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RESUMO

Quatro silicas mesoporosas foram sintetizadas e impregnadas com antimoniato de meglumina
para otimizacdo da liberacdo do farmaco e avaliacdo da atividade antileishmania. MCM-41,
SBA-16, MSU-3 e MSU-4 foram caracterizadas por isotermas de adsorcdo e dessorcdo de
nitrogénio a 77K, difragdo de Raio-X e microscopia eletrénica de varredura, e avaliadas quanto
ao perfil de dissolucdo do antimoniato de meglumina em meio RPMI 1640, observando-se
diferencas quanto ao tamanho, volume e espessura da parede dos poros, com estruturas internas
distintas e tamanhos morfolégicos variaveis. A atividade foi avaliada sobre formas
promastigotas e amastigotas intracelulares de Leishmania (Leishmania) amazonensis e a
citotoxicidade sobre fibroblastos NIH/3T3, para avaliacdo da seletividade. As matrizes
mesoporosas impregnadas com antimoniato de meglumina néo apresentaram atividade sobre as
formas promastigotas (Clsop > 50 pg/mL). Entretanto, todas foram ativas contra as formas
amastigotas intracelulares (Clso variando entre 2,05 e 11,00 pg/mL), chegando a uma atividade
até dez vezes maior do que a droga livre, que se mostrou moderadamente ativa (Clso = 21,54
pg/mL). O sistema MSU-3 Sb foi o que apresentou a melhor atividade antileishmania,
provavelmente devido as caracteristicas estruturais e morfoldgicas (SA = 749,61 m?g, Dp =
8,54 nm, Vp = 0,95 cm?/g, Bastdo — 2D hexagonal). As silicas ndo impregnadas foram, em sua
maioria, moderadamente ativas (Clso = 22,14- 46,69 pg/mL). As silicas mesoporosas nédo
tiveram efeito citotdxico sobre as linhagens de células normais testadas, com indices de
seletividade expressivos. Todas as silicas impregnadas induziram aumento na producdo de
oxido nitrico (NO) pelas células peritoneais infectadas e tratadas na concentracao de 50 pg/mL,
exceto MSU-4 Sh. As silicas ndo impregnadas também induziram aumento na producédo de NO
nas massas equivalentes a liberacdo de 50 pg/mL, o que sugere a participacdo do NO como
mecanismo leishmanicida. Os resultados demonstram a otimizacéo do efeito do antimoniato de
meglumina quando impregnado as matrizes mesoporosas testadas, sugerindo a progressao para
avaliacdo de resposta terapéutica in vivo, bem como o desenvolvimento de novos sistemas de
liberacdo de farmacos para o tratamento das leishmanioses, em especial a LTA.

Palavras-chave: nanomateriais; Leishmania amazonensis; leishmanioses; sistemas de
liberacdo; citotoxicidade.



ABSTRACT

Four mesoporous silica were synthetized and impregnated with meglumine antimoniate for
optimization of drug release and evaluation of the antileishmanial activity. MCM-41, SBA-16,
MSU-3, and MSU-4 silicas were characterized by isotherms of Nitrogen adsorption and
desorption at 77K, X-ray diffraction and scanning electron microscopy, showing differences
concerning size, volume and pore wall thickness, with different internal structures and variable
morphological sizes. After meglumine antimoniate (Sb) impregnation, the dissolution profile
of Sb in RPMI 1640 medium was determined. Antileishmanial activity was evaluated on
Leishmania (Leishmania) amazonensis promastigote and intracellular amastigotes.
Cytotoxicity was evaluated on murine fibroblast cell line NIH/3T3 to determine the selectivity
index (SI). Mesoporous matrices impregnated with meglumine antimoniate were not active on
promastigote forms (ICso > 50 pg/mL). However, all of them were active against intracellular
amastigotes (ICso values ranging from 2.05 to 11.00 pg/mL), up to 10 times more active than
the free drug, which was moderately active (ICso = 21.54 pg/mL). MSU-3 Sb system showed
the Dbest antileishmanial activity, probably due to their structural and morphological
characteristics (SA = 749.61 m?/g, Pd = 8.54 nm, Pv = 0.95 cm®/g, Stick — 2D hexagonal). Non-
impregnated silicas were moderately active (ICso = 22,14 - 46,69 pug/mL). None of the systems
had cytotoxic effect on the normal cell line tested, showing expressive SI. Impregnated silicas
induced an increase of nitric oxide (NO) production by infected cells at the concentration of 50
pg/mL (excepting MSU-4 Sb), which was also observed for non-impregnated silicas. Results
demonstrate the optimization of the effect of meglumine antimoniate when associated to the
mesoporous matrices, suggesting the progression for in vivo tests in order to evaluate the
therapeutic response.

Keywords: nanomaterials; Leishmania amazonensis; leishmaniases; delivery systems;
cytotoxicity.



1. REVISAO DE LITERATURA

1.1. Leishmanioses

As leishmanioses sdo um conjunto de doencas infectoparasitarias vetoriais causadas
por vérias especies de protozoarios do género Leishmania. A principal forma de transmisséo
destes parasitos € a picada da fémea do hospedeiro invertebrado, o inseto flebotomineo
pertencente & Ordem Diptera, Familia Psychodidae, Subfamilia Phlebotominae, Género
Lutzomyia (Basano & Camargo 2004).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saide (OMS), estas parasitoses sdo endémicas em
98 paises, sendo que em apenas 30 ocorre sua notificacdo compulsoéria. Sdo responsaveis por
alto indice de mortalidade, com numeros girando entre 20.000 e 30.000 mortes anualmente
(Alvaretal. 2012, WHO 2014). Entretanto, sabe-se que esses nimeros podem ser ainda maiores
devido as subnotificacGes, principalmente em paises com pouco investimento em salde e
levantamentos epidemioldgicos (Alvar et al. 2012), bem como dificuldades no diagnostico e
tratamento da doenca (Desjeux 2004).

Com caracteristicas clinicas e epidemioldgicas individualizadas e propriedades
inerentes a sua patologia, as leishmanioses sdo distribuidas em duas entidades nosologicas
principais: as formas visceral e cutanea (Altamiro-Enciso 2003). Isso se da devido a grande
variedade de espécies envolvidas, bem como as respostas no organismo parasitado, em nivel
imunoldgico e histopatologico (Silveira 2004). Esse amplo espectro clinico indica a
complexidade da doenca, tendo como catalizador ndo sé a grande diversidade de espécies
causadoras, mas também o alto nimero de reservatorios e espécies vetoras (Reithinger et al.

2007).

1.1.1. Agente etioldgico e ciclo de vida

Leishmania spp. sdo protozoarios digenéticos pertencentes a Ordem Kinetoplastida —

caracterizada por apresentar uma organela unica (cinetoplasto) rica em DNA mitocondrial, o



KDNA (Simpson 2006) - e a Familia Trypanosomatidae. Em seu ciclo de vida, apresentam duas
formas evolutivas: as formas promastigota, extracelular, e amastigota, intracelular. A forma
promastigota é fusiforme e possui flagelo livre; parasita hospedeiros invertebrados, tendo como
habitat o tubo digestivo do inseto vetor. J& a forma amastigota é imdvel, levemente ovoide e
sem flagelo livre; parasita hospedeiros vertebrados, tendo como habitat as células do sistema
fagocitario mononuclear (Brasil 2010, Harhay et al. 2011, WHO 2014).

Leishmania spp. apresentam ciclo de vida heteroxénico (Figura 1). A reproducéo se da
através de divisao binaria simples, onde o nucleo se divide por endomitose e o cinetoplasto
divide-se anteriormente aos demais processos, originando um novo flagelo (Coura 2005).

A transmissao se da pela picada da fémea do inseto flebotomineo infectado. Durante
0 repasto sanguineo em um hospedeiro infectado, o flebotomineo ingere a forma amastigota
juntamente com o sangue. Em aproximadamente 12 horas, essas formas se diferenciam em
promastigotas prociclicas. Cinco dias depois, originam-se as formas metaciclicas no intestino
posterior (subgénero Viannia) e anterior (subgénero Leishmania) do inseto; estas séo as formas
infectantes em um novo repasto sanguineo (Bates & Rogers 2004).

