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RESUMO

A leishmaniose é causada por parasitas do género Leishmania da familia Trypanosomatidae,
transmitidos através do flebotomineo fémea da ordem Diptera, que infecta as células do
sistema imunol6gico do hospedeiro. O tratamento atual é baseado principalmente em
antimoniais pentavalentes, entretanto possui um alto custo, toxicidade e tratamentos
prolongados. O derivado 2-aminotiofénico (SB-83), um candidato a farmaco leishmanicida,
apresentou melhores resultados e mais seletividade, sendo 840 vezes mais benigno para
macréfagos murinos e de 14,84 vezes mais benigno para eritrécitos humanos, quando
comparado ao antimoniato de meglumina (Glucantime®) .As nanoparticulas poliméricas (NP)
surgem como uma alternativa para o encapsulamento de farmacos e agentes bioldgicos ativos
devido a sua capacidade de acumular-se em 0Orgaos ricos em macréfagos e potencializar o
efeito do agente encapsulado. Essas NP apresentam destaque no tratamento contra a
leishmaniose, pois os fagdcitos captam as NP e se acumulam nos 6rgdos atingidos pela
parasitose, direcionando a entrega do medicamento ao local alvo. Nesse contexto, esse estudo
teve como objetivo desenvolver um sistema nanoparticulado contendo o derivado SB-83 para
direcionar o farmaco para dentro dos macrofagos infectados para o tratamento da
leishmaniose. Inicialmente, foi realizado a validacdo analitica do método de quantificacdo do
farmaco por espectrofotometria de UV-Vis, em seguida foram desenvolvidas as
nanoparticulas de poli (&cido lactico) (PLA) contendo o SB-83 por duas técnicas:
nanoprecipitacdo e emulsdo simples (O/A) seguidas de evaporacdo do solvente. Além disso,
foi avaliado as caracteristicas morfoldgicas e fisico-quimicas das nanoparticulas. Os
resultados da validacdo analitica por espectrofotometria do SB-83 demonstraram que o
método apresentou especificidade para o ponto médio da curva (DPR< 3,90%), foi exato
(0,1758 + 0,9518 e p < 0,01), e preciso (DPR < 5% e p > 0,05). Além disso, o método foi
linear e robusto para as condicGes testadas. E por fim, os resultados da caracterizacéo
morfologica e fisico-quimica das nanoparticulas propdem que a presenca do SB-83 contribuiu
para aumentar o tamanho das particulas (205,7 + 4,75 nm), no qual apresentou um potencial
zeta negativo (-20,4 = 0,65 mV) e indice de polidispersdo de 0,274 + 0,04 e uma eficiéncia de
encapsulacao de 62,7% + 0,12 e 88,9% =+ 0,87 pelo método direto e indireto, respectivamente.
Assim, este trabalhou demonstrou que as nanoparticulas contendo o SB-83 pode se tornar

uma futura alternativa terapéutica para o tratamento da leishmaniose.

Palavras-chave: leishmaniose; derivado 2-amino-tiofénico; nanoparticulas poliméricas.
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ABSTRACT
The leishmaniasis is caused by parasites of the Leishmania genus of the Trypanosomatidae
family, transmitted through the female sand fly of the order Diptera, which infects the cells of
the host's immune system. The current treatment is based mainly on pentavalent antimonials,
however it has a high cost, toxicity and prolonged treatments. The 2-aminothiophenic
derivative (SB-83), a leishmanicidal drug candidate, showed better results and more
selectivity, being 840 times more benign for murine macrophages and 14.84 times more
benign for human erythrocytes, when compared to meglumine antimoniate (Glucantime®).
Polymeric nanoparticles (NP) appear as an alternative for the encapsulation of active
pharmaceuticals ingredients due to their capacity to accumulate in macrophage-rich organs
and potentiate the effect of the encapsulated agent. These PN are highlighted in the treatment
against leishmaniasis, as the phagocytes capture the NP and accumulate in the organs affected
by the parasitosis, directing the drug to the target site. In this context, this study aimed to
develop a nanoparticulate system containing the SB-83 derivative to direct the drug into
infected macrophages for the treatment of leishmaniasis. Initially, the analytical validation by
spectrophotometry of the drug was performed, then the poly (lactic acid) (PLA) nanoparticles
containing the SB-83 were produced by two techniques: nanoprecipitation and simple
emulsion (O/A) followed by solvent evaporation. Furthermore, the morphological and
physicochemical characterization of the nanoparticles was evaluated. The results of the
analytical validation by spectrophotometry of the SB-83 demonstrate that the method showed
specificity for the midpoint of the curve (DPR< 3.90%), it was exact (0.1758 + 0.9518 - p <
0.01) and precise (DPR < 5% and p > 0.05). Furthermore, the method was linear and robust to
the conditions tested. Finally, the results of the morphological and physicochemical
characterization of the nanoparticles propose that the presence of SB-83 contributed to
increase the particle size (205.7 + 4.75 nm), with a negative zeta potential (- 20.4 £0.65 mV)
and polydispersity index of 0.274 £ 0.04 and an encapsulation efficiency of 62.7% * 0.12 and
88.9% = 0.87 by the direct and indirect methods, respectively. Thus, this work demonstrated
that nanoparticles containing SB-83 can become a future therapeutic alternative for the

treatment of leishmaniasis.

Keywords: leishmaniasis; amino-thiophene derivative; polymeric nanoparticles.
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1 INTRODUCAO

A Leishmaniose é uma doenca parasitaria negligenciada, causada por protozoarios
da familia Trypanosomatidae, do género Leishmania, transmitidos pela picada da fémea
infectada do inseto vetor, flebotomineo. Estima-se que a leishmaniose afeta 12 milhdes de
pessoas no mundo e 2 milhdes de novos casos anualmente nos paises endémicos. Apesar
de estar concentrada em paises pobres e rurais do subcontinente indiano, América Central
e do Sul, Norte e Leste da Africa e Oriente Médio, a leishmaniose também é endémica em
paises do mediterraneo (VANDEPUTTE et. al., 2020).

