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Resumo

As doencas negligenciadas acometem milhdes de pessoas no mundo todo,
principalmente nas regides subdesenvolvidas, e dentre essas doencas pode
ser citada a doenca de Chagas, a qual possui como agente etiolégico o
Trypanosoma cruzi. O tratamento € baseado nos farmacos benzonidazol e
nifurtimox, que apresentam eficacia limitada e severos efeitos toxicos. Desta
forma, a fim de melhorar a terapia tradicional, existe uma grande busca por
novas alternativas e/ou compostos, por exemplo pela associacdo de
farmacos e também por meio da utilizacdo de novas tecnologias, como € o
caso da nanotecnologia farmacéutica. Assim, o objetivo deste estudo foi de
desenvolver e caracterizar nanoparticulas de copolimero em bloco PEO-PCL
contendo benzonidazol (Bz) associado ao B-carbolinico C4 para avaliacao
da atividade frente ao protozoario T. cruzi. O desenvolvimento das
nanoparticulas de PEO-PCL contendo C4 e Bz foi realizado de maneira
satisfatoria, apresentando didmetro médio de 42,32 nm, indice de
polidispersdo de 0,252 e potencial zeta de -5,76 mV. Frente a linhagem
celular LLC-MK2 e hemécias, as nanoparticulas ndo apresentaram
toxicidade, sendo que quando testadas frente as formas epimastigotas e
tripomastigotas de T. cruzi, as nanoparticulas contendo C4 e Bz
apresentaram atividade apenas contra tripomastigotas, com o ECs, de 21,25
ug/mL. Os resultados obtidos foram promissores, uma vez que o indice de
seletividade das nanoparticulas contendo C4 e Bz foram superiores aos dos
compostos isolados.

Introducao

A doenca de Chagas € causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi,
e estima-se que cerca de 6 a 7 milhdes de pessoas em todo 0 mundo estéo
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infectadas, principalmente na América Latina; no entanto, a doenca vem
sendo cada vez mais encontrada em outros continentes (WHO, 2018). Os
tratamentos disponiveis para a doenca ainda séo restritos, sendo utilizados
comercialmente apenas o benzonidazol (Bz) e nifurtimox, 0s quais possuem
eficicia limitada, especialmente na fase cronica da doenga, apresentando
efeitos colaterais sérios (COURA, 2009).

Algumas substancias como [-carbolinicos atraem pesquisas por
serem de facil acesso e extraidos de diferentes organismos, como plantas e
fungos. O composto tetra-hidro-B-carbolinico N-butil-1-(4-dimetilamino) fenil-
1,2,3,4-tetra-hidro-B-carbolinico-3-carboxamida (C4) apresentou atividade in
vitro em trabalhos anteriores contra T. cruzi. Aléem disso, pesquisas relatam
eficacia na associacéo entre C4 e Bz (VALDEZ et al., 2012).

Dentre os sistemas de liberacdo de drogas, destaca-se a
nanotecnologia, tida como promissora, pois permite o encapsulamento de
drogas hidrofébicas, aumentando a biodisponibilidade e solubilidade
(KUMARI et al., 2010). Deste modo, o objetivo deste estudo foi desenvolver
e caracterizar nanoparticulas contendo C4 associado ao Bz, avaliar sua
atividade anti-Trypanosoma, bem como seu potencial hemolitico.

Materiais e métodos

As nanoparticulas (NPs) foram preparadas pela técnica de
nanoprecipitacao seguido de evaporacgéo do solvente. Uma solug&o orgéanica
de 20 mg/mL de copolimero foi preparada em acetona, na presenca ou ha
auséncia de C4 e Bz (5 mg/mL). A solucao organica foi gotejada sobre 4 mL
de agua Milli-Q® (18.2 Q.cm), sob agitacdo magnética constante de 750
rpm, com uma taxa de gotejamento de 5.08 mL/h. Apos isso, a solugéo foi
mantida em temperatura ambiente por 24 h para a evaporacao da acetona.

As eficiéncias de encapsulacéo (EE %) do C4 e Bz contidos nas NPs
foram determinadas por espectrofotometria UV/Vis, por meio da equacéo da
reta. O C4 e Bz né@o encapsulados foram separados por meio de
filtracao/centrifugacdo. A EE% foi determinada de acordo com a formula: EE
% = (Conc. inicial — Conc. ndo encapsulada) / Conc. inicial X 100.

A caracterizacdo das NPs foi realizada determinando o tamanho
meédio por espalhamento de luz (DLS), indice de polidisperséo e o potencial
zeta (€). Ademais, a morfologia foi analisada por microscopia eletrbnica de
transmissao (MET).