No ato da picada, o flebotomineo dilacera a pele do hospedeiro vertebrado com suas
mandibulas e simultaneamente succiona o sangue e deposita as promastigotas metaciclicas, que
serdo fagocitadas pelo sistema mononuclear fagocitario. Dentro do macréfago, as
promastigotas sofrem mudancas bioquimicas e metabdlicas, originando a forma intracelular
obrigatdria amastigota (Handman & Bullen 2002). Essa forma inicia um processo de divisdo
binaria nos fagossomos dos macrofagos, acumulando-se e provocando o rompimento da célula,
com subsequente liberacdo dessas formas, que serdo novamente fagocitadas, desencadeando
uma resposta inflamatoria e disseminando o parasita no organismo (Basano & Camargo 2004,

Maia et al. 2007).
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Figura 1. Ciclo bioldgico de Leishmania sp.
Fonte: http://www.cdc.gov/parasites/leishmaniasis/biology.html

1.2. Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA)

Estima-se que ocorram 1,3 milhdes de novos casos de leishmaniose anualmente, dos
quais 300.000 s&o da forma visceral e um milhdo da forma cutanea da doenga (WHO 2010). Os
paises que apresentam predominantemente a forma cutanea (Afeganistdo, Ardbia Saudita,
Argélia, Ird, Siria, Bolivia, Brasil, Colémbia, Nicardgua e Peru) sdo caracterizados como em
desenvolvimento ou emergentes, onde tal enfermidade assume aspecto de doenca negligenciada

(Figura 2) (WHO 2014).
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Figura 2. Distribuicdo mundial da leishmaniose tegumentar em 2012.
Fonte: http://gamapserver.who.int/mapLibrary/Files/Maps/Leishmaniasis_CL_2013.png

No continente americano, a forma cutdnea é caracterizada como Leishmaniose
Tegumentar Americana (LTA), onde ocasiona uma média de 56 mil casos anualmente (WHO,
2017, Alvar et al. 2012). Estes estdo amplamente distribuidos, ndo sendo detectados apenas no
Uruguai e no Chile (Skraba et al. 2014). Os principais paises onde ha registro de casos na
América Latina sdo o Brasil (26.008 casos/ano), a Coldémbia (17.420 casos/ano) e o Peru (6.405
casos/ano) (Alvar et al. 2012).

No Brasil, a LTA é autdctone em todos os estados brasileiros (Brasil 2010). Entre o
periodo de 2001 a 2015, foram registrados 351.693 casos de LTA, sendo 55.192 na regido
Centro-Oeste (Brasil 2016).

Em Mato Grosso do Sul (MS), um numero crescente de casos de LTA vem sendo
evidenciado. Anteriormente presente apenas no meio rural, hoje se observa um aumento de
casos na area urbana e periurbana, principalmente junto as classes menos favorecidas. Isto pode

ser um reflexo do aumento populacional dos vetores devido as mudancas climaticas, a falta de



saneamento basico e a migracao de individuos ndo imunes para regides endémicas (Basano &
Camargo 2004, Desjeux 2004, Lindoso & Lindoso 2009, Maia et al. 2007). Entre 2006 e 2015,
foram confirmados 1.145 casos de LTA em MS, com maior prevaléncia nos municipios de
Campo Grande e Pedro Gomes (Brasil 2016).

Apesar da menor letalidade comparada a forma visceral, a LTA também constitui um
grave problema de satde publica, com reflexos nos parametros sociais e econdémicos, haja vista
que os reflexos fisicos da doenca afetam diretamente o perfil psicolégico dos pacientes, muitas
vezes impossibilitando-os de se integrarem a sociedade e desempenharem suas funcdes

trabalhistas (Gontijo & Carvalho 2003) e onerando, assim, o Estado (Brasil 2010).

1.2.1. Manifestacdes clinicas da LTA

O estado imunoloégico do individuo, assim como a espécie envolvida, sdo fatores
relevantes para as manifestacoes clinicas da LTA. No Brasil, as espécies mais relevantes em
termos de saude publica sdo Leishmania (Viannia) braziliensis, L. (Viannia) guyanensis e L.
(Leishmania) amazonensis (Figura 3).

L. (L.) amazonensis ocorre em todas as regides do pais. O parasito € comum em roedores
silvestres, como os géneros Proechymis e Oryzomys, acometendo 0 homem e seus animais
domésticos de maneira secundaria. A transmissdo ocorre por espécies de flebotomineos como
Bichromomyia flaviscutellata, B. reducta e B. olmeca (Galati 2016), pouco antropofilicas
(Brasil 2010, Basano & Camargo 2004). Em MS, a primeira evidéncia da ocorréncia de LTA
associada a infeccdo por L. amazonensis foi relatada no municipio de Bela Vista (Dorval et al.
2006).

A LTA pode ser classificada de acordo com as manifestacdes clinicas em: leishmaniose
cutanea (LC), leishmaniose mucosa (LM) e leishmaniose difusa (LCD) (Reithinger et al. 2007,
Brasil 2010).

LC é caracterizada por lesdes na pele, com formacdo de Ulceras Unicas ou multiplas
restritas a derme, iniciadas no ponto de inoculagdo das promastigotas infectantes. A leséo

primaria tem periodo de incubacdo varidvel, de 10 dias a trés meses, e resulta em Ulcera



leishmanidtica tipica, como uma papula eritematosa que progride lentamente para ndédulo; com
a evolucdo, é frequente a ulceracdo com bordas elevadas e fundas com granulacéo grosseira,
configurando borda em moldura (Gontijo & Carvalho 2003). Tem como agentes etiologicos L.
braziliensis, responsavel pela forma cutdnea mais destrutiva entre as espécies, L. guyanensis,
que provoca ulceras tipicas conhecidas como “cratera de lua”, rapidamente disseminadas pelo
corpo, e L. amazonensis, que causa em geral ulceragdes simples e limitadas (Michalick 2005).

LM tem como agente etioldgico principal L. braziliensis. Ocorre ap6s lesdo cutanea nao
tratada, capaz de originar metastase preferencialmente nas regides do septo nasal e da
orofaringe. Provoca muitas vezes a destruicdo do septo, resultando em mudangas anatémicas,
0 que caracteriza o quadro de “nariz de anta” desencadeado pela resposta inflamatéria do
sistema imunoldgico do individuo (Lessa et al. 2007).

LCD esta diretamente ligada a condi¢éo imunologica do individuo, com resposta imune
deprimida frente aos antigenos de Leishmania e pouca resposta terapéutica. Tem como agentes
etioldgicos L. pifanoi, principalmente na Venezuela, e L. amazonensis, no Brasil. A LCD néo
deve ser confundida com a LC disseminada, pois esta ocorre em individuos capazes de montar
uma resposta imune celular contra Leishmania e apresenta boa resposta a terapéutica
(Reithinger et al. 2007). Considerando que a LCD é uma forma clinica rara e grave, com dificil
resposta terapéutica e cura clinica, o tratamento deve ser realizado nos Centros de Referéncia.
O medicamento de primeira escolha para esses casos € 0 isetionato de pentamidina na dose de
4 mg/kg/dia, em dias alternados, por dez doses. Para o tratamento com antimoniato de
meglumina, a dose recomendada é 20 mg Sh®*/ kg/dia, durante 30 dias seguidos. Inicialmente,

pode haver uma resposta ao antimonial, porém séo frequentes as recidivas (Brasil 2017).
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Figura 3. Distribuicdo das espécies de Leishmania responsaveis pela etiologia da Leishmaniose
Tegumentar Americana no Brasil. Fonte: SVS/MS (2017).

1.2.2. Diagnostico da LTA

O diagnéstico laboratorial € o mais indicado para a obtencdo de resultados
comprobatérios. Ele se da através de exames diretos de esfregacos corados por Giemsa ou
Leishman, obtidos de biopsia do tecido ou curetagem dos bordos da leséo para deteccdo do
parasito em sua forma amastigota (Brasil 2006). A sensibilidade deste teste é inversamente
proporcional ao tempo de evolugdo da lesdo (Cuba-Cuba et al. 1985); a especificidade é de
100% e sensibilidade varia entre 64- 80%, a depender da qualidade técnica (Masmoudi et al.
2013).

Para a pesquisa parasitoldgica indireta, pode ser realizado o cultivo do parasito in vitro
ou in vivo. O meio mais empregado para isolamento € o agar-sangue de Novy e McNeal
modificado por Nicolle (NNN) e suas modificagdes. A sensibilidade do método é alta para L.
amazonensis (Basano & Camargo 2004).