O tratamento tradicional utilizado para leishmaniose visceral e cutanea sdo 0s
antimoniais pentavalentes, o antimoniato de meglumina (Glucantime®) e estibogluconato
de sddio (Pentostan®), entretanto, esses medicamentos apresentam sérios efeitos
colaterais, destacando-se a cardiotoxicidade, pancreatite e nefrotoxicidade (NAFARI et.
al., 2020). Outros medicamentos, como a Anfotericina B (AmB), a miltefosina, a
pentamidina e a paromicina, também sédo utilizados no tratamento da doenca, porém, assim
como 0s antimoniais, apresentam efeitos adversos graves (FREITAS-JUNIOR et al.,
2012). Além disso, a terapia atual é insatisfatoria pois ha relatos de resisténcia entre 0s
parasitas e ainda ndo ha nenhuma vacina disponivel (OSPINA-VILLA et. al., 2019). Dessa
forma, a necessidade de novos farmacos para o tratamento da leishmaniose é substancial e
vem crescendo nos Gltimos anos (RODRIGUES et al., 2015).

Nesse contexto, um grupo tem despertado a atencdo nas pesquisas de novos
medicamentos para o tratamento da leishmaniose, os derivados do ndcleo tiofeno, cujo
nucleo de tiofeno é ligado a grupamentos amina, devido a versatilidades de atividades
farmacologicas reportadas, entre elas a atividade leishmanicida encontrada em derivados
amino tiofénicos extraido de plantas. Além disso, exibe atividades anti-inflamatdrias,
antitumorais, antinociceptiva, anticonvulsivante e antiarritmicas (TAKAHASHI et al.,
2011; KAPIL; SINGH; SILAKARI, 2018). Rodrigues e colaboradores (2018) sintetizaram
uma série de 10 derivados 2-amino-tiofeno e avaliaram o efeito em cepas promastigotas e
amastigotas de Leishmania amazonensis e a citotoxicidade em macrofagos murinos e
heméacias humanas. Destes, o derivado 2-aminotiofénico (SB-83), demonstrou os melhores
resultados, com o melhor indice de seletividade, sendo 840 vezes mais benigno para
macrofagos murinos e 14,5 vezes mais benigno para eritrécitos humanos quando
comparado ao farmaco de referéncia antimoniato de meglumina (Glucantime ®)
(RODRIGUES et al., 2018).
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Nos ultimos anos, os sistemas nanotecnoldgicos para liberacdo de farmacos foram
utilizados para melhorar a eficacia de diversos medicamentos no tratamento de varias
doencas (AMINU et. al., 2020). Atualmente existem varios tipos de sistemas de liberagédo
de farmacos para o tratamento de varias doencas, como: as nanoparticulas poliméricas,
nanoparticulas inorganicas, nanoparticulas lipidicas sélidas, nanogéis, micelas,
nanocristais, lipossomas, nanocomplexos, dendrimeros, nanocapsulas, nanofibras,
nanotubos e matrizes de suporte (AMINU et. al., 2020). As nanoparticulas apresentam
destaque por apresentar como vantagem a capacidade de aumentar a permeabilidade
celular do farmaco, reduzir a quantidade e frequéncia de doses, aumentar o tempo de meia
vida, além de aumentar a eficcia e controlar a liberacdo do ativo nanoencapsulado (EL-
SAY; EL-SAWY, 2017; DE SOUZA et al., 2018; GEORGE; SHAH; SHRIVASTAYV,
2019).

Vale ressaltar que os macrdfagos captam as nanoparticulas através de mecanismos
fagociticos por meio de receptores que internalizam os patdgenos no macréfago, onde a
Leishmania reside (MOSAIAB et. al.,, 2019). Sendo assim, para o0 tratamento da
leishmaniose, as nanoparticulas sdo captadas pelos fagécitos, e acumulados no figado e no
baco (6rgdos atingidos principalmente na leishmaniose visceral), logo, a entrega das
nanoparticulas direcionadas aos macréfagos, faz com que a droga se acumule nos 6rgaos
afetados, atingindo estrategicamente o parasita (SARWAR et. al., 2017). Portanto, as
nanoparticulas poliméricas podem ser utilizadas como sistema de liberacdo passiva de
farmacos e aprimora a biodisponibilidade dos medicamentos (AKBARI, ORYAN;
HATAM, 2017).

Neste aspecto, esse trabalho objetivou desenvolver, validar e encapsular um
sistema nanoparticulado para veiculacdo do amino tiofeno SB-83, com a finalidade de
diminuir os efeitos colaterais, de forma a direcionar o farmaco para dentro dos macrofagos
infectados onde a Leishmania reside, visando direcionar o tratamento da leishmaniose para

uma futura utilizacéo clinica.
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2 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1 Leishmaniose

A leishmaniose é uma doenca causada por mais de vinte espécies de
Trypanosomatidae, do género Leishmania, no qual sua transmissao se da através da picada do
mosquito fémea infectado que se alimenta principalmente do sangue de mamiferos, entre o0s
quais se destacam os humanos e cédes. Essa parasitose estd amplamente presente nas regides
tropicais e subtropicais, possuindo um grande risco de coinfeccdo em algumas areas. A
leishmaniose € considerada uma doenca negligenciada, sendo um problema de salde publica
com poucos avancos terapéuticos, apesar de amplos estudos e pesquisas conduzidas
relacionadas aos causadores da doenca (ALCANTARA, et. al., 2018).

Vale ressaltar que uma das principais causas dos aparecimentos de parasitoses
negligenciadas, € decorrente do desequilibrio ambiental criado pela invasdo do homem aos
habitats naturais dos vetores e reservatorios silvestres da doenca. Desse modo, em uma escala
evolutiva, 0 homem tornou-se o seu reservatorio e a doenca tornou-se uma antropozoonose,
que é uma doenca que atinge primariamente animais e pode ser transmitida para humanos.
Além disso, o nimero crescente de casos esta relacionado ao aumento do desmatamento
aliado ao crescimento da urbanizacdo. E além da resisténcia aos medicamentos, a falha na
cobertura dos servigos de salde para controlar os vetores da doenca em paises mais pobres é
um dos grandes dificultadores na adog¢do de medidas de controle da doenga (VANDEPUTTE
et. al., 2020).

