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RESUMO

MICROPAR'I:I'CULAS DE BABACU: ACAO IMUNOMODULADORA NA
POLARIZACAO DE MACROFAGOS E SEU EFEITO ANTI-LEISHMANIA

A bioprospeccdo de produtos com potencial terapéutico no tratamento da
leishmaniose tem despertado crescente interesse, pois as drogas atualmente
utilizadas apresentam elevada toxicidade e, muitas vezes, 0s protozoarios séo
resistentes, sobretudo nos tratamentos prolongados. Na perspectiva de desenvolver
uma nova formulacdo com agédo anti-Leishmania avaliou-se a atividade do extrato
aquoso do mesocarpo de babacu (Attalea speciosa Mart) encapsulado em
microparticulas biodegradaveis de PLGA [poly(lactic-co-glycolic acid]. Inicialmente, foi
realizado o estudo morfométrico e funcional das microparticulas. Em seguida foi
avaliada a atividade anti-Leishmania por agdo sobre as formas promastigotas,
comparando os efeitos das microparticulas de PLGA carregadas com extrato do
mesocarpo de babacu (MMP) com o extrato livre (Meso) e com microparticulas sem
0 mesocarpo, utilizadas como controle negativo (CMP). Também avaliamos os efeitos
de MMP em culturas de macréfagos peritoneais, de camundongos Balb/c, infectados
ou nao com formas amastigotas de Leishmania amazonensis. Os seguintes
parametros foram investigados nos sobrenadantes das culturas de macréfagos:
quantificacdo das citocinas IL-10, IL-6 e TNF-a por ELISA, deteccéo de perdxido de
hidrogénio, 6xido nitrico e atividade da arginase. Foi determinada a taxa de infeccao
e o percentual de células infectadas. O mesocarpo de babacu apresentou forte
interacdo com antigenos de L. amazonensis. A caracterizagdo das microparticulas
mostrou que as MMP apresentaram diametro e potencial zeta compativeis com as
microparticulas controle (CMP) e a eficiencia de encapsulamento do extrato foi de
45%. As MMPs foram mais ativamente fagocitadas do que o extrato de babacu livre,
ocasionando aumento de 25% no indice fagocitico, apds 24 horas de incubagao. Além
de baixa toxicidade para macrofagos peritoneais, o encapsulamento do mesocarpo de
babacu potenciou em quase 10 vezes a acado anti-Leishmania para as formas
promastigotas de Leishmania amazonensis, quando comparado ao extrato livre. O
tratamento com MMP reduziu o numero de amastigotas e a taxa de infeccao de
macréfagos peritoneais, possivelmente por seu efeito imunomodulador na polarizacao
de macréfagos para o fenétipo M1, resultando no aumento de TNF-a e éxido nitrico
e na inibicdo da producédo de IL-10. Concluimos que o microencapsulamento do
mesocarpo de babacu melhorou a acao anti-Leishmania do extrato, mas manteve o
seu efeito imunomodulador 0 que contribuiu para o melhor efeito tanto sobre os
protozoarios como para as células infectadas, evitando a morte das células por
necrose ou apoptose. Os dados em conjunto indicam que as microparticulas MMP
podem ser fortes candidatas ao desenvolvimento de novos produtos, devido aos seus
efeitos imunomoduladores na polarizacdo de macréfagos infectados com L.
amazonensis para um perfil M1 e, adicionalmente, estimulam novos estudos quanto
ao seus efeitos sobre células humanas in vitro e em modelo animal da leishmaniose
in vivo.

PALAVRAS-CHAVE: Mesocarpo de babacu, Attalea speciosa, Micro/Nanoparticulas
de PLGA, Leishmania amazonensis, TNF-a, macréfagos M1.
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ABSTRACT
THE IMMUNOMODULATORY EFFECT OF BABASSU - LOADED
MICROPARTICLES PROMOTES MACROPHAGE POLARIZATION AND ANTI-
LEISHMANIA ACTIVITY
There is an increasing interest to find new products with therapeutic potential to the
treatment of leishmaniasis, due the high toxicity and resistance of the majority of
available treatments. Our aim was to formulate, characterise and evaluate the anti-
Leishmania amazonensis activity of babassu loaded poly(lactic-co-glycolic acid) —
PLGA microparticles. The PLGA microparticles were loaded with the aqueous extract
of babassu mesocarp (MMP) and evaluated for size, zeta potential, drug content,
encapsulation efficiency in comparison to unloaded microparticles (CMP). The anti-
Leishmania effect was evaluated to promastigotes forms or to amastigotes in Balb/c
macrophage cells infected with Leishmania amazonensis. Following macrophage
treatment with MMP the percent of infected cells was determined by Giemsa staining
and compared with cells treated with CMP or with free babassu extract (MESO). To
find the potential mechanisms of the activity of MMPs, TNF-a, IL-6, IL-10, hydrogen
peroxide, arginase and accumulated nitrite in the culture supernatants of the treated
and untreated cells were also measured by ELISA, and by colorimetric assays,
respectivelly. The size range of the microparticles was between 3 and 6,4 ym with an
average zeta potential of -25mV and encapsulation efficiency of 45%. The anti-
Leishmania activity of babassu-loaded microparticles was 10-fold higher than MESO.
MMP showed an overall bioavailability and hence were more effective in eliminating
intracellular parasites than the other formulations. Babassu microparticles also
reduced the ex vivo parasite infectivity and this effect seems to be directly related to a
polarization of macrophages to the M1 phenotype with an increased production of nitric
oxide, hydrogen peroxide and TNF-a. Interestingly, this overexpression of TNF-a
didn’t impair cell viability, suggesting the anti-apoptotic effects of the MMP in infected
macrophages. These findings indicate that babassu load microparticles may be useful
for targeting for new drugs, due to the immunomodulatory effects of polarization to M1
macrophages, infected with L. amazonensis, and further provide motivations for future

studies on human cels in vitro and in animal models of leishmaniasis in vivo.

Key words: Babassu Mesocarp, Attalea speciosa, PLGA microparticles, Leishmania
amazonensis; TNF-a; M1 macrophages.
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1 INTRODUCAO

No Laboratério de Imunofisiologia-UFMA desenvolvemos vérias linhas de
pesquisa pré-clinica e clinica, sendo a principal linha na area de produtos naturais.
Uma das espécies vegetais mais estudada € Attalea speciosa, conhecida

popularmente como babagu, resultando em um grande numero de publicacdes.

Durante a iniciacdo cientifica avaliamos a atividade adjuvante do dleo de
babacu no sistema imune, e quando ingressei no mestrado demos continuidade ao
estudo da avaliagdo da atividade adjuvante comparando o 6leo de babacu com o
mesocarpo e com outros adjuvantes vacinais ja padronizados. Ao longo desses anos
vimos a necessidade do aprimoramento profissional, associado a inovacao
tecnoldgica, para obter dados experimentais que pudessem mais rapidamente chegar
a aplicacao clinica. Devido as diversas propriedades dos produtos obtidos do babacgu
(mesocarpo e o 6leo), investigamos uma formulacao que possibilitaria maximizar as

vantagens inerentes aos seus bioprodutos desta espécie vegetal.

Dessa forma, pensamos nos sistemas de liberagdo controlada com o objetivo
de melhorar a seguranca e eficacia das formulagdes contendo babacu. Tendo em vista
a necessidade pela busca de novos compostos que apresentem baixa toxicidade e
melhor eficiéncia no tratamento da leishmaniose tegumentar americana, tanto na
composicdo da medicacdo quanto na formulagdo farmacéutica como sao

apresentados e utilizados.

As microparticulas constituidas de PLGA [poly(lactic-co-glycolic acid)], Sistema
de liberacdo sustentada e lenta carregadas com exirato aquoso de mesocarpo de
babacu mostram-se promissoras para serem utilizadas no tratamento da leishmaniose
tegumentar americana, pois além da acdao imunomoduladora, apresentaram também

acao anti-Leishmania conforme resultados obtidos no presente estudo.

Os resultados obtidos neste trabalho foram submetidos a revista Antimicrobial
Agents and Chemotherapy (AAC) qualis A1, medicina I.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Leishmanioses

As leishmanioses estado incluidas no grupo de doengas consideradas como
negligenciadas. Sado doencas endémicas que afetam principalmente pessoas pobres
na Africa, Asia e América Latina, incluindo o Brasil. A leishmaniose visceral est4
associada a desnutricdo, ao deslocamento das populagbes, as condigcbes
inadequadas e insalubres de moradia, a falta de recursos e a deficiéncias do sistema
imunolégico do hospedeiro. As leishmanioses sao doenca tropicais e juntas, contituem
a segunda doencga parasitaria mais prevalente, por isso faz parte da lista das doencas
mais importantes, segundo a Organizacdo Mundial de Saude - Pesquisa de Doencas
Tropicais (WHO 2015).

As leishmanioses foram classificadas em trés formas principais, com base nos
sintomas clinicos: leishmaniose visceral (VL), que é a mais letal, quando n&o tratada;
a leishmaniose cutdnea (CL) e a mucocutanea (MCL). As duas ultimas, embora nao
sejam fatais, resultam em graves problemas de saude, devido as diversas co-
morbidades associadas (PETERS et al., 1983; PEARSON ; SOUSA, 1996).

No Brasil a forma mais comum € a leishmaniose cutanea, também conhecida
como tegumentar americana (LTA), que se caracteriza pela presenca de lesdes de
pele, cartilagem e mucosas do trato respiratério superior. Essa infeccdo é causada
por varias espécies de Leishmania, tais como: L. braziliensis, L. amazonensis, L.
guyanensis, L. panamensis, L. mexicana e L. peruviana (PETERS et al., 1983;
LAINSON 1997; ALEXANDER et al 1999).

Nos ultimos anos, ocorreu aumento do numero de casos e ampliacdo da
ocorréncia geografica da LTA no pais, pois ja foram diagnosticados casos em todos
os estados brasileiros, sob diferentes perfis epidemioldgicos (NEGRAO; FERREIRA,
2013). No Brasil, esta infeccao tem sido diagnosticada em todos os estados, com a
rapida expansdo e adaptacdo do protozodrio e seus vetores aos ambientes
antropologicamente modificados (SINAN/SVS/MS 2014); talvez por isso o Brasil esta
entre o0s cinco paises mais afetados por esta forma clinica, como pode ser observado
na Figura 1.
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Figura 1: Distribuicao mundial dos numeros de casos de leishmaniose cutanea
(WHO, 2015).

Os protozoarios do género Leishmania tém ciclo de vida digenético, pois vivem
alternadamente em hospedeiros vertebrados e insetos vetores, especialmente
flebotomineos (familia Psichodidae, subfamilia Phlebotominae) (KAYE; SCOTT, 2011,
READY, 2013). Por isso, a leishmaniose foi caracterizada primariamente como
doenca zoonética e 0 homem so6 foi envolvido secundariamente e de modo acidental
(FUNASA, 2001; REY, 2011).

2.1.1 Sistema imune nas leishmanioses

Os protozoarios do género Leishmania apresentam duas formas principais:
promastigotas e amastigotas. As formas promastigotas metaciclicas (formas infectivas
do parasito) sdo inoculadas no hospedeiro vertebrado durante o repasto sanguineo
do inseto. A resposta eficaz durante a infeccao engloba diversos fatores que incluem
desde a espécie de Leishmania até o estado imunolégico do hospedeiro, no momento
em que ocorre a infeccdo. As diferentes espécies de Leishmania sao transmitidas ao
homem através da picada das fémeas de insetos vetores, hemato6fagos,
flebotomineos do género Lutzomyia (BASANO; CAMARGO, 2004).

Os protozoarios do género Leishmania tem tropismo principalmente por

macréfagos, células que sdo cruciais na defesa do organismo, durante o curso da
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infeccdo. E dentro dos macréfagos que as varias espécies de Leishmania mudam da
forma promastigota para amastigota e se reproduzem para manter seu ciclo de vida
no hospedeiro definitivo (ALEXANDER, RUSSEL, 1992; BRASIL, 2014).