Outros métodos como exames histopatoldgicos (anticorpos marcados com
imunoperoxidase e coloracdo pela hematoxilina-eosina), sorologia (imunofluorescéncia,
ELISA e aglutinacdo direta) e PCR (reacdo da polimerase em cadeia) também podem ser

aplicados. Dentre os imunologicos, destaca-se a Intradermorreacdo de Montenegro, cuja
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sensibilidade varia de 82 a 100% e consiste na aplica¢do intradérmica do antigeno, esperando-
se uma reacdo inflamatoria. Entretanto, a falta de reagentes e a ndo qualificacdo profissional na

rede publica de salde dificulta a rotina desse método (Michalick 2005).

1.2.3. Tratamento

O Tartaro Emetico foi o primeiro medicamento utilizado para o tratamento de LTA. Sua
aplicagéo se deu no ano de 1912 por Gaspar Vianna, entretanto a alta toxicidade e seus efeitos
colaterais fizeram com que esse medicamento fosse gradativamente substituido por formas mais
efetivas (D’utra e Silva 1915, Rezende 2009). Em 1937, surgiu o Estibogluconato de Sédio
(Pentostan®), utilizado atualmente em paises de lingua inglesa, apresentando vantagens como
diminuicdo dos efeitos colaterais e diminuicdo da toxicidade (Soares-Bezerra et al. 2004). Em
1945, surgiu no mercado o antimonial pentavalente até hoje utilizado como medicamento de
primeira escolha para o tratamento de LTA no Brasil, o antimoniato de meglumina
(Glucantime®) (Croft & Coombs 2003, Rath 2003, Murray 2001, Wolday et al. 2001).

O esquema terapéutico do antimoniato de meglumina no Brasil para o tratamento de
LTA segue os parametros estabelecidos pela OMS e pelo Ministério da Satde quanto a dose,

ao tempo de tratamento e & forma clinica (Tabela 1) (Brasil 2010).

Tabela 1. Esquema terapéutico preconizado para as diversas formas clinicas de LTA, segundo
a OMS e o0 Ministério da Saude.

Forma clinica Dose Tempo de duragdo minimo

Leishmaniose Cutanea 10-20mg/Sh*/kg/dia 20 dias
(Recomenda-se 15mg/Sb*%/kg/dia)

Leishmaniose Difusa 20mg/Sh**/kg/dia 20 dias

Leishmaniose Mucosa 20mg/Sh*%/kg/dia 30 dias

Fonte: BRASIL 2010.
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A administracdo da droga é realizada pela via parenteral, podendo ser intramuscular,
endovenosa ou intralesional. A escolha da via depende das condi¢cGes do paciente, sem
interferéncia da eficacia e seguranca. A via intralesional se torna mais viavel em lesGes Unicas,
além de reduzir os efeitos adversos (Brasil 2010).

A anfotericina B de formulacdo classica, a anfotericina B lipossomal e as pentamidinas
(sulfato de pentamidina e mesilato de pentamidina) sdo farmacos de segunda escolha no Brasil,
aplicados quando se tem a impossibilidade ou resisténcia ao tratamento com o antimoniato de

meglumina (Brasil 2010).

1.3. Antimoniato de meglumina

)

H OH

NH '
HsC™ \/\-/Y\OH . HSbO,

O OH

Figura 4. Foérmula estrutural do antimoniato de meglumina. Férmula molecular:
C7H17NOs.HSbOs. Massa molecular: 365,98. Fonte: Farmacopeia Brasileira 2010.

De acordo com a Food and Drug Administration (FDA), o antimoniato de meglumina
se enquadra na categoria Ill: a dos farmacos com alta solubilidade em &gua, mas baixa
permeabilidade entre as membranas (Frézard et al. 2008), propriedades que dificultam a
disponibilidade do tratamento oral, além da capacidade de polimerizacdo em elevadas

concentracdes (Fernandes et al. 2013, Frezard et al. 2008).

A administracdo endovenosa ou intramuscular tem excrecdo prioritariamente por via
renal (cerca de 80%), de forma inalterada. A eliminagédo se da de forma lenta, com uma meia-
vida de 76 horas. Esta eliminagdo mais lenta resulta, ao longo dos dias de tratamento, em efeitos

toxicos, sobrecarregando principalmente o sistema cardiovascular (Tobias 2009).
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O mecanismo de acdo dessa droga ndo é totalmente esclarecido, porém acredita-se que
0 antimoniato de meglumina aja como pro-droga, necessitando de conversdo intramacrofagica
de Sb™ em Sb. O Sb(", forma ativa e toxica do antiménio, promove a perda de funcéo de
determinadas proteinas no meio bioldgico (Demicheli & Frézard 2005). Outra hipotese indica
que o Sb™ poderia interagir com biomoléculas de adenina e guanina presentes nos

fagolisossomas, locais onde o parasita reside e se multiplica (Kato 2008).

1.4. Drogas de segunda escolha

1.4.1 Anfotericina B

A anfotericina B pertence ao grupo dos polienos, classe macrolideos e liga-se ao esterol
das membranas celulares interferindo nas funcdes de permeabilidade e transporte. Formam-se
poros ha membrana (poro aquoso), onde o centro hidrofilico da molécula cria um canal i6nico
transmembrana. A interacdo hidrofobica entre o esterol e a regido insaturada do polieno, com
possivel formacao de ponte de hidrogénio entre a hidroxila (33) do esterol e 0 grupo carbonila
(C17) do anel poliénico é o mecanismo mais aceito para explicar a acdo dos polienos (Croft &
Coombs 2003, Sundar & Chatterjee 2006). Possui atividade antifungica e alto potencial
leishmanicida, atuando nas formas promastigotas in vitro e in vivo e nas amastigotas in vivo

(Ouellette et al. 2004, Sundar et al. 1998).

Clinicamente é recomendada apenas para gestantes ou em casos graves, ndo responsivos
ao tratamento convencional. Apesar de apresentar alta taxa de cura, a alta toxicidade desse

farmaco é um limitador de sua utilizagdo em larga escala (Soares-Bezerra et al. 2004).

A anfotericina incorporada em lipossomos € menos toxica e o tratamento é feito em
menor periodo de tempo, proporcionando elevados niveis plasmaticos, porém com meia-vida
mais curta, pois a droga é rapidamente fagocitada por macrofagos. Sua baixa absorcéo renal

favorece a diminuicdo da toxicidade e de seus efeitos colaterais. Contudo, o alto custo desse
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farmaco é um entrave para utilizacdo desse medicamento na rede publica de salde (Soares-

Bezerra et al. 2004, Brasil 2010).

1.4.2. Pentamidina

Indicada para o tratamento de pneumonia causada por Pneumocystis carinii, a
pentamidina se apresenta como uma opc¢ao para o tratamento de leishmanioses quando nédo se
demonstra resposta satisfatoria no tratamento com antimoniais (Singh & Sivakumar 2004).
Soto-Mansipe e colaboradores (1993) demostraram que a pentamidina, quando administrada

em sete doses alternadas de 2 mg/Kg/dia, apresentou uma taxa de cura de 96%.

Acredita-se que seu mecanismo de acdo seja a interferéncia na sintese de DNA,
alterando o cinetoplasto e fragmentando a membrana mitocondrial, alterando o metabolismo da
glicose, o que pode desencadear o aparecimento do diabetes mellitus (Bhattacharya e

colaboradores 2006, Jha 2006).

1.4.3. Outros farmacos

Em diferentes fases de testes clinicos, drogas como miltefosine, paromomicina,
azitromicina, azois, alopurinol e tamoxifeno vem sendo aplicadas para o tratamento de
leishmanioses como opc¢do de escolha para uma intervencdo medicamentosa (Sundar &

Chatterjee 2006, Croft et al. 2006).

Além da descoberta de novos farmacos para o tratamento das leishmanioses, a
modificacdo do sistema de liberacdo de farmacos parece ser um promissor mecanismo para a
otimizacdo terapéutica e reducdo de efeitos colaterais. Sistemas carreadores de farmacos como
lipidios (lipossomas), surfactantes (emuls@es e niossomas), polimeros (nanoesferas) e outros
constituintes (complexos de inclusdo com ciclodextrinas e nanosuspensédo) ja foram testados

para o tratamento de leishmanioses (Pham et al. 2013).

Pham e colaboradores (2013) indicaram que um sistema de liberacdo de farmacos em
escala submicrométrica, como as nanoparticulas, ¢ adequado para o tratamento das

leishmanioses, uma vez que estas podem ser englobadas por células fagocitérias.
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Demicheli e colaboradores (2004) verificaram o aumento da concentragdo plasmatica
do antimoniato de meglumina quando complexado a B-ciclodextrinas em relacdo a forma

isolada do farmaco.