Em humanos, a leishmaniose se apresenta de trés formas: visceral que é a forma mais
grave e letal, cutdnea apresentando Ulceras que podem persistir por um longo periodo e
monocutanea causando lesdes na boca, nariz ou mucosa genital (SANCHEZ-MORENO, et.
al., 2012). A leishmaniose visceral pode causar a morte no individuo, e mesmo com acesso ao
tratamento, apresenta taxas de letalidade entre 10 e 20% (ALVAR, 2012). O periodo de
incubacdo da leishmaniose visceral é de cerca de 2 semanas a 18 meses, podendo apresentar
reacOes inflamatdrias nas visceras e depois ocasionar lesdes cutaneas iniciais. A mortalidade
representa cerca de 75% a 95% dos casos (READY, 2014).

O ciclo de vida da Leishmania divide-se em dois estagios: a forma promastigota e
amastigota (Figura 1). Inicialmente o flebotomineo infectado injeta os promastigotas
metaciclicos na pele do mamifero, que sdo fagocitados por macréfagos mediados por

receptores de superficie (FcyRI e FcyRIII); cerca de 48 horas depois 0s promastigotas se
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transformam na forma amastigota intracelular no qual se replicam em fagocitos adicionais,
espalhando a doenca (fase silenciosa); posteriormente os neutrofilos sdo recrutados para o
local infeccionado e o0s promastigotas extracelulares entram nos macrofagos mediados
predominantemente pelo receptor do complemento 3 (CR3) ou pelos receptores CRIL,
receptores Toll-like (TLR) -1, =2, —4 e —6, os receptores de fibronectina, necrofago e manose
para promover a fagocitose; cerca de 3 semanas depois, ocorre uma cascata inflamatéria com
influxo dos neutrofilos derivados dos mondcitos inflamatérios e células dendriticas que
sucessivamente ativam as células T especificas do antigeno (fase clinica), provocando a
resposta imune adaptativa contra a Leishmania (STEBUT; TENZER, 2018; DIXIT et. al.,
2021).

Figura 1 - Ciclo bioldgico da leishmaniose
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FONTE: https://www.cdc.gov/parasites/leishmaniasis/biology.html, acesso em: 27/09/2021.

Conforme a Figura 2, cerca de 90% dos parasitas sdo mortos pelo sistema
complemento. Os parasitas utilizam a opsoniza¢do C3 para serem engolfados por macrofagos
via CR3 e depois se replicam. As células dendriticas internalizam o parasita via FcyRI e
FcyRIII. Os macrofagos reestimulam as células T CD4+ via MHC de classe Il. As DC sdo
ativadas apds a infeccdo e apresentam antigeno de Leishmania nas vias MHC classe | / 1l e
promovem o priming de células T (STEBUT; TENZER, 2018).
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Figura 2 - Mecanismo imunologico contra a Leishmania
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E em relagdo a patogenicidade, os parasitas proliferam em células do sistema

fagocitario mononuclear, principalmente em macréfagos, ja que sédo abundantes no baco e no

figado e, consequentemente, a infec¢do causa aumento nesses os 6rgdos (READY, 2014).

2.2 Tratamento atual para a leishmaniose

As terapias convencionais para a leishmaniose apresentam inimeros efeitos adversos
sistémicos, elevada toxicidade e alto custo. Portanto, o desenvolvimento de novos
medicamentos, mais eficientes e com menos efeitos adversos contra a leishmaniose é uma
necessidade urgente (PRASANNA et. al., 2021).

Atualmente, entre os tratamentos mais utilizados contra a leishmaniose, estdo 0s

antimoniais pentavalentes, destacando-se o estibogluconato de sodio (Pentostam®) e o
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antimoniato de meglumina (Glucantima®). No entanto, em altas concentragdes o
medicamento apresenta elevada toxicidade e em dosagem baixa favorece a resisténcia
parasitaria (RODRIGUES et. al., 2018). Adicionalmente, estes causam Vvarios efeitos
adversos, incluindo nauseas, vomitos, diarreia, erupcfes cutanea, tonturas, arritmia cardiaca,
hipotensdo, hepatite e pancreatite. Dessa forma, outras moléculas foram avaliadas como
leishmanicidas, dentre elas, as pentamidinas que foram eficazes contra a leishmaniose
tegumentar, porém, em altas doses causou diabetes mellitus; o Fluconazol, anfotericina B e
miltefosina, que além da sua toxicidade, teve sua eficacia limitada, ndo sendo Uteis contra a
forma mais grave da doenca, a leishmaniose visceral (SANCHEZ-MORENO et. al., 2012).
Outros agente terapéuticos como a paromomicina, sitamaquina e miltefosina também
apresentam uma alta toxicidade, aumento da resisténcia aos medicamentos e alto custo de
producdo (PRASANNA et. al., 2021). Alem disso, ndo existe nenhuma vacina registrada
disponivel.

O medicamento atual de primeira linha para a leishmaniose visceral € o antimoniato de
meglumina, porém, o seu uso esta atrelado a uma alta toxicidade e baixa adesdo do paciente
devido aos longos regimes posologicos (CARVALHO et. al.,, 2020). Por outro lado, o
antifungico anfotericina B (AmB) que € a segunda linha de escolha para o tratamento da
leishmaniose visceral é eficaz contra as duas formas dos parasitas (promastigotas e
amastigotas) que por meio de uma ligacdo ao ergosterol (na membrana celular do parasita),
aumenta a permeabilidade celular e o influxo de ions, danificando a maquinaria celular e
matando o parasita, porém, o que limita a sua eficacia é que este medicamento apresenta uma
elevada toxicidade. Vale ressaltar ainda que em algumas espécies, devido a uma diferenca do
precursor do ergosterol, pode ocasionar falha na ligacdo da AmB em se ligar a membrana do
parasita, resultando em uma resisténcia aos medicamentos (KAMMONA; TSANAKTSIDOU,
2021; SINGH et. al., 2019). Sendo assim, o tratamento com AmB tornou-se restrito devido a
sua toxicidade elevada visto que causa reacfes adversas como: nefrotoxicidade e reacdes a
infusdo (KUMAR SINGH et. al., 2020).

