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RESUMO

A leishmaniose é uma antropozoonose de relevancia mundial, classificada como categoria |
do Programa de Doencas Tropicais, referente a doencas emergentes e fora de controle (MS,
2006), e no contexto nacional (especialmente regional), com notificacdo no periodo de 2010 a
2012, de 52.862 novos casos. A OMS preconiza como principal medida de controle para
todas as formas da doenca o uso de quimioterapicos, os farmacos de primeira escolha, 0s
antimoniais. Embora sejam usados ha quase 100 anos, apresentam uma série de limitacdes,
dentre elas, a incomoda administrag@o por via parenteral. Este trabalho propde a investigacao
de Hidroxidos Duplos Lamelares (HDLs) como matriz hospedeira bidimensional de
antiménio para o desenvolvimento de estratégias na quimioterapia da leishmaniose, visando a
terapia oral. Tal escolha justifica-se pelo seu baixo custo, facilidade de sintese laboratorial,
capacidade significativa de troca idnica e biocompatibilidade. Desta forma, ao longo do
trabalho, foram realizadas sinteses de varios lotes de HDL precursor através do método de co-
precipitacdo e caracterizados por meio de algumas técnicas. Foram realizados ensaios
biolégicos com o HDL precursor, onde foram avaliadas a citotoxicidade e a endocitose em
macrofagos peritoneais. Posteriormente foi realizado o preparo dos sistemas binarios via troca
idnica, onde foram estudadas as variaveis concentracdo (1:2 e 2:1) do farmaco antimonial de
partida (tartarato de antiménio Il e potassio) e tempo reacional (2, 24, 48, 72 e 96 horas), e
por fim, o revestimento destes nanossitemas. Por meio das técnicas de caracterizagéo, foi
confirmada a sintese e a robustez da metodologia de preparo dos HDL. O ensaio de
citotoxicidade realizado para os HDLs comprovou a auséncia da ocorréncia desta enquanto o
ensaio de endocitose comprovou sua ocorréncia em macréfagos peritoneais de camundongos
Swiss. A formacdo dos sistemas binarios na forma de p6 foi comprovada com o auxilio das
técnicas de caracterizacdo utilizadas, assim como foi identificada a formacdo do éxido de
antiménio com simetria octaédrica. O revestimento com o polimero também foi realizado e
avaliado por MET. Além do baixo custo e da facilidade de sintese laboratorial da argila, 0s
sistemas produzidos sdo promissores, com base na escolha de HDL como um nanocarreador
de Sb*", designado como responsavel pela acdo leishmanicida dos antimoniais. Além disso,
ndo induz citotoxicidade e, de forma analoga a corrente de antimdnio-carboidratos drogas, o
HDL desempenharia o papel dos hidratos de carbono ao se submeter a endocitose por
macrofagos (local de infec¢éo).

Palavras-chave: Hidroxidos duplos lamelares. Antim6nio. Nanotecnologia. Sistema binario.
Leishmaniose.



ABSTRACT

Leishmaniasis is a global relevance anthropozoonosis, classified as category | on Brazilian
Tropical Diseases Program, concerning emerging and out of control diseases, and in a
national context (especially regional), with reporting in the period from 2010 to 2012, of
52,862 new cases. The WHO recommends as main control measure to all diseases forms the
use of chemotherapy, among these, the first choice drugs are antimonials. Although its use for
almost 100 years, they have a number of limitations, including the uncomfortable parenteral
administration route. This study proposes a research of Layered Double Hydroxides (LDHS)
as bidimensional host matrix to antimonials drugs to research on Leishimaniasis
chemotherapy, in order to use the oral therapy. The choice for LDHs is justified by its low
cost, easy to synthesize in laboratory, significant ion exchange and biocompatibility. Thus,
along this study, there were several lots synthesis of HDL precursor and characterized by
means and some techniques. Biological assays were performed with the HDL precursor,
where endocytosis and cytotoxicity in peritoneal macrophages were evaluated. Subsequently
the preparation of binary systems via ion exchange was performed, where the variables
concentration (1:2 and 2:1) antimony parent drug (tartrate of antimony and potassium 111) and
reaction time (2, 24, 48, 72 and 96 hours) were studied, and finally coating these
nanossitemas. Through the characterization techniques the synthesis and robustness of the
methodology of preparation of HDLs were confirmed. The formation of binary systems in
powder form was confirmed with the aid of the techniques used for characterizing, as well as
identifying the formation of antimony oxide with octahedral symmetry. The coating polymer
was produced and also evaluated by TEM. Besides the low cost and easily laboratorial
synthesis of the clay, the systems produced are promising, based on the choice of LDH as a
nanocarrier of Sb*, designated as responsible for antileishmanial action in the antimonials
drugs. Furthermore, it does not induce citotoxicity and, analogously to current antimony-
carbohydrates drugs, LDH would play the role of carbohydrates while undergoing
endocytosis by macrophages (site of infection).

Keywords: Layered double hydroxides. Antimony. Nanotechnology. Binary system.
Leishmaniasis.
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1 INTRODUCAO

A leishmaniose é uma doenga infecciosa zoondtica, causada por cerca de 20 espécies
de um protozoério flagelado do género Leishmania, subdividido em dois subgéneros distintos,
L. (Leishmania) spp. e L. (Viannia) spp., da ordem Kinetoplastida e da familia
Tripanosomatidae. E classificada pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) como de
categoria | do Programa de Doengas Tropicais, referente a doengas emergentes e fora de
controle (MS, 2006). As leishmanioses sdo endémicas em 88 paises, dos quais 72 estdo em
processo de desenvolvimento, mas seu impacto na satde publica mundial é subestimado, visto

que a declaracdo da doenca € compulséria em apenas 32 dos paises afetados pela mesma.

Um estudo recente sobre o financiamento mundial de inovacdo para doencas
negligenciadas revelou que menos de 5% deste financiamento foi investido neste grupo de
doencas parasitarias, ainda que mais de 500 milhdes de pessoas sejam ameacadas pelas
mesmas (MS, 2012). Isso justifica que os farmacos antimoniais tenham uso na quimioterapia
da leishmaniose ha 100 anos, até hoje pouco se conheca a respeito dos seus mecanismos de
toxicidade e de acdo, e que continuem sendo os medicamentos de primeira escolha para tal
(FREZARD et al., 2008). O fato é que seu uso acompanha grandes limitacdes, como: alta
incidéncia de efeitos toxicos, alto custo do tratamento, necessidade de um longo periodo de
tratamento e a via de administracdo empregada (parenteral). Em vista disso, estudos
encontram-se em fase investigativa visando o melhoramento da quimioterapia com o0s
antimoniais, mas ainda sdo poucos 0s que tém sucesso na tentativa de reducdo destes efeitos
toxicos inerentes ao farmaco. A nanotecnologia pode, entdo, se apresentar como uma
alternativa na reducdo de toxicidade e melhoramento da biodisponibilidade de farmacos,
conferindo-lhes uma protecdo parcial através da utilizacdo de nanocarreadores (BERGAYA e
LAGALY, 2001).

Assim, considerando-se (i) as caracteristicas estruturais dos farmacos antimoniais,
normalmente encontrados sob a forma de sais ionizaveis; e (ii) as caracterististicas das argilas
anidnicas ou hidroxidos duplos lamelares (HDLs), como: facilidade de sintese laboratorial,
dispersibilidade em &gua, baixo custo, biocompatibilidade, e, em especial, sua propriedade de
troca (an)idnica; o presente trabalho visa a avaliacdo inédita dos HDLs como nanocarreadores

inorganicos de antiménio como alternativa na quimioterapia da leishmaniose.

12



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Leishmaniose

2.1.1 Definicéo e classificagéo

As leishmanioses sdo doencas zoonéticas causadas por protozoarios parasitos
intracelulares obrigatérios, do género Leishmania. Tais protozodrios pertencem a familia
Trypanosomatidae e se alojam no compartimento fagossomal do macréfago, célula sanguinea
com funcdo de defesa de hospedeiros vertebrados (MS, 2007; NGURE et al., 2009;
HERNANDEZ et al., 2012;)

A leishmaniose infecta os seres humanos através da picada de flebotomineos, insetos
hematdfagos (Figura 1), que se reproduzem em areas de florestas, cavernas e casas de tijolos
de adobe (GOODWIN, 1980). Tais insetos transmissores da doenca sdo pertencentes a Ordem
Diptera, Familia Psychodidae, Subfamilia Phlebotominae, Género Phlebotomus (Velho
Mundo) e Lutzomyia (Novo Mundo), infectados por estes protozoarios (MS/SVS, 2007;
NGURE et al., 2009; PAVLI et al., 2010). A transmissdo pode ocorrer ainda, através da
doacdo ou transfusdo sanguinea, transplante de 6rgdos ou ainda de forma congénita (PAVLI
et al., 2010).

Figura 1 — Inseto Lutzomyia, vetor da leishmaniose

Fonte: Fiocruz (2006).

Tal patologia é considerada um problema grave de saude publica no mundo, onde 350

milhdes de pessoas estdo em risco de contrair a doenca. Estima-se que cerca de 12 milhdes de
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pessoas estdo atualmente infectadas e cerca de 2 milhdes de novos casos ocorrem anualmente
(HERNANDEZ et al., 2012).

O tipo de leishmaniose que pode acometer o individuo varia de acordo com a espécie
de Leishmania responsavel pela infeccdo, area de aquisicdo e fatores do hospedeiro, como,
por exemplo, a resposta imune especifica do hospedeiro (NGURE et al., 2009; PAVLI et al.,
2010). Apesar de a infeccdo poder apresentar-se de forma assintomatica (PAVLI et al., 2010),
a leishmaniose € caracterizada pela OMS (WHO, 2013), levando em consideracao o espectro

de suas manifestacdes clinicas, a leishmaniose pode ser classificada em:

e Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA), é também conhecida como Ulcera de
Bauru, ferida brava, entre outras, e inclui as formas a seguir (MS, 2000).

o Leishmaniose cutanea (LC): lesdes cutaneas ulcerativas na regido da picada
do inseto transmissor, geralmente em areas expostas como pernas, bracos e
face, sendo que tais lesbes costumam curar espontaneamente apos alguns
meses, resultando em cicatrizes (MS, 2009).

o Leishmaniose cutaneo-difusa (LCD): derivacdo da LC, com apresentacéo
de multiplos nddulos ndo-ulcerativos semelhantes as lesdes da hanseniase
virchowiana e séo bastante dificeis de tratar (MS, 2009).

o Leishmaniose Mucosa (LM): derivacdio da LC, com presenca de
inflamacdo destrutiva na mucosa. Também denominada leishmaniose
mucocutanea (EL-HASSAN et al., 2001; PAVLI et al., 2010), causa lesdes
que podem destruir parcial ou totalmente as mucosas do nariz, da boca e da
garganta cavidades e tecidos circundantes. Esta forma da doenca é
considerada pelo Ministério da Saude, uma fase tardia da forma cutanea da
doenca (MS, 2013).

e Leishmaniose visceral (LV) é também conhecida como Calazar e se caracteriza por
febre alta, perda substancial de peso, inchaco do baco e do figado, e anemia. Se
ndo tratada, a taxa de mortalidade da doenca pode chegar a 100% dentro de 2 anos
(MS, 2009).

As leishmanioses estdo incluidas no conceito de “doencas negligenciadas” (SOUZA,
2010). De acordo com Lotrowska e Zackiewicz (2005), uma doenca pode ser considerada
negligenciada quando as opgdes de tratamento sdo inadequadas ou quando ndo existem;
quando seu mercado potencial de farmacos € insuficiente para provocar uma pronta resposta
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do setor privado e, por fim, quando a disposicdo do governo em lutar contra este tipo de
doenca é insuficiente, ou seja, ha falha de mercado e de politica publica. Estes autores fazem
ainda uma distincdo entre as doencas negligenciadas e as doencas extremamente
negligenciadas, pela qual as ultimas acometeriam pacientes com tdo pouco poder aquisitivo,
que ndo tém capacidade de compra e, consequentemente, ndo conseguem estimular o interesse
da industria farmacéutica. A doenca do sono, leishmaniose visceral e doenca de Chagas
(DNDi, 2013) séo exemplos de doencas extremamente negligenciadas (WHO, 2013). Assim,
a LC é considerada como a forma mais comum no mundo e a LV como a forma mais grave
(WHO, 2013) (Figura 2).

Figura 2 — Sinais e sintomas caracteristicos das leishmanioses: (A) Ulceras caracteristicas da
leishmaniose cutanea e mucosa em diferentes fases evolutivas; (B) hepatoesplenomegalia
caracteristica da leishmaniose visceral em estado avancado

Fonte: VELOZO et al. (2006);VIEIRA (2012).

2.1.1.1  Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA)

E definida pelo Ministério da Sadde do Brasil (2007), como uma doenca infecciosa,
ndo contagiosa, causada por diferentes espécies de protozoarios do género Leishmania, que
acomete pele e mucosas; sendo a forma mucosa, a evolucdo da forma cutanea (MS, 2009).
Primariamente, € uma infeccdo zoondtica, afetando outros animais que ndo o ser humano, o

qual pode ser envolvido secundariamente (MS, 2007).