As nanoestruturas silicas vém sendo cada vez mais empregadas em diversos ramos da
tecnologia farmacéutica como catélise, adsorcdo de metais, separacdo de reagentes,

biomarcadores e liberacdo de farmacos (Ballem et al. 2010).

1.5. Silicas Mesoporosas

Descobertos em 1992 por pesquisadores da Mobil Research and Development
Corporation, silicas mesoporosas vem apresentando diversas aplicacfes tecnoldgicas,
despertando grande interesse dos pesquisadores (Ciesla & Schuth 2009, Martines et al. 2009).
O diametro médio de poros desse material, maior que 2 nm, inaugurou a classificacdo de
mesoporos na IUPAC (Sing 1985). Assim, um material é denominado mesoporoso quando
apresenta poros com diametros entre 2 nm e 50 nm.

Para a obtencdo das silicas mesoroporosas, é necessario a utilizacdo de surfactantes,
agentes direcionadores de estrutura, devido as suas diferentes caracteristicas quimicas. Quando
em solucdo, essas organizam-se em micelas, cuja forma espacial geométrica esta relacionada
ao equilibio hidréfilo-lipéfilo, pH, temperatura e carga da molécula (Martines et al. 2004). Ap6s
a formacdo dessas micelas, sdo adicionados reagentes que promovem a hidrolise e a
condensacdo de precursores inorganicos, produzindo assim a silica mesoestruturada. Outra
hipbtese € que essa reacdo aconteca concomitantemente entre o surfactante e o precursor de
silicio para a formac&o da silica. A extracdo do molde pode ser realizada por tratamento térmico
(calcinagdo) ou lavagem em Soxhlet, resultando na silica mesoporosa (Fotoohi & Mercier 2015,
Grudzien et al. 2006, Hoffmann et al. 2006). Na Figura 5 estd esquematizado o processo de

obtencéo da silica MCM-41.
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Figura 5. Esquema do mecanismo de obtencéo da silica mesoporosa: a) cristal liquido moldante
e b) cristal liquido moldante cooperativo. Fonte: adaptado de Kresge et al. (1992) e Hoffmann
et al. (2006).

Os materiais mesoporosos apresentam caracteristicas Unicas e interessantes como:
elevada area superficial (~1000 m? g%), distribuic&o uniforme do tamanho e volume dos poros,
resisténcia mecanica e térmica, sendo possivel ainda a funcionalizacéo da superficie, tornando-

a mais reativa (Moritz & Geszke-Moritz 2015).

Devido as caracteristicas como alta biocompatibilidade, estabilidade quimica,
biodegradabilidade e alta capacidade carreadora de moléculas, um grande nimero de estudos
tem demonstrado as vantagens da utilizacdo de materiais mesoporosos ordenados em sistemas
de drug delivery. Esse tipo de aplicacdo varia desde a administracéo de ibuprofeno (Charnay et
al. 2004), um medicamento anti-inflamatério amplamente conhecido, até a incorporacao de
drogas anticancer hidrofébicas (Lu et al. 2007), proteinas impermeaveis a membrana celular

(Slowing et al. 2007) e complexos hibridos de silica e colageno (Fagundes et al. 2006).

Hu et al. (2012) avaliaram a liberacdo do carvedilol em duas matrizes de silica
mesoporosa, SBA-16 e MCM-41. O farmaco foi liberado mais facilmente da silica SBA-16

devido a influéncia da conectividade e do didmetro dos poros na transferéncia de massa.

Feliczak-Guzik et al. (2016) incorporaram o farmaco furosemida a particulas de silica
mesoporosa SBA-16 modificadas com chitosana e/ou funcionalizadas com grupamento amina.

As duas modificacOes na estrutura da silica permitiram maior liberacdo do farmaco.
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Trendafilova et al. (2016) avaliaram a liberacdo da mesalazina em silica SBA-16
funcionalizada e revestida com Eudragit S 100 e Eudragit RL 100, onde o sistema revestimento

mostrou-se aplicavel para a modulacéo do farmaco em pH proximo a neutralidade.

Oliveira et al. (2016) demonstraram nanoparticulas de silica mesoporosa como
potenciais adjuvantes da vacina contra Schistosoma mansoni. Quando carreados pela silica
mesoporosa, 0s antigenos solUveis de Schistosoma (SWAP) apresentaram maior desempenho
de imuniza¢do em comparagdo com sistema de imunizacdo por sal de aluminio associado a
SWAP. Esse aumento no desempenho pode estar relacionado a caracteristicas do sistema como
alta area de superficie, morfologia esférica, volume dos poros, estabilidade, biocompatibilidade,

inducdo de fagocitose, além de ndo apresentar efeitos toxicos.

N&o foram encontrados na literatura, até o momento, relatos da associagdo do
antimoniato de meglumina a silica mesoporosa. Tal sistema poderia vir a otimizar a liberacéo
do farmaco, tornando-o mais efetivo e reduzindo seus efeitos colaterais, como demostrado nas

aplicacdes de outras drogas utilizando nanoestruturas de silica mesoporosa.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Investigar a atividade antileishmania do antimoniato de meglumina associado a diferentes

matrizes de silica mesoporosa.

2.2. Objetivos especificos

Avaliar a atividade antileishmania in vitro do antimoniato de meglumina impregnado

nas diferentes matrizes de silica sobre formas promastigotas de L. amazonensis;

- Avaliar a atividade antileishmania in vitro do antimoniato de meglumina impregnado
nas diferentes matrizes de silica sobre formas amastigotas intracelulares de L.
amazonensis;

- Avaliar a citotoxicidade in vitro dos sistemas de impregnacdo sobre linhagem celular de
fibroblastos murinos NIH/3T3;

- Auvaliar a liberacdo de oxido nitrico de macrofagos peritoneais infectados com L.

amazonensis e tratados in vitro com os sistemas de impregnacdo, como possivel

mecanismo de acao leishmanicida.
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Resumo: Quatro silicas mesoporosas foram sintetizadas e impregnadas com antimoniato de meglumina
para otimizagao da liberacdo do farmaco e avaliagdo da atividade antileishmania. MCM-41, SBA-16,
MSU-3 e MSU-4 foram caracterizadas por isotermas de adsorcao e dessorcao de nitrogénio a 77K,
difracao de Raio-X e microscopia eletronica de varredura, e avaliadas quanto ao perfil de dissolucao do
antimoniato de meglumina em meio RPMI 1640, observando-se diferencas quanto ao tamanho, volume
e espessura da parede dos poros, com estruturas internas distintas e tamanhos morfolégicos variaveis.
A atividade foi avaliada sobre formas promastigotas e amastigotas intracelulares de Leishmania
(Leishmania) amazonensis e a citotoxicidade sobre fibroblastos NIH/3T3, para avaliacao da seletividade.
As matrizes mesoporosas impregnadas com antimoniato de meglumina ndo apresentaram atividade
sobre as formas promastigotas (Clso > 50 pg/mL). Entretanto, todas foram ativas contra as formas
amastigotas intracelulares (Cls variando entre 2,05 e 11,00 pg/mL), chegando a uma atividade até dez
vezes maior do que a droga livre, que se mostrou moderadamente ativa (Clso = 21,54 pg/mL). O sistema
MSU-3 Sb foi o que apresentou a melhor atividade antileishmania, provavelmente devido as
caracteristicas estruturais e morfologicas (SA = 749,61 m?/g, Dp = 8,54 nm, Vp = 0,95 cm?3/g, Bastao — 2D
hexagonal). As silicas ndo impregnadas foram, em sua maioria, moderadamente ativas (Clso = 22,14-
46,69 ug/mL). As silicas mesoporosas nado tiveram efeito citotdxico sobre as células de mamifero
testadas, com indices de seletividade expressivos. Todas as silicas impregnadas induziram aumento na
producao de oxido nitrico (NO) pelas células peritoneais infectadas e tratadas na concentragao de 50
ug/mL, exceto MSU-4 Sb. As silicas ndo impregnadas também induziram aumento na produgao de NO
nas massas equivalentes a liberacdo de 50 pug/mL, o que sugere a participacdo do NO como mecanismo
leishmanicida. Os resultados demonstram a otimizagao do efeito do antimoniato de meglumina quando
impregnado as matrizes mesoporosas testadas, sugerindo a progressdao para avaliacdo de resposta
terapéutica in vivo, bem como o desenvolvimento de novos sistemas de liberacdo de farmacos para o

