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RESUMO

PAIXAO, J. S. Nanoformulagdes desenvolvidas para encapsulagio de
miltefosina: uma revisdo. 2025. 65 f. Trabalho de Conclusdo de Curso de Farmacia-
Bioquimica — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas — Universidade de Sao Paulo,
Séo Paulo, 2025.

Palavras-chave: leishmaniose; miltefosina; nanotecnologia; nanoformulagéo

A leishmaniose é uma doenga tropical endémica e negligenciada que afeta
principalmente populagdes em situacao de vulnerabilidade socioeconémica. Segundo
a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), mais de 12 milhdes de pessoas estado
infectadas no mundo, e, quando ndo tratada, a doenga pode ser fatal em até 90% dos
casos. No Brasil, o Sistema Unico de Saude (SUS) oferece gratuitamente o tratamento
das formas cutanea e visceral com antimoniato de meglumina e anfotericina B (AmB),
ambos de administracao parenteral. Entretanto, esses tratamentos exigem superviséo
médica, monitoramento continuo e, em alguns casos, internacdo - dificultando o
acesso entre populagdes carentes. A miltefosina, um alquilfosfolipidio sintético com
estrutura anfifilica, foi recentemente incorporada ao SUS para o tratamento da
leishmaniose tegumentar, em capsulas de 10 mg e 50 mg. Por ser de uso oral,
apresenta vantagem sobre os tratamentos parenterais. Contudo, seu uso esta
frequentemente associado a efeitos adversos leves, como nauseas, vémitos e
diarreia, além de sintomas incomuns, como dor epigastrica, anorexia e sonoléncia.
Quando administrada por via parenteral, pode causar hemodlise. Assim, a
nanotecnologia surgiu como estratégia promissora para aprimorar as propriedades
fisico-quimicas, farmacocinéticas e farmacodindmicas dos farmacos. Ao melhorar
parametros como solubilidade, biodisponibilidade, estabilidade e perfil de segurancga,
0s nanocarreadores podem superar limitagdes importantes associadas aos
medicamentos convencionais. Nesse contexto, o presente estudo tem como objetivo
revisar a literatura cientifica nacional e internacional acerca do uso de abordagens
baseadas em nanotecnologia para a encapsulagao da miltefosina, com o intuito de
potencializar sua eficacia terapéutica e reduzir os efeitos adversos no tratamento da
leishmaniose. Apds analisar estudos com miltefosina incorporada em diferentes
nanoestruturas, como lipossomas, micelas, lipoplexos, nanoparticulas,
microparticulas, nanoquelatos, nanofibras, nanoniossomas, transferossomas e
nanovesiculas verificou-se que a nanotecnologia potencializa sua agao terapéutica,
aumentando a eficacia e reduzindo os efeitos adversos. Ademais, a miltefosina,
quando veiculada por nanocarreadores ou usada como adjuvante, demonstrou
melhora significativa no tratamento de doengas como esquistossomose e em
linhagens tumorais. Assim, o uso dessas estratégias nanotecnoldgicas representa um
avanco importante para ampliar o espectro de acado e a seguranga do farmaco em
diferentes contextos terapéuticos.



ABSTRACT

PAIXAO, J. S. Development of nanoformulations for miltefosine encapsulation:
a review. 2025. Pharmacy-Biochemistry Course Completion Work — Faculty of
Pharmaceutical Sciences — University of Sdo Paulo, Sao Paulo, 2025.

Keywords: Leishmaniasis; miltefosine; nanotechnology; nanoformulation.

Leishmaniasis is a neglected endemic tropical disease that primarily affects
impoverished populations and individuals living in conditions of socioeconomic
vulnerability. According to the World Health Organization (WHO), more than 12 million
people are currently infected worldwide, and if left untreated, the disease can be fatal
in up to 90% of cases. In Brazil, the Unified Health System (SUS) provides free
treatment for both cutaneous and visceral forms of leishmaniasis using parenteral
formulations of meglumine antimoniate and amphotericin B (AmB). However, these
treatments require medical supervision, continuous monitoring and, in some cases,
hospitalization—factors that hinder access for underserved populations. Miltefosine, a
synthetic alkylphospholipid with an amphiphilic structure, was recently incorporated
into SUS for the treatment of tegumentary leishmaniasis, available in 10 mg and 50
mg oral capsules. Due to its oral administration, it presents an advantage over
parenteral therapies. Nevertheless, its use is frequently associated with mild adverse
effects such as nausea, vomiting, and diarrhea, as well as less common symptoms
including epigastric pain, anorexia, and drowsiness. When administered parenterally,
miltefosine may cause hemolysis. In this context, nanotechnology has emerged as a
promising strategy to enhance the physicochemical, pharmacokinetic, and
pharmacodynamic properties of pharmaceutical agents. By improving parameters
such as solubility, bioavailability, stability, and safety profile, nanocarriers can
overcome major limitations associated with conventional drug formulations. Therefore,
the aim of this study is to review national and international scientific literature
addressing the use of nanotechnology-based approaches for the encapsulation of
miltefosine, with the goal of enhancing its therapeutic efficacy and reducing adverse
effects in the treatment of leishmaniasis. After analyzing studies involving miltefosine
incorporated into liposomes, micelles, lipoplexes, nanoparticles, microparticles,
nanochelates, nanofibers, nanoniosomes, transferosomes, and nanovesicles, it
became evident that the use of nanotechnology can enhance the therapeutic effects
of the drug, increasing its efficacy and reducing undesirable effects. Furthermore,
miltefosine delivered by nanocarrier systems demonstrated significant improvement in
the therapeutic activity of the treatment of other diseases, in addition to presenting
good results when used as a membrane component or as an adjuvant. Thus, it is clear
that the application of different nanotechnological strategies represents an important
advance in expanding the spectrum of action and safety of miltefosine in different
therapeutic contexts.
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1 Introducao

A leishmaniose € uma doenca parasitaria caracteristica endémica em paises
tropicais subdesenvolvidos ou em desenvolvimento. E transmitida pelo mosquito palha
infectado por protozoarios do género Leishmania, vetor da leishmaniose. A doenga
apresenta duas formas: a forma cutédnea ou tegumentar, caracterizada por feridas
expostas na pele e mucosas semelhantes a ulceras, e a forma visceral ou calazar que
acomete orgaos internos, e que pode levar o individuo a 6bito (Brasil, 2017). De
acordo com a Organizagdo Panamericana de Saude (OPAS, [s.d.]) a leishmaniose
afeta quatro principais regidées socioeconomicamente desfavorecidas: as Américas, a
Africa Oriental, o Norte de Africa e a Asia Ocidental e Sudeste Asiatico, tendo mais de
12 milhdes de infectados ao redor do mundo. Dentre todos os casos mundiais
notificados, 85% dos casos de leishmaniose cutdnea estdo concentrados em paises
Sul-Americanos: Brasil, Colébmbia e Peru.

No Brasil, todo o tratamento de leishmaniose € disponibilizado gratuitamente
pelo Sistema Unico de Saude (SUS). O tratamento oferecido conta com
medicamentos especificos a base de antiménio, como o antimoniato de meglumina,
administrado na forma intravenosa ou intramuscular, e outros farmacos, como a
anfotericina B e anfotericina B lipossomal, o isetionato e a pentoxifilina como terapia
adjuvante, todos de carater parenteral com administragdo intravenosa ou
intramuscular. Tais terapias causam, no entanto, efeitos indesejados nos pacientes,
além de serem potenciais hepatdxicos, cardiotoxicos e nefrotoxicos. Além disso,
esses farmacos ndo sao recomendados para gestantes, uma vez que atravessam a
barreira placentaria (Brasil, 2017).

Por conta de suas caracteristicas antitumorais, inicialmente a miltefosina foi
utilizada como tratamento tépico de metastases cutaneas do cancer de mama. Em
2002, porém, foi registrada pela india para tratamento de leishmaniose visceral,
sendo, entao, reposicionada para o tratamento de leishmaniose (Brasil, 2017). Assim,
em 2018, a miltefosina foi incorporada no SUS, tornando-se a primeira opcéao de
tratamento via oral para a leishmaniose tegumentar (BRASIL, 2018).

A miltefosina pode apresentar, no entanto, efeitos gastrointestinais dose-

dependente indesejaveis como vOmito, diarreia e nausea, além de redugdo na
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penetracao de barreiras lipidicas, diminuindo sua eficiéncia terapéutica. Pensando em
controlar tais desafios, o uso de sistemas carreadores de nanoformulagdes podem
contribuir para a melhoria do sistema de entrega de farmaco, melhorar a
penetrabilidade em barreiras e reduzir efeitos adversos.

Embora o uso da nanotecnologia em farmacos seja recente e crescente, os
estudos demonstram que farmacos nanoestruturados apresentam melhores
resultados na resposta terapéutica. O primeiro nanofarmaco aprovado para uso pela
Food and Drug Administration (FDA) data de 1995. Trata-se da doxorrubicina
lipossomal peguilada, que se baseia em principios como tempo prolongado de
circulacao, carga estavel de doxorrubicina e desvio do sistema fagocitario, em virtude
do uso de ferramentas nanotecnoldgicas, para combater tumores (Barenholz, 2012).
Desse modo, desenvolver e produzir nanoformulagdes envolvendo a miltefosina é de

grande interesse para o futuro do tratamento da leishmaniose no Brasil.

2 Objetivo

Este projeto tem como objetivo avaliar artigos cientificos envolvendo a
encapsulacdo da miltefosina em nanoformulagbées visando ao aprimoramento de
propriedades farmacocinética e farmacodinamicas, bem como a manutencio ou a

melhoria na eficacia terapéutica do ativo.

3 Material e Métodos

Foi realizada analise de base de dados como Scielo, NCBI, PubMed e Web of
Science para busca e analise de artigos cientificos a fim de obter informacgdes cruciais,
como tipo de nanoformulagao, composi¢ao da nanoformulacdo, tamanho de particula,
indice de polidispersao, potencial Zeta, morfologia, propriedade farmacocinética e
propriedades farmacodinamicas modificadas (quando aplicavel). Para a busca dos
artigos nas bases utilizaram-se palavras-chave em associagdo como

“nanoformulation”, “miltefosine”, “nano*”, "nanostruture", "hexadecylphosphocholine"
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e "nm". As informagdes coletadas foram alocadas em planilhas e, a partir destas,
foram construidos graficos e figuras analisados e discutidos a seguir.

Além disso, também houve busca de informacgdes sobre a leishmaniose através
de base de dados, como a Biblioteca Virtual em Saude, sites oficiais como Ministério
da Saude e Organizacdo Mundial da Saude, além de busca em repositorios de

universidades e Estados brasileiros.

4 Resultados e Discussao

4.1 A doencga: leishmaniose

A leishmaniose € uma doenga infecciosa e ndo contagiosa causada por
protozoarios intracelulares obrigatérios do género Leishmania e da familia
Trypanosomatidae (tripanossomideos). A doencga é transmitida a partir de insetos
hematofagos fémea (flebotomineos) infectados, conhecidos popularmente como
mosquito palha, asa branca ou birigui (cf. Figura 1). Tais insetos s&o bem pequenos,
cerca de 2 a 3 mm de comprimento, com coloragdo amarelada e sido capazes de
atravessar telas e mosqueteiros. A transmissao ao ser humano ocorre quando o
mosquito, que picou um animal infectado, ataca um ser humano sadio, transmitindo o
protozoario. Nesse caso, 0s animais silvestres (como raposas e ratos) e/ou
domésticos (como cachorro e gatos), podem ser considerados reservatorios da
leishmaniose. No entanto, ndo existem evidéncias cientificas claras do papel dos
animais na transmissao da leishmaniose, sendo entdo considerados reservatério-
acidentais do protozoario (Brasil, [s. d.]). Existem duas formas de manifestacéo da
leishmaniose, sendo elas a de forma cutanea ou tegumentar e forma visceral.

e Leishmaniose cutanea ou tegumentar: causa lesdées na pele e mucosas, sendo
mais comum no nariz, garganta e boca, e esta associada a sete espécies de
leishmania, sendo as mais importantes Leishmania (Leishmania) amazonensis,
L. (Viannia) guyanensis e L. (V.) braziliensis. As lesdes podem ser unicas,
difusas e/ou disseminadas e com aspecto de ulcera, podendo ser indolor. O

diagndstico é feito a partir de exames parasitolégicos com apoio e confirmagao
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do exame laboratorial. Além disso, o tempo de incubagao pode variar de dois a
trés meses (Brasil, 2017).

e Leishmaniose visceral ou calazar: € uma doenga crénica e sistémica causada
por protozoarios intracelulares do género Leishmania, sendo a principal
causadora a Leishmania chagasi. Os infectados apresentam sintomas como
febre de longa duragdo, aumento do tamanho do figado e bago, perda de peso
e fraqueza, associados a anemia. O diagndstico € imunoldgico, a partir de
achados de anticorpos antileishmania, e parasitolégico, com achados de

amastigotas do parasita (Brasil, [s. d.]).