De acordo com Hernandez et al. (2012), até o ano de 2005 foram reconhecidas na
América onze espécies dermotrdpicas de Leishmania causadoras de doenca humana e oito
espécies descritas somente em animais. No Brasil ja foram identificadas sete espécies, sendo

seis do subgénero Viannia e uma do subgénero Leishmania: L. (V.) lainsoni, L. (V.) naiffi, L.
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(V.) lindenberg, L. (V.) shawi, L. (V.) braziliensis, L.(V.) guyanensis e L.(L.) amazonensis. As
trés Ultimas sdo consideradas como as principais espécies (MS, 2009).

Existe um periodo de incubacdo da doenca no ser humano e este ocorre, em média, de
dois a trés meses, podendo variar de duas semanas a dois anos (MS/SVS, 2007). Os pacientes
infectados geralmente desenvolvem de leves a graves lesdes ulcerativas limitadas a apenas
uma Unica (leishmaniose localizada) ou a varias lesbes na pele, resultando em desfiguracao

grave, deficiéncia e estigma social e psicolégico (HERNANDEZ et al. 2012).

Varios sdo os métodos de diagndstico que podem ser utilizados para a confirmacdo da
leishmaniose, havendo sempre uma fundamental importéncia na realizacdo da correlagdo

entre o diagndstico clinico e o laboratorial (MS, 2011b).

Para a LC, normalmente o Ministério da Saude (2011b) recomenda os procedimentos
de escarificacdo, de puncdo aspirativa ou de biopsia das lesbes cutaneas, de linfonodos ou de

mucosas (sendo estes dois ultimos, utilizados em casos de leishmaniose cutdneo-mucosa).

2.1.1.2 Leishmaniose Visceral (LV) ou Calazar

E causada por L. donovani (na Asia e Africa) e L. infantum/L. chagasi (no sul da
Europa e no Brasil) (GONTIJO e MELO, 2004; SILVA, 2007; CROFT et al., 2011).

As manifestacOes clinicas apresentam-se em intensidades variaveis e o periodo de
incubacdo ocorre, em média, por cerca de trés meses. A grande maioria dos individuos
infectados permanece assintomatica por toda a vida, porém na forma classica da doenca pode
ocorrer febre, hepatoesplenomegalia discreta e palidez cutaneo-mucosa, podendo estar
presentes tosse e diarreia. Se ndo tratado, o paciente pode evoluir para o periodo de estado
caracterizado por hepatoesplenomegalia volumosa, linfadenomegalia, persisténcia da febre,
piora da palidez cutaneo-mucosa, taquicardia e emagrecimento progressivo (PASTORINO et
al., 2002). No periodo final da doenca ocorre uma associacdo a infec¢bes bacterianas,
desnutricdo proteico-energética grave, epistaxe, sangramentos cutaneos ou digestivos, sendo
as infeccOes bacterianas responsaveis pela maioria dos obitos (PAVLI et al., 2010; MS,
2011b). No entanto, para o desenvolvimento e progressdo da doenca, alguns fatores como a
idade, o estado nutricional e as caracteristicas imunogenéticas do individuo acometido

determinam a intensidade das manifestagdes clinicas (MS, 2011b).
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Diante da suspeita de LV, o Ministério da Salde (2011a) recomenda a coleta de
sangue para sorologia. A seguir, recomenda hemograma (com contagem de plaquetas);
velocidade de hemossedimentagdo; creatinina; ureia; alanina aminotransferase; aspartato
aminotransferase; atividade de protrombina; albumina; globulina; fosfatase alcalina;
bilirrubinas e amilase sérica. Adicionalmente, devido a alta e comum prevaléncia de co-
infeccdo HIV-leishmania, visto que a SIDA pode manifestar-se como doenga oportunista em
pacientes imunodeprimidos, recomenda, também, oferecer o teste de HIV a todo paciente com
diagnostico confirmado de LV. Sdo também recomendados o aspirado de medula dssea ou a
obtencdo das células nucleadas (leucécitos) do sangue periférico, além da possibilidade de
realizacdo de bidpsia ou puncdo de 6rgaos do sistema fagocitico mononuclear (SFM) — baco,
figado ou linfonodos (MS, 2011b).

2.1.2 Epidemiologia

Com base na distribuicdo geogréafica (Figura 3), a leishmaniose € dividida em Novo
Mundo e Velho Mundo (PAVLI et al, 2010). Tal divisdo geografica decorre da
regionalizacdo do ponto de vista historico, onde o Velho Mundo é uma expressdo usada para
designar a visdo de mundo que os europeus detinham por volta do século XV, quando eram
conhecidos apenas 0s continentes europeu, africano e asiatico. J& o Novo Mundo, expressao

também criada pelos europeus, se refere ao continente americano (FREITAS, 2010).

Figura 3 — Distribuicéo global da leishmaniose

Fonte: DAVIES et al., 2003.
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De acordo com o Ministério da Saude (2013), no Brasil, no periodo de 2008 a 2013, a
LTA apresentou 9.712 notificagdes, sendo 8.879 apenas no ano de 2013, com cinco Obitos
causados pela doencga (SINAN, 2014). Em relacdo a notificagdo de casos de LTA no estado de
Alagoas, 0 mapa apresentado na figura 4 retrata este historico entre 2001 e 2010. Conforme o
mapa, as cidades mais atingidas pela LTA sdo Palmeira dos indios, Quebrangulo, Cha Preta,
Paulo Jacinto, Vicosa, Santana do Mundau, Séo José da Laje, Colénia Leopoldina, Ibateguara,
Unido dos Palmares, Novo Lino, Jundia, Campestre, Jacuipe, S&o José da Tapera e Traipu.

Figura 4 — Numero de casos de Leishmaniose Tegumentar Americana em Alagoas (2001 — 2010)

Numero de casos de LTA (2001 - 2010)
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Fonte: DATASUS / MS (informagGes obtidas em abril de 2012).

Segundo a Secretaria de Vigilancia em Sadde/MS (2012), a LV apresenta um
comportamento ciclico epidemiolégico, com aumento no niumero de casos aproximadamente,
a cada cinco anos. No periodo de 2008 a 2013, foram notificados pelo Sistema de Informacéo
de Agravos de Notificacdo (SINAN, 2014) 1.415 casos confirmados de LV no Brasil, sendo
que 1.105 destes casos foram notificados apenas no ano de 2013, com a evolugdo de 88 6bitos
no pais por LV registrados no periodo de 2012 a 2013, sendo que 1 dbito por LV foi
notificado no ano de 2012 no estado de Alagoas. A regido nordeste ainda apresenta elevada
quantidade de casos letais da doenca (40 casos), com destaque para o estado do Ceara (14
casos notificados apenas no ano de 2013). Em segundo lugar no “ranking” mais atual, a
regido centro-oeste, apresentou 29 casos letais de leishmaniose do tipo visceral (notificadas no
periodo de 2012 a 2013), seguida pela regido sudeste, com 16 casos letais; e pela regido norte
com 13 casos letais notificados pelo SINAN (2014) dentro do mesmo periodo. Ja a regido sul
do Brasil, desde o ano de 2007 até o ano de 2013, ndo registrou nenhum caso letal,

provavelmente pelo ambiente desfavoravel & propagacdo e manutencdo do ciclo da doenca
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(SINAN, 2014). Quanto a notificacdo de casos de LV no estado de Alagoas, o mapa
apresentado na figura 5 retrata a media anual de casos compreendendo o intervalo de tempo
entre 2001 e 2010. Conforme o mapa, as cidades alagoanas mais atingidas pela LV sdo Passo
de Camaragibe, Canapi, Pogo das Trincheiras, Santana do Ipanema, Cacimbinhas, Minador do
Negrdo, Palmeira dos Indios, Estrela de Alagoas, Major lzidoro, Craibas, lgaci, Arapiraca,
Campo Grande, Olho d’Agua Grande, Lagoa da Canoa, Traipu, Palestina, Pado de Agucar,
Senador Rui Palmeira, Olivenca e Olho d’Agua das Flores.

Figura 5 — Média anual de casos de Leishmaniose Visceral em Alagoas (2001 a 2010)

e casos de LV (2001 -

Fonte: DATASUS / MS (informagGes obtidas em abril de 2012).

2.1.3 Ciclo evolutivo

O ciclo evolutivo da Leishmania spp. (Figura 6) é heteroxénico, envolvendo o inseto
vetor (flebotomineo) e os reservatorios vertebrados, que podem ser 0s animais domésticos e

silvestres e, acidentalmente, o0 homem (MS, 2007).
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Figura 6 — Ciclo evolutivo do parasito (Leishmania)
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Fonte: Centers for Disease Control and Prevention DPDXx, 2009. Leishmaniasis. Disponivel em:

http://www.dpd.cdc.gov/dpdx/HTML/Leishmaniasis.htm. (adaptado).

Figura 7 — Leishmania — (a) Forma flagelada ou promastigota e (b) forma aflagelada ou
amastigota

Fonte: () CORREA, R. (2012); (b) Canine Vector-Borne Diseases (2013).

Promastigotas tranformam-se

O flebotomineo ou fleb6tomo, que é o hospedeiro invertebrado, possui habito
crepuscular e realiza hematofagia quando as temperaturas encontram-se acima dos 18°C e na
auséncia de chuva ou vento (ALVAR et al., 1995). Por meio da hematofagia realizada, o
inseto adquire a forma amastigota através da linfa intersticial ou do sangue circulante. No
tubo digestivo deste inseto ocorre uma série de mudancas nos aspectos morfoldgicos,
bioguimicos e moleculares no protozoario parasito Leishmania spp.; sendo a principal
mudanca a transformacédo da forma amastigota em promastigota (Figura 7), com o decorrer do
ciclo de vida do parasito (ALVAR et al., 1995; SARAIVA et al., 2005; NETO et al., 2008).
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As amastigotas podem estar dentro ou fora dos macréfagos adquiridos no ato da
hematofagia. Apresentam formas arredondadas, com citoplasma azul péalido, nicleo
excéntrico e cinetoplasto em forma de bastonete, de cor idéntica a do nucleo (MS/SVS,
2011b). Ja as promastigotas apresentam um formato mais alongado e um flagelo, cujo
tamanho depende do estagio de evolucdo (SARAIVA et al., 2005).

No hospedeiro vertebrado (chacais, raposas, cdes) e no homem (antropozoonose), a
transmissdo do protozoario Leishmania é feita pela picada do fleb6tomo (ALVAR et al.,
1995). No momento da picada as formas promastigotas sdo regurgitadas e introduzidas na
derme do hospedeiro vertebrado ou do homem (reservatério). Juntamente com as Leishmanias
regurgitadas, a saliva contendo peptideos inflamatérios é também inoculada, promovendo
uma reagdo inflamatdria imediata que atrai células fagociticas para o local (NETO et al.,
2008). A forma promastigota é fagocitada por células do SFM, principalmente células de
Kupffer do figado, células reticulares e macréfagos do baco, da medula 6ssea e dos ganglios
linfaticos, ou ainda, em menor grau, dos rins, suprarrenais, intestino, pulmdes e pele,
multiplicando-se o protozoario no ambiente &cido dos lisossomas secundarios (OMS, 1997).
A partir deste momento, multiplicam-se por divisdo binaria dentro de fagolisossomas das
células do hospedeiro (BERENGUER et al., 1998; REY, 2001), escapando, em um primeiro
momento, de mecanismos especificos de defesa, como a lise através do sistema complemento
(NETO et al.,, 2008). Apo6s a multiplicacdo, os macrofagos se rompem liberando grande
namero de parasitos que invadem outras células e podem, dessa maneira, atingir outros locais
do organismo. O mecanismo de transmissao pela picada do inseto é o de maior importancia
epidemiologica, no entanto existem outros, como via transplacentaria, venérea e transfusao de
sangue (CRUZ et al., 2002; BASSET et al., 2005; PAGLIANO et al., 2005).

A maioria dos individuos consegue conter a infeccdo (infeccdo inaparente) e
estabelecer uma imunidade duradoura; outros desenvolvem uma forma oligossintomatica da
infeccdo que também pode ser resolvida espontaneamente ou evoluir para a doenca classica
(NETO et al., 2008). O local de disseminacdo é determinado por caracteristicas do parasito,
como sensibilidade a temperatura (REITHINGER & DAVIES, 2002), tropismo pelo tecido
(ZHANG et. al., 2003) e capacidade de imunoevasao (MCDOWELL et al., 2002).
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2.1.4 Tratamento da leishmaniose

Independente do tipo de leishmaniose, o tratamento é feito com quimioterapicos.
Segundo manuais elaborados pelo Ministério da Saude (MS, 2007; MS, 2011a; PORTAL DA
SAUDE, 2013) o antimonial pentavalente (Quadro 1) é o farmaco de primeira escolha para o
tratamento das leishmanioses. Ndo havendo resposta satisfatoria com o tratamento pelo
antimonial pentavalente, os farmacos de segunda escolha recomendados séo a anfotericina B e
as pentamidinas (sulfato de pentamidina e mesilato de pentamidina), podendo também ser
utilizadas a paromomicina e o metilfosina (Quadro 2) (RATH et al., 2003). A escolha de cada
um deles devera considerar a faixa etéaria, presenca de gravidez, co-morbidades e a doenca
(LV, LMC ou LC).

