kg, 1 mg/kg, 5
mg/kg e 15 mg/kg pela via subcutanea (SC) uma vez ao dia por 10 dias
consecutivos. O farmaco foi solubilizado em solugdo salina 0,9% e a
administracdo do farmaco foi realizada com o auxilio de uma agulha ultra fina
com 6 mm de comprimento e calibre de 0,25 mm. A aplicacéo é realizada na
regido entre as escapulas dos camundongos com volume de 200 pl. O grupo

controle infectado nédo recebeu tratamento. A determinacdo da carga
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parasitaria foi avaliada por diluicdo limitante apdés 10 dias do inicio do

tratamento.

3.10.3.3. Avaliacéo da efetividade do tratamento co m SERT-LP pela via
subcutdnea em camundongos BALB/c infectados com Leishamnia

(L.) infantum

Os animais foram infectados pela via intraperitoneal e distribuidos em
cinco grupos contendo cinco animais/grupo, como descrito anteriormente. Os
animais foram tratados com SERT - LP nas doses de 0,3 mg/kg, 1 mg/kg, 5
mg/kg e 15 mg/kg pela via subcutanea (SC) uma vez ao dia por 10 dias
consecutivos. Um grupo foi tratado somente com o lipossomo branco (sem
farmaco) para avaliar possivel tratamento/toxicidade pelo lipossomo. SERT-LP
foi solubilizado em solucéo de glicerol 2,25% e a administracéo do farmaco foi
realizada com o auxilio de uma agulha ultra fina com 6 mm de comprimento e
calibre de 0,25 mm. A aplicagdo é realizada na rengido entre as escapulas dos
camundongos com volume de 200 pl O grupo controle infectado ndo recebeu
tratamento. A determinacdo da carga parasitaria foi avaliada por diluicdo

limitante apds 10 dias do inicio do tratamento.

3.11. Determinacgdo da carga parasitaria por diluicd o limitante

A avaliacdo da carga parasitaria por diluicdo limitante foi feita de acordo
com Buffet e colaboradores (1995). Amostras de figado foram pesadas,
maceradas e diluidas em 5 mL de meio Schneider suplementado com 20% de
SFB + hemina. Em seguida as amostras foram centrifugadas a 0.8 rpm por 10
minutos em tubos falcon de 15 mL, retirados do sobrenadante 120 pL e iniciado
a diluicdo seriada a partir de 1:1 até 4096 e incubados a 25°C. Apos 7 dias foi
feita a primeira leitura visual das microdiluicées e a Ultima leitura com 14 dias.

Considerou-se como positivo o Ultimo pogo que tivesse até 1 parasita viavel
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(vivo, com motilidade). Os célculos de carga parasitaria foram da seguinte
forma :

(valor da diluicdo X 5000 pL)/ 120uL = quantidade de parasitas/mg do
figado.

3.12. Determinacado da reposta imune

Analisou-se a producdo de citocinas séricas e de sobrenadante dofigado
dos grupos tratados (15 mg/Kg e 1 mg/Kg) e controle por citometria de fluxo
utilizando o kit para cytometric beads array (CBA), conforme as instru¢gbes do
fabricante. Foram escolhidos os grupos tratados de 15 mg/kg e 1 mg/kg devido
ao resultado encontrado no tratamento in vivo. O Kit CBA foi utilizado para a
quantificacdo das citocinas envolvidas na resposta inflamatéria (IL-4, INF-y,
TNF-a, IL-6, IL-10 e IL-12p70) e para quantificacdo da quimiocina MCP-1 em
uma mesma amostra. Seis populacdes de beads com distintas intensidades de
fluorescéncia conjugadas com um anticorpo de captura especifico para cada
citocina foram misturadas para formar o CBA e apo0s incubacdo com as
amostras, as beads de captura das citocinas foram misturadas com o anticorpo
de deteccédo conjugado com o fluorocromo PE, e depois incubadas com as
amostras para formar o ensaio e lidas no citdmetro de fluxo FACSCanto II. As
populacdes de beads foram visualizadas de acordo com as suas respectivas
intensidades de fluorescéncia. A analise dos dados foi feita pelo software FACs
DIVA, que converte a intensidade de fluorescéncia em concentracao (pg/mL).
As analises foram feitas pelo Dr. Andrés Jimenez Galisteo Jr. do Laboratorio de
Protozoologia (Instituto de Medicina Tropical de Sao Paulo/USP).

3.13. Estudo do perfil histopatologico

Ao final de cada tratamento, os animais foram eutanasiados, e
posteriormente foi realizada a necrépsia com avaliagdo macroscopica e
microscopica dos o6rgdos (figado e baco). Os fragmentos de tecidos,

devidamente identificados foram conservados em formalina tamponada 10% e
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processados pelas técnicas histologicas, tais como fixacdo com formaldeido,
processos de desidratacdo com alcool etilico, clarificacdo com xilol para que
ocorra a remocdao total do &lcool; impregnacao de parafina no tecido, usuais do
Centro de Patologia do Instituto Adolfo Lutz, para obtencdo de cortes
histoldgicos. As laminas foram coradas pela técnica de hematoxilina e eosina.
O exame histoldgico foi analisado por microscopia 6ptica de luz, e teve o intuito
de caracterizar e descrever as lesdes histopatologicas (Guerra, 2016).

3.14. Biodistruicdo da SERT-LP

Camundongos BALB/c (2/grupo/tempo) foram tratados pela via de
administracdo subcutanea (em dose Unica) com SERT-LP marcada com o
fluoréforo DIL C18 (um marcador lipofilico de membrana) (Tempone, 2010).
ApoOs os periodos de 0, 12, 24 e 48 horas pds—tratamento, os animais foram
sacrificados. Destes, foram removidos figado e baco para realizacdo de imprint
em laminas de vidro. Em seguida, os imprints foram fixados com formaldeido
3,5% por 6 minutos, e realizadas lavagens (3 vezes) com tampao fosfato salina
(PBS) para retirar possivel excesso de formaldeido. Ap6s as lavagens, foi
realizada a permeabilizacdo das amostras utilizando uma solucdo PGN (PBS,
0,2% de gelatina e 0,15% NaN3) contendo 0,1% de saponina. Por fim, foi
realizada marcacéo das células nucleadas com 10 uM de DAPI por 30 minutos
e observacéo das amostras em microscopia de fluorescéncia (Nikon Eclipse 80i

- D-FL-EPI - Fluorescent Attachment) e realizadas as analises.

3.15. Analises estatisticas

As andlises estatisticas foram realizadas por meio de curvas
sigmoidais dose-resposta, utilizando-se o software Graph Pad Prism 5.0,
analisando-se 0s respectivos intervalos de confianca 95% e coeficientes
lineares (r). As diferencas entre as amostras foram estatisticamente avaliadas
pelo método ndo paramétrico. Foram considerados valores significativos

valores com p <0,05 (one-way ANOVA).
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4. Resultados

4.1. Determinacdo in vitro da concentracao efetiva 50% (CE s0) da SERT

A sertralina e o farmaco padrdo (miltefosina) foram incubados
juntamente com as formas promastigotas de Leishmania (L.) infantum e a
viabilidade celular foi mensurada pelo ensaio colorimétrico de MTT. Apés 48
horas de incubacédo, a SERT livre apresentou um valor de CEsp de 0,7 uM. O
farmaco MIL apresentou um valor de CEspde 16 uM (Tabela 2).