Figura 1: Imagem representativa de: (A) mosquito-palha; (B) lesbes causadas por leishmaniose
cutanea.

Fonte: Brasil, [s. d.], adaptado.

4.2 Ciclo de transmissao

O ciclo de vida da leishmaniose € complexo e envolve interagbes entre o
parasita, os vetores e os hospedeiros. A Figura 2 ilustra esquematicamente o ciclo de
transmissao da leishmaniose. A transmissao inicia-se quando o vetor infectado pica o
hospedeiro, inoculando promastigotas (forma flagelada e infecciosa) na pele. Esses
protozoarios sdo fagocitados por macrofagos, transformando-se em amastigotas
(forma tecidual, sem flagelo), que se multiplicam e infectam outras células fagociticas,
disseminando a infec¢gdo. Quando um novo mosquito pica o hospedeiro, ingere os
protozoarios na forma amastigota (presentes em células infectadas), que se
transformam na fase promastigotas no intestino do vetor. Essas formas se multiplicam
por divisdo binaria, migram para a probdscide do mosquito e, ao ocorrer nova picada,
o ciclo é reiniciado (CDC, 2024).
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Figura 2: Esquema representativo do ciclo de transmissao da leishmaniose.

Ciclo no flebotomineo - Ciclo no ser humano
mosquito (vetor) | (hospedeiro)
o Picada do mosquito (que .
injeta promastigotas na pele o Promastigotas sdo

fagocitados por
macréfagos ou

outras células do
sistema fagocitico
mononuclear

Promastigotas de
transformam em
amastigotas !

o,

0 3 .5":—3

©5
) :
® @ & > Amastigotas se multiplicam em
[ A \ células de varios tecidos e infectam
= p outras células

Ingestdo de
6 o bo A

células
parasitadas

Promastigotas se

dividem no intestino e -
e migram para a / 4
probéscide A

.

Amastigotas se transformam em
promastigotas no intestino

—/

o Picada do mosquito (que ingere
macréfagos infectados com amastigotas
A = Estagio infeccioso

A = Est4gio de diagnéstico

Fonte: CDC, 2024, adaptado.

4.3 A miltefosina

4.3.1 Cenario atual da miltefosina

No Brasil, nao ha registro sanitario ativo para a miltefosina na ANVISA, fato que
faz com que seja importada exclusivamente pelo Ministério da Saude através da
OPAS/OMS. O farmaco € oriundo da Alemanha, onde a empresa Paesel & Lorei
GmbH & Co. possui licenga de comercializagao. No Brasil, a sua comercializagéo e
distribuigéo pelo Ministério da Saude é feita sob 0 nome de Impavido®. Para atender
as necessidades de legislagao brasileira, a miltefosina adquirida passa por processo
de reembalagem pelo Instituto de Tecnologia em Farmacos (Farmanguinhos), uma
parceria entre o Ministério da Saude e a Fundagédo Osvaldo Cruz (Fiocruz), sendo
disponibilizada pelo SUS em embalagem secundaria contendo 42 capsulas totais com
50 mg de miltefosina cada, sendo uma caixa com 6 blisteres, contendo 7 capsulas
cada (Brasil, 2020).
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Ja no ambito veterinario, a miltefosina € comercializada pela empresa Virbrac
Saude Animal, com o nome comercial de Milteforan®, com indicagao de tratamento
de leishmaniose visceral canina, de acordo com a Nota Técnica Conjunta n° 001/2016
MAPA/MS (Brasil, 2016). O medicamento tem venda restrita para uso veterinario
controlado e tem apresentacdes em frascos de 30 mL, 60 mL e 90 mL.

Como mencionado anteriormente, antes de ser reposicionada para tratamento
de leishmaniose, a miltefosina era comercializada pelo nome de Miltex®, com
indicacédo de tratamento tépico para lesdes cutdneas decorrentes de metastase de
cancer de mama. Porém, o registro do medicamento no Brasil pela Asta Médica Ltda
expirou em 2006, e desde entdo o medicamento foi descontinuado, nao estando mais
disponivel para comercializagdo (ANVISA, 2025).

O interesse pelo estudo da miltefosina iniciou-se por conta da atividade
antitumoral do farmaco. Até pouco antes dos anos 2000, a maioria dos estudos era
focada na atividade antineoplasica da miltefosina e sua interagdo com o sistema
fagocitario. A partir de 2000, observou-se aumento de artigos cientificos publicados
correlacionando a miltefosina com a atividade antileishmania em nanocarreadores. O
grafico abaixo mostra a quantidade de artigos publicados/ano a partir dos artigos

selecionados para essa revisao.

Grafico 1: Representagado da quantidade de estudos cientificos publicados por ano, relacionados ao
tema de nanoformulagdes para encapsulagéao de miltefosina.
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Fonte: Autora.
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4.3.2 Caracteristicas, propriedades e mecanismo de agao

A miltefosina € um alquilfosfolipideo (APL) e pertence a classe das
alquilfosfocolinas (APC), um grupo de ésteres de fosfocolina derivados de alcool
alifaticos de cadeia longa. E uma molécula anfifilica e zwiteriénica, contendo um grupo
amino carregado positivamente e um grupo fosforil carregado com carga negativa
(Dorlo et al., 2012).

Dentro do grupo da alquilfosfocolina, a miltefosina se enquadra como
hexadecilfosfocolina (HePC) em razdo da estrutura com 16 atomos de carbono.
Existem outras classificagdes dentro do grupo das APCs, como octadecilfosfocolina
(OPC), contendo 18 carbonos na estrutura, e eicosanilfosfocolina (EPC), com 20
carbonos na cadeia carbénica.

A estrutura quimica da miltefosina, mostrada na Figura 3, assemelha-se a
componentes lipidicos de membranas celulares e pode estar relacionada com
possiveis mecanismos de acdo do farmaco contra atividade leishmania e tumoral
(Dorlo et al., 2012)

Figura 3: Representacao da estrutura quimica da miltefosina.
0

_.o,\/\N/
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0
Fonte: Pubchem (2025).

O mecanismo de acédo da miltefosina contra a leishmania ainda ndo € bem
estabelecida, mas alguns mecanismos sao estudados e descritos, como: inibicdo da
biosssintese de componentes da membrana celular, como a fosfatidilcolina (Urbina,
2006), inibicdo do citocromo C oxidase, interferindo no metabolismo mitocondrial
(Luque-Ortega; Rivas, 2007), inibigdo da proteina quinase C (Tanabe, 2011), indugéo
de morte semelhante a apoptose (Paris et al., 2004). Estudos mais recentes
demonstram que a miltefosina também pode estar envolvida em mecanismo de
interrupcao da homeostase do calcio em tripanossomatideos, levando o parasita a
morte (Pinto-Martinez et al., 2018). A Figura 4 ilustra alguns dos mecanismos de agao

propostos para a miltefosina.
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Figura 4: Mecanismos de agéo propostos para a atividade antileshmania da miltefosina.
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Fonte: Dorlo et al., 2012, adaptado.

4.3.3 Miltefosina e sistema fagocitario

Retomando ao ciclo de transmissao da leishmania retratado na Figura 2, é
possivel visualizar que o protozoario infecta células do sistema fagocitario,
precisamente macréfagos, para que ocorra a passagem da fase promastigota para
amastigota (CDC, 2024). Tendo em vista a necessidade dessa fase intracelular
obrigatdria, € importante que a miltefosina seja absorvida pelos macrofagos infectados
para agir diretamente sobre o protozoario, causando efeito antileishmania. Além disso,
a miltefosina pode induzir resposta fagocitaria para produgdo de citocinas pro-
inflamatorias, espécie reativa e oxigénio e NO para combater o parasita (Zeisig et
al.,1996; Tripathi et al., 2017; Dar et al., 2019).
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4.3.4 Miltefosina e hemolise

A administragdo de miltefosina é indicada via oral (VO) na dose maxima diaria
de 150 mg (3 comprimidos). Quando aplicada por via intravenosa (IV) causa hemalise,
uma vez que por ser um APL de carater anfifilico, a miltefosina forma estruturas
semelhantes a micelas que interagem com a membrana celular dos eritrécitos e
resulta em solubilizacdo e ruptura da membrana plasmatica, causando ruptura
(Moreira et al., 2013). Por esse motivo, sistemas nanocarreadores sao estudados para
contornar o efeito hemolitico da miltefosina e propiciar formulacbes adequadas para

possivel tratamento intravenoso.

4.4 Caracteristicas das nanoformulagées

As caracteristicas fisicas das nanoparticulas em sistemas coloidais sao de
suma importancia, tanto para obtencdo de uma formulacdo adequada quanto para
eficiéncia final do medicamento. Tais propriedades estéo intrinsicamente relacionadas
com a atividade farmacocinética e farmacodinadmica, bem como eficiéncia terapéutica
das nanoparticulas. A partir da pesquisa dos artigos cientificos, parametros
importantes foram analisados, tais como:

e Tamanho de particula: pode variar de acordo com a agéncia regulatoria. No
Brasil, de acordo com a RDC n°® 751/2022, a ANVISA considera nanomaterial
quando 50% ou mais das particulas estdo com dimensao entre 1 e 100
nandmetros (nm) (Brasil, 2022). Apds as analises dos artigos foi evidenciado
que o menor tamanho de particula encontrado foi de 5 nm, em micelas
poliméricas, enquanto o maior foi de 3.430 nm, para microparticulas. O
tamanho de particula em um sistema coloidal é medido por meio do
espalhamento de luz dindmico (DLS — dinamic light scascaterring), ou um laser
passa através da solucdo, e a modulagao da luz é analisada em fungdo do
tempo. Quanto menor o tamanho de particula, mais rapidamente ela é difundida
(Raval et al., 2019).

o indice de polidispersdao ou PDI: esse parametro mensura a variacdo dos

tamanhos de particula e sugere a homogeneidade do sistema. O PDI pode
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variar de 0 a 1, e quanto menor o valor obtido, maior € a homogeneidade.
(Raval et al., 2019). Apds analise dos estudos, verificou-se que o PDI variou de
0,04, em nanoparticulas lipidicas, a 0,597 em micelas poliméricas.

Potencial Zeta (ZP, {): parametro que mede o potencial elétrico superficial
entre a particula e 0 meio em que esta dispersa. Quando em um sistema
coloidal, a particula carregada apresenta duas camadas de cargas, uma mais
préxima ao nucleo e outra mais difusa, que facilmente pode perder carga. O
potencial Zeta é a diferenca entre o potencial elétrico da superficie da particula
e da solugao em que esta inserida (Raval et al., 2019). A medicao é feita a partir
da aplicagao de um campo elétrico e feixe luminoso em que a velocidade média
€ medida via efeito Doppler. A leitura do potencial Zeta é feita adicionando as
amostras em células capilares para medidas de mobilidade eletroforética
(Malvern Instruments, 2017).

A magnitude do potencial Zeta pode prever a estabilidade de
nanoformulagdes. Isso porque, quando em um sistema coloidal, as particulas
tendem a formar agregados, que sao impedidos por meio das repulsdes
eletrostaticas. A Tabela 1 mostra como a variacdo do potencial Zeta afeta a
estabilidade da nanoformulacdo: valores altos de potencial Zeta mostram
particulas altamente carregadas que impedem a agregacdo e garantem a
redispersao devido a forgas elétricas repulsivas, enquanto, em baixo potencial
Zeta, a coagulacao/agregacao pode se formar (Németh et al.,, 2022). Na
avaliacdo dos estudos, o potencial Zeta variou de — 64,2 mV a + 38,7 mV (em

lipossomas e nanoparticulas lipidicas, respectivamente).