Os macroéfagos infectados sdo ingeridos por fémeas dos feblotomineos,
durante o seu repasto sanguineo, e no intestino desses vetores as formas amastigotas
diferenciam-se em promastigotas prociclicas, nao infectivas e, posteriormente, em
formas promastigotas metaciclicas, que migram para a porgéo anterior do intestino do
vetor, para serem inoculadas na derme do hospedeiro mamifero pela picada do inseto,
para fechar o ciclo. (HANDMAN, 2002). As formas promastigotas se ligam a diversos
receptores dos macréfagos, sendo fagocitadas e encapsuladas no vacuolo
parasitoforo que se funde com os lisossomos formando o fagolisossoma, e inibindo
as enzimas lissosomais e a capacidade microbicida desta organela. No fagolisossoma
as formas metaciclicas diferenciam-se em amastigotas, formas intracelulares
obrigatérias e adaptadas a temperatura corporal dos mamiferos e ao meio acido dos
fagolisossomos (BRODSKYN et al., 2003). As amastigotas se multiplicam de forma
assexuada, por fissdo binaria (MCCONVILLE; HANDMAN, 2007) e sao liberadas dos
macrofagos por um mecanismo ainda ndo totalmente caracterizado, que pode incluir
necrose ou apoptose. Os protozoarios livres podem invadir células dendriticas,
fibroblastos e novos macréfagos (HANDMAN E BULLEN, 2002; HORIKAWA,; PENA,
2011).

Apos a inoculacdo de algumas centenas de formas promastigotas metaciclicas
(geralmente de 100 a 1000 parasitos, por picada) na derme do hospedeiro vertebrado,
(ROBERTS, 2005), a maioria dos protozoarios é eliminada por mecanismos inatos de
reatividade, decorrente da ativacao do sistema complemento, e/ou liberacdo de
produtos citotoxicos por células NK, eosindfilos e neutréfilos. No entanto, o controle
da infeccao depende, basicamente, da montagem de uma resposta celular do tipo Th1
e ativacdo de macréfagos M1, que se inicia logo apds a infeccdo dos macréfagos
presentes no sitio da infeccao (REY, 2011). Nas horas subsequentes a infecgéo,
ocorre acumulo de células linfocitarias no local da picada do vetor, visando eliminar o
dano tecidual resultante da infeccdo (SOLBACH; LASKAY, 1996).

Como em todo processo de reparacao, as células chegam ao local da infeccao
por quimiotaxia, decorrente do aumento da producdo de quimiocinas pelos
macréfagos infectados. Em seguida, ocorre a infiltracdo de mondcitos, eosindfilos e,



20

posteriormente, de linfocitos T ativados com o objetivo de conter a infecédo e eliminar
o parasito (ROSSI; ZLOTNIK, 2000).

Nos macréfagos a fagocitose dos protozoarios ativa os mecanismos
microbicidas para eliminar os parasitos (HANDMAN; BULLEN, 2002). A atividade
microbicida dos macréfagos é resultante de varios processos celulares, incluindo
aumento na producao de enzimas fagolisossomais (ex. proteases, nucleases, lipases
entre outras) e geragcédo de estresse oxidativo, com aumento da producédo de éxido
nitrico (NO) (ASSCHE et al., 2011). Adicionalmente, a diferenciagcdo dos macréfagos
em células M1 ou M2, pode afetar a resposta do hospedeiro, com consequente efeito
na resposta de linfécitos T e na evolugcédo da doenca (MUKHOPADHYAY et al., 2015).

Os macréfagos sao classificados como células M1, quando secretam citocinas
Th1 (TNF-a, IL-12 e IFN-y) ou M2 quando produzem citocinas regulatérias (IL-10 e
TGF-B) e sdo denominados macréfagos ativados alternativamente (VERRECK et al.,
2004; MUKHOPADHYAY et al 2015). A ativacdo de macréfagos M1 esta mais
frequentemente associada a resisténcia, pois essas células sdo boas efetoras na
eliminagéo de patégenos intracelulares (GORDON 2003; MANTOVANI et al, 2005).
Por outro lado, macréfagos M2 tém sido relacionados ao agravamento da infeccao por
Leishmania, pois permitem a propagacdo em seu interior dos protozoarios
intracelulares (FARROW et al 2011).

No interior dos macréfagos as formas promastigotas da Leishmania podem
criar um ambiente propicio para a sua sobrevivéncia, silenciando os macréfagos ao
retardar a maturacédo do fagossomo e a fusdo com o endossomo (DESCOTEAUX,
TURCO, 1999). Podem também inibir a producdo de enzimas hidroliticas em
fagolisossomos (EL-ON; BRADLEY; FREEMAN, 1980), ou evitar a formacdo de
espécies reativas do oxigénio e nitrogénio, suprimindo a apresentacdo de antigenos
e suprimindo a producao de citocinas pré-inflamatérias (KAYE; SCOTT, 2011).

Os macroéfagos infectados podem sofrer apoptose ou necrose, liberando formas
amastigotas que podem infectar novas células (BARCINSKI; DOS REIS, 1999;
COSTA et al 2009), pois protozoarios do género Leishmania exploram a apoptose
como forma de reduzir a resposta inflamatéria dos macréfagos, para permitir uma
maior proliferacdo do parasito no seu hospedeiro (SHAHA, 2006). As formas
promastigotas induzem apoptose ao aumentar a sintese de TGF- e suprimir a sintese
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de NO, inibindo a atividade inflamatéria dos macréfagos M1 o que culmina na
sobrevivéncia dos parasitos nao apoptéticos (WANDERLEY; BARCINSKY, 2010;
MUKHOPADHYAY et al 2015).

Outros mecanismos de escape ja foram descritos durante a infecgao por
Leishmania sp. Por exemplo:

- O lipofosfoglicano (LPG) é o glicoconjugado mais abundante presente na
superficie dos promastigotas prociclicos e metaciclicos de Leishmania spp. Nas
formas metaciclicas a estrutura da LPG impede 0 acesso e a inser¢do do complexo
C5b-9 na membrana, protegendo-as da lise pelo sistema complemento
(McCONVILLE et al., 1992; BRITTINGHAM; MOSSER, 1996).

- A gp63, outra molécula de superficie do parasito, € capaz de inativar C3b
(RUSSEL, WILHELM 1986; NUNES et al, 1997).

- A fusao de vesiculas lisossomais com o fagossomo tornam o pH do vacuolo
parasitéforo acido, o que € necessario para a agao das enzimas lisossomais. No
entanto, a presenca de gp63 e LPG nas formas amastigotas protegem os protozoarios

dessa acao.

- As amastigotas impedem ainda a ativacao dos macréfagos M1, pelo estimulo
a sintese de citocinas regulatérias (Treg), como IL-10 e TGF-B (SOLBACH; LASKAY
1996, MUKHOPADHYAY et al 2015).

Um outro mecanismo de escape inclui a inibicdo da producao de éxido nitrico
(NO), o que evita a morte do parasito e o controle da infecgdo pelos macrofagos
(LINARES et al., 2000). Segundo Romao et al, 1999, a glutationa presente na
membrana de Leishmania, confere, a esses protozoarios, protecao da acao do éxido
nitrico. Aléem disso, amastigotas de L. amazonensis sdo capazes de internalizar e
degradar moléculas de MHC Il que seriam expressas na superficie da célula
hospedeira (DE SOUZA et al, 1995).

2.1.2 Tratamento das Leishmanioses

Os medicamentos de escolha para o tratamento de todas as formas de
leishmaniose tém sido, ha mais de 60 anos, os antimoniais pentavalentes. O primeiro

derivado de antimoénio foi um sal de antiménio trivalente, conhecido como tartaro
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emético. Alguns anos depois, na ltalia, este composto foi utilizado no tratamento da
forma visceral da doenca, conhecida como calazar. Devido a toxicidade elevada e os
graves efeitos colaterais associados ao seu uso, 0os antimonias trivalentes foram logo
substituidos por formulagdes contendo antiménio pentavalente (Sb%*), que passaram

a ser considerados a primeira grande inovac¢ao no tratamento das leishmanioses.

Alguns paises utilizam o estibogluconato de sédio (Pentostam®), enquanto em
outros o composto comercializado € antimoniato de N-metilglucamina (Glucantime®).
(WOLDAY et al., 2001; MURRAY, 2001).

Com relacédo ao mecanismo de acao, foi proposto que esses quimioterapicos
tem acao direta sobre o protozoario, pois induzem o efluxo de glutationa (GSH) e
tripanotiona (T[SH]2) e a inibicdo da atividade da enzima tripanotiona redutase (TryR)
(WYLLIE et al., 2004). Embora os antimoniais pentavalentes, como o estibogluconato
de sbdio e o antimoniato de meglumina, continuem sendo as principais drogas
utilizadas, tem sido descrita, com frequencia cada vez maior, a existencia de cepas
de Leishmania resistentes a esses tratamentos, bem como casos de pacientes
refratarios ao tratamento (RODRIGUES et al., 2006; ROJAS et al., 2006).

A pentamidina é uma diamina aromatica que tem exibido alta eficdcia como
farmaco de segunda linha em pacientes nao responsivos a terapia com os antimoniais.
(CORREIA, et al.,, 1996; BRYNCESON, 2001;). Como esse medicamento é
administrado por via intravenosa ou por via intramuscular profunda, apresenta varios
efeitos indesejaveis, sendo os mais comuns dor e abscessos estéreis no local de
aplicacdo, nauseas, vomitos, dores musculoesqueléticas, cefaleia, hipotensao,
lipotimia, sincopes, hipoglicemia e hiperglicemia. Ha relatos também de
cardiotoxicidade grave, porém o efeito tdxico mais importante associado a
pentamidina é o desenvolvimento de diabetes insulino dependente, que pode se
manifestar a partir da administracéo total de 1g. Devido aos graves efeitos colaterais
muitos pacientes acabam por suspender ou abandonar o tratamento, ocasionando a
possibilidade de recidivas e a manutencédo do elevado numero de casos (BRASIL,
2014; SUNDAR, 2011).

O uso de miltefosine oral, anfotericina B lipossomal e paromomicina ocorreu
nos ultimos anos, visando reduzir a elevada toxicidade dos farmacos utilizados
anteriormente, porém muitos dos efeitos colaterais persistem, ainda que em menor

proporcdo. Adicionalmente, ha o alto custo e a necessidade de uso prolongado que
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dificultam sua utilizacdo e adesao ao tratmento (FREITAS-JUNIOR et al., 2012). A
esses medicamentos, da mesma forma que os demais, estdo associados inUmeros
casos de resisténcia, tornando a terapia leishmanicida ainda mais complexa (VAN
GRIENSVEN et al., 2010). Dessa forma, a alta toxicidade das drogas existentes e a
resisténcia desenvolvida por algumas cepas de parasitos a esses produtos, serve de
estimulo a busca de novos agentes terapéuticos.

Um potencial alvo para o desenvolvimento de novas drogas leishmanicidas € a
via de transporte e biossintese de poliaminas-PAs (putrescina, espermidina e
espermina), enzimas que participam dessas vias sao consideradas importantes alvos
terapéuticos contra a leishmaniose (HEBY et al., 2007). Uma vez que, diferengas entre
as vias metabdlicas do parasito e do hospedeiro podem ser consideradas alvos
potenciais na interferéncia do processo proliferativo do parasito (REGUERA, et al.
2005).

As PAs tém um papel central na proliferacdo, diferenciacdo, e mecanismos
antioxidantes do protozoario, pois sdo metabdlitos essenciais em células eucariotas,
que participam dos mecanismos de proliferacdo celular. Nas leishmanias,
desempenham um papel adicional, participando da sintese da tiol-tripanotiona
(BIRKHOLTZ et al., 2011).

Além disso, os Trypanosomatideos tém um metabolismo Unico baseado em tiol,
no qual a tripanotiona (N1-N8-bis (glutationion) espermidina, T (SH)?) e a tripanotiona
redutase (TR) substituem muitas das fungdes antioxidantes e metabdlicas da
glutationa / Glutationa redutase (GR) e sistemas de tiorredoxina / tiorredoxina redutase
(TrxR) presentes no hospedeiro. A tripanotionina sintetase (TryS) e TR sao
necessarias para a sobrevivéncia dos protozoarios (Figura 2). Consequentemente, as
enzimas envolvidas na sintese de espermidina e a sua utilizagao, isto €, ARG, ODC,
AdoMetDC, SpdS e, em particular, TryS e TR, sdo alvos promissores para o
desenvolvimento de farmacos. (BOCEDI et al., 2010)
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A arginase é a primeira enzima da via das PAs e foi considerada um alvo no

controle de infeccado por Leishmania spp. A arginase de Leishmania (ARG-L) esta
localizada nos glicossomos e parece ser essencial para o ritmo biolégico do parasito
por estar envolvida no complexo balango que define o destino da L-arginina (DA
SILVA et al, 2012).