Para o0 ensaio com amastigotas intracelulares, os farmacos (SERT,
SERT-LP e MIL) foram incubados por 72 horas juntamente com macréfagos
peritoneais de camundongo BALB/c previamente infectados com a forma
promastigotas de Leishmania (L.) infantum, que apés 4 horas se diferenciam
para formas amastigotas intracelulares. A CEsp variou entre 3 e 4 uM (Tabela
2).

A citotoxicidade foi avaliada utilizando células NCTC clone 929
incubadas com os farmacos (SERT, SERT-LP e MIL) por 72 horas, e a
viabilidade celular foi avaliada através do método colorimétrico MTT. Todos 0s
farmacos apresentaram citotoxicidade, porém o farmaco com o maior valor de
CCsp foi a MIL com 127 uM, enquanto que a SERT-LP se mostrou mais toxica
com CCspde 12 uM (Tabela 2).
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Tabela 2: Valores das Concentracdes efetivas 50% (CEsp) dos farmacos
estudados contra formas promastigotas e amastigotas intracelulares de
Leishmania (L.) infantum, citotoxicidade em células de mamifero (NCTC)

Farmaco Promastigota Amastigota Células NCTC IS

sertralina 0,73+0,4 4,2 +2.2 27,4 10,8 6,4
SERT-LP - 25+1,6 12,05 +2,4 4,8
miltefosina 16,2 +0,02 3,1+1,6 127,7 +6,7 40,9

CEso: Concentracdo efetiva 50%. IC 95%: Intervalo de confianca 95%. IS: indice de
seletividade, calculado pela razdo entre CCs, de células de mamiferos pelo CEsy em
amastigota.SERT: sertralina livre; SERT-LP: sertralina encapsulada em nanolipossomos.

4.2. Determinagao in vitro da associagdo entre sertralina e miltefosina

4.2.1. Promastigotas

A associagdo entre a SERT e MIL foi avaliada in vitro pelo método de
isobolograma com proporgdes fixas, utilizando as formas promastigotas. Foram
geradas oito curvas de dose-resposta entre as associacdes e duas curvas dos
farmacos testados isoladamente. A figura 12 representa as curvas de dose
resposta dos famacos (SERT e MIL) quando associados e quando isolados. E
possivel observar que houve aditividade da associacdo, uma vez nao houve
deslocamento das curvas para a esquerda (indicativo de sinergismo). O gréfico
demonstra ainda que a SERT reduziu a viabilidade de 100% dos promastigotas

nas maiores conce ntra(;c")es.
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Figura 13: Curvas de dose resposta geradas pela associacdo de sertralina e miltefosina, na
forma promastigota de Leishmania (L.) infantum. As concentracBes estdo representadas em
MM. Figura representativa de um experimento.

A partir das curvas de dose resposta foi elaborada uma tabela (Tabela 3)
com os valores de CEsp das associacbes e dos farmacos isolados. Neste
estudo, a SERT isolada apresentou um valor de CEso de 0,9 uM, enquanto que
a MIL, um valor de CEsp de 14 puM. A tabela 3 demonstra que o valor de CEsg
da SERT (representado pela letra A), diminui conforme a propor¢cao de MIL
aumenta (representado pela letra B). Os valores de CEsg dos farmacos quando
associados geram valores de concentracao inibitéria fracionaria (CIF), dado
pela razdo entre o CEsy da associacdo pelo CEso do farmaco isolado. A
somatéria do CIF das associacdes variou entre 0,55 e 0,74, e a média da
somatoria do CIF, resultou em um valor de 0,64. Este valor sugere, de acordo

com a referéncia adotada, uma associacao aditiva.
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Tabela 3: Valores de CEsy, CIF e )CIF gerados pela associacdo entre

sertralina e miltefosina em promastigotas de Leishmania (L.) infantum
(MHOM/MAG7ITMAP263).

Farmaco Proporcdo CEsp da associacao CIF da >CIF Media
associado (UM) associagao > CIF
+ Desvio Padrao
A B A B A B A B A+B

5 0 0,96 - - -
(x0,06)
4 1 0,45 1,81 0,47 0,12 0,59
(x0,02) (+1,26)
3 2 0,40 2,15 0,42 0,15 0,57
© _E (x0,18) (x0,96)
= "
®© o
% E_) 2 3 0,34 2,81 0,35 0,19 0,54
» = (10,18)  (x0,30)
1 4 0,23 7,35 0,24 0,50 0,74
(x0,10) (x3,35)
0 5 14,62 - - -
(#1,13)
0,61

CEsq: concentragdo efetiva 50%. CIF: Concentracao inibitéria fracionaria. Y CIF: somatoria dos
valores de CIF. Valores da concetracdo expressos em M. Valores representam a média de

dois experimentos independentes.
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A construcdo de isobologramas é uma outra forma de se analisar
associacdes, em que os valores de CIF da associacdo sdo demonstrados em
um grafico. No isobolograma, cada ponto é analisado em relacdo a faixa de
aditividade, que varia de 0,5 a 4, onde valores abaixo de 0,5, indicam
associacfes sinérgicas, e valores acima de 4 indicam antagonismo. Para a
associacao entre SERT e MIL, todos os pontos se encontraram na faixa entre

0,5 e 4, indicando que a associacao foi aditiva (Figura 13).
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Figura 14: Isobolograma gerado a partir da associacéo entre miltefosina e sertralina na forma
promastigota de Leishamnia (L.) infantum. Valores <0,5 indicam associacfes sinérgicas.
Valores entre 0,5 e 4 indicam associacdes aditivas, ou indiferentes. Valores 24 indicam
associa¢fes antagobnicas.

4.2.2. Amastigota

A associacao entre a SERT e MIL foi realizada nas formas amastigotas
intracelulares de Leishmania (L.) infantum, utilizando os meétodos descritos
anteriormente, com incubacoes de 72 horas. Na figura 14, é possivel observar

a curva de dose-resposta das associacdes, assim como dos farmacos isolados.
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Figura 15: Curvas de dose resposta gerada pela a associacdo de sertralina e miltefosina, na
forma amastigota intracelular de Leishmania (L.) infantum. As concentracdes estdo
representadas em pM. Figura representativa de um experimento.

Neste estudo, para a forma amastigota a SERT testada isoladamente
apresentou um valor de CEsp de 5 pM, enquanto que a MIL apresentou CEso de
2uM (Tabela 4). As somatorias das concentracdes inibitorias fracionarias
(> CIF) deste ensaio demonstraram valores entre 1,12 e 1,65, sendo que a
média da somatoria do CIF resultou em um valor de 1,31. De forma similar ao
estudo com os promastigotas, o isobolograma apresentou pontos de CIF entre

0,5 e 4, indicando uma associacao aditiva (Figura 15).