Quadro 1 - Estrutura dos compostos contendo Sb** atualmente utilizados no tratamento
da leishmaniose

Férmula estrutural proposta Nome guimico
Nome comercial

CH,NHCH,'
I Antimoniato de
I [(I OH N-metilglucamina
HOCH

(OH);8b,0"

H{;l‘OIl Glucantime®;

| Antimoniato de
HCOH n
| meglumina
CH,OH
Gluconato de
cHoH CH,0H antiménio (V)
]

CHOH CHOH sédico

. on O Gl ) )
HCO o ot o naoio  Ou Estibogluconato
HCO = Sb=0-5h— OCH . oiei

| e de sodio
HCO < OCH

door I
00 Coor
Pentostam®

Solustibosan®

Fonte: RATH et al. (2003).
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Quadro 2 — Estrutura dos farmacos de segunda escolha empregados no tratamento da
leishmaniose

Férmula estrutural Nome Quimico/
Nome comercial

Isetionato de
pentamidina

Anfotericina B

CH3=(CHy);4=CH3=0-P=0=(CH;)2=N " (CHs )y Miltefosine
| s

0

CHyOH HaN . N,
0
OH 0 Ol .
Paromomicina

1o 0 CHLOH OH

0
NHy N
| - m“l
4 O CHNH,

Fonte: RATH et al. (2003).

2.1.4.1 Antimoniais

Os antimoniais pentavalentes sdo os farmacos de primeira escolha preconizados pela
OMS. Hoje, podem ser utilizados: o antimoniato de meglumina (Glucantime®, Sanofi
Aventis, Franca) comercializado em paises de lingua latina, como o Brasil; e o
estibogluconato de sddio (Pentostan®, Glaxo Wellcome, Reino Unido) distribuido em paises
de lingua inglesa (MARTINS, 2007). A diferenca na escolha da utilizacdo destes farmacos se
deve ndo somente as varias espécies de Leishmania spp. causadoras da doenca, mas também a
diferenca intrinseca na sensibilidade das espécies aos farmacos disponiveis e ao local de
infeccdo (forma cutanea, mucocutanea ou visceral), assim, impondo diferentes necessidades
farmacocinéticas aos farmacos (CROFT e COOMBS, 2003).

O Glucantime® é comercializado em ampolas de 5 mL, que contém 1,5g do
antimoniato bruto e 405 mg/Sb®*, ou seja, cada mL contém 81 mg de Sb>*. De acordo com a
OMS, a posologia deve ser calculada em mg de Sb>*/kg/dia com o objetivo de uniformizar o
tratamento. Em 1982, a OMS sugeriu a dose 6tima de 20 mg/kg/dia com a dose maxima de
850 mg de Sb por dia e 0 maximo de 28 dias; sendo esta dosagem bem tolerada por criancas e

desnutridos. Deve ser administrado preferencialmente pela via endovenosa por injecdo lenta
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durante 5 minutos, podendo ser administrado tambem pela via intramuscular na regido glutea.
Por cerca de seis décadas, o tratamento parenteral com antimonial pentavalente foi realizado
para leishmaniose cuténea e visceral. No entanto, existem dificuldades no que concerne ao
uso destes farmacos em individuos que adquiriram resisténcia ao mesmo e a impossibilidade
de tratamento de pacientes co-infectados com HIV (DAVIES et al., 2003; MS, 2011a).

O Ministério da Salde (2011a) relata a possibilidade de ocorréncia de efeitos
adversos, com manifestacdo Unica ou em pluralidade, na seguinte ordem de frequéncia:
artralgia, mialgia, anorexia, nauseas, vomitos, plenitude gastrica, epigastralgia, pirose, dor
abdominal, pancreatite, prurido, febre, fraqueza, cefaleia, tontura, palpitacdo, insonia,
nervosismo, choque pirogénico, edema e insuficiéncia renal aguda. S& também
contraindicados em pacientes gestantes pelo fato de atravessarem a barreira transplacentaria.
Neste caso, podem afetar o tecido nervoso do feto, ocasionando sindromes severas de
retardamento mental. Ha também contraindicacdo para pacientes portadores de cardiopatias,
nefropatias, hepatopatias e doenca de Chagas (MS/SVS, 2011a).

Embora a extensa relacdo de efeitos adversos, vale ressaltar que os antimoniais
pentavalentes foram adotados por exibir menor toxicidade que os farmacos antimoniais
originais, os trivalentes. Os compostos trivalentes ligam-se em maior quantidade aos tecidos e
as células vermelhas do sangue e, portanto, sua toxicidade é superior quando comparado a
forma pentavalente (MS/SVS, 2011a). O tartaro emético ou tartarato de antiménio e potassio
foi o primeiro farmaco utilizado na quimioterapia da leishmaniose pelo médico brasileiro

Gaspar Viana no ano de 1912.

Apesar do uso clinico dos antimoniais ha mais de 100 anos, 0 mecanismo de acéo e
base para toxicidade seletiva destes agentes leishmanicidas permanecem pouco conhecidos
(SOARES-BEZERRA, 2004). Mas é sabido que administragdes consecutivas do antimonial
pentavalente levam a um aumento dos niveis de retencdo, ocorrendo uma transformacéo para
a forma trivalente e um acimulo do semi-metal ocorre em tecidos como baco e figado, sendo
este acimulo o responsavel pelos efeitos toxicos relacionados a administragdo do antimonial
(MS/SVS, 2011a). Tais resultados reforcam algumas hipoteses que afirmam que existe uma
conversdo metabélica intramacrofagica do Sb®" em Sb**, sendo o dltimo, entdo, o elemento
toxico a Leishmania no estado intracelular (GIL et al., 2007; SERENO et al., 1998). Esta
teoria foi proposta pela primeira vez por Goodwin e Page (1943), pela qual o Sb®" poderia

atuar como um pré-farmaco que teria que ser convertido em seu ativo, o Sb**.
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A forma pentavalente ndo se liga ao eritrdcito, portanto, atingem maiores niveis de
concentracdo plasmatica do que os compostos trivalentes. Dentre as hipoteses discutidas a
respeito do mecanismo de acdo desta classe de farmacos estdo: a deplecdo dos niveis
intracelulares de ATP devido a interferéncia da glicélise e da beta-oxidacdo de acidos graxos
em amastigotas (BALANA-FOUCE et al., 1998); e a existéncia de uma metaloprotease zinco
dependente na forma amastigota, a qual pode ser inativada em caso de substituicdo do zinco
pelo antiménio, assim inibindo o desenvolvimento do parasito (BANGS et al., 2011).

Finalmente, visando a reducdo do abandono ao tratamento de pacientes infectados com
leishmaniose que fazem a utilizacdo de antimoniais, seria ideal a obtencdo e administracao de
uma forma farmacéutica oral em funcdo dos beneficios ao paciente e vantagens econémicas
que esta via representa. No entanto, Marsden (1985) relata que antimoniais pentavalentes
convencionais ndo podem ser administrados por via oral, devido a sua méa absor¢cdo e/ou
inativacdo no estbmago. A administracdo parenteral destes farmacos requer um regime de
dose maltipla devido a rapidez de sua depuragdo renal. Quando administradas varias doses
consecutivas, o regime de dose ndo é cumprido, assim resultando na resisténcia ao
medicamento. E, portanto, desejavel desenvolver métodos para melhorar a biodisponibilidade
de antimoniais por via oral (FREZARD et al., 2009).

2.1.4.2 Anfotericina B

A anfotericina B (Fungizone®, Bristol Meyers Squibb, Estados Unidos) é um
antibiotico poliénico produzido naturalmente pelo actinomiceto Streptomyces nodosus com
ampla utilizacdo no tratamento da maioria das micoses sistémicas que acometem pacientes
imunocomprometidos (FILIPPIN e SOUZA, 2006). E o medicamento de primeira escolha
para o tratamento de gestantes e o medicamento de segunda escolha no caso de ndo obtencao
de resposta ao tratamento com antimonial ou na impossibilidade da utilizacdo deste (MS,
2007). A anfotericina B possui um elevado potencial e espectro de acdo, o que resulta numa
maior confiabilidade de uso (FILIPPIN e SOUZA, 2006; MS, 2007).

Atualmente sdo comercializadas trés formulacdes: a anfotericina B lipossomal
(AmBisome®; Gilead Sciences, Estados Unidos), o complexo lipidico anfotericina B (ABLC;

Abelcet®, Enzon Pharmaceuticals, Estados Unidos) e a dispersdo coloidal anfotericina B
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(ABCD; Amphotec™, InterMune Corp, Canadd) (SUNDAR E CHAKRAVARTY, 2010);
porém o primeiro é o farmaco de recomendacdo pela OMS (WHO, 2013).

Esta formulagéo evidenciou sua utilidade em pacientes co-infectados com Leishmania-
HIV, embora ainda ndo hajam estudos comparativos entre tais formulacbes com os
antimoniais e a anfotericina B convencional (MS/SVS, 2011a). A anfotericina B e sua forma
lipossomal possuem afinidade por 6rgdos componentes do Sistema Reticuloendotelial (SRE),
justificando seu acumulo em 6rgdos como figado, medula déssea e bago, e, portanto, a
hepatotoxicidade que pode vir a ocorrer em casos de administragdes sucessivas de
AmBisome®, trazendo como beneficios, porém, a diminuicdo da toxicidade renal e cardiaca
(COHEN, 1998; FILIPPIN e SOUZA, 2006).

No Brasil, a dose preconizada é de 1 mg/kg/dia, durante 14 a 20 dias consecutivos, ndo
devendo ultrapassar a dose maxima diaria de 50 mg (MS, 2007); para a forma lipossomal,
devem ser administrados 3mg/kg/dia, durante 7 dias ou 4mg/kg/dia, durante cinco dias por
infus@o venosa, em dose Unica diaria (MS, 2006).

2.1.4.3 Isotionato de pentamidina

O isotionato de pentamidina, conhecido comercialmente como Pentcarinat® (Sanofi-
Aventis, Franca) € basicamente uma diamidina aromatica, que figura como um medicamento
de segunda escolha no tratamento da leishmaniose (MS, 2007). Segundo Rath et al. (2003), tal
substancia é particularmente util em casos que ndo responderam aos antimoniais ou para
pacientes com Calazar que sejam hipersensiveis ao antimdnio (BALANA-FOUCE, 1998; MS,
2009).

O modo de acdo é controverso e ainda ndo foi completamente compreendido.
Feurestein et al. (1991) descrevem-no como uma estrutura catiénica que possui forte interacdo
com o parasito em pH fisiologico, assim promovendo efeitos toxicos ao parasito. O isotionato
de pentamidina seria, entdo, endocitado por um mecanismo dependente de energia
concentrada no interior do parasito, 0 qual compete com o transportador ativo de nucleosideo
(CARTER e FAIRLAMB, 1993), causando a morte do parasito.

Um fator complicante, assim como os demais farmacos ja citados, € o elevado grau de
toxicidade que apresenta. Devido a interferéncia no metabolismo da glicose, pode haver

hipoglicemia seguida de hiperglicemia quando do seu uso (MS/SVS, 2007), além de
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hipotens&o, alteragBes cardioldgicas, nefrotoxicidade e até mesmo morte repentina (RATH et
al., 2003).

A recomendacdo da OMS para o tratamento com Pentamidina® é de 4 mg/kg/dia,
aplicados por via intramuscular ou endovenosa trés vezes por semana com duragéo de 10 a 20

aplicagdes em dias alternados.

2.1.4.4 Paromomicina e metilfosina

A paromomicina, comercializada como Humatin® (Pfizer, Estados Unidos), e o
metilfosina (Impavido®, Paladin Labs, Canad4) sdo também medicamentos de segunda
escolha.

A paromomicina € um antibiotico aminoglicosideo ativo contra espécies de
Leishmania in vitro e in vivo, que, dada sua nefro e ototoxicidade, este farmaco, também de
administracao parenteral, tem seu emprego limitado no caso de comprometimento das funcées
renais (POLI et al., 1997).

O metilfosina € um medicamento anticancer alquilfosfolipidico, também ativo contra
Leishmania spp, in vitro e in vivo e o Unico com possibilidade de administracdo oral (RATH
et al., 2003). Apesar de ndo se conhecer exatamente como age no organismo humano como
leishmanicida, ele interage com a membrana celular do protozoario, eliminando-o. Isto é
atribuido a grande semelhanca entre a membrana plasmatica do protozoario e a humana
(FRAGA, 2007). Este medicamento teve a formulacdo oral recentemente introduzida no

mercado farmacéutico alemao (UKMi, 2013).

2.2 Materiais nanoestruturados na quimioterapia da leishmaniose

Intercalacdo € um termo utilizado para descrever a insercdo de espécies hospedes
mdveis (atomos, moléculas ou ions) em uma estrutura cristalina hospedeira, desde que esta
possua sitios livres para a acomodacdo da primeira (MARANGONI, 2005). O sistema, tal
como apresentado, constitui-se como um sistema nanoestruturado carreador de farmacos. De
acordo com Bergaya e Lagaly (2001), a nanotecnologia por meio de materiais
nanoestruturados carreadores de farmacos tem sido um recurso muito utilizado, dentre outras

aplicagdes, na reducdo da toxicidade de farmacos. Tais materiais tém como principal
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caracteristica a dimensdo da ordem de nanémetros, em ao menos uma dire¢do, o que lhes
confere caracteristicas peculiares. Na Tecnologia Farmacéutica dispomos de diferentes tipos
de potenciais nanocarreadores com uma, duas ou trés dimensfes manométricas, a exemplo

das lamelas, tubos ou fibras e nanoparticulas, respectivamente (FALLEIROS et al., 2011).