Tabela 1: Tabela com valores correspondentes de potencial Zeta e estabilidade do sistema.

Potencial Zeta (mV) | Comportamento do coloide (estabilidade)
<5mV Tendéncia a formar agregados
120 Estabilidade a curto prazo
= 30 Boa estabilidade
<60 Excelente estabilidade

Fonte: Németh et al., 2022, adaptado.

Eficiéncia de encapsulagao (EE%): esta relacionada com o teor e impacta

diretamente a entrega do farmaco e na melhora de paréametros
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farmacocinéticos e farmacodindmicos. Uma boa eficiéncia de encapsulagao
pode proteger o ativo de degradacéo, melhorar a entrega do farmaco no alvo
desejado, além de reduzir toxicidade e melhorar a biodisponibilidade. Os
resultados encontrados para EE% foram satisfatérios para a maioria das
nanoestruturas, sendo 54% a menor encontrada, em lipossomas.

e Formato da nanoparticula: a morfologia pode impactar significativamente as
propriedades fisico-quimicas dos nanomateriais, assim o formato deve ser ideal
para que apresentem as caracteristicas desejadas (Alisson, 2019). A analise
dos artigos demonstrou que a maioria das nanoparticulas apresentou formato
esférico, com excecdo das nanofibras. O formato esférico pode favorecer
longos tempos de circulagdo na corrente sanguinea e prevenir a toxicidade.
Estudos relataram que nanoparticulas pontiagudas podem estimular
macrofagos dentro do tecido e nanoestruturas sem rugosidade ou bordas
afiadas evitam a absorgdo pelo sistema reticulo endotelial (Albanese et al.,
2010).

e Concentragao inibitéria maxima 50% (ICso): € a concentragdo de um farmaco
capaz de inibir, in vitro, um alvo terapéutico em 50% de sua atividade inicial. A

reducao da ICso variou de acordo com a nanotecnologia empregada.

4.5 Nanotecnologias empregas para encapsulacao da miltefosina

4.51 Lipossomas

Os lipossomas sao vesiculas constituidas por uma ou mais camadas
fosfolipidicas concéntricas (de carater natural ou sintética) com nucleo aquoso e
podem servir como nanocarreadores de farmacos — nesse caso, a miltefosina. Os
lipossomas podem apresentar potencial Zeta positivo, negativo ou neutro, e para
evitar a captura pelo sistema fagocitario, pode ter a superficie modificada.
Normalmente o método de preparacéo envolve hidratagdo de um filme lipidico seguida
de sonificagao ou extrusao para redug¢ao do tamanho das vesiculas (Batista; Carvalho;
Magalhaes, 2007). Os lipossomas podem ser subclassificados quanto ao tamanho e
ao numero de bicamadas ao redor do compartimento aquoso, conforme mostrado na

Figura 5:
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o Multilamellar vesicles (MLV): sdo vesiculas multilamelares com tamanho >
500 nm

e Unilamellar vesicles (LUV):. sdo vesiculas unilamelares grandes com
tamanho > 100 nm

e Small unilamellar vesicles (SUV): sdo vesiculas unilamelares pequenas com

tamanho < 100 nm.

Figura 5: Estruturas representativas de: vesiculas multilamelares - MLV (A), vesiculas unilamelares
grandes - LUV (B), e vesiculas unilamelares pequenas - SUV (C).
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Fonte: Kim; Jeong, 2021, adaptado.

Estudos com nanoemulsdes ja haviam demonstrado a possibilidade de reduzir
o potencial hemolitico da miltefosina por meio de sua incorporagdo nessas
formulacdes (Bock; Muller,1994). No entanto, os lipossomas foram um dos primeiros
nanocarreadores investigados com o objetivo de contornar os desafios da hemodlise
associada a administracido parenteral da miltefosina, além de buscar potencializar sua
acgao intramacrofagica, tanto em estudos antitumorais quanto para o tratamento da

leishmaniose.

4.5.1.1 Atividade antitumoral da miltefosina em lipossomas

Inicialmente, por conta da indicagao primaria da miltefosina (i.e. tratamento de
lesdes cutdneas causadas por metastase de cancer de mama), estudos envolvendo
a atividade antineoplasica em células de linhagens tumorais eram realizados com
frequéncia.

As pesquisas de Zeisig et al. (1991, 1993, 1994) analisaram os efeitos

antitumorais de diferentes APCs, como miltefosina (HePC), OPC e EPC, em modelos
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murinos e linhagens celulares. Os estudos demonstraram que a miltefosina aumentou
o tempo de sobrevivéncia, reduziu o volume tumoral e apresentou menor
citotoxicidade e efeito hemolitico em comparagdo com seus analogos, além de se
mostrar eficaz contra células P388 resistentes a mitoxantrona. Em contrapartida, OPC
e EPC revelaram alta toxicidade e efeitos adversos. A citotoxicidade e o efeito
antiproliferativo aumentaram proporcionalmente ao comprimento da cadeia carbénica
dos APCs. Os estudos de Zeisig et al. (1993) mostraram que linhagens KB e M22
foram as mais sensiveis — especialmente KB, que apresentou maior citotoxicidade.
Em ensaios com macrofagos peritoniais ativados (Zeisig et al., 1994), observou-se
aumento da especificidade para células tumorais (cerca de 30%) e maior liberagéo de
oxido nitrico (NO) com MLV, embora a liberacdo de TNF tenha sido modesta. Os
principais dados de efeitos observados para a miltefosina, linhagem celular analisada,
tamanho de particula e PDI estdo resumidos na Tabela 2.

O estudo de Fichtner et al. (1994) utilizou dos lipossomas para avaliar a
atividade antitumoral in vitro e in vivo de APCs contra 10 linhagens de carcinoma de
mama experimentais (cf. Tabela 2), sendo eles positivos e/ou negativos para
receptores de estrégeno e progesterona. Dentre as linhagens, MT-1 foi mais sensivel
a miltefosina e OPC, mostrando remissdo completa apdés 10 dias de tratamento,
enquanto miltefosina (lipossomal e em solugao) apresentou alta atividade antitumoral
para a linhagem MaTu. E interessante notar que as linhagens positivas para
receptores nao responderam bem ao tratamento com APC, mostrando a importancia
de considerar pacientes positivos/negativos para o tratamento correto. O estudo ainda
indicou que, no grupo tratado com lipossomas SUV contendo miltefosina, a alteracao
de peso foi reduzida, além disto, esta nanoformulacéo apresentou hemalise reduzida.

A pesquisa de Arndt et al. (1997) investigou o efeito da estabilizagao estérica
de lipossomas peguilados na atividade antitumoral de HePC. Diferentes lipossomas
MLV e SUV com PEG-DSPE e PEG-DPPE foram produzidos, o que pode ser visto na
Tabela 2. Adicionalmente na nanoformulacdo MLV, testes de citotoxicidade in vitro
foram realizados e os resultados mostraram que, com exceg¢ao da linhagem MT-3, as
demais apresentaram sensibilidade semelhante entre a lipossomas de HePC
peguilada e a formulagdo apenas lipossomal. Em estudos in vivo, a mensuracéo da
depuragdo de carbono indicou que os lipossomas peguilados foram menos
fagocitados pelo sistema mononuclear, evidenciando que o poli(etilenoglicol) (PEG)

conferiu protecéo contra fagocitose. Nos ensaios de atividade antitumoral, observou-
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se que nao houve diferencga significativa entre as formulagbes para as linhagens MT-

1 e MT-3. Entretanto, para a linhagem MaTu, houve inibigdo significativa de atividade

antitumoral com a formulagdo SUV-PEG2000-DSPE com miltefosina. A alterac&o no

peso corporal foi utilizada como parametro de toxicidade gastrointestinal, sendo que

os lipossomas causaram menor perda de peso (menor toxicidade).

Tabela 2: Tabela contendo informagdes de método de preparacéo, linhagem celular analisada e
tamanho dos lipossomas contendo miltefosina (HePC), OPC ou EPC. Os resultados de efeito
observado sdo apenas dos lipossomas com miltefosina.

APCs Método de | Efeito observado |, . Tamanho N
= Linhagem celular PDI | Referéncia
comparadas |preparagao para HePC (nm)
ivi P | ia, B1
MLV: Método Sem.atlwdade 388 leucemia, B16 ) i
de cama antitumoral melanoma e Ca 755
HePC, OPC e lipidica Carcinoma mamario (Zeisig et al.,
EPC - 1991
SUV: | Atividade antitumoral | Cor: MT-1 tumor - - )
Sonificagédo mamario
P388/Miltex
Mla\g xi:c;do Aprisionamento de
HePC, OPC e lividica mitoxantona, Redugao KB e M22 _ i (Zeisig et al.,
EPC v, | de 150, aumento da MLV: 500 1993)
o citotoxicidade Suv: 47
Sonificagédo
MLV: Método| Au.n.1ento de . MLV: 1281 0,86
de cama citotoxicidade, maior MethA sarcoma e
HePC, OPC e lividica liberagdo de NO, C6 colon (Zeisig et al.,
EPC P pouca liberagao de ) SUV: 77 0,24 1994)
SUV: L adenocarcinoma
e TNF, ativagao de
Sonificagédo .
macréfagos
Crescimento do BO (+) e 3366(+)
tumor —
MLV: Método Atividade MT-1 (-), MT-3 (-),
antitumoral MaTu(-),
HePC, OPC e dﬁi:?(;?czda o afvidade & ) | (Fichtner et
EPC SUV: antitumoral — LR @A) Elka fiesd)
Sonificagéo Atividade ndo 4296(-), 4000 (-),
indicada — 4151 (-)
Foi observado feito hemolitico reduzido
HPC/Ch/PEG
2000DSPE/DC
P: 897
i 3 HP h/PE
HePC MLY- Método Maior redugao tumoral C/Ch/ 'G
linossomal de camada para MaTu, menor 2000DSPE:
: uilada e lividica perda de peso MaTu, MT-1 e MT-3, 1487 i (Arndt et al.,
Peg P corpéreo, menor MCF-7 HPC/Ch/PEG 1997)
HePC SUV: ) )
linossomal Sonificacdo captura pelo sistema 2000DPPE:
P ¢ fagocitario 1013
SUV-PEG
2000-DSPE:
84

HePC: miltefosina. Fonte: Autora.
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Os estudos de Eue (2001) também sugerem que, além da atividade antitumoral
da miltefosina, os macréfagos ativados por miltefosina também participam no
mecanismo antitumoral para linhagens de carcinoma mamario (MDA MB 435 e 231).
Isso porque, no grupo tratado com miltefosina lipossomal IV, houve redugao
significativa do volume tumoral e as analises histoldgicas mostraram grande infiltragéo
de macréfagos no tecido mamario. O estudo ainda revelou que a toxicidade da
miltefosina pode ser mediada por IL-6 e TNFa, mas ndo mediada por NO e IFN-1a,
contradizendo outros estudos que mostram a participagcdo do NO no mecanismo de
toxicidade.

Kaufmann-Kolle et al. (1994) analisaram de forma comparativa a
farmacocinética e a atividade de miltefosina livre e em SUVs administrados por VO e
IV. Os lipossomas foram preparados por meio do método de célula de prensa francesa
e apresentaram tamanho de particula de 70 nm. Os melhores resultados foram obtidos
para a administragdo IV, mas a administracdo VO também apresentou resultados
satisfatorios, podendo ser observada na Tabela 3. O t(1/2) para IV seguiu duas ordens:
0,5 h para distribuicdo, seguido de fase mais lenta (16 h) para eliminagdo, com
concentracdo maxima de 73 mg/L. Ja a area sob a curva (AUC) para IV foi
ligeiramente mais efetiva que as encontradas para a forma livre. Curiosamente,
porém, para a administracdo VO, os valores de AUC foram maiores. O estudo também
mostrou que o grupo tratado com miltefosina-SUV VO n&o apresentou alteragbes
drasticas de peso corporal, enquanto o grupo miltefosina livre mostrou reducao do
peso corporal, danos gastrointestinais macroscépicos e pele enrugada. Os testes com
miltefosina IV mostraram redugcdo no volume do tumor com remissao completa em
alguns casos. Apos o término da terapia, entretanto, o tumor voltou a crescer. E
interessante notar que a formulacao lipossomal causou alteracdes de peso e aumento
de mortalidade em 20%.
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Tabela 3: Tabela contendo tipo de cinética, tempo de meia vida (h), tempo para concentragao
maxima (h), concentragdo maxima (mg/l) e alteragdo no peso corporal observado para os trés grupos
estudados: HePC livre, HePC - SUV via oral e HePC - SUV intravenoso.