tratamento das leishmanioses, em especial a LTA.
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Abstract: Four mesoporous silicas were synthetized and impregnated with N-methyl glucamine
antimoniate (Sb) for optimization of drug release and evaluation of the antileishmanial activity. MCM-
41, SBA-16, MSU-3, and MSU-4 were characterized by isotherms of Nitrogen adsorption and
desorption at 77K, X-ray diffraction and scanning electron microscopy. Structural differences were
observed concerning size, volume and pore wall thickness, as well as to the internal structures of the
silica particles. After Sb impregnation, the dissolution profile of Sb in RPMI 1640 medium was
determined. Antileishmanial activity was evaluated on Leishmania (Leishmania) amazonensis
promastigotes and intracellular amastigotes. Cytotoxicity was evaluated on NIH/3T3 murine
fibroblasts to determine the selectivity index (SI). Mesoporous matrices impregnated with Sb were not
active on promastigote forms (ICs0>50 pg/mL). However, all of them were active against intracellular
amastigotes (ICso values ranging from 2.05 to 11.00 pug/mL), up to 10 times more active than the free
drug, which was moderately active (ICs50=21.54 ug/mL). MSU-3 Sb system showed the best
antileishmanial activity, probably due to their structural and morphological characteristics (SA=749.61
m?/g, Pd=8.54 nm, Pv=0.95 cm?/g, stick — 2D hexagonal). Non-impregnated silicas were moderately
active (ICs0=22,14-46,69 pg/mL). None of the systems had cytotoxic effect on the mammalian cells
tested, showing expressive SI. Impregnated silicas induced an increase of nitric oxide production by
infected cells at the concentration of 50 pug/mL (excepting MSU-4 Sb), which was also observed for
non-impregnated silicas. Results demonstrate the optimization of the effect of meglumine antimoniate
when associated to the mesoporous matrices, suggesting the progression for in vivo tests in order to
evaluate the therapeutic response.

Keywords: nanomaterials; Leishmania amazonensis; leishmaniases; delivery systems; cytotoxicity

1. Introducao

As leishmanioses sao um conjunto de doengas infectoparasitarias causadas por varias espécies de
protozoarios do género Leishmania, transmitidas pela picada da fémea do hospedeiro invertebrado, o
inseto flebotomineo [1]. A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) é a forma cutanea da doenga
nas Américas, com manifestacdes clinicas que variam de lesdes cutaneas localizadas a formas mucosas,
incluindo a forma difusa [2,3]. A leishmaniose cutanea difusa é uma forma de dificil manejo clinico,
diretamente ligada a condi¢do imunoldgica do individuo, que apresenta resposta imune deprimida
frente aos antigenos de Leishmania. No Brasil, seu agente etiologico € Leishmania (Leishmania) amazonensis
[2,4].

Antimoniais pentavalentes (Sb**) sao as drogas de primeira escolha utilizadas no tratamento das
leishmanioses. Outras opgOes terapéuticas sao a anfotericina B e pentamidina, administradas quando se
tem a impossibilidade ou a resisténcia ao tratamento com o antimoniato de meglumina (Glucantime®).
No entanto, todos estes farmacos apresentam importante limitagdo quanto a seguranga terapéutica por
apresentar elevada toxicidade e alta frequéncia de efeitos adversos [5-7]. Os antimoniais ainda exigem
administracdo parenteral e longo periodo de tratamento, levando a possiveis falhas e resisténcia do
parasito [8].
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Na busca por novos antileishmaniais, a modificagao do sistema de liberagdo de farmacos parece
ser um promissor mecanismo para a otimizagdo terapéutica e redugdo dos efeitos colaterais [9].
Nanoestruturas de silicas mesoporosas vém sendo cada vez mais empregadas em diversos ramos da
tecnologia farmacéutica como catalise, adsor¢ao de metais, separagao de reagentes e biomarcadores [10].
Devido a caracteristicas como alta biocompatibilidade, estabilidade quimica, biodegradabilidade e alta
capacidade carreadora de moléculas, estudos tém utilizado os materiais mesoporosos ordenados em
sistemas de drug delivery. Esta aplicagdo varia desde a administragao de ibuprofeno [11], um
medicamento anti-inflamatério amplamente conhecido, até a incorporacdo de drogas anticancer
hidrofébicas [12], proteinas impermeaveis a membrana celular [13] e complexos hibridos de silica e
colageno [14].

O objetivo deste trabalho foi a investigacdo da atividade antileishmania do antimoniato de
meglumina associado a diferentes matrizes de silica mesoporosa. Tal sistema, ainda nao descrito na
literatura, poderia otimizar a liberagdo do farmaco, tornando-o mais efetivo e reduzindo seus efeitos
colaterais, como demonstrado para outras drogas utilizando nanoestruturas de silica mesoporosa.

2. Resultados e Discussao

Atividade biolédgica in vitro

As atividades das silicas mesoporosas impregnadas ou ndo com antimoniato de meglumina sobre
as formas promastigotas e amastigotas e o efeito citotdxico sobre fibroblastos murinos estdo descritos
na Tabela 1. As amostras foram classificadas em ativas (<20 pg/mL), moderadamente ativas (20 — 50
pg/mL) e inativas (>50 pg/mL), com base na literatura [15,16]

Apesar de nao constituirem as formas-alvo dos tratamentos, os ensaios sobre promastigotas
fornecem dados sobre a agao direta dos farmacos sobre o parasito. No presente trabalho, o antimoniato
teve sua atividade antipromastigota reduzida quando impregnado as diferentes matrizes de silica
testadas (Tabela 1), passando de moderadamente ativo na sua forma livre (36,29 pug/mL) para inativo
quando impregnado. Acreditamos que essa redugao de atividade possa estar relacionada a temperatura
em que o teste é realizado (25°C), onde a estrutura das silicas pode prejudicar em algum grau sua
liberagao. Todas as matrizes de silica, quando testadas nao impregnadas, foram inativas (Tabela 1).

O antimoniato de meglumina tem como alvo as formas amastigotas intracelulares presentes nas
lesdes, tanto na leishmaniose tegumentar quanto na visceral [17], uma vez que o SbY pode atuar como
pro-droga, sendo metabolizado pelo organismo em Sb!!, forma leishmanicida e téxica [18-20]. Em
relacdo a atividade sobre amastigotas intracelulares, todas as silicas impregnadas foram ativas e
superiores ao antimoniato de meglumina livre, moderadamente ativo (MSU-3 Sb: 2,05 png/mL > SBA-16
Sb: 4,34 ng/mL > MSU-4 Sb: 5,45 pg/mL > MCM-41 Sb: 11,00 pg/mL > antimoniato de meglumina: 21,54
pg/mL) (Tabela 1). Esta diferenca de atividade pode estar relacionada ao perfil de liberacdo, as
caracteristicas morfoestruturais dos materiais e a interagdo do sistema com as células-alvo. A Figura 1
ilustra a agao das silicas impregnadas com antimoniato de meglumina sobre macréfagos peritoneais
infectados.

O sistema MSU-3 Sb foi o que apresentou maior atividade sobre amastigotas intracelulares, sendo
10,5 vezes mais ativo do que a droga livre (Tabela 1). Isto pode ter ocorrido devido a morfologia em
bastao da silica, com estrutura interna hexagonal. Também podemos destacar o maior diametro (8,54
nm) e volume do poro (0,95 cm®.g?) e, ainda, a pequena espessura da parede do poro (1,37 nm) e o
tamanho da particula (0,74 pm). Segundo Martines ef al. [21], a morfologia desta silica é altamente
dependente da temperatura: entre 35 a 45 °C, a morfologia € na forma de bastao e, acima de 45 °C, ocorre
perda da estrutura, formando agregados de particulas amorfas. Desta forma, uma vantagem de
aplicagdo desta silica é que seu uso, tanto in vitro quanto in vivo, se daria na mesma temperatura de
sintese, 0 que manteria sua forma de bastdo, otimizando a atividade pela manutengao de liberacao de
antimoniato de meglumina.

MSU-3 foi a silica com menor liberacao de antiménio em 24h no ensaio de liberacao (Figura 3a).
Como os ensaios foram realizados com concentragdes equivalentes de Sb de acordo com a liberacao (as
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concentragdes de antimonio no meio eram iguais em 24h), outro fator pode ter influenciado a atividade.
Se em 24 h MSU-3 foi a que liberou menos antimoniato, em 120h esta silica foi a que apresentou a maior
liberacao (Figura 3b); provavelmente ela sustenta melhor a liberacdo, devido as suas caracteristicas
morfoldgicas. Com 24h de infecgdo, as concentra¢des de antimoniato de meglumina soltivel estavam
normalizadas pelo calculo, mas a quantidade ainda impregnada do farmaco provavelmente contribuiu
na atividade, pois o sistema estaria sendo direcionado para o meio intracelular pela provavel fagocitose.

