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RESUMO

Lipossomas sdo sistemas de vetorizacdo constituidos basicamente por
fosfolipidios e colesterol e que tém sido amplamente usados como carreadores de
farmacos, apresentando, dentre outras vantagens, a reducao de efeitos adversos em
comparacao aos observados pelo uso de farmacos na forma livre. Devido ao fato
possibilidade dos lipossomas serem naturalmente direcionados aos macréfagos, 0s
quais sao alvos da infeccéo por Leishmania, seu uso apresenta-se promissor para o
tratamento das leishmanioses. Como ainda nédo existe disponivel nenhuma
formulagéo lipossomal contendo antimoniato de meglumina (AM), farmaco de primeira
escolha na terapia das leishmanioses, a proposicdo de uma formulacdo contendo
esse farmaco que apresente bons resultados no tratamento da doenca e seguranca
adequada € alvo de inUmeras pesquisas. Formulacdes promissoras contendo AM tém
sido propostas, porém algumas reacdes adversas tém sido apontadas pelo uso desse
sistema, as quais parecem estar relacionadas ao uso do fosfolipidio dicetilfosfato
(DCP). Assim, foi proposta uma nova formulacédo lipossomal em que o DCP foi
substituido pelo fosfolipidio dipalmitoilfosfatidilgicerol (DPPG) com o objetivo de tentar
reduzir as reagOes adversas observadas. Dessa forma, neste trabalho, foram
realizados testes in vitro para avaliar o efeito das duas formulacbes vazias sobre
componentes celulares e plasmaticos, a saber, a avaliacdo do efeito sobre as
hemacias e sobre a hemostasia. Também foram realizados testes para avaliacdo do
efeito das vesiculas lipossomais sobre a linhagem J774 de macrofagos, através da
determinacao da viabilidade celular e da producao de 6xido nitrico, e o efeito sobre o
sistema complemento, avaliado pela formacao de C3a e de SC5b-9.

Os resultados encontrados no presente estudo mostraram que as duas
formulacbes nao tiveram efeito sobre a maioria dos testes realizados. Porém, a
formulacdo lipossomal constituida por DCP provocou ativacdo do sistema
complemento, com aumento da formacdo de C3a. Além disso, essa formulacdo
provocou uma diminuicdo da viabilidade de macréfagos. Esses dados sugerem que
as reacOes adversas observadas em estudos anteriores podem ser devido ao DCP

presente na vesicula lipossomal.

Palavras  chaves: Lipossomas. Dicetilfosfato.  Dipalmitoilfosfatidilglicerol.

Coagulacdo. Macrofagos. Plaquetas. Toxicidade. Complemento. Heméacias.



ABSTRACT

Liposomes are a type of vectoring system consisting primarily of phospholipids
and cholesterol. These particles have the advantage to reduce the adverse effects
observed with drugs encapsulated in comparison to free drugs. Due to the fact that
liposomes are naturally targeted to macrophages of the mononuclear phagocytic
system (FMS), which are targets of infection by parasites of the genus Leishmania,
they are adequate for the treatment of leishmaniasis. Since there is not any liposomal
formulation containing meglumine antimoniate (AM), drug of choice in the treatment of
leishmaniasis, the proposition of a formulation containing this drug that presents good
results in the treatment of disease and adequate security is target of numerous
research. Promising formulations containing AM have been proposed, however, some
adverse reactions have been identified, such as hematological disorders. Some of
these changes seem to be related to the use of dicetylphosphate phospholipid (DCP).
Thus, a new liposomal formulation was testes in which DCP was replaced by
dipalmitoilfosfatidilgicerol phospholipid (DPPG) in order to reduce adverse reactions
observed. Thus, in vitro tests were performed to evaluate the effect of the two
formulations over cellular components and plasmatic components, namely the
evaluation of the hemolytic effect and influence on hemostasis. Furthermore, tests
were performed to evaluate the effect of liposome vesicles on the J774 macrophage
lineage, by determining the cell viability and the production of nitric oxide, as well as
the effect on complement system, measured by the formation of C3a and SC5b-
complex -9.

The results of this study showed that both formulations had no effect on most of
the tests. However, liposomal formulation comprised of DCP was capable of activating
the complement system, with increased formation of C3a. In addition, this formulation
caused a decrease in the viability of macrophages. These data suggest that the
adverse effects observed in previous studies may be due to phospholipid DCP present

in the liposomal vesicle.

Keywords: Liposomes. Dicetylphosphate. Dipalmitoylphosphatidylglycerol.
Coagulation. Macrophages. Platelets. Toxicity. Complement. Red blood cells
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1 REVISAO DA LITERATURA

1.1 Caracteristicas gerais dos lipossomas

Atualmente, vérias formula¢gbes tém sido propostas para a vetorizagdo de
farmacos no organismo. Essas formulacdes tém por objetivo modular e, se possivel,
direcionar por meio de um transportador (ou vetor), uma substancia a um alvo
especifico (PUISIEUX & ROBLOT-TREUPEL, 1988; FREZARD et al., 2005). Dentre
0s vetores, destacam-se os lipossomas, um tipo de sistema de vetorizacdo que tem
sido amplamente utilizado nos ultimos anos (ZHANG et al., 2013). Os lipossomas
compreendem particulas formadas por uma vesicula esférica, com tamanho de 50 nm
a 5 um, constituidas de uma ou varias bicamadas lipidicas e que possuem a
capacidade de armazenar em seu interior ou adsorvidos a sua membrana bioativos
como farmacos, nutrientes ou marcadores usados em exames de diagnéstico por
imagem (FREZARD et al., 2005, FREZARD & DEMICHELI, 2010, ZHANG et al,
2013).

Varias moléculas com caracteristicas anfifilicas naturais como os fosfolipidios
e compostos sintéticos podem fazer parte da estrutura dos lipossomas, 0s quais sdo
compostos também por colesterol. Dentre os fosfolipidios, destacam-se as
fosfatildilcolinas, fosfatidilserina, fosfatidilglicerol e esfingomielina que tendem a
formar uma bicamada lipidica em solucdo aquosa (Tabela 1). Os fosfolipidios mais
empregados para a formulacao dos lipossomas séo as fosfatidilcolinas, que possuem
grande estabilidade frente as variacdes de pH ou da concentracdo de sal (FREZARD
et al., 2005; BATISTA, CARVALHO & MAGALHAES, 2007, AKBARZADEH et al.,
2013). O colesterol presente na estrutura possui um papel importante na estabilidade
das vesiculas além de evitar o extravasamento prematuro de farmacos encapsulados
(WASSEF, 1995; FREZARD & DEMICHELI, 2010).

16



Tabela 1: Exemplos de fosfolipidios empregados na composicdo de lipossomas utilizados em

formulag¢8es para uso humano.

Fostolipidios (R, Cadeta huchofdbica de dcido graxo (R R} Nomenclatura ¢ abreviatura Te(C) Caga
Fosfatidilcolina (PC) CHA{CH,).-CH=CEH{CH,) {0)- Dioleilfosfatidilcolina (DOPC) 4 Anftera
CHCHNA(CH), CHACH) C(0)- Dimirsstoilfosfatidilcolina (DMPC) 23 Afitera
CHACH),C(0)- Dipalmitortfosfatidilcolma (DPPC) 42 Anfitera
CH-{CH) C(O)- Diestearoilfostatidilcolina (DSPC) 5 Anfotera
Fostatidiletanolamina (PE) ~ CH-(CH,),-CH=CH-{CH,).-0)- Dioleilfosfatidiletanolamina (DOPE) <0 Anfitera
CH.CHNH,’ CHACH,) C(0) Digstearoilfosfatidiletanolamina (DSPE) 74 Anfitera
Fosfatidlglicerol PG) ~ CH-{CH)) C(O}- Dimirstoilfostatidilglicerol DMPG) 13 Negativa
CH,CHOHCH,0H CH-{CH,),C(0)- Dipalmitoilfosfaticilglicerol (DPPG) 35 Negativa
Fostatidilsermna (PS) CH-{CH) (O} DipalmutoiHfostaticilserma (DPPS) 79 Negtiva
CH,CHNH, C00- CH-{(CH,) (0 Diestearoilfostatidilserina (DSPS) 19 Negtiva

Tc: de Temperatura de Transigcdo Fase
Fonte: BATISTA, CARVALHO & MAGALHAES, 2007.

Outro fator importante a ser considerado nas vesiculas lipossomais € o estado
fisico em que elas podem ser encontradas, fase cristal-liquido (ou “fluida”) ou fase gel.
Isso sera dependente da Temperatura de Transicdo de Fase (Tc), que € uma
caracteristica dos lipidios que constituem as vesiculas. Quando o lipossoma é
formado por lipidios de Tc menor que a temperatura do meio em que se encontram,
sua membrana se encontrard na fase cristal-liquido, onde suas cadeias
hidrocarbonadas terdo grande liberdade de movimento e os radicais hidrofilicos
estardo completamente hidratados. Porém, nesses lipossomas observa-se maior
extravasamento dos farmacos encapsulados na fase aquosa. Por outro lado, as
vesiculas formadas por lipidios de Tc maior que a temperatura do ambiente estudado
terdo menor fluidez na membrana e se encontrardo na fase gel e o extravasamento
de farmacos encapsulados sera menor. Ainda, a incorporacdo de colesterol na
bicamada lipidica possui importante papel na fluidez da membrana dos lipossomas. E
visto que a incorporacdo de colesterol na membrana de lipossomas constituidos por
fosfolipidios de cadeias insaturadas aumenta a rigidez da membrana, enquanto que a

incorporacao de colesterol na membrana de vesiculas lipossomais constituidas por
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fosfolipidios de cadeias saturadas diminui a rigidez da membrana desses lipossomas
(SHARMA & SHARMA, 1997; FREZARD et al., 2005; AKBARZADEH et al., 2013).

Os lipossomas podem ser formados por uma bicamada ou por mais bicamadas
lipidicas que isolam um ou varios compartimentos aquosos internos do meio externo,
e podem ter diferentes tamanhos (MERTINS, 2004; FREZARD et al., 2005).
Lipossomas multilamelares (multilamelar vesicles - MLV) s&@o formados por vesiculas
com um tamanho médio que varia de 400 nm a alguns micrémetros. Os lipossomas
unilamelares podem ser classificados em: lipossomas unilamelares grandes (large
unilamelar vesicles -LUV), com diametro variando de 80 nm a 1 pm e lipossomas
unilamelares pequenos (small unilamelar vesicles - SUV), com variagéo de diametro
entre 20 e 80 nm. Também sado descritos os lipossomas gigantes unilamelares (giant
unilamelar vesicles - GUV) ou oligolamelares (giant oligolamelar vesicles - GOV) com
didmetro maior que 1 um (MERTINS, 2004; TIKSHDEEP et al., 2012).

Além disso, os lipossomas podem ser classificados em lipossomas
convencionais, que séo vesiculas formadas basicamente por fosfatidilcolina ou outros
fosfolipidios e por colesterol. Também, podem ser classificados em lipossomas
furtivos, os quais sao constituidos de polimeros de etilenoglicol (PEG), o que reduz a
sua captura pelos macréfagos e aumenta a sua permanéncia na corrente sanguinea.

Quando o lipossoma convencional € administrado por via endovenosa, ele é
naturalmente fagocitado por macréfagos, principalmente por macréfagos do figado,
baco e medula 0ssea. Isso ird resultar no aumento da concentracdo do farmaco
encapsulado nesses 6rgaos, assim como uma reducdo em outros, como coracao e
rins (FREZARD et al., 2005; ALLEN & CULLIS, 2013). J4, quando lipossomas furtivos
sédo administrados pela mesma via, eles tendem a permanecer por maior tempo na
corrente sanguinea, aumentando seu tempo de meia vida, e assim, substancias
encapsuladas nesse tipo de lipossoma podem se distribuir melhor em outros 6rgaos,
além daqueles do SFM. Além disso, outra caracteristica importante das formulacdes
lipossomais é que elas podem ser direcionadas a certos tipos celulares pelo uso de
anticorpos ou ligantes na extremidade dos polimeros que estdo acoplados a
membrana lipossomal. Neste caso, os lipossomas séo classificados como lipossomas
pilotados (Fig.1) (WOODLE & LASIC, 1992, ZHANG et al., 2013).
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FIG. 1. Diferentes tipos de lipossomas de acordo com sua caracteristica superficial: (A)
Lipossoma convencional, formado por fosfolipidios e colesterol. (B) Lipossoma furtivo, revestido por
PEG na superficie externa. (C) Lipossoma pilotado, formado pelo acoplamento de anticorpos aos
fosfolipidios da vesicula lipossomal.

Fonte: Adaptado de ZANG et al., 2013.

Em relacdo ao transporte de farmacos, foi demonstrado que eles podem ser
transportados em diferentes locais nas vesiculas de lipossomas. Essa caracteristica
vai depender das propriedades fisico-quimicas do farmaco a ser encapsulado e dos
fosfolipidios que constituem a vesicula lipossomal. Assim, os farmacos hidrossolaveis
podem ser transportados no espaco aquoso interno, por interagirem melhor com as
cabecas polares dos fosfolipidios. Ja os farmacos lipossoluveis, de carater apolar, sdo
transportados na bicamada lipidica, interagindo com as cadeias hidrocarbonadas dos
fosfolipidios. Além disso, € visto que os farmacos também podem ser transportados
aderidos a face externa da vesicula lipossomal (Fig.2) (OLIVEIRA, 1993; SHARMA &
SHARMA, 1997, AKBARZADEH et al., 2013).
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FIG. 2: Transporte de farmacos nas vesiculas lipossomais: Os farmacos podem ser transportados
no espaco aquoso interno, quando possuem um carater polar, ou entre as cadeias hidrocarbonadas da
bicamada lipidica, quando possuem carater apolar. Além disso, os farmacos podem ser transportados

adsorvidos na face externa da membrana lipossomal.

Bicamada de fosfolipidios

% Farmacos hidrofobicos “ Aqu -l Phn’e’,

" ™ it s
& Farmacos hidrofilicos

& Farmacos associados a interface

Fonte: SHARMA & SHARMA, 1997.

1.2 Lipossomas e suainteracdo com os sistemas bioldgicos

E relatado na literatura que, apds a administracdo de lipossomas no organismo,
ocorre a interacdo entre essas vesiculas e elementos presentes na corrente
sanguinea, como hemacias, plaguetas, proteinas plasméaticas e componentes do
sistema imune. Essa interacdo vai depender de caracteristicas relacionadas as
vesiculas lipossomais, como tamanho, carga superficial e também de componentes
plasmaticos e teciduais (SHARMA & SHARMA, 1997; BERTRAND & LEROUX, 2012,
FROHLICH, 2012).

Foi relatado que lipossomas grandes sdo mais rapidamente fagocitados por
macrofagos quando comparados aos lipossomas pequenos. Esse fato esta
relacionado a maior interacdo entre os lipossomas e a membrana dos macréfagos,
proporcionando maior area de contato entre a vesicula lipossomal e macrofagos. Aléem
disso, € também relatado que nestas particulas h4 uma maior adsor¢céo de proteinas
do sistema do complemento e anticorpos que sdo de fundamental importancia no
processo da fagocitose, uma vez que ha receptores para as proteinas do
complemento e de anticorpos na superficie de macréfagos (SHARMA & SHARMA,
1997; KATSNELSON et al., 2011; BERTRAND & LEROUX, 2012; LANDESMAN-

MILO & PEER, 2012; LANKOFF et al., 2012).
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Em relacdo a carga das particulas lipossomais, verificou-se que lipossomas
carregados tanto positivamente quanto negativamente podem ser fagocitados com
maior eficiéncia por macrofagos quando comparado a particulas neutras. Assim,
observou-se que as vesiculas carregadas com carga negativa sdo fagocitadas e
eliminadas do organismo mais rapidamente do que as vesiculas neutras. Além disso,
foi demonstrado também que lipossomas catibnicos podem provocar a ativacédo do
sistema complemento e a r4pida eliminacdo por macréfagos (FROHLICH, 2012,
LANDESMAN-MILO & PEER, 2012). A captura de lipossomas catidnicos também esta
relacionada ao processo de endocitose ou entrada direta pela interacdo de
lipopoliaminas cati6nicas dos lipidios que compdem a estrutura dos lipossomas com
as proteoglicanas da membrana celular, favorecendo a internalizacdo das vesiculas
(SHARMA & SHARMA, 1997; FROHLICH, 2012, LANDESMAN-MILO & PEER, 2012).
Em adicdo a esses achados, foi demonstrado que lipidios catidbnicos podem estimular
a producdo de citocinas proé-inflamatérias por linfocitos T (LANDESMAN-MILO &
PEER, 2012).

Outras interagbes podem ser observadas apds a administracéo de lipossomas
no organismo. KUZNETSOVA et al. (2012) mostraram que um tipo de lipossoma
constituido por fosfatidilcolina de ovo e por fosfatidilinositol de Saccharomyces
cerevisiae, no qual foi encapsulado o farmaco metotrexato, levou ao aumento do
tempo de coagulacéo e a ativagédo do sistema do complemento. Por outro lado, esses
lipossomas nédo provocaram alteracdes na contagem de células vermelhas, plaquetas
e na taxa de hemdlise. Outro estudo mostrou que particulas compostas pelo lipidio
cationico multivalente Lipofect AMINE2000 podem apresentar maior toxicidade em
comparacao a particulas formadas por lipidios catibnicos monovalentes, como o 1,2-
dioleoil-3-trimetilaménio-propano (DOTAP). Além desses achados, foi verificado um
aumento do nivel sérico de enzimas hepaticas e perda de peso em camundongos
tratados com DOTAP em relagdo a camundongos tratados com vesiculas compostas
por lipidios neutros ou carregados negativamente, demonstrando uma acéo toxica de
lipossomas com potencial zeta positivo (LANDESMAN-MILO & PEER, 2012). Assim,
€ de extrema importancia avaliar esses possiveis efeitos adversos, a fim de evitar que
essas alteracbes possam acontecer apds a administracdo de lipossomas no
organismo.