HePC
livre (VO) HePC - SUV (VO)| HePC - SUV (IV)
Cinética 12 ordem 12 ordem Bifasica
ta=0,5
t (112) (h) 48 120 8 = 16
tmax (h) 24 24 0
Cmax (mgll) 22 14 73
Alteracao de ~
Observado| Nao observado Observado
peso corporal

HePC: miltefosina. Fonte: Kaufmann-Kolle et al.,1994.

4.5.1.2 Miltefosina como adjuvante em lipossomas

Diversos estudos investigaram a miltefosina como componente de
nanoformulagdes lipossomais com outros farmacos de interesse antitumoral. Arndt et
al. (2001) avaliaram lipossomas de bleomicina contendo miltefosina como lipidio de
membrana. Embora as formulagbes peguiladas apresentassem melhora no tamanho
de particula e na eficiéncia de encapsulagdo (EE%), os resultados mostraram
aumento da toxicidade para algumas linhagens tumorais, porém nao aumentou
significativamente a eficacia terapéutica.

Papagiannaros et al. (2005a) investigaram a atividade sinérgica entre
miltefosina e lipossomas de doxorrubicina (Dox), incorporando a Dox em complexos
dendrimeros PAMAM (de poli(lamidoamina)) e associando-os a lipossomas contendo
miltefosina e EPC. A formulagdo com miltefosina apresentou liberagao mais lenta da
Dox, melhor indice de inibigado de crescimento (IGs0), menor concentragao de inibigao
total (TGI) — com exceg¢ao da linhagem HCT116 — e valores reduzidos de LCso,
indicando maior citotoxicidade, citostaticidade e capacidade inibitoria de crescimento
(cf. Tabela 4). Em continuidade, Papagiannaros et al. (2006) aprofundaram os estudos
com lipossomas de Dox contendo miltefosina. A formulagao apresentou melhor perfil
de liberacdao e retencdo da Dox, com dependéncia de temperatura e tempo. Os
ensaios in vivo demonstraram melhora na atividade antitumoral da Dox para linhagens
humanas, e, embora a eficacia tenha sido reduzida em células PBMCs (células
mononucleares do sangue periférico) ativadas, observou-se aumento no indice

terapéutico da formulacéao.
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Tabela 4: Diferentes formulagdes contendo miltefosina como adjuvante; apresenta informagbes de
composi¢ao da formulagao, método de preparagao, farmaco principal no lipossoma, tamanho, ZP,
EE%, linhagens tumorais estudadas e efeitos observados para os lipossomas.

Composigao Método de | Farmaco ([Tamanho| ( o Linhagens Efeitos A
da reparagao | principal (nm) |[(mV) == tumorais observados Referéncia
formulagao preparag P P
MLV:
- Camada Carcinoma Aumento da
Bleomicina, lipidica fina pulmonar de |toxicidade e
EPC, HePC, gy Bleomicina| 110 - 47 |Lewis, P388 |etalidade sem| (AMdtetal,
Ch, DCP, e . 2001)
PEG-PE Sonificagédo leucemia, aumento de
LUV: melanoma B16|eficacia
Extrusao
IGso0 reduzido,
HT29, Itci;rLizados
HCT116, NCI- ’
H460 LCso
Dox, HePC, Hldr.ata(;e?o Dox 1149 |-220| o1 DMS114, fallvoravels. (Papagiannaros
EPC, SA de filme fino Linhagens et al.,2005a)
MDA-MB435, DMS114. NCI-
MCF-7, DU145 ’
e SF268 H460
MB435 foram
mais sensiveis
DMS114, NCI- Maior
Lipossoma: H460, U251, atividade de
E\F/)a ora éé) SF268, MDA- Dox para as
porag MB435, MCF7,|~ > P
em fase linhagens
Dox, HePC, [reversa DLDT, tumorais (Papagiannaros
’ el Dox 306,9 | -84 | 985 [HCT116,PC3, ‘ pag
EPC, SA Adicéo de menor et al.,2006)
UACC 62, -
Dox: atividade para
radiente de OVCARS, PBMC, indice
gH HLE0, MOLT4, tera é, tico
P K562 e meIrF:orL:ado
PBMCs*

HePC: miltefosina. Fonte: Autora.

4.5.1.3 Miltefosina lipossomal para tratamento de leishmaniose

Posteriormente,

estudos envolvendo

lipossomas de miltefosina para

tratamento antileishmania comegaram a ser elaborados. Papagiannaros et al. (2005b)

realizaram testes com lipossomas com miltefosina HePC em concentragdes diferentes

de estearilamina (SA) (cf. Tabela 5). Pode-se observar que as formulagdes 1 e 2 foram

mais ativas contra a forma promastigota selvagem de Leishmania donovani, enquanto

os lipossomas 3 foram trés vezes mais ativos contra a linhagem promastigota de L.

donovani resistente a miltefosina. No entanto, nenhuma das trés formulagdes tiveram

agao contra amastigotas intramacrofagos. O estudo analisou que mesmo as

formulacbes 1 e 2 sendo mais eficazes contra a forma promastigota selvagem, o

tamanho de particula ndo estava envolvido na atividade antileishmania por ser muito
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grande para ser fagocitado. Entendeu-se, entdo, que os lipossomas podem ter sido
adsorvido na superficie do parasita, liberando miltefosina gradualmente.

Ja os lipossomas construidos por Momeni et al. (2013) visaram o estudo dos
lipossomas de miltefosina para tratamento de leishmaniose cutanea causada por L.
major em modelos murinos. Como resultado, obteve-se redugao significativa do
tamanho das lesdes, redugdo na contagem de amastigotas e melhora do efeito
terapéutico para as formulagbes contendo miltefosina. A Tabela 5 mostra os
parametros de tamanho de particula, ZP e EE% para as formulagdes 8 e 16, contendo
miltefosina. Resultados semelhantes foram obtidos por Najafian et al. (2016), ao
elaborarem lipossomas com miltefosina para o tratamento de leishmaniose cutanea.
Os resultados revelaram ICso0 e 1Co0 reduzidos (indicando maior eficacia contra o
parasita) para amastigotas de L. major quando comparado com lipossomas
convencionais e miltefosina livre. Além disso, o indice de seletividade (IS) (CCso/ICs0)
para os lipossomas com miltefosina foi superior (> 12,5) aos resultados obtidos para
lipossomas e miltefosina livre, com o CCso representando a concentracdo necessaria
para causar 50% de morte celular. O IS relaciona a citotoxicidade associada a eficacia
bioldgica do farmaco (se IS >10) e os parametros podem ser visualizados na Tabela
5.

Tabela 5: Tabela contendo a formulagéo, método de preparagao, tamanho, ZP, PDI, EE% e I1Cso dos
lipossomas com miltefosina para tratamento de leishmaniose.

Formulagao Método d~e Tamanho (nm) | ¢ (mV) PDI | EE (%) (ICs0 (uM) Referéncia
preparagio
HePC, EPC, SA
o < 103,7* -3,2* 16 -
1-10:10:0,1 Evaporagao > > o °° (Papagiannaros et
2-10:10:0,5 de fase 77,3* 1* 034 | - 6,2 al., 2005b)
reversa
3-10:10:1 127,5* 1,3 0,2* - 22,3
Dupla Formz’fgao 8| _e57 - 54 -
HePC, EPC, PE, |lemulsao de (Momeni, 2013)
PG e Ch liofilizagdo | Formulagdo 16: 64.2 57 ’
modificada 125 B i i
HePC, Ch, SA, Hidratagéo e
vitamina E e extrusdo de 56,72 15,5 0 95,53 1,6 |(Najafian et al., 2016)
DOPC filme lipidico

HePC: miltefosina, *antes da reconstituigdo. Fonte: Autora.
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4.6 Lipossomas termossensiveis (TSL)

Os lipossomas termossensiveis (TSL) sdo compostos por lipideos que passam
por transicdo de fase em resposta ao aquecimento. As membranas lipidicas
apresentam temperatura de transi¢ao de fase (Tc) caracteristica, na qual passam por
transicdo de fase de gel para fase liquida. Na fase gel, as cadeias lipidicas sao
orientadas ao plano bidimensional. Apdés o0 aquecimento, porém, a mobilidade da
cabeca polar ganha dinédmica e, quanto mais proximo a Tc, maior mobilidade da regido
polar. Ao superar Tc, a bicamada existe na fase liquida, possibilitando maior
permeabilidade, movimentagao livre e fluidez. Desse modo, o farmaco que se
encontra dentro do lipossoma pode extravasar (Ta; Porter, 2013). A Figura 6 mostra

um esquema resumido de formacao de TSLs.

Figura 6: Imagem ilustrativa da conversao dos lipossomas termossensiveis (TLS) em fase gel para a
fase fluida sob efeito de temperatura.

000000000 T, Q0 00 0,0 00 00

B = ‘ i

000000000 00 0 0000 00O
Gel, fase solida ordenada Fluido, fase liquida desordenada

Fonte: Ta; Porter, 2013, adaptado.

Nos testes de miltefosina em TLS formulados por Lindner et al. (2008), os TLS
foram preparados por meio da técnica de hidratagao e extrusao de filme lipidico. Duas
formulagdes distintas continham miltefosina e, apesar das diferencas na composi¢cao
lipidica, os resultados encontrados para ZP e tamanho de particulas foram
semelhantes, e mostrados na Tabela 6. O estudo revelou que a citotoxicidade tumoral

in vitro e a captacao celular de miltefosina foram induzidas pelo calor.
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Tabela 6: Tabela contendo a composigédo, método de preparagao, tamanho, ZP e a temperatura de
transicdo de fase de TSL contendo miltefosina.

Composigao LD d~e UEEDD ¢ (mV) Tc (°C) Referéncia
praparagao (nm)
HePC-OG/LTSL . n 174 -38,6 429
Hidratacéo e .
~ ) (Lindner et
extrusdo de filme
lipidico al., 2008)
HePC-OG/HTSL 170 -37.4 48,5

Fonte: Autora.

4.7 Lipossomas peguilados

Os lipossomas peguilados apresentam lipideos modificados com adigao
covalente de cadeias de PEG na face externa, conforme mostrado na Figura 7.
Vantagens podem ser obtidas como protegao ao farmaco internalizado, maior tempo
de circulagao e prevengao no reconhecimento pelo sistema fagocitario em razdo da
estabilizacao estérica conferida pelo PEG adicionado (Freitas et al., 2020; Torchilin,
2005).

Figura 7: Esquema representativo da formagéo de lipossomas peguilhados.

I ol f
R O;‘?(O_T*O“AHlL(OCHgCHZ)n-CHZCHZOH
3 (O
q 00000 CO R RSO0 Ry
Fosfolipidio PEG

Lipossomas Peguilados

Fonte: Freitas et al., 2020, adaptado.

Os estudos de Zeisig et al. (1996a) buscaram entender a influéncia dos
lipossomas peguilados na ativagao dos macrofagos, utilizando diferentes tipos de
PEGs para as formulagdes de lipossomas com miltefosina. Dentre as formulagdes
elaboradas, a PEG-MLV com miltefosina foi utilizada para testes in vitro de ativagao

de macrofagos, com avaliagéo da liberagao de NO e de TNF (marcadores citotdxicos).
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Os lipossomas foram preparados pelo método de hidratagdo de camada lipidica
seguido por sonificagdo, e foi observado que a formulagdo de PEG-MLV com
miltefosina ndo alterou a liberagdo de NO e nao teve efeitos significativos na liberagao
de TNF pelos macrofagos quando comparados com grupo controle. Além disso, os
resultados mostraram atividade do sistema mononuclear fagocitico reduzido. Estudos
posteriores dos mesmos autores (Zeisig et al., 1996b) reforcaram que lipossomas
peguilados reduzem em mais de 50% a absorgéo e internalizagao por macrofagos do
sistema fagocitario.