E interessante que sistemas de liberagio sejam retidos nos locais de administragio por mais tempo
do que as drogas livres, sendo entdo capazes de modificar a distribuicao das substancias associadas [22].
O que se espera é que estes sistemas sejam fagocitados pelos macréfagos hospedeiros de Leishmania e
liberem as drogas aprisionadas no vactiolo parasitéforo, onde os parasitos estao se multiplicando. Desta
forma, sugere-se que as silicas mesoporosas estejam atuando como carreadoras do antimoniato de
meglumina para o interior dos macréfagos.

Tabela 1. Atividade antileishmania in vitro do antimoniato de meglumina impregnado em diferentes tipos de
silica mesoporosa, citotoxicidade em células de mamifero e indice de seletividade.

A-T L. amazonensis L. amazonensis Fibroblastos IS 2 IS 2
Promastigota Amastigota NIH/3T3 (Pro.) (Ama.)
(Pro.) intracelular
(Ama.)
Clso! Clso! Clso01!
(ug/mL) (ug/mL) (ug/mL)

MSU-3 >50 22,14 >250 >5,00 >11,29
MSU-3Sb >50 2,05 >250 >5,00 >121,95
MSU-4 >50 46,69 >250 >5,00 >5,35
MSU-4Sb >50 5,45 >250 >5,00 >45,87
MCM-41 >50 >50,00 >250 >5,00 >5,00
MCM-41Sb >50 11,00 >250 >5,00 >22,72
SBA-16 >50 32,43 >250 >5,00 >07,71
SBA-16Sb >50 4,34 240 >5,00 55,30

AM 36,29 21,54 >250 >6,89 >11,62
Anfo. B 0,09 0,05 5,26 58,44 105,20
Penta. 3,03 1,13 26,80 8,84 23,71

1 Cls0: concentragdo que inibe 50% dos parasitos/crescimento celular; 2IS: indice de seletividade: Clso sobre células
de mamifero/Clso sobre parasitos; Controles positivos, antimoniato de meglumina soltvel (AM), anfotericina B

(Anfo.B) e pentamidina (Penta.). Os dados sao representativos de trés experimentos independentes.
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Figura 1. Fotomicrografias de macréfagos peritoneais infectados e tratados in vitro com 12,5 ug/mL de antimoniato
de meglumina associado as silicas mesoporosas (A) MCM-41 Sb, (B) SBA-16 Sb, (C) MSU-3 Sb, (D) MSU-4 Sb.
Células infectadas nao tratadas foram utilizadas como controle negativo (E) e o antimoniato de meglumina soltvel
(12,5 pug/mL) como controle positivo (F). Aumento: 1000x. Coloragao GIEMSA.
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Ja foi demostrada a relagao da fagocitose de nanoparticulas mesoporosas com o tamanho, a forma
e as propriedades de superficie do material. Essa interagdo das nanoparticulas se da através das
principais vias de internalizagdo, como receptores de complemento, Fcg, manose e scavenger receptors
[23,24]. Witasp et al. [25] mostraram a internalizacdo da silica mesoporosa AMS-6 por macrofagos
através de microscopia eletronica de transmissao. Gallud ef al. [26] demostraram a internaliza¢ao das
silicas AMS-6 e AMS-8 por macréfagos através de microscopia confocal. Carvalho el al. [27] observaram
que SBA-15 foi fagocitada e ndo induziu altera¢des morfologicas em macréfagos de medula dssea
oriundos de camundongos das linhagens Lm Liv e Swiss. Assim, a presenca das nanoparticulas
mesoporosas testadas, de didmetro entre 2-50 nm, poderia favorecer a internalizagao do farmaco através
da expressao de receptores especificos no macréfago, e ainda promover sua ativagao, com produgao de
espécies reativas leishmanicidas como o NO [26].

SBA-16 Sb foi o segundo melhor sistema sobre amastigotas intracelulares, 5,6 vezes mais ativo que
o antimoniato de meglumina livre (Tabela 1). De estrutura interna 3D cudbica, apresenta uma melhor
capacidade de liberacao pelo ponto de vista organizacional; segundo Meynen et al. [28], a estrutura em
3D dos sistemas de canais da silica SBA-16 favorece a transferéncia de massa. De morfologia
predominantemente rombododecaédrica, algumas particulas, porém, apresentavam-se sob forma
esférica. Esta falta de uniformidade pode ter contribuido para a relativa redugao de atividade pois,
analisando-se as demais matrizes, observa-se que a forma esférica parece nao ser a melhor morfologia
para a atividade antileishmania. Da mesma forma, o maior tamanho da sua particula (3,75 um) poderia
prejudicar sua internalizagao por fagocitose.

As silicas impregnadas MSU-4 e MCM-41 foram as que apresentaram menor atividade biologica
(Tabela 1). Ainda assim, mostraram-se respectivamente cerca de quatro e duas vezes mais ativas que o
antimoniato de meglumina livre (MSU-4: 545 pg/mL; MCM-41: 11,00 pg/mL). Suas morfologias
esféricas e seus tamanhos de poro (MSU-4: 2,74 nm; MCM-41: 3,03 nm), os menores entre as silicas
testadas, podem ter contribuido para essa menor atividade, assim como suas estruturas internas, em
2D.

A maioria das silicas ndo impregnadas, quando testadas frente as amastigotas intracelulares, foram
moderadamente ativas (Tabela 1). Isto nos leva a concluir que tais silicas induzem algum grau de
ativagdo celular, provavelmente apds sua fagocitose, o que pode ter levado a destruigdo intracelular dos
parasitos. A silica MCM-41 nao impregnada foi considerada inativa.

E importante salientar que nenhuma silica foi citotéxica para as células de mamifero testadas
(fibroblastos) (Tabela 1). A seletividade das silicas impregnadas para as formas amastigotas foi
expressiva, com IS variando de 121,95 (MSU-3) a 22,72 (MCM-41).

A atividade das drogas de referéncia foi comprovada nos ensaios antileishmania (Tabela 1).
Anfotericina B foi, como ja esperado, a droga mais ativa, tanto nas formas promastigotas (Clso = 0,09
pug/mL) quanto nas amastigotas (Clso = 0,05 pg/mL). Sua atividade antileishmania foi comprovada em
modelos experimentais in vitro e in vivo [29,30]. Sua alta atividade sobre formas promastigotas sugere
seu uso como controle positivo em ensaios de atividade antileishmania. Valadares et al. [31] utilizaram
a anfotericina B como controle positivo em ensaios de atividade antipromastigota e antiamastigota
axénica, testando-a a 10 pg/mL. Em nosso estudo, apesar da altamente citotdxica para os fibroblastos
(Tabela 1), o farmaco foi altamente seletivo para L. amazonensis (IS = 58,44 e 105,20 respectivamente para
promastigotas e amastigotas intracelulares).

Pentamidina constitui um dos farmacos mais utilizados como controle positivo em ensaios de
screening de compostos sobre formas promastigotas [32], devido a faixa de atividade (50 a 0,125 ug/mL),
que permite melhor comparacdo com as amostras. No presente estudo, foi ativa e seletiva para
promastigotas (Clso = 3,03 pg/mL; IS = 8,84) e amastigotas (Clso = 1,13 pg/mL; IS = 23,71) (Tabela 1).
Nguewa et al. [33] mostraram que a droga age diretamente no parasita, sem necessidade de
intermediarios celulares, através de estudo in vitro utilizando tecidos de mamiferos e o protozodrio
Crithidia oncopelti.

O tratamento com as silicas impregnadas induziu aumento significativo da produgao de NO pelas
células infectadas e tratadas com 50 pg/mL de antimoniato de meglumina, com exce¢ao de MSU-4 Sb
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(Figura 2). A producado aumentada de NO em relacdo as células infectadas nao tratadas sugere que este
mecanismo de a¢do pode estar contribuindo para a atividade antileishmania. Houve, ainda, diferenca
significativa entre o tratamento com as silicas ndo impregnadas em relagdo as células infectadas nao
tratadas nas massas de silica equivalente (m Eq.) a liberacdo de 50 pg/mL (Figura 2), sugerindo e
confirmando que as silicas per se podem estar estimulando e ativando os macréfagos peritoneais.
Heikkilé et al. [34] demostraram a produgao de espécies reativas de oxigénio por silicas mesoporosas do
tipo MCM-41 e SBA-15 em linhagem celular de carcinoma de cdlon humano indiferenciado.

