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INTRODUCAO

O Trypanossoma cruzi € o agente etioldgico da Doenca de Chagas, transmitido
principalmente pela picada do inseto Triatoma infestans popularmente conhecido como
Barbeiro. Atualmente cerca de oito milhGes de pessoas estdo infectadas em paises da
América Latina onde a maior preocupacdo é o desenvolvimento de cardiomiopatias. O
tratamento € realizado quase exclusivamente com Benznidazol (Rochagan), o qual se
mostrou eficaz apenas na fase aguda da doenca. Apesar da quantidade de pessoas
infectadas, ha poucos estudos sobre o desenvolvimento de drogas para este parasita,
principalmente para a fase cronica da doenga. Nosso Grupo de Pesquisas em
Organometalicos, do Centro Interdisciplinar de Investigacdo Bioquimica da Universidade
de Mogi das Cruzes tem conseguido inumeros avancos na elucidacdo mecanistica e no
“design” de novas drogas organometalicas envolvendo compostos paladaciclos com
propriedades antitumorais e antiparasitarias (CAIRES et. al., 2008).

OBJETIVOS

Uma das grandes dificuldades de aplicacdo do paladaciclo descrito, no combate a doenca
de Chagas é o seu carater hidrofobico. Assim sendo, este trabalho teve como objetivo o
desenvolvimento de formulac@es eficazes da droga por via oral e transdérmica.

METODOLOGIA

Iniciamos os experimentos utilizando como primeira formulagdo Dimetilsulfoxido (DMSO
- 1%), Ester graxo (Mygliol 810 — 49%), Acido graxo (Acido Oléico) (ADACHI et. al.,
1993) e a droga 7A (Paladaciclo) na concentragdo de 1mg/ml da emulsdo resultante. Para a
preparacdo da emulsdo pesou-se 10 mg do composto 7A que foram dispersos em uma
mistura de solventes 10 ml de &cido oléico, 10 ml de Mygliol 810 e 200 microlitros de
DMSO. A mistura foi agitada em Vortex e banho de ultra-som de formas alternadas até a
obtencdo de wuma suspensdo homogénea, no tempo de aproximadamente 30
minutos.Ensaios bioldgicos por via cutanea e oral foram entdo realizados. Utilizaram-se 5
camundongos Balb/C fémeas para cada grupo de estudo.Em um primeiro grupo, colocamos