O estudo de também mostrou

Eue (1998)

independentemente do tamanho da cadeia de PEG, reduziu a fagocitose por conta do

que a peguilacao,
efeito estérico em comparagdo com miltefosina lipossomal convencional (sem
peguilacédo). Os lipossomas peguilados utilizados nos ensaios de fagocitose tinham
tamanho de particula de 1.267 nm e PDI 0,55, e foram preparados da mesma maneira
que o anterior (hidratagdo de camada lipidica seguido por sonificagao).

Ja os estudos de Arndt et al. (1999) demonstram os efeitos da peguilagdo em
parametros farmacocinéticos em tumores de modelos murinos. A Tabela 7 resume os
valores encontrados para AUC, clearance e tempo de meia vida para a formulagao
PEG-SUV com miltefosina. Em suma, houve aumento da area sob a curva que pode
significar maior exposi¢cao do farmaco ao organismo, o que corrobora os dados de
clearance reduzido para PEG-SUV. Os dados também mostraram um aumento do
pico do farmaco na concentragcédo plasmatica (menor volume de distribuicdo), além
melhorar a distribuicdo de miltefosina em tumores intestinais, renais, mamarios e do
baco e aumentar a atividade antitumoral. O tempo de meia vida foi reduzido, mas
acredita-se que tenha ocorrido por uma troca de miltefosina dependente do tempo de
PEG-SUV para proteinas e lipidios plasmaticos, em conjunto com a localizagdo dos

lipossomas peguilados na pele.

Tabela 7: Parametros farmacocinéticos para a formulagao de PEG-HePC-SUV.

Pico de
Composigao Metodo cie farmaco n? AUC — Clearance | t(2) (h) |Referéncia
preparagao |concentragdao| (mmolh1™)
plasmatica (h)
DCP, Ch, Hidratagéo de )
miltefosina, | filme fino + ~(')V2'5 VO:4 | 749941 0,1531 | 60,51 (Arqgtgzt)a"’
PEG2000DSPE, | sonificagao ’

Fonte: Autora.
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4.7.1 Miltefosina como adjuvante em lipossomas peguilados

A miltefosina pode ser utilizada como adjuvante em formulagdes lipossomais
contento Dox com objetivo de promover efeito sinérgico antitumoral. Teymouri et al.
(2015) investigaram essa associacdo em modelos de carcinoma de colon C26 e
melanoma B16FO0, utilizando técnicas de hidratagao e extrusdo de filme lipidico fino
para producgao dos lipossomas, com encapsulamento da Dox por gradiente de sulfato
de amoénio. Os estudos in vitro e in vivo demonstraram melhora farmacocinética,
aumento da eficiéncia antiproliferativa e reducédo tumoral. No entanto, a combinagao
de 4% de miltefosina em lipossomas peguilados de Dox a 10 e 15 mg/kg causou
letalidade em todos os animais, revelando riscos do efeito sinérgico em determinadas
concentracbes. A estabilidade fisica das formulagdes (tamanho, ZP e PDI) nao foi
significativamente alterada pela presenca de miltefosina.

Em estudo subsequente, Teymouri et al. (2016) avaliaram a inser¢ao do
peptideo Tat na formulagao lipossomal com miltefosina. A técnica envolveu a pos-
insercao de micelas Tat-PEG-DSPE a membrana lipidica, e os lipossomas foram
novamente preparados por hidratagao e extrusdo, com encapsulamento da Dox por
gradiente de sulfato de aménio. Os resultados mostraram que a introdugdo do Tat
comprometeu a eficacia terapéutica, promovendo remocgao de Dox das areas-alvo e
reduzindo seu acumulo em tecidos tumorais. A miltefosina, por sua vez, nao
apresentou efeito sinérgico ou acumulo nos tecidos, indicando limitagdes na

formulagao proposta.

4.8 Micelas

As micelas sdo agregados supramoleculares anfifilicos formados de maneira
espontanea. As moléculas anfifilicas possuem cabeca polar e cauda apolar, e estao
dispersos em liquido formando estruturas coloidais (Maniasso, 2001). A parte polar se
dispbe na superficie a fim de interagir com o meio aquoso e com 0s contra ions
(Moutinho et al., 2004). Dentre os artigos analisados, foram encontrados estudos que
retratam do uso de micelas mistas e micelas poliméricas para encapsulagao

miltefosina, descritos a seguir.



34

4.8.1 Micelas Mistas

As micelas mistas s&o agregados supramoleculares cuja estrutura € formada
pela combinagdo de moléculas anfifilicas diferentes (Moutinho et al., 2004). Ménez et
al. (2007) desenvolveram estudo de caracterizagao para avaliar a interagdo de micelas
mistas de miltefosina e anfotericina B (AmB) para possivel tratamento em biterapia
para leishmaniose visceral. As micelas foram preparadas por adicdo de AmB em
solucao de miltefosina e ficou evidenciado que a miltefosina, em concentragdes acima
da sua concentragcado micelar critica (CMC), é capaz de solubilizar e incorporar AmB
dentro de suas micelas.

Carregal et al. (2019) também realizaram estudos com micelas mistas
utilizando miltefosina e complexos anfifilicos de antimdnio pentavalente (precisamente
0 SbL8) para a formagao das micelas. O antimbnio pentavalente também é utilizado
para tratamento de leishmaniose. Apresenta, contudo, desvantagens, como efeitos
adversos graves, administracdo parenteral lenta com necessidade de apoio hospitalar
e resisténcia medicamentosa. Assim, a partir de modelos murinos, buscou-se estudar
como a terapia combinada de miltefosina e SbL8 afeta o tratamento de leishmaniose
cutanea. As micelas mistas foram preparadas pela adicao simples de miltefosina a
solucdo concentrada de SbL8, e o complexo apresentou tamanho de 134 nm, PDI
0,597 e ZP -29,4 mV. Apds 30 dias de tratamento, o grupo de animais tratados com o
complexo miltefosina/SbL8 ndo somente mostrou redugao no tamanho das lesoes,

mas também reducgao de carga parasitaria nos locais lesionados.

4.8.2 Micelas Poliméricas

As micelas poliméricas sao agregados macromoleculares formados a partir de
copolimeros em blocos ou copolimeros de enxerto, que se agregam em solugao por
possuirem carater anfifilico. As micelas formadas possuem estrutura com um nucleo
interno hidrofébico e um revestimento externo hidrofilico (Yokoyama, 2014). O nucleo
hidrofébico favorece a incorporagao de moléculas pouco soluveis em agua enquanto
a porgao hidrofilica confere estabilidade estérica (Sant; Smith; Leroux, 2005).

Alguns polimeros, como PEO (poli (6xido de polietileno)), PPO (poli(éxido de

polipropileno)) PLA (poli (lactideo)), PCL (Poli(e-caprolactona)), e poloxdmeros, como
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Pluronic®, sao biocompativeis (Mora-Huertas; Fessi; Elaissari, 2010) e bastante
utilizados para a formagao de micelas poliméricas. A Figura 8 mostra um esquema de

formacgao de micelas poliméricas.

Figura 8: Mecanismo representativo da formagéo de micelas poliméricas.

Farmaco menos hidrofébico perto da coroa
Farmacos hidrofébicos g g
[ ]

R Agentes reportes .
Bloco hidrofilico

Bloco hidrofébico s %‘ IR C}#O 3
(segmento de carregamento ?:J Fotossensibilizador l:j, m @
de medicamentos) ,
Molécula anfifilica

Auto agregacéo

Farmaco mais hidrofébico dentro do
niicleo * AGREGAGAO

Coroa

Nucleo
Nucleo

Coroa

Micela Polimérica

Fonte: Movassaghian; Merkel; Torchilin, 2015, adaptado.

O encapsulamento de farmacos em micelas poliméricas tem mostrado
beneficios principalmente no que diz respeito a reducédo de efeitos adversos e no
aumento da biodisponibilidade dos farmacos. Outro ponto importante no uso de
micelas poliméricas é o tamanho de particula: enquanto lipossomas convencionais
podem ter tamanho entre 100 — 200 nm, os sistemas poliméricos micelares tém
tamanho reduzido entre 10 — 80 nm (Feitosa et al., 2019).

Dos estudos analisados, os copolimeros Pluronic, Tetronic® e o TPGS
(succinato de polietilenoglicol de D-a-tocoferila) foram predominantemente utilizados
para a formacao das micelas poliméricas. A variacdo na polimerizacdo dos blocos de
PEO e PPO conferem polimeros distintos com diferentes pesos moleculares,
propriedades fisico-quimicas e perfis de solubilidade (Feitosa et al., 2019). O Pluronic
€ um copolimero tribloco de PEO-PPO-PEO, enquanto o Tetronic € um polimero com
oito blocos de PEO e PPO distribuidos em quatro segmentos diferentes e separados

por etileno diamina. E importante ressaltar que o Tetronic é sensivel & variacdo de pH,
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abrindo possibilidade para que a liberagdo do farmaco ocorra mediante gatilho de pH
(Puig-Rigall et al., 2020).

Valenzuela-Oses et al. (2017) realizaram os primeiros estudos utilizando
micelas poliméricas de Pluronic com miltefosina a fim de avaliar o potencial hemolitico
e as vantagens da formulagdo para o tratamento oncoldgico. As micelas foram
preparadas pelo método de hidratagao de filme fino e apresentaram formato esférico.
O estudo mostrou que o potencial hemolitico € dependente da dose de miltefosina, e
em doses de até 125 uM o potencial hemolitico da formulagao é muito inferior quando
comparado ao farmaco livre. Além disso, a incorporagao da miltefosina em micelas de
Pluronic preservou a atividade antitumoral do farmaco em linhagem de células Hela
(linhagem celular de carcinoma cervical humano). A Tabela 8 demonstra os dados
encontrados para as micelas poliméricas de miltefosina e Pluronic para esse estudo.

Os estudos de Feitosa et al. (2019) também avaliaram a capacidade anti-
hemolitica da miltefosina quando incorporada as micelas poliméricas de Pluronic. Para
as analises e caracterizagdes, Pluronic de diferentes tamanhos moleculares foram
testados em conjunto com miltefosina, a partir de micelas poliméricas preparadas por
meétodo de dissolugao direta, porém o Pluronic F127 mostrou melhores resultados de
tamanho de particula, PDI e potencial hemolitico. Os estudos in vitro revelaram que
micelas de Pluronic F127 inibiram completamente a hemdlise da miltefosina. Além
disso, Pluronic F127 a 3% pode carregar até 300 pg/mL de miltefosina sem a
ocorréncia de hemodlise, fato que pode propiciar possiveis usos parenterais de
miltefosina. A Tabela 8 mostra o tamanho de particula, PDI e potencial hemolitico das
micelas analisadas.

Puig-Rigall et al. (2020) elaboraram estudos envolvendo a caracterizagao
estrutural por meio de espalhamento de luz e de néutrons de pequeno angulo, e a
avaliagao bioldgica tanto de Tetronic 904 e 1107 (T904 e T1107) quanto de TPGS
como nanocarreadores de miltefosina, a Figura 9 mostra a representacdo da
formacdo dessas micelas. Os tamanhos de particula das trés formulagdes sao
mostrados na Tabela 8, e pode-se observar que a variagao dependeu do tipo de
polimero utilizado, da temperatura e da porcentagem de surfactante na formulagao.
Nos estudos biologicos em modelos murinos infectados por L. major, as micelas de
Tetronic e miltefosina (T904-MF) mostraram redugdo da concentragédo efetiva 50%
(ECso) (cf. Tabela 8) contra promastigotas extracelulares e amastigotas intracelulares,

enquanto as micelas de T1104 e TPGS ndo mostraram resultados significantes.
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Assim, os estudos envolvendo micelas poliméricas mostrou as vantagens de uma

possivel formulagao topica gel para o tratamento de leishmaniose cutanea.

Figura 9: Representacédo da formagao de micelas poliméricas de Tetronic, TPGS e miltefosina.
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Fonte: Puig-Rigall et al., 2020, adaptado.