O desenvolvimento de uma formulagdo lipossomal (AmBisome®) menos toxica para
o0 tratamento da leishmaniose visceral foi proposta pela OMS a fim de contornar os efeitos
adversos do AmB, pois estrategicamente os lipossomas se acumulam no local infectado,
aderindo a superficie celular do parasita, liberando AmB que esta associado na bicamada
lipidica, permitindo a administracdo de altas doses. No entanto, o elevado custo dessa

formulacdo limita e dificulta esse tratamento, principalmente para os individuos em situacdo
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mais vulneravel de pobreza, onde h&d uma maior incidéncia de casos de leishmaniose
(KAMMONA,; TSANAKTSIDOU, 2021). Portanto, o tratamento da leishmaniose apresenta
efeitos pouco satisfatorios, pois a maioria dos IFA (insumo farmacéutico ativo) exibem efeitos
adversos graves e 0 aumento da resisténcia do parasita reduz muito sua sensibilidade a essas
drogas (RODRIGUES et. al., 2015).

Sabe-se que as Leishmanias séo parasitas intracelulares que conseguem sobreviver em
macrofagos no reticulo-endotelial, assim, a Leishmania se liga aos receptores da superficie do
macrofago, gerando uma invasdo fagocitica do promastigota (Figura 2). Os macrofagos
expressam na sua superficie diversos receptores de engolfamento que podem se ligar a
polissacarideos modificados, lipoproteinas, células senescentes e apoptdticas (KUMAR
SINGH et. al., 2020). Por isso a terapia de entrega direcionada de medicamentos ou moléculas

bioativas € mais eficaz para o tratamento dessa parasitose.

2.3 Derivado 2-amino-tiofeno (SB-83)

O derivado 2-aminotiofénico (SB-83) (Figura 3) é um derivado da classe dos tiofenos
que pertencem a um grupo de compostos heterociclicos arométicos que apresentam algumas
atividades farmacoldgicas, destacando-se entre elas a atividade anti-inflamatdria, antitumoral,
antinociceptiva, anticonvulsivante, antiarritmica e antileishamania (RODRIGUES et. al,
2018).

Figura 3 - Estrutura quimica do SB-83
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Fonte: AUTOR, 2021.

Dessa forma, Rodrigues et. al., (2015) avaliaram a eficacia de derivados 2-amino-
tiofénico (SB-83) onde foi demonstrada sua atividade contra a leishmaniose e seu possivel

mecanismo de acdo. Assim, eles realizaram estudos in vitro para verificar a atividade
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leishmanicida e foi encontrado um valor de 4,42 uM que é correspondente ao 1C>°
(concentracdo que inibiu 50% dos parasitas), evidenciando que o SB-83 é um farmaco
promissor contra as cepas de Leishmania, visto que uma concentracdo baixa do farmaco
inibiu 50% das Leishmanias e ndo apresentaram nenhuma evidéncia de toxicidade.

O SB-83 induziu apoptose em promastigotas, além de reduzir a infeccdo dos
macrofagos pelos parasitas, ja que apresentaram aumento da TNF-a , IL-12 e NO. E ainda, 0s
derivados de 2-amino-tiofeno contra L. amazonensis em ensaios in vitro, apresentaram bons
resultados, com morte celular associada a apoptose e imunomodulacdo (RODRIGUES et. al.,
2015).

Por fim, de acordo com estudos pré-clinicos posteriores do derivado tiofénico SB-83,
foram demonstrados resultados eficiente, eficaz e seguro e se mostrou ativo por via oral. E
ainda, apresentou sucesso no tratamento de camundongos Swiss infectados com L.
amazonensis, reduzindo o tamanho da lesdo, diminuindo a carga parasitaria no bagco e nos
linfonodos, corroborando o efeito protetor contra a forma visceral da doenca. Portanto,
evidenciando o efeito in vivo do composto de tiofeno por via oral (RODRIGUES et. al.,
2018).

2.4 Nanoparticulas

As nanoparticulas poliméricas sdo carreadores de farmacos coloidais na escala entre
1-1000 nm e podem ser obtidas de polimeros sintéticos ou naturais. As nanoparticulas
poliméricas exibe vantagens na entrega de farmacos devido ao seu pequeno tamanho de
particula e maior tempo de circulacdo no sangue, e ainda, pode melhorar a solubilidade do
IFA, devido ao pequeno tamanho, biodistribuicdo e farmacocinética aprimoradas, resultando
em eficacia melhorada e efeitos adversos reduzidos como resultado do acimulo em locais
alvo (BALYA et. al., 2021).

Atualmente, as nanoparticulas poliméricas sdo bastante utilizadas na aplicagédo
biomeédica devido as suas diversas aplicacBes terapéuticas e administracdo de medicamentos,
uma vez que, sdo constituidas de polimeros biodegradaveis que conferem diversos beneficios
como: estabilidade melhorada de agentes terapéuticos contra a degradacdo, liberacédo
controlada de drogas e direcionamento eficiente (SAHA, e. al., 2020). As nanoparticulas
poliméricas funcionam como sistemas carreadores eficazes devido a sua fécil preparacéo,

liberacdo controlada e direcionada da droga, captagdo capilar com maior acumulo de droga no
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local alvo com intensificacdo da biodisponibilidade, garantindo uma estabilizacdo e melhoria
na atividade terapéutica dos farmacos (BHATTACHARYA et. al., 2021).

A atividade farmacoldgica dos nanomedicamentos esta diretamente associada com as
caracteristicas fisico-quimicas destes. Sendo assim, a compreensdo dos parametros fisico-
quimicos e tamanho dessas particulas sdo essenciais para que haja uma potencializacdo na
liberacdo do farmaco no sistema bioldgico indicado. (SAHA, e. al., 2020). Nesse sentido, 0
potencial zeta é calculado a partir da mobilidade eletroforética, no qual seu valor absoluto
ideal € superior a 30 mV (< -30 ou > 30mv) para estabilizacdo das nanoparticulas e evitar que
haja agregacdo durante o armazenamento. (ELBRINK et. a., 2021).