61



Tabela 4: Valores de CEsy, CIF e YCIF gerados pela associacdo entre
sertralina e miltefosina em amastigota intracelular de Leishmania (L.) infantum

Farmaco 5 CEso da CIF da
associado | 1OPOT6A0 associacdo (uM)  associacao 2CIF X2 CF
A B A B A B A B  A+B
5,32
5 o (¥224) ] ; -
6,57 1,23
4 1 (2066) (20,04) 123 o041 1,65
3,51 1,75
3 2 (034 (#017) o066 059 1,25
o] ©
c =
I 3
?g ) 1,97 2,22
a = ) 3 (#¥0,22) (#031) 037 075 1,12
1,04 3,11
1 4 (#0.23) (#0,69) 019 105 1,24
2,94
o & (#¥0,91)  _ ] -
1,31

CEsp: concentracao efetiva 50%. CIF: Concentracao inibitéria fracionaria. > CIF: somatéria dos
valores de CIF. X} CIF: Média da somatéria dos valores de CIF. Valores da concetracado
expressos em M. Valores representam a média de dois experimentos independentes.
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Figura 16: Isobolograma gerado pela da associacdo entre miltefosina e sertralina na forma
amastigota de Leishmania (L.) infantum. Valores <0,5 indicam associagfes sinérgicas. Valores
entre 0,5 e 4 indicam associacdes aditivas, ou indiferentes. Valores 24 indicam associacfes
antagobnicas.

4.3. Avaliacdo do diametro, carga da superficie dos lipossomos e

eficiéncia de encapsulacao

Os estudos descritos a seguir, foram realizados no Instituto de Fisica da
USP, com a colaboracdo do Prof. Dr. Leandro Barbosa. Para determinar o
diametro médio dos lipossomos foi utilizada a técnica de disperséo dinadmica de
luz (DLS), realizada na presenca e auséncia do farmaco SERT. Os resultados
demonstraram um valor de 127,9 nm para LP- SERT e 126,7 nm para a
formulacéo lipossomal sem a inclusdo do farmaco, apds extrusdo. Dentre as

caracteristicas fisico-quimicas de lipossomos que determinam a interacdo com
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a superficie de células, a carga da superficie da membrana das vesiculas vem
demonstrando ser de grande importancia. Desta forma, a carga dos lipossomos
foi avaliada através da calorimetria exploratéria diferencial (DSC). Na presenca
e auséncia do farmaco SERT, os dados resultaram em valor negativo de -4,71
mV para o SERT-LP e -4,26 mV para a formulacdo lipossomal sem farmaco,

confirmando a carga negativa da formulagao.

4.4. Eficiéncia de Encapsulacao (%EE): Quantificacd o da SERT nos

lipossomos.

A quantificacdo da SERT nos lipossomos foi realizada por cromatografia
liguida de alta eficiéncia (CLAE), utilizando-se uma curva padrdo com o
farmaco. A SERT se mostrou muito promissora na formulacdo lipossomal
estudada, uma vez que a porcentagem de encapsulacao (%EE) foi de 82%. A
curva padrdo demonstrou um coeficiente linear (r*)de 0,99, com a equacdo y =

0,0004x + 0,0028 (Figura 16).
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Figura 17: Regresséo linear gerada pela sertralina diluida em diferentes concentracdes de
isopropanol (1.56—100 pg/mL) quantificada por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC).
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A Figura 17 demonstra o cromatograma (A 220 nm) da sertralina livre (A)
e lipossomal (B), onde foi observado a eluicdo do farmaco em um tempo de
retencdo (TR) de 11,8 min.

mal Max Intensty : 268,517 %
A sqe PRI IR A TIT B.Cenc. Methed]

u T T T T T T T T T 0
0.0 ZE €0 7E 0.0 1ZE 150 175 200 g 250 mn

Figura 18: Cromatograma da sertralina livre (A) e lipossomal (B) obtido a 220 nm em CLAE. A
corrida foi desenvolvida na presenca de metanol (0,01% TFA) em agua (0,01% TFA), utilizando
coluna C4. O volume de injecdo de foi 20 uL, com uma vazdo de 1 mL/min, totalizando um
tempo de corrida de 26 minutos. O sinal da sertralina (pico) pode ser observado com tempo de
retencdo de 11,8 min (seta preta).
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4.5. Avaliacdo in vitro da internalizacdo da SERT-LP marcada com

Rodamina 123 em macrofagos peritoneais

A interacdo dos lipossomos com a célula alvo é uma das principais
caracteristicas a se avaliar, quando se quer estudar um sistema de liberac&o
de farmacos. Foi verificada a capacidade de captacdo dos lipossomos
marcados com a sonda fluorescente Rodamina 123 (SERT-LP-R123), por
macrofagos peritoneais, utilizando-se citometria de fluxo. Na figura 18 podemos
observar que o processo de captacdo da SERT-LP-R123 ocorre nos 30
minutos iniciais, com uma queda apés 1 hora, mas se mantendo sustentada
tanto nos macréfagos infectados (vermelho) quanto nos nao infectados (preto).
Apesar de nao ter sido observada diferenca estatistica entre os grupos, a
captacdo da LP-SERT-R123 pelos macrofagos infectados foi inferior (16%) aos

macrofagos nao indectados (apos 30 min).
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Figura 19: Captacdo de SERT-LP-R123 por macréfagos peritoneais de camundongos BALB/c
infectados ou n&o por Leishmania (L.) infantum. A intensidade da fluorescéncia expressa por
unidades arbitrarias de fluorescéncia dentro dos macréfagos foi dosada por citometria de fluxo
(Attune-Thermofisher) em um total de 270 minutos, utilizando 10.000 eventos para cada tempo
(preto - macréfagos ndo infectados; vermelho- macréfagos infectados). Todos os tempos
apresentaram diferenga estatistica quando comparados com o tempo 0, tanto em macrofagos
infectados quanto em macréfagos néo infectados (p<0,0001).
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4.6. Estudos de Farmacocinética (PK)

A farmacocinética da SERT foi estudada em modelo de hamster,
utilizando-se cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria
de massas (CLAE-MS). Para isto, contamos com a colaboragcédo do Prof Kevin
Read da Universidade de Dundee (Drug Discovery Unit). A SERT foi dissolvida
em agua e administrada pela via oral na dose de 15 mg/kg a 3 hamsters
machos (aprox. 90 gramas/cada). Diferentes tempos de coleta de sangue
foram estabelecidos e a SERT pode ser detectada apos 30 minutos da
administracdo. Considerando os parametros farmacocinéticos, como a area
abaixo da curva (AUC), que mede a exposicdo do fa&rmaco no organismo,
observou-se um valor médio de 19.520 ng/min/mL, uma concentracao
plasmatica maxima (Cnax) de 27 ng/mL e um tempo maximo para atingir 0 Cpax
(Tmax) de 4 horas. Com base na Figura 19 pode-se prever uma meia vida
plasmatica (T1,) de aproximadamente 8 horas, porém, a meia vida plasmatica
terminal (T, terminal) foi bastante prolongada (>24 h), onde se pdde verificar
que mesmo apos 24 horas, a sertralina ainda estava presente a 7 ng/mL. Com
base nos valores de Cn,ax €m hamster pela via oral, observa-se que a sertralina
atingiu uma concentracdo plasmatica maxima de 24 ng/mL, valor este
aproximadamente 200 vezes inferior aos valores de CEsp determinados in vitro

para amastigotas intracelulares de Leishmania (L.) infantum.