Tabela 8: Tabela contendo composi¢cédo, método de preparo e valores de tamanho de particula, PDI,
potencial hemolitico e ICso de micelas poliméricas de polimeros como Pluronic, Tetronic e TPGS,
contendo miltefosina.

Método de | Tamanho patancialggicion
Composigao ~ PDI | hemolitico | ECso Referéncia adaptada
praparagao (nm) % M
(%) (M)
Milteosina, Hidratagao de Valenzuela-Oses et al.
Pluronic127 filme fino 29-40 ) <50 8.1 (2017)
Mitefosina, Pluronic| D'SSOM80 | 275 | 0,15 ~0 - Feitosa et al. (2019)
Miltefosina, TPGS 5-5,5 0,15 - 6,82
Miltefosina, Tetronic
904 - 3555 1015 - 6.13 | puig-Rigall et al. (2020)
Miltefosina, Tetronic "
1107 3,3-5,5* | 0,15 - 7,01

* Tamanho de particula aumenta com o aumento de temperatura. Fonte: Autora.

4.9 Lipoplexos

Os lipoplexos séao lipossomas catidnicos carreadores sintéticos lipidicos néo
virais de DNA. Por conta da carga positiva, formam complexos estruturais com o DNA,

que é carregado negativamente. O complexo lipossoma-DNA entra na célula por
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endocitose ou por fusdo com a membrana celular, e, dentro da célula, o DNA ¢é
liberado para que ocorra a expressao génica. A Figura 10 demonstra
representativamente a formagado de um lipoplexo. Os lipoplexos protegem o acido
nucleico da degradagdo enzimatica e da ativagdo do sistema imune propiciando

vantagem para terapia génica (Ostrozka-Cieslik; Sarecka-Hujar., 2017).

Figura 10: llustragcdo esquematica da formagéao de lipoplexos.

-RosS.
o © -

Lipidios cationicos/

DNA/ SiRNA lipossomas Lipoplexos

Fonte: Thapa; Narain, 2016, adaptado.

Nesse contexto, Zeisig et al. (2003) realizaram estudo utilizando APCs como
componentes estruturais da nanoformulacdo, uma vez que interagem com a
membrana celular alterando sua organizacédo. Assim, o uso de APCs pode promover
o transporte transmembrana do lipoplexo. O plasmideo pSV40-bGal foi complexado
externamente com os lipidios catidnicos para formar os lipoplexos e a expressao
génica in vitro foi marcada pela atividade enzimatica de LacZ, o gene repérter, em
linhagens de célula de carcinoma colorretal humano. O lipoplexo mais eficiente, com
maiores niveis de transfeccao, foi usado para testes de transferéncia génica in vivo
do gene da citosina desaminase em células de carcinoma de colon humano C26.
Nesse estudo, os lipossomas de diversos APC, incluindo a miltefosina (HePC), foram
preparados pela técnica de filme lipidico/hidratacao, e, em todos, o nivel maximo de
transfeccdo de LacZ ocorreu dentro de 8 horas. Contudo, os resultados mostraram
que o lipossoma de miltefosina tiveram baixa taxa de transfecg¢do, enquanto o APC
mais eficiente foi o de tetradecilfosfocolina de cadeia curta. Foi observado também
que houve atraso no crescimento tumoral, porém o crescimento retornou apoés o 17°
dia.
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4.10 Nanoparticulas

As nanoparticulas sao estruturas de tamanho entre 1 e 100 nm que apresentam
propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas relacionadas com seu tamanho reduzido.
No campo da ciéncia biologica, diversos tipos de nanoparticulas podem ser
produzidos, a fim de proporcionar melhoria tanto das caracteristicas fisico-quimicas
quanto das bioldgicas, além de reduzir/evitar problemas com solubilidade, entrega de
farmaco, efeitos toxicos, biodisponibilidade etc.

Pensando nisso, Kumar et al. (2016) elaboraram estudo a fim de avaliar um
sistema de entrega de miltefosina encapsulada em nanocarreadores de PLGA
(poli(lactideo-co-glicol)) e PEG a fim de melhorar a terapia contra leishmaniose
visceral. O objetivo desse estudo foi melhorar a absor¢cdo da miltefosina em
macrofagos de tecido infectados com L. donovani. As nanoparticulas PPEM
(nanoparticulas de miltefosina encapsuladas em PLGA-PEG) foram sintetizadas por
nanoprecipitagdo e obtiveram-se particulas esféricas com distribuicdo de tamanho de
particula mostrada na Tabela 9. Para amparar a eficacia na miltefosina encapsulada
foram realizados testes de sensibilidade em parasitas L. donovani, obtendo um
resultado de reducgao de ICso quando comparado tanto com a miltefosina convencional
quanto com AmB. Os testes in vivo em modelos de hamster mostraram que PPEM
reduziu a carga parasitaria amastigota hepatica, mostrando-se eficaz contra
leishmaniose visceral em comparagao com a terapia convencional.

Khokhar et al. (2022) também desenvolveram nanoparticula com miltefosina,
porém revestida de quitosana a fim de avaliar a citotoxicidade e a eficacia in vitro. A
nanocapsulas de quitosana carregadas com miltefosina (MF-CNPs) foram produzidas
pelo método de gelificagao ibnica e tinham formato esférico. A Tabela 9 mostra os
dados de tamanho de particula, ZP e EE%. Os testes in vivo mostraram que o perfil
de liberagao de miltefosina da formulagdo MF-CNPs segue em duas fases, sendo na
primeira fase uma liberacdo mais rapida, e, na segunda fase, uma liberacao gradual
(em torno de 48h). Além disso, a formulagdo nanoencapsulada mostrou redugao na
atividade hemolitica (cf. Tabela 9) quando comparada com miltefosina livre. O ICso foi
reduzido (cf. Tabela 9), corroborando com o ensaio de toxicidade que mostra que MF-
CNPs sao mais toxicos tanto para amastigotas quanto para promastigotas, reduzindo
a viabilidade dos parasitas.
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4.10.1 Nanoparticulas de miltefosina para outras doengas

Nanoparticulas com miltefosina também foram avaliadas para outras doencgas.
Spadari et al. (2019) desenvolveram nanoparticulas de alginato com miltefosina para
tratamento de candidiase e criptococose. A Tabela 9 mostra os valores encontrados
para tamanho de particula, PDI, ZP e EE%. O estudo mostrou que a formulacédo nao
apresentou efeito hemolitico e aumentou o tempo de vida de larvas infectadas, além
de mostrar liberagdo sustentada de miltefosina, mostrando que miltefosina também
pode ser opgao de tratamento antifungico para candidiase e criptococose.

Barreto et al. (2021) também estudaram a eficacia de miltefosina em
combinagdo com voriconazol em nanocarreadores de alginato — porém, para
tratamento de aspergilose. Foi observado efeito sinérgico entre a miltefosina e o
voriconazol em analises in vivo. Houve redugdo da carga fungica e aumento de

sobrevida em larvas infectadas por fungos.

4.10.2 Miltefosina como adjuvante em nanoparticulas

A miltefosina também pode ser coadjuvante em nanoparticulas. Soudi et al.
(2019) delinearam um estudo de efeito protetor de nanoparticulas de berberina, em
que a miltefosina foi utilizada como revestimento das nanoparticulas. A berberina é
um agente protetor contra disturbios neurodegenerativos, no entanto apresenta baixa
biodisponibilidade oral e dificuldade em atravessar a barreira hematoencefalica.
Assim, desenvolveram-se nanoparticulas de berberina encapsulada em diferentes
insumos de revestimento, incluindo a quitosana, miltefosina, Tween 80® e PEG. As
formulacdes foram preparadas por meio de gelificagao idnica e a formulagao revestida
com miltefosina apresentou tamanho de particula e ZP aumentado quando comparado
com a nanoparticula pura berberina-quitosana, mostrado na Tabela 9. Os estudos
com a nanoparticula revestida com miltefosina mostraram que a formulacao equilibrou
os niveis de acetilcolina no cérebro para perto da normalidade, além de melhorar a
entrega do farmaco no tecido cerebral. No entanto, a formulagédo de miltefosina como
revestimento ndo restaurou os niveis normais de glicose no cérebro quando
comparados com berberina livre, e induziu infiltragdo linfocitica moderada em tratos

portais. Ademais, as nanoformulagdes com os diferentes revestimentos citados
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inibiram o efeito hepatoprotetor observado em nanoformulagdes puras de berberina-
quitosana.

Tabela 9: Tabela contendo composi¢gédo, método de preparacao e valores de tamanho de particula,
PDI, EE%, potencial hemolitico e ICs0 de nanoparticulas de miltefosina, tanto para tratamento de
leishmaniose quanto de outras doencas.

e . Potencial
R LR ) (!e Ve ELLO ¢ (mV) | PDI EE hemolitico|lCso (ng/mL)| Referéncia
o praparagao (nm) (%) (%)
PLGA, PEG (Kumar et
e Nanoprecipitagéo 10-25 - - - - 0,1 al., 2016)
miltefosina N
Amastigota:
Miltefosina, e 0,17008 | (Khokhar et
quitosana Gelificagao idnica 91,4 - 28 - 97 <5 Promastigota:| al., 2022)
0,0218
Alginato,
miltefosina, e .
Span 80, | Emulsificacdol | ,zq 4 | 39 7¢( 042 | 81,7 ; - (Spadari et
N gelificagio externa al., 2019)
poloxamero
407
Quitosana, .
berberina e | Gelificacdo ionica | 187,7 | 36,33 | 0,35 | - ~0 - S°gg'1§§
miltefosina ’

* Valor apos liofilizacdo. Fonte: Autora.

4.10.3 Nanoparticulas lipidicas

As nanoparticulas lipidicas s&o sistemas carreadores coloidais compostos de
um ou mais lipidios de alto ponto de fusao (como triglicerideos, glicerideos parciais,
acidos graxos), formando um nucleo sélido revestido por surfactante (Mandawgade;
Patravale, 2008). Geralmente, escolhem-se lipidios biocompativeis e biodegradaveis
para que seja viavel a distribuicdo da encapsulagcdo no organismo. Assim como outras
nanoformulagdes, as nanoparticulas lipidicas também foram desenvolvidas para
suprir limitagdes fisico-quimicas e bioldgicas encontradas em moléculas livres, como,
por exemplo, baixa disponibilidade oral, entrega de farmaco reduzida, efeitos
indesejados, entre outros (Lima; Renzi; Campos, 2021).

Desse modo, Bitencourt et al. (2016) produziram nanoparticulas lipidicas com
miltefosina e avaliaram a suas carateristicas e estabilidade. O tamanho de particula,
assim como o PDI, dependeu da quantidade de miltefosina adicionada. Entendeu-se
que, em altas concentragées de miltefosina, houve organizagédo diferenciada dos

lipidios, levando a formagao de lipossomas ao invés de nanoparticulas lipidicas, fato
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que proporcionou as alteragdes observadas. Assim, a concentragdo de 15 mg/mL de
miltefosina foi escolhida como ideal para os testes in vitro posteriores. Para essa
formulacéo, foi encontrado tamanho médio de particula de 54 nm, PDI 0,06 e ZP -50,4
mV, com boa estabilidade e sem formacao de agregados. O teste de efeito hemolitico
em eritrécitos de sangue humano indicou que a miltefosina encapsulada reduziu a
hemolise. Além disso, a citotoxicidade em macréfagos murinos também foi reduzida.
Ademais, a citotoxidade da miltefosina aprisionada para formas promastigotas e
amastigotas de L.chagasi foi semelhante a da miltefosina livre, indicando que n&o
houve perda do efeito antileishmania, mesmo com a formagao de nanoparticula.
Testes de simulagdo em camundongos mostraram que houve redugao na irritagdo no
tecido gastrointestinal.