Em um estudo realizado com lipossomas contendo dicetilfosfato (DCP)

preparados pela técnica de evaporacdo por fase reversa, foram observadas
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alteracdes patologicas em macacos ap0s a administracdo endovenosa de vesiculas
com ou sem antimonio pentavalente (SbV), com diminuicdo da contagem de plaquetas
e um aumento de quatro vezes do tamanho do baco, além da presenca de macrofagos
espumantes, 0s quais possuem a capacidade de fagocitar lipidios presentes no tecido
(WASSEF et al.,, 1995). Outro estudo mostrou que apos a administracdo de
lipossomas, também constituidos por DCP, vazios ou com SbV em cées naturalmente
infectados por Leishmania infantum, observou-se uma reacéo adversa, em que 0s
autores sugeriram ser uma reacdo conhecida como pseudoalergia relacionada a
ativacdo do sistema do complemento. Prostracdo, sialorreia e defecacdo foram os
sinais mais frequentes observados (RIBEIRO et al., 2013). A formulacéo lipossomal
referida anteriormente composta pelo fosfolipidio DCP, foi alvo de estudo deste
trabalho, e tem sido usada nas formulacées de SbV pelo grupo de pesquisa do
professor Frederic Frézard, do Laboratoério de Biofisica e Sistemas Nanoestruturados
(LabNano), do Departamento de Fisiologia e Biofisica da Universidade Federal de

Minas Gerais do qual fazemos parte.

1.3 Lipossomas e o tratamento das leishmanioses

Como descrito anteriormente, os lipossomas tém sido empregados como um
sistema carreador de farmacos e de outros bioativos. Dentre suas aplicacdes,
destaca-se 0 seu uso no tratamento das leishmanioses, pelo uso de uma formulacéo
lipossomal contendo anfotericina B, o Ambisome®, formada por fosfatidilcolina
hidrogenada de soja (HSPC), diestearoilfosfatidilglicerol (DSPG) e colesterol, que tem
mostrado bons resultados em humanos (RATH et al., 2003; FREZARD et al., 2005;
LIMA et al., 2007; RIBEIRO et al., 2008). Assim, formula¢des lipossomais para o
tratamento da leishmaniose apresentam vantagens quando comparadas aos
farmacos livres, pois permitem o direcionamento do principio ativo aos érgdos alvos
da infecgdo por parasitos do género Leishmania, como figado, bago e medula 0ssea
(ALVING, 1986; ADLER MOORE & PROFFITT, 2003; FREZARD et al., 2005;
SCHETTINI et al., 2006; RIBEIRO et al., 2008; BALASEGARAM et al., 2012).

Os compostos a base de SbV séo os farmacos de primeira escolha para o
tratamento das leishmanioses em paises da América do Sul, Norte da Africa, Turquia,

Bangladesh, Nepal e india e, dentre eles, o Antiomoniato de Meglunina (MA ou
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Glucantime®) e o gluconato de sédio (Pentostam®). Porém, o tratamento é de longa
duracéo, por via parenteral, diariamente, por no minimo trés semanas. Além disso,
esses farmacos provocam varios efeitos adversos, como alteracdes hepaticas, renais,
cardiacas, além de artralgia, mialgia, vémito, dor abdominal, prurido, febre, fraqueza,
cefaleia, tontura, insénia, choque pirogénico e edema (RATH et al., 2003; LIMA et al.,
2007; FREZARD & DEMICHELI, 2010).

O mecanismo de a¢do dos antimoniais ainda ndo esta bem esclarecido. O
que se tem proposto € que os antimoniais podem inibir a produ¢cédo de adenosina
(ATP) e guanosina trifosfato (ATG) no parasito por meio do bloqueio do ciclo do
acido citrico, e também pelo fato do ShV ser reduzido, no interior dos macrofagos,

a sua forma trivalente (Sblll), forma ativa e toxica desse farmaco. Acredita-se
também que a atividade leishmanicida do Sb possa se dever a ativacdo da resposta
imune dos macréfagos do hospedeiro, assim como de uma acéao direta no DNA do
parasito, mediando a sua fragmentacdo, como acontece no mecanismo de
apoptose. (RATH et al., 2003; LIMA et al., 2007; FREZARD & DEMICHELLI, 2010).

O uso de formulacdes lipossomais com antimonio tem se mostrado mais
eficiente que os antimoniatos na forma livre, além disso, uma dose muito menor em
relacéo a forma livre é capaz de produzir melhores resultados (FREZARD et al.,
2005; RIBEIRO et al.,, 2013). Assim, considerando os efeitos toxicos e o
desenvolvimento de resisténcia parasitaria aos farmacos disponiveis, a
Organizacdo Mundial de Saude incentiva a pesquisa de novos candidatos a
farmacos com potencial leishmanicida e novas formulaces lipossomais para o
tratamento das leishmanioses e (FREZARD et al., 2005; FREZARD & DEMICHELI,
2010). Nesse sentido, desenvolver uma formulagéo lipossomal encapsulada com
um farmaco leishmanicida, como o antimoniato de meglumina, e segura para o
paciente, reduzindo os efeitos adversos observados, seria uma alternativa para

tratar os individuos acometidos por essa doenca.
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2 INTERACAO ENTRE LIPOSSOMAS E COMPONENTES SANGUINEOS

2.1 Hemodlise

O sangue é composto de duas fra¢cdes: o plasma e uma porcao celular. O
plasma corresponde a 55% do sangue, formado por 91,5% de agua, 7% de proteinas
e 1,5% de sais e substancias organicas. A porcao celular, composta por trés
linhagens, onde as hemacias, chamadas também de globulos vermelhos ou
eritrocitos, quantitativamente sdo as mais abundantes quando comparadas as outras
linhagens celulares, leucécitos e plaguetas. Seu numero pode variar entre 4,5 — 6,0
milhdes por microlitro de sangue (CARVALHO, W. F., 2008).

As hemacias por armazenarem uma importante proteina chamada
hemoglobina, apresenta um papel fundamental nas trocas gasosas, levando o
oxigénio (O2) adquirido pelo processo respiratorio até os tecidos e a captacdo de gas
carbonico (CO2) advindo das reagbes metabolicas dos tecidos para ser eliminado nos
pulmdes. (GUYTON & HALL, 2006; ALMEIDA et al., 2011; MCPHEE & GANONG,
2011). Para que o processo de troca gasosa possa acontecer, o Oz deve-se ligar ao
grupo heme presente na molécula de hemoglobina. O grupo heme € um anel tetra
pirrélico contendo um atomo central de ferro (Fe?*), o qual é de suma importancia para
a ligacao do Oz a molécula de hemoglobina. Assim, a molécula de hemoglobina
presente nas hemacias possui um papel fundamental no transporte de Oz e de cerca
de 30% do CO2. O restante do CO2 presente é transportado pelas hemacias via
bicarbonato, resultante da dissociagéo do H2COs3 formado pela reagéo de CO2 + agua,
catalisada pela enzima anidrase carbbnica. A presenca de baixos niveis de
hemoglobina, decorrente de uma variedade de causas provoca anemia, disturbio
hematolégico muito comum encontrado na populacdo em geral (ALMEIDA et al., 2011;
MCPHEE & GANONG, 2011; GUYTON & HALL, 2006; MURADOR & DEFFUNE,
2007).

No ser humano, as hemacias tém uma vida média de aproximadamente 120
dias e uma baixa taxa de destruicéo fisioldgica, ja que, diariamente, somente 0,06% a
0,4% das heméacias séo fisiologicamente retiradas da circulacio (MCPHEE &
GANONG, 2007). Alguns autores mostram que, em condi¢cdes normais, pouco menos
de 1% das hemacias séo destruidas diariamente e substituidas por um niamero quase

idéntico de células novas (PRINCE & SCHRIER, 2012).
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As hemacias, por serem as células encontradas em maior quantidade na
corrente sanguinea e por sua provavel interacdo com formulacdes farmacéuticas
administradas por via parenteral, como os nanocarreadores, sao alvos de pesquisas
para testes de toxicidade (DOBROVOLSKAIA et al.,, 2008; DASH et al., 2010;
BENDER et al., 2012). Assim, uma forma de avaliar a ocorréncia de reacfes adversas
devido a interacdo entre as formulacfes farmacéuticas e componentes celulares do
sangue é avaliar o grau de hemodlise que tais formula¢des podem induzir. A indugéo
de hemolise por sistemas nanoestruturados pode ser um fator de risco a saude, uma
vez que o resultado dessa interacdo pode levar a um quadro de anemia
(DOBROVOLSKAIA et al., 2008; BERTRAND & LEROUX, 2012; DOBROVOLSKAIA
& MCNEIL, 2013). Nesse sentido, o teste de hemdlise é de fundamental importancia
para estabelecer o grau de interacdo que novos produtos podem ter com as células
vermelhas e se essa interacdo pode comprometer a sua estrutura, culminando em lise
e liberacdo de seu conteudo citoplasmatico no plasma. Assim, uma das formas de
estabelecer o dano causado as hemécias é a dosagem de hemoglobina liberada
quando essas células sdo rompidas (DOBROVOLSKAIA et al, 2008; DASH, et al.
2010; TOMCZAK et al. 2010; BENDER et al., 2012).

Percebe-se que as hemacias, por conterem carga negativa, ttm grande chance
de interagir com particulas carregadas positivamente e assim, tais particulas podem
contribuir para a desestabilizagdo da membrana eritrocitaria e lise dessas células
(CARVALHO, W. F., 2008; DOBROVOLSKAIA et al., 2008; DASH, et al., 2010;
BENDER et al, 2012). Por outro lado, quando se analisa a interacdo das hemacias
com vesiculas carregadas negativamente, verificam-se efeitos distintos. Foi
observado que para duas formulacdes lipossomais carregadas em sua bicamada
lipidica com os pro-farmacos de metotrexato e melfalano, respectivamente, foi
observado que as taxas de hemolise encontradas ndo excederam em 2% em relacéo
a taxa de hemolise de hemacias incubadas com PBS (0,15M NacCl, 0,01 M fosfato, pH
7,2), utilizadas como controle negativo (KUZNETSOVA et al., 2012). Este é o valor
maximo permitido de hemolise preconizado pelo protocolo internacional E2524-08
(2013) - Standard Test Method for Analysis of Hemolytic Properties of Nanoparticles
da ASTM (American Society for Testing and Materials) para o estudo das propriedades
hemoliticas de nanoparticulas (DOBROVOLSKAIA & MCNEIL, 2013).
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2.2 Efeito sobre a coagulacéao

O processo da hemostasia sanguinea envolve diretamente a participacdo de
vasos sanguineos, plaquetas e fatores da cascata da coagulacéo (SIQUEIRA, 2001).
Mediante de injuria do endotélio vascular, por exemplo, plaquetas sdo ativadas com o
objetivo de formar um tampdao plaquetario no local da leséo, evitando a perda de
grandes quantidades de sangue. Paralelo a ativacdo plaquetéria, a cascata da
coagulacao é ativada, promovendo a formacdo de um codgulo de fibrina, que, por sua
vez, leva a uma maior retencdo das plaquetas e a formacédo de um coagulo estavel
(SIQUEIRA, 2001; RIDDEL et al., 2007).

Didaticamente, o processo de avaliacao da atividade da cascata da coagulagao
é dividido em duas etapas, uma representada pela avaliacdo da atividade da via
intrinseca, e a outra representada pela avaliacdo da atividade da via denominada
extrinseca. Ambas as vias convergem para a via comum, culminando assim com a
formacdo de um coagulo estavel de fibrina. Porém, é importante ressaltar que, no
processo de formacao do coagulo de fibrina, a ativacdo das plaquetas e dos fatores
envolvidos na cascata da coagulacdo é disparada simultaneamente. Além disso, a
presenca de células como mondécitos, fibroblastos e células endoteliais e
subendoteliais que compdem 0s vasos sanguineos € importante para que ocorra a
ativacdo adequada do processo de coagulacdo (MACFARLANE,1964; DAVIE &
RATNOFF, 1964; FRANCO, 2001, SIQUEIRA 2001; FERREIRA et al., 2010).

Ao considerar que as formulacfes lipossomais sdo administradas por via
endovenosa, é importante avaliar se as mesmas interagem com 0S componentes
envolvidos na hemostasia sanguinea (OLIVEIRA, 1993; ADLER-MOORE &
PROFFITT, 2003; RATH et al, 2003; SCHETTINI et al., 2005; SCHETTINI, 2006;
DOBROVOLSKAIA & MCNEIL, 2007; KUZNETSOVA et al., 2012). Ao interagir tanto
com plaguetas quanto com fatores da coagulacdo e células envolvidas neste
mecanismo, formulagbes lipossomais e nanoestruturadas poderiam promover
prolongamento ou rapida formacdo do coagulo sanguineo. Essas caracteristicas
dependem diretamente da constituicAio dos componentes desses sistemas
carreadores e de sua interagcdo com o0s componentes envolvidos na cascata da
coagulacdo (WASSEF, 1995; GALAN et al., 2002; DOBROVOLSKAIA & NEUN, 2009;
DOBROVOLSKAIA & NEUN, 2011; KUZNETSOVA et al., 2012).
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2.3 Ativacao Plaquetaria

As plaguetas possuem uma importante fungdo hemostatica, a formagéo de uma
superficie pré-coagulante, levando a formacao de um tampdao plaguetario no local da
lesdo do vaso sanguineo. Além disso, as plaquetas podem ativar mecanismos da
coagulacéo por expor em sua superficie fosfolipidios carregados negativamente que
irdo auxiliar na consolidacdo do coagulo de fibrina que estda sendo formado
(SIQUEIRA, 2001).

A primeira etapa ap0s a injuria vascular é a adesdo das plaguetas as
macromoléculas presentes no tecido subendotelial (BEVERS, COMFURIUS,
ZWAALL, 1991; SIQUEIRA, 2001; RIDDEL JR, 2007). Esse processo é favorecido
pela presenca do Fator de von-Willebrand (VWF, do inglés, von Willebrand Factor)
presente no plasma, secretado pelas células endoteliais e pelas plaquetas, que ao se
ligar as fibras de colageno expde dominios que se ligardo a receptores presentes na
membrana das plaquetas, a glicoproteina Ib/IX, promovendo entdo a adesao
plaquetaria. Além do processo induzido pelo VWF, é descrito o papel de outras
proteinas de ades&o celular que favorecem a ligacdo das plaquetas as fibras de
colageno, como a fibronectina, a trombospondina, a laminina e a vitronectina
(SHATTIL, 1993; JUNG & MOROI, 2000; CLEMETSON & CLEMETSON, 2001;
LOWENBERG, MEIJERS & LEVI, 2010).

As células endoteliais lesadas liberam moléculas de ADP que possuem um
papel fundamental no processo da coagulacdo iniciado pelas plaguetas. A simples
presenca das moléculas de ADP estimula as plaquetas a liberarem o seu proprio ADP,
ampliando assim a formacdo do tampao plaquetario (SIQUEIRA, 2001). ApGs se
ligarem as fibras de colageno, as plaguetas tornam-se ativadas e sofrem um rearranjo
do seu citoesqueleto com uma mudanca de forma com emissdo de pseuddpodes e
liberacdo de ADP. Esse processo ira levar a ativacdo da glicoproteina GPllIb-llla,
expressa na membrana das plaguetas, que liga-se ao VWF e também ao fibrinogénio,
promovendo a agregacao plaquetaria. Esse processo pode ser observado na figura 3,
em que, apdés uma injdria vascular, as plaquetas se aglomeram ao sitio da lesdo e
promovem a formagdo de um tampdo plaquetario. Além disso, a superficie das
plaquetas ativadas acelera o processo de coagulacédo, proporcionando a estabilizacao
do agregado de plaguetas pela acao da fibrina, resultante da atividade da cascata da

coagulacao. Apoés a formacéo do coagulo de fibrina, ha também contracéo do coagulo
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mediada pela atividade do complexo de glicoproteina GPIIb-llla (ANDREWS, LOPEZ,
BERNDT, 1997; SIQUEIRA, 2001; ANDREWS, et al., 2003).

FIG. 3: Adeséo, ativacdo e agregacdo plaquetéaria. No primeiro momento, as plaquetas se aderem
as fibras de colageno no tecido subendotelial por meio de receptores presentes em sua membrana, a
glicoproteina Ib/IX e do VWF. Em seguida, acontece o processo de ativagdo e de agregac¢ao plaguetaria,
em que plaquetas ativadas ligam-se as moléculas de fibrinogénio através do seu receptor de membrana
GPllb-llla, culminando com a formag&o do tampéo plaquetario.

Mecanismo de
agregagao

Mecanismo de
adesao

Fonte: MODERY-PAWLOWSKI et al., 2013.
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2.4 Tempo de Tromboplastina Parcial ativada (TTPa)

Outra forma de avaliar laboratorialmente a atividade de uma das vias da
cascata da coagulagcédo sanguinea € por meio do teste do Tempo de Tromboplastina
Parcial ativada (TTPa). Esse teste € baseado no modelo da cascata da coagulacéo, o
gual analisa o tempo necessario para que ocorra a formagcdo do coagulo de fibrina
pela vias intrinseca e comum. Os fatores que atuam nessa via estdo em estado inativo
(zimogénios), mas assim que recebem um estimulo, sdo ativados e de maneira
sequencial, em forma de cascata de reacdes enzimaticas, irdo provocar a formacéo
de um coagulo de fibrina (FRANCO, 2001; FERREIRA et al., 2010).

Para que ocorra a ativacdo dos fatores da cascata da coagulacdo da via
intrinseca, € preciso que o primeiro fator desta via entre em contato com uma
superficie contendo carga negativa para ser ativado. Além disso, para potencializar a
ativacdo desse fator, € necessaria a presenca de pré-calicreina e cininogénio de alto
peso molecular (FRANCO, 2001; WALSH, 2001). Assim, € disparada uma sequéncia
de rea¢Bes enzimaticas que atuando em cadeia, culmina com a formacao do coagulo
de fibrina. Esse esquema pode ser visto na fig. 4, que relaciona as vias envolvidas na
cascata da coagulacdo (BOON, 1993; CARVALHO, 2008; ZAGO, 2005; FRANCO,
2001; FERREIRA et al., 2010).