Os dados obtidos neste estudo permitiram o estabelecimento do regime
de uma dose Unica diaria administrada em nossos modelos experimental,

evitando toxicidade do farmaco ao animal.
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Figura 20: Estudo farmacocinético da sertralina livre (15 mg/kg) em modelo de hamster,
administrada a 15 mg/kg. Andlise realizada em CLAE-EM.

4.7. Avaliagdo in vivo da eficacia da SERT pela via de administragéo oral

O tratamento com SERT oral foi realizado em camundongos BALB/c
infectados com Leishmania (L.) infantum, apds 5 dias de infeccdo (d.p.i.). A
SERT foi administrada por 10 dias consecutivos, utilizando-se 4 diferentes
doses (0,3; 1; 5 e 15mg/kg). Ao grupo controle, foi administrado apenas o
veiculo sem o farmaco SERT. No 11° d.p.i., os animais foram eutanasiados em
camera de CO, para remocao do figado. Posteriormente o 6rgdo foi pesado e
macerado para avaliagdo da carga parasitaria de cada grupo por diluicdo
limitante. As leituras em microscopia 6ptica foram realizadas no 7° e 14° de

incubacéo.

Conforme observado na Figura 20, ndo foi verificada eficacia da SERT
livre ap6s o tratamento oral, uma vez que as doses de 0,3; 1; 5 e 15 mg/kg,

apresentaram cargas parasitarias similares ao grupo controle néo tratado.
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Figura 21: Carga parasitaria do figado camundongos BALB/c infectados com Leishmania (L.)
infantum apds 10 dias de tratamento com a SERT pela via de administragédo oral.

4.8. Avaliagdo in vivo da eficacia da SERT—LP pela via de administracao

subcutanea

Apbs encapsulagdo da SERT nos lipossomos, caracterizacdo de seu perfil
fisico-quimico (carga e tamanho) e dosagem por CLAE, o farmaco foi
administrado pela via subcutanea apd6s 5 dias de infeccdo dos camundongos,
com regime de tratamento por 10 dias consecutivos nas mesmas doses
anteriores (0,3; 1; 5 e 15 mg/kg) e foi realizada a administracdo do lipossomo
sem o farmaco para verificar possivel tratamento pelo lipossomo. Na figura 21,
€ possivel observar que a SERT - LP foi capaz de reduzir a carga parasitaria
em 72% no grupo tratado a 0,3 mg/kg, 89% no grupo de 1 mg/kg e 71% no
grupo tratado a 5 mg/kg. Ainda que néo significativo estatisticamente (p>0,05),
a carga parasitaria no grupo tratado a 15 mg/kg, apresentou um aumento de
100% em relagcdo ao grupo néo tratado (controle). O grupo tratado somente
com o lipossomo (sem a adicdo da SERT) ndo apresentou reducédo da carga

parasitaria quando comparado ao grupo controle.
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Figura 22: Carga parasitaria do figado camundongos BALB/c infectados com Leishmania (L.)
infantum apds 10 dias de tratamento com a SERT-LP pela via de administracdo subcutanea *
p<0,05.

4.9. Avaliagcdo in vivo da eficacia da SERT livre pela via administracéo

subcutanea

Considerando a falha terapéutica da SERT livre pela via oral, nosso
objetivo se concentrou na encapsulagdo do farmaco em uma formulagéo
nanolipossomal para direcionamento dirigido aos macréfagos infectados no
figado. Para isto, considerando a via de administracdo preferencial desta
formulacdo a subcuténea, foi realizado como controle do estudo anterior um

estudo da eficicia deste farmaco livre, administrado pela mesma via.

No 5° dia pos infeccéo (d.p.i.), a SERT livre foi administrada por 10 dias
consecutivos pela via subcutanea nas mesmas doses estudadas anteriormente
(0,3; 1; 5 e 15 mg/kg). Na Figura 22 foi possivel verificar que ndo houve
reducdo da carga parasitaria nos grupos tratados, exceto pelo grupo tratado a
15 mg/kg, em que houve uma reducdo da carga parasitaria em 86%, porém
ndo houve diferenca estatistica significativa. Ja o grupo tratado a 0,3 mg/kg

apresentou um aumento da carga parasitaria em relacao ao grupo controle.
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Figura 23: Carga parasitaria do figado camundongos BALB/c infectados com Leishmania (L.)
infantum apds 10 dias de tratamento com a SERT pela via de administra¢cédo subcutanea.

4.10. Determinacao da resposta celular

Devido ao inesperado aumento da carga parasitaria no grupo tratado
com a SERT-LP a 15mg/kg, foi realizada uma analise de citocinas do
sobrenadante do macerado do figado e em soro dos camundongos. Nas
amostras de sobrenadante do macerado, ndo foi observada diferenca
estatistica significativa em relacdo as citocinas estudadas. Porém, quando
essas mesmas citocinas foram analisadas em amostras de soro, foi observada
diferencas na producéo da citocina IL-6 e da quimiocina MCP-1 em relag&o ao
grupo infectado nao tratado. Outras citocinas presentes no kit cba (IL-4, INF-Y’,

TNF-q, IL-10 e IL-12p70) nao foram detectadas no soro dos animais.

O tratamento a 1 mg/kg de SERT-LP reduziu os niveis de IL-6 em 50%
(p<0,05); porém na dose de 15 mg/kg, observou-se um aumentou significativo,
elevando os niveis em 5x (p<0,05) de IL-6 (Figura 23). A SERT foi
demonstrada como forte indutora na producdo de MCP-1 em estudo clinico
com pacientes com depressdo. Em nossos estudos, estes dados se

confirmaram no modelo murino, onde a producdo de MCP-1 foi bastante
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elevada nos grupos tratados com a SERT-LP nas doses de 15 mg/kg e 1

mg/kg, ndo havendo diferenca estatistica entre estes grupos, porém com
diferenca estatistica em relagédo ao grupo controle.
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Figura 24 : Avaliacdo dos niveis séricos da citocina IL-6 (A) e da quimiocina MCP-1 (B) em
camundongos BALB/c infectados com Leishmania (L.) infantum e tratados por 10 dias
consecutivos com SERT-LP nas doses de 1 e 15 mg/kg. Os niveis de citocinas (pg/mL) foram

determinados por citometria de fluxo pelo kit CBA (cytometric beads array). (*p<0,05;
**p<0,001). Foram considerados 10.000 eventos por analise.
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4.11. Caracterizacdo histopatologica