Em mamiferos existem dois tipos de arginase: ARG-1 e ARG-2, estdo
localizadas no citosol e mitocéndria, respectivamente. Um aumento nas
concentracdes séricas de arginase esta correlacionado com um decréscimo nas
concentragdes de 6xido nitrico (NO) porque a arginase e a 6éxido nitrico sintetase
utilizam como substrato a L-arginina. A arginase em humanos esta aumentada em
pacientes com HIV co-infectados com Leishmania spp (TAKELE et al, 2013) e em
lesdes de leishmaniose cutdnea (ABEBE et al., 2012)

A enzima arginase presente em Leishmania spp e em células humanas sao
usadas como alvos no controle da infeccao por Leishmania, pelo mecanismo de
bloqueio de ambas arginases do parasito e hospedeiro (INIESTA et al., 2005; RILEY
et al.,, 2011), dessa forma se consegue inibir a proliferacdo e diferenciacdo do
protozoario Leishmania por inibicdo da sintese de poliaminas e deixar a L-arginina das
células humanas livre para a sintese de NO, espécie reativa de nitrogénio produzida

por macroéfagos com importante funcao leishmanicida.

Dos Reis et al., 2013, demonstraram que polifen6is como a epigalocatequina-
3-galato (EGCQ), catequina e epicatequina tém a capacidade de inibir a ARG-L e
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ARG-1, sugerindo que os flavondis podem ser usados como tratamento suplementar
da leishmaniose. Em adicdo a atividade antioxidante atribuida aos flavondis,
presentes em varias espécies vegetais, essas substancias em especial a EGCG
também contribuem para danos letais nas mitocéndrias de L. amazonensis (INACIO
et al., 2012). Assim, a bioprospeccao de espécies vegetais ricas em polifendis, pode
se constituir em uma importante aliada na descoberta de novas drogas anti-

Leishmania.

A palmeira de babagu, espécie nativa do Brasil, apresenta produtos ricos em
polifendis como € o caso do mesocarpo de babagu, produto com varias atividades
terapéuticas j4 comprovadas e por isso selecionada no desevolvimento do presente
estudo.

2.2 O Babacu

Attalea speciosa Mart. ex Spreng € conhecida popularmente como “babagu,
aguassu, bagassu, buassu, guaguassu, oauassu, uanassu, uauassu e coco de
macaco” (CORREA, 1984). O babacu é considerado o maior recurso oleifero nativo
do mundo. E um dos principais produtos extrativos do Brasil, contribuindo
significativamente para a formacao da renda interna de alguns estados, como por
exemplo o Maranhdo (EMBRAPA, 1984, IBGE 2015). De acordo com o IBGE (2015)
a producdo de améndoas de babagu no Brasil correspondeu a 77 955 toneladas
anuais, sendo que o Estado do Maranhao foi o principal produtor, concentrando 94,5%
da producéo total.

O género Attalea inclui espécies predominantementes nativas da regido meio-
Norte brasileira (Maranhdo, Piaui, Para e Tocantins), e possui como sinénimos
taxondémicos: Orbignya phalerata Mart. (babagu verdadeiro), Orbignya eicheri Drude
(piagava), Orbignya teixeirana Bondar (perindo) e Orbignya microcarpa Mart
(EMBRAPA, 1984;TROPICOS 2015). Attalea speciosa € a de maior distribuigcéo,
variagao morfoldgica e importancia econémica, ocupando regides extensivas no Brasil
e no Maranhdo (EMBRAPA, 1984; IBGE 2009) (Figura 3A).

As palmeiras do babacu apresentam monocaule, com até 20 m de altura e
estipe liso, medindo até 41 cm de didmetro. Folhas grande e pinadas, medindo entre
5,6 e 12 m de comprimento, dispostas em numero varidvel de 7 a 22, sempre
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localizadas no apice do caule, com bainha de até 79 cm de comprimento; peciolo com
0,4 a 1,5 m de comprimento € numero de pinas variando entre 170 e 224 por lado,
agrupadas e dispostas no mesmo plano (Figura 3B). Apresenta inflorescéncia solitaria
interfoliar ereta ou pendular, predominantemente pistiladas e estaminadas, ou flores
de ambos os sexos. Os frutos sao oblongo-elipséides lisos, com 11,3 x 6,3 cm de
didmetro, coloragdo marrom na maturidade, com polpa fibrosa e tegumento com 3 a
6 améndoas; endosperma branco, oleoso, homogéneo e embrido branco-creme
(ANDERSON ; BALICK, 1988) (Figura 3C e 3D).

N2 de Exemplares de
palmeiras de babacu
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Figura 3: Area de ocorréncia de babaguas no Maranhéo. Extracdo Vegetal e Silvicultura
(IBGE, 2009) (A). Palmeira de babacu-Attalea speciosa Mart ex. Spreng (B), Cacho com os
frutos (C), corte transversal e longitudinal dos frutos (D), com detalhe para améndoa,epicarpo,
mesocarpo e endocarpo.

Os principais produtos obtidos do babacu incluem: o 6leo que é extraido das
améndoas, a massa residual depois da extracdo do 6leo, chamada de borra, e a
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farinha do mesocarpo (ROSENTHAL et al, 1975). O coco de babacu possui em média
7% de améndoas, das quais sao extraidos cerca de 65% de éleo, com composi¢ao
predominantemente laurica, os 35% remanescentes correspondem a massa residual
depois da extragao (LIMA et al., 2007).

Segundo dados etnobotanicos o babacu € utilizado regionalmente como
alimento e também como medicamento popular, para tratamento de inflamacdes,
feridas cronicas, Ulceras, colicas e ulceragdes de pele, assaduras e vulvovaginites
(SOUZA et al, 2011).

2.2.1 Propriedades biologicas do mesocarpo de babagu

O estudo da atividade anti-inflamatéria foi realizado com um polissacarideo
extraido do mesocarpo de Orbignya phalerata, que causou reducdo na
permeabilidade vascular induzida pelo acido acético e aumento da fagocitose em
macrofagos, sugerindo agao imunomoduladora (SILVA; PARENTE, 2001). Mais tarde,
a acao imunomoduladora do extrato foi também observada por Nascimento e
colaboradores (2006), ao demonstrarem que o tratamento de macréfagos peritoneais
com extrato aquoso de mesocarpo de babacu ocasionava ativacdo dessas células,
com o consequente aumento na expressdo de moléculas do MHC de classe Il e da
producao de TNF-a e 6xido nitrico.

Outros estudos avaliando a resposta imune induzida em animais tratados com
extrato aquoso do mesocarpo de babagu mostraram significativo aumento na
producédo de anticorpos auto-reativos anti-DNA, anti-miosina murina, anti-hemacias
(GUERRA et al., 1998), anti-insulina (BARROQUEIRO, 2001; BARROQUEIRO et al.,
2001; GUERRA et al.,, 2001) e anti-L-tiroxina (BARROQUEIRO et al., 2001),
possivelmente devido ao efeito do mesocarpo sobre a producéo de IFN-y e sobre a
inflamacao (CHAGAS, 2001; BRITO, 2001, AZEVEDO et al., 2003; AZEVEDO et al.,
2007; NASCIMENTO et al., 2006).

Segundo Guerra et al.,, 2011, o mesocarpo de babacu apresenta acao
imunomoduladora estimulando a produgéo de citocinas Th1 em animais imunizados
com antigenos de Leishmania amazonensis, pois 0 uso do extrato aquoso como
adjuvante, aumenta a producao de TNF-a, INF-y e IgG2a, mesmo em camundongos

Balb/c, que normalmente produzem mais IL-10, em resposta ao mesmo antigeno. Os
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resultados mostraram a possibilidade de utilizar este produto como alternativa, para o

tratamento das leishmanioses.

Diversos estudos farmacologicos comprovam a eficdcia biolégica dos
bioprodutos obtidos do Babacu (Attalea speciosa Mart. ex Spreng), uma espécie
medicinal amplamente utilizada no Estado do Maranhao (SOUZA et al., 2011) e em
alguns outros estados do Nordeste. Os resultados elencados embasam informacoes
acerca do potencial do mesocarpo de babagu como produto biotecnoldégico com agao
sobre o sistema imunoldgico. No entanto, nenhum desses trabalhos propéem o uso
de formulacbes com o objetivo de melhorar a seguranca e eficacia do potencial
terapéutico do mesocarpo de babacu.

2.3 Sistemas de Liberacao Controloda de Farmacos

As limitac6es relacionadas ao uso de substancias ativas, como o alcance de
concentragdes plasmaticas insuficientes, elevado metabolismo, rdpida eliminagéao
pelos fluidos corporais, distribuicdo inadequada, elevada toxicidade, baixa
solubilidade aquosa, reduzindo a absorgao intestinal ou dificultando a preparacéo de
formas farmacéuticas liquidas, entre outras, tém restringido a introducdo de novos
medicamentos no mercado farmacéutico mundial (MEHNERT; MADER, 2001).

Entre as novas estratégias esta o uso de sistemas de liberacao de farmacos -
SLF em microparticulas, pois esse tipo de tratamento torna os farmacos mais
disponiveis para sitios especificos, promovendo liberagdo controlada e aumentando
o efeito terapéutico num determinado sitio, por isso, essas formulacaoes tém sido
amplamente estudadas (HINES ; KAPLAN, 2013).

Nos sistemas de liberagdo, o farmaco estd ligado a um transportador ou
carreador, que é o responsavel por aprimorar as propriedades fisico-quimicas
limitantes dos farmacos encapsulados, melhorando, desta forma, a farmacodinamica,
farmacocinética e reducao da toxicidade local e sistémica (UHRICH et al, 1999).

O uso de carreadores foi inicialmente motivado pela sua capacidade em liberar,
de forma continua e prolongada, as substancias nelas encapsuladas ou retidas, sendo
que o tempo de liberacdo poderia variar de dias até meses. Além disso, o
confinamento de substancias bioativas dentro destes sistemas as protege da

degradacao enzimatica, tornando sua utilizacdo uma forma particularmente eficaz de
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disponibilizar os produtos, como farmacos e antigenos no organismo, de forma
gradual, segura e/ou garantindo efeitos com maior duracao (SHENOY et al., 2003;
CAPUTO et al., 2004).

Materiais de natureza lipidica (MULLER; MADER and GOHLA, 2000;),
inorganica (GHOSH et al., 2008; GULTEPE et al., 2010) e polimérica (UCHEGBU,
2006; BAJPAI et al., 2008; KIM et al., 2009; FREIBERG and ZHU, 2004; LEE and
YUK, 2007) tém sido utilizados como carreadores de SLF. Destes, os materiais
poliméricos sdo, sem duvida, os mais investigados. Os SLF sdo classificados de
acordo com 0s mais variados critérios, incluindo a classe de materiais utilizados
(poliméricos ou nao poliméricos), tipo de agente terapéutico incorporado no SLF
(moléculas de baixo peso molecular, proteinas, material genético), estado fisico
(liquidos, semi-sélidos ou sélidos), via de administracdo, forma como o farmaco se
encontra imobilizado no sistema e a natureza do mecanismo que controla a liberacéao

deste, etc.

Os materiais poliméricos, pela sua variedade, versatilidade e propriedades, sao
a classe de materiais mais investigada no desenvolvimento de SLF. De fato, o
desenvolvimento atual de novos SLF mais sofisticados e eficientes anda a par com o
desenvolvimento de novos polimeros, desenhados para ter propriedades cada vez
mais especificas(KIM et al., 2009). Uma grande variedade de polimeros, sintéticos,
naturais ou semi-sintéticos, pode encontrar aplicacées no desenvolvimento de SLF.
Na Tabela 1, encontram-se listados alguns dos polimeros sintéticos mais utilizados e
investigados nesta area. Um requisito fundamental para que os materiais poliméricos
possam ser utilizados na preparacdo de um SLF é que estes e os seus produtos de
degradacao nao sejam toxicos, e que apresentem uma boa biocompatibilidade, pelo

menos nos tecidos com que vao ter contato direto.