FIG. 4: Representacdo da cascata da coagulacdo: a figura relaciona as vias intrinseca e extrinseca da
coagulagdo que convergem para uma via comum pela ativagdo do fator X com consequente formagdo do coagulo

de fibrina. CAPM: Cinogénio de Alto Peso Molecular; PK: Pré-calicreina.
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Fonte: Adaptado de Franco, 2001.
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2.5 Tempo de Protrombina (TP)

A avaliacdo realizada através da determinacéo do Tempo de Protrombina (TP)
baseia-se na ativacdo das vias extrinseca e comum da cascata da coagulacao
(FERREIRA et al., 2010). Vale lembrar que o termo extrinseco € usado para designar
uma proteina que ndo esta presente no sangue circulante, o Fator Tecidual (FT),
também chamado de Fator Ill ou tromboplastina. Esse fator torna-se exposto quando
h& uma lesé@o no vaso sanguineo, uma vez que ele € uma glicoproteina de membrana
encontrada na célula endotelial (BOON, 1993; FRANCO, 2001; RIDDEL et al., 2007;
FERREIRA et al., 2010).

De maneira semelhante ao que acontece na via intrinseca da coagulacao, a
injuria vascular faz com que o FT sofra uma modificacao estrutural expondo o dominio
de ligacdo ao Fator VII (FVII), que na presenca de ions Ca?*, forma um complexo
trimolecular, FT- Ca?*-FVIl. A formacéo desse complexo torna o FVII ativo (FVIIa) o
qual, na presenca de Ca?* e fosfolipides, ird ativar o Fator X (FX). A ativacdo da via
extrinseca depende do Fator Tecidual e € mais rapida que a via intrinseca. Assim, a
via extrinseca opera na superficie das células que expressam FT para iniciar e
amplificar a cascata da coagulacdo. O Fator X ativado (FXa) na presenca de Ca?*,
fosfolipedes e Fator V ativado (FVa) ira ativar a formacéo de trombina (Flla), enzima
responsavel pela formacdo de mondmeros fibrina a partir do fibrinogénio. (BOON,
1993; KUMAR, ABBAS & FAUSTO, 2005; ZAGO, 2005; RIDDEL et al., 2007;
CARVALHO, 2008).

Tanto a via intrinseca quanto a via extrinseca da coagulacédo convergem para
uma via comum, como pode ser observado na figura 4. Ambas garantem a formacao
de fator Xa (ativo), que na presenca de FVa, Ca?' e fosfolipidios convertem a
protrombina em trombina. Como citado anteriormente, a trombina catalisa a protedlise
do fibrinogénio em mondémeros de fibrina que, espontaneamente, se associam por
interacdes idnicas formando um polimero instavel de fibrina. Além disso, a trombina
ativa o Fator XIII (FXIII), que é convertido em FXllla (ativo) e de extrema importancia
na formagéo de ligagBes covalentes dentro do polimero de fibrina, formando a malha
de fibrina instdvel em um polimero de fibrina estavel e insolavel. A pequena
qguantidade de trombina inicialmente formada pela atividade da via extrinseca e

comum € essencial para ativar os cofatores FV e FVIII (Fator VIII), favorecendo uma
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eficiente amplificacdo da cascata da coagulacdo (BOON, 1993; KUMAR, ABBAS &
FAUSTO, 2005; ZAGO, 2005; RIDDEL et al., 2007; CARVALHO, 2008).

Além de avaliar o papel dos fatores da cascata da coagulacdo tanto da via
intrinseca, quanto da via extrinseca, algumas pesquisas tém sido realizadas na
tentativa de desenvolver formulacbes que possam estimular o processo de
coagulacdo em pacientes que possuem deficiéncia em algum dos fatores envolvidos
no processo de coagulacdo. Essas formulacdes sédo preparadas baseando-se na
adsorcao de proteinas plasméticas a superficies de vesiculas lipossomais ou a partir
da manipulacao de fosfolipidios que compdem tais vesiculas com caracteristicas que
possam ativar a formacdo do coagulo de fibrina (GALAN et al.,1998; GALAN et al.,
2002; MODERY- PAWLOWSKI et al., 2013). No trabalho realizado por GALAN et al.,
(2002), lipossomas contendo o fosfolipidio dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) foram
capazes de provocar a ativacdo da coagulacdo demonstrado pelo aumento da
deposicao de fibrina no subendotélio de fragmentos da aorta de coelhos, assim como
0 aumento dos fragmentos 1+2 de protombina no plasma desses animais que tiveram
0 numero de plaquetas reduzido.

Por outro lado, € importante observar que a inducdo da formacao de coagulo
apos a administracao intravenosa de lipossomas apresenta um fator de risco a saude.
Neste sentido, € importante avaliar se tais formulacbes ativam a cascata da
coagulacdo, uma vez que podem desencadear eventos tromboembdlicos e ou a
coagulacéao intravascular disseminada (DOBROVOLSKAIA & MCNEIL, 2013). Assim,
KUZNETSOVA et al.,, (2012) mostrou, in vitro, que lipossomas carregados com
metotrexato que possui carga negativa provocaram um prolongamento no tempo de
coagulacédo, enquanto que formulacbes contendo melfalano, também com carga

negativa, ndo induziram alteracdes nos parametros avaliados.
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2.6 Ativacdo do Complemento

A ativacao do sistema do complemento, além de ter um papel no aumento da
captura por macrofagos, tem sido relacionada a efeitos adversos ap6s administracao
de lipossomas no organismo. E descrito que a administracio de formulacdes
lipossomais por via endovenosa pode provocar uma reacdo chamada de
pseudoalergia relacionada a ativacdo do complemento (Complement Activation
Related PseudoAllergy - CARPA), em que sinais e sintomas de hipersensibilidade sdo
observados (CHANAN-KAN et al., 2003). Dentre eles, podem ser citados taquipneia,
sialorreia, midriase, miose, prostracéo, mic¢ao, tremor muscular, vémito e defecacao.
Essas reacBes foram observadas em cées infectados com Leishmania infantum
quinze minutos ap0s a administracdo intravenosa de lipossomas constituidos pelo
fosfolipidio DCP, contendo ou ndo o farmaco antimoniato de meglumina para o
tratamento da infeccdo (RIBEIRO et al, 2008; RIBEIRO et al, 2013). Ao contrario da
alergia classica (hipersensibilidade do tipo I), essa reacdo ndo € mediada por
anticorpos IgE, mas sim pela ativacao do sistema do complemento (SZEBENI et al.,
2000; CHANAN-KAN et al., 2003, SZEBENI, 2005; SZEBENI et al., 2012). Assim, uma
das formas de avaliar a ativacdo do sistema do complemento é avaliar a formacéo de
produtos da quebra de proteinas do complemento como C3a, C4a, dentre outros como
pode ser visto na figura 5 (LIU, D. 1997; CHANAN-KAN et al., 2003;
DOBROVOLSKAIA & MCNEIL, 2013).
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FIG. 5. Sistema do complemento: representagdo das vias de ativacdo do sistema do complemento e dos
produtos gerados apds a ativacédo de cada via. (A) Na figura abaixo, observa-se que o fragmento C3a, resultante
da clivagem da proteina C3, é gerado nas etapas iniciais das trés vias de ativagdo do sistema do complemento,
Alternativa, Classica e das Lectinas. (B) Do mesmo modo, no final da ativagdo desse sistema, percebe-se a
formacédo de um complexo de proteinas, C5, C6, C7, C8 e C9, em forma de tubo, conhecido por complexo de
ataque a membrana, o qual é capaz de formar poros na membrana celular e levar a lise de micrébios.

A)

Via Alternativa ] [ Via Classica ] [ Via das Lectinas ]

Formagio de
C3-convenase

Clivagem de C3

Formagao da
C5-convenase

B)

Fonte: ABBAS, LICHTMAN & PILLAI, 2012.
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3 EFEITOS DAS FORMULACOES LIPOSSOMAIS SOBRE MACROFAGOS

3.1 Captura por macrofagos

Apébs serem administrados por via endovenosa, 0s lipossomas convencionais,
constituidos por fosfatidilcolina ou por outros fosfolipidios e por colesterol, sao
removidos da circulacdo por macrofagos do SFM (WOODLE & LASIC, 1992;
WASSEF, 1995; AKBARZADEH et al., 2013; ALLENS & CULLIS, 2013). A fagocitose
de lipossomas por macrofagos depende tanto de caracteristicas relacionadas as
propriedades fisico-quimicas das vesiculas lipossomais, quanto da sua interagdo com
proteinas plasmaticas e com as membranas celulares (SHARMA & SHARMA, 1997,
BATISTA, CARVALHO E MAGALHAES, 2007; DOBROVOLSKAIA & MCNEIL, 2007;
BERTRAND & LEROUX, 2012).

Dentre os mecanismos responsaveis pela fagocitose por macréfagos, pode-se
relatar a opsonizacdo das vesiculas por proteinas do complemento e por Ac. As
vesiculas recobertas pelas proteinas do complemento ou por anticorpos tém sua
captura facilitada, uma vez que essas células possuem receptores para proteinas do
complemento e para algumas classes de Ac (ISHIDA et al., 1997; LIU, 1997).

E descrito também que, além da participacdo do complemento e dos
anticorpos, caracteristicas fisico-quimicas como tamanho, forma, flexibilidade e carga
superficial influenciardo na internalizacdo desse sistema de vetorizacdo. Neste
sentido, é visto que vesiculas de tamanhos maiores, mais rigidas e carregadas tanto
positivamente guanto negativamente sdo mais fagocitadas por macréfagos do SFM
(ISHIDA et al., 1997; SHARMA & SHARMA, 1997; CHEN et al., 2010; BERTRAND &
LEROUX, 2012; FROHLICH, 2012). Assim, SUMIO et al., (2007) verificaram que, apds
a incubacéao in vitro de lipossomas com macréfagos NR8383, a captura foi maior
gquando se aumentava o tamanho das vesiculas. No mesmo estudo, também foi
descrito que lipossomas de 2000 nm tiveram maior taxa de fagocitose do que
lipossomas de menores tamanhos por macréfagos alveolares de ratos apds duas

horas da administracdo dessas vesiculas in vivo.
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3.2 Resposta dos macrofagos na leishmaniose

E descrito que a evolucdo das leishmanioses ira depender da resposta imune
do individuo frente a infeccdo pelo agente etioldgico da doenca. A citocina proé-
inflamatoéria produzida por macréfagos, o Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF-a),
possui importante papel no recrutamento de linfocitos T CD4*, células
reconhecidamente importantes na resposta imune a protozoarios, assim como na
ativacdo dos proprios macrofagos. Ao serem ativados, os linfocitos T CD4* secretam
a citocina IFN-y que age sobre os macrofagos, induzindo a producéo de 6xido nitrico
e de espécies reativas do oxigénio nas vesiculas de fagolisossomos, onde os
protozoarios do género Leishmania spp se encontram apds serem fagocitados (REIS
et al., 2006; BHATTACHARJEE et al., 2009; KUMAR & NYLEN, 2012).

O oxido nitrico (NO) é conhecido como um mediador da resposta inflamatéria
e € produzido pela enzima oxido nitrico sintase (KORHONEN et al., 2005). O NO é
um gas e age como um radical livre, principalmente em espécies com elétrons
desemparelhados (MAYER & HEMMENS, 1997). Niveis aumentados de 6xido nitrico
em macrofagos estdo diretamente relacionados com a destruicdo das formas
amastigotas de Leishmania e o controle da infec¢do (Fig.6). Por outro lado, quando
este composto encontra-se em baixos niveis, observa-se uma tendéncia a resisténcia
parasitaria e uma dificuldade em controlar a infeccdo. (BACELLAR & CARVALHO,
2005; LIESE et al., 2008; BANERJEE et al., 2011).

Ja a producdo de IL-10 por linfécitos TCD4* e também por macrofagos é
conhecida por seu efeito modulador, induzindo uma acéo anti-inflamatéria. Sua acéo
consiste em inibir a producéo de citocinas pré-inflamatérias, moléculas de superficie
celular em macrofagos e outras células, as quais possuem acdo importante na
transducdo de sinais que levam ao desenvolvimento de uma resposta imune,
favorecendo assim a sobrevivéncia do parasito (CONTI et al, 2003;
BHATTACHARJEE et al., 2009).
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FIG. 6: Ativacdo de macréfagos: o efeito das citocinas IFN-y, TNF-a e IL-10 sobre os macréfagos. Nela pode-se

perceber a ativagdo de macrofagos com consequente producdo de 6xido nitrico (NO) e espécies reativas do

oxigénio (EROS) em fagolisossomas pela agdo das citocinas IFN-y e TNF-a. J& a producgéo da IL-10 inibe a inibe

a acdo de macrofagos com posterior bloqueio da producéo de 6xido nitrico.

Fagolisossoma
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Fonte: Adaptado de Protozoan and Helminth Parasites, 2010.
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3.3 Lipossomas contendo dipalmitoilfosfatidilgicerol (DPPG)

Varios fosfolipidios podem ser usados em formulag6es lipossomais e, dentre
eles, uma das formulagdes lipossomais atualmente em estudo por nosso grupo de
pesquisa, coordenado pelo professor Frederic Frezard (UFMG), € composta por
DSPC/CHOL/DCP. Como ja relatado por pesquisas realizadas pelo grupo, a
formulacéo apresenta-se promissora para o tratamento da leishmaniose, o que foi
mostrado pela reducgéo da infeccéo parasitaria em testes com caes e camundongos
infectados por parasitos do género Leishmania (SCHETTINI et al., 2003;
SCHETTINI et al., 2005; RIBEIRO et al., 2008; FERREIRA et al., 2013). Porém,
reagOes adversas, como citado anteriormente, foram observadas quinze minutos
apos a administracdo intravenosa desses lipossomas em caes infectados por
Leishmania infantum. Acredita-se que as reacdes observadas podem estar ligadas
a ativacao do sistema do complemento, em uma reag¢do conhecida por CARPA
(RIBEIRO et al., 2013). Alem disso, alteracbes hematoldgicas e teciduais foram
observadas em macacos apés a administracdo de lipossomas contendo o
fosfolipidio DCP (WASSEF, 1995).

Na tentativa de reduzir os efeitos descritos, outro fosfolipidio foi proposto
pelo grupo de pesquisa coordenado pelo professor Frederic Frezard em
substituicdo ao DCP. Assim, uma formulagdo contendo dipalmitoilfosfatidilglicerol
(DPPG) (fig.7) foi preparada com o objetivo de reduzir os efeitos toxicos observados
da formulacéo lipossomal constituida por DCP. O DPPG, assim como o DCP, é um
fosfolipidio carregado negativamente e, além disso, apresenta boa
biocompatibilidade e pode ser encontrado comercialmente em grau farmacéutico
(MESTRES et al., 1998; MANSOUR et al., 2001; SOUZA, 2013).
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FIG. 7: Estrutura molecular dos fosfolipidios dicetilfosfato (DCP) e dipalmitoilfosfatidilglicerol

(DPPG)
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Fonte: KIM et al., 2013; Avanti Polar Lipids, Inc.

Dessa forma, estudar os efeitos que esse sistema de vetorizacdo pode
estabelecer ap6s sua administracao € relevante, uma vez que tais estudos podem
fornecer dados de sua seguranca ao interagir com o organismo. Assim, o presente
trabalho teve por objetivo analisar o efeito de duas formulacdes lipossomais vazias,
uma contendo o fosfolipidio DCP e outra composta pelo fosfolipidio DPPG em
substituicio ao DCP, sobre a integridade das hemécias, sobre a atividade
plaquetaria, hemostatica e ativacdo do complemento. Além disso, avaliou-se o
efeito dessas formulacfes sobre a viabilidade celular de uma linhagem de
macrofagos de camundongo, J774.A1, e se estas formulacdes possuem efeito

sobre a producdo de NO, um mediador importante para a destruicdo da Leishmania.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Avaliar por meio de testes in vitro o efeito de duas formulagdes lipossomais
vazias contendo os fosfolipidios DCP ou DPPG sobre parametros hematologicos e

imunoldégicos.

4.2 Objetivos Especificos:

4.2.1 Avaliar o efeito das formulacdes lipossomais sobre a viabilidade de

hemacias e doseamento de hemoglobina;

4.2.2 Avaliar o efeito das formulacdes sobre a hemostasia priméria através da
determinacao do numero de plaquetas;

4.2.3 Analisar o efeito das formulacdes lipossomais sobre a atividade da via
intrinseca e extrinseca da coagulacdo pelos testes Tempo de Tromboplastina Parcial
ativado (TTPa) e Tempo de Protrombina (TP);

4.2.4 Verificar o efeito das formulacdes sobre a ativacdo do sistema
complemento através da quantificacdo dos niveis do fragmento C3a e do complexo

terminal SC5b-9;

4.2.5 Avaliar o efeito das formulac@es sobre a viabilidade celular e producéo de

oxido nitrico por uma linhagem de macrofagos (J774.A1).
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Amostras

Nesse trabalho, foram utilizadas amostras sanguineas coletadas, apdés o
consentimento voluntario, de pacientes atendidos pelo Laboratério Piloto de Andlises
Clinicas (LAPAC) da Escola de Farmacia da Universidade Federal de Ouro Preto.
Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa da
instituicdo sob o nimero 458.230 apos a submissao do trabalho na Plataforma Brasil.

As amostras foram consideradas vidveis somente quando atendessem o0s
critérios estabelecidos no questionario de entrevista aplicado a cada voluntario
(Apéndice B).

5.2 Preparo e caracterizacado das formulagcdes lipossomais (DPC e DPPG) —
vazias

O preparo das formulacfes lipossomais foi feito de acordo com protocolo
descrito por SOUZA et al., (2013) e realizado no Laboratoério de Biofisica e Sistemas
Nanoestruturados (LabNano) do Departamento de Fisiologia e Biofisica do Instituto
de Ciéncias Biol6gicas da Universidade Federal de Minas Gerais. Os lipossomas
foram produzidos pela técnica Freeze-Dried Empty Liposomes (FDEL) (FREZARD et
al., 2000) e constituidos de diestearoilfosfatidilcolina (DSPC) (Lipoid, Alemanha),
colesterol (CHOL) e pelo fosfolipidio dicetilfosfato (DCP) ou pelo fosfolipidio
dipalmitoilfosfatidilglicerol (DPPG) (Sigma Aldrich Inc., EUA), utilizando a raz&o molar
de 5:4:1 e concentracao final de lipideo de 55 g/L.