As nanoparticulas despertam interesse para uso clinico contra a leishmaniose devido a
capacidade de serem fagocitados por macrdfagos, que é a principal célula envolvida na
infeccdo por leishmaniose, ocasionando assim um tratamento intracelular direcionado (Figura
2) (AKBARI; ORYAN; HATAM, 2017; DE SOUZA et al., 2018). Essas células possuem
receptores que internalizam eficientemente nanoparticulas na faixa de 50-500 nanémetros
(SIEFERT et al., 2016) e pode ser uma estratégia para o acimulo do farmaco em 6rgaos ricos
em macréfagos como baco, medula 6ssea e figado (AKBARI; ORYAN; HATAM, 2017).
Oyama et. al., (2019) publicou um estudo em que nanocarreadores de agentes quimioterapicos
(Pluronics®, P-123 e F-127) contra os macréfagos, como Leishmania, foram considerados
uma solucdo segura para tratamento futuro por causa de seus efeitos leishmanicida em

amastigotas e promastigotas por meio de impactos na membrana mitocondrial.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
Desenvolver e caracterizar um sistema nanoparticulado contendo o farmaco amino tiofénico

SB-83 para uma futura terapia direcionada a leishmaniose.

3.2 Objetivos especificos
v/ Obter nanoparticulas com SB-83 através de duas técnicas de obtengdo:
nanoprecipitacao e emulséo simples (O/A) /evaporacao do solvente;
v Avaliar a eficiéncia de encapsulacdo do farmaco nas nanoparticulas;
v' Caracterizar os sistemas obtidos quanto ao diametro médio, potencial zeta e indice de
polidispersao;
v Validar o método para doseamento do SB-83 por espectroscopia de UV-Vis.



23

4 METODOLOGIA

4.1 Desenvolvimento das nanoparticulas
As nanoparticulas constituidas por nanocapsulas e nanoesferas foram desenvolvidas

por dois métodos diferentes que serdo descritos a seguir.

4.1.1 Nanocapsulas e Nanoesferas contendo o SB-83 pelo método da Nanoprecipitacédo

As nanocapsulas de PLA contendo o SB-83 foram obtidas pelo método da
nanoprecipitacio. A fase aquosa foi composta por 400 mg de Pluronic-F68® em 40 ml de
agua destilada. Na fase organica, foi realizada uma adicdo de 50 mg de PLA em 5 ml de
acetona. Depois, utilizou-se 50mg de Lipoid® em 1 ml de metanol; e 100 mg de Mygliol®
juntamente com 5 ml de acetona e 2 mg de SB-83. Por conseguinte, uniu as duas solucgdes que
foram injetadas na solugdo aquosa e depois agitados a 25°C. Por fim, foi rota-evaporado a
uma pressao negativa por cerca de 20 min a 37°C para remocao do solvente organico, obtendo
a suspensao final.

As nanoesferas contendo o farmaco SB-83, também foram obtidas através do método
da nanoprecipitacdo. Na fase aquosa utilizou-se 400mg de Pluronic-F68 e 40 ml de agua
destilada. E na fase organica foi utilizado 50 mg de PLA e 2 mg de SB-83 no qual ambos

foram diluidos em 10 ml de acetona.

4.1.2 Nanoesferas de PLA contendo o SB-83 pelo método da emulsao simples (o/a)

As nanoesferas obtidas através do método emulsao simples (o/a), foram preparadas em
duas fases: fase aquosa e fase organica. Na fase aquosa, foi utilizada 100 mg de alcool
polivinilico (PVA) e diluida para 10mL de agua, obtendo a solucéo a 1%. Na fase organica
utilizou-se 50 mg de PLA juntamente com 2 mg do SB-83 e diluiu-se em 1 ml de
diclorometano. A solugdo de PVA 1% foi vertida na fase organica e em seguida foram
submetidas a trés ciclos no sonicador durante 1 minuto com intervalos de 30 segundos. A
emulsdo resultante foi levada ao evaporador rotativo a pressao negativa por 20 min a 37°C

para evaporar o solvente organico formando uma suspensao de nanoparticulas.

4.2 Caracterizacao morfoldgica e fisico-quimica das nanoparticulas
4.2.1 - Anélise do diametro médio, indice de polidispersao e potencial zeta
O raio hidrodindmico e o indice de polidispersdo das nanoparticulas foram
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determinados por espalhamento de luz dindmico (DLS, Dynamic Light Scattering) em
equipamento Zetasizer (Nano ZS, Malvern). O potencial zeta das particulas foi avaliado a
partir da mobilidade eletroforética sob um campo elétrico. As amostras foram diluidas e
adicionadas em células eletroforéticas com potencial de + 150 mV. E todas as medic¢des foram

realizadas em triplicata e os resultados foram apresentados em meédia e desvio padréo.

4.2.2 A eficiéncia de encapsulacdo (EE%0)

A eficiéncia de encapsulacdo avalia a concentracdo do farmaco incorporada ao sistema
de liberacdo apds a manipulacdo das formulacbes. A eficiéncia de encapsulacdo (EE%) do
SB-83 nas nanoparticulas de PLA foi determinada por espectroscopia UV-visivel, pelo
método direto e indireto.

Pelo método indireto, a suspensdo de nanoparticulas foi submetida a
ultracentrifugacdo com velocidade de 40000 rpm durante 20 minutos. O sobrenadante foi
coletado, diluido em metanol e analisado em comprimento de onda 392 nm. A eficiéncia de

encapsulacdo (EE) foi determinada em triplicata e calculada através da equacdo (1).

EEY = Quantidade inicial - Quantidade final x 100 (1)

Quantidade inicial

Onde, a Quantidade inicial é a quantidade inicial de SB-83 adicionada a formulacéo e
a Quantidade final é a quantidade de SB83 ndo encapsulada presente no sobrenadante.

Para 0 método direto, o pellet resultante do processo de centrifugacdo foi ressuspenso
em 2 mL de acetonitrila e submetido a trés ciclos de agitacdo no vortex para “quebra” do
pellet de nanoparticulas. Em seguida, foi retirada uma aliquota de 50ul e esta foi diluida em
metanol para volume final de 5 ml e analisado em comprimento de onda 392 nm. A eficiéncia

de encapsulacéo (EE) foi determinada em triplicata e calculada pela equagéo (2).