MCM-41 impregnada foi a que induziu maior producao de NO pelas células peritoneais infectadas,
cerca de 15 vezes maior que as células infectadas nao tratadas (na maior concentracao). Apesar de ter
sido a silica com menor atividade sobre amastigotas intracelulares, provavelmente devido a relagdo
morfologia/liberagdo de antimoniato, esta producdo aumentada de NO pode ter contribuido para o
efeito leishmanicida. Entre as drogas de referéncia, apenas o antimoniato de meglumina, na
concentragao de 12 pg/mlL, apresentou diferenca significativa na producao de NO em relagao as células
infectadas nao tratadas (Figura 2), cerca de trés vezes maior, sugerindo a participacdo deste mecanismo
leishmanicida na destruicao intracelular dos parasitos.

Juntos, os resultados demonstram a otimizacdo do efeito do antimoniato de meglumina quando
impregnado as matrizes mesoporosas testadas, com provavel ativagdo de mecanismos de destrui¢do
intracelular dos parasitos. Ainda, os resultados sugerem a possibilidade de redu¢ao da dose hoje
recomendada do farmaco e, consequentemente, dos efeitos colaterais a ele associados.
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Figura 2. Liberacdo de dxido nitrico (NO) por macrdfagos peritoneais infectados por L. amazonensis apds o
tratamento com os sistemas de silicas mesoporosas impregnadas ou ndo com antimoniato de meglumina
(MCM-41, SBA-16, MSU-3 e MSU-4) e com as drogas de referéncia (anfotericina B, pentamidina e antimoniato
de meglumina). As barras representam a média + EPM de seis replicatas. ** p < 0,01, *** p < 0,001, para as
diferentes concentra¢des em comparagdo com células ndo tratadas (controle) (ANOVA Fator Unico, pos teste

de Bonferroni).
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3. Materiais e Métodos

3.1. Silica mesoporosa

Quatro silicas com morfologias e estruturas internas distintas foram sintetizadas, caracterizadas,
impregnadas com antimoniato de meglumina e cedidas pelo Prof. Dr. Tedfilo Mazon Cardoso: SBA-16,
MCM-41, MSU-3 e MSU-4 [35].

3.1.1. Sintese e caracterizagio do material

Para a sintese da silica mesoporosa SBA-16 seguiu-se a metodologia, com adaptagdes, descrita por
Mesa et al. [36]. Para MCM-41, adotou-se a proposta de Chen e He [37]. A silica mesoporosa MSU-3 foi
sintetizada conforme Martines et al. [21] e, MSU-4, conforme Saliba [38].

A caracterizacdo dos materiais deu-se por isotermas de adsor¢do-dessorcao de Nitrogénio a 77K,
sendo o método de Brunauer-Emmett-Teller (BET) para analise de superficie, Barret, Joyner e Halenda
(BJH) para anélise de volume do poro e Broekhoff e Boer (BdB) para analise do didmetro de poro. A
difracdo de Raio-X foi utilizada para analise da estrutura interna e a microscopia eletrénica de varredura
para averiguacdao do tamanho e morfologia das particulas. A Tabela 2 mostra as caracteristicas
morfoldgicas das silicas mesoporosas.

Tabela 2. Caracteristicas morfoldgicas das matrizes mesoporosas.

Tipo de AS! Dp? Vp? 4Tamanho Estrutura interna Morfologia da
silica particula
(m?g) (nm) (cm?¥g) (um)

MCM-41 782.10 3,03 0,64 0,13 +0,03 2D - hexagonal esférica
SBA-16 855,09 6,42 0,64 3,75+ 1,67 3D - ctibica rombododecaédrica
MSU-3 749,61 8,54 0,95 0,74 +0,18 2D - hexagonal bastao
MSU-4 706,83 2,74 0,45 2,61+0,72 Espaguete esférica

1 AS - drea superficial obtida pelo método BET; 2DP - didmetro de poro pelo método BdB; 3 VP — volume de poro
através do método BJH; ¢ Tamanho — valor referente a média + desvio padrao. Fonte: Adaptado de Cardoso, 2016.

3.1.2. Perfil de dissolucido do antimoniato de meglumina impregnado em diferentes matrizes de silica
11es0porosa

As amostras de silica mesoporosa foram impregnadas com antimoniato de meglumina [35],
gentilmente cedido pelo Prof. Dr. Frédéric Jean George Frezard, do Laboratdrio de Biofisica de Sistemas
Nanoestruturados/ICB/UFMG. A Tabela 3 descreve os teores de impregnagao dos materiais.

Tabela 3. Quantidade de antimoniato de meglumina impregnado nas matrizes de silica mesoporosa (massa
equivalente a Img).

Tipos de Quantidade de Sb® (mg) Teor de impregnacao de Sb®™
silica impregnado por miligrama de silica (p/p) (%)
MCM-41 0,1235 12,35
SBA-16 0,1302 13,02
MSU-3 0,1273 12,73
MSU-4 0,1288 12,88

Fonte: Cardoso [35].
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As silicas impregnadas foram avaliadas quanto ao perfil de dissolugdo em meio RPMI 1640 (Sigma-
Aldrich®) [39-42]. A determinacdo do antimdnio (Sb) no meio de dissolugao, em cada tempo de coleta,
ocorreu por ICP-OES com gerador de hidretos. A Figura 3 mostra os perfis de dissolu¢do do antimoniato
de meglumina a partir das silicas mesoporosas até 24 e 120 horas [35].

a b
30,00 -
—=—MCM-215b %7 —=—mcm-41%
25,00 { —e—5BA-16Sb 904 —e— SBA-16%b
J — —A— MSU-3'
MSL-3 b 60 ]
—v— MSU-4'b
20,00 { —a—M3L-4 50 0]

Sb liberado (%)
Sb liberado (%)

- ac T T
0 5 10 15 20 0 20 40 60 80 100 120
tempo (horas) tempo (horas)

Figura 3. Perfil de dissolugdo em meio RPMI 1640 das matrizes de silica mesoporosa contendo
antimoniato de meglumina com tempo de ensaio até 24 horas (a) e 120 horas (b) [35].

3.2. Atividade antileishmania
3.2.1. Parasitos

A cepa padrao IFLA/BR/1967/PH8 de L. amazonensis foi utilizada para os ensaios in vitro.
Amastigotas foram rotineiramente isoladas de lesdes de camundongos BALB/c e mantidas como formas
promastigotas, até a 102 passagem, a 26°C em Schneider’s Insect Medium (Sigma-Aldrich®) suplementado
com 20% de soro fetal bovino (SFB, Sigma-Aldrich®), 10.000 unidades/mL de penicilina e 10 mg/mL de
estreptomicina (Sigma-Aldrich®).

3.2.2. Animais

Camundongos BALB/c fémeas de seis semanas de idade foram utilizados para obtencao dos
macrofagos peritoneais residentes usados nos ensaios de infecgao in vitro. Os animais foram obtidos no
Biotério Central (CCBS/UFMS) em boas condi¢des de saude. Foram mantidos em mini-isoladores
acoplados a rack ventilado (Alesco®), em boas condi¢des de higiene, sendo alimentados com ragao
balanceada comercial e hidratados com agua ad libitum. O trabalho foi aprovado pela Comissio de Etica
no Uso de Animais - CEUA/UFMS, sob Parecer 675/2015.