Para o preparo das formulacdes lipossomais, os lipidios foram pesados e
solubilizados em cloroférmio em baldo de fundo redondo. Em seguida, a solucéo foi
levada ao evaporador rotatorio, a temperatura de 50°C por 40 minutos, para
evaporacao do solvente e formacéao do filme lipidico. Apds essa etapa, o filme lipidico
formado foi hidratado com 5 mL de agua destilada e novamente levado ao evaporador
rotatorio a temperatura de 65°C por 60 minutos para a formacédo de lipossomas
multilamelares. Logo depois, os lipossomas formados foram submetidos a 5 ciclos de
congelamento e descongelamento em nitrogénio liquido por 3 minutos seguido de

banho-maria a 65°C por 5 minutos, a fim de romper as camadas das vesiculas
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multilamelares. Em seguida, os lipossomas foram extrusados 10 vezes em membrana
de policarbonato de poro de 100 nm para a uniformizacédo do tamanho das vesiculas.

Ap0s a extrusdo das vesiculas lipossomais, as amostras foram caracterizadas
pela medida de tamanho, indice de polidispersao (IP) e potencial zeta no aparelho
Zetasizer Nano (Malvern, Reino Unido). Para a determinacdo do tamanho e do IP as
amostras foram dispersas em agua destilada, e para a determinacdo do potencial
zeta, os lipossomas foram dispersos em PBS, pH = 7,2. Ap6s a extrusdo, foi
adicionada sacarose as formulacdes na relacdo de 3 g do acglcar por g de lipideo,
como criopreservante. Apos a adicao de sacarose, foi realizado o congelamento dos
lipossomas em nitrogénio liquido e subsequente liofilizacdo por um periodo de 24

horas (Liofilizador modelo FreeZone 4.5, Labconco Corp., EUA).

5.3 Determinacao das concentragcdes lipossomais (DCP e DPPG)

As concentragdes lipossomais utilizadas nos testes foram calculadas com base
no trabalho de no trabalho de RIBEIRO et al. (2013), onde observou-se reacgdes
adversas ap0s a administracdo de lipossomas em cdaes. Esses estudos foram
realizados com antimoniato de meglumina lipossomal (6,5 mg antiménio/kg) para o
tratamento de caes infectados por parasitos do género Leishmania. Nestes
lipossomas, tem-se uma relacdo de 0,25 g Sb/g de lipidio. Assim, tem-se uma
concentracdo de 26 mg de lipideos/kg. A partir das informacdes acima, foi realizada a
conversdo da dose utilizada em cdes para humanos, seguindo o protocolo
preconizado pela Food and Drug Administration (FDA) de 2005: Guidance for Industry:
Estimating the Maximum Safe Starting dose in initial Clinical Trials for Therapeutic in
Adult Health Volunteers. Dessa forma, o calculo para a converséo das doses foi feito

utilizando as seguintes formulas:

Km = (kg+m?)

Onde Km é o fator de conversdo da dose em mg/Kg para a dose em mg/m?;
Kg= peso do cao (em, kg);

m?= area corporal do céo;

Em média, tem-se 0s seguintes valores para caes:

10 kg e 0,5 m? de area corporal.
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Assim tem-se: Km= 10 kg + 0,5 m?= 20

Dose humana (mg/kg)= (Dose animal (mg/kg) x km animal)

Km humano

Onde:

Km animal = 20

Km humano = 37

Seguindo a formula, temos: Dose humana (mg/Kg) = (26 mg/Kg x 20);
37

Dose humana: 14,1 mg/Kg.

A partir da dose encontrada, estipulou-se sete concentracfes a serem
utilizadas nos estudos sobre a influéncia dos lipossomas sobre hemacias, plaquetas
e sistema da coagulagéo. As concentracdes foram estimadas para um volume final de
1000 uL de reacao, baseando-se na manutencéo inicial da concentracao de lipidios e
sacarose e levando-se em conta o peso médio de um individuo adulto, 75 Kg, e
volume sanguineo de 5 litros (LORENZI, T., 2011). Dessa forma, chegou-se as
seguintes concentracdes de lipossomas por mL de sangue/plasma: 60,0 ug; 120,0 ug;
180,0 pg; 240,0 pg; 300,0 pg; 360,0 ug e 420,0 pg.

5.4 Diluicdo dos lipossomas liofilizados: preparo das formula¢cdes vazias

Os lipossomas liofilizados preparados na UFMG foram reconstituidos de modo
a manter a concentracdo de sacarose em 0,3 M e a concentracao de lipidios obtida
antes da liofilizacdo. Dessa forma, foram reconstituidos 2 mg do liofilizado,
acrescentando-se 14,62 uL de agua destilada para formar as vesiculas lipossomais e,
em seguida, foram adicionados 985,38 de yuL PBS. A partir dessa solugéo, foram
preparadas as amostras com as concentracdes lipossomais estabelecidas para o

estudo.
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A

: 2 mg de lipossomas + 14,62 uL agua destilada + 985,38 L de PBS.

5.5 Ensaio de atividade hemolitica

O ensaio da atividade hemolitica foi realizado adaptando-se a metodologia
descrita por VALADARES et al.,, (2012). Adicionalmente, apds a incubacdo das
diferentes concentracdes de lipossomas com sangue total, a concentracdo de
hemoglobina (Hb) liberada foi determinada pela reacdo com o reagente de Drabkin,
que da& origem a cianometahemoglobina, de acordo com o trabalho de
DOBROVOLSKAIA & NEUN, (2009). A deteccao da cianometahemoglobina foi
realizada em leitor de ELISA, usando o comprimento de onda de 570 nm e sua
concentracdo foi quantificada pela comparacdo como uma solucdo padrdo de
hemoglobina obtida comercialmente (Labtest Diagnostica SA).

Foi construida uma curva padrao, de acordo como a metodologia proposta por
CARVALHO (2008), baseando-se no principio da fragilidade osmotica das heméacias,
pela incubacao de sangue total com diferentes concentracées de PBS e agua. Assim,
baseado no fenbmeno osmatico, a agua se desloca do meio menos concentrado para
0 mais concentrado, na tentativa de manter o meio em equilibrio. Dessa forma, ao
diminuir a concentracao de sal na suspensao de hemacias, a agua presente no meio
tende a deslocar para o interior das células, pois seu interior encontra-se mais
concentrado em relacdo ao meio externo. As hemacias, entdo, tem seu volume
aumentado, o que pode culminar com a ruptura de sua membrana, liberando seu
conteudo citoplasmatico no meio, dentre eles a molécula de hemoglobina.

Neste sentido, para a realizagdo do teste de hemdlise, foram coletadas
amostras de sangue de voluntarios com tipo sanguineo O* em tubos contendo o
anticoagulante EDTA. Em seguida, foi realizada uma curva para determinar o grau de
hemolise obtido pela incubacéo de hemacias com diferentes concentracdes de PBS e
agua a 37°C por 1 hora. Apds esse periodo, as amostras foram centrifugadas a 1.500

X g por cinco minutos e 80 uL do sobrenadante de cada tubo foi transferido para uma
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placa de ELISA de 96 pocos. Em seguida, foi feita a leitura da absorbancia em 570
nm em leitor de ELISA (Molecular Devices — Emax). O esquema da construcdo da

curva padréo pode ser visualizado na tabela abaixo.

Tabela 2: Curva de hemdlise: curva construida pela incubacéo de sangue total de voluntarios O* com
diferentes volumes de agua e PBS para determinar a porcentagem de hemdlise das amostras.

Porcentagem de Sangue Total | Agua PES (L)
hemoélise (uL) destilada (uL)

100% 100 100 0
80% 100 80 20
60% 100 60 40
40% 100 40 60
20% 100 20 80
0% 100 0 100

Os lipossomas liofilizados foram reconstituidos conforme explicitado no item
5.4, e, em seguida, a formulacéo lipossomal foi diluida para uma concentracdo de 1mg
de lipossomas por mL. Assim, para as concentra¢des de 60,0 ug,120,0 ug, 180,0 ug,
240,0 pg, 300,0 pg, 360,0 pg e 420,0 pug das formulagdes lipossomais, foram retirados
6,0 uL, 12,0 pL, 18,0 pL, 24,0 pL, 30 pL, 36 pL e 42 pL e completando com PBS para
um volume final de 100 pL (Tabela 3).

Para avaliar o efeito dos lipossomas sobre as hemacias, as diferentes
concentracdes das formulagdes lipossomais foram incubadas com 100 pL de sangue
total a 37°C por 1 hora. Seguiu-se entdo com a centrifugagéo das amostras a 1.500 x
g por 5 minutos, transferéncia de 80 uL do sobrenadante para uma placa de ELISA de
96 pocos e determinagdo da absorbancia em 570 nm em leitor de ELISA. Além disso,
o valor da absorbéancia de cada teste foi corrigido subtraindo-se o valor da absorbancia
do teste pelo valor da absorbancia de amostras preparadas como branco, as quais
foram preparadas pela incubacéo de sangue total e substituindo-se o volume de cada

concentracéo lipossomal pelo mesmo volume de uma solugéo de agua e PBS.
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Tabela 3: Teste de atividade hemolitica: volumes utilizados de sangue total, lipossomas e PBS. Para

cada concentracao lipossomal, o volume de PBS utilizado foi obtido subtraindo-se o valor de 100 uL de
PBS pelo volume das amostras lipossomais utilizado em cada concentracdo testada.

Sangue Amostras
PBS
Total (volume)
100 pL X ML 100- x pL

Para se calcular a porcentagem de hemdlise da curva padrao, foi usada regra
de trés simples, relacionando a leitura de absorbancia e a porcentagem de hemolise

para cada ponto da curva:

Tubo 1: 0,250 (absorbancia) -------- 100% de hemolise
Tubo 5: 0,150 (absorbancia) -------- X% de hemolise
Logo, X=60% de hemolise.

Também, foi realizada uma curva padréao para a quantificacdo da hemoglobina
liberada no sobrenadante. A curva foi montada a partir da diluicdo seriada de um
padrao de hemoglobina de concentragdo conhecida e em seguida determinada a
absorbéancia de cada ponto da curva.

Padrédo de hemoglobina a 1,0 g/dL ---------- 0,220 (absorbéancia)
X g/dL ---------- 0,040 (absorbéancia)
X =0,182 g/dL de hemoglobina,

Onde X representa um ponto da curva padréo.

A concentracao de hemoglobina nos testes foi quantificada pela comparacéo
pela incubacao de 20 pL do sobrenadante com 80 pL de Reagente de Drabkin, o qual
reage com a Hb presente na amostra.

A partir da curva padrao obtida tanto para porcentagem de hemdlise, quanto
para a concentracdo de hemoglobina, foi obtida, por regresséao linear, a equacéo da
reta e determinada a porcentagem de hemolise e a concentracdo de hemoglobina dos

testes realizados.
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5.6 Avaliacédo do efeito das formulacfes lipossomais sobre a cascata da
coagulacéao

O efeito das formulacdes lipossomais sobre a cascata da coagulagéo foi
avaliada de forma automatizada (coaguldmetro Humaclot Jr. — Human) segundo as
metodologias descritas por BENDER et al., (2012) e KUZNETSOVA et al., (2012), nas
quais foram avaliados o Tempo de Tromboplastina Parcial ativada (TTPa) e o Tempo
de Protrombina (TP) apds a incubacao prévia de lipossomas com amostras de plasma
obtidas de sangue coletado com citrato. Os resultados obtidos com amostras
previamente incubadas com lipossomas foram comparados com o resultado obtido
com plasma nao tratado.

As diferentes concentracbes das duas formulacdes lipossomais foram
incubadas por dez minutos com plasma humano em banho-maria a 37°C. Logo em
seguida, seguiu-se com a realizacéo dos testes utilizando-se reagentes comerciais (In
Vitro Diagnostica Ltda) a fim de determinar o tempo necessario para a formacéo do
coagulo.

Os testes foram realizados, incubando as formulagdes com plasma humano na
relacdo de 1:9. Logo em seguida, as amostras foram incubadas por dez minutos e
depois foram realizados os testes de Tempo de Protrombina e Tempo Tromboplastina
Parcial ativado. Como controle negativo para os testes de coagulacdo, a mesma
relacdo de PBS e plasma humano foi utilizada, mantendo-se as amostras controles
sob as mesmas condi¢cdes que as amostras testes e, assim, determinados os TP e
TTPa.

5.6.1 Tempo de Protrombina (PT)

Os testes foram realizados de acordo com as orientacdes do fabricante dos
reagentes para a determinagéo do Tempo de Protrombina (InVitro Diagnéstica Ltda —
Hemostat Thromboplastin-Sl). O reagente consiste do reagente Thromboplastin Sl
liofilizado, contendo extrato de cérebro de coelho > 10% e azida sodica <0,01% em
tampé&o contendo cloreto de célcio e azida sodica a 0,01%. Assim, 25 pL das diferentes
concentracdes de lipossomas diluidas em plasma foram incubados por 3 minutos a
37°C. Logo depois, 50 pL do reagente aquecido a 37° C por 5 minutos foram
adicionados a amostra teste e, imediatamente, homogeneizados e marcado o tempo
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até a formacéo do coagulo. Os resultados do TP foram apresentados como média de
TP + desvio padréo do tempo de formacéo do coagulo para cada concentracdo das

formulagdes testadas.

5.6.2 Tempo de Tromboplastina Parcial ativada (TTPa)

O teste de TTPa foi realizado segundo as recomendacdes do fabricante (InVitro
Diagnostica Ltda- Hemostat aPTT-EL). Dessa forma, foram adicionados em um tubo
25 L das amostras testes e 25 pL do reagente 1 (extrato cloroformizado de cérebro
de coelho <1,0%, acido elagico a 0,0037%, tampé&o e azida sédica <0,01%), presente
no kit de TTPa, seguido de incubacédo por 2 minutos a 37°C. Apds 2 minutos de
incubacao das amostras testes com o reagente 1, acrescentou-se 25 pL do reagente
2 (cloreto de calcio a 0,02mol/L e azida sodica 0,1%), previamente aquecido a 37 °C,
ao tubo e as amostras foram homogeneizadas até que fosse observado a presenca
do coagulo. Em seguida, foi anotado o tempo necessario para a formacéo do coagulo.
Os tempos de coagulacdo foram dados como média do tempo de coagulacéo de cada

amostra apdés incubacdo com as diferentes concentragdes lipossomais.

5.7 Efeito dos lipossomas sobre a contagem de plaquetas

Para avaliar se as formulacfes lipossomais exercem algum efeito sobre a
ativacao e agregacao plaquetaria foi realizada uma andlise do nimero de plaguetas
que permanecem em suspensao apos incubacdo de uma amostra de plaquetas com
as diferentes concentra¢des de cada formulacdo. A reducdo do numero de plaquetas
em suspensao € um indicativo da agregacao plaquetaria (BENDER et al, 2012).

A metodologia utilizada para verificar o efeito das formula¢gdes lipossomais
sobre as plaquetas foi realizada de acordo com o protocolo descrito por BORN &
CROSS, (1963, 1964); BENDER et al, (2012) e DOBROVOLSKAIA & NEUN, (2009).
O numero de plaguetas foi analisado em contador hematoldgico apds a incubagéo das
diferentes concentracbes das duas formulagdes lipossomais com uma solugéo
concentrada de plaquetas e comparagao com as amostras controle.

Para obter o concentrado de plaquetas, foi coletado sangue humano por

puncao venosa, em tubos siliconizados contendo EDTA. Em seguida, as amostras
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sanguineas foram centrifugadas a 300 xg por 10 minutos em temperatura ambiente,
a fim de se obter Plasma Rico em Plaquetas (PRP). Logo em seguida, o PRP foi
novamente centrifugado a 640 g por 10 minutos sob a mesma temperatura para que
fosse separado o plasma das plaquetas. As plaquetas que ficaram no fundo do tubo
foram cuidadosamente lavadas por trés vezes com 5 mL de Tampéao A (Tris-HCI 20
mM; glicose 100 mM, citrato de sédio 13 mM, KCI 5mM e NaCl 150mM, pH 7,5). Apos
cada lavagem, o tubo contendo o concentrado de plaquetas foi centrifugado a 640 xg
por 10 minutos a 30°C. ApGs o término desse processo, foi preparada uma suspensao
de plaguetas (2,5 x 108 plaguetas/mL) em uma segunda solucdo tamponada,
denominada Tampéao B (Tris-HCI 20 mM; glicose 5 mM, CaClz 1 mM, KCI 5 mM e NaCl
150 mM, pH 7,5)

A fim de avaliar o efeito dos lipossomas sobre as plaquetas, 30 pL de cada
concentracéo lipossomal foram adicionados a 270 pL do concentrado de plaquetas e,
em seguida, incubados por 10 minutos, a 37°C, sobre leve agitacdo. Como controle
negativo, foram adicionados 30 uL de Tamp&o B a suspenséo de plaquetas e também
incubados por 10 minutos a 37°C, sobre leve agitacdo. Como indutora da agregacgao
plaquetéria, a trombina foi utilizada como um controle positivo, acrescentando-se 30
uL de trombina (1UI/mL) a 270 uL do concentrado de plaquetas e a amostra incubada
sob as mesmas condi¢cfes dos testes anteriores. Apds o periodo de incubacédo, cada
teste foi analisado em triplicata (n=3) e entédo, determinado o nimero de plaquetas em
contador hematoldgico automatizado (KX-21N- Sysmex) (WENDLAND, FARIAS &
MANFROI, 2009, BENDER et al, 2012).

5.8 Efeito das formula¢fes lipossomais sobre a ativacao do sistema do
complemento

5.8.1 Quantificacéo dos niveis de C3a

A ativacao do sistema do complemento pelas vias classica, alternativa e da
lectina provoca a clivagem do componente C3 do complemento com a formacao do
fragmento C3a. E visto que o C3a desempenha papel fundamental na quimiotaxia de
células inflamatorias e também numa reacdo de hipersensibilidade relacionada a
ativacdo do complemento (KUZNETSOVA et al.,, 2012; SZEBENI et al., 2000;

SZEBENI et al., 2011; SZEBENI et al., 2012, VAN DEN HOVEN et al., 2013). Dessa
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forma, a dosagem de C3a apds a incubacdo das formulagcbes lipossomais com
amostras de soro humano se torna de grande importancia na investigacéo da ativacéo
do sistema do complemento, uma vez que esse fragmento é formado em todas as
vias desse sistema.