Quantidade inicial

EE% =

x 100 (2)

Quantidade final

4.3 Validagao analitica

A validacdo analitica fornece evidéncia que um método analitico é aceitavel para seu
proposito pretendido. Neste estudo a confiabilidade do método foi avaliada segundo as
diretrizes dadas pelo International Conference on Harmonisation (ICH, 1994) no qual foi
testado os parametros de seletividade, limites de deteccdo e quantificacdo, exatiddo, preciséo,
linearidade, gréafico analitico, sensibilidade e robustez, considerados nos processos de
validacdo de métodos analiticos.
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4.3.1 Especificidade
A especificidade foi verificada através das solu¢bes do ponto médio da curva
(8ug/mL) que foram submetidas a condigdes de estresse, resfriamento (-20°C) e aplicagéo de
luz visivel (fluorescente) por 24 horas. O célculo para esse pardmetro e os demais foram
realizados através do desvio padréao relativo percentual (DPR%) equacédo (3) e pela taxa de
recuperacdo (%) equacao (4).
DPR === x 100% (3)

Onde, DP € o desvio padrdo e MC a média das concentracdes obtidas.

(4),

Onde, C1 € a concentracdo encontrada experimentalmente e C2 a concentracao teorica.

C1x100

Taxa de recuperacio (%) = o

4.3.2 Exatidéo

A exatiddo do método foi obtida a partir das absorbancias das solucdes de SB-83 em
trés niveis de concentracdo: 2 pg/mL (ponto baixo), 8 pg/mL (ponto médio) e 12 pg/mL
(ponto alto) em dois dias por dois analistas. A exatiddo foi expressa em desvio padréo relativo

percentual (DPR %) e taxa de recuperacgao.

4.3.3 Preciséo

A precisdo pode ser expressa numericamente por meio da estimativa do desvio padréo.
Na analise da precisdo foi realizado a leitura da absorbéncia no espectrofotdmetro das
solugdes de SB-83 em trés pontos da curva, um baixo (2pug/mL), um médio (8ug/mL) e um
alto (12pg/mL). O experimento foi realizado em trés niveis de precisdo: a repetibilidade
(preciséo intra-corrida) que foi realizada com leituras duplicadas das concentracdes definidas
por dois analistas; e a precisdo intermediaria (inter-corrida) conduzida por dois analistas e em
dias distintos. Por fim, a precisdo foi expressa em desvio padréo relativo percentual (DPR %)
equacédo (3). Nesse estudo, foi adotado o valor de Desvio Padrdo Relativo percentual menor

que 5,0 %, conforme recomendado pelo ICH.

4.3.4 Linearidade
A linearidade foi observada a partir da curva analitica com sete niveis de

concentracdo: 1, 2, 4, 6, 8, 10 e 12 pug/mL em triplicata. Os resultados obtidos foram
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analisados estatisticamente e determinado o coeficiente de correlagdo linear (r). Segundo o
ICH, o critério minimo aceitavel do coeficiente de correlagdo (r) € de 0,999, logo, nesse

estudo foi adotado essas diretrizes.

4.3.5 Limite de deteccdo (LD) e limite de quantificacdo (LQ)

Os limites de deteccdo e quantificacdo foram calculados a partir da construcdo das
curvas analiticas sendo a menor concentracdo encontrada o LQ. O LD foi calculado utilizando
a equacdo (5) baseado no desvio padrdo e na inclinagdo da curva analitica, como
recomendado pelo ICH.

LD = % x 3,3 (5)

Onde, o ¢ o desvio padrao médio do intercepto y e b a inclinagdo da curva.

O limite de quantificacdo de uma amostra € a menor quantidade do analito que pode
ser detectada e quantificada com exatiddo e precisdo (ICH, 2005). O LD foi calculado

utilizando a equacéo (6) como recomendado pelo ICH.
LQ = % x 10 (6)

Onde, o ¢ o desvio padrao médio do intercepto y e b a inclinac¢do da curva.

4.3.6 Robustez

A robustez foi avaliada através das solu¢bes do ponto médio da curva (8 pg/mL) que
foram submetidas a pequenas modificacdes na metodologia de preparo. Inicialmente as
solucbes foram dissolvidas em solventes de 3 marcas de diferentes fabricantes (Quimica
Moderna®, Sol-teh e J.T. Baker), no qual foi realizada uma diluigio das solugdes de 8 pg/mL
no solvente e foi avaliado as absorbancias no espectrofotdémetro.

Posteriormente, as solugdes do ponto médio da curva (8 pg/mL) foram submetidas a
uma leitura no espectrofotdmetro variando em diferentes comprimentos de ondas A (390, 393,
394 e 395 nm). Por fim, a avaliacdo se baseou na taxa de recuperacao (equacédo 4) e do DPR

% (equacdo 3).

4.4 Andlise estatistica
As analises estatisticas foram realizadas através do R-Studio e do Excel 2016.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES:

5.1 Caracterizacdo morfologica e fisico-quimica das nanoparticulas

As nanoparticulas foram obtidas com éxito pelos métodos propostos, entretanto as
nanocapsulas apresentaram instabilidade ap6s a sua formacéo, assim como as nanoesferas
obtidas pelo método da emulsao simples, de forma que, apds a preparacao, essas formulacdes
apresentaram precipitado de farmaco no frasco, indicando que uma concentracao do farmaco
ndo foi encapsulada no sistema. Por esse motivo, a nanoesfera obtida pelo método da
nanoprecipitacdo (NE-SB83) foi escolhida para seguir com o estudo.

5.1.1 Determinacado do didametro médio, potencial zeta e indice de polidisperséo

O potencial zeta mede a mobilidade eletroforética das particulas e expde a diferenca
das cargas entra as camadas na linha de cisalhamento, ou seja, a carga da nanoparticula e da
carga presente na linha de cisalhamento. A preparacdo da amostra para medicdo inclui que a
composicdo do meio dispersante seja totalmente descrita, assim, o potencial zeta avalia o
controle de qualidade para fornecer informacdes sobre a estabilidade das dispers@es. E, é
considerado como um meio de prever o comportamento in vivo, portanto, o desempenho
biolégico das nanoparticulas (SAMEUT BOUHAIK et. al., 2013).