3.2.3. Atividade in vitro sobre formas promastigotas

Formas promastigotas em fase log de crescimento, cultivadas em Schneider’s Insect Medium (Sigma-
Aldrich®) suplementado com 20% de soro fetal bovino (Cultilab®), 10.000 unidades/mL de penicilina e
10 mg/mL de estreptomicina (Sigma-Aldrich®), foram incubadas com os diferentes sistemas de
associagao Sb-silica. A placas de 96 pogos, em quintuplicata, foram adicionados 106 parasitas/mL e
concentragdes variadas das amostras-teste: as silicas mesoporosas impregnadas com antimoniato de
meglumina MCM-41Sb, SBA-165b, MSU-35b e MSU-45b (1,563-100 pg/mL de antimoénio calculados
conforme o perfil de liberacao em 72 horas) e as mesmas matrizes de silica nao impregnadas MCM-41,
SBA-16, MSU-3, MSU-4 (massa equivalente a massa impregnada com antimoniato de meglumina
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utilizada na dilui¢do seriada 1,563-100 ug/mL). Antimoniato de meglumina soltvel (Glucantime®,
Sanofi-Aventis Farmacéutica Ltda.; 12,5-100 pg/mL), anfotericina B (Sigma-Aldrich®; 0,094-0,750
pg/mL) e pentamidina (Sigma-Aldrich®; 12,5-100 pug/mL) foram utilizados como drogas de referéncia,
e 0 meio de cultura sozinho como controle negativo. As microplacas foram incubadas a 26°C em 5%
CO:z por 72 h [32]. A viabilidade celular foi determinada por meio da adi¢ao de MTT [brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrasodium] (Sigma-Aldrich®; 5 mg/mL). As placas foram incubadas a
37°C, 5% CO2 por 4 h e, em seguida, a absorbancia estimada em espectrofotdometro, com comprimento
de onda a 540 nm. A atividade das amostras foi expressa através da concentracao inibitéria de 50% do
crescimento (Clso), calculada pelo Programa GraphPad Prism 5.0 por meio de curva de regressao nao
linear.

3.2.4. Atividade in vitro sobre formas amastigotas intracelulares

Macroéfagos peritoneais foram obtidos de camundongos BALB/c eutanasiados através de
deslocamento cervical. Para isso, apds assepsia do abdomen, foram injetados, na cavidade peritoneal,
10 mL de meio RPMI 1640 (Sigma-Aldrich®) contendo 10.000 unidades/mL de penicilina e 10 mg/mL
de estreptomicina (Sigma-Aldrich®). Apds massagem da area, o liquido foi aspirado e transferido para
tubos mantidos em gelo. As células peritoneais foram quantificadas em camara de Neubauer apds
exclusdo em Azul de Trypan (Sigma-Aldrich®) e distribuidas (1x10¢ células/pogo) em placas de 24 pogos
contendo laminulas, em sextuplicata. Ap6s uma hora de incubagao a 37°C/5% COz, as células foram
infectadas com formas promastigotas de L. amazonensis em fase estacionaria (4x10¢ células/pogo) e
incubadas a 35°C/5% COz. Apos 4 h, a células infectadas foram tratadas com as seguintes amostras-teste,
por 24 h a 35°C/5% COx: silicas mesoporosas impregnadas com antimoniato de meglumina: MCM-41Sb,
SBA-16Sb, MSU-3Sb e MSU-4Sb (6,25-50 pg/mL de antimonio, calculados conforme perfil de liberacao
em 24 horas); e as mesmas matrizes de silica ndo impregnada MCM-41, SBA-16, MSU-3, MSU-4 (massa
equivalente a massa de silica impregnada com antimoniato de meglumina utilizada na diluigao seriada
6,25-50 pg/mL). Antimoniato de meglumina soltvel (Glucantime®, Sanofi-Aventis Farmacéutica Ltda.;
6,25-50 pg/mL), anfotericina B (Sigma-Aldrich®; 0,25-2 pg/mL) e pentamidina (Sigma-Aldrich®; 6,25-
50 pg/mL) foram utilizadas como drogas de referéncia. Células infectadas cultivadas em meio sem
tratamento foram utilizadas como controle negativo. Apds o tratamento, as laminulas foram retiradas,
fixadas e coradas com Giemsa (Sigma-Aldrich®) diluido a 1:10 em 4gua destilada [43]. O nimero médio
de amastigotas por célula foi calculado pela contagem de 200 células por laminula e a concentracado
inibitdria de 50% (Clso) foi determinada através de curva dose-resposta de regressao nao-linear.

3.3. Efeito citotéxico em células de mamifero

Cem microlitros de suspensao de fibroblastos murinos NIH/3T3 (Banco de Células do Rio de
Janeiro, Brasil) foram semeados em placas de 96 pogos (1x105/mL em meio RPMI 1640, Sigma-Aldrich®).
24 h depois, as silicas impregnadas (MCM-41Sb, SBA-16Sb, MSU-35b e MSU-45b) foram adicionadas
nas concentragoes 0,25-250 pug/mL de antiménio de meglumina (calculados conforme perfil de liberacao
em 24 horas). As mesmas silicas, ndao impregnadas, foram adicionadas em massa equivalente (mEq.) a
massa das respectivas silicas impregnadas com antimoniato utilizadas na diluicdo seriada 0,25-250
pug/mL. Anfotericina B (Sigma-Aldrich®, 0,025-25 pg/mL), antimoniato de meglumina (Glucantime®,
Sanofi-Aventis Farmacéutica Ltda., 0,25-250 pg/mL) e pentamidina (Sigma-Aldrich®, 0,25-250 pg/mL)
foram utilizadas como drogas de referéncia e as células foram incubadas a 37 °C/5% CO:z por 48 h, a fim
de estimar a Clso. O crescimento celular foi avaliado por meio do método colorimétrico da
sulforodamina B [44], sendo obtidas as absorbancias: amostras-teste (T), controle negativo (CN), branco
das amostras-teste (B) e a leitura do inicio da incubagdo, ou seja, antes da adi¢do das amostras-teste
(AT). Em todos os experimentos foi incluido um controle negativo (DMSO, na maior concentragao
utilizada para as amostras). A porcentagem de crescimento de cada amostra foi calculada em programa
Softmaxmex Pro 6.3 segundo Monks et al. [45]. A concentragdo inibitdria em 50% (Clso) foi determinada
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por curva de regressao nao linear (Microcal Origin Versao 6.0). O indice de seletividade (IS) foi calculado
de acordo com Medeiros et al. [46].

3.4. Dosagem de Oxido Nitrico (NO)

A producao de NO pelas células peritoneais infectadas e tratadas com as diferentes amostras foi
avaliada pela reagao de Griess [47]. 50 pL dos sobrenadantes das culturas foram incubados com 50 pL
de reagente de Griess a temperatura ambiente por 10 minutos. A leitura da absorbancia foi realizada
em espectrofotdmetro a 550 nm. Os resultados foram expressos como média e erro-padrao. Os dados
foram analisados por ANOVA de fator tinico com pos-teste de Bonferroni e considerados significantes
quando p <0,05.

4. Conclusao

As silicas mesoporosas MCM-41, MSU-3, MSU-4 e SBA-16 Sb impregnadas com antimoniato de
meglumina foram até 10,5 vezes mais ativas do que o farmaco livre sobre as formas amastigotas
intracelulares de L. amazonensis. MSU-3 impregnada foi o sistema de liberagdo com maior atividade,
provavelmente devido a morfologia em bastdo da particula, com estrutura interna hexagonal, maior
didmetro e volume do poro e pequena espessura da parede do poro. Nenhum sistema de liberacao foi
ativo sobre as formas promastigotas, indicando que o sistema parece nao agir diretamente sobre o
parasita. Nao houve efeito citotoxico das silicas impregnadas ou nao impregnadas sobre células
imortalizadas de mamiferos, mostrando a seletividade das amostras para os parasitos.

A producdo de NO por macréfagos peritoneais infectados foi significativamente maior no
tratamento com a maior concentracdo de todas os sistemas de liberacdo de antimoniato de meglumina,
exceto para MSU-4 Sb. As silicas ndo impregnadas também parecem ativar os macrofagos para
producao de NO. Estes resultados sugerem a participagao deste mecanismo leishmanicida na destruicao
intracelular dos parasitos.

Os resultados demonstram a otimizagao do efeito do antimoniato de meglumina quando
impregnado as matrizes mesoporosas testadas, sugerindo a progressao para avaliagdo de resposta
terapéutica in vivo, com possibilidade de redugao da dose hoje recomendada e, consequentemente, dos
efeitos colaterais associados ao farmaco. O estudo aparenta-se promissor para o desenvolvimento de
novos sistemas de liberacdo para o tratamento das leishmanioses, em especial a LTA.
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ANOVA Analise de Variancia
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BET Brunauer-Emmett-Teller

BJH Barret, Joyner e Halenda

CI Concentracdo Inibitoria

Dp Diametro de poro

EPM Erro Padrao da Média

FDA Food and Drug Administration

ICP-OES Espectréometro de Emissio Otica com Fonte de Plasma
Acoplado Indutivamente

1S Indice de Seletividade

MCM-41 Mobil Composition of Matter 41

MSU-3 Michigan State University 3

MSU-4 Michigan State University 4

NO Oxido Nitrico

RPMI 1640 Roswell Park Memorial Institute

AS Area Superficial

Sb Antimonio

SBA-16 Santa Barbara Amorphous 16

Vp Volume de poro
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