Como os sistemas vivos sdo compostos majoritariamente por agua, as
propriedades hidrofilicas/hidrofébicas dos polimeros sdo também um aspecto
fundamental a ter em conta no momento de selecionar um polimero para uma
aplicacao especifica. Outra propriedade determinante na viabilidade de um polimero
para uma determinada aplicacéo € a forma como este se degrada (ou ndo) in vivo, ou
seja, se este é biodegradavel ou nao biodegradavel. Um polimero biodegradavel pode
ser definido como um polimero que sofre degradacao quimica in vivo, por hidrélise ou

acao enzimatica, originando produtos nao téxicos e biocompativeis capazes de ser
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metabolizados e excretados pelas vias fisioldégicas normais (SALTZMAN et al., 2001).
Os poliésteres, polifosfazenos, poliortoésteres, poliaminoacidos, polianidridos e as
poliuretanas sao exemplos de classes de polimeros sintéticos biodegradaveis
utilizados na construcao de SLF.

Tabela 1 Exemplos de polimeros sintéticos utilizados na fabricacdo de sistemas de
liberacao de farmacos (UCHEGBU, 2006; SALTZMAN et al., 2001)

Polimeros nao biodegradaveis

- Acrilatos: poli(metacrilato de metilo) (PMMA), poli(acido acrilico) (PA),
poli(metacrilato de 2-hidroxietilo) (PHEMA), ...

- Acrilamidas: poliacrilamida, poli(N-isopropilacrilamida)

- Polidimetilsiloxano (PDMS)

- Polietilenoglicol (PEG)

- Copolimeros de acetato de etilenovinil (EVA)

- Polivinilpirrolidona (PVP)

Polimeros biodegradaveis

- Poliésteres: poli(acido lactico) (PLA), poli(acido glicélico) (PGA), poli(acido lactico-

coglicélico) (PLGA), poli-e-caprolactona (PLC), poli(diaxanona) (PDS)

- Poliortoésteres

- Polifosfazenos

- Polianidridos

- Poliuretanas

-Poliaminoacidos sintéticos
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Os polimeros naturais sao polimeros produzidos por organismos vivos. Estes
incluem as proteinas, os acidos ribonucleicos (ARN) e &cidos desoxirribonucleicos
(ADN), os polissacarideos, e outros polimeros como a borracha natural e alguns
poliésteres. Os derivados de polimeros naturais, também designados por
semisintéticos, sdo polimeros naturais modificados quimicamente. Tal como os
polimeros sintéticos, os polimeros naturais e seus derivados sdo também bastante
utilizados na producao de SLF. Na Tabela 2 encontram-se listados alguns dos
polimeros naturais e derivados com mais interesse na area da liberagcao controlada
de farmacos. Estes podem ser divididos em trés grandes classes: polimeros de base
proteica(LEE and YUK, 2007), polissacarideos(DANG and LEONG, 2006) e
polihidroxialcanoatos (WILLIANS and MARTIN, 2002).

Tabela 2 Exemplos de polimeros naturais e seus derivados utilizados na preparagao
de sistemas de liberacédo de farmacos (LEE and YUK, 2007).

Polimeros de base proteica:
- Gelatina, albumina, colagénio, fibrina, proteina de soja;
Polissacarideos:

- Quitosano, dextrano, alginato, agarose, carragenina, sulfato de condroitina, acido
hialurénico, pectina, amido, derivados de cellulose;

Polihidroxialcanoatos:

Poli(3-hidroxibutirato), poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato);

Entre os sistemas carreadores destaca-se o uso de polimeros biodegradaveis
sintéticos, como o Poli (lactico-co-acido glicélico) — PLGA, um copolimero, largamente
utilizado na industria farmacéutica e médica. Como 0 nome sugere, sua sintese ocorre
pela copolimerizagado randémica de anéis abertos de dois diferentes mondémeros, os
dimeros ciclicos (1,4-dioxano-2,5-dionas) do acido glicélico e do acido latico. Durante
0 processo de copolimerizacdo os monémeros destes dois acidos séo ligados por
ligacOes de éster, formando uma cadeia linear de poliéster alifatico como produto final
(ASTETE ; SABLIOV, 2006), como mostra a Figura 4.
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Figura 4. Estruturas moleculares de (a) L-PLA -acido latico levogero; (b) D-PLA - &cido latico
dextrégero; (c) PGA - acido glicolico e (d) PLGA - Poli (lactico-co-acido glicélico), sendo que
Xx= numero de unidades de acido latico e y= nimero de unidades de &cido glicélico (HINES;
KAPLAN, 2013).

A partir da modificacao das proporcdes de acido latico e gliclico utilizados para
a formacao das microesferas de PLGA, os produtos finais obtidos podem variar, e sua
identificacdo € determinada pela proporcao de mondémeros utilizados. Todas as
microesferas de PLGA sdo amorfas e apresentam temperatura de transicao vitrea de
aproximadamente 40-60°C. Diferentemente dos homopolimeros, formados por
apenas um tipo de monémero de acido latico poli(acido latico) e acido glicélico
poli(acido glicdlico) e que possuem baixa solubilidade, as moléculas de PLGA
possuem grande solubilidade em diferentes tipos de solvente como, por exemplo,
solventes clorados, acetona e acetato de etila (CROLL et al., 2004).

As moléculas de PLGA, além de sollveis, sdo biodegradadas pela hidrélise das
ligacdes de éster na presenca de agua. O tempo de degradacgao e, por consequéncia,
de liberacao das moléculas nelas aprisionadas, depende fortemente da propor¢ao dos
mondmeros utilizados. Em geral, uma maior proporgcéao de unidades de acido glicolico
gera menor tempo de degradacéo, sendo que a proporcao de 50:50 possui 0 menor
tempo de degradacao, que é de aproximadamente dois meses (WALTER et al., 2001).

A hidrdlise destas particulas no organismo, tem como subprodutos a liberacédo
de acido latico e glicdlico, que sdo substancias presentes em varias vias metabdlicas,
podendo ser prontamente desviadas e metabolizadas no ciclo do acido citrico,
gerando assim uma toxidade minima (YING; GROETTRUP, 2005). Além disso, a
possibilidade de alterar o tempo de degradagdo das particulas e/ou material, pela

razao entre as duas substancias utilizadas na sintese, permite sua utilizagdo em uma
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vasta gama de produtos, tais como: enxertos, suturas, implantes, dispositivos

protéticos, selantes cirdrgicos e microesferas (SALEM et al., 2013).

As microparticulas de PGLA sao particulas sélidas, geralmente esféricas, com
dimensdes da ordem de 1 a 100 um. Podem ser constituidas por matrizes poliméricas
(microesferas), onde o farmaco pode estar adsorvido, incorporado ou ligado
covalentemente a rede tridimensional, formada pelo polimero, ou por sistemas
reservatorios (microcapsulas) onde o farmaco encontra-se encapsulado na forma
sdlida, liquida ou gasosa, separado do meio externo por uma membrana polimérica
(FINCH, 1990; OLIVEIRA et al. 1992; ANDREO-FILHO; OLIVEIRA, 1999) (Figura 5).

Drug

0-100 uM

Microesferas Microcapsulas

Figura 5. Representacao esquematica de microparticulas (DANHIER et al., 2012).

Varios polimeros podem ser utilizados na producéo de microparticulas, sendo
0 acido poli-latico co-glicélico (PLGA) uma das possibilidades de uso. Existem
aspectos importantes das microparticulas que as tornam aplicaveis no tratamento de
infecgdes intracelulares, como nas leishmanioses. Dados pré-clinicos mostram que as
microparticulas de PLGA tém eficacia comprovada no tratamento de infec¢des, pois
como sdo normalmente absorvidas por endocitose nas células, as microparticulas
contendo principio ativo, podem liberar a droga lentamente, no citoplasma. Nas
microparticulas poliméricas o pequeno tamanho da formulagdo confere uma
passagem eficiente através de barreiras bioldgicas, com consequente captagédo e
administragdo terapéutica em tecidos infectados (YASINZAI, et al., 2013). Por isso
tem sido consideradas como uma alternativa promissora no tratamento das infeccdes
intracelulares (DANHIER, et al., 2012).
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A captacao de materiais estranhos por fagocitos € um dos mecanismos pelo
qual as microparticulas sdo absorvidas no nosso organismo. Este processo envolve
tipicamente a endocitose da particula por macréfagos. Apds a endocitose da particula,
0s macrofagos comecgardo a secretar enzimas e outros fatores quimicos, tais como:
superoxidos, éxido nitrico e peréxido de hidrogénio, visando digerir o material
fagocitado (MITCHELL, 2004) (Figura 6).
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Figura 6. Escape endolisossomal de microparticulas. As microparticulas entram na célula por
endocitose e localizam-se no compartimento endolisossomal. A inversdo de carga de
microparticulas de PLGA ocorre em endossomas acidificados, levando a desestabilizagao da
membrana endolisossomal resultando no efluxo de microparticulas e liberagdo de farmaco
(ACHARYA et al 2011).

Vimos que as formas amastigotas de Leishmania sp residem no interior de
células do sistema imune, preferencialmente em macréfagos e que a sua localizacao
pode prejudicar a eficacia de drogas terapéuticas, por conta dos mecanismos de
escape . Os sistemas de entrega de drogas permitem que os efeitos adversos,
causados por rotas problematicas da administracéo, sejam evitados de forma que a
atividade leishmanicida seja aumentada e a toxicidade do medicamento seja reduzida.
O unico medicamento utilizado no tratamento da leishmaniose e produzido a partir de
sistemas de entrega de drogas € o AmBisome® (anfotericina B lipossomal). Esse
farmaco é bastante eficaz, contudo, a via de administracdo é parenteral e a sua
utilizacdo se restringe ao tratamento da leishmaniose visceral pela dificuldade de
administracdo (ROMERO;MORILLA, 2008).
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A bioprospeccao envolvendo produtos naturais, pode originar protétipos
promissores com atividade anti-Leishmania, os quais podem ter seus efeitos
potencializados pelo encapsulamento em microparticulas compostas de PLGA. Essa
é uma alternativa interessante para o tratamento da leishmaniose cutanea, pois o
carreamento de drogas, além de potencializar o efeito anti-Leishmania, pode
direcionar as particulas a células alvo, reverter a citotoxicidade, proteger a
biomolécula da atividade catalitica de enzimas e modular a resposta imunolégica

celular do hospedeiro.

Tendo em vista a inibicao do crescimento de Leishmania amazonensis, in vitro, e do
efeito imunomodulador do mesocarpo de babacu sobre macréfagos murinos,
considerando ainda a necessidade da descoberta de novas formulagbes anti-
Leishmania — acreditamos que macrofagos tratados com microparticulas de babacu

reduzem a infecgcéo por Leishmania amazonensis.
3 OBJETIVOS

3.1 Geral
Avaliar o efeito anti-Leishmania de microparticulas biodegradaveis poliméricas

contendo o mesocarpo de babacu, visando o desenvolvimento de protétipos para

terapias inovadoras no tratamento alternativo ou complementar da leishmaniose
tegumentar americana.

3.2 Especificos

» Caracterizar as microparticulas de PLGA quanto ao tamanho, potencial zeta,
eficiéncia de encapsulamento;

+ Determinar a citotoxicidade das microparticulas de PLGA contendo o extrato
aquoso de mesocarpo de babagu sobre macrofagos peritoneais murinos e
compara-las ao efeito das microparticulas de PLGA vazias;

* Avaliar o efeito terapéutico das microparticulas de PLGA contendo mesocarpo de
babagu sobre a produgao de citocinas e de perdxido de hidrogénio em macrofagos
nao infectados e em macréfagos infectados por Leishmania amazonensis;

* Investigar a atividade anti-Leishmania de microparticulas de PLGA contendo
mesocarpo de babagu sobre formas promastigotas e amastigotas de Leishmania

amazonensis.