48 microlitros da suspensdo, em contato com o dorso do camundongo. No segundo grupo,
aplicamos a mesma dose do veiculo 1 por via oral (gavagem) para uma comparagdo de
toxicidade. Em ambos os casos grupos controle foram utilizados. Aguardaram-se trinta
minutos para a realizacdo da infecgdo. Ap6s esse periodo, introduzimos 500 parasitas na
forma tripomastigota e acompanhamos a mortalidade durante 28 dias. Em um segundo
experimento foram utilizados 4 camundongos Balb/C para cada grupo de estudo e a
seguinte formulacdo: Pomada 1 ( 250mg de lecitina de soja, 10mg da droga 7A e 200mg de
acido oléico; Pomada 2 ( 250mg de lecitina, 10mg da droga 7A, 20mg de Fosfoetanolamina
e 200mg de acido oléico), e realizada a raspagem do pélo na regido dorsal. Infectaram-se
500 parasitas na forma tripomastigota e ap6s trinta minutos, aplicamos a pomada | na
regido dorsal, protegendo o local com um band-aid e fita adesiva. O mesmo fizemos com a
pomada Il e com o grupo controle e acompanhamos a morte durante 18 dias. Ja no terceiro
experimento, formulamos um novo veiculo para ser testado juntamente com a droga 7A por
via oral. Para isso, utilizamos soro de leite doce liofilizado livre de gordura. Para dissolucao
do po6 foi adicionado 10g do p6 concentrado em 100 ml de agua destilada e solubilizado a
temperatura ambiente em um homogeneizador a 200rpm por 1h. A quitosana empregada
para heterocoagulacdo foi de média massa molar com 75-85% de grau de desacetilagdo e
viscosidade de 200-800 cPs (Sigma-Aldrich 44.887-7). A quitosana foi solubilizada em
homogeinizador de hélice a velocidade de 2000 rpm. O polissacarideo juntamente com
4cido citrico P.A (0,4mg.ml™) foram adicionados em agua destilada a temperatura ambiente
sob agitacdo por 24horas. Apo0s esta etapa, a solucdo de quitosana foi adicionada ao soro de
leite previamente diluido ( 25 +/- 1°C) numa proporcdo de 1:1 com o objetivo de obter os
complexos protéicos. A precipitacdo das fracGes protéicas do soro de leite, foram feitas
através de ajuste de ph com NAOH até o valor de 4,5. Apds esse processo a solucdo foi
mantida em agitacdo por 10 minutos e em seguida mantida em repouso por 20 minutos até a
formacéo de precipitado. A solucéo foi centrifugada a 4 °C por 10 minutos e 300rpm, onde
0 sobrenadante foi descartado. O sélido restante foi redissolvido em 60ml de agua,
obtendo-se assim o veiculo pretendido.ApGs obtermos o veiculo iniciamos novos
experimentos, com o objetivo de verificar os beneficios da via transdérmica e com isso,
viabilizar o paladaciclo bifosfinico para o tratamento da doenca de Chagas. Primeiramente,
infectamos 5 camundongos para cada grupo com 500 parasitas na forma tripomastigota.
Apdbs o primeiro dia da infeccdo, aplicamos o veiculo por via oral (gavagem) em um
primeiro grupo, o veiculo e a droga 7A em um segundo grupo, droga 7A no terceiro grupo,
e no quarto (controle), apenas o veiculo. Observamos a mortalidade durante 28 dias. Foi
utilizado 100UL da droga 7A na concentracdo de 50UM.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Em relacdo aos resultados bioldgicos obtidos, verificamos no experimentol que o veiculo
por via oral gerou uma maior sobrevida nos camundongos, mostrando ser uma via
promissora para a droga 7A (17dia = 60% de sobrevida; 18dia = 20% de sobrevida; 19dia —
0% de sobrevida) comparada ao controle (17dia = 80% de sobrevida; 18dia = 0% de
sobrevida) e a via cutanea (17dia = 80% de sobrevida; 18dia = 0% de sobrevida). Ja no
segundo experimento, a Pomada | foi a que apresentou melhor eficacia (17dia = 25% de
sobrevida; 18dia = 0% de sobrevida), quando comparada a Pomada Il (15dia= 75% de
sobrevida; 16dia = 0% de sobrevida) e ao grupo controle (15dia = 75% de sobrevida; 16dia
= 0% de sobrevida), porém gerou efeito adverso, como lesbes cutaneas de



aproximadamente 0,5x 0,5 cm; hiperemiadas, demonstrando mais uma vez que nao € a
melhor via.

Finalmente, no terceiro experimentos encontramos resultados surpreendentes e satisfatorios
demonstrando que a melhor sobrevida ocorreu no grupo em que foi aplicada a droga 7A
juntamente com o veiculo (16dia = 60% de sobrevida; 22dia = 40% de sobrevida; 26dia =
20% de sobrevida; 28dia = 0% de sobrevida). Veiculo (14dia = 60% de sobrevida; 15dia =
0% de sobrevida); Droga 72 (14dia = 80% de sobrevida; 15dia = 0% de sobrevida);
Controle (14dia = 60% de sobrevida; 15dia = 0% de sobrevida).

CONCLUSOES

Através desses ensaios bioldgicos, concluimos que a formulagdo transdérmica de nosso
composto 7A, ndo é viavel ao nosso projeto devido a sua baixa efetividade (Pomada I -
17dia = 25% de sobrevida; 18dia = 0% de sobrevida; Pomada I1- 15dia= 75% de sobrevida;
16dia = 0% de sobrevida) e por causar lesGes cutdneas extensas importantes. Do ponto de
vista das formulagdes orais, esta se mostra mais eficaz (17 dia = 60% de sobrevida; 18 dia
= 20% de sobrevida; 19 dia — 0% de sobrevida) e nos convida a realizacdo de outros
experimentos, para testar ndo somente sua eficiéncia, como também seus possiveis efeitos
adversos (nefrotoxicidade). Esses serdo nossos proximos desafios, pois 0 maior ja esta
comprovado.
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