A anfotericina B lipossomal (AmBisome®, Gilead Sciences, Inc, Foster City, EUA) é
0 Unico exemplo de medicamento de base nanotecnoldgica que ja possui utilizacdo pratica
clinica no tratamento da leishmaniose, como ja apresentado no capitulo 2.1.4.2. Mas, na
literatura podem ser encontrados diversos estudos com esta abordagem de encapsulamento em

lipossomas utilizando os farmacos antimoniais.

Como exemplo, o antimoniato de N-metilglucamina e o estibogluconato de sédio
foram encapsulados em lipossomas e administrados por via intravenosa em golden hamsters
e, como resultado, apresentam uma atividade 700 vezes superior aos respectivos farmacos nao
encapsulados, aléem de uma reducao dos efeitos colaterais. Este efeito foi atribuido a liberacao
do antiménio diretamente ao seu sitio de acdo (ALVING et al., 1978). Segundo Filippin e
Souza (2006), a formacdo de vesiculas lipidicas (lipossomas) tem sido investigada
principalmente na tentativa de reduzir a nefrotoxicidade caracteristica da administragdo do

antimoniato de N-metilglucamina.

Demicheli et al. (2004) avaliaram a associagdo de antimoniato de meglumina com f-
ciclodextrina, a qual resultou no aumento da absorcdo de antiménio por via oral e tornou o
farmaco oralmente ativo em um modelo murino infectado pela forma cutanea. A eficacia da
formulacéo oral foi equivalente a formulacdo de antimoniato de meglumina administrada por

via intraperitoneal com uma dose duas vezes mais elevada de antimdnio.

Tendo em vista que os carreadores até entdo relatados, estes apresentam custos
elevados (VEIGA e SALTAO, 2001; FREZARD et al, 2005), torna discutivel sua
aplicabilidade préatica para uma doenca negligenciada, como a leishmaniose. Diante deste
contexto, dentre as diferentes fontes de nanomateriais de origem natural, tém se destacado as
argilas minerais, que apresentam inimeras aplicacGes e ampla diversidade de uso, 0 que se
deve a facilidade com que estes materiais sdo modificados. A utilizacdo de argilas lamelares
em aplicacdes farmacéuticas vem crescendo em funcéo da capacidade dos mesmos, através da
formacdo de nanocompdsitos tipo intercalados ou esfoliados, de promover alteracdo na(s)
propriedade(s) inicial(is) de um farmaco (BERGAYA e LAGALY, 2001).
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2.2.1 Argilas lamelares

A definigdo classica designa argila como um material natural, terroso, de granulagédo
fina, que, quando umedecido com &agua, apresenta intumescimento (NEUMANN et al., 2000).

Sendo que algumas se apresentam na forma de lamelas, ou seja, argilas lamelares.

De acordo com Neumann et al. (2000), a nomenclatura para os tipos de camadas (ou
lamelas) da argila é uma simples expressdo da razdo entre as folhas tetraédricas e as folhas
octaédricas. Assim sendo, um argilomineral (material, geramente de origem mineral,
responsavel pela formacdo da argila) com camada 1:1 tem uma folha tetraédrica e uma folha
octaédrica, enquanto que em um argilomineral do tipo 2:1 existem duas folhas tetraédricas e
uma folha octaédrica interna. Podem ainda ocorrer substituicdes (de 4&tomos de Si** das folhas

tetraédricas por atomos de AP*

), denominadas substituicbes isomorficas, pelo fato de
causarem distorcdo na estrutura das lamelas. Tais substituicGes geram um excesso de carga
negativa nas camadas das argilas, proporcionando um alto grau de capacidade de troca
catibnica (presenca de cations trocaveis entre as lamelas) que é responsavel por algumas das

propriedades interessantes das argilas (ROSETTO et al., 2009; BOTELHO, 2006).

Em muitas classes de sélidos lamelares, as lamelas possuem carga elétrica devido a
substituicdes isomorficas de ions de carga diferente na rede, resultando, genericamente, nas
chamadas argilas catibnicas e as aniénicas. As primeiras caracterizam-se, quando em solucdo,
pela ocupacdo de cations na regido interlamelar para a estabilizacéo estrutural de suas lamelas
negativamente carregadas, ao contrario do outro grupo. Todas tém capacidade de troca ibnica,
maior ou menor, e é com base nesta caracteristica que podem ser gerados 0os compostos de
intercalacdo com farmacos. Ao se adicionar um farmaco, a depender da sua estrutura, este
pode ser intercalado em uma destas argilas (BOTELHO, 2006; COELHO et al., 2007).

Dentre as argilas anibnicas naturais, a mais conhecida é a hidrotalcita natural, com
estrutura semelhante & brucita (ROMAN et al., 2012) — hidréxido de magnésio, Mg(OH),, em
que os atomos de magnésio estdo octaedricamente coordenados por grupos hidréxidos
(FORANO, 2004). Na Tecnologia Farmacéutica, os Hidréxidos Duplos Lamelares (HDLS),
ou compostos do tipo hidrotalcita ou do tipo brucita (por apresentarem semelhanca com estas
argilas naturais) (RIVES, 2013; SANTOS, 2007) vém ganhando destaque.
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2.2.2 Hidroxidos Duplos Lamelares

Os Hidroxidos Duplos Lamelares (HDLs) constituem uma ampla familia de s6lidos
lamelares (RIVES, 2013), capazes de sofrer intercalagdo, adsorcéo ou esfoliacdo (CUNHA et
al., 2010). Este tipo de material inorganico, natural ou sintetizado, consiste em um
empilhamento de camadas positivamente carregadas, que necessitam ser contrabalanceadas
negativamente; podem apresentar em sua estrutura lamelar elementos distintos (Figura 8)
(Crepaldi e Valim, 1998). S&o representados pela formula geral [M1>"M,** (OH)]"* (X™) o -
yH,0, onde M** e M** sdo os cétions di e trivalentes, respectivamente, que se encontram na
posicdo octaédrica nas lamelas do HDL e X" é o &nion que permite a troca idnica (KHAN et
al., 2009), além de moléculas de agua.

Figura 8 — Representacao esquematica da estrutura dos HDLs
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Fonte: CUNHA et al., 2010.

Estes materiais foram sintetizados pela primeira vez em 1942 por Feitknetcht,
baseando-se na precipitacdo controlada de solu¢bes aquosas contendo cations metalicos com
uma solucdo alcalina (FEITKNECHT, 1942). Estes podem ser sintetizados em laboratério e
segundo Crepaldi e Valim (1998), o preparo pode ser realizado de diferentes métodos, sendo
eles: coprecipitacdo, também conhecido por método sal-base (onde o pH utilizado pode variar
ou ser constante), método sal-0xido, sintese hidrotérmica e substituicdo do anion interlamelar
(que parte de um precursor previamente preparado). A depender da rota de sintese utilizada,
uma variedade de ions pode compor as lamelas (Quadro 3) (LIN et al., 2006; PRASAD et al.,
2011).
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Quadro 3 — Combinagdes de cations que podem compor as lamelas dos HDLs

Fe Cr Co Mn Ni Sc Ga Ti
X X
X

>

Mg
Ni
Zn
Cu
Co
Mn
Fe
Ca
Li

X X

XX XX

X XX X X X X X X
X
X

Adaptado de: Crepaldi e Valim (1998).

A carga positiva das lamelas pode ser neutralizada por uma série de anions ja descritos
em literatura, como exemplo, CI', ClOs, AsO,*, NOs, F, SOs%, COs*, BOs*, HPO4*
(MEYN et al., 1990; KAMEDA et al., 2006), e portanto, resulta em elevada capacidade de
modificagdo de sua composicdo, gerando diferentes afinidades quimicas nas camadas
interlamelares quanto ao anion a ser intercalado e a quantidade de dgua presente na estrutura
do composto produzido (REIS, 2004); visto que no processo de troca idnica, alguns ions séo
mais facilmente trocados que outros, ou seja, 0s trocadores idnicos sdo seletivos ou tém maior
afinidade por determinado ion (SOUZA, 2008).

Caracteristicas como facilidade de manipulacdo de suas propriedades em uma ampla
faixa de composicBes quimicas e baixo custo (CREPALDI e BARROS VALIN, 1998)
também garantem aos HDLs grande versatilidade nos mais diversos campos de aplicacédo
(BALSAMO et al., 2012; PRASAD et al., 2011), mas é a degradacdo em meio acido que 0
torna um diferencial, em especial para a Tecnologia Farmacéutica. Os HDLs sdo 0s Unicos
nanocarreadores inorganicos que ndo se acumulam no organismo devido a sua alcalinidade e
capacidade de lenta degradacdo em meio acido (pH 4-6), resultando em ions, que deixam as
células através de canais idnicos. E desta forma, o HDL parece apresentar um equilibrio
favoravel entre estabilidade quimica e biodegradabilidade (CUNHA et al., 2010).

Cunha et al. (2010) publicaram uma revisdo que relne trabalhos com espécies de
interesse medicinal intercaladas em HDLs (sendo que em alguns deles, o HDL foi utilizado
com sucesso na liberacdo controlada de farmacos), como diclofenaco, gemfibrozil,
ibuprofeno, naproxeno, acido 2-propilpentanoico, &cido 4-bifenilacético, acido tolfendmico
em Li, Al HDL; ibuprofeno, acido salicilico, acido citrico, acido glutamico, acido aspartico,
indometacina, cetoprofeno, acido tioprofénico, acido 1-hidroxietilideno-1,1-difosfonico, acido
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citrico, acido folinico, diclofenaco, fenbufeno, captotecina, naproxeno, acido ferdlico, 5-
fluorouracil, fenoximetilpenicilina, cordicepina (ou 3-Desoxiadenosina), a&cido mefenammico,
gramicidina, anfotericina, ampicilina, curcumina, heparina, L-DOPA e metotrexato em Mg,
Al HDL. Neste estudo sdo também relatadas intercalacbes 2-carboxilato-indol, tirosina,
gramicidina, anfotericina, em Zn, Al HDL, entre outras. A maioria dos HDLs produzidos e
utilizados na éarea farmacéutica apresentam em sua estrutura lamelar os cations magnésio e
aluminio (Mg, Al HDL) devido & baixa toxicidade, visto que Mg e AI** sdo fons comuns ao
organismo (CUNHA, 2010).

Zhang et al. (2006) intercalaram captopril em Mg, Al HDL e avaliaram sua liberagao
in vitro e propriedades térmicas. O sistema resultante apresentou estabilidade térmica e 0s
estudos de liberacdo apontaram a possibilidade de distingdo do mecanismo de liberagcdo do
ativo em diferentes valores de pH. Em pH 4,6 a liberacdo foi rapida, fato este atribuido a
dissolucéo parcial da camada de HDL em solucfes acidas e, a seguir, com o aumento do pH,
0 processo de liberacdo tornou-se mais lento com a liberacdo de 66,7%, 85,1% e 94,2% em 1,
10 e 140 minutos, respectivamente.

Né&o ha relato de intercalacdo de antimoniais em HDLSs.

2.2.3 Revestimento de HDLs

A depender do propdsito de utilizacdo, a degradacdo estomacal ndo € requerida. Dai a

necessidade de revestimento.

Segundo Remington (2004), o revestimento de formas farmacéuticas € um dos mais
antigos processos farmacéuticos ainda existentes, sendo um importante passo no
desenvolvimento de novas formas farmacéuticas ou na otimizacdo das existentes; visto que €
uma técnica que promove uma liberacdo modificada do farmaco e pode evitar sua interacdo
com o suco gastrico (ROCIO et al., 2012). O processo de revestimento ocorre pela adi¢do de
um material sobre a superficie externa de uma particula solida (ROLIM et al., 2009). Os
polimeros sdo materiais muito utilizados com esta finalidade, pois sdo, geralmente, faceis de
produzir, manipular e apresentam caracteristicas mecanicas semelhantes aos dos materiais
biolégicos, assim possibilitando sua utilizacdo em meio biolégico (BARBANTI E
ZAVAGLIA, 2005).
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Li et al. (2004) realizaram a intercalacdo de fenbufeno em Mg, Al HDL, e, de posse
da conhecida falta de resisténcia do mesmo frente ao pH estomacal, fez o recobrimento do seu
sistema resultante com o polimero Eudragit® S 100 (4cido metacrilico e metil metacrilato).
Como resultado, foi obtida a liberacdo sustentada do fenbufeno no intestino delgado, apds
passagem do sistema pelo trato gastrintestinal, como consequéncia do revestimento com o

polimero.