36

4. MATERIAL E METODOS
4.1 Animais

Camundongos Balb/c, fémeas com 8-10 semanas de idade, pesando 20-24g,
foram adquiridos do Centro Multidisciplinar para Investigagdes Bioldgicas na area da
Universidade Estadual de Campinas. Durante o estudo, os animais foram mantidos
sob condicbes ambientais controladas no Biotério Setorial do Centro de Ciéncias
Biologicas e da Saude (CCBS) da Universidade Federal do Maranhao (UFMA).

Tanto a agua como a racao foram oferecidas ad libitum durante todo o periodo
de experimentacdo. Todos os experimentos foram conduzidos de acordo com as
normas estabelecidas pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal, conforme
aprovacdo do Comité de Etica protocolo n® 23115011476.

4.2 Obtencao do extrato aquoso de mesocarpo de babacu

A farinha do mesocarpo de babacu foi obtida da Cooperativa Unidao Cultural de
Arari, MA (Brasil). Este produto foi previamente submetido a andlise de autenticidade,
integridade e pureza, por meio de ensaios fisico-quimicos, e por técnicas
cromatograficas utilizando como padrdao amostras de mesocarpo de babacgu
previamente obtidas em nosso laboratério e armazenadas numa extratoteca.
(NASCIMENTO et al., 2006, FORTES et al., 2009)

4.3 Preparo das microparticulas de PLGA contendo mesocarpo (MMP) de
babacu e microparticulas controle (CMP)

As microparticulas foram preparadas pelo método de emulsdo e evaporagao
do solvente 6leo em agua (O/A) e/ou agua em 6leo em agua (A/O/A) (NIWA et al.,
1993; NICOLETE et al., 2007). Foram feitos dois lotes diferentes de microparticulas,
de acordo com o conteudo:

- CMP: microparticulas controle;

- MMP: microparticulas contendo o extrato aquoso de mesocarpo de babacu
(300pL-10mg/mL).



37

A inclusdo dos produtos nas microparticulas foi feita conforme descrito,
resumidamente, a seguir: A fase organica utilizada para producédo dos lotes, foi
composta pelo polimero poly (lactic-co-glycolic acid - PLGA (Purasorb® PDLG 5002,
Purac Biomaterials, Holanda) (100 mg), com propor¢oes iguais de acido lactico e
glicélico (50:50), dissolvidos em diclorometano (10 mL) (Dindmica, Quimica
Contemporanea, Brasil). Para producao do lote MMP, a fase aquosa contendo 300uL
do extrato aquoso do mesocarpo de babagu (10 mg/mL) foi vertida a fase organica e
homogeneizada a 15.500 rpm, por 2 min. A bi-fase (agua/6leo) foi vertida numa fase
aquosa contendo PVA como tensoativo (Alcool polivinilico - 3% m/v, 10 mL) (Mowiols
40-88, Sigma-Aldrich). O tensoativo (agua/éleo/agua) ficou sob agitacdo branda e
constante durante quatro horas, para a evaporagdo do solvente. Todas as
microparticulas foram lavadas com agua bi-destilada estéril por 3 vezes e
centrifugadas (4.233 x 9,5 min). Em seguida, as microparticulas foram congeladas (-
80°C) e depois, liofilizadas.

As microparticulas fluorescentes foram preparadas por adicdo de 6-cumarina
(green fluorescence - Sigma Aldrich, USA) na fase organica. A quantidade de 6-
cumarina/mg de polimero foi 0,15ug (TROMBONE et al., 2007; NICOLETE et al.,
2011).

4.4 Caracterizacao das microparticulas

As microparticulas foram reconstituidas em agua bi-destilada para a
determinacao dos diametros médios por espalhamento de luz. A anélise do potencial
zeta das microparticulas foi realizada com auxilio de um Nano Zeta Sizer (Malvern
Instruments, Inglaterra). Para analise elementar as microparticulas foram visualizadas
e as imagens adquiridas, ap6s analise por microscopia Eletrénica de Varredura
(MEV), em microscopio Phenon Pro X equipado com um espectrometro de energia
dispersiva de raios X (EDX). Para analisar a interagcdo do mesocarpo com o
copolimero PLGA, foi feita analise de Espectroscopia no Infravermelho com
Transformada de Fourier (FTIR). Uma quantidade de CMP, MMP e Meso foi misturada
as pastilhas de KBr e os espectros foram obtidos utilizando um espectrofotometro
FTIR (Shimadzu, IR-Prestige), com ondas entre 400-4000 cm™'.As amostras foram
analisadas na Central Analitica do Ceara Cis-Nano.
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4.4.1 Ensaio de espectrofotometria UV-Vis

A concentracdo de mesocarpo de babagu na microparticula MMP foi
determinada por ensaio espectrofotdmetro de UV-Vis. A partir da curva de calibragao
obtida com o extrato de mesocarpo de babacu, na solugao de metanol:phosphate-
buffered saline (PBS) (40:60% v/v), pH7,4, com linearidade variando de 78,125-
10.000 pg/mL. A analise do espectro do mesocarpo de babacu foi realizada a partir
da varredura na faixa entre 199 - 900nm, usando a solucédo de metanol:PBS (40:60%
v/v) como branco (RIBEIRO et al., 2014). A partir da curva analitica do extrato aquoso
do mesocarpo de babacu foi avaliada a eficiéncia de encapsulamento do mesocarpo,
a A 280 nm, e expressa em percentagem, com dados obtidos na equacdo de
regressao de y = 0,0002x + 0,0431 e linearidade (r?) de 0,9924.

4.4.2 Determinac&o da eficiéncia do encapsulamento (EE%) do mesocarpo de babacu

A taxa de encapsulamento do extrato de mesocarpo de babagu nas
microparticulas foi determinada por espectroscopia ultravioleta-visivel (UV-Vis).
Resumidamente, 20 mg de cada lote de microparticulas (CMP e MMP) foram pesadas
e dissolvidas em 500 yL de acetonitrila. O solvente solubilizou as particulas e o extrato
de mesocarpo de babacu foi liberado da matriz polimérica. Os tubos contendo o
solvente permaneceram abertos por 12h, para a evaporacao e o precipitado resultante
foi ressuspenso em solucao de metanol: PBS (phosphate-buffered saline) (40:60%
v/v). Em seguida, a preparagéo foi filtrada (0,22um) e a leitura realizada em a 280 nm
(UV-Vis Spectrophotometer, Biotek). A EE% do mesocarpo foi calculada pela seguinte

equacao:

EE%, = Quantidade real de mesocarpo nas microparticulas  x 100
Quantidade te6rica de mesocarpo na microparticula

4.5 Fagocitose das microparticulas investigadas por macrofagos peritoneais

murinos

4.5.1 Obtencao de macrofagos peritoneais murinos
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Para a obtencdo de macro6fagos peritoneais, dez camundongos Balb/c foram
inoculados com 2 mL de solugao de Tioglicolato 3% (p/v) (Merck n® 1081900500), por
via intraperitoneal (GORDON et al., 1974). Apés quatro dias, os animais foram mortos
e em seguida foram inoculados 5 mL de PBS no peritdneo. Apdés massagem o liquido
peritoneal contendo as células foi coletado e lavado duas vezes por centrifugacao
(187 x g, 10 minutos, 4°C) para obtencéo das células. Estas foram ressuspensas em
meio RPMI suplementado (10% de Soro Fetal Bovino (Cultilab) e 50 pg de
gentamicina (Sigma ALdrich, G1397). A contagem do numero total de células e o
namero de células viaveis foi determinado pelo método de exclusdo com azul de
Trypan (0,01%) em camara de Neubauer, com auxilio de microscopico Optico, de

campo claro e aumento de 400X.

4.5.2 Ensaio de fagocitose

Macréfagos peritoneais (item 4.5.1) ressuspensos em meio RPMI
suplementado (5x10° células/100uL), foram colocados sobre laminulas de vidro
circulares, nos pocos de uma placa com 24 pogos contendo 500uL/pogo (Costar 3596,
Corning, USA) e incubados durante 2 horas, a 37°C, em atmosfera umida contendo
5% de CO2. As células nao aderentes foram removidas e as células aderentes,
constituidas em 98% de macréfagos, foram incubadas por 1 h ou por 24h, com 100
Hug/mL de cada um dos lotes de microparticulas: CMP (Microparticulas vazias); MMP
(Microparticulas contendo mesocarpo de babacu) CMP6-cum (Microparticulas vazias
fluorescentes); MMP6-cum (Microparticulas contendo mesocarpo de babacgu
fluorescentes).

Ao final dos periodos de incubacéo, os sobrenadantes e/ou células das culturas
foram aspirados e utilizados para determinar a producao de citocinas, 6xido nitrico,
peroxido de hidrogénio e arginase. As particulas ndo internalizadas foram removidas
por lavagem tripla com PBS e a presencga de microparticulas nas células foi avaliada
pela contagem de 100 macro6fagos, corados por May Grinwald-Giemsa (GIAIMIS et
al., 1992), com o auxilio de microscépio Optico, de campo claro, em aumento de
1000X. As laminas tratadas com microparticulas fluorescentes (CMP6-cum ou MMP6-
cum) foram montadas com mowiol (Sigma-Aldric,81381) e avaliadas por microscopia
de fluorescéncia (Microscopio 6tico invertido, NIKON-eclipse Ti-U) em aumento de
X1000.


http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/g1397
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4.5.3 Avaliagdo da produgéo de Perdxido de Hidrogénio por macrofagos peritoneais
de camundongos tratados com CMP, MMP ou mesocarpo de babacu

Macréfagos peritoneais ressuspensos em meio RPMI suplementado (1x10°
/MI- 200pL), foram incubados durante 2 horas, a 37°C, em atmosfera umida contendo
5% de CO:2. Ao final, os pocos foram lavados duas vezes com meio RPMI para
remocao de células ndo aderentes. As células aderentes foram incubadas por 24h,
com 100 pg/mL de CMP, MMP ou Mesocarpo. O sobrenadante foi retirado e em
seguida, foi adicionado as culturas 375ng/mL de DHR (Dihydrorhodamine 123,
Sigma/Aldrick, MA, EUA) em PBS. As células foram entdo estimuladas pela adi¢gdo de
10nM de Phorbol-miristato-acetado (PMA, Sigma), durante 1 h, a 37 °C. A reacgéo foi
bloqueada pela incubagédo a 4°C, 10 minutos, ap6s a incubagédo as células foram
utilizados para avaliar a producao de H202 em citdmetro de fluxo (Guava® easyCyte
8HT Benchtop) .

A leitura foi feita no canal FL-1, com os parametros de complexidade (SSC) e
tamanho celular (FSC) definindo o gate de aquisicado das amostras. Para a analise,
5000 eventos foram adquiridos. Os dados foram analizados com software FlowJo
(Tree Star Inc, USA).

4.5.4 Viabilidade de macréfagos peritoneais de camundongos incubados com MMP
ou CMP

Macréfagos peritoneais (2 x 105/100pL) foram distribuidos em placas de cultura
de 96 pocos e incubados a 37°C , 1h, em presencga de 0,5% CO2, para adesao das
células a placa. Ao final os sobrenadantes foram retirados e as células foram
ressuspensas em meio RPMI suplementado e incubadas com concentracdes
decrescentes (100- 3,125 pg/mL) de MMP ou CMP, por 48 horas, 37°C, 0,5% CO2. A
viabilidade foi também avaliada em presenca do extrato aquoso do mesocarpo de
babacu, nas mesmas concentra¢des (100-3,25 ug/mL) e pelo mesmo periodo. Como
controle negativo utilizamos células incubadas somente com meio e como controle

positivo de morte celular utilizamos Dodecil sulfato de sodio (SDS) a 10%.

A avaliacdo da viabilidade celular foi feita por ensaio com MTT (3-(4,5-
dimethyithiazol2-yl) -2,5-diphenyltetrazolium bromide — Sigma/Aldrick, MA, EUA) Apés
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48 horas de incubacao foi adicionado 10 uL de MTT (5 mg/mL) aos pogos e a placa
foi incubada por mais 3 horas, 37 °C em 0,5% de CO2. Em seguida, foi adicionado a
todos os pogos 100 pL da solugdo de SDS/HCI1% e as placas foram incubadas por
18 h, em local protegido da luz. A leitura foi realizada a 540 nm (SpectraMax Plus 384
Molecular Devices LLC), a densidade Optica dos pocos correspondentes aos
macréfagos nao tratados foi considerado como 100% de viabialidade.