Nesse sentido, os resultados encontrados antes e depois da encapsulacdo foram de -
19,3 +0,35 mV e -20,4 +0,65 mV respectivamente, sugerindo um potencial zeta negativo
(Tabela 1). Ademais, de acordo com a classificacdo do potencial zeta, destaca-se valores de +
0-10 mV como altamente instaveis, +10-20 mV relativamente estaveis, +20-30 mV
moderadamente estaveis e >+ 30 mV altamente estavel (BHATTACHARJEE, 2016; PATEL,
AGRAWAL, 2011).

Tabela 1 - Diametro médio, indice de polidispersédo e potencial zeta das nanoparticulas

Formulacéo Didmetro médio (nm) P.D.I Potencial zeta (mV)
NE-BRANCA 180,6 (20,75) 0,152 (+0,06) - 19,3 (x0,35)
NE-SB83 205,7 (x4,75) 0,274 (x0,04) - 20,4 (x0,65)

A determinacédo do diametro das particulas (nm) foi realizada apds diluicdo da amostra
em agua deionizada para uma maior dispersao das particulas. Primeiramente, os resultados do
didmetro médio foram submetidos ao teste do Shapiro-Wilk (NE-BRANCA, p =0,2622) e
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(NE-SB83, p = 0,3796), indicando que os dados apresentaram normalidade. Sucessivamente,
os resultados obtidos do didmetro médio das nanoparticulas foram submetidos ao Test T
pareado onde os resultados apresentaram valores significativos para as diferencas entre as
médias (p = 0,0319), logo, verifica-se que a adicdo do SB-83 contribui para 0 aumento do
tamanho médio da nanoparticula e esse tamanho encontrado favorece a captacdo pelos
macrofagos (Tabela 8). E por fim, as nanoparticulas com o farmaco obtiveram um indice de
polidispersdo (P.D.I) inferior a 0,3, indicando homogeneidade do didmetro das particulas em

suspensao.

5.1.2 Analise de eficiéncia de encapsulacao

A taxa de encapsulacdo da nanoparticula com o SB-83 foi realizada pelo método
direto e indireto. Assim, por meio do método indireto e direto, os valores da eficiéncia de
encapsulacdo obtidos foram de 62,7% (+0,12) e 88,9% (+0,87) respectivamente, através do
comprimento de onda de 392nm. Logo, os resultados sugerem que essas taxas obtidas para a

taxa de encapsulacdo foram satisfatdrias por ambos dos métodos analisados.

5.2 Validacdo Analitica
5.2.1 Especificidade

A especificidade avalia se 0 método adotado é eficaz em avaliar a presenca de
componentes que podem interferir na matriz dos dados. Nesse estudo as amostras foram
submetidas a condicOes de estresse (Tabela 2) na concentragdo média da curva (8 pg/mL) a
fim de detectar a ocorréncia de fatores interferentes na degradacdo do farmaco. Conforme os
resultados obtidos, as amostras submetidas a condi¢des de resfriamento expostas a luz
apresentaram um desvio padrdo relativo inferior a 5%, uma alta taxa de recuperacdo do
farmaco nas amostras, adotavel como aceitavel pelo ICH e indicando que o método é capaz de
detectar e quantificar a presenca de constituintes que possa alterar a formulagéo.

Tabela 2 - Valores de especificidade para amostra padrdo em condicGes de estresse

Condicéo de Concentracéao Concentracéao DPR Taxa de
estrese: tedrica (ug/mL)  Real (ug/mL) (%) Recuperagéo (%)
Resfriamento (- 8 6,7078 3,90 111,7968094
20°C)

Luz visivel 8 6,6322 3,99 110,5373636
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Desse modo, de acordo com a analise apresentada na Tabela 2, é possivel observar que
as variaveis testadas interferem na taxa de recuperacdo do SB-83, indicando que € necessario

cuidados na manipulacdo do farmaco, em condicdes de resfriamento e exposicéo a luz.

5.2.2 Exatidao

A exatiddo do método proposto foi avaliada em trés niveis de concentragdo: um baixo
(2 pg/mL), um médio (8pg/mL) e um alto (12pg/mL). Os valores encontrados estdo listados
na Tabela 3.

Tabela 3 — Estudo de Exatiddo (DPR, Taxa de Recuperacao e Exatidao)

Concentracdo tedrica (ug /mL) DPR (%) Taxa de Recuperacéo (%)
2 2,67% 101,13%
8 0,57% 98,17%
12 2,87% 102,92%

O ICH preconiza que a taxa de recuperacdo deve ser de 100+5% e o DPR maximo
deve ser 5%. Logo, os resultados mostram que o0 método se mostra exato para as

concentracgoes baixa (2 pg/mL), média (§ug/mL) e alta (12ug/mL) com valores variando entre

0,1758 £ 0,9518 (p < 0,01) e DPR inferior a 5%.

5.2.3 Preciséo

Na analise de preciséo foi realizado a leitura da absorbancia das solugdes do SB-83 em
tr€s pontos da curva, um baixo (2pug/mL), um médio (8ug/mL) e um alto (12pg/mL). E, em
trés niveis de precisdo: a repetibilidade (precisdo intra-corrida), a precisdo intermediaria
(inter-corrida) por analistas e dias distintos (Tabela 4 e Tabela 5). A repetibilidade apresentou
um DPR inferior a 5%, indicando que esta dentro dos parametros aceitaveis pelo ICH (Tabela
4). Através do teste T (p > 0,4), considera-se as absorbancias estaticamente iguais.
Tabela 4 — Repetibilidade

(continua)
Repetibilidade (n=9)
Concentracdo tedrica (8 pg/mL?')  Absorbancias (n=9) DPR (%)
8 0,652 3,59%

8 0,689
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Tabela 4 — Repetibilidade
(concluséo)

Repetibilidade (n=9)

Concentracdo tedrica (8 pg/mL?1)  Absorbancias (n=9)
8 0,655
8 0,626
8 0,675
8 0,634
8 0,624
8 0,632
8 0,629

Tabela 5 — Niveis de precisdo

Precisédo Intermediaria

Analista 1 Analista 2
Concentracéao Dial Dia 2 Dia 3 Dia 1l Dia 2 Dia 3
tedrica (ug /mL) DPR (%) DPR (%) DPR (%) DPR (%) DPR (%) DPR (%)
2 3,28% 2,09% 3,36% 2,67% 0,65% 3,83%
8 5,02% 3,79% 0,66% 3,14% 4,15% 0,64%
12 3,13% 1,97% 1,20% 2,87% 3,54% 0,52%