Foi realizado um estudo histopatolégico do figado e baco de
camundongos BALB/c infectados com Leishmania infantum e tratados por 10
dias consecutivos com SERT-LP nas doses de 1 e 15 mg/kg. Utilizou-se um
grupo controle infectado e ndo tratado para se avaliar as possiveis lesbes
causadas pela LV. Apés 1 dia do término do tratamento (16 d.p.i.), 0s animais
foram eutanasiados e os 6Orgaos avaliados. Em ambos os grupos tratados
foram observados, no figado, multiplos focos de esboc¢os granulomatosos com
distribuicdo aleatéria em parénquima, caracterizados por macréfagos
epitelidides centrais, linfocitos e plasmacitos periféricos (Figura 24 e figura 25),
além de discreta degeneracdo hidrépica difusa de hepatécitos. No baco,
evidencia-se presenca de hiperplasia linféide reativa discreta a moderada,
difusa, com foliculos linféides coalescentes (Figura 26 e figura 27). E um dos
casos, observou-se agregado de neutréfilos em parénquima, esplenite
eosinofilica discreta, focal. Estes resultados nao diferiram daqueles observados

no grupo nao tratado.
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Figura 25
infantum, ap6s 10 dias consecutivos de tratamento com sertralina lipossomal. A: Imagem
representativa do figado do grupo controle (infectado, ndo tratado), observa-se mdltiplos focos
aleatdrios de infiltrado inflamatério linfo-histiocitario, formando esbogos granulomatosos, em
parénquima hepatico (seta). Aumento de 100x. B: Imagem representativa do figado de animais
tratados com sertralina lipossomal a 1 mg/kg. Observa-se multiplos focos aleatérios de
infiltrado inflamatorio linfo-histiocitario, formando esbogos granulomatosos, em parégnuima
hepatico (seta). Aumento de 100x. VC: veia xentrolobular; VP: veia porta. Coloracédo de H&E.
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Figura 26: Avaliagdo histopatoldgica de camundongos BALB/c infectados com Leishmania
infantum, apos 10 dias consecutivos de tratamento com sertralina lipossomal. A: Imagem
representativa do figado do grupo tratado com sertralina lipossomal a 15 mg/kg, observa-se
multiplos focos aleatérios de infiltrado inflamatério linfo-histiocitario, formando esbocos
granulomatosos, em parégnuima hepatico (seta), aumento de 100x. VC: veia centrolobular; VP:
veia porta. Em detalhe, observa-se foco de infiltrado inflamatdrio caracterizado por linfécitos
(seta) e macrdfagos epitelidides (cabec¢a de seta) em parénquima hepatico, aumento de 400x..
B: Imagem representiva do figado do grupo néo tratado e ndo infectado. Setas- multiplos focos
de infiltrado inflamatério linfo-histiocitario, formando esbogos granulomatosos, em parégnuima
hepatico. Coloracdo H&E. Aumento 100x.
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Figura 27: Avaliacdo histopatolégica de camundongos BALB/c infectados com Leishmania
infantum, apos 10 dias consecutivos de tratamento com sertralina lipossomal. A- Imagem
representativa do bagco do grupo controle néo tratado, observa-se hiperplasia linféide reativa.
B: Imagem representativa do ba¢o do grupo tratado com sertralina lipossomal a 1 mg/kg .
Observa-se hiperplasia linféide reativa, aumento de 100x. Em detalhe : Esplenite neutrofilica,

discreta, aumento 400x. Coloragdo H&E.
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Figura 28: Avaliagdo histopatoldgica de camundongos BALB/c infectados com Leishmania
infantum, apés 10 dias consecutivos de tratamento com sertralina lipossomal. A:lmagem
representativa do bago de animais tratados com sertralina lipossomal & 15 mg/kg , observa-se
hiperplasia linféide reativa, com foliculos linfoides coalescentes, aumento 100x. D- Imagem
representativa do baco de um animal ndo infectado, néo tratado, baco apresentando aspectos
normais, com polpa branca em tamanho esperado, aumento 100x. Coloragdo H&E.
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4.12. Biodistribuicéo

A SERT foi internalizada em lipossomos de fosfadilserina que foram
marcados com o fluoréforo DIL C18. Os animais infectados com Leishmania
(L.) infantum foram tratados e apds 0, 12 (Figura 28), 24 e 48 horas (Figura 29)
foram removidos o baco e o figado para verificar se os lipossomos atigiram o0s
orgaos nos tempos determinados. Apés 12 horas de tratamento, ja foi possivel

observar a presenca de lipossomos distribuidos em ambos 6rgaos.
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Figura 29: Fotos representativas de imprint de baco adquiridas em microscopio de
fluorescéncia. Distribuicdo de lipossomos (seta) marcados com DIL C18 contendo sertralina em
baco de camundongo BALB/c. Dez dias ap6s a infec¢do, os animais foram tratados com SERT-
LP, e tiveram o baco removido, realizados imprinting e as amostras foram submetidas a
andlises de imunofluorescéncia. Células nucleadas marcadas com DAPI (azul). Lipossomos
marcados com DIL C18 (vermelho).
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Figura 30: Fotos representativas de imprint de baco adquiridas em microscépio de
fluorescéncia. Distribuicdo de lipossomos (seta) marcados com DIL C18 contendo sertralina em
baco de camundongo BALB/c. Dez dias ap6s a infec¢édo, os animais foram tratados com SERT-
LP, e tiveram o baco e figado removidos, realizados imprinting de cada érgao e as amostras
submetidas a andlises de imunofluorescéncia. Células nucleadas marcadas com DAPI (azul).
Lipossomos marcados com DIL C18 (vermelho). C: 24 horas de tratamento. D: 48 horas de

tratamento.
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Figura 31: Fotos representativas de imprint de figado adquiridas em microscopio de

fluorescéncia. Distribuicdo de lipossomos (seta) marcados com DIL C18 contendo sertralina em
figado de camundongo BALB/c. Dez dias ap0s a infeccdo, os animais foram tratados com
SERT-LP, e tiveram o figado removido, realizados imprinting e as amostras foram submetidas a
andlises de imunofluorescéncia. Células nucleadas marcadas com DAPI (azul). Lipossomos
marcados com DIL C18 (vermelho).
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Figura 32: Fotos representativas de imprint de figado adquiridas em microscépio de
fluorescéncia. Distribuicdo de lipossomos (seta) marcados com DIL C18 contendo sertralina em
figado de camundongo BALB/c. Dez dias ap0s a infeccdo, os animais foram tratados com
SERT-LP, e tiveram o figado removido, realizados imprinting e as amostras foram submetidas a
andlises de imunofluorescéncia. Células nucleadas marcadas com DAPI (azul). Lipossomos
marcados com DIL C18 (vermelho).

82



5. Discussao

A leishmaniose visceral continua afetando milhdes de pessoas no
mundo todo, e ainda se encontra com poucas opc¢des terapéuticas seguras
para o tratamento de pacientes. Por isso, 0 reposicionamento de farmacos se
faz uma abordagem a ser considerada, uma vez que os medicamentos ja foram
aprovados e se encontram disponiveis no mercado, reduzindo tempo e custo

das pesquisas.