4.6 Atividade leishmanicida das microparticulas de babacu sobre formas

promastigotas de Leishmania amazonensis
4.6.1 Parasitos

As formas promastigotas (5x10%mL) de Leishmania amazonensis
(IFLA/BR/67/PH8), foram obtidas na fase estacionaria, em culturas de 5 dias. Os
protozoarios foram cultivados em meio Schneider(Sigma-aldrich), suplementado com
10% de soro fetal bovino(Cultilab) e 50 ug de gentamicina. As formas promastigotas
foram centrifugadas (200 x g por 15 min) e ressupensas em meio RPMI (suplementado
com 10% de soro fetal bovino e 50 pug de gentamicina).

4.6.2 Analise de interagdo molecular via ressonancia plasménica de superficie - SPR.

A andlise de interagdo molecular via SPR foi desenvolvida em sistema Biacore
(modelo T200 -GE Life Science,), utilizando “sensorchips” tipo CM-5 como suporte
para a molécula ligante. O método de acoplamento do ligante a superficie do chip foi
feito com amina, para ativacao da matriz de dextrana (1-etil-3-(3-dimetil-aminopropil)
-carbodiimida — HCI e N-Hidroxisuccinamida) A quantidade de ligante imobilizado na
superficie do sensorchip foi pré-determinada com base na razdo entre as massas
moleculares do ligante e analitos conforme a equacéo:

Analyte binding capacity (RU) = ﬁ‘g—;% X immobilized ligand level (RU)

O ensaio de interacdo molecular foi feito utilizando extrato bruto de
promastigotas de Leishmania amazonensis na fase estacionaria (150ug/mL - pH 5,5)
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como ligante, (acetato 5,5) e o extrato de mesocarpo de babagu ou a pentamidina,
como analitos, nas concentragdes de 100, 50 e 25 pg/mL.

4.6.3 Avaliacdo da atividade das microparticulas de babacu, ou particulas controle e
do extrato bruto de babacu sobre as formas promastigotas de Leishmania

amazonensis

Para avaliar o efeito anti-Leishmania do extrato aquoso de mesocarpo de
babacu (Meso) e das formulagdes (MMP e CMP), formas promastigotas (5x10%/mL -
10uL) foram adicionados aos pogos de placa de fundo chato (96 pogos) e incubadas
por 48h (37°C — 0,5% CO?), em presenca de diferentes diluicbes do extrato de
mesocarpo de babacu (500-62,5 ug/mL) e das microparticulas CMP e MMP (100 -
3,125 pg/mL). A Pentamidina (10 - 0,625 ug/mL) foi utilizada como controle positivo e
pocos contendo somente o meio de cultura foram utilizados como controle negativo.
Ao final foi determinado o numero de promastigotas vivos, em camara de Neubauer,
com auxilio de microscépico Optico, de campo claro e aumento de 400X. A
concentracgao inibitéria de 50% (ICso), foi obtida por regressao néo linear, com o auxilio
do GraphPad Prism 7.0.

4.6.4 Efeitos das microparticulas de babacu (MMP) ou microparticulas controle
(CMP), ou extrato de mesocarpo de babacgu livre sobre macrofagos peritoneais

infectados com amastigotas de Leishmaniose amazonensis

Macréfagos peritoneais (5x108 células/mL) foram cultivados sobre laminulas de
vidro estéreis, em placas de 24 pocgos (Corning, USA), durante 2 h, a 37°C, em
atmosfera umida com 0,5% de COz. Ao final, as células nao aderidas foram removidas
e contadas. As células remanescentes foram incubadas em presenca de formas
promastigotas de L. amazonensis na proporcao de 10 parasitos/macrofago. As
culturas foram novamente incubadas (4h, 33°C, 0,5% de CO2). Apds a remocéao dos
parasitos livres, as células infectadas foram tratadas, durante 48 horas (37°C, 0,5%
de CO2) com 100ug/mL microparticulas de babacu (MMP) ou microparticulas controle
(CMP), ou extrato de mesocarpo de babagu livre (Meso) ou com 5ug/mL de
pentamidina.

As preparacdes celulares foram coradas com Giemsa para avaliagdo do
namero de parasitos intracelulares. Foi quantificado o numero de parasitos em 100
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macréfagos, com auxilio de microscépio éptico de luz comum, campo claro e aumento
de 1000X, (GIAIMIS et al.,, 1992). A taxa de infeccao dos diferentes grupos, foi
calculada utilizando-se a férmula descrita por Lima Junior et al (2014):

Taxa de infeccdo = % de macréfagos infectados X n°® de amastigotas
n° total de macroéfagos

4.7 Producao de NO

Determinou-se a produgédo de nitrito (um produto final estavel de NO) nos
sobrenadantes das culturas de macréfagos (secgcdo 4.6.4) com o reagente Griess
(DING, et al., 1988). Resumidamente, incubou-se 50 ul dos sobrenadantes com um
volume igual de reagente de Griess (sulfanilamida a 1% / dihidrocloreto de
naftalenodiamina a 0,1% / H3PO4 a 2,5%) a temperatura ambiente, durante 10 min e
determinou-se a absorbéancia a 550 nm. A conversédo da absorbancia em yM de NO
foi calculada a partir de uma curva padréo, utilizando a concentragdes conhecidas de
nitrito de sodio (5-60 uM) em meio RPMI.

4.8 Producao de citocinas no sobrenadante das culturas de macréfagos

Os sobrenadantes obtidos das culturas de macréfagos infectados foram
utilizados para dosagem de citocinas (TNF-a, IL-6, e IL-10) por ensaio
imunoenzimatico — ELISA, conforme as instrugdes do fabricante (eBiosciences, EUA).
Os limites de deteccao do teste ELISA foram 8 pg/mL para TNF-a e 4 pg/mL para a
IL-10 e IL-6. A concentracéo das citocinas foi determinada por regressao linear a partir
dos valores obtidos com concentragées conhecidas de citocinas recombinantes
(eBiosciences, EUA).

4.9 Analise estatistica dos dados

Os dados, expressos em média + desvio padrao, foram analisados por andlise
de variancia (ANOVA one-way) seguido do teste de Tukey — Kramer (para trés ou
mais grupos) ou por teste t de Student (dois grupos). Foram considerados
significativos os valores de p<0,05. Todos os dados foram analisados com auxilio do
Programa Graph Pad Prism versao 7.0.
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5. RESULTADOS
5.1 Caracterizacao fisico-quimica das microparticulas

A incorporacdo do extrato aquoso do mesocarpo de babacu nas
microparticulas de PLGA apresentou eficiéncia do encapsulamento de 45 +5 %. Essa
incorporacdo aumentou o didmetro médio das microparticulas, mas nao interferiu no

seu potencial Zeta, como mostra a Tabela 3.

Nas formulacbes contendo o corante 6-cumarina observamos que as
microparticulas ficaram sempre menores do que nas sem o corante, tanto naquelas

com mesocarpo de babacu, como no controle.

Tabela 3. Diametro, potencial Zeta e eficiéncia de encapsulamento das
microparticulas de PLGA contendo ou nao mesocarpo de babacu associado
ou hao a cumarina

. ’ Didmetro? Potencial EE®%
Microparticulas (um) Zeta?
(mV)
CMP 54+0,8 -22,840,8 NA®
CMP6 - Cum 4,5+0,6 -16,9+0,6 NA
MMP 6,4+ 0,9 -26,4 +0,3 4515,0
MMP6 - Cum 3,0+0,2 -34,1+1,8 NA

(a) Os valores representam a média +/- desvio padrao de amostras
testadas em quintuplicatas.

(b) Eficiéncia de encapsulamento, determinada por espectroscopia
ultravioleta-visivel.

(¢) NA=nao se aplica.
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5.1.1 Aspecto microscdpico das microparticulas

As imagens obtidas por microscopia eletronica de varredura mostram que as
microparticulas controle (Figura 7A- 7C) e as contendo mesocarpo de babacgu (Figura
7B- 7D) apresentam formato esférico, quase sempre homogéneo, independente da
adicao de 6-cumarina (Figura 7C e 7D) e ainda, que as microparticulas contendo 6-

cumarina apresentram tamanho menor do que as homologas sem o corante

Figura 7. Avaliacao microscopica das microparticulas: (A-C) controle; (B-D)
microparticulas de mesocarpo de babacu. As microparticulas foram dispersas numa fita
adesiva de grafite, colada a um suporte de metal e revestidas com ouro. As observagdes
foram realizadas a 10 kV em microscopio eletrdnico de varredura, equipado com
espectrometro de energia dispersiva de raios X. Foram também avaliadas as microparticulas
controle contendo 6-cumarina — CMP6-cum (C) e as microparticulas contendo mesocarpo +
6-cumarina - MMP 6-cum (D).
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5.1.2 O mesocarpo de babacu apresenta Interacao Plasménica (IP) com antigenos de

Leishmania amazonensis e foi encapsulado nas microparticulas

A anadlise da interacdo molecular entre o0 extrato aquoso de mesocarpo de
babagu e os antigenos de Leishmania amazonensis mostrou que o extrato tem melhor
interacdo do que a Pentamidina, usada aqui como padrdo, nas menores
concentracoes (50 ug/mL e 25 pg/mL) embora resultados semelhantes a Pentamidina

tenham sido observados na sua maior concentragao (100 pg/mL) (Figura 8A)

Na avaliacdo por espectrometria FTIR é possivel observar que as MMP
apresentaram distribuicdo semelhante as CMP, em quase toda a extensao avaliada,
com excecao da regiao de 280nm, quando o espectro das MMPs apresentou o0 mesmo

pico de absorbancia encontrado no extrato livre (Figura 8B).

Os espectros de FTIR confirmaram a eficiéncia da incorporacao do extrato de
babacu as microparticulas, considerando que as MMP apresentaram comportamento
semelhante as CMP, segundo os espectros e as bandas de absor¢ao. Espectros bem
diferenciados dos obtidos com o extrato livre (Meso), que apresentou varios picos em

regides distintas e uma banda larga e forte na regido 3.401cm™' (Figura 8C).
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Figura 8. Interacdao Plasmdnica do extrato aquoso de mesocarpo de babacu e da Pentamidina
com antigenos de L. amazonensis (A); Espectros no Ultravioleta (B) e Espectroscopia no
Infravermelho com Transformada de Fourier (C) de microparticulas de babacu (MMP)
comparadas ao extrato de mesocarpo de babagu (Meso) e as microparticulas - controle (CMP). As
andlises de interagdo molecular via — SPR, avaliaram a afinidade do ligante Leishmania amazonensis
(150 pg/mL- pH5,5), ao Meso ou a Pentamidina (100, 50 e 25 pg/mL). Os espectros de ultravioleta (B)
mostram absor¢do das amostras em comprimentos de onda entre 200 e 400nm. Amostras individuais
foram testadas em triplicatas e os dados se referem a uma das amostras. (*) p<0,05 na comparacéo
com a Pentamidina. RU= unidades de ressonéncia.



48

5.1.3 As microparticulas de babacu sdo melhor fagocitadas por macrofagos in vitro

apos 24 h de incubacéo e apresentam menor toxicidade do que o extrato livre

A Figura 9A mostra que a fagocitose das MMPs por macrofagos in vitro foi
semelhante a das CMPs, ap6s 1 hora de incubacao. Entretanto, apés 24 horas de
incubacgédo, a fagocitose de MMP apresentaram uma menor perda de potencial

fagocitico.

A Figura 9B mostra que as microparticulas de mesocarpo de babacu (MMP)
apresentaram menor citotoxicidade do que extrato livre (MESQO), nas maiores
concentragdes. Os resultados de MMP foram semelhantes aos obtidos nas culturas
tratadas com microparticulas vazias (CMP), com valores de viabilidade celular
variando entre 77 e 83%. Na mesma Figura 9B é possivel notar que as maiores doses

do extrato foram menos citotéxicas quando microencapsuladas.