A miltefosina, também pode ser utilizada como auxiliar em nanoformulacdes
lipidicas, como parte contribuinte da membrana lipidica ou como veiculo coadjuvante
de entrega de surfactantes, além de atuar como acgao sinérgica para efeitos de outros
farmacos. Tripathi et al. (2017), por exemplo, utilizaram a miltefosina como agente
estabilizador em anfoliposferas revestidas de quitosana carregadas com AmB, a fim
de melhorar a entrega de farmacos para tratamento de leishmaniose. As analises
foram feitas em comparacao com formulagdes contendo Tween 80 como estabilizante.
Nao houve diferencas significativas entre as duas formulagdes no que toca o tamanho
de particula e ZP. Os ensaios, contudo, mostraram que as formulagdes revestidas
com miltefosina apresentaram liberacao in vitro sustentada e maior taxa de captagao
por macréfagos. As analises in vitro mostraram que formulagdes contendo miltefosina
como agente estabilizante apresentam maior atividade contra amastigotas
intracelulares de macrofagos. Revelaram ainda maior captagao pelo bacgo, figado e
maior liberacédo de NO devido ao efeito sinérgico dos farmacos. Mostraram, ademais,
maior efeito antileishmania e capacidade hemolitica baixa. Os parametros de tamanho
de particula, ZP, PDI e EE% podem ser vistos na Tabela 10.

Amara et al. (2018) estudaram nanoparticulas lipidicas de praziquantel (PZQ)
modificadas. Nesse estudo, a miltefosina foi incorporada para melhorar a integridade
estrutural da nanoparticula e conferir atividade a membrana, sendo mais interessante
a formulag&o contendo 25 mg de miltefosina por reter maior carga de PZQ. As analises
da formulagcdo contendo miltefosina mostraram maior atividade antiparasitaria,
melhora na patologia hepatica além de danos em estruturas tegumentares dos

vermes. A Tabela 10 mostra os parametros de tamanho de particula, ZP, PDI e EE%.



43

Os estudos de Eissa et al. (2015, 2020) e EI-Moslemany et al. (2016) foram
feitos a fim de entender como a miltefosina poderia favorecer as formulagdes para
tratamento de esquistossomose, doenga negligenciada que afeta particularmente
populagdes vulneraveis, com prevaléncia de saneamento basico precario (Brasil,
2023). Atualmente, a esquistossomose possui apenas um tratamento medicamentoso,
o PZQ, que apresenta desvantagens como baixa solubilidade e biodisponibilidade,
tempo de meia vida curta e falha na prevencao de reinfeccdo, o que torna valida a
reposi¢cao de farmacos. Desse modo, Eissa et al. (2015) estudaram a miltefosina em
nanoformulagdes lipidicas para possivel tratamento de esquistossomose mansoénica,
em dose unica. A miltefosina foi encapsulada em diferentes formulagdes, mas apenas
a formulagao lipidica com miltefosina, acido oleico e CTAB+ (MF-LNC-OA-CTABY)
impediu a hemdlise em 100%. Essa mesma formulagao resultou em liberagao mais
lenta de miltefosina. Além disso, testes em modelos murinos mostraram que as
nanoformulagdes lipidicas reduziram a carga parasitaria e o tamanho do granuloma
hepatico quando comparada com o grupo controle (miltefosina livre) ou no grupo nao
tratado, principalmente a formulacdo nanoencapsulada de miltefosina e acido oleico.

Posteriormente, EI-Moslemany et al. (2016) deram continuidade ao estudo
anterior, e analisaram o reposicionamento de farmaco em dose oral unica de 20 mg/kg
de miltefosina nanoencapsulada (MF-LNC-OA-CTAB+). A analise mostrou que os
tamanhos de particulas foram semelhantes (cf. Tabela 10), 40,9 nm para a formulagao
MF-LNC-CTAB+ e 54,8 nm para MF-LNC-OA, porém com ZP distintos. A avaliacéo
da carga de vermes apontou que ambas as formulagdes tém efeito favorecido em
momentos distintos: enquanto MF-LNC-CTAB+ induz maior redugdo na carga
parasitaria no dia inicial da infeccdo, MF-LNC-OA tem maior papel inibitério quando
administrado no 21° dia pds infecgcdo. Além disso, as analises histopatologicas
revelaram que, enquanto a MF-LNC-OA reduz o numero de granulomas hepaticos,
MF-LNC-CTAB+ reduziu o tamanho dos granulomas.

Estudos mais recentes de Eissa et al. (2020) combinaram PZQ e miltefosina
(LNC-PZQ-MF) para terapia profilatica de esquistossomose, em dose oral. Obtiveram-
se nanoesferas com tamanho de particula, ZP e PDI mostrados na Tabela 10. A
avaliacdo parasitolégica mostrou redugao na contagem de vermes adultos e melhora
nas lesdes hepaticas, com cura dos granulomas no grupo tratado com LNC-PZQ-MF,
além de nao provocar efeitos toxicos renais e hepaticos em modelos murinos. Assim,

a nanocombinac&o apresentou efeito profilatico significativo.
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Tabela 10: Tabela contendo método de preparo e composi¢ao, além dos parametros de tamanho de
particula, potencial Zeta, PDI e EE% das nanoparticulas lipidicas em que a miltefosina é utilizada
como agente coadjuvante ou para tratamento de esquistossomose.

s Método de Tamanho o - Aoyt
Composicao praparagao (nm) ¢ (mV) PDI | EE (%) Aplicagao Referéncia
. Emulsificagédo + . .
Quitosana, AmB| | oo heizacao | 150,8 | 282 | 0180 | 853 | Coadjuvante | (T1Pathietal,
e miltefosina A 2017)
de alta pressao
PZ.Q’ A.O e Inversdo de fase 50,8 -89 0,04 99,8 Coadjuvante (Amaraietals
miltefosina 2018)
Miltefosina, AO (Eissa et al
e CTAB Inversao de fases 39 38 0,082 | >97,5 | Esquistossomose 2015) v
catiénico
Miltefosina, AO
ceaE;?(i Inversao de fase 109 A R Esquistossomose (El-Moslemany ef
al., 2016)
Miltefosina e AO 54,8 12,5 0.057 > 98
Span 80, PZQ, | Inverséo de fase . (Eissa et al.,
AO, miltefosina modificado 61,1 6.2 | 009 | >95 | Esquistossomose 2020)

Fonte: Autora.

4.10.4 Nanoparticulas metalicas

As nanoparticulas metalicas tém ganhado espaco em estudos envolvendo a
nanotecnologia. Isso porque, em tamanho reduzido, as propriedades fisico-quimicas
e biologicas sao diferenciadas, possibilitando diversas aplicagbes. Além disso, a
sintese de nanoparticulas metalicas (normalmente de prata e ouro) se enquadra na
“sintese verde” ao utilizar biomateriais de origem natural, em contraste com as
sinteses quimicas convencionais que podem ter efeitos toxicos e incompativeis para
uso biolégico (Kalangi et al., 2016).

Kalangi et al. (2016) investigaram a atividade antileishmania da miltefosina em
combinagdo com nanoparticulas de prata (AgNP) utilizando extrato de endro
(Anethum graveolens) como agente redutor. O AgNP sozinho n&o apresenta efeito
antileishmania e, por isso, o estudo foi feito em combina¢cdo com a miltefosina (AgNP-
MF). A sintese foi feita em etapa unica e as fases de caracterizagdo mostraram
tamanho médio de particula de 35 nm (entre 8 e 100 nm) e estrutura cristalina cubica.
As analises bioldgicas realizadas mostraram que AgNP-MF (concentragdes de 12,5 e
25 uM) induziram mais mortes de promastigotas em doses mais baixas quando

comparados com a miltefosina sozinha, ou seja, a combinagéo reduziu o ICso. Além
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disso, analises morfolégicas de promastigotas tratados com AgNP-MF indicam perda
de integridade estrutural, como dano no flagelo e forma alterada, indicando possivel
morte, semelhante a apoptose. O estudo também verificou que a combinagao entre
AgNP-MF 12,5 pM induziu quebras no DNA genémico, demonstrando morte por
apoptose, semelhante a miltefosina isolada. Além disso, a combinagdo também
reduziu a infeccdo de amastigotas em macréfagos. E interessante notar que AgNP
sozinhos nao mostraram toxicidade e ampliaram os efeitos antileishmania da

miltefosina.

4.10.5 Nanocapsulas redox-responsivas

As nanocapsulas redox-responsivas sao nanocarreadores reativos a estimulos
bioldgicos que possibilitam a entrega do farmaco de forma mais eficiente em organelas
especificas. No estudo de Tiwari et al. (2021), micelas poliméricas responsivas a GSH
(glutationa) contendo miltefosina foram produzidas pelo método de miniemulséo
inversa interfacial. A liberagdo € feita a partir da clivagem oxidativa de pontes
dissulfeto induzida por GSH a fim de liberar o farmaco especificamente em lisossomas
de macroéfagos. Apds caracterizagao, o tamanho médio das particulas esféricas foram
de 160 nm, PDI ~0,07 e ZP de -23,7 mV, com EE% de 95%. Os testes antileishmania
foram realizados em macrofagos infectados por promastigotas de L. donovani e os
resultados indicaram reducdo de parasitas dependente de dose de miltefosina e
reducao de células infectadas por promastigotas. A morte dos parasitas por
mecanismos semelhantes a apoptose foi avaliada pelo aumento de espécies reativas

a oxigénio e de NO.

4.11 Microparticulas

As microparticulas apresentam tamanho em torno de 1um a 10 ym e podem
ser utilizadas como nanocarreadores de farmacos (Kreuter, 1996). Pensando nisso,
Das et al. (2011) analisaram in vitro de microparticulas de albumina carreadas com
miltefosina para o tratamento de leishmaniose visceral. As microparticulas contendo

miltefosina e albumina foram preparadas pelo método de spray drying seguido de
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estabilizagao térmica. A Tabela 11 mostra o tamanho de particula e PDI que variou, a
depender da pressao utilizada no spray drying. No entanto, a maioria das microesferas
tinham tamanho entre 2 e 5 um. O estudo também mostrou que a faixa de tempo de
estabilizacdo térmica afeta a taxa de liberacdo de miltefosina das microesferas de
albumina: quanto maior a extensao da estabilizagdo térmica, menor a taxa de
liberacédo do farmaco. Além disso, verificou-se que cerca de 65% dos macréfagos
engolfaram as microesferas em 90 minutos. Também foi observada redugé&o da

hemdlise, em menos de 10%, mesmo em alta concentracdo de miltefosina carreada.

Tabela 11: Valores de tamanho de particula (nm) e PDI das microesferas com miltefosina carreada
em albumina a depender da pressao aplicada no spray drying.

Pressao (kg/cm2)
2 2,5
Tamanho de Particula (nm)\ 3.430 3.300

PDI 0,695 0,801
Fonte: Das et al., 2011, adaptado

4.12 Nanoquelatos

Os nanoquelatos sao estruturas em forma de charuto de bicamadas lipidicas
carregadas negativamente e enroladas, unidas por calcio, preparadas a partir de
dioleoilfosfatidilserina (DOPS) e colesterol, e sao capazes de acomodar
medicamentos, como a miltefosina (Pham et al., 2013). Os nanoquelatos possuem o
interior livre de agua e devido a sua estrutura ndo aquosa possibilitam liofilizagao.
Dessa forma, sdo menos suscetiveis a oxidacao dos fosfolipidios e podem manter sua
estrutura apos a liofilizagéo, dando-lhes propriedades uteis de armazenamento (Pham
et al., 2014). A AmB ¢é medicamento de segunda linha de tratamento para
leishmaniose visceral. No entanto, apresenta efeitos indesejaveis, como alta
toxicidade renal, resisténcia e baixa biodisponibilidade oral. Assim, a terapia
combinada visa a contornar tais obstaculos. As analises de Pham et al. (2013)
envolvendo a caracterizagdo de AmB e miltefosina em nanoquelatos mostraram que

ambas estdo alocadas na interface entre as moléculas lipidicas (Figura 11).
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Figura 11: Estrutura representativa do esquema de organizagao do nanoquelato.
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Fonte: Pham et al., 2013, adaptado.

Para a formagao dos nanoquelatos, primeiro foram produzidas MLV de DOPS
e colesterol contendo AmB e miltefosina. Apds o processo de sonificagdo, foram
obtidas LUV de 80 nm. A formulacéo final foi obtida apds a adicdo de ions calcio ao
SUV carregado negativamente.

Posteriormente Pham et al. (2014) analisaram nanoquelatos de AmB e
miltefosina visando a administragdo oral. A preparagdo dos lipossomas seguiu o
meétodo de hidratacio de filme fino, com a incorporagao de miltefosina e AmB em SUV,
e posterior conversao em nanoquelatos pelo método de hidrogel. A preparagao segue
trés passos, mostrados em sequéncia:

I. Formacado de MLV pelo método de hidratagcado de filme fino, no qual séo

incorporadas AmB e miltefosina.