O mesmo recurso foi utilizado na intercalacdo do enalaprilato em HDL, utilizando-se
como material de revestimento a xiloglucana (RIBEIRO, 2008). Materiais naturais ou
modificados, como o0s polissacarideos, tais como amilase, pectina, goma guar e glicomanana,
sdo extensamente investigados como matrizes para a entrega prolongada de medicamentos por

via oral para o colon (RAI et al,. 2012).

2.2.3.1 Glicomanana

Amorphophallus konjac K. Koch é uma herbacea que cresce em montanhas ou em
regibes montanhosas subtropicais, principalmente no Sudeste da Asia, e tem sido utilizada na
alimentacdo e medicina de chineses e japoneses ha mais de 1000 anos (ZHANG et al., 2005).
Konjac glucomannan (KGM), ou glicomanana, € um polissacarideo natural abundante, que
pode ser extraido a partir de tubérculos da Amorphophallus konjac. E constituido
principalmente por unidades de D-manose e D-glicose através de ligagdes B-1,4 em uma razéo
molar de 1,6:1, com um baixo grau de grupos acetilo (LUO et al., 2013) (Figura 9). A
glicomanana é capaz de formar uma estrutura de gel radicular, resultante das fortes interacoes
das ligacdes de hidrogénio (LUO et al.,, 2013) em uma faixa de pH entre 11,3 e 12,6
(YOSHIMURA e NISHINARI, 1999).

Figura 9: Estrutura quimica da Konjac glucomannan
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Fonte: DAVE et al., 1998.
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E um polimero neutro que apresenta elevada viscosidade mesmo em baixas
concentragdes, excelente capacidade de espessamento e formagdo de gel (com processo de
gelificacdo em uma faixa de pH 11,3 a 12,6), firmeza, degradacdo em meio bioldgico e
estabilidade de armazenamento (CHAO et al., 2012). Portanto, é bastante aplicado na area
farmacéutica em sistemas de liberacdo de farmacos (drug delivery), para melhoramento de
propriedades bioadesivas, terapias celulares e como material de enchimento para implantes de
préteses (ZHANG et al., 2005).

2.2.4 Técnicas de revestimento

De acordo com Ramos (2006), sdo descritos diferentes métodos de revestimento:
métodos mecanicos (suspensao no ar, centrifugacdo multiorificio, revestimento em turbinas e
atomizacdo com secagem ou spray drying), fisico-quimicos (evaporacdo do solvente, fuséo-
emulsificacdo e coacervacao ou separacao de fases) e quimicos (policondensacao interfacial,

polimerizacdo interfacial e gelificacdo).

2.2.4.1 Spray drying

Dentre as técnicas utilizadas para secagem por meio da pulverizacdo, ha destaque para
esta pelo fato de ser assistida por aerossol e por produzir eficientemente o po seco a partir de
um liquido ou pasta. E um processo bastante versatil que é compativel com uma variedade de
materiais. Particulas com elevado grau de pureza podem ser obtidas atraveés deste processo de
forma econdmica, rapida e continua. Este método pode produzir ainda particulas de forma
esférica, evitando a formacdo de aglomerados, com tamanhos relativamente menores, sendo
assim um método bastante Util para o processamento de materiais (SOUZA et al., 2010;
NANDIYANTO e OKUYAMA, 2011).

Por esta técnica, as goticulas que sdo atomizadas a partir da solucdo inicial sdo
introduzidas no evaporador (forno elétrico, chama ou secador de difusdo). A evaporacao do
solvente, difusdo do soluto, secagem e precipitacdo ocorrem no interior do equipamento até a
obtencdo do produto final em forma de p6 (NANDIYANTO e OKUYAMA, 2011). A figura

10 ilustra um equipamento de spray dryer com atomizador pneumatico.
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Figura 10 — Esquema de um equipamento de spray dryer com atomizador pneumatico. (1) Bico
pneumatico. (2) Aquecedor elétrico. (3) Camara de secagem. (4) Ciclone e coletor. (5) Filtro. (6)
Aspirador para geracéo do fluxo

Fonte: Modificado do Manual do fabricante. Mini Spray dryer B-290.

Sendo a atomizacao (spray drying) um metodo bem estabelecido para o preparo de
biopolimeros de baixa umidade (BUREY et al., 2009), esta foi a técnica escolhida neste

estudo.

Alguns estudos relatam a utilizacdo da pulverizacio em spray dryer para o
revestimento por filme e obtencdo do produto seco, como por exemplo Petrovick (2006). Ele
desenvolveu e avaliou o revestimento polimérico do granulado de Achyrocline satureioides
seco por spray drying com reducdo da liberagdo dos compostos em pH 1,2 em 90 minutos
apos administracdo (cerca de 18 a 29%), assim representando a influéncia do filme de

revestimento sobre o perfil de liberacédo dos flavonoides.

Além disso, Yang (2009) mostrou uma boa capacidade de encapsulacdo (ou
revestimento) da glicomanana ao revestir pés por spray drying. Neste estudo, 0s pos
revestidos com glicomanana apresentaram forma esférica e superficie homogénea (auséncia
de poros visiveis).

2.3 Técnicas de caracterizacdo utilizadas

2.3.1 Difracdo de Raios X de Pos
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A difragdo de raios X é uma maneira pratica e conveniente para a obtencdo de
informagdes quali e quantitativas de compostos presentes em amostras sélidas (cristalinas),
visto que cada composto cristalino possui um padrdo Unico de difracdo de raios X
(BRUGEMANN e GERNDT, 2004).

Para o estudo analitico de difracdo, a amostra cristalina é triturada até a obtencéo de
um pé fino e homogéneo, devido a necessidade da orientacdo dos pequenos cristais em todas
as possiveis direcdes. Dessa forma, quando um feixe de raios X passa através da amostra
(s6lido), um nuamero significativo de particulas € orientado de forma que preencha as
condicBes de Bragg para a reflexdo de cada espago interplanar possivel. A amostra é ent&o,
colocada em um porta-amostras de vidro fosco dotado de uma depresséo/cavidade que a
acomoda (HOLLER et al., 2009).

A identificacdo de uma espécie a partir do padrdo de difracdo de po é feita com base
na posicao das linhas e em suas intensidades relativas. A interpretacdo do grafico obtido
(difratograma) consiste em identificar os indices de Miller dos planos correspondentes a cada
valor de d (distancia basal) obtido, sendo o angulo de difracdo (20) determinado pelo
espacamento entre um conjunto particular de planos. Através da equacdo de Bragg
(n.A=2.d.senB), d é calculada a partir do comprimento de onda conhecido da fonte e do angulo
medido. Tais linhas de intensidade variam de acordo com o numero e o tipo dos centros
atdmicos de reflexdo em cada conjunto de planos (HOLLER et. al., 2009; BRUGEMANN e
GERNDT, 2004). Para os HDLs, a distancia dys € chamada distancia interlamelar ou
distancia interplanar basal, que é também o parametro utilizado para classificar as diferentes
argilas (NEUMANN et al., 2000).

Esta técnica apresenta como vantagens a simplicidade, rapidez e confiabilidade do
método, visto que cada sélido cristalino possui um perfil de difracdo caracteristico (ALBERS
et al., 2002).

2.3.2 Termogravimetria

A termogravimetria, ou TGA (Thermogravimetric Analysis), baseia-se no estudo da
variacdo de massa de uma amostra, resultante de uma transformacdo fisica (sublimacéo,

evaporacdo, condensacao) ou quimica (degradacdo, decomposicao, oxidacdo) em funcdo do
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tempo ou da temperatura. Pode entdo, ser definida como um processo continuo que mede a
variacdo de massa de uma substancia ou material como uma funcdo de temperatura e/ou
tempo (MOTHE e AZEVEDO, 2009).

Nesta técnica, a massa de uma amostra é submetida a uma atmosfera controlada e é
registrada de forma continua em funcdo da temperatura ou do tempo a medida que a
temperatura desta amostra é aumentada (de forma linear ao tempo). A TGA monitora a massa
do analito em funcdo da temperatura, porém ndo é capaz de identificar as espécies
responsaveis. Esta também é limitada as reacdes de decomposicdo e oxidacdo e aos processos
fisicos (vaporizacdo, sublimacdo). Entre as aplicacfes mais importantes estdo as analises de
composicao e os perfis de decomposicédo de sistemas multicomponentes (HOLLER, 2009).

O grafico gerado por esta analise é denominado termograma, curva de decomposicéo
térmica, curva termdlise, curva pirdlise ou curva de anélise termogravimétrica (MOTHE e
AZEVEDO, 2009; HOLLER, 2009). Tal curva proporciona informacdo sobre estabilidade
térmica e composicdo da amostra original, estabilidade térmica e composi¢cdo de algum
composto intermediario que pode ter sido formado; e ainda, dados a respeito da decomposicéao

de residuos, quando houver.

E uma técnica bastante utilizada na caracterizacio do perfil de degradacio de uma
gama de materiais, onde a temperatura elevada pode, em alguns casos, alterar a estrutura
quimica e, por consequéncia, as propriedades fisicas dos materiais. Portanto, a curva de
degradacdo térmica, em condi¢cdes ndo isotérmicas, mostra o perfil da resisténcia ou
estabilidade térmica que o material apresenta quando submetido a uma varredura de
temperatura (MOTHE e AZEVEDO, 2009).

2.3.3 Espectrometria no Infravermelho

Esta analise é fundamentada na medida de energia absorvida pela vibracdo de cada
uma das ligacdes quimicas presentes nos materiais analisados. Através desta medida de
energia absorvida pela ligacdo quimica, sdo caracterizados 0s materiais sintetizados,
determinando e identificando os principais grupos funcionais existentes em suas moléculas
(BOTTAN etal., 2011).
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A regido espectral do infravermelho (IR, do inglés infrared) compreende a radiagao
com ndmero de onda que varia de cerca de 12.800 a 10 cm™. Usualmente, o espectro IR é
subdividido em trés regides: IR-préximo, IR-médio e IR-distante, de acordo com o tipo de
aplicacdo de instrumentacdo (HOLLER et al., 2009).

Estdo atualmente disponiveis trés tipos de instrumentos para medidas de absor¢do no
IR: (1) espectrofotometros dispersivos, que utilizam monocromador baseado em rede de
difracdo; (2) espectrometros com transformada de Fourier, que empregam um interferémetro
e (3) fotdmetros ndo-dispersos, que empregam um filtro ou um gés absorvente (HOLLER et
al., 2009).

Pelo fato de apresentar maior rapidez, confiabilidade, vantajosa razdo sinal/ruido e
conveniéncia, 0s espectrémetros com transformada de Fourier vém sendo mais utilizados em

analises em comparacdo com os demais tipos (HOLLER et al., 2009).

O FTIR-ATR (Infravermelho com transformada de Fourier com Reflectancia Total
Atenuada) € uma técnica que tem sido utilizada extensivamente com o objetivo de investigar
reacOes de adsorcdo em superficies e interfaces. Pelo fato de ser uma técnica bastante simples,
quando comparada com fluorescéncia, radiomarcacdo e deteccdo eletroquimica, possui

aplicacOes potenciais na area biologica e elevado grau de sensibilidade (LIAO et al., 2006).

Na caracterizacdo de nanocompositos, € importante a observacdo de deslocamentos
e/ou alteracGes nas principais bandas de absorcéo em relacdo aos materiais de partida. Como a
escala destas analises € em torno de micras, os dados a serem gerados condizem com a

macroestrutura do material compdsito (BOTTAN et al., 2011).

2.3.4 Espectroscopia Raman

Segundo Holler et al. (2009), embora existam consideraveis similaridades entre os
espectros Raman e os espectros no Infravermelho (IR), existem diferencas entre os tipos de
grupos que sao ativos no IR e ativos no Raman, o que 0s tornam técnicas complementares, ao

invés de competitivas.

A espectroscopia Raman € utilizada quali e quantitativamente para determinar a
composicdo molecular de amostras sélidas, liquidas e gasosas (TU e CHANG, 2012).

Apresenta como vantagem em relacdo a técnica de Infravermelho, o fato de a 4gua ser um
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solvente bastante utilizado, se apresenta como um pobre dispersor, e desta forma, os
alongamentos hidroxilo das unidades M-OH podem ser observados (LIN et al.,2006). Além
disso, os sinais sdo geralmente nas regides visivel ou IR-proximo, podem ser utilizadas
células de vidro ou quartzo, evitando o inconveniente de manipular janelas de cloreto de sddio
ou outro material atmosfericamente instdvel (HOLLER et al., 2009; TU e CHANG, 2012;
SMITH e CLARK, 2004).

No caso deste estudo, a espectroscopia Raman mostra-se relevante por tratar de uma
investigacdo a base de um material inorgéanico. Sistemas inorganicos possuem energias de
vibracdo de ligagBes metal-ligante na faixa de 100 a 700 cm™, uma regido do IR que é
experimentalmente dificil de estudar (HOLLER et al., 2009).

Os estudos Raman sdo também fontes de informacdes potencialmente Uteis com
relacdo a estrutura, composicdo e estabilidade de compostos de coordenagcdo (SMITH e
CLARK, 2004; TU e CHANG, 2012).

2.3.5 Microscopia

Segundo Holler et al. (2009), uma grande variedade de métodos foi desenvolvida para
a caracterizacdo de superficies durante o ultimo século. Os métodos classicos, que ainda séo
importantes, fornecem muitas informacdes Uteis sobre a natureza fisica das superficies, porém
poucas sobre a natureza quimica. Estes métodos envolvem também a obtencéo de imagens de

microscopia optica e eletronica de superficies.