Os niveis de C3a foram quantificados de acordo com procedimento
determinado pelo fabricante do kit (QUIDEL- C3a Plus EIA Kit). Amostras de soro
humano foram obtidas de pacientes voluntarios do Laboratorio Piloto de Analises
Clinicas da UFOP. Cada amostra foi submetida a incubag&o com a dose de 180 pg/mL
de cada formulacéo lipossomal por trinta minutos a temperatura ambiente. A dose
utilizada foi obtida pela conversdo da dose em que foram observadas alteracbes em
cées para a dose a ser utilizadas em testes em humanos, como demonstrado no item
5.3. Para a realizacdo do teste, as amostras foram diluidas cinco mil vezes com o
diluente de amostras contido no kit. Foram adicionados a cada poco sensibilizado
com anticorpos anti C3a: 100 yL do branco, padrdes, controles e das amostras testes
e, logo depois, a placa foi incubada por uma hora a temperatura ambiente. A seguir,
a placa foi lavada por quatro vezes com solucdo de lavagem. ApGs essa etapa, foram
adicionados 100 puL do conjugado de C3a (anticorpo policlonal anti C3a conjugado a
peroxidase) e a placa novamente incubada por mais uma hora em temperatura entre
18 a 25°C. A seguir, a placa foi lavada quatro vezes com solugcéao de lavagem. Logo
depois, acrescentou-se 100 pL do substrato (3,3’,5,5'-tetrametilbenzidina — TMB- e
peréxido de hidrogénio) a placa, que foi incubada por 15 minutos entre 18 a 25°C.
Apods esse tempo, 100 yL de solucdo de parada foram acrescentados em cada poco
na mesma ordem em que foi adicionado o substrato e a placa gentiimente agitada
para o desenvolvimento de cor. Em seguida, a absorbéancia das amostras foi
determinada pela leitura no comprimento de onda de 450 nm em leitor de ELISA
dentro de 60 minutos apds a adicao da solucéo de parada e fazendo a correcéo das
leituras com o branco. A determinacdo da concentracdo das amostras e controles foi

feita de acordo com a curva padrao obtida.

5.8.2 Quantificacdo dos niveis do complexo SC5b-9

O complexo C terminal ligado a proteina S (soluvel), SC5b-9, é formado como

consequéncia da ativacdo do sistema do complemento (KUZNETSOVA et al., 2012).
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Da mesma forma como verificado para a formacédo do fragmento C3a, o complexo
SC5b-9 é produzido pela ativacdo de qualquer uma das vias do sistema do
complemento e representa o final da ativagdo desse sistema. O complexo SC5b-9 é
resultante da ligagéo dos fatores do complemento C5b a C9 com uma proteina sérica,
a proteina S (MULLER-EBERHARD, 1984; SZEBENI et al., 2011).

Para a quantificagcdo do complexo SC5b-9, amostras de soro foram diluidas
guarenta vezes em diluente de amostras presente no kit (QUIDEL — SC5b-9 Plus) e
depois incubadas com a concentracdo de 180 pg/mL das formulagdes lipossomais
por trinta minutos sob refrigeracdo. Em seguida, a placa sensibilizada com anticorpo
de camundongo anti-SC5b-9 humano foi reidratada com 300 L solucdo de lavagem
do kit. Para isso, a placa foi incubada com solucéao de lavagem por dois minutos entre
15-30° C. Logo depois, a solugcéao foi aspirada de cada poco. A seguir, placa foi
invertida e batida firmemente em papel absorvente duas vezes para remover algum
liquido que pudesse permanecer dentro dos pocos reidratados. Apds essa etapa, em
pocos apropriados, adicionou-se 100 puL do branco, 100 pL dos padrbes presentes
nos kits e 100 pL dos controles do complexo SC5b-9 e 100 pL das amostras testes
diluidas. A placa entéo foi incubada por um periodo de uma hora entre 15 e 30° C.
Em seguida, foi removido o liquido presente em cada poco da placa e adicionado 300
pL de solucéo de lavagem. A placa foi entdo incubada por mais um minuto entre 15 a
30° C. Novamente, o liquido presente em cada poco foi removido e foram adicionados
300 pL de solucéo de lavagem aos pocos da placa. Em seguida, retirou-se o liquido
presente na placa. Essa etapa foi repetida por mais trés vezes. ApOs o processo de
lavagem, a placa foi novamente invertida e batida sobre papel absorvente duas vezes
para que fosse removido algum liquido remanescente. Em seguida, adicionou-se a
cada poco 50 pL do conjugado de SC5b-9 (anticorpo de cabra anti SC5b-9 conjugado
a peroxidase) e a placa foi incubada por 30 minutos entre 15-30°C. Apos esse periodo,
a placa foi lavada novamente por cinco vezes como descrito acima. Imediatamente
apos esse passo, acrescentou-se 100 pL da solucdo substrato (TMB) a cada pogo e
placa incubada por 30 minutos entre 15 a 30° C. Logo depois, adicionou-se 100 pL da
solugdo de parada e a placa foi cuidadosamente agitada para dispersar
uniformemente a cor formada. Em seguida, foi realizada a determinacdo da
absorbéancia no comprimento de onda de 450 nm em leitor de ELISA, dentro de 30

minutos apos a adicdo da solucdo de parada. A correcdo das absorbancias foi
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realizada, descontando o valor de absorbancia do branco. A concentracdo das

amostras e controles foi determinada a partir da curva padréo.

5.9 Cultura de macréfagos J774. Al

Macrofagos murinos da linhagem J774-Al foram gentilmente cedidos pela
professora Maria Terezinha Bahia da UFOP. As células foram cultivadas em garrafas
plasticas de cultura (TPP, Suica) em meio DMEM — Dulbecco’s Modified Eagles’s
Medium — high glucose (Sigma-Aldrich, Brasil) suplementado com 10% de soro fetal
bovino inativado (SFB; LGC Biotecnologia, Brasil), 100 U/mL de penicilina G (Sigma-
Aldrich, Brasil), 2 mM de L-glutamina (GIBCO BRL), HEPES 1M (Sigma-Aldrich), 2-
mercaptoetanol a 50 uM (Plus One — Pharmacia Biotech), pH 7,2 em estufa a 37°C e
5% CO2. Para a realizacdo dos experimentos, os macréfagos foram coletados dos
frascos utilizando raspador de células (cell scraper) e a sua contagem realizada em
camara de Neubauer apos diluicdo em azul de tripan. As culturas celulares foram
consideradas viaveis para a realizacdo dos experimentos quando apresentavam

viabilidade igual ou superior a 80% apds contagem em azul de tripan.

5.10 Avaliacédo da viabilidade de macrofagos J774.A1 ap0Os o tratamento com
as formulagdes lipossomais vazias

Para avaliar o efeito das formulacdes lipossomais sobre a producdo de NO
pelos macréfagos, inicialmente foi avaliado o efeito das formulacBes sobre a
viabilidade de macrofagos J774, usando o ensaio do MTT (brometo de 3-[4,5-
dimetiltiazol-2-il]-2.5-difenil tetrazdélio) de acordo com os trabalhos de MOSMANN et
al., (1983); SIEUWERTS et al., (1995) e CAPELARI — OLIVEIRA et al., (2011). Os testes
foram realizados na presenca e auséncia de soro fresco humano (5%). Como descrito
anteriormente, componentes presentes no Soro promovem a opsonizacdo das
vesiculas lipossomais e podem interferir na interacdo dos lipossomas com as células
SFM. Assim, 1 x 10° células/poco foram adicionadas em microplacas de 96 pocos
(TPP, Suica) e mantidas por duas horas em estufa umidificada a 37°C, 5% de CO:
para adesdo das células ao fundo do pogo. Apds este periodo, os pogos foram lavados
com 200 pL de PBS estéril para retirar as células que ndo aderiram e, em seguida,
foram adicionados 50 uL de DMEM contendo 10% SFB em todos os pocgos. Logo
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depois, foram adicionados a cada poco 50 pL das diferentes concentracdes das
formulacdes lipossomais previamente diluidas em série em DMEM 10% SFB. As
placas foram incubadas por um periodo de 24 horas em estufa a 37°C e 5% de CO..

A fim de eliminar a interferéncia das vesiculas lipossomais na leitura da
absorbancia, apds o periodo de incubacao, o sobrenadante de cada poco foi coletado
e todos os pocos lavados duas vezes com 200 pL de PBS estéril. Logo depois, 100
pL de DMEM 10% SFB e 20 pL da solugdo de MTT a 2,5 mg/mL em PBS foram
adicionados aos pocos. Novamente, as placas foram incubadas por mais 4 horas a
37°C e 5% de CO:a. A seguir, os cristais de formazan formados pela reducédo do MTT
nas mitocéndrias de células viaveis foram dissolvidos pela adicdo de 100 pL de SDS
a 10% em HCI 0,01M, seguido por mais um periodo de incuba¢do de 16 horas, nas
mesmas condices anteriores. Células em DMEM 10% SFB sem tratamento foram
utilizadas controle, correspondendo a 100% de viabilidade. Além disso, macréfagos
incubados com peréxido de hidrogénio foram utilizados como controle de morte
celular. A leitura da absorbéancia foi realizada em leitor de ELISA (Molecular Devices
— Emax), no comprimento de onda de 570nm. As formulagdes ndo foram consideradas
téxicas quando a capacidade das células em metabolizar o MTT a formazan foi maior
ou igual a 90% comparada ao controle (100% de viabilidade). Assim, a viabilidade
celular foi estimada pela relacdo entre a absorbancia das amostras testes em relacao

ao controle.

5.11 Producéo de 6xido nitrico por macréfagos

A producédo de 6xido nitrico foi avaliada pela quantificacdo de nitrito (NO2’) no
sobrenadante de cultura de células J774 apés estimulo com LPS (Sigma-Aldrich,
Brasil) e IFN-y Sigma-Aldrich, Brasil) pela reagcdo com o reagente de Griess (GREEN
et al., 1982; VERMA, N et al., 2010). Para a realizacdo da dosagem de oOxido nitrico,
1x10° células foram adicionadas a placas de 24 pocos que foram incubadas por 2
horas em estufa umidificada a 37°C, 5% de CO2. Apés este periodo, todos 0s pocos
foram lavados com 200 pL de PBS estéril para remover as células que ndo aderiram
e, em seguida, adicionados 200 uL de DMEM 10% SFB. Logo em seguida, as células
foram estimuladas com IFN-y (25 U/mL) e LPS (25 ng/mL) antes de serem incubadas

com as diferentes concentracdes das formulacdes lipossomais testadas. Para isso,
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adicionou-se um volume de 200 pL de DMEM 10% SFB contendo as diferentes
concentracfes de lipossomas, na presenca ou auséncia de soro fresco humano. A
seguir, as placas com as culturas de células foram incubadas por 24 horas em estufa
de COz2a 5% e a 37°C.

Apobs a incubacédo, o sobrenadante das culturas de células foi coletado para a
quantificacdo de NO pela reacdo com o reagente de Griess. Para a dosagem de NO,
foram adicionados em placa de 96 pocos, 50 uL dos sobrenadantes celulares a cada
poco e 100 uL do reagente de Griess (mistura 1:1 de sulfanilamida 1% em &cido
fosférico 2,5% e diidrocloreto de N-[1-naftil]-etilenodiamino 0,1% em acido fosférico a
2,5%). A sequir, foi feita uma incubacédo por 10 minutos a temperatura ambiente e ao
abrigo da luz. Em seguida, a absorbancia do sobrenadante de cada poco foi
determinada em leitor de ELISA no comprimento de onda de 570 nm. Os dados de
absorbéancia foram comparados com uma curva padrdo obtida a partir de
concentracfes molares conhecidas (0-125 pM) de nitrito de sédio (NaN02) em meio
DMEM 10% SFB.

5.12 Analises estatisticas

Realizaram-se as analises estatisticas com o auxilio do software GraphPad
Prism 5. As amostras foram submetidas a analise de variancia, usando o teste One-
Way ANOVA seguida pelo teste de TUKEY. Também foi utilizado o Test T para as
amostras que ndo seguiram um padrao de normalidade. Os resultados obtidos foram
considerados estatisticamente significativos quando o valor de p apresentou-se menor
gue 0,05.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Obtencdo e caracterizacao dos lipossomas vazios

A caracterizacao dos lipossomas contendo DCP e DPPG foi realizada antes e
apos o processo de liofilizacdo. Logo apos o preparo, as formulacbes foram
caracterizadas pela determinacdo de tamanho, IP e potencial zeta. Ambas as
formulagBes apresentaram carga superficial negativa antes e apds a liofilizacéo,
sendo que a formulacdo contendo o fosfolipidio DCP apresentou carga de -71,28 +
2,841 mV antes do processo de liofilizacao e de -15,86 mV £ 0,520 ap0s a reidratacéo.
Ja a formulacao constituida por DPPG apresentou potencial zeta de — 46,73 + 2,466
antes da liofilizacdo e de — 18,75 mV + 1, 551ap6s a formulacdo ser reidratada. Ao se
analisar o tamanho de cada formulacéo lipossomal antes do processo de liofilizacao,
verificou-se que as vesiculas possuiam um tamanho médio de 136,0 nm *+ 2,54 e de
137,2 nm % 2,715, para os lipossomas com DCP e DPPG, respectivamente. Além
disso, ao serem analisados os IP das formulac¢des, verificou-se que tanto a formulacéo
contendo DCP, quanto a formulacdo constituida por DPPG apresentaram-se
monodispersas antes do processo de liofilizacdo, com valores de IP de 0,123 + 0,027
e 0,059 + 0,006 para lipossomas contendo DCP e DPPG respectivamente, menores
que 0,3, valor que indica que as formulagcdes sdo monodispersas (Tabela 4)
(FREZARD, 2005; RIBEIRO et al., 2013).

Tabela 4: Caracterizacéo dos lipossomas antes da liofilizac&o

Lipossoma Tamanho (nm) IP Potencial Zeta (mV)
DCP 136,0 + 2,542 0,123 £ 0,027 -71,28 + 2,841
DPPG 137,2+ 2,761 0,059 + 0,006 - 46,73 + 2,466

DCP: Dicetilfosfato; DPPG: dipalmitoilfosfatidilglicerol; IP: indice de polidispersao

Apos a liofilizagéo, os lipossomas foram reidratados com agua destilada e
novamente caracterizados a fim de avaliar se as formulacées apresentavam as
mesmas caracteristicas observadas antes do processo de liofilizacdo (tabela 4).

Porém, foi verificado um aumento do tamanho das vesiculas contendo o fosfolipidio
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DCP, de 150 £ 1,856 nm (p = 0,0013) e reducédo do tamanho dos lipossomas de
DPPG, 119,1 + 1,531 (p = 0,0006). Apesar da variacdo de tamanho, as duas
formulacbes lipossomais apresentaram-se monodispersas, com valores de IP
menores que 0,3. Foi verificado também que cada formulacdo apresentou diferenca
significativa desse indice antes e apoés a liofilizacao, sendo que a formulacdo contendo
o fosfolipidio DCP apresentou IP de 0,039 + 0,016 quando reidratada ap0s o0 processo
de liofilizagdo (P= 0,0097) e a formulacdo constituida por DPPG apresentou IP de
0,148 + 0,020 (P=0,0017). SOUZA, (2013) também observou altera¢do de tamanho
apos a reidratacdo de lipossomas liofilizados com a mesma constituicdo que as
formulacbes utilizadas neste estudo, ou seja, um aumento de tamanho para as
formulagbes constituidas por DCP e diminuicdo do tamanho de lipossomas

constituidos por DPPG.

Tabela 5: Caracterizacéo dos lipossomas apés a reidratagao

Lipossoma Tamanho (nm) IP Potencial Zeta (mV)
DCP 150,5 + 1,856 0,039 £ 0,016 -15,86 + 0,520
DPPG 119,1 + 1,531 0,148 + 0,020 -18,75+ 1,551

A proposta de uma nova formulacdo contendo o fosfolipidio DPPG foi feita na
tentativa de reduzir os efeitos adversos descritos para lipossomas constituidos por
DCP, assim como pelas caracteristicas apresentadas por esse fosfolipidio, o qual é
liberado para o uso em formulacdes administradas em humanos. Como o DCP, o
DPPG possui carga negativa, podendo favorecer o encapsulamento do antimoniato
de meglumina, farmaco que tem sido avaliado com lipossomas constituidos por DCP
e que apresenta carga positiva (MESTRES et al., 1998; MANSOUR et al., 2001,
SOUZA, 2013). Porém, como demonstrado anteriormente, a formulacdo com o novo
fosfolipidio, quando reidratada, mostrou uma reducao significativa de tamanho, o que
poderia interferir na quantidade de farmaco que pode ser veiculado por ela e na
interacdo com as células do SFM, uma vez que algumas interacbes, como a
fagocitose, podem ser influenciadas pelo tamanho da vesicula lipossomal (SHARMA
& SHARMA, 1997; DOBROVOLSKAIA & MCNEIL, 2007; BERTRAND & LEROUX,
2012).
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6.2 Ensaio de atividade hemolitica

Os resultados obtidos no ensaio de atividade hemolitica demonstraram baixa
taxa de hemolise apés a incubacgdo das formulagdes lipossomais com sangue total. O
grau de hemdlise foi comparado a uma amostra de sangue total incubada apenas com
PBS, utilizada como controle negativo, ja que o PBS néo induz a lise das células por
garantir isotonicidade do meio. O resultado de cada teste também foi comparado a
amostras incubadas com agua, a qual foi utilizada como indutora de hemdlise.

A analise dos resultados do ensaio de atividade hemolitica demonstrou que
todas as concentra¢cdes das duas formula¢des em estudo foram seguras com relacéo
a interacdo com os glébulos vermelhos (FIG.8 e 9). Os resultados demonstraram um
grau de hemdlise préximo ao observado com o sangue total incubado com PBS e
abaixo de 2%, valor de hemdlise maximo preconizado para testes in vitro segundo a
ASTM - E2524-08, 2013 (KUZNETSOVA et al., 2012; DOBROVOLSKAIA & MCNEIL,
2013).