Dados da literatura ja demonstraram que antidepressivos apresentam
atividade antiparasitaria (Palit, 2008; Mukherjee, 2012). Estudo anterior, in vivo
em Leishmania (L.) donovani demonstrou que SERT eliminou 72% e 70% da
carga parasitaria no baco e no figado, respectivamente, de camundongos
BALB/c previamente infectados (Palit, 2008). SERT, um inibidor da recaptura
da serotonina, ja se encontra aprovado pelo FDA e atualmente é utilizado para
o tratamento de depresséo (Santuzzi et al, 2012; Onaolopo et al, 2017). Em
nosso estudo, o potencial terapéutico da SERT foi avaliado contra as formas
promastigotas e amastigotas intracelulares, juntamente com ensaios de
eficacia in vivo tanto na forma livre, quanto encapsulada em nanolipossomos

(SERT-LP) para o tratamento da leishmaniose visceral.

SERT foi eficaz contra as formas promastigotas, sendo cerca de 22
vezes mais ativo do que a miltefosina. Apesar de apresentar toxicidade para
células de mamifero, a SERT eliminou 100% dos amastigotas intracelulares
com atividade similar & miltefosina (farmaco padréo), resultando em um indice
de Seletividade de 6. Palit e colaboradores (2008) demonstraram anteriormente
a atividade anti-Leishmania (L.) donovani da SERT, com uma CEs de
aproximadamente 1,6 vezes menor em amastigotas e 10 vezes menor em
promastigotas. Diferentes espécies de Leishmania podem apresentar

diferentes susceptibilidades a farmacos.
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Estudos mostram que a associacdo de farmacos traz beneficios
relevantes na terapia contra diversas doencas, diminuindo os efeitos adversos
e o0 risco de resisténcia, aumentando a eficacia e a aderéncia do paciente ao
tratamento, e reduzindo os custos e o tempo de tratamento (Rahman et al,
2017). Além disso, a associacdo de farmacos vem sendo amplamente
explorada em diferentes areas, como a terapia antiviral (Pai et al, 2017),
antibacterina (Cai et al, 2017), antitumoral (Ram et al, 2017), assim como
antiparasitarios, especialmente para o tratamento contra maléria (Abuaku et al,
2017) e leishmanioses (Hendrickx et al, 2017).

Além de se considerar a potente atividade da SERT em nosso modelo in
vitro, este farmaco apresenta caracteristicas desejaveis para uma possivel
associacado terapéutica com o farmaco miltefosina, como: i) € um farmaco
aprovado de administracédo oral; ii) € um farmaco extensamente metabolizado
pelo figado (CYP 2B6, e em menor contribuicdo CYP2C19, CYP3A4 e
CYP2D6) (DrugBank, 2014). Com base nestes dados de metabolizacéo,
interacbes metabolicas farmaco-farmaco em nivel de CYP450 ndo séo
esperadas quando administrada juntamente com a miltefosina, uma vez que a
Unica possibilidade de metabolizacdo da miltefosina faz-se por fosfolipases
(Dorlo et al, 2012). Nossos estudos de associacao in vitro, demonstraram que a
SERT, quando associada ao farmaco MIL em amastigotas intracelulares,
resultou em uma média da somatdria da concentracao inibitéria fracionaria
entre 0,5 e 4, demonstrando segundo Odds (2003), um efeito aditivo (ou
indiferente).

Estudos de farmacocinética (PK) proporcionam informagfes essenciais
sobre a distribuicdo de um farmaco no organismo, incluindo sua disponibilidade
no sangue e tecidos. Recentemente, pesquisadores da farmacéutica Novartis,
publicaram um artigo sugerindo um novo modelo de Drug Discovery, onde a
farmacocinética € avaliada logo no principio do estudo (Tuntland, 2014),
fornecendo dados para a melhoria dos ensaios de eficacia in vivo. Dados estes
que incluem tempo de meia vida plasmatica (T1,), concentracdo plasmatica
maxima (Cmnax), tempo para atingir a Cnax (Tmax), € @ area abaixo da curva
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(AUC), a qual informa a exposicédo total do farmaco no organismo. Possibilita-
se assim, um planejamento racional do estudo experimental, como adequagéo
de doses diarias e intervalos entre as doses, minimizando o niUmero de animais
utilizados, diminuindo a toxicidade no organismo e aumentando as chances de
éxito do estudo. Nossos resultados com SERT em modelo de hamster,
possibilitaram a adequacéo das doses nos camundongos com intervalos de 24
horas, dada a longa eliminacdo do farmaco no organismo (meia vida
plasmatica terminal). A SERT, quando administrada pela via oral, apresentou
baixos niveis plasmaticos (Cnax), incompativeis com o valor de CEsg in vitro
encontrado nos amastigotas intracelulares; concentracdes 148 vezes menores
que CEso foram observados no plasma. A partir destes dados, ja se poderia
prever uma possivel falha terapéutica da SERT no modelo de LV animal,
porém, alguns farmacos desempenham sua atividade biolégica em seus
respectivos alvos, apés mdltiplas exposi¢des, acumulando-se no sitio de acéo
com doses repetidas (Scheerans et al, 2015). Ja foi observado que a atividade
central antidepressiva da SERT é obtida apenas por volta da terceira semana
apos inicio do tratamento (Santuzzi, 2012), possivelmente por necessitar de um
acumulo no sitio de acdo. Nossos estudos em modelo murino corroboram o0s
dados de Ty, da SERT em humanos. Alderman e colaboradores (1998)
demonstraram que a SERT apresenta Ty, de aproximadamente 7 horas, com
meia vida plasmaética terminal de mais de 26 horas; estes dados sugerem que a

SERT deva ser administrada uma vez ao dia (Murdoch e McTavish, 1992).

Com base em nossos dados de PK, iniciamos os estudos de eficacia in
vivo da SERT oral em camundongos BALB/c infectados com Leishmania (L.)
infantum. O tratamento ndo apresentou reducdo da carga parasitaria em
nenhum dos grupos tratados. Este fato pode ser explicado por alguns fatores,
como: i) baixa absorcédo oral a 15 mg/kg quando administrada em veiculo como
a agua, ii) niveis plasmaticos baixos de SERT observados nos estudos de PK;
iii) problemas relacionados a biodistribuicdo, gerando baixas concentracdes
teciduais do farmaco em érgédos-alvo (figado); iv) a SERT é metabolizada para

a desmetilsertralina no figado, e este pode ser inativo contra Leishmania (L.)
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infantum. Considerando a falha terapéutica da SERT oral, ndo houve
planejamento de ensaios de associacdo in vivo deste farmaco com a
miltefosina. Porém, foi aventada a hipotese de utilizacdo de transportadores de
farmacos para direcionamento seletivo da SERT ao figado e baco,
proporcionando ndo s6 o direcionamento as células-alvo, como protegendo o

farmaco da metabolizacdo hepatica antes de atingir os parasitas.