A microscopia optica é considerada o método classico para a obtencdo de informacdes
detalhadas no que diz respeito a natureza fisica de superficies. Entretanto, a resolucdo da
microscopia optica é limitada ao comprimento da luz de forma aproximada, devido a efeitos
de difracdo. A microscopia eletronica € um método que fornece informacgdes com resolugédo
muito superior a microscopia Optica, sendo 0s principais, a de varredura e a de transmissao
(HOLLER et al., 2009).
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2.3.5.1 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

O microscépio eletrdnico de varredura € um dos instrumentos mais versateis
atualmente disponiveis para a observacdo e analise de caracteristicas microestruturais de
objetos sélidos. A principal razdo de sua utilidade é a alta resolucdo que pode ser obtida
quando as amostras sdo observadas, devido a utilizacdo de um feixe de elétrons no lugar de
fotons utilizados em um microscopio Optico convencional (NAGATANI et al. 1987;
DEDAVID et al, 2007).

Outra caracteristica importante da Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) ¢é a
aparéncia tridimensional da imagem das amostras, resultado direto da grande profundidade de
campo. Permite, também, 0 exame em pequenos aumentos e com grande profundidade de
foco, o0 que é extremamente Util, em particular, para o desenvolvimento de novos materiais,
que tem exigido um numero de informagdes bastante detalhado das caracteristicas
microestruturais (DEDAVID et al., 2007).

De acordo com Maliska (2013), o filamento de tungsténio vem sendo a fonte mais
utilizada nos altimos 50 anos pela maioria dos microscépios eletronicos, apesar da existéncia
de outras fontes emissoras; como 0 Hexaboreto de Lantaneo (LaB6), o Field Emission Gun
(FEG), que apresenta fonte de elétrons de emissdo por campo. Este apresenta brilho mais
intenso e € utilizado para imagens de alta resolucdo, alta corrente e baixo ruido (SHIMADZU,
2014).

2.3.5.2 Microscopia Eletrénica de Transmissdo (MET)

No microscépio eletrénico de transmissdo, forma-se uma imagem bidimensional do
interior desta sobre uma tela, pela passagem de um o feixe de elétrons através de cortes
extremamente finos da amostra. A imagem é formada diretamente a partir da impressdo do
feixe de elétrons na tela de observacdo, apds a passagem pela amostra (MELO, 2002). Tais
elétrons transmitidos sofrem espalhamento elastico (espalhamento de Rutherford) sendo,
entdo, os responsaveis pela formacdo da imagem dos Microscopios Eletrdnicos de
Transmissdo (DEDAVID et al., 2007).
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A Microscopia Eletrénica de Transmissdo (MET) permite a visualizacdo direta de
imagens com alta resolucdo, formando imagens em nivel atdmico; auxiliando na observagéo
detalhada da morfologia das particulas e da estrutura cristalina. Na pratica, o intervalo de
aumentos deste microscopio varia de 1.000 a cerca de 200.000 vezes (GALLET]I, 2003).

Embora os métodos de microscopia eletronica de varredura e de transmissdo possuam
bastante similaridade, a MEV fornece imagens de morfologia externa, similar aquelas vistas
pelo olho humano; ja a MET investiga a estrutura interna de so6lidos e fornece informagdes
sobre detalhes microestruturais que ndo séo habituais (HOLLER et al., 2009).

3 OBJETIVOS

3.1  Objetivo Geral

Desenvolver produto intermediario antimdnio — Mg, Al Hidroxidos Duplos Lamelares

na forma de po para terapia oral, com finalidade leishmanicida.

3.2 Objetivos Especificos

e Preparar Mg, Al - HDL,;
= Caracterizar o produto sintetizado;
e Realizar ensaios biol6gicos com o HDL precursor;
= Avaliar citotoxicidade e endocitose;
e Preparar intercalados antimdnio — HDL;
= |nvestigar a técnica mais eficiente;
= Caracterizar a formacéo dos produtos obtidos;
e Revestir a formulacéo eleita com o polimero glicomanana;

= Caracterizar o produto revestido (MEV).
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4 METODOLOGIA

4.1  Materiais

Cloreto de aluminio hexahidratado e cloreto de magnésio, utilizados no preparo do
HDL foram adquiridos da Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, EUA). O farmaco, tartarato de
antimdnio e potéssio, e o vermelho de bromopirogalol, utilizado para a curva de calibracao,
foram adquiridos da Vetec/Sigma-Aldrich Co. (Rio de Janeiro, Brasil); a glicomanana foi
adquirida da farmécia de manipulacdo Ao Pharmacéutico.

4.2  Preparo do HDL precursor

O Mg, Al HDL precursor foi preparado por via direta pelo método de co-precipitacéo.
Uma solugdo composta de MgCl,.6H,O e AICl;.6H,0 em uma propor¢gdo m/m de Mg/Al
igual a 2:1 foi preparada em &gua deionizada sob agitacdo constante em placa agitadora, a
temperatura ambiente, e 0 pH ajustado para 10, formando entdo um precipitado branco. O
produto foi mantido em repouso a temperatura ambiente por um periodo de 24 horas, e a
sequir, foi lavado 6 (seis) vezes com agua deionizada através do processo de centrifugacéao
(3.000 rpm/5 minutos, cada lavagem) e depois levado para secagem em estufa a 60° C por 24

horas, para posterior caracterizacdo do po resultante (HONGO et al, 2011).

4.3  Preparo dos sistemas binarios HDL-Antimonial

As reacOes de troca anionica foram conduzidas em solugéo utilizando agua deionizada
e 0 pH ajustado para 9 com auxilio de NaOH 1M. Foram preparadas amostras, onde foram
avaliadas como variaveis: proporcdo m/m farmaco-HDL, de 1:3 (Formulacdo 1 — F1) ou 3:1
(Formulacdo 2 — F2) e tempo reacional, de 96, 72, 48, 24 ou 2 horas. Apds respectivos
perfodos de agitacdo em placa agitadora (Biovera®, Rio de Janeiro, Brasil) a temperatura
ambiente, os produtos foram centrifugados, lavados 4 (quatro) vezes com agua deionizada
(4.000 rpm/30 minutos, cada ciclo), secos em dessecador e reservados para posterior

caracterizacao.
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4.4  Revestimento dos nanocompositos

Foram avaliadas duas condigdes: a primeira dispunha de 0,6 g de F1 e 1,2 g de
glicomanana em 150 mL de agua Milli-Q; e a segunda, 0,6 g de F1 e 1,3 g do mesmo
polimero em 300 mL de agua Milli-Q. Ambas as condigdes avaliadas foram submetidas a
agitacdo constante (120 rpm) por 1 hora. A seguir, em separado, foram submetidas ao
processo de secagem por atomizacdo em spray dryer, com 0S Seguintes parédmetros:
temperatura de entrada com avaliacdo de variacdo a 170 ou a 200° C, temperatura de saida
variando de 75 a 85° C, bomba (alimentacéo) 33% e aspirador 85%.

4.5  Ensaios biolégicos com o HDL precursor

4.5.1 Isolamento de macrofagos peritoneiais e cultura celular

Os ensaios foram realizados utilizando camundongos da linhagem Swiss, com 6-8
semanas de idade, pesando 20-25 g. Os animais foram mantidos de acordo com a Comissao
de Etica Internacional para a manipulacdo de animais (Zimmerman, 1983) e o ensaio foi
aprovado pelo comité de ética para manipulacdo de animais da Universidade Federal de
Alagoas, Brasil. Foram feitos todos os esfor¢os para minimizar o sofrimento e a quantidade de

animais utilizados.

Para obter os macr6fagos camundongos foram estimulados (elicitados) com 1 mL de
meio tioglicolato (3%) por injecdo intraperitoneal. Ap6s 72h os animais foram sacrificados
por deslocamento cervical e foi realizada a lavagem da cavidade peritoneal com salina tampéo
fosfato (PBS) gelado para retirada dos macrofagos peritoneais. Foi tomado cuidado para ndo

causar hemorragia interna durante a coleta de macrofagos nos exsudatos.

As células foram mantidas em Meio Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM)
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) inativado pelo calor, L-glutamina (2 mM),
aminodacidos ndo-essenciais (0,1 mM) e gentamicina (50 ug/mL) durante 24 horas a 37 °C
com 5 % de CO,. As células ndo aderentes foram removidas por lavagem com PBS gelado, de
modo que apenas 0s macrofagos aderentes permaneceram nas garrafas de cultura. Estas
células obtidas foram usadas para executar os protocolos experimentais de citotoxicidade e

endocitose descritos a seguir (Davies e Gordon, 2004).
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45.2 Ensaio de citotoxicidade

A citotoxicidade do Mg,Al - HLD em relacdo a células foi determinada utilizando o
método bioquimico de de MTT em macréfagos murinos peritoneais, com base no protocolo
descrito pela primeira vez por Mossmann (1983).

As células foram centrifugadas a 1500 rpm durante 5 min, ressuspensas em meio
DMEM, contadas utilizando um hemocitémetro e diluidas. O nimero de células desejado (2 x
10° célula/pogo) foi colocado em placa de cultura de 96 pocos e foram incubadas durante 2h a
37 °C com 5 % de CO, . Em seguida, as células foram tratadas com Mg, Al -HDL (10,30¢e
100 uM ) e incubadas novamente por 48 h. Apds este tempo, 0 meio em contato com as
células foi substituido por 100 uL de MTT ( 0,5 mg /mL ) e as células foram novamente
incubadas por 4h. Nos pogos de controle de morte celular as células foram lisadas com 1%
Triton X — 100, 1h antes da adi¢cdo do MTT.

DMSO (dimetilsulfoxido) foi entdo adicionado as células, com o objetivo de dissolver
os cristais de formazan (formados pela conversdo do MTT pelas mitocondrias das células
viaveis), antes de ser analisado por um leitor de placas (ELISA) na faixa de 530 nm de
absorbancia. Todos os ensaios foram realizados em triplicata e a viabilidade celular percentual

foi expressa como absorbancia em relacdo as células tratadas apenas com o meio (controle).

45.3 Ensaio de endocitose

Para este ensaio, macrofagos peritoneais na concentracdo de 1 x 10° foram deixados
em laminulas de vidro dispostas em placas de 24 pogos em DMEM, para que pudessem se
aderir a estas, a 37 °C com 5% de CO,, por 1h.

Posteriormente, o sobrenadante da cultura foi descartado e o Mg,Al - HDL foi
adicionando nas seguintes concentracdes: 10 , 30 e 100 uM . Apds 24 h de incubacéo, tempo
suficiente para permitir a endocitose, as particulas de Mg,Al-HDL ndo endocitadas foram

removidas por lavagem dos pocos com PBS estéril.

Logo em seguida, as laminulas foram fixadas com metanol, coradas com May-
Grunwald/Giemsa e o indice de endocitose (IE) foi determinado da seguinte forma: 100
células/laminula foram observadas em microscopio Optico e o nUmero de particulas Mg,Al-

HDL endocitada/macrofago foi contado. O IE foi calculado pela formula: IE = (nGmero de
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macrofagos que ingeriu pelo menos uma particula de Mg,Al-HDL ) / (média do namero de
particulas de Mg, Al- HDL ingerida por macrofagos) + 100 ( Fadok et al, 1998). Todos o0s

experimentos foram realizados em triplicata.

4.6  Caracterizacéo

4.6.1 Caracterizagdo do HDL precursor

Os difratogramas foram obtidos de um difratdmetro DRX 3000 Shimadzu (Kyoto,
Japdo) com uma fonte de Cu a 25°C no Laboratério de Sintese de Catalisadores
(LSCat/UFAL). 0,1g da amostra foi colocada no porta-amostras e analisados com as seguintes
condicdes: 30 kV, 30 mA CuK, (A= 0,15406 nm). As amostras na forma de po foram
analisadas em intervalos de 0,02° (20) na faixa de 0 a 40°.

Os termogramas foram obtidos em equipamento Shimadzu (Kyoto, Japdo) modelo
DTG-60 com uma taxa de aquecimento de 20°C/min onde cada amostra correu em uma taxa
de temperatura de 20°C/min, de 25° a 800°C e comparada aos perfis de perda observados para

0s materiais de partida sob as mesmas condic6es de anélise.

Os espectros de infravermelho foram obtidos em um espectrometro Shimadzu (Kyoto,
Japdo) modelo SSU-8000 e os espectros Raman foram obtidos em um espectrémetro
Renishaw (Gloucestershire, Reino Unido), por meio de um laser Hene e um comprimento de
onda de 775 nm.

A termogravimetria, a espectroscopia do infravermelho e a espectroscopia Raman

foram realizadas no Grupo de Catélise e Reatividade Quimica (GCaR/UFAL).