FIG. 8: Avaliacdo da atividade hemolitica de formulacé&o lipossomas constituidos por DCP (A) e
DPPG (B). Diferentes concentra¢des da formulacéo lipossomal foram incubadas com sangue total por
1 hora a 37 °C. Em seguida, o sangue foi centrifugado e realizada a leitura da absorbancia do
sobrenadante das amostras a 570 nm em leitor de ELISA. O teste correspondente a 100% de hemdlise
foi realizado pela incubacéo de sangue total e dgua. As barras representam a média da taxa de
hemdlise + DP (n=6), (ANOVA, Tukey'’s test).
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A fim de confirmar o grau de hemolise resultante da interacdo entre lipossomas
e heméacias, a hemoglobina liberada foi dosada no sobrenadante das amostras de
sangue total incubadas com as diferentes concentracbes das formulacdes
lipossomais. Assim, a pequena porcentagem de hemodlise encontrada pode ser
confirmada pela baixa concentracdo de hemoglobina presente no sobrenadante,
abaixo do limite de quantificacdo no método empregado. Nessa reacdo, a
hemoglobina liberada, decorrente da lise dos glébulos vermelhos, reage com o
Reagente de Drabkin com consequente formacédo de cianometahemoglobina, que
teve sua absorbancia quantificada em leitor de ELISA a 570 nm. (DOBROVOLSKAIA
et al, 2008; DASH, et al. 2010; TOMCZAK et al. 2010; KUZNETSOVA et al., 2012).
Para determinar a sua concentracdo nas amostras apoOs incubacdo com as
formulagBes lipossomais, foi construida uma curva padréo com concentragdes

conhecidas de Hb, por regresséo linear, a partir da equacao da reta (tabela 6 e 7).

Tabela 6: Concentracdo de hemoglobina no sobrenadante dos testes com lipossomas DCP. A
concentracao de Hb foi determinada no sobrenadante de amostras de sangue total ap6s a incubacao
com as diferentes concentracdes lipossomais. Os resultados sdo apresentados como a média da
concentracdo de Hb = DP (n=6). (ANOVA, Tukey'’s test).

Lipossomas DCP Concentragdo de Hb —
(Concentracéo - pg/ mL) Média (g/dL) + Desvio
Padréo
PBS 1,525 + 0,0003
60,0 1,525 + 0,0003
120,0 1,525 + 0,0005
180,0 1,525 + 0,0003
240,0 1,525 + 0,0008
300,0 1,525 + 0,0004
360,0 1,525 + 0,0005
420,0 1,524 + 0,0006
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Tabela 7: Concentracdo de hemoglobina no sobrenadante dos testes com lipossomas DPPG. A
concentracdo de Hb foi determinada no sobrenadante de amostras de sangue total apds a incubacao
com as diferentes concentragdes lipossomais. Os resultados sdo apresentados como a média da
concentracdo de Hb = DP (n=6). (ANOVA, Tukey'’s test).

Lipossomas DPPG Concentracéo de Hb —
(Concentragao- pg/mL) Média (g/dL)+ Desvio
Padréo

PBS 1,525 + 0,0003

60,0 1,525 + 0,0004

120,0 1,525 + 0,0005

180,0 1,525 + 0,0005

240,0 1,525 + 0,0005

300,0 1,524 + 0,0003

360,0 1,524 + 0,0003

420,0 1,525 + 0,0006

O baixo grau de hemdlise encontrado deve-se provavelmente a repulsdo entre
vesiculas lipossomais e as hemacias. Assim, tanto as hemacias quanto a formulacéo
contendo DCP ou DPPG apresentam potencial zeta negativo, o que faz com que haja
repulséo entre elas. Esses dados vao de acordo com os resultados do estudo de
KUZNETSOVA et al., (2012), em que lipossomas com potencial zeta negativo nao
geraram indices de hemdlise superiores a amostra controle (sangue total incubado
com PBS), permanecendo, dessa forma, dentro dos limites aceitaveis estabelecidos
para testes in vitro (E2524-08, 2013 - Standard Test Method for Analysis of Hemolytic
Properties of Nanoparticles — ASTM; DOBROVOLSKAIA & MCNEIL, 2013).
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6.3 Avaliacédo do efeito das formulacfes lipossomais sobre a cascata da
coagulacéao

A avaliacdo do efeito dos lipossomas sobre a cascata da coagulagéo
demonstrou que nenhuma das concentracées das formulacdes testadas alterou o
tempo de coagulacdo apés incubagdo com um pool de plasmas humano. Assim, tanto
o Tempo de Protrombina quanto o Tempo de Tromboplastina Parcial ativada que
avaliam, respectivamente, a via extrinseca e intrinseca da coagulacdo ndo foram
alterados. Esse fato péde ser observado pelos resultados obtidos quando o pool de
plasmas foi incubado com as diferentes concentracdes das formulagdes lipossomais
comparado aos resultados obtidos nos testes realizados com o pool de plasma

incubado com PBS.

FIG.09: Tempo de Protrombina (TP): lipossomas DCP (A) e lipossomas DPPG (B): a figura
demonstra o tempo de coagulacdo de um pool de plasmas avaliado pela via extrinseca da coagulacao
das amostras apés a incubagdo com as diferentes concentracfes da formulagéo lipossomal contendo
o fosfolipidio DCP ou DPPG. Os dados representam a média do TP + DP (n=6). (ANOVA, Tukey's
test).
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FIG.10: Tempo de Tromboplastina Parcial ativada (TTPa): lipossomas DCP (A) e lipossomas
DPPG (B). A figura demonstra a avaliagdo da via intrinseca da coagulagao pela determinacao do TTPa
apoés a incubacao das diferentes concentrages de lipossomas constituidos por DCP ou DPPG com
pool de plasmas humanos. Os dados representam a média do TTPa + DP (n=6). (ANOVA, Tukey's
test).
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A avaliacdo da cascata da coagulacédo adquire um grande valor, uma vez que
os lipossomas administrados por via intravenosa podem interagir com componentes
plasmaticos, como os fatores envolvidos na formacdo de coagulo. Assim, é relatado
gue proteinas envolvidas na cascata da coagulacao, como o fibrinogénio, podem se
adsorver a superficie desses carreadores e alterar o processo de coagulacao
(DOBROVOLSKAIA & McNEIL, 2007; DOBROVOLKAIA et al., 2008; KUZNETSOVA
et al., 2012).

GALAN, et al., (1998) mostraram que vesiculas lipossomais constituidas por
fosfolipidios presentes na membrana de plaquetas foram capazes de aumentar a
deposicao de fibrina, resultante da ativagéo da via comum da cascata da coagulacéo,
em testes com fragmentos de aorta de coelhos que tiveram o tecido subendotelial
exposto. Esses lipossomas eram compostos por fosfolipidios como fosfatidilcolina,
fosfatidilinositol ou por uma mistura de fosfatidiletanolamina e fosfatidilcolina, assim
como uma mistura de fosfatidilserina e fosfatildilcolina. Neste sentido, € importante
ressaltar que as plaguetas, compostas por fosfolipidios carregados negativamente,
fornecem uma é&rea superficial importante, que provoca a ativagcdo dos fatores
envolvidos na formac&o de coagulo (FERREIRA et al., 2010; GALAN et al., 2002). Da

mesma forma, GALAN et al., (2002) demonstraram que lipossomas constituidos pelo
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fosfolipidio dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) também foram capazes de provocar a
ativacdo da cascata da coagulacdo. Neste estudo, foi possivel perceber, assim como
em seu trabalho anterior, um aumento da deposicao de fibrina no subendotélio de
fragmentos da aorta de coelhos, assim como o aumento dos fragmentos 1+2 de
protombina no plasma desses animais.

Por outro lado, € importante observar que a formacdo de coagulo apds a
administracao intravenosa de sistemas vetorizados como lipossomas apresenta um
fator de risco a saude. Neste sentido, € importante avaliar se tais formulagdes tém
efeito sobre a cascata da coagulacdo, uma vez que a ativacdo desse processo pode
levar a trombose ou a coagulacédo intravascular disseminada (DOBROVOLSKAIA &
MCNEIL, 2013). Por outro lado, esse sistema de vetorizagdo pode levar a uma
deficiéncia no processo de formacéo do coagulo, alterando, por exemplo, a cascata
da coagulacdo. Este fato pode ser exemplificado pela ligacdo de proteinas
plasmaticas a superficie das vesiculas, como fatores da cascata da coagulacdo e
albumina, formando o que se conhece por “coroa de proteinas” (CEDERVALL et al.,
2007; DOBROVOLKAIA et al., 2008; MONOPOLI et al., 2011; BENDER et al. 2012).
Assim, KUZNETSOVA et al., (2012) mostraram que lipossomas constituidos por
fosfatidilcolina e fosfatidilinositol carregados com metotrexato, que possuiam potencial
zeta negativo, provocaram um prolongamento nos tempos de coagulacao in vitro,

detectados pela alteragéo nos testes de TTPa e TP.

6.4 Efeito dos lipossomas sobre a contagem de plaquetas

As duas formulagBes lipossomais, tanto a constituida pelo fosfolipidio DCP,
guanto a constituida por DPPG, ndo tiveram nenhum efeito sobre a contagem de
plaquetas. O resultado obtido permite dizer que ambas as formulacdes néo levaram a
ativacdo da agregacao plaquetéaria. Este fato é ilustrado nas figuras 14 e 15, onde é
possivel comparar o numero de plaquetas ap0s sua incubacdo com as diferentes
concentragcbes lipossomais e com PBS, utilizado como controle negativo da
agregacao plaquetaria, e com trombina, utilizada como controle positivo conhecida por
induzir a ativacéo e agregacéao entre plaquetas.

As plaquetas possuem uma importante funcdo no processo da coagulacdo

sanguinea, uma vez que sao importantes na formacao de um tampao plaquetario nos
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primeiros momentos apos uma injdria vascular, e, para auxiliar, a partir da exposi¢ao
de fosfolipidios carregados negativamente, a ativacdo dos fatores da cascata da
coagulacao e, assim, a formacdo e estabilizacdo do coagulo de fibrina (BEVERS,
COMFURIUS, ZWAALL, 1991; BOON, 1993; SIQUEIRA, 2001; CLEMETSON &
CLEMETSON, 2001; ANDREWS, et al., 2003; FERREIRA et al., 2010). Dessa forma,
a constituicdo das vesiculas lipossomais e o potencial zeta representam importantes
fatores na avaliacdo do processo da coagulacdo apds a incubagéo de lipossomas com
as amostras bioldgicas.

Neste sentido, os dados obtidos por KUZNETSOVA et al., (2012)
demonstraram que nenhuma alteracdo foi observada sobre o numero de plaquetas,
em estudo in vitro, apos a incubacédo de lipossomas carregados com metotrexato e de
lipossomas carregados com melfalano, ambos de potencial zeta negativo, com plasma
rico em plaguetas. Estes dados se assemelham com os resultados obtidos pelo
presente estudo, em que as vesiculas lipossomais testadas também possuem
potencial zeta negativo e ndo induziram nenhuma alteragdo do numero de plaquetas.

Os resultados encontrados neste trabalho diferem, porém, do estudo realizado
por WASSEF et al., (1995), o qual utilizou lipossomas com carga negativa e também
contendo o fosfolipidio DCP. Neste estudo, apds administracdo intravenosa dos
lipossomas em macacos (Cynomologous monkeys) observou-se uma reducdo do
ndamero de plaguetas e hemorragia disseminada. Porém, ha relatos de uma baixa
correlacdo de testes in vitro e in vivo, 0 que poderia justificar a diferenca encontrada
nos testes realizados no presente estudo dos dados obtidos no trabalho realizado por
WASSEF et al., (1995). A baixa correlagdo esta ligada ao envolvimento de uma
complexa via bioguimica, envolvendo os fatores da cascata da coagulacdo e
diferentes células, como plaguetas, leucocitos e células endoteliais. Além disso, outros
ensaios sdo apontados para a avaliacdo do potencial trombogénico de sistemas
nanoestruturados (DOBROVOLSKAIA & MCNEIL, 2013).

Assim, em termos de avaliagao in vitro, tanto os resultados obtidos sobre o
efeito dos lipossomas na ativagcdo ou ndo de plaquetas, como também aqueles obtidos
pelos testes que avaliam o efeito sobre a cascata da coagulacdo demonstram
seguranca das formulacdes. Pode-se perceber que tanto a hemostasia primaria,
representada pela atividade plaguetaria, quanto a hemostasia secundaria,
representada pelos testes de TP e TPPa, ndo sofreram nenhuma alteracao,

mantendo-se dentro da faixa de normalidade.
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Plaquetas: N° x 10% pL

FIG. 11: Avaliagdo do efeito de lipossomas constituidos por DCP (A) e DPPG (B) sobre a
contagem de plaquetas. A figura demonstra o efeito de diferentes concentra¢cdes da formulagéo
lipossomal vazia sobre uma suspensao de plaquetas. O PBS foi utilizado como controle negativo e a
trombina, agente ativador da agregacao plaquetaria, foi utilizada como controle positivo. Os resultados
sdo expressos como a média do numero de plaquetas + DP (n=6). (ANOVA, Tukey’s test), * P<0,05.
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6.5 Efeito das formulacfes lipossomais sobre a ativacao do sistema do
complemento

6.5.1 Quantificacdo dos niveis séricos de C3a e do complexo SC5b-9

Apés a incubacdo das formulacdes lipossomais na dose de 180 pg/mL,
verificou-se que lipossomas constituidos pelo fosfolipidio DCP foram capazes de
ativar o sistema do complemento, observado pelo aumento de C3a dosado. De modo
contrario, nenhuma alteracdo do nivel de C3a apds a incubacdo de soro com

lipossomas constituidos por DPPG foi observada (Fig.16).

FIG. 12: Efeito das formulag¢des lipossomais constituidas por DCP ou DPPG sobre o sistema do
complemento: quantificacdo dos niveis séricos de C3a. Amostras de soro humano foram incubadas
com as formulagdes lipossomais na concentracdo de 180 pug/mL por 30 minutos. Apés este periodo, o
nivel de C3a presente no soro foi determinado por ELISA. Os resultados sdo expressos como a média
do nivel de C3a + DP, (n=3), *P< 0,05 (0,0031). (ANOVA, Tukey’s test).
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Ao se avaliar os niveis séricos do complexo SC5b-9, o qual permite avaliar a
ativacao do sistema do complemento até o final da cascata, verificou-se que nenhuma
das formulagdes testadas, na dose de 180 pg/mL, alterou os niveis séricos desse
complexo de proteinas em relagdo ao controle. Esses dados podem ser observados
na figura 17 que faz a comparacao dos niveis do complexo SC5b-9, obtidos das

amostras de soro apos a incubacdo com as duas formulacdes lipossomais e com
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amostras de soro incubadas com PBS, usado como controle negativo da ativacao do

sistema do complemento.

FIG. 13: Efeito das formulacées lipossomais de DCP e DPPG sobre o sistema do complemento:
guantificacao dos niveis séricos do complexo SC5b-9. Amostras de soro humano foram incubadas
com as formulacdes lipossomais na concentracdo de 180 pug/mL por 30 minutos Apds este periodo, o
nivel do complexo SC5b-9 presente soro foi determinado por Imunoensaio enzimatico (ELISA). Os

resultados sdo expressos como a média do nivel de SC5b-9 = DP, (n=3), (ANOVA, Tukey's test).
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Como demonstrado pelo estudo, somente a formulacéo constituida por DCP foi
capaz de ativar a formacao do fragmento C3a, enquanto o nivel do complexo SC5b-9
permaneceu inalterado para ambas as formula¢des. Assim, a ativacdo de C3a pode
sugerir que os efeitos adversos observados por RIBEIRO et al, (2013) em cées, logo
apos a administracdo intravenosa de vesiculas lipossomais constituidas por DCP,
podem ser estar relacionados a ativacdo do sistema do complemento. Neste estudo,
0S autores sugeriram que efeitos como, taquipneia, prostracdo, micc¢ao, tremor
muscular, vémito e defecacédo poderiam ser consequéncia da ativacao do sistema do
complemento pela reacdo conhecida Pseudoalergia Relacionada a Ativacdo do
Complemento (CARPA). Tal reacdo difere da alergia classica, a qual induz reactes
mediadas pela ligacdo de anticorpos IgE a mastdcitos, com consequente liberacdo do

conteudo presente nos granulos dos mastocitos, como a histamina, apdés a
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sensibilizacdo do organismo num contato prévio com o alérgeno (LARCHE; AKIS &
VALENTA, 2006).

Dados obtidos no trabalho de WASSEF et al., (1995) indicam que o sistema
complemento desempenha um importante papel na desestabilizacdo de vesiculas
lipossomais apés incubacédo com soro de macaco. Adicionalmente, SZEBENI, J. et al,
(2011) destacam que um ampla variedade de lipossomas podem induzir CARPA,
sendo que tanto a via classica, como a alternativa e até mesmo a via da lectina podem
ser ativadas por vesiculas lipossomais.

E relacionado que a geracdo do fragmento C3a, assim como de outros
fragmentos e também do complexo SC5b-9, desempenha um importante fator no
desencadeamento das reacfGes adversas relacionadas ap6s a administracdo de
lipossomas (CHANAN-KAN et al., 2003; SZEBENI, J. et al, 2011; KLAPPER, Y. et al.,
2014). A liberacdo dos fatores acima mencionados leva a ativacdo de mastdcitos e
basdfilos com liberacdo de mediadores alérgicos. Esses fatores desempenham
diferentes acdes em diferentes tecidos e 6rgdos, como vasoconstricao, disfuncdes
cardiovasculares, extravasamento vascular e sintomas cutaneos por agirem em
receptores H1. Também é descrito sinais como, vasodilatacdo, aumento da frequéncia
cardiaca e da pressdao arterial ao agirem em receptores H2 (SZEBENI, J. et al., 2011).