Sistemas de direcionamento seletivo de farmacos como lipossomos,
vém sendo amplamente utilizados na é&rea farmacéutica. Na clinica da
leishmaniose, ja se empregam formulag¢des lipossomais ha muitos anos, como
a anfotericina B (AmBisome), reduzindo doses e aumentando o indice
terapéutico (Akbaru, 2017). No presente estudo, foi observado que a
encapsulacdo do farmaco SERT em nanolipossomos de carga negativa,
resultou em uma eficicia do farmaco no modelo animal, reduzindo em mais de
70% a carga parasitaria no figado na dose abaixo e igual a 1 mg/kg. A dose de
1 mg/kg eliminou 86% da carga parasitaria. Nao houve maior eficacia do
tratamento quando doses 5 vezes mais elevadas (5 mg/kg) foram
administradas, sugerindo a eficacia da formulagdo em doses mais baixas por
possivel direcionamento do farmaco ao figado. J& na maior dose administrada
(15 mg/kg), foi observada a exacerbacdo da carga parasitaria (100% em
relacdo ao grupo controle). O aumento da carga parasitaria pode estar
relacionado ao aumento da citocina IL-6, uma citocina pré inflamatéria (Murray,
2008). Os niveis elevados dessa citocina estdo diretamente relacionados a
letalidade nos casos de LV. A IL-6 inibe diretamente a producdo de TNF-a e
suprime respostas Thl podendo induzir respostas Th2, regulando, assim, de
maneira negativa a atividade do macréfago contra o parasito (Barral-Neto et al,
1991; Laurenti, 2010; Santos et al., 2015). Ansari e colaboradores (2006)
realizaram um estudo com soro de pacientes infectados com LV, e relataram
um aumento dos niveis de IL-6 relacionado com a forma progressiva da
doenca. Murray (2008) observou que camundongos privados de IL-6 obtiveram
um tratamento mais efetivo quando administrado tanto os antimoniais

pentavalente quanto quando administrado anfotericina B.
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Além da citocina IL-6, em nosso estudo foi observado um aumento de
MCP-1 no soro dos camundongos tratados a 1 e 15 mg/kg com a SERT-LP,
uma quimiocina produzida por macrofagos, células dendriticas e mondécitos. A
MCP-1 é um fator quimiotatico para mondcitos, células T e células natural killer
(Deshmane, 2009), importante para a formacdo de granulomas no figado,
contribuindo na remocao dos parasitas (Cotterell et al., 1999; Dey et al., 2007).
Os resultados obtidos do estudo de caracterizacdo histopatoldgica, indicaram
um aumento das células de defesa, especificamente macréfagos derivados da
medula 0ssea, linfécitos, monaocitos e demais células dendriticas relacionadas
ao sistema imune, além da presenca de granulomas no figado, e hiperplasia
linféide no baco. Este fato pode estar relacionado a uma possivel estratégia do
organismo para ativar uma resposta contra o parasita. Estes dados corroboram
0 aumento da quimiocina MCP-1 observada pela citometria de fluxo e
demonstra capacidade da SERT-LP de elimina¢édo da Leishmania (L.) infantum
no modelo murino em baixas doses. Apesar da reducdo da carga parasitéria
promovida pela SERT-LP apds 10 dias de tratamento, observou-se ainda a
presenca do granuloma no figado e de hiperplasia linféide no baco ao final do
estudo. Este fato pode estar relacionado ao curto tempo de tratamento
administrado em nosso estudo, impossibilitando uma adequada regeneragéo

dos tecidos neste periodo.

Em nossos estudos, utilizamos como controle a sertralina livre, porém,
administrada pela mesma via dos lipossomos, a subcutanea. Nossos dados
demonstram que sertralina ndo foi capaz de reduzir a carga parasitaria no
figado nas doses inferiores a 15 mg/kg. Porém, na dose de 15 mg/kg foi
observado uma reducdo, ainda que ndo estatisticamente significativa em
relacdo ao controle ndo tratado, da carga parasitaria no 6rgdo. Estes dados
demonstram que a sertralina livre € capaz também de atingir o figado e eliminar
0s parasitas, porém, em doses bastante elevadas, corroborando nossos dados
de PK. Considerando o indice HED para a conversdao de doses
“homem«—animal”, que leva em consideracéo a area de superficie corporal e 0
peso (Kg) dos organismos estudados, observa-se que a dose administrada de

15 mg/kg, atingiu o limite para o modelo murino (camundongo). Para o ser
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humano, a dose equivalente seria de 1,22 mg/kg, sendo que doses maximas
de 3,3 mg/kg sdo administradas, porém, com aumento significativo de efeitos

adversos.

Dentre as caracteristicas fisico-quimicas ideais de um lipossomo
para a LV, destaca-se sua carga de superficie e tamanho. Estudos fisico-
quimicos da formulacdo de SERT-LP demonstram uma formulagéo
nanolipossomal de carga negativa. Lipossomos negativamente carregados com
fosfatidilserina resultaram em uma maior captacdo pelos macréfagos, por meio
de receptores scavengers (SRs), 0 que resulta em uma melhor eficacia contra
Leishmania tanto in vitro (Tempone et al., 2004) quanto in vivo (Walton et al.,
2010; Tempone et al., 2010). Além disso, a carga negativa impede que essas
vesiculas se agreguem evitando uma possivel desestabilizacdo da formulacéo
(Walton et al., 2010). Outra caracteristica importante de um lipossomo € o seu
tamanho; sabe-se que lipossomos grandes (>400 nm) sdo removidos da
circulacdo de forma mais rpida quando comparados aos lipossomos pequenos
(<400 nm) (Laverman et al, 1999). Considerando a localizacdo da Leishmania
infantum no organismo, no interior de células do sistema fagocitico
mononuclear localizadas no baco, figado, medula 6ssea e linfonodos (Faleiro et
al., 2014), se faz importante o planejamento de nanoformulacdes, objetivando o
direcionamento aos sitios-alvo. Reim&o e colaboradores (2012) demonstraram
gue lipossomos menores de 200 nm foram capazes de reduzir 80% da carga
parasitaria na medula Ossea de hamsters previamente infectados com

Leishmania (L.) infantum.

A determinagcdo de parametros farmacocinéticos (PK) de um farmaco,
contribuem para uma melhor compreenséo de sua biodisponibilidade. Porém, a
via de administragéo influencia diretamente o sucesso ou falha terapéutica.
Estudos prévios de nosso grupo demonstraram que a via subcuténea propiciou
uma melhor eficacia de nanolipossomos negativos encapsulados com o
farmaco buparvaquona na LV experimental, quando comparados a via
intramuscular e intravenosa (Costa-Silva et al, 2017). Considerando a eficacia
da SERT-LP em reduzir a carga parasitaria no figado e baco dos camundongos
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infectados com Leishmania (L.) infantum, realizamos um estudo de
biodistribuicdo desta formulacdo, marcada com uma sonda fluorescente. No
periodo entre 12 a 48 horas apés a administracdo, foi possivel observar a
SERT-LP no figado e no baco dos animais previamente infectados, utilizando
um microscopio de fluorescéncia. Estes dados demonstram que os lipossomos
cumpriram um papel fundamental no direcionamento da sertralina, uma vez
que a SERT-LP atingiu os oOrgdos-alvo da Leishmania, possivelmente,
liberando o farmaco no local ou nos arredores das células hospedeiras quando
administrados pela via subcutanea. Dhanikula e colaboradores (2005),
demonstraram que o0s parametros farmacocinéticos de uma formulagéo
lipossomal de paclitaxel, foram bastante distintos quando administrados pela
via subcutanea (SC) e pela via intravenosa (IV); sua biodisponibilidade foi
melhorada pela via SC, passando de uma meia vida plasmatica (Ty2) de 3h (1V)
para 18h (SC). Allen e colaboradores (1993), observaram a administragao de
lipossomos por diferentes vias de administracdo (subcutanea, intravenosa e
intraperitoneal), e verificaram que lipossomos convencionais administrados
pela via SC, estavam intactos na circulagdo sanguinea apds a passagem pelas
cadeias de linfonodos do local de administracdo. Estes fatores, podem ter
contribuido para o éxito da SERT-LP em nosso modelo, porém, deverao ser

futuramente analisados experimentalmente.