As micrografias de MEV foram obtidas de microscépios: Shimadzu (Kyoto, Japéo)
modelo SSX-550 Superscan; Hitachi TM 3000 e JEOL T-200. As analises foram realizadas
nos laboratorios Optma (UFAL), Centro de Tecnologias Estratégicas do Nordeste (CETENE)
e Fundacdo Oswaldo Cruz (Fiocruz-PE), respectivamente. Para o MET, foi utilizado um
microscopio Jeol, 100 CX II, com dispersdo prévia em etanol. Estas analises foram realizadas
Centro de Tecnologias Estratégicas do Nordeste (CETENE).
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4.6.2 Caracterizacdo dos nanocompdsitos

As analises de termogravimetria, espectroscopia na regido do infravermelho com
transformada de Fourier, espectroscopia Raman, MEV e MET foram realizadas de forma
semelhante a caracterizacdo do HDL precursor, ja descritas no item anterior.

Nas analises de DRX as amostras na forma de p6 foram analisadas em intervalos de

0,02° (20) em faixas variaveis, a depender do objetivo das analises.
Para a quantificacdo de Sb presente nas amostras, foram realizados dois ensaios.

A principio, foi realizada a quantificacio por UV-Vis (calculo de
intercalacdo/absor¢do) em espectrofotdmetro Shimadzu (Kyoto, Japdo) UV mini-1420
(Laboratorio de Anéalises Farmacéuticas e Alimenticias — LAFA/UFAL) com leitura no
comprimento de onda 560 nm através de uma aliquota do sobrenadante resultante do processo
de intercalacio do Sb em HDL, com base na reacdo do Sb** com o vermelho de
bromopirogalol (BPR) na proporgéo de 1:1 em solugéo neutra (RATH et al., 2003). Para isto,
foi preparada anteriormente uma curva de calibracao a partir de uma solu¢do-mae de 2,5 x 10°
® M em 4gua deionizada com branco contendo 20 mL de tampéo fosfato 0,1 M, 2 mL de

tartarato de sodio e potassio e 10 mL de vermelho de bromopirogalol.

Com base na metodologia da Farmacopeia Britanica (2007), foi realizada a
Espectroscopia de Emissdo Atémica com Plasma Acoplado Indutivamente (ICP-AES) para a
quantificacdo de antimdnio provavelmente contido nos sistemas binarios obtidos, através da
utilizacdo de espectrometro Spectro (Kleve, Alemanha), modelo Arcos — SOP com leitura
realizada no comprimento de onda 206 nm. Esta analise foi realizada na Central Analitica do
Instituto de Quimica da USP com o p6 (aproximadamente 1mg), produto final resultante da
intercalacdo. A significancia estatistica foi avaliada por ANOVA seguido pelo teste de
comparacdes multiplas de Bonferroni (GraphPad PRISM, GraphPad Software, Inc., San
Diego).

Para confirmar a valéncia do antiménio intercalado, visto que este apresenta mais de
um estado de oxidacao, os produtos de sistemas binarios foram expostos posteriormente a um
ataque 4acido na presenca de HCI, durante 2 horas visando a degradacdo do HDL

(RODRIGUES, 2007) e a liberacdo do composto de intercalacdo. Em seguida, o pH foi
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neutralizado, uma aliquota foi recolhida e foi realizada a analise em espectrofotdmetro UV-
Vis com objetivo de confirmar a valéncia do antiménio (RATH et al., 2003).

4.6.3 Caracterizacdo dos nanocompdsitos revestidos

A andlise de MEV foi realizada conforme descrito no item 4.4. Foram realizadas no
Centro de Tecnologias Estratégicas do Nordeste (CETENE).

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1  Preparacdo do HDL precursor

Vérios lotes do HDL precursor foram sintetizados e caracterizados. Conforme
resultados apresentados a seguir, as técnicas de caracterizacdo confirmaram o sucesso da

sintese e a robustez da metodologia.

5.2  Caracterizacdo do HDL precursor

5.2.1 Difracao de Raios X

O HDL precursor apresentou um espacamento basal dgoz de 7,76A, o que corrobora os
valores calculados a partir dos planos encontrados nos manuais mineraldgicos, quando o
cloreto é o anion interlamelar (7,6-7,8A) (Figura 11) (ALLMANN & JEPSEN, 1969;
CAVANI, 1991; BOTAN et al., 2011), podendo variar de acordo com o grau de hidratacdo
(DEL ARCO, 2007).
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Figura 11 — Difratograma do HDL precursor
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Fonte: Menezes et al., 2013.

Este valor (7,76A) corresponde & soma do didmetro do ion cloreto e da lamela da
brucita (4,8A), como esquematizado na Figura 12. Além disso, os planos de difracdo em
d(003), d(006) e d(012) sugerem que tais estruturas possuem simetria romboedrica,
caracteristica de hidrotalcitas sintetizadas, pertencendo ao grupo espacial 3R e os parametros
das celulas unitarias a e ¢ (a=2d e c=3d) foram satisfeitos (RODRIGUES, 2007; XU e
BRATERMAN, 2010).

Figura 12 — Representacdo esquematica do Mg-Al-Cl HDL
O

Fonte: CHOUDARY et al., 2002 (adaptado).
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5.2.2 Termogravimetria

O termograma obtido esti apresentado na figura 13. O DTG mostra dois picos
endotérmicos, assim caracterizando um padrdo caracteristico da estrutura do HDL
(CHOUDARY et al., 2002). O primeiro pico, com uma perda de massa de 17,9%, ocorre até
222,9° C e corresponde a agua superficial adsorvida e a agua interlamelar. O segundo pico
ocorreu entre 270,9°C e 464,1°C com uma perda de massa de 19,1%. Nesta ultima ocorre a
desidroxilacdo estrutural e a consequente perda da estrutura lamelar, acompanhada pela
provavel formacdo de HCI liquido (KLOPROGGE et al., 2001; CHOUDARY et al., 2002;
ISLAM e PATEL, 2009; SILION et al., 2010).

Figura 13 — Termograma do HDL precursor (linha continua), acompanhado de sua derivada
(linha pontilhada)
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Fonte: Menezes et al., 2013.

5.2.3 Espectroscopia na Regido do Infravermelho com Transformada de Fourier

O espectro do Mg, Al HDL precursor é apresentado na figura 14. Foram verificados os
seguintes sinais: banda larga em torno de 3420 cm™ caracteristico de estiramento (vOH) e um
sinal de deformacdo correspondente ao grupo OH da agua adsorvida ou da agua interlamelar
(flexdo de 8H,0) por volta de 1638 cm™ (SILVERSTEIN et al., 1962; CHOUDARY et al.,
2002; ISLAM e PATEL, 2009); banda em 1360 cm™ que ocorre muito provavelmente devido
ao anion carbonato [v(COs*)] que pode ter se formado devido & absorcdo de gas CO-
atmosférico durante a lavagem (ISLAM e PATEL, 2009; XU et al., 2006; SUN e HU, 2011).

Na regido de 667 a 543 cm™ sdo observadas bandas de vibrages referentes aos M—O ou O—
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M-O caracterizando as ligagdes entre os cétions e oxigénio (BOTTAN, 2011; KLOPROGGE
et al., 1999a).

Figura 14 — Espectro FT-IR do Mg, Al HDL precursor
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Fonte: Menezes et al., 2013.

5.2.4 Espectroscopia Raman

A figura 15 apresenta o espectro Raman do HDL precursor. Observaram-se na regiao
de baixa frequéncia dois sinais em 303 cm™ e 387 cm™ e outros dois a 471 cm™ e 556 cm™.
Todos estes picos sdo tipicos de Al-OH (ligacdo aluminio-hidroxila) ou Mg-OH (magnésio-
hidroxila) (KLOPROGGE et al., 1999b; KLOPROGGE, 2004). Neste espectro, v:COs*

aparece em 1.062 cm™; e o Gltimo pico, indica a presenca da formacdo de 6xidos
(KLOPROGGE et al., 2002).
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Figura 15 — Espectro Raman do HDL precursor
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Fonte: Menezes et al., 2013.

5.2.5 Microscopia Eletrénica

A micrografia adquirida por elétrons secundarios apresentada na figura 16A foi
analisada em um aumento de 2000x e revelou agregados de particulas finas, semelhantes as
descritas por Islam e Patel (2009) e por Donato et al. (2012). Por esta técnica torna-se possivel
a visualizacdo de milhares de lamelas do HDL como nanocristalitos em cada agregado.

Figura 16 — Estrutura e morfologia das formulagdes obtidas nas analises de MEV e de MET.

Onde, (A) MEV de HDL em um aumento de 2000x, (B) MET de HDL em um aumento de
50000x

AwY  Paule duy WO D
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Fonte: Menezes et al., 2013.
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A micrografia obtida por MET ilustrada na figura 16B representa a morfologia dos
HDLs, com a presenca de numerosas lamelas primérias de HDL (XU et al., 2006). De acordo
com Costa et al. (2005), as regibes mais escuras devem-se as dimensdes muito finas destes
segmentos de particulas isoladas.

5.3  Ensaios bioldgicos

5.3.1 Ensaio de citotoxicidade

E de grande importancia que o carreador seja inerte, ou seja, ndo apresente toxicidade
celular, as células alvo. Alguns estudos mostram além de baixa toxicidade, algumas
propriedades como boa compatibilidade, alta capacidade carreadora de drogas, entrega-alvo,
controle de liberacdo de drogas dos HDLs em varios tipos de células (XU et al., 2008). Os
ensaios de MTT (Figura 17) com macrofagos peritoneais mostram que ndo houve influéncia
significativa apds o tratamento celular com os Mg, Al-HDL por um periodo de 24 horas nas

concentracgdes utilizadas.

Figura 17 — Efeito dos HDLs em macréfagos peritoneais e viabilidade celular determinada

por ensaio MTT
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Os resultados foram expressos como media + desvio padrdo de amostras em triplicata, as diferencas
significativas entre os grupos sdo avaliadas por analise de variancia ANOVA seguido pelo teste de

Dunnett. Colunas: controle positivo (células vivas) e controle negativo (células lisadas).

Fonte: Menezes et al., 2013.
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5.3.2 Ensaio de endocitose

Além da baixa toxicidade apresentada por estes nanomateriais, 0 que é um recurso de
grande utilidade, eles possuem uma estrutura carregada positivamente, assim permitindo
interacdes eletrostaticas com a membrana celular, facilitando, desta forma, o mecanismo de

captacdo celular por fuséo e/ou endocitose (Delgado et al., 2004).

Tais estudos mostram a capacidade que essas nanoparticulas tém de interagir
rapidamente com as membranas celulares devido ao potencial zeta positivo e as superficies
celulares carregadas negativamente e, logo em seguida, a endocitose celular. Neste presente
estudo, foram obtidos resultados semelhantes. Apds 24 horas de incubagdo, os Mg, Al-HDLs
foram endocitados pelos macrofagos. A Figura 18 mostra um indice de endocitose
significativo nas concentracdes de 30 uM (23,8 £ 1,4) e 100uM (73,65 + 7,3).

Figura 18 — Concentracao-dependente de endocitose de HDL em macréfagos peritoneais
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Os resultados sdo expressos em média + desvio padrdo das amostras em triplicata. Os asteriscos
indicam diferencas estatisticamente significativas entre os grupos e o controle (considerado como 0%
de endocitose), avaliados através da analise de variancia ANOVA One-way seguido pelo teste de
Dunnett. As imagens mostram macro6fagos apds o tratamento com Mg, Al-HDLs. O grupo controle
representa macrdéfagos sem tratamento.

Fonte: Menezes et al., 2013.
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Sabendo-se que o pH local dentro dos compartimentos endossomais e lisossomais
deve ser baixo e o mecanismo de liberagdo de substancias a partir de HDL ocorre por
solubilizacdo das lamelas de HDL estimulada pela diminui¢do do pH (Cunha et al., 2010), é
possivel prever que o Mg,Al-LDH pode ser um carreador promissor de drogas que tenham
acdo sobre parasitos intracelulares.

5.4  Caracterizacdo dos sistemas binarios HDL-Sh

5.4.1 Espectrofotometria UV-Vis: quantificacéo indireta de Sh

A curva de calibracdo (Apéndice 1) do tartarato de antim6nio e potassio apresentou-se
linear (r > 0,98) e foi obtida com concentrages entre 5 e 12,5 x 10° M, de acordo com a
metodologia previamente descrita por Rath et al. (1997), onde, a medida que a concentracéo
de Sb®* aumenta, a capacidade de absorcdo diminui. Isto ocorre devido & reacdo do antiménio
na forma trivalente com o croméforo (BPR), cuja absorcdo maxima ocorre em 560nm,

reduzindo sua absorbancia proporcionalmente.

Os rendimentos, em todas as condicGes avaliadas, foram superiores a 98,25%. Tendo
como base o calculo tedrico da quantidade de Sh na estrutura do farmaco e a quantidade
utilizada no preparo de cada formulacdo, estes valores sdo inexequiveis. Caso o farmaco
(tartarato de antimbénio e potassio) estivesse completamente entre as lamelas do HDL,
deveriam ser quantificados cerca de 9% em F1 e 14% em F2. Como a quantidade de Sb
encontrada foi bastante superior em ambos 0s casos, é possivel afirmar que a substancia
associada a argila lamelar ndo pode ser o tartarato de antimbnio e potassio, o farmaco

utilizado no preparo; mas provavelmente outro anion.

Desta forma, houve a necessidade de quantificacdo direta de Sb nas formulagdes. Isto
foi feito por ICP-AES (FARMACOPEIA BRITANICA, 2007).