Como verificado nos gréficos apresentados, somente a formulagéo lipossomal
contendo o fosfolipidio DCP levou a alteracdes significativas do nivel do fragmento
C3a. Porém, o nivel do complexo terminal SC5b-9, dosado apds a incubacdo com a
formulacdo lipossomal constituida por DCP e também ap6s a incubacdo com
lipossomas constituidos por DPPG, nao foi diferente do nivel desse complexo quando
amostras de soro foram incubadas com PBS. Resultado semelhante foi demostrado
por KUZNETSOVA et al., (2012), em que se observou um aumento na formacéo do
fragmento C3a e nenhuma alteracdo dos niveis de SC5b-9 apés a incubacéo de
amostras de soro com lipossomas contendo pré-farmaco de metotrexato e
lipossomas contendo o pro-farmaco de melfalano. Os autores sugeriram que a nao
alteracdo dos niveis de SC5b-9 observada no trabalho poderia ser resultado de um
blogueio da geracdo do complexo SC5b-9, de sua ligacdo aos lipossomas ao invés da
ligacdo a proteina S, ou mesmo a decomposi¢cdo do complexo sobre as condi¢bes
estudadas.
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Dessa forma, a formulagcdo composta pelo fosfolipidio DPPG que foi proposta
como alternativa para a formulacao constituida por DCP apresentou-se mais segura

em relacdo a ativacdo do sistema do complemento.
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6.6 Avaliacdo da viabilidade de macrofagos J774.A1 ap0s o tratamento com
as formulacdes lipossomais vazias

A proxima etapa foi avaliar o efeito das formulacdes lipossomais sobre a
producédo de oxido nitrico pelos macréfagos, células alvo da infec¢éo por parasitos do
género Leishmania. Para isso, inicialmente foi avaliado o efeito das duas formulacdes
sobre a viabilidade de macrofagos J774.A1. Posteriormente, avaliou-se o efeito das
formulag@es sobre a producao de NO por macréfagos ativados com LPS e IFN-y.

O ensaio de viabilidade celular foi realizado avaliando o efeito de diferentes
concentracdes das formulacdes lipossomais vazias sobre a populacao de macrofagos
J774.A1 com doses lipossomais variando de 7,8 a 1000 ug/mL. O objetivo desse
ensaio foi encontrar uma faixa de concentracéo lipossomal que néao fosse toxica para
a populacao de células em cultura. O teste foi realizado na presenca e auséncia de
soro humano fresco, o qual é fonte de proteinas do complemento, de anticorpos e de
outras proteinas que podem se ligar as vesiculas lipossomais. As proteinas do soro
podem entéo interfeir na interacdo com os macréfagos, facilitando, por exemplo, o
processo de fagocitose das formulacfes, o que poderia interferir na viabilidade dos
macréfagos (LIU, D, 1997; BORGES, 2011; DOBROVOLSKAIA & MCNEIL, 2013).

Os primeiros testes realizados com as diferentes concentracdes propostas nao
evidenciaram nenhuma alteracdo na viabilidade celular quando os resultados foram
comparados ao controle, que corresponde a 100% de viabilidade. Assim, observou-
se que, em todas as concentracdes testadas, tanto na presenca, quanto na auséncia
de soro humano fresco, as células mantiveram-se com mais de 90% de viabilidade,
valor a partir do qual considera-se auséncia de toxicidade (VERMA et al., 2010) Esses
resultados adquirem valor importante, uma vez que indicam boa seguranca das
formulactes testadas em relacédo a viabilidade de macréfagos e contribuem, dessa
forma, para que as formulacdes em estudo se tornem promissoras como sistema

carreador de farmacos para o tratamento da leishmaniose.
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FIG. 14: Avaliacdo do efeito de lipossomas constituidos por DCP sobre a viabilidade de
macrofagos J774.A1. Macréfagos J774.A1 (1 x 10° células/pogo) foram incubados com diferentes
concentragdes de lipossomas constituidos pelo fosfolipidio DCP. Apos 24 horas de incubacéao, foi
realizado o teste de citotoxicidade (MTT) e avaliada a viabilidade celular. Os dados foram comparados
a uma amostra controle constituida por células sem tratamento, correspondendo a 100% de viabilidade.
O peroxido de hidrogénio (H202) foi utilizado como indutor de morte celular. Os resultados foram

expressos como a média da porcentagem da viabilidade celular + DP, (n=3), (ANOVA, Tukey'’s test).
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FIG. 15: Avaliagdo da viabilidade de macrdéfagos J774.A1 ap6s a incubacdo com lipossomas
constituidos por DCP na presenca de soro humano fresco. Macréfagos J774.A1 (1x10°
células/pocgo) foram incubados com diferentes concentracdes de lipossomas constituidos pelo
fosfolipidio DCP e soro humano fresco. Apés 24 horas de incubacdo, foi realizado o teste de
citotoxicidade (MTT) e avaliada a porcentagem de viabilidade celular. Os dados foram comparados a
amostras controles, células sem tratamento, correspondendo a 100% de viabilidade. Perdxido de
hidrogénio (H202) foi utilizado como indutor de morte celular. Os resultados foram expressos como a
meédia da porcentagem da viabilidade celular £ DP, (n=3), (ANOVA, Tukey's test).
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FIG. 16: Avaliacdo do efeito de lipossomas constituidos por DPPG sobre a viabilidade de
macréfagos J774.A1. Macrofagos J774.A1 (1x10°% células/pogo) foram incubados com diferentes
concentragdes de lipossomas constituidos pelo fosfolipidio DPPG. Ap6s 24 horas de incubacéo, foi
realizado o teste de citotoxicidade (MTT) para avaliar a porcentagem de viabilidade celular. Os dados
foram comparados a amostras controles, células sem tratamento, correspondendo a 100% de
viabilidade. Peroxido de hidrogénio (H202) foi utilizado como indutor de morte celular. Os resultados
foram expressos como a média da porcentagem da viabilidade celular = DP, (n=3), (ANOVA, Tukey’s
test).
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FIG. 17: Avaliacdo da viabilidade de macréfagos J774.A1 apds a incubacdo com lipossomas
constituidos por DPPG na presenca de soro humano fresco. Macrofagos J774.A1 (1x10°
células/poco) foram incubados com diferentes concentracdes de lipossomas constituidos pelo
fosfolipidio DPPG e soro humano fresco. Apds 24 horas de incubacao, foi realizado o teste de
citotoxicidade (MTT) e avaliada a porcentagem de viabilidade celular. Os dados foram comparados a
amostras controles, células sem tratamento, correspondendo a 100% de viabilidade. Peréxido de
hidrogénio (H203) foi utilizado como indutor de morte celular. Os resultados foram expressos como a

média da porcentagem da viabilidade celular + DP, (n=3), (ANOVA, Tukey'’s test).
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Dados da literatura mostram que o DCP pode ser toxico para linhagens
tumorais (CAMPBELL, 1983). Assim, decidiu-se avaliar a citotoxicidade das
formulagbes lipossomais usando doses maiores das mesmas. O aumento das
concentracbes permite determinar uma faixa de segurangca em que as formulagdes
nao sdo téxicas para as ceélulas. Diante disso, novos testes de citotoxicidade foram
realizados com as seguintes concentracdes lipossomais: 500 pg/mL, 1000 pg/mL,
1250 pg/mL, 2000 pg/mL, 2500 pg/mL, 4000 pg/mL, 5000 pg/mL e 10.000 pg/mL. Os
estudos foram realizados nas mesmas condi¢cbes anteriores, ou seja, na auséncia e
presenca de soro humano fresco.

Os resultados dos novos testes demonstraram que apenas a formulacao
lipossomal constituida por DCP reduziu a viabilidade de macrofagos J774.A1. Esses
resultados foram observados nos testes realizados tanto na auséncia quanto na
presenca de soro humano. Porém, esses dados s6 foram observados na
concentracdo mais alta testada, na dose de 10.000 pg/mL.

Ao contrario do que foi demonstrado para a formulacdo composta pelo
fosfolipidio DCP, lipossomas vazios constituidos por DPPG mostram-se altamente
seguros. A formulacdo, mesmo na maior dose testada, ndo foi toxica para a linhagem
de macrofagos testada, mantendo indices de viabilidade celular superiores a 90%
(GREEN et al., 1982; VERMA et al., 2010).
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FIG. 18: Avaliacdo do efeito de lipossomas constituidos por DCP sobre a viabilidade de
macréfagos J774.A1 — (500 a 10.000 pg/mL). Macréfagos J774.A1 (1x105 células/pogo) foram
incubados com diferentes concentragfes de lipossomas constituidos pelo fosfolipidio DCP. Apés 24
horas de incubacdo, foi realizado o teste de citotoxicidade (MTT) e avaliada a porcentagem de
viabilidade celular. Os dados foram comparados a amostras controles, células sem tratamento,
correspondendo a 100% de viabilidade. Peréxido de hidrogénio (H202) foi utilizado como indutor de
morte celular. Os resultados foram expressos como a média da porcentagem da viabilidade celular +
DP, (n=3), (ANOVA, Tukey’s test), * P<0,005.
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FIG. 19: Avaliacdo da viabilidade de macréfagos J774.A1 apds a incubacdo com lipossomas
constituidos por DCP na presenca de soro humano fresco — (500 a 10.000 pg/mL). Macréfagos
J774.A1 (1x10% células/pogco) foram incubados com diferentes concentragBes de lipossomas
constituidos pelo fosfolipidio DCP e soro humano fresco. Apés 24 horas de incubagéo, foi realizado o
teste de realizado o teste de citotoxicidade (MTT) e avaliada a porcentagem de viabilidade celular. Os
dados foram comparados a amostras controles, células sem tratamento, correspondendo a 100% de
viabilidade. Peréxido de hidrogénio (H202) foi utilizado como indutor de morte celular. Os resultados
foram expressos como a média da porcentagem da viabilidade celular = DP, (n=3), (ANOVA, Tukey's
test), * P<0,005.
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FIG. 20: Avaliacdo do efeito de lipossomas constituidos por DPPG sobre a viabilidade de
macrofagos J774.A1 — (500 a 10.000 pg/mL). Macrofagos J774.A1 (1x10° células/pogo) foram
incubados com diferentes concentracdes de lipossomas constituidos pelo fosfolipidio DPPG. Apos 24
horas de incubacdo, foi realizado o teste de citotoxicidade (MTT) e avaliada a porcentagem de
viabilidade celular. Os dados foram comparados a amostras controles, células sem tratamento,
correspondendo a 100% de viabilidade. Os dados foram comparados a amostras controles, células
sem tratamento, correspondendo a 100% de viabilidade. Perdxido de hidrogénio (H203) foi utilizado
como indutor de morte celular. Os resultados foram expressos como a média da porcentagem da
viabilidade celular + DP, (n=3), (ANOVA, Tukey’s test).
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FIG. 21: Avaliacdo da viabilidade de macréfagos J774.A1 apds a incubacdo com lipossomas
constituidos por DPPG na presenca de soro humano fresco — (500 a 10.000 pg/mL). Macréfagos
J774.A1 (1x10% células/pogco) foram incubados com diferentes concentragBes de lipossomas
constituidos pelo fosfolipidio DPPG e soro humano fresco. Apds 24 horas de incubacéo, foi realizado o
teste de citotoxicidade (MTT) e avaliada a porcentagem de viabilidade celular. Os dados foram
comparados a amostras controles, células sem tratamento, correspondendo a 100% de viabilidade.
Peroxido de hidrogénio (H202) foi utilizado como indutor de morte celular. Os resultados foram

expressos como a média da porcentagem da viabilidade celular £ DP, (n=3), (ANOVA, Tukey'’s test).
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6.7 Producdo de 6xido nitrico por macréfagos com as formulacdes
lipossomais vazias

A producdo de NO por macrofagos J774.A1 estimulados com LPS e IFN-y e
incubados com as diferentes concentracdes lipossomais foi comparada com a
producado de NO pelos macréfagos estimulados apenas com LPS e IFN-y. BANERJEE
et al., (2011) demonstraram que lipossomas constituidos por fosfatidilcolina e
estearilamina (com carga positiva) sdo capazes de ativar a producédo de 6xido nitrico
por macrofagos estimulados com LPS pela a inibicdo de citocinas anti-inflamatoria,
como TGF-B, IL-4 e IL-10. Ja& os resultados obtidos por este trabalho né&o
demonstraram nenhuma alteracao do nivel deste composto apos o tratamento com as
formulacdes testadas. Esses resultados foram observados para os testes realizados

na auséncia e na presenca de soro humano fresco.

FIG. 22: Efeito de lipossomas constituidos por DCP sobre a producéo de 6xido nitrico apos a
incubacdo com macréfagos J774.A1. O teste foi realizado comparando a producao de 6xido nitrico
produzido por macréfagos ndo estimulados, macréfagos J774.A1 stimulados com LPS e IFN-y e
macrofagos estimulados e incubados com diferentes concentracdes da formulagdo lipossomal vazia
por 24 horas. Ap0s o periodo de incubacdo, a producdo de oOxido nitrico foi determinada no
sobrenadante de cultura de células através do doseamento de nitrito de sddio. Os resultados foram
apresentados como média de NO + DP. (ANOVA, Tukey’s test).
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FIG. 23: Avaliacdo da producao de éxido nitrico por macréfagos J774.A1 ap6s aincubacao com
lipossomas constituidos por DCP na presenca de soro humano fresco: O teste foi realizado
comparando a producdo de 6xido nitrico produzido por macrofagos nado estimulados, macrofagos
J774.A1 estimulados com LPS e IFN-y e macréfagos estimulados e incubados com diferentes
concentragdes da formulacgéo lipossomal vazia por 24 horas. Apés o periodo de incubagéo, a produgéo
de oxido nitrico foi determinada no sobrenadante de cultura de células através do doseamento de nitrito
de sddio. Os resultados foram apresentados como média de NO + DP. (ANOVA, Tukey's test).
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FIG. 24: Efeito de lipossomas constituidos por DPPG sobre a produc¢éo de éxido nitrico apés a
incubagcdo com macréfagos J774.A1. O teste foi realizado comparando a produc¢éo de éxido nitrico
produzido por macréfagos ndo estimulados, macréfagos J774.A1 stimulados com LPS e IFN-y e
macrofagos estimulados e incubados com diferentes concentra¢des da formulacdo lipossomal vazia
por 24 horas. ApO0s o periodo de incubagdo, a producdo de Oxido nitrico foi determinada no
sobrenadante de cultura de células através do doseamento de nitrito de sodio. Os resultados foram
apresentados como média de NO + DP. (ANOVA, Tukey'’s test).

100+

804

604

NO (um)

40-

& & A2

o o
PV &N D

75



FIG. 25: Avaliacédo da producao de 6xido nitrico por macréfagos J774.A1 apds aincubacdo com
lipossomas constituidos por DPPG na presenca de soro humano fresco. O teste foi realizado
comparando a producdo de 6xido nitrico produzido por macrofagos nao estimulados, macréfagos
J774.Al1 stimulados com LPS e IFN-y e macrofagos estimulados e incubados com diferentes
concentragdes da formulacgéo lipossomal vazia por 24 horas. Apés o periodo de incubagéo, a produgéo
de oxido nitrico foi determinada no sobrenadante de cultura de células através do doseamento de nitrito
de sddio. Os resultados foram apresentados como média de NO = DP. (ANOVA, Tukey's test).
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O 6xido nitrico € um radical livre gasoso sintetizado a partir da L-arginina e do
oxigénio molecular pela enzima 6xido nitrico sintase (MONCADA,PALMER & HIGGS,
1991, CERQUEIRA & YOSHIDA, 2002). Esse gas é produzido por uma variedade de
células, dentre elas macréfagos ativados, e possui um tempo de vida muito curto,
sendo determinado, in vitro, pelo acimulo de nitrito (NO2") no sobrenadante de células
em cultura (MONCADA, PALMER & HIGGS, 1991, VERMA et al, 2010). O 6xido nitrico
possui varias funcdes, incluindo ac¢des imunolégicas, induzindo, por exemplo,
citotoxicidade mediada por macréfagos, além de mediar respostas inflamatdrias.
Assim, é visto que a producao de 6xido nitrico por macrofagos € um importante fator
na resposta imunologica em resposta a infec¢cdo por protozoarios do género
Leishmania (BANERJEE et al.,, 2011). Acdes vasculares como a vasodilatacao,
regulacdo da pressdo sanguinea e inibicdo da ativacdo, adesdo e agregacdo
plaquetaria também séo descritas (CERQUEIRA & YOSHIDA, 2002, AKTAN, 2004).

Lipossomas carregados negativamente compostos por acido fosfatidico e
lipossomas constituidos por fosfatidilserina demonstraram efeito inibitério na producgéo
de Oxido nitrico por macréfagos peritoneais de camundongos estimulados por LPS.
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induzivel (iNOS), confirmado pela técnica de imuno blotting, demonstrando a auséncia
da banda correspondente ao peso molecular dessa enzima (ARAMAKI et al, 1996).
Outro estudo apontou que a inibicdo da producdo de Oxido nitrico por lipossomas
contendo fosfatidilserina, detectada pela inibicdo do RNAm para iNOS, assim como
da producdo da enzima, poderia ser relacionado a niveis aumentados de TGF-
encontrados no estudo (MATSUNO, ARAMAKI & T SUCHIYA, 2001). Foi sugerido
também que lipossomas anibnicos constituidos por fosfatidilserina inibem a producéo
de NO através da ativacdo da via de sinalizacdo envolvendo a Kinase Regulada por
sinal Extracelular (ERK), que faz parte da familia da MAP Kinases, ativando assim a
producdo de TGF-B por macréfagos peritoneais de camundongos. Esses achados
foram observados pelo aumento da producéo de TGF-B, detectado pela técnica de
ELISA e também por uma maior expressdo do RNAm dessa citocina, que foi
guantificado pela técnica de PCR em Tempo Real (RT-PCR). Além disso, foi visto pela
técnica de Western blotting que o nivel da proteina ERK foi notavelmente superior
apos o tratamento dos macrofagos com os lipossomas (OTSUKA, TSUCHIYA &
ARAMAKI, 2004).

A citocina TGF-3 é conhecida por ativar a produgao de arginase 1, a qual cliva
a L-arginina, depletando seu conteldo nos macréfagos e, assim, impedindo a
producdo de NO. Além dessa acdo, o TGF-B também age inibindo a expressao de
enzima oOxido nitrico sintase 2 (induzivel), a qual converte, na presenca do oxigénio, a
L-arginina em L-citrulina e NO (BOGDAN, 2015). Dessa forma, o TGF-3 € uma citocina
importante na imunomodulagdo da producdo de 6xido nitrico, o qual € essencial na
resposta imune frente a infec¢do por parasitos do género Leishmania (BANERJEE,
DE & ALlI, 2011).