A precisdo foi expressa em desvio padréo relativo percentual (DPR %) (equacdo 3). O
valor do Desvio Padrdo Relativo percentual adotado como aceitavel foi menor que 5%, no
gual os resultados apresentados estdo dentro dos parametros recomendados pelo ICH, pois
todos os valores foram menores que 5%. Inicialmente para avaliar os dados da precisdo
intermediéria foi aplicado o teste de Shapiro-Wilk (Tabela 6) para verificar a normalidade dos
dados, no entanto, apenas o par de médias da concentragdo 8 ug/mL (analisa 1 e analista 2)
apresentou normalidade (p > 0,005). Sendo assim, as concentracbes de 8 pg/mL para o
analista 1 e analista 2 foram confrontadas por meio do Teste T para amostras independentes,
onde foi obtido o p-valor > 0,05, significando que as médias podem ser consideradas

estatisticamente iguais, indicando que o método esta altamente preciso.
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Tabela 6 - Teste de normalidade do Shapiro-Wilk

Concentracoes Analista 1 Analista 2
p =0.0053
2 ng/mL p =0.1890
p =0.5343 p =0.1150
8 pg/mL
p =0.01379 p = 0.8506
12 pg/mL

Posteriormente para a concentracdo baixa (2ug/mL) e para a concentragdo alta
(12pug/mL) que ndo apresentou normalidade (Tabela 5), foi aplicado o teste ndo paramétrico
de Mann-Whitney para diferencas de medias, e os resultados sugerem que nao ha diferencas
para essas concentracdes (2ug/mL, p = 0,44) e (12ug/mL, p = 0,26), indicando que o método
esta preciso para os dois analistas.

5.2.4 Linearidade

Os resultados encontrados demonstram que o método apresentou faixa de linearidade
de 1 a 12 pg/mL e a curva analitica pode ser descrita pela equagdo da reta y= 0,0794x +
0,0186 obtida pelo método dos minimos quadrados (Figura 4). Observa-se uma completa
linearidade, com coeficiente de determinacdo (R?) de 0,9991, considerando que o critério
minimo aceitavel do coeficiente de correlacdo deve ser r = 0,999 (ICH, 2005).

Figura 4 - Grafico de Linearidade do SB-83
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5.2.5 Limite de deteccéo (LD) e quantificacdo (LQ):

A determinacdo desses parametros garante a quantificacdo e determinacdo do analito
desde os pontos iniciais de amostragem. O LD e LQ foram calculados a partir do desvio
padrdo da resposta e do declive obtido a partir da regressao linear da curva de calibracdo. Os

valores de LD e LQ foram de 0,36 pg/mL e 1,11 pg/mL, respectivamente.

5.2.6 Robustez:

Os testes de robustez indicam os fatores que podem influenciar significantemente a
resposta do método estudado. Tal fato fornece a dimenséo do problema que ocorre quando o
método é repetido em diferentes condicdes ou é transferido, por exemplo, para outro
laboratdrio. Assim, a avaliacdo da robustez em um procedimento de validacdo analitica deve
mostrar confiabilidade de uma analise com varia¢des nos parametros de preparo. Entdo se as
medidas mostrarem que o método é susceptivel a variacdo, as condi¢des analiticas devem ser
controladas ou uma declaracdo de precaucdo deve ser anexada ao procedimento (ICH, 2005).

Tabela 7 — Percentual de Recuperacdo da Robustez variando as marcas de fabricacdo dos

solventes:
Fabricante dos solventes: Recuperagéo (%)
Quimica Moderna ® 78,8098
Sol-teh ® 91,2468
J.T. Baker ® 87,7046

Tabela 8 — Percentual de Recuperacdo da Robustez variando o comprimento de onda:

Comprimentos de onda Concentracéo Real Recuperacéo (%)
0 (e
390 7.2746 90,9320
391 7,2871 91,0894
393 7,2871 90,7745
394 7,2620 90,6171

Deste modo, o teste foi realizado através de pequenas alteracfes nos parametros
analiticos e utilizadas para esse teste o ponto médio da curva (8 ug/ml) em diferentes marcas
de solventes (Tabela 7) e variando o comprimento de onda (Tabela 8). Logo, com base nos

resultados do percentual de recuperagédo em que foi variado os fabricantes dos solventes e 0s
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comprimentos de onda, os resultados demonstraram uma taxa de recuperacdo inferior ao
minimo recomendado (95%), indicando pequenas varia¢fes nas condi¢fes de analise do

método.
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6 CONCLUSAO

As nanoparticulas do SB-83 foram desenvolvidas com sucesso pela técnica da
nanoprecipitacdo e emulsdo simples (o/a), porém foi escolhida apenas a formulacdo obtida
pela nanoprecipitagdo para posteriores estudos. Os resultados encontrados no
desenvolvimento do método analitico por espectrofotometria seguiram todas as diretrizes
recomendas pelo ICH, podendo nos assegurar que a técnica utilizada garante confiabilidade,
além de ser uma técnica rapida, sensivel, precisa e exata, sendo essencial para a analise do
farmaco. Por fim, na caracterizagdo morfologica e fisico-quimica, verificou-se que a
nanoformulacdo apresentou um potencial zeta negativo, que garantiu estabilidade e
demonstrou homogeneidade do diametro. No entanto, para uma futura aplicacdo clinica do
nanosistema, torna-se necessarios estudos de estabilidade e avaliacdo in vitro para confirmar
os efeitos farmacoldgicos do sistema em cepas de Leishmania amazonenses. Portanto, para
superar os desafios farmacéuticos encontrados no atual tratamento da leishmaniose, essa
formulacdo nanoparticulada contendo o SB-83 possui fortes indicios de se tornar um futuro
medicamento direcionado a parasitose, porem, como relatado, é imprescindivel estudos mais
avancados de avaliagdo de parametros de estabilidade e testes in vitro para que conduza uma
maior confiabilidade para o sistema nanoparticulado.
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