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Resumo:

A doenca de Chagas é causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi e €
uma endemia mundial. Tratamentos convencionais sao utilizados, porém sao
restritos para a fase aguda da doenca, além de serem tdxicos para o
organismo. Por isso, novas alternativas estdo em desenvolvimento para a
melhora da terapéutica, sendo uma delas a utilizacdo de micro e
nanoparticulas contendo uma combinacdo de farmacos. Neste trabalho
serdo apresentadas a producgdo, caracterizagao, atividade antitripanossoma
e avaliacdo do potencial hemolitico da suspensdo de nanoparticulas a partir
do copolimero em bloco PEO-PLA, contendo as substancias benzonidazol
(BZD) e B-carbolinico em comparacao com as drogas livres.

Introducao

De endemia sul-americana, a doenca de Chagas € considerada a doenca
parasitaria com alta taxa de mortalidade no mundo, com cerca de 10 milhdes
de casos de infeccéo e 14 mil mortes por ano. E uma doenca negligenciada,
por atingir as comunidades mais pobres.t O agente etioldgico é o protozoario
Trypanosoma cruzi, que no hospedeiro vertebrado se encontra na forma
intracelular amastigosta e extracelular tripomastigota. O individuo se infecta
apos a picada do inseto triatomineo, vetor da doenca. No inicio da infeccéo,
a carga parasitaria € muito alta, podendo ocorrer morte (fase aguda). Ja na
fase crénica da doenca, o numero de parasitas € menor. O tratamento
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estabelecido para esta enfermidade sdo os medicamentos Benzonidazol
(Rochagan®) e Nifurtimox (Lampit®). Ainda que efetivos na fase aguda, ndo
sdo eficazes na fase crbnica da doenca, além de serem toxicos para o
organismo.2 Portanto, novos meétodos estdo sendo utilizados para otimizar o
tratamento, e um deles é a utilizagdo de micro e nanoparticulas.3

Sendo assim, este estudo foi realizado visando uma alternativa para
melhorar o tratamento da doenca de Chagas. As nanoparticulas neste
estudo sao feitas a base de copolimero em bloco, PEO(2000) - PLA(1400),
contendo as substancias benzonidazol (BZD) e N-butil-1-(4-dimetilamino)fenil-
1,2,3,4-tetrahidro-g-carbolinico-3-carboxamida (B-carbolinico). Foram
preparadas por nanoprecipitacdo, realizados testes de caracterizacdo e de
atividade do farmaco.

Materiais e métodos

Na preparacéo das nanoparticulas, foi utilizado 6 mg do polimero PEO(2000) -
PLA(1400), 0,6 mg de benzonidazol, 0,6 mg do B-carbolinico e 3 mL de
acetona P.A. A solucédo foi agitada por 24 h a 400 rpm. ApOs esse processo,
esta solucdo foi gotejada em 4 ml de agua Milli-Q, ocorrendo a
nanoprecipitacdo das particulas. A solugcdo com nanopatrticulas foi agitada em
700 rpm até evaporacdo completa da acetona.

Para a caracterizacdo, foi determinado o tamanho médio das nanopatrticulas
por dispersdo dindmica da Iluz (DLS), potencial zeta ({) e indice de
polidispersdo por Zetasizer Nano Série (Malvern Instruments,
Worcestershire, UK). Sua morfologia foi analisada por microscopia eletronica
de transmissédo (JEOL JM 1400 TEM).

Para o ensaio antiproliferativo monitorado, um inéculo inicial de 1x10° células/ml
em meio de LIT de formas epimastigotas de Trypanosoma cruzi, foram
colocadas em placa de 24 pocos estéreis na presenca de varias concentracoes
da solucéo de nanoparticulas, e dos farmacos associados livres (50; 10; 5; 1;
0,1 pg/ml). O crescimento foi avaliado através da contagem em camara de
Neubauer apés 24, 48, 72 e 96 h de incubacgéo. A atividade antitripanossoma
foi expressa através do percentual de inibicdo de crescimento em relacdo ao
controle. O ensaio de parasitas viaveis foi realizado com formas tripomastigotas
de Trypanosoma cruzi, com um indculo inicial de 2x10° células/ml em meio
DMEM. Foram usadas as concentracdes de 20; 10; 5; 1 e 0,1 pg/ml da
suspensdo de nanoparticulas, dos farmacos associados livres, e do
benzonidazol. A contagem de tripomastigotas viaveis foi feita apds 24 h de
incubacao.

Por fim, o ensaio de hemdlise foi realizado com sangue do tipo O+, testando a
formulacdo nas concentracdes de 128, 64, 32 e 16 pg/ml. Os resultados foram
obtidos por espectrofotometro em placa (BIO TEK - Power Wave - XS).
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Resultados e Discussao

O tamanho das particulas foi de 194,6 nm, sendo este o resultado da média de
trés leituras pela técnica do DLS. O Potencial Zeta foi de +5,40 mV. E o indice
de polidisperséo foi 0,211. As imagens obtidas pela Microscopia Eletronica de
Transmissao (MET) mostram a morfologia esférica das nanoparticulas.

A Tabela abaixo apresenta o resultado do antiproliferativo monitorado. O
experimento realizado apresentou resultados semelhantes entre a suspenséao
de nanoparticulas e a substancia livre. Mais testes sdo necessarios para
confirmar este resultado.

Tabela 01: Ensaio antiproliferativo monitorado sobre as formas epimastigotas de Trypanosoma
cruzi do benzonidazol e B-carbolinico, e dos dois compostos encapsulados em nanoparticulas
de PEO(2000) — PLA (1400)

Tempo Suspenséo de Benzonidazol + B-carbolinico
(h) nanoparticulas
ICs0 (ug/ml)
ICso (pg/ml)

24 35 47
48 9 74
72 3,5 31
96 3,3 3,7

A suspensdo de nanoparticulas se mostrou mais eficaz no experimento de
viabilidade, pois foi necessaria uma concentracdo menor (ECs0=1,26 +1,6
pg/ml) para matar 50% das formas tripomastigotas do T. cruzi quando
comparada com as substancias livres (Benzonidazol ECs=1,8 +1,47ug/ml, e
Benzonidazol+B-carbolinico ECso=2,36 +0,72ug/ml).

Na hemodlise, os compostos B-carbolinico, Benzonidazol, Benzonidazol + [3-
carbolinico, e a suspensdo de nanoparticulas apresentou hemdlise inferior a
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2%, ou seja, tanto a suspensdo de nanoparticulas quanto a droga livre ndo
causa danos significativos para as hemaceas.

Conclusodes

Os estudos na literatura mostram que o0 emprego de sistemas
nanoestruturados como carreadores de substancias ativas para o tratamento
da doenca de Chagas é uma alternativa. Neste trabalho foi demonstrada a
atividade antitripanossoma in vitro da suspensao de nanoparticulas contendo
Benzonidazol e B-carbolinico, porém, mais estudos sdo necessarios para
comprovar sua eficacia frente ao T.cruzi.
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