Em adicdo aos achados descritos acima, fosfolipidios aniénicos, como
palmitoil-oleoil-fosfatidilglicerol (POPG) e fosfatidilinositol (Pl) foram capazes de
reduzir a producdo de TNF-a em células U937 e de NO por macrofagos alveolares de
ratos apds o estimulo com LPS. A acédo de POPG foi atribuida a ndo ativacao das
proteinas envolvidas nas vias de transducdo de sinais que culminam com a
transcricdo dos genes responsaveis pela producdo de mediadores inflamatorios.
Tambeém foi demonstrado que o fosfolipidio POPG quanto o fosfolipidio PI ligam-se

ao receptor CD14, presente na membrana de macrofagos, o qual é ligante para o LPS,
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e, inibindo por competicdo, a ligacdo do LPS a esse receptor (KURONUMA et al,
2009).

Por outro lado, no mesmo estudo realizado por KURONUMA et al, (2009) foi
demonstrado que o fosfolipidio DPPG né&o inibiu as vias de sinalizagcdo e
consequentemente a producao de NO apds o estimulo de macrofagos com LPS. Da
mesma forma, no presente estudo, a producéo de NO por macrofagos J774.A1 apos
estimulo com LPS e IFN-y e incubacéo com as formulacdes lipossomais com potencial
zeta negativo, ndo diferiu dos niveis de NO produzidos quando apenas macréfagos
foram estimulados com LPS e IFN-y.

Conclui-se entdo, que as formulagdes lipossomais nas doses testadas nao
afetam a producdo de NO, mantendo seu nivel semelhante ao nivel encontrado no
sobrenadante de macrofagos estimulados por LPS e IFN-y. Dessa forma, as

formulacdes nao tém efeito sobre a producdo desse gas por macrofagos J774.A1.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

A partir dos testes de caracterizacdo realizados, pode-se observar que apoés a
reidratacdo, as vesiculas lipossomais sofreram alteracdo de tamanho. Verificou-se
que vesiculas compostas pelo fosfolipidio DCP tiveram seu tamanho aumentado,
enquanto no caso de lipossomas constituidos por DPPG observou-se redugédo do
tamanho apos a reidratacdo. Embora as formulagdes tenham sofrido alteragbes de
tamanho, esse fato parece nao ter influenciado seu comportamento nos testes
realizados in vitro, sendo que nenhuma alteracéo foi encontrada para lipossomas
constituidos por DPPG. J& as alteragBes encontradas em testes realizados com a
formulacéo constituida por DCP foram relacionadas a presenca desse fosfolipidio.

Quanto a interacdo das duas formulacées com componentes sanguineos, como
as hemacias, nota-se que as formulacfes provocaram baixa taxa de hemodlise,
mantendo os valores de atividade hemolitica bem abaixo dos valores estipulados para
testes in vitro. A baixa atividade hemolitica péde ser confirmada pela concentracéo de
Hb dosada, em que nao se detectou nenhuma alteracdo entre os testes e as amostras
controles.

Ao analisar o processo de coagulacdo, verificou-se também, que nenhuma
alteracdo foi vista ap6s incubacéo das formulacdes lipossomais com pool de plasma.
Os tempos de coagulacdo determinados pela via intrinseca e extrinseca da
coagulacédo avaliados pelos testes de TTPa e TP, respectivamente, mantiveram-se
dentro da faixa de normalidade e nao se diferiram dos testes realizados quando o pool
de plasma foi incubado com PBS. Dessa forma, pode-se concluir que os lipossomas
constituidos por DCP e os lipossomas constituidos por DPPG nao interferem nas vias
acima mencionadas, nado interferindo na cascata da coagulacéao.

Percebeu-se também que ambas as formulagbes néo alteraram a contagem de
plaguetas apo0s sua incubacdo com uma solucédo rica em plaquetas. Esse achado
pode sugerir que as formulagdes nao interferem no processo da ativagao e agregacao
plaquetéaria, mantendo-se o nimero de plaquetas inalterado, as quais possuem papel
fundamental na hemostasia primaria.

Porém, ao avaliar a acdo das formulacbes lipossomais em estudo sobre o
sistema do complemento, verificamos que lipossomas constituidos por DCP foram
capazes de ativar esse sistema pelo aumento da producao do fragmento C3a. Esse

resultado sugere que os sinais e sintomas observados em caes ap0s a administracéo
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de tais formula¢cGes no estudo realizado por RIBEIRO et al, (2013) estdo associados
a ativacdo do complemento, em uma reacdo conhecida por Pseudo Alergia
Relacionada a Ativacdo do Complemento. J& as formulac¢des lipossomais constituidas
por DPPG né&o alteraram nenhum dos parametros avaliados em relagdo ao
complemento, indicando sua segurancga in vitro quanto a sua interagdo com esse
sistema.

Em relacdo a viabilidade de macréfagos, observou-se que as formulagdes sao
seguras, conferindo taxas de viabilidade celular maiores que 90%. Porém, a
formulacdo contendo o fosfolipidio DCP apresentou toxicidade somente quando
testada em uma dose muito elevada, 10.000 pg/mL, tanto na presenca quanto na
auséncia de soro humano fresco. Ja a formulacdo constituida por DPPG néo alterou
a taxa de viabilidade em nenhuma das concentragcbes testadas na presenca ou
auséncia de soro humano fresco.

Quanto a ativacao de macrofagos, avaliada pela producéo de 6xido nitrico, as
formulagbes lipossomais nao interferiram na sua producdo apds a incubacdo com
macrofagos estimulados por LPS e IFN-y quando comparado a macrofagos
estimulados com LPS e IFN-y. Esse resultado foi verificado quando as formulacées
foram incubadas na presenca de soro humano fresco quanto na sua auséncia.

Assim, diante dos resultados encontrados, verificou-se que a formulagéo
lipossomal constituida por DPPG mostrou-se mais segura em relacdo a formulagéo
constituida por DCP. Nota-se que as vesiculas lipossomais constituidas por DPPG,
ndo alteraram nenhum dos testes realizados nos estudos in vitro, tornando esse
fosfolipidio promissor para substituicdo do fosfolipidio DCP, o qual foi capaz de ativar
o sistema do complemento. Dessa forma, a fim de melhor avaliar a seguranca da
formulacéo proposta e também sua eficacia no tratamento da leishmaniose, testes in
vitro, com o farmaco encapsulado, antimoniato de meglumina, devem ser realizados.
Além dos testes in vitro, a avaliacdo in vivo, se faz necessaria, a fim de verificar o
comportamento desse sistema de vetorizacdo ap6s a sua administracdo no

organismo.
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8 CONCLUSAO

Diante dos resultados encontrados neste, verificou-se que a formulagao
lipossomal constituida pelo fosfolipidio DPPG mostrou-se mais segura em relagdo a
formulacdo constituida por DCP. Nota-se que as vesiculas lipossomais constituidas
por DPPG, nao alteraram nenhum dos testes realizados nos estudos in vitro, tornando
esse fosfolipidio promissor para substituicdo do fosfolipidio DCP, o qual foi capaz de
ativar o sistema do complemento, o que pode levar a um quadro de hipersensibilidade,
considerado assim um fator de risco a vida. Dessa forma, testes futuros, a fim de
melhor avaliar a seguranca da formulacdo proposta e também sua eficacia no
tratamento da leishmaniose como, testes in vitro com o farmaco encapsulado,
antimoniato de meglumina, devem ser realizados. Além disso, a avaliacédo in vivo, se
faz necessaria, a fim de verificar o comportamento desse sistema de vetorizacao apos

a sua administracdo no organismo.
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10 APENDICES

APENDICE A

Universidade Federal de Ouro Preto
Departamento de Ciéncias Farmacéuticas (CIPHARMA)
Programa de Pds-Graduacéo em Ciéncias Farmacéuticas

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Projeto de Pesquisa: Estabelecimento de metodologias para avaliagcdo do efeito
sobre o sistema imune e hemocompatibilidade de lipossomas carreadores de
farmacos

Convidamos o (a) Sr (a) para participar da Pesquisa “Estabelecimento de
metodologias para avaliagdo do efeito sobre o sistema imune e hemocompatibilidade
de lipossomas carreadores de farmacos”, sob a coordenacdo da pesquisadora
Simone Aparecida Rezende. A pesquisa pretende avaliar as interacdes de sistemas
de transporte de medicamentos com o sistema de defesa e com 0s componentes do
sangue e assim, buscar uma formulacdo mais segura.

Sua participacao € voluntaria e ndo sera necessaria nenhuma coleta adicional
de amostra de sangue. Sua autorizacado tem o objetivo de nos permitir usar o seu
sangue, apos a realizacdo dos exames solicitados no Laboratério Piloto de Andlises
Clinicas (LAPAC), para um projeto desenvolvido em laboratério de pesquisa da Escola
de Farmécia da Universidade Federal de Ouro Preto. Logo em seguida, apds a coleta
do material bioldgico, o (a) sr (a) receberéa todos os cuidados necessarios. Depois de
realizados os exames pedidos pelo seu médico, as amostras coletadas receberdo um
cbdigo de modo que sua privacidade seja preservada e encaminhadas para o estudo.

E importante ressaltar que ndo havera nenhum beneficio direto para o (a) sr
(a), uma vez que as pesquisas sao destinadas para a obtencdo de uma formulagéo
medicamentosa mais segura que sera testada posteriormente em animais e em
humanos. O (A) Sr (a) ndo terd nenhuma despesa e também néo recebera nenhuma
remuneracao pela participacédo nesta pesquisa.

Vale ressaltar que a coleta de sangue inclui um pequeno risco de acidente de
puncado, representado, principalmente por extravasamento sanguineo subcutaneo

(embaixo da pele) de pequena gravidade. Para minimizar este risco, a coleta sera
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realizada por um profissional, com capacidade técnica e experiéncia, que estara
atento para, se necessario, fazer a compresséao imediata do local da puncéo, visando
estancar 0 pequeno sangramento. Sera utilizado material descartdvel de boa
qualidade (agulhas e tubos a vacuo), visando o éxito da coleta. Caso, durante a coleta
de sangue, seja observada qualquer anormalidade em relacdo a sua saude, sera
imediatamente contatado o SAMU (Servico de Atendimento Médico de Urgéncia) do
municipio.

Para que possa ser aceito como um voluntario para nossa pesquisa, alguns
critérios devem ser observados. Para serem incluidos no estudo, os voluntarios néo
podem apresentar problemas de coagulacdo sanguinea (hemorragias,
tromboembolismo/ trombose), problemas hepéaticos (figado) e doencas relacionadas
ao sistema imune (sistema de defesa). Além disso, ndo podem fazer o uso constante
de medicamentos para controlar os problemas de coagulacéo e de medicamentos que
interferem no sistema de defesa, como os glicocorticéides ou algum outro
medicamento imunossupressor. Além disso, 0s voluntarios ndo podem ter ingerido
bebida alcoolica recentemente. Em qualquer um dos casos citado, o paciente ndo
poderda ser incluido no projeto de pesquisa.

Se depois de consentir sua participacdo o (a) Sr (a) desistir de continuar
participando, tem o direito e a liberdade de retirar seu consentimento em qualquer fase
da pesquisa, seja antes ou depois da coleta dos dados, independente do motivo e
sem nenhum prejuizo a sua pessoa.

Os riscos envolvidos no momento da coleta de dados do questionario aplicado
ao/a sr (a) envolvem a exposicéo de assuntos relacionados a sua vida privada. A fim
de evitar esse tipo de situagcdo, o questionario sera aplicado individualmente pelo
pesquisador e em sala reservada (isolada) no laboratério. Os dados coletados seréo
armazenados no Laboratoério de Pesquisas Clinicas (LPC) da Escola de Farmécia da
Universidade Federal de Ouro Preto, sobre a responsabilidade do pesquisador
Walyson Coelho Costa. Os resultados da pesquisa serdo analisados e publicados,
mas sua identidade ndo sera divulgada em momento algum.

A suspensdo da pesquisa se dara caso ndo sejam atendidas as solicitacdes
exigidas pelo comité de ética, ou ndo haja voluntarios suficiente para a realizacao do

estudo, ou quando houver a exposi¢cao da identidade do voluntario.
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Para qualquer duvida sobre esta pesquisa, vocé devera entrar em contato
pessoalmente ou por telefone com as pesquisadoras responsaveis por este projeto,

cujos nomes estéao relacionados abaixo:

— Profa. Dra. Simone Aparecida Rezende - Coordenadora
Profa. de Imunologia Basica e de Imunologia Clinica/ UFOP
Departamento de Ciéncias Farmacéuticas (CIPHARMA)
Campus Morro do Cruzeiro — Ouro Preto
Tel.: (31) 3559-1032, (31) 9203-2266, e-mail: rezende@ef.ufop.br

— Profa. Dra. Carmen Aparecida de Paula — Colaboradora do Projeto, professora de
Hematologia Clinica da Escola de Farméacia/ UFOP
Tel.: (31) 9195-2201

Vocé pode consultar também o Comité de Etica em Pesquisa da UFOP, em caso de
diavida sobre aspectos éticos da pesquisa: Tel:(31) 3559-1368 e-mail:

cep@propp.ufop.br

Consentimento Pés—Informacéao

Eu, )
declaro que obtive todas as informacdes necessarias e esclarecimentos quanto as
davidas por mim apresentadas e, por estar de acordo, assino o presente documento
em duas vias que serao assinadas por mim e pelo pesquisador, ficando uma em minha
posse.

Data: / /

Assinatura do participante

Data: / /

Assinatura do pesquisador
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Projeto de Pesquisa: Estabelecimento de metodologias para avaliagcdo do efeito
sobre o sistema imune e hemocompatibilidade de lipossomas carreadores de
farmacos.

Professoras responsaveis:

Simone Aparecida Rezende

Carmen Aparecida de Paula

Programa de Pos Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas — Cipharma
Escola de Farmacia — UFOP

Telefones: 3559-1032, 3559-1031.
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APENDICE B

Universidade Federal de Ouro Preto — UFOP

CIPHARMA- Programa de Pds-Graduagao em Ciéncias Farmacéuticas

Projeto de Pesquisa: Estabelecimento de metodologias para avaliagao do efeito sobre o
sistema imune e hemocompatibilidade de lipossomas carreadores de farmacos

Aluno: Walyson Coelho Costa
Orientadora: Prof2. Dr2. Simone Aparecida Rezende

Co-orientadora: Prof2. Dr2. Carmen Aparecida de Paula

Questionario de entrevista

P wNPRE

a.

Nome:

Cddigo:

Idade:
Sexo:

™m0 a0 o

Possui algum problema de saude, como?

Problemas de coagulacdo sanguinea ( )

Ja apresentou hemorragias ( )

Ja apresentou tromboembolismo/trombose ( )
Problemas hepaticos/ figado ( )

Alguma doenca relacionada ao sistema imune ( )
Outos ( )

Qual(is)?:

5. Faz uso de algum medicamento? ( )sim ( )nao

a.

Qual(is)?:

6. Faz oufez ingestdo recente de bebida alcdolica? ( )sim ( )ndo

a.

Desde quando?
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11 ANEXO

UNIVERSIDADE FEDERAL DE £~ PlataRormo
OURO PRETO %ﬁﬂ

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Estabelecimento de metodologias para avaliagio do efeito sobre o sistema imune e
hemocompatibilidade de lipossomas carreadores de farmacos

Pesquisador: Simone Aparecida Rezends

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 20406913.7.0000.5150

Instituicio Proponente: Universidade Federal de Ouro Preto

Patrocinador Principal: FUNDACAO DE DESENVOLVIMENTO DA PESQUISA

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 453.230
Data da Relatoria: 11/11/2013

Apresentacido do Projeto:

Trata-se de protocolo de pesquisa cujo projeto propde estabelecer testes in vitro para avaliag3o da
toxicidade de sistemas nanoestruturados. Para se estabelecer a metodologia na atuacio laboratorial, serdo
utilizados componentes sanguineos de 50 doadores voluntarios, usuarios do laboratdrio piloto de analises
clinicas da UFOP. Ademais, sera aplicado um questionario para aferigio dos critérios de inclusio e exclusdo
da pesquisa.

Objetivo da Pesquisa:

O objetivo da pesquisa & implementar metodologias in vitro para a avaliacio de toxidade de nanossistemas
carreadores sobre hemacias, plaguetas e leucdcitos e seu efeito sobre a afivacdo ou supressio do sistema
imune.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

A intervencdo com os participantes da pesquisa se dara na coleta sanguinea. Segundo o projeto os riscos
530 05 decomentes da dita coleta, tais como mal estar e extravasamento sanguineo subcutineo de pequena
gravidade. Outra intervenc3o sera pela aplicacdo de questionarios, cujos riscos de exposicdo dos
participantes serd minimizado pela aplicag3c em sala isolada. Ja os beneficios, segundo o projeto, derivario
da maior compreensdo sobre a interacdo dos sistemas de vetorizag3o com os diversos componentes
sanguineos, permitinde sua modificag3o anteriormente

Enderego:  Mormo do Cruzeire-ICEB |, Sala 28 FPROPPUFOP

Bairro: Campus Universitario CEP: 35400-000
UF: MG Municipio: OURO PRETC
Telefone: (31)3550-1368 Fax: (31)3558-1370 E-mail: cep@propp.ufop.br
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Continuagio do Parecer: 458 230

aos experimentos in vivo.

Logo, percebe-se adequabilidade quanto ao principio da beneficéncia e da justica.

Comentarios e Consideracies sobre a Pesquisa:

Percebe-se da |eitura do projeto e do questionarno gue a metodologia envolve duas atuagdes junto ao sujeito
da pesquisa: uma no gue tange 3 aplicagdo de guestionario para avaliagio do critério de inclusio e
exclusdo; outra no gue tange a coleta e analise do sangue do participante.

Consideragoes sobre os Termos de apresentacio obrigatdria:

O pesquisador apresentou:

-roteiro de entrevista

-TCLE

-folha de rosto

-anuéncia da instituic 3o

Recomendagdes:

ndo ha.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgoes:

Protocolo aprovado.

Situagdo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:

Mo

Consideragdes Finais a critério do CEP:

OURO PRETO, 14 de Movembro de 2013

Assinador por:
Nuncio Antdnio Aradjo Sol
(Coordenador)
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