Para determinar a atividade antiproliferativa, formas epimastigotas da
cepa Y de T. cruzi foram tratadas com as NPs vazias e com NPs contendo
C4 e Bz em concentragdes de 10-1000 pug/mL, incubadas a 28 °C por 96 h e
a leitura foi feita pelo método XTT/PMS, determinando a concentracéo
inibitéria de 50% dos parasitos (ICsp). Para determinar a viabilidade das
formas tripomastigotas, as células foram adicionadas a placas de 96 pocos,
tratadas com as NPs (10-1000 pg/mL) e incubadas a 37° C por 24 h; com
isso, foi calculada a concentracéo efetiva em 50% (ECs).

Para avaliar a citotoxicidade das NPs, células LLC-MK2 foram
cultivadas em placas de 96 pocos a 37° C por 24 h, tratadas com as NPs
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(10-1000 pg/mL) e incubadas sob as mesmas condi¢cdes durante 96 h;
determinou-se a concentracéao citotéxica em 50% (CCsp) por meio do método
de MTT. Para avaliar a atividade hemolitica, foram incubadas hemécias com
NPs (50-1000 pg/mL) por 96 h a 37 °C. Depois, foi realizada a leitura do
sobrenadante em 540 nm e a porcentagem de hemolise foi calculada.

Resultados e Discussao

Os parametros obtidos na analise da caracterizacdo das NPs estdo
expressos na Tabela 1.

Tabela 1: Diametro médio, indice de polidispersao e potencial zeta da suspensao de NPs
de copolimero PEO (5000)-PCL (10000) vazias e NPs contendo C4 e Bz.

Parametros NPs com C4 e Bz NPs vazias
Diametro médio (nm) 42,32 +1,33 40,22 +£0,87
indice de polidispersao 0,252 £ 0,007 0,202 £0,02
Potencial zeta (mV) -5,76 £1,47 -5,77 +0,86

Com os resultados obtidos, foi possivel observar que as NPs
demonstraram um perfil monomodal, ou seja, apresentaram uma distribuicéo
de tamanho estreito. Em relacdo ao diametro médio, os valores obtidos por
meio da leitura realizada em DLS foi de 42,32 nm, resultado que corrobora
com os obtidos pelo MET, tendo em vista que por esta técnica foi possivel
visualizar NPs com diametro proximo a 50 nm. O potencial zeta obtido foi
satisfatorio, uma vez que a faixa considerada ideal para NPs na literatura é
de |30] mV. A eficiéncia de encapsulagéo obtida foi de 56%.

A avaliacdo da atividade das NPs frente a T. cruzi esta retratada na
Tabela 2.

Tabela 2. Atividade in vitro das NPs de copolimero PEO (5000)-PCL (10000) vazias e NPs
contendo C4 e Bz frente ao protozoario T. cruzi.

Atividade Citotoxicidade Epimastigota IS Tripomastigota IS
hemolitica LLC-MK2/96 h 1C50/96 h ECs0/24 h
NPs com
C4 e Bz >1000 950 £ 70,71 >1000 ND 21,25+5,3 447
NPs 435+60,62 >1000 >1000 ND  >1000 ND
vazias

Os resultados foram expressos em pg/mL, média + desvio padrdo. O indice de seletividade (IS) foi obtido pela
equagdo: 1S=CCso/ECso.

Pela avaliacédo da citotoxicidade e da atividade hemolitica, foi possivel
observar que as NPs ndo apresentaram toxicidade frente as células
testadas. Ademais, as NPs ndo revelaram atividade contra epimastigotas, a
forma proliferativa do protozoario; entretanto, exibiu atividade contra
tripomastigotas, sendo este um resultado interessante, uma vez que é forma
infectante e de grande interesse para o estudo do T. cruzi. Comparou-se 0s
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efeitos citotdxicos sobre as células LLC-MK2 e a atividade contra
tripomastigotas por meio do indice de seletividade (IS), e o valor obtido foi de
44,7, o qual mostra que as NPs contendo C4 e Bz sdo mais seletivas contra
0 parasita do que contra células de mamiferos. O IS do C4 encapsulado foi
maior do que o IS do C4 livre, o qual apresenta um valor de IS de 10,27
(VALDEZ et al., 2009).

Conclusodes

As NPs de PEO-PCL contendo C4 e Bz foram produzidas de forma
satisfatdria, uma vez que o diametro médio foi reduzido, além de exibirem
um perfil monomodal. Além disso, os resultados obtidos nos testes
biolégicos permitem concluir que as NPs apresentam uma boa atividade
frente a forma tripomastigota de T. cruzi, e ndo apresentam citotoxicidade
frente as células LLC-MK2 e hemécias. Sendo assim, o sistema de NPs de
PEO-PCL contendo C4 e Bz pode ser promissor.
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