A fagocitose das microparticulas pode ser também visualizada nas
fotomicrografias de microscopia Optica de luz comum (Figura 9C; 9D) ou por
microscopia de fluorescéncia (Figura 9E; 9F), quando foi possivel observar varias
microparticulas nos citoplasmas de macréfagos peritoneais murinos, como mostram

as setas.
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Figura 9. Fagocitose de microparticulas de babacu por macréfagos peritoneais nao
infectados (A) e avaliacdo da citotoxicidade das microparticulas (B). Macrofagos
peritoneais foram tratados por 1 ou por 24 horas com microparticulas de babagu (MMP), ou
com microparticulas vazias (CMP), para avaliagdo do indice fagocitico. Nos ensaios de
citotoxicidade (B) a solucdo de Dodecil Sulfato de Sédio - SDS (10%) foi utilizada como
controle positivo e comparado com as culturas tratadas com MMP, ou CMP ou MESO, nas
concentracoes entre (3 e 100 pg/mL). Todos os resultados correspondem a média = SD, de
amostras individuais testadas em triplicata (*) p<0,05, quando comparada a CMP (A) ou a
SDS (B). As imagens mostram macrofagos com microparticulas no citoplasma, obtidas por
microscopia Optica de luz comum (C-D) ou por fluorescéncia, utilizando 6-cumarina
incorporado aos dois tipos microparticulas (CMP6-cum, MMP6-cum) (E-F).
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5.2 Microparticulas de babacu tem acao anti-Leishmania amazonensis in vitro

5.2.1 Acéo das microparticulas de babagu sobre as formas promastigotas

A Tabela 4 mostra que a concentracéo inibitéria (ICso) das MMP (12 pg/mL), foi
pelo menos 10 vezes menor do que o extrato em solugao (111,4 ug/mL) e pelo menos
6 vezes menor do que as microparticulas controle - CMP (71,8 ug/mL). A atividade
das MMP sé foi menor do que a Pentamidina, usada como controle positivo de
atividade (0,8 pg/mL).

TABELA 4: Concentracao inibitéoria minima de microparticulas contendo
mesocarpo de babacu em comparacao ao extrato em solucao e as
microparticulas vazias sobre as formas promastigotas de Leishmania
amazonensis

Tratamento? [Cso (ug/mL)P

MMP 12*

CMP 71,8

MESO 111,4
Pentamidina 0,8

(a) MMP: microparticulas contendo extrato de mesocarpo de babacu; CMP: microparticulas
vazias; MESO: extrato aquoso de mesocarpo de babacu em solugéo.
(b) A concentracao inibitoria de 50% (ICso) das amostras individuais testadas em triplicata.

(*) p<0,05, quando comparada aos demais grupos.
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5.2.2 Atividade anti-Leishmania amazonensis das microparticulas de babacu sobre as

formas amastigotas

O tratamento de macréfagos infectados por L. amazonensis com
microparticulas contendo o extrato aquoso do mesocarpo de babacu (MMP) reduziu
0 numero de amastigotas com eficiéncia semelhante a Pentamidina como mostra a
(Figura 11A).

A Figura 11B mostra que taxa de infecgdo no grupo tratado com MMP
(T1=3,1x1) foi semelhante a do grupo tratado com Pentamidina (Tl= 2,5+1) e menor
do que controle negativo - CMP (T1=8x1). O tratamento com MMP também reduziu o
percentual de macréfagos infectados, com intensidade similar a Pentamidina (Figura
11C).

A Figura 11D-l, mostram o aspecto microscépio de macréfagos normais ou
infectados. Macréfagos normais (Figura 11D); macréfagos infectados nao tratados
(Figura 11E) ou submetidos ao tratamento com CMP (Figura 11F); tratados com
Pentamidina (Figura 11G); tratatados com extrato aquoso de mesocarpo de babacu
(Figura 11H) ou com MMP (Figura 111). Nas fotomicrografias é possivel observar a
presencga de formas amastigotas no citoplasma das células infectadas, com notada
reducé@o no numero de parasitos nas figuras 11G e 111, respectivamente Pentamidina
e MMP.
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Figura 11. Acao de microparticulas de mesocarpo de babacu em macréfagos infectados
com formas amastigotas de Leishmania amazonensis. As culturas tratadas com
microparticulas foram comparadas com as tratadas com o extrato de mesocarpo de babagu
livre ou com a pentamidina, para determinagdo de: numero de amastigotas nos macréfagos
infectados (A); taxa de infecgao (B); percentual de células infectadas nas culturas (C). Os
resultados correspondem a médias + SD, de amostras individuais testadas em quintuplicatas.
(*) p< 0,05, quando comparado aos grupos Control e CMP e (#) p< 0,05, quando comparado
ao grupo Meso. As imagens obtidas por microscopia éptica de luz comum de macréfagos
(X400) mostram os macroéfagos nado infectados (D); macrofagos infectados nao tratados (E);
macréfagos infectados e tratados com microparticulas vazias [CMP], ou com Pentamidina
[Penta - 5ug/mL (G) ], ou com extrato aquoso de mesocarpo de babagu [Meso - 100 pg/mL
(H) ou com microparticulas de babacu [MMP - 100 pg/mL (1)].
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5.2.3 Efeito imunomodulador das microparticulas de babacu sobre a polarizacéao de

macrofagos infectados in vitro com L. amazonensis

As microparticulas contendo o extrato (MMP) aumentaram a produgéo de TNF-
a (Figura 12A), mas nao tiveram efeito sobre a producéo de IL-6 (Figura 12B). Por
outro lado, reduziram a producédo de IL-10 (Figura 12C) de forma semelhante ao
observado no grupo tratado com Pentamidina. Ja o tratamento com as microparticulas

CMP néo alterou a producao de nenhuma das citocinas.

O tratamento com MMP aumentou a producao de éxido nitrico em relagdo aos
demais grupos (Figura 12D). Nenhum dos tratamentos alterou a atividade da enzima

arginase (dados n&o mostrados).
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Figura 12: Producao de citocinas e liberagcao de 6xido nitrico (NO) em culturas de
macrofagos peritoneais infectados com L. amazonensis. Os macréfagos foram tratados
com 100ug/mL de microparticulas de babagu (MMP); ou com microparticulas vazias — controle
negativo (CMP); ou com Pentamidina (Penta) — controle positivo e foram comparados a
macréfagos infectados ndo tratados (Untreated). A concentracdo e TNF-a (A); IL-6 (B) e IL-
10 (C) e a producgao de nitritos (D), foi avaliada apds 48h de cultivo. (*) p<0,05, quando
comparada ao grupo Untreated e (#) p<0,05, em comparagao a CMP.
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6 DISCUSSAO

Os tratamentos atuais para as leishmanioses tém sido considerados
insatisfatorios devido a prevaléncia dos casos de resisténcia aos parasitos e a elevada
toxicidade (MUKHOPADHYAY et al., 1996; HADIGHI et al., 2006; ROJAS et al., 2006).
Por isso, diversos grupos tém investigado novas abordagens e novos tratamentos
visando a descoberta de produtos e formulagdes com atividade anti-Leishmania, que
sejam ao mesmo tempo, seguros, eficazes e que possam ser utilizados como

alternativa ou concomitante com os tratamentos atuais.

Neste trabalho avaliamos a atividade leishmanicida do mesocarpo de babagu.
Utilizamos tanto o extrato aquoso do mesocarpo de babagu em solucdo, como
encapsulado em microparticulas biodegradaveis. Apés o microencapsulamento
fizemos a avaliagdo morfométrica das microparticulas obtidas, bem como avaliamos

sua atividade anti-Leishmania.

Ao analisarmos a interacdo do mesocarpo de babacu com antigenos de
Leishmania amazonensis por Ressonancia Plasménica de Superficie (RPS)
observamos que o mesocarpo de babagu apresentou forte interacdo biomolecular
com o protozoario de Leishmania, sugerindo um possivel efeito terapéutico. O extrato
do mesocarpo de babagu, nas menores concentra¢des, mostrou melhor interagdo com
0 protozoario do que a pentamidina, considerada droga padrao, por ter atividade
leishmanicida comprovada e ser utilizada como farmaco no tratamento da
leishmaniose (BRYNCESON, 2001).

Segundo Phillips; Cheng, (2007) e Roque (2010), compostos que apresentam
interacdo biomolecular com microrganismos sdo importantes alvos para
bioprospecgao de compostos biologicamente ativos e devem ser utilizados na busca
de novos tratamentos, pois a interagcdo biomolecular entre o produto e o parasito
mostra que seu efeito pode ser direcionado ao microrganismo em estudo, razao pela
qual resolvemos avaliar a eficacia de uma preparacao utilizando o extrato de babacgu
encapsulado, numa formulagdo microestruturada constituida por microparticulas de
PLGA.

As microparticulas de PLGA, contendo ou ndo babagu produzidas,
apresentaram diametro e morfologia adequados, com variacao entre 5.4 — 6.4 uM,
portanto com diametros biologicamente compativeis (NICOLETE et al., 2007, 2008;
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WISCHKE;SCHWENDEMAN, 2008). Adicionalmente, as microparticulas de babacgu
(MMP), apresentaram potencial zeta aceitavel (-26,4 mV), para estabilidade da
formulagéo, pois quanto mais negativo for o potencial zeta, menor sera a agregagao
de particulas por conta da repulsédo eletrostatica entre elas (SCHAFFAZICK et al,
2003).

A avaliacdo morfolégica das microparticulas por microscopia eletrénica de
varredura, mostrou que tanto as microparticulas MMP como as CMP apresentaram
formato esférico e tamanho predominantemente homogéneo, indicando que as
formulagcées foram adequadamente preparadas. Embora a adicdo de 6-cumarina
tenha reduzido o tamanho das microparticulas, os valores obtidos ainda estavam
dentro dos parametros para uso intracelular, sendo que este menor tamanho ja era
esperado, pois a 6-cumarina diminui a tensdo superficial da microparticula
(NICOLETE et al., 2008).

As microparticulas em estudo foram também caracterizadas por
espectroscopia no UV-Vis, em comparagdo ao extrato aquoso de mesocarpo de
babacu livre (Meso), com o objetivo de identificar picos de absorcédo e as curvas de
calibragédo que poderiam quantificar e atestar a eficiéncia do encapsulamento do Meso
nas microparticulas de PLGA. No extrato livre foram obtidos dois picos de absorcao
na regidao do ultravioleta (210 nm e 280 nm), ja as microparticulas MMP sé
apresentaram um pico na regiao A 280 nm, indicando que o extrato foi incorporado e
ainda que esse pico poderia ser utilizado como marcador dessas MMP.

As andlises da FTIR mostraram que as bandas de absorcado detectadas nos
espectros de MMP e CMP sao correspondentes aos grupos funcionais presentes no
PLGA (WANG et al., 2016) e ndo foram observadas diferencas entre os espectros dos
dois tipos de microparticulas (MMP e CMP). Segundo Murakami et al., (1999)
superficie do PLGA é hidrofdbica e as drogas em solugdo aquosa sao internalizadas
no interior das microparticulas, assim é possivel que o extrato de babacu tenha sido
internalizado, ndo restando residuos na superficie das microparticulas MMP, que
pudessem ser detectados nesse tipo de andlise.

O espectro FTIR do extrato do mesocarpo apresentou varias bandas de
absorcao que correspondem a grupamentos funcionais diversos e por isso pouco
servem para elucidar a natureza quimica dos principais compostos presentes no

extrato, sobretudo se considerarmos que hidroxilas, grupamentos metilas e
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grupamentos vinil estdo presentes em grande numero de metabdlitos primarios e
secundarios em vegetais (SILVERSTEIN et al., 2014). Segundo Barroqueiro et al.,
2016, ha no extrato do mesocarpo de babagu polifendis, incluindo a presenca de
acidos fendlicos e flavonoides, compostos que poderiam explicar a eficacia das
microparticulas de babacu como agente anti-Leishmania, conforme os resultados aqui

apresentados.

As microparticulas MMP e CMP apresentaram baixa citotoxicidade para
macréfagos nao infectados, de camundongos Balb/c, mantendo a viabilidade celular
entre 77 e 83 %, respectivamente, portanto dentro da normalidade e do aceitavel para
células em cultura. Importante ressaltar que o encapsulamento reduziu a toxicidade
do extrato nas duas maiores doses, o que demonstra que o encapsulamento melhorou
a seguranca do uso desse extrato.