5.4.2 Espectrometria de Emissdo Atémica com Plasma Acoplado Indutivamente (ICP-AES):

quantificacdo direta de Sb

Os valores percentuais do semimetal presentes nas formulagcbes F1 e F2 séo
apresentadas na figura 19. O resultado ratifica a espectrofotometria UV-Vis, assim sugerindo
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a intercalagdo de outro anion. E importante ressaltar que, embora na forma de outro anion, o

Sb, responsavel pela acdo leishmanicida, estava presente.

Em relacdo a escolha do melhor tempo reacional para a obtencdo dos produtos, foi
adotado o tempo de sintese de 24 horas em ambas as formula¢des porque a intercalacdo de
uma quantidade méxima de Sb foi conseguida, sem diferencas significativas nas sinteses
obtidas ap0s este periodo.

Figura 19 — Quantidade de antimdnio (%) encontrada em F1 e F2 determinada por ICP-AES em
diferentes tempos reacionais

96 72 48 24 2 96 72 48 24 2

F1 F2
Tempo de intercalacao (horas)

Os asteriscos (*) indicam diferengas significativas (P <0,05) quando comparado o maior rendimento
(24 horas) com os demais, determinado por ANOVA seguido pelo teste de comparacdo maltipla, Teste
de Bonferroni.

Fonte: Menezes et al., 2013.

5.4.3 Espectrofotometria UV-Vis: especiacdo do Sh

O método confirmou a manutencdo da valéncia +3 do antimbénio em F1 e F2. A
especiacdo de antimdnio mostra-se fundamental, visto que a toxicidade e o comportamento
biologico sdo dependentes do estado de oxidacdo, sendo a forma trivalente atribuida como a
responsavel pela acdo leishmanicida, mas também pela elevada toxicidade dos farmacos
antimoniais (GOODWIN E PAGE, 1943; MIEKELEY et al., 2002; DESSUY, 2011).
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5.4.4 Difracdo de Raios X

Os difratogramas de F1 e de F2 sdo mostrados na figura 20, confirmando a obtencéo
de produtos distintos. Em F1 ocorre um timido deslocamento de dgos para angulos mais baixos
(Figura 20A). Visto que o tamanho da lamela da brucita é de 4,8A (CHOUDARY et al.,
2002), a diferenca resultante do aumento do espacamento (3,46A) reflete o tamanho do anion
intercalado. O anion correspondente ao tartarato (C4H4Os%") possui um tamanho muito maior
do que o cloreto, o que ndo corresponde ao valor obtido a partir do aumento do espagamento
basal; porém o produto F1 confirmou o processo de intercalacdo e a presenca de uma espécie
de hdspede no espaco interlamelar. Ainda na figura 20B € visivel o desaparecimento de doos
quando observamos os angulos 20 inferiores, caracterizando a esfoliagdo das lamelas do
HDL. Quando completamente esfoliadas, os picos de difracdo de raios X da argila
desaparecem, pois a forma cristalografica é perdida.

Figura 20 — Espectros DRX. A) e C) F1; B) e D) F2
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No entanto, um novo plano cristalino em aproximadamente 13,7° pode ser notado em
ambas as formulac6es. Considerando que o tartarato de potéssio e antimdnio é formado pela
reacdo de 6xido de antimonio e 4cido tartarico (KNAPP, 1839) e os produtos contém Sh**
(valéncia confirmada por espectrofotometria UV-Vis), os Oxidos de antimbnio foram
investigados, e, entre eles, 0 novo plano era coincidente com o plano di;; de Sh,O3 de simetria
octaédrica em ambas as formulagdes. A confirmagédo deste anion por DRX tornou-se possivel
quando estendemos os valores de 26 até 90° (MA et al. 2004). As figuras 20C e 20D ilustram
os planos coincidentes (KNAPP, 1839; MA et al., 2004; VALIDZIC et al., 2013).

5.4.5 Termogravimetria

Os comportamentos térmicos do farmaco e das formulagdes sdo apresentados na figura
21. O farmaco puro (tartarato de antiménio Ill e potdssio) mostrou um mecanismo de
degradacdo complexo. Ja F1 e F2 resultaram de uma alteragdo do processo de degradacao
térmica do HDL, com o acrescimo de mais etapas de degradacdo, porém diferentes ao
termograma obtido para o farmaco puro.

Figura 21 — Termogramas de F1, F2 e do fArmaco puro
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Fonte: Menezes et al., 2013.
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5.4.6 Espectroscopia do Infravermelho com Transformada de Fourier

Os dados provenientes desta analise estdo apresentados na figura 22, onde a regido que
compreende de 3600 a 2250 cm™ corresponde ao estiramento (v) OH e pode ser observado em
todas as amostras analisadas. A regido de 2900 a 2950 cm™ est4 relacionada & ligacdo H-C
detectada apenas no tartarato de antimdnio e potassio, assim como as ligagcdes: C=0
proveniente de éster (1650 cm™), C-O proveniente de éster (1350 cm™) e C-O (1150-1085
cm™). A deformagio OH da 4gua adsorvida ou da 4gua interlamelar (flexdo de 5H,0) que

ocorre em 1620 cm™ é caracteristica do HDL, assim como o estiramento [u(COs*)] de CO.
em 1557cm™.

Figura 22 — Dados de FT-IR obtidos
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Fonte: Menezes et al., 2013.

O farmaco puro e o HDL precursor foram utilizados como padrées de referéncia. Com
isto, pode-se observar que F1 e F2 ndo apresentam quaisquer bandas caracteristicas do
farmaco original. Porém, em relacdo as demais bandas, houve uma relagdo harmoniosa entre o
HDL e os produtos de intercalagdo com a manutengdo das caracteristicas de vibracdo M-O

relativo & presenca do HDL e do triéxido de antiménio (Sb,O3) que também, assim como 0s
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metais contidos nas lamelas do HDL, pode ser suposta através das bandas 747 e 665cm™,
visto que nesta faixa ocorrem vibragGes correspondentes as ligaces M-O (DUOMO et al.,
1997).

5.4.7 Espectroscopia Raman

Os espectros Raman (Figura 23) de ambas as formulagdes apresentaram-se de forma
bastante similar entre si, com destaques para as bandas: 192 cm™, 194 cm™, 258 cm™, 380
cm™, 454 cm™, 455 cm™, 715 cm™ e 720 cm™, que apresentaram similaridade com o espectro
Raman de mini octaedros de Sh,Os (193 cm™, 257 cm™, 376 cm™, 454 cm™, 716 cm™)
(BANARES et al., 2002; MA et al., 2004) e a banda em 1066 cm™ que apresentou
semelhanca com uma das bandas do HDL precursor.

Figura 23 — Espectros Raman obtidos de F1 e F2
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Fonte: Menezes et al., 2013.
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5.4.8 Microscopia Eletrénica

A figura 24 ilustra as micrografias obtidas por MEV e por MET para ambas as
formulagdes.

Nas micrografias A e C, obtidas por elétrons secundarios, sdo visualizados por MEV,
aglomerados da amostra, provavelmente os cristais octaédricos de 6xido de antiménio (ja
confirmados por DRX através dos planos coincidentes com a literatura) (KNAPP, 1839; MA
et al., 2004; VALIDZIC et al, 2013). Estes aglomerados possuem tamanhos variados,
apresentando, nesta micrografia, um tamanho médio de 2 a 3 um tanto para F1 quanto para
F2.

Figura 24 — Estrutura e morfologia das formulagdes obtidas nas analises de MEV e de MET.
Onde, (A) MEV de F1 em um aumento de 2000x, (B) MET de F1 em um aumento de 50000x, (C)
MEYV de F2 em um aumento de 2000x e (D) MET de F2 em um aumento de 50000x
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Fonte: Menezes et al., 2013.

Nas micrografias obtidas por MET a presenca de aglomerados é confirmada, sendo

que os aglomerados presentes na figura 24B, representando F1, medem, em média, 13um de
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largura ¢ 10um de altura. Ja os aglomerados presentes na figura 24D, representam F2 e
medem, em média, 25um de largura e 17,5um de altura. Além disto, atraves desta analise, é
possivel confirmar a presenca do Oxido de antimdnio, previamente descrita pelo DRX
(KNAPP, 1839; MA et al., 2004; VALIDZIC et al., 2013).

5.5  Caracterizacdo dos sistemas binarios HDL-Sb revestidos

Para a escolha do produto a ser revestido (F1 ou F2), foram utilizados os resultados de
DRX obtidos. Como um dos objetivos do trabalho era a obtencdo de um produto intercalado,
optamos por F1, visto que em F2 obtivemos um produto adsorvido e ndo intercalado. Com
auxilio de ICP-AES, escolhemos F1 no tempo reacional de 24 horas (F1 — 24h), onde
obtivemos a intercalacdo de uma quantidade suficiente de antiménio. A partir de entdo, os
produtos revestidos foram obtidos por asperséo (spray drying) e analisados por MEV (Figura
25).

Figura 25 — MEV dos nanocompdsitos revestidos, onde A, B (170°C), C e D (200°C)
representam a micrografia da primeira condicéo de revestimento e E, F (170°C), G, H (200°C)
representam a segunda condicéo de revestimento

Fonte: Menezes et al., 2013.

Com base nas micrografias apresentadas, & possivel visualizar que na primeira
concentracdo estudada (Figura 25 — A e B), com temperatura de entrada de 170°C (spray
drying), os nanocompdsitos revestidos apresentam um tamanho médio de 20 pum com

recobrimento irregular e superficie ndo homogénea em determinadas areas. Ao elevarmos a
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temperatura para 200°C e mantendo a concentracdo anterior (Figura 25 — C e D), além do
recobrimento irregular, foi observada uma heterogeneidade no tamanho das particulas, com
uma variacdo de 5 a 20 um. Ao aumentarmos a concentragdo, na temperatura mais baixa
(170°C), obtivemos produtos revestidos com tamanho médio de 20 pm (Figura 25 — E e F),
além da presenca de muitos aglomerados de aspecto enrugado, aparentando, possivelmente,
um excesso do polimero glicomanana. No entanto, ao aumentarmos a temperatura para 200°C,
obtivemos produtos com tamanho de 4 a 5 um (Figura 25 — G e H), ou seja, com um tamanho
menor, e portanto um produto melhor, visto a maior facilidade de liberagdo, em relagido aos
demais; além de um melhor recobrimento polimérico, tendo em vista @ menor ocorréncia de
superficie de aspecto enrugado (NANDIYANTO e OKUYAMA, 2011).
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6 CONCLUSOES

o Foram produzidos varios lotes do HDL precursor pelo método de co-precipitacéo e,
por meio dos resultados obtidos a partir das técnicas de caracterizacdo realizadas ap6s a
sintese de cada lote, foi possivel confirmar o sucesso e a reprodutibilidade das sinteses;

o De acordo com os ensaios bioldgicos de citotoxicidade e endocitose realizados para o
HDL precursor, este carreador ndo induz toxicidade celular e é endocitado facilmente por
macrd6fagos murinos peritoneais de camundongos Swiss. Além disso, de forma analoga ao
complexo antiménio-carboidrato presente nos farmacos de primeira escolha para o tratamento
da leishmaniose, atualmente disponiveis no mercado farmacéutico, o HDL desempenha o
papel facilitador do carboidrato no processo de endocitose por macrofagos;

o Os nanocompositos foram preparados atraves de reacdo de troca idnica, e com a
utilizacdo das variaveis propor¢do m/m farmaco/HDL (1:3 e 3:1) e tempo reacional (2, 24, 48,
72 e 96 horas), foram obtidos dois produtos distintos: um esfoliado e um intercalado, ambos
com o trioxido de antiménio na forma octaédrica associado ao nanocarreador (HDL
precursor). Tais resultados foram elucidados com o auxilio de uma associacao de diferentes
técnicas de caracterizacao;

o Ambos 0s nanocompositos, foram produzidos em curto tempo de reacdo (24 horas) a
temperatura ambiente, com a utilizacdo da agua como solvente, e consequentemente com um
baixo custo aderido ao produto final, o que favorece o desenvolvimento de uma formulagéo
medicamentosa com a¢do leishmanicida;

o Por fim, foi realizado o revestimento polimérico com o polimero natural glicomanana,
com a obtencdo de um produto revestido uniformemente. Este tem por objetivo facilitar a
provavel passagem pelo suco gastrico sem que ocorra a exposicao e degradacdo do HDL no
pH acido estomacal e a liberacdo imediata do antiménio. Como consequéncia, tem por fungéo
evitar o surgimento de uma série de efeitos colaterais inerentes a exposicao sistémica do
antimonio;

o Com base nos resultados compilados neste estudo, conclui-se que este sistema pode
representar uma nova e promissora abordagem de entrega especifica contra a leishmaniose de
forma simples e com um baixo custo aderido, mesmo em producgdes de alta escala;

o Como perspectiva, pretende-se realizar a avaliacdo bioldgica dos sistemas binarios e a

avaliacdo dos produtos revestidos, visto o intuito do desenvolvimento de uma formulagéo
(através de revestimento polimérico) para uso oral.
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APENDICE 1 — Curva de calibraco do tartarato de antiménio e potassio
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