A administracdo subcutanea de um farmaco pode resultar em uma
liberacdo sustentada. Titulaer e colaboradores (1990) observaram que o
in6culo de cloroquina lipossomal pela via subcutanea teve uma acdo de
depdsito, sendo liberada lentamente. Apesar de n&o ter sido realizado um
estudo de concentracédo tecidual do farmaco, a eficacia da SERT-LP em nosso
estudo poderia ser atribuida também a um possivel efeito de depésito,
permitindo uma liberagdo sustentada. Futuros estudos farmacocinéticos,
incluindo biodisponibilidade, poderdo servir de suporte para uma melhor

compreensao destes resultados.

O presente estudo demonstrou que a sertralina € um potente farmaco
anti-Leishmania infantum in vitro. Pela primeira vez na literatura, foi
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encapsulado em lipossomos para o tratamento experimental da LV. Apos
ensaios em modelo murino, o estudo demonstrou que a sertralina lipossomal
em altas doses, pode modular a resposta imunoldgica do hospedeiro,
favorecendo o curso progressivo da doenca. Porém, quando administrado na
forma lipossomal em baixas doses, o farmaco lipossomal demonstrou
capacidade de reduzir a carga parasitaria, sendo direcionada ao figado.
Futuros estudos farmacocinéticos poderédo contribuir na compreenséo da acao

desta nova formulacdo na LV.
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6. Conclusodes

1. A sertralina apresentou potente atividade contra formas promastigotas e
amastigotas intracelulares de Leishmania (L.) infantum in vitro,

demonstrando seletividade.

2. A combinacao terapéutica in vitro da SERT e MIL demonstrou uma
associacdo aditiva ou indiferente, tanto em promastigotas quanto

amastigotas de Leishmania (L.) infantum.

3. O perfil farmacocinético oral da SERT em modelo murino demonstrou
uma meia vida plasmética de 8 horas, porém, resultando em baixas
concentragdes plasmaticas, explicando sua falha terapéutica no modelo

experimental in vivo.

4. A formulagéo lipossomal de sertralina (SERT-LP) apresentou-se como

vesiculas nanométricas com carga negativa.

5. A SERT-LP foi efetiva em modelo murino em baixas doses, porém, o
perfil histopatolégico dos o6rgdos infectados apdés o tratamento,
demonstrou a persisténcia das lesdes logo apds o ultimo dia de
administracdo do farmaco. Este perfil histopatolégico foi corroborado
pelo aumento da quimiocina MCP-1, responsavel pela quimiotaxia e
formacao de granuloma e hiperplasia linfoide observadas no figado e
baco, respectivamente.

6. Na dose terapéutica de 1 mg/kg, a SERT-LP reduziu a carga parasitéaria,
resultando na diminuicdo da citocina IL-6, relacionada com a

exacerbacgéo da doenga.

7. SERT-LP quando administrada na dose de 15 mg/kg induziu um
aumento em 5 vezes dos niveis de IL-6, que foi relacionada ao aumento

da carga parasitaria observado.
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8. A SERT-LP atingiu érgdos-alvo como figado e baco de camundongos
infectados com Leishmania infantum, explicando sua eficacia no modelo

experimental.
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S30 Paulo, 23 de setembro de 2016.

Protocolo 04/2016
Comisséo de Etica no Uso de Animais do Instituto Adolfo Lutz (CEUA-IAL)

Certificamos que o projeto de pesquisa intitulado “Estudo pré-clinico racional de
novos candidatos a farmacos em protozooses negligenciadas utilizando abordagens
farmacocinéticas”, soh a responsabilidade de André Gustavo Tempone Cardoso.
Pesquisador Cientifico do Centro de Parasitologia € Micologia do Institufo Adolfo Lutz -
Central, que envolve a producao, manutencio e/ou a utilizacdo de animais pertencentes ao
filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto 0 homem) para fins de pesquisa cientifica encontra-
se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 08 de outubro de 2008, com o decreto
n® 6.899, de 15 de julho de 2009 e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de
Controle da Experimentacdo (CONCEA). Este Projeto foi APROVADO pela Comissao de
Etica no Uso de Animais do Instituto Adolfo Lutz (CEUA-IAL) na 60a reunido realizada em
13/09/2016.

Infarmamos que devem ser encaminhados relatérios ANUAIS a CEUA-IAL, no intuito
de acompanharmos os procedimentos realizados segundo os aspectos éticos e sanitarios,
0s quais permitirdao a elaboracdo de relatérios anuais por esta CEUA-IAL, gue sdo
encaminhados ao Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA),
conforme a Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008.

| Vigéncia do Projeto | 13/09/2016 a 01/06/2020
Espécie Camundongoes heterogénicos
| Linhagem Swiss
N° de animais 60 - "
| ldade 19 a 21 semanas
| Peso 18 gramas
Sexo Machos
Origem Biotério 1AL
Espécie Camundongos isegénicos
Linhagem Balb/c ~ e o
| N¢ de animais 129 maches e 48 fémeas
| Idade 19 a 21 semanas
Peso 18 gramas
Sexo Machos e Fémeas
Origem Biotério 1AL
RAF/raf Endereco: Avenida Doutor Arnaldo, n® 351 - 11° Andar — Salas 1102

Pacaembu - 5o Paulo — SP — CEP: 01246-000
Tel: (11) 3068-2887 — e-mail: ceua@ial.sp.gov.br
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Espéecie B Hamster
Linhagem Sirio dourado
N° de animais 80 B
ldade 20-25 semanas
Peso 30 a 40 gramas
Sexo Machos
Origem Biotéria IAL

Atenciosamente,

Dra. Raque1 dos!}(njé Fazioli
Coordenadcra da Coemisséo de Etica no"Uso de Animais (CEUA-IAL)
Instituto Adolfo Lutz

RAF/raf Endereco: Avenida Doutor Arnaldo, n® 351 - 11° Andar — Salas 1102
Facaembu - S0 Paulo — SP — CEF; 01246-000
Tal: (11) 3068-2887 — e-mail: ceua@ial.sp.gov.br