Para avaliar a eficiéncia das microparticulas na fagocitose de macréfagos
peritoneais e na ativagao celular realizamos dois ensaios o primeiro com 1 hora de
incubagéo e o outro com 24 h de incubagéo. Os resultados mostraram que as MMP
foram mais eficientemente fagocitadas apés 24 h de incubacao. Esse dado corrobora
com a andlise do FTIR, pois confirma a eficiéncia do encapsulamento do extrato,
considerando que as microparticulas ndo influenciaram a fagocitose na primeira hora.
Entretanto, apds 24 horas de incubacao nao houve perda da capacidade fagocitica
das MMP, sugerindo que com o passar do tempo ocorreu liberacdo do extrato,
possivelmente devido a degradacédo do polimero das microparticulas ap6s o contato
com o pH acido dos fagolisossomos.

Reforcam essa nossa hip6tese quanto a ativagdo e polarizacdo de
macréfagos, os dados da producgéo de citocinas, os quais mostram que o tratamento
com MMP aumentou a producdo de H202 e de TNF-a; e de IL-6 em relagdo as
microparticulas vazias. Em conjunto esses dados indicam que a ativagcdo dos
macréfagos ocorreu pela presenca do extrato aquoso de mesocarpo de babacu e nao
pelas microparticulas. Corroboram com esses dados os resultados anteriormente
descritos por Nascimento et al 2006, quanto ao efeito imunomodulador do extrato
aquoso de mesocarpo de babacu sobre a producao de H20:2 e citocinas inflamatérias
por macréfagos peritoneais murinos. Citocinas como TNF-a e IL-6 sdo capazes de

modular a resposta imunolégica de macréfagos, induzindo aumento na producgéo de
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espécies reativas de oxigénio (UNDERHILL; OZINSKY 2002), da mesma forma que

ocorreu N0S NOSSOS ensaios.

Macréfagos produtores de H202 e das citocinas TNF-a tem sido caracterizados
como células M1. O conceito de macréfagos M1 e M2 é baseado na polarizacao de
linfécitos T auxiliares Th1/Th2. Segundo Martinez et al (2009) Macréfagos M1 sao
frequentemente ativados em presenca de produtos microbianos ou citocinas pro-
inflamatorias. Apresentam aumento da atividade fagocitica e da produgéo de citocinas
pro-inflamatérias tais como TNF-a, como ocorreu nos macrofagos tratados com MMP,
além do aumento na producéao de éxido nitrico. Por outro lado, macréfagos M2 sao
ativados em presenca de IL-4 e IL-13, estao associados a resolu¢cao dos processos
inflamatérios e produzem citocinas anti-inflamatérias ou regulatérias, como IL-10 e

produzem arginase -1.

Importante ressaltar que os dois tipos de microparticulas (CMP e MMP)
aumentaram a producao de citocinas em macrofagos ndo infectados, entretanto
somente a producgéo de IL-10, foi similar nos dois grupos, sugerindo ser essa atividade
esta mais relacionada a natureza das microparticulas do que ao seu conteudo.
Segundo Nicolete et al., 2011 a fagocitose de microparticulas de PLGA, mesmo sem
qualquer composto encapsulado, resulta na ativacdo de NFkB, o que poderia explicar
0 aumento na produgao de citocinas observado no grupo CMP.

As citocinas regulatorias como IL-10 e TGF-B, inibem a ativacdao de macréfagos,
atividade muitas vezes relacionada ao agravamento da infec¢ao por Leishmania spp.
A IL-10 é produzida por uma variedade de células na infeccao, sendo as principais
produtoras as células T reguladoras (Treg), T CD8 +, macréfagos M2, células
dendriticas; porém células Th1, células células B, células NK, e neutréfilos produzem
em pequena quantidade. Esta citocina protege o organismo durante infeccoes
crénicas revertendo o processo de inflamacao intensa (COUPER; BLOUNT; RILEY,
2008; HEDRICH; BREAM, 2010). Por outro lado, pode contribuir para a persisténcia
de microrganismos, agindo diretamente na supressdao de macrofagos e células
dendriticas, prejudicando suas funcdes microbicidas e de apresentagdo de antigenos
além de inibir a ativacdo de células Th1 (SABAT et al., 2010) e de macréfagos M1
(BHATTACHARYA; ALIl, 2013; GANNAVARAM et al 2016). Barral et al., (1993)

reportam que experimentos in vivo, em camundongos infectados em processo de cura
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quando tratados com TGF-B, os parasitos em estado de laténcia foram reativados. A

reativacao da doenca foi acompanhada pelo aumento na producgao de IL-10

O encapsulamento do extrato aquoso do mesocarpo de babagu potencializou
em quase dez vezes, a sua acao anti-Leishmania, sobre as formas promastigotas de
Leishmania amazonensis. Os dados relativos a acgdo anti-Leishmania de
microparticulas do mesocarpo de babacu sao inéditos, embora ndo sejam novos 0s
relatos quanto aos efeitos do extrato em solugdo sobre as formas promastigotas.
Tendo em vista que resultados prévios obtidos por Bezerra et al (2006), também
descreveram a acao anti-promastigotas do extrato aquoso de mesocarpo de babacu.
Curiosamente, nossos resultados mostraram uma melhor eficicia (IC50 -111 pg/mL)
do extrato em solugdo do que esses autores (IC50 > 500 pg/mL), possivelmente,
devido a variagbes na metodologia, incluindo o tempo de incubagéo e a preparagao
do extrato, pois, utilizamos aqui 48 horas de incubacao do extrato com os parasitos,
conforme descrito por De Moura et al., (2014) ao invés de 24 h.

As microparticulas de babagu apresentaram melhor eficacia como agente anti-
Leishmania do que extrato aquoso em solucédo, quando utilizado em culturas de
macréfagos previamente infectados, os quais apresentavam formas amastigotas no
citoplasma. Em geral, os macrofagos infectados estdo suprimidos devido ao aumento
de IL-10 e aos mecanismos de escape da L. amazonensis, 0 que resulta na reducao
de citocinas inflamatdrias Th1 e na baixa produgédo de espécies reativas de oxigénio
(MARTINEZ; PETERSEN, 2014; CABRERA-FUENTES et al 2015). Nossos
resultados mostram que as MMP apresentaram acdo microbicida sobre os
protozoarios e ainda preservaram a ag¢do imunomoduladora do mesocarpo de
babacu, pois a fagocitose dessas MMP reverteu a supressdao ocasionada pela
infeccdo, sugerindo que essas microparticulas tiveram agédo imunomoduladora sobre
a ativacao e polarizacdo de macréfagos para M1, o que resultou no aumento da
producédo de TNF-a e NO e, em contrapartida, na reducéao de IL-10, em decorréncia
da liberagédo lenta do extrato dentro da célula. Esses achados corroboram com alguns
resultados ja descritos quanto a atividade imunomoduladora do extrato de mesocarpo
de babacu sobre a ativagdo de macrofagos (NASCIMENTO et al 2006); na resposta
de camundongos a antigenos de Leishmania (GUERRA et al 2011) ou na sepse

(BARROQUEIRO et al, 2016). Entretanto, sdo os primeiros resultados quanto das
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microparticulas de babacu na polarizagdo de macréfagos M2 para M1, durante a

infeccdo por Leishmania amazonensis.

As microparticulas vazias apresentaram moderada acdo sobre as formas
promastigotas de L. amazonensis, mas nenhuma atividade contra as formas
amastigotas no interior de macrofagos, indicando que a degradacdo das
microparticulas pode interferir na viabilidade e/ou proliferagdo das promastigotas, por
mecanismos que ainda precisam ser elucidados. Segundo Nicolete et al, 2011, as
microparticulas de PLGA, por si sO, provocam instabilidade celular e mudangas no
citoplasma, devido ao seu tamanho (4,5-6,4uM), o que poderia explicar sua acao
sobre as formas promastigotas. Entretanto, quando o mesocarpo de babacu esta
presente na formulacéo, a ativagéo celular é potencializada, o que resulta no aumento
na producéo de mediadores quimicos e citocinas, que auxiliam no processo de morte
ou inibicao da proliferacao do protozoario no citoplasma da célula.

Concentragdes elevadas de citocinas inflamatérias podem promover um efeito
deletério nas células, incluindo necrose e/ou apoptose (BARCINSKY; DOS REIS,
1999). Assim, é possivel inferir que a producédo de citocinas inflamatérias induzida
pelas MMP garantem ndo sé a reversdo da imunossupressao ocasionada pela
infeccdo e a polarizacdo dos macrofagos, mas também protegem as células de
apoptose, sem o risco de efeitos deletérios para a célula, mesmo diante do aumento

na producéo de TNF-a.

Considerando os achados sobre a atividade anti-Leishmania das
microparticulas de babacu - MMP investigamos se a presenca de metabdlitos
secundarios como polifendis estariam envolvidos no mecanismo de ac¢ao da atividade
anti-Leishmania. Segundo Dos Reis et al., 2013, alguns compostos da classe dos
flavondis inibem a enzima arginase, potente alvo terapéutico contra os protozoarios
do género Leishmania, pois participa de rotas envolvidas na proliferacdo e
diferenciacdo destes protozodrios. Avaliamos a atividade da arginase (dados nao
mostrados) nas culturas de macroéfagos infectados e tratados com os dois tipos de
microparticulas, entretanto nenhuma inibicdo foi observada, indicando, ainda que
indiretamente, que nao sao os polifendis os compostos envolvidos na atividade anti-
Leishmania das particulas MMP.
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7 CONCLUSOES:

Com base nos resultados obtidos concluimos que o encapsulamento do extrato
aquoso do mesocarpo de babacgu reduziu a citotoxicidade do extrato para células
normais e potencializou a atividade anti-Leishmania, tanto para formas promastigotas,
como para amastigotas e, adicionalmente, apresentou agdo imunomoduladora sobre
os macrofagos murinos infectados por L. amazonenseis, como anteriormente descrito
para o extrato livre, em decorréncia do efeito sobre a polarizacdo de macréfagos para
o padrdao M1 de ativacéo.

Os dados aqui descritos adquirem especial relevancia se considerarmos que o
grande numero de drogas utilizadas no tratamento da leishmaniose, apresentam
elevada toxicidade e induzem resisténcia do parasito, resultando em ineficacia
terapéutica e em baixa adesdo ao tratamento. Dessa forma, inferimos que a
formulacdo em sistema de microparticulas biodegradaveis contendo mesocarpo de
babacu pode servir como protétipo de novas drogas a serem utilizadas no tratamento

contra a leishmaniose tegumentar.
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Attallea speciosa Mart. (babassu) fruit contains a mesocarp that is rich in carbohydrates with
immunomodulatory effects. The induction of the tolerogenic response is a tumor escape mechanism,
and immunomodulator adjuvants have been studied to reestablish host immunogenicity. This study
evaluates the adjuvant potential of babassu mesocarp carbohydrates in a tumor model. The babassu
mesocarp extraction (BME) yield was 75.54%, and the total sugar concentration was 29.79 mg ml”
containing monosaccharides, reducing sugars, polysaccharides and 0.506 mg ml’ total protein.
Chromatography analysis identified glucose, sucrose and fructose. Sensitization increased the spleen
weight in the tumor group compared with the control, and a comparatively lower frequency of T helper
and higher frequency of B-lymphocytes was also observed. The tumor+BME group had more cytotoxic
T lymphocytes compared with the control. After co-culture with cancer cells, the tumor splenocytes
showed lower proliferation, lower frequency of T helper cells and higher concentrations of interleukin
(IL)-2, IL-6 and IL-10. However, the tumor+BME splenocytes presented results similar to the control,
suggesting a reduction in the regulatory response of the tumor group. These results demonstrated that
BME sensitization with cancer cells modulated an immune response in Balb/c animals, indicating an
immunogenic effect.

Key words: Arecaceae, Aftallea speciosa Mart., adjuvant, carbohydrate, antitumor.

INTRODUCTION
The palm tree Atffallea speciosa Mart, known as carbohydrates (Silva and Parente, 2001) and is popularly

babassu, is a common species in Mortheastern Brazil. used as a health food. Previous studies have
The mesocarp of babassu fruit predominantly consists of demonstrated that the babassu mesocarp has been

O artigo tem 10 folhas.



75



76



77



78



79



80



81



82



83



ANEXO B

NORMAS DA REVISTA ANTIMICROBIAL AGENTS
CHEMOTHERAPY
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