Il. Formagdo de SUV por sonificagcdo e extrusdo (SUV carregado

negativamente).

lll. Incorporagéo de Ca 2* para agregacgdo de SUV em folhas < nanoquelato

As analises mostraram tamanho de particula de 80 nm para SUV e 252 £ 2 nm
para os nanoquelatos, enquanto o ZP para SUV foi de —40 mV e para os nanoquelatos,
-2,3 10,6 mV. A EE% dependeu da fase de preparacao e do farmaco. A eficiéncia de
encapsulagao geral foi, porém, de 75%. A formulagéo de nanoquelatos passaram por
liofilizacdo, mas ndo perderam as propriedades fisico-quimicas, mantendo a
estabilidade. Ocorreram, ademais, testes de estabilidade em meios gastrointestinais
simulados. Os didametros dos nanoquelatos sofreram variagao no decorrer do tempo,
sendo explicada pelo desenrolamento das folhas em meio gastrointestinal, assim
como o deslocamento de ion Ca?*. A formulagéo foi resistente a degradacgéo intestinal,
além de mostrar entrega lenta e gradual no intestino e ser estavel apds a liofilizagao,

mostrando que pode ser reconstituida.
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4.13 Nanofibras

A técnica de eletrofiagdo tem ganhado espago no estudo e desenvolvimento
tecnoldgico principalmente no que diz respeito a capacidade de formacéo de fibras de
diferentes composi¢cdes, morfologias e diametros, podendo chegar a escala nano
(Mercante et al., 2021). Na eletrofiacdo para a formagao de nanofibras, uma solugao
de polimeros inserida em um tubo capilar € submetida a campo elétrico. Quando o
campo elétrico aplicado atinge um valor critico, as forgas elétricas repulsivas superam
as forcas de tensdo superficial e um jato carregado da solugéo é ejetado da ponta do
tubo, e o jato ocorre no espago entre a ponta capilar e o coletor, o que leva a
evaporagao do solvente, deixando o polimero para tras (nanofibra), depositado no
coletor (Bhardwaj; Kundu, 2010).

Wang, Li e Jia (2013) utilizaram da técnica de eletrofiacdo para gerar nanofibras
de PCL juntamente com miltefosina e colesterol, que resultaram em esteiras fibrosas
brancas puras. A Figura 12 mostra as nanofibras formadas por miltefosina, colesterol
e PCL. E interessante notar que, em meio aquoso, a miltefosina e o colesterol contidos
nas nanofibras se desprendem e formam micelas. Foi descoberto que o tamanho de
particulas foi < 200 nm. No entanto, as vesiculas aumentaram de tamanho, a
depender da quantidade de colesterol adicionado. Ou seja, além de serem matriz de
aprisionamento da miltefosina (permitindo liberagdo sustentada do farmaco), as
nanofibras também agiram como suporte em nanoescala que, ao ser lavado, produz

micelas.

Figura 12: Representagéo das nanofibras formadas pelo método de eletrofiagéo.

.'ala—

Fonte: Wang; Li; Jia, 2013, adaptado.
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4.14 Nanoniossomas

Diferentemente das micelas convencionais, formadas por surfactantes
anfifilicos, os niossomas sao formados por vesiculas bicamadas obtidas pela mistura
de surfactantes ndo-idnicos e colesterol. Com a posterior hidratagdo do meio aquoso,
também sao capazes de aprisionar moléculas hidrofilicas no nucleo aquoso, ou
lipofilicas na casca lipidica. Os niossomas também apresentam vantagens como custo
reduzido, maior estabilidade e melhor estabilidade quimica (Nazari-Vanani et al.,
2018).

Nazari-Vanani et al. (2018) realizaram os primeiros estudos de atividade
antileishmania da miltefosina carregada em gel nanoniossomal. Os nanoniossomas
foram preparados utilizando o surfactante n&o-idbnico Span® pelo método de
hidratagcdo de pelicula fina. O estudo de toxicidade mostrou que a amostra de
niossoma formada por Span 65, colesterol e miltefosina (M-Span 65) resultou em
diminuicdo acentuada da viabilidade de L. major. Por esse motivo, os testes
posteriores foram realizados apenas para essa formulacdo niossomal. Os valores de
parametros como tamanho de particula, ZP e EE% podem ser visualizados na Tabela
12. Os testes de toxicidade resultaram em reducéao de ICso (Quando comparado com
miltefosina em forma livre) com diminuigao significativa de crescimento de amastigotas
intramacrofagos de forma dose-dependente, além disso, os ensaios de dissolugao
mostraram liberacdo controlada e sustentada.

Os niossomas também tém sido avaliados para a leishmaniose durante a
gravidez pois, ainda que seja o padrao ouro para o tratamento oral de leishmaniose,
a miltefosina é contraindicada para gestantes e classificada como categoria D pela
FDA, ou seja, pode causar dano a fetos, incluindo morte fetal (BRASIL, 2018). Os
estudos mais recentes de Seyedi et al. (2024) analisaram de forma comparativa a
citotoxicidade de miltefosina e de miltefosina niossomal (NMIL) em modelo de embrido
de galinha. Testes in silico foram elaborados a fim de entender a ligagéo de miltefosina
e NMIL com proteinas importantes para o ciclo da leishmaniose, como o VEGF-A,
KDR1 e proteinas reguladoras apoptoéticas. Testes praticos e testes génicos foram
realizados em orgaos fetais de embrides de galinha a fim de analisar a citotoxicidade
fetal, a expressao génica e alteragbes patoldgicas potenciais. Os niossomas foram

preparados pelo método de evaporacdo em camada fina e tinham o formato esférico.
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Os valores de tamanho de particula, ZP, PDI e EE% podem ser observadas na
Tabela 12. Os estudos in vitro mostraram que a liberagdo de NMIL foi mais lenta,
tendo o conteudo descarregado totalmente em cerca de 48 horas. Ja os estudos in
silico, foram realizados a fim de simular a ligagdo de NMIL com mediadores
importantes, e mostrou-se menor afinidade de ligacao para Bcl-2 e VEGF-A, e maior
energia de interacdo com BAX e Caspase-8. Os resultados obtidos mostram que NMIL
foi mais eficaz quando comparado com miltefosina livre. Ja as analises ADMET
indicaram que NMIL atravessou a barreira hematoencefalica, ndo inibe CYP450,
apresenta menor teratogenicidade e menor toxicidade em dose oral. Ja os estudos de
expressao génica mostraram que no grupo NMIL a expressdo de genes mediadores
de apoptose foi menor, enquanto a expressdo de mediadores de angiogénese foi
maior. O estudo in vivo mostrou que os embrides de galinha sob tratamento de
miltefosina livre apresentaram menos massa vascular e mais alteragdes
degenerativas e apoptoticas do que aqueles tratados com NMIL. O estudo de Seyedi
et al. (2024) apontou pontos importantes e cruciais para a melhoria de propriedades
farmacodinédmicas e farmacocinéticas da miltefosina, ainda que sejam necessarios
estudos para desenvolvimento de possivel terapia para leishmaniose durante a

gravidez.

Tabela 12: Tabela contendo composigédo, método de preparo, além dos pardmetros de tamanho de
particula, potencial Zeta, PDI, EE% e ICs0 de nanoniossomas.

Método de Tamanho

Composigao ¢ (mV) PDI |EE (%) |ICso0(%)| Referéncia

praparacao (nm)
‘ ; ; = (Nazari-
Miltefosina, Span| Hidratacao de 87 8,97 ; 88 | 53,39 |Vanani et al.,
65 e colesterol pelicula fina
2018)

Miltefosina, Span ~ .
60, Tween 60, | Cvaporagaoem| g g 457 | 0163 | 944 | - |(Sevedietal,

camada fina 2024)
colesterol

Fonte: Autora.

4.15 Transferossomas

Os transferossomas convencionais sio lipossomas ultra-deformaveis formados
por fosfolipidios e um ativador de borda (normalmente um surfactante de cadeia

unica), que confere flexibilidade a membrana. O desenvolvimento de lipossomas ultra-
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deformaveis de segunda geracao (SGUDL) incluem medicamentos juntamente com o
ativador de borda tradicional e o fosfolipidio (Dar et al., 2019). Os transferossomas
sdo desenvolvidos para entrega de substancias através da pele. Por esse motivo, os
estudos se utilizam dessa tecnologia para tratamento de leishmaniose cutanea.

Dar et al. (2019) desenvolveram SGUGL co-carregados de miltefosina e AmB
(AmB-MF) para potencial tratamento topico de leishmaniose cutanea. Os SGUDLSs co-
carregados foram preparados de acordo com o mostrado na Tabela 13. A formulagéo
de Tween 80 a 10% foi escolhida para os testes, e a Tabela 13 mostra o tamanho de
particula, ZP e EE%. Os transferossomas apresentaram elasticidade de membrana
de 73,1%. O estudo demonstrou que a incorporagao de miltefosina e AmB em SGUDL
aumentou a quantidade de farmaco permeado e a deposi¢cao em diferentes camadas
da pele, além de mostrar interagcédo sinérgica entre os farmacos, ser mais citotoxica
para macréfagos infectados e reduzir significativamente o ICso em comparacao as
solugdes simples dos farmacos. Estudos de atividade antiamastigota mostraram que,
para os macrofagos infectados e tratados com SGUDL, foram encontrados apenas
vacuolos vazios (o que indica infeccdo anterior) sem a presenga de amastigotas,
demonstrando a atividade antiamastigota dos SGUDL co-carregados com AmB-MF.
Estudos de avaliagao in vivo indicaram que o gel tépico de SGUDLSs co-carregado com
AmB-MF administrado duas vezes ao dia resultou em reducao e resolugdo completa
da lesdo em modelos murinos, além de redug¢ao na quantidade parasitaria nas lesdes
quando tratada com SGUDL co-carregado. A medi¢&o de citocinas resultou em niveis
aumentados de NO, IL-12 e IFN-y no grupo SGUDL co-carregados, mostrando efeito
antileishmania.

Ja Batool et al. (2021) realizaram um estudo objetivando desenvolver gel
transferossomal carregado com miltefosina (HePCTG) a base de carbopol para o
tratamento da leishmaniose cutanea por meio do direcionamento eficiente de
macroéfagos infectados por leishmania. A Tabela 13 traz a composi¢ao e o método de
preparacao dos transferossomas, além de dados como tamanho de particula, ZP, PDI
e EE% para a formulagéo transferossomal otimizada de miltefosina. O estudo mostra
que HePCTG nao foi irritante, ndo alterou a estrutura cutanea e foi menos toxica, além
de aumentar a permeacéo na pele. O estudo com macrofagos indicou aumento na
absor¢cao de miltefosina carregada em transferossomas quando comparado com
miltefosina comum e reducgédo no ICso, mostrando alta eficiéncia antileishmania da

formulagcdo. Os estudos antileishmania in vivo em modelos murinos infectados
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mostraram que, no grupo tratado com HePCTG, houve redugdo significativa no

tamanho das lesodes.

Tabela 13: Tabela contendo composicdo, método de preparo, além dos parametros de tamanho de
particula, potencial Zeta, PDI, EE%, ICso e elasticidade de membrana de transferssomas.

s Método de | Tamanho 0 ICs0 A

Composigao praparacao (nm) ¢ (mV) PDI |EE (%) (ug/mL) Referéncia
Phospholipon 90G, | ,. ~

Tween 80, | ldratacdo | 4397 | 573 | o426 | 778 | 021 | (Paretal,

. ; de filme fino 2019)
miltefosina, AmB

Caropa,  FirRaGRe
Phospholipon 90 |, \«todo de | 1681 | —167 | 0,103 | 92% | 7,133 | (Batoolet
G, Tween 80, [ . . ’ ’ ’ ’ al., 2021)

. . injecdo de
miltefosina
etanol

Fonte: Autora.

4.16 Nanovesiculas

As nanovesiculas sdo misturas de lipideos com surfactantes, em que o
surfactante atua como desestabilizante de membrana, possibilitando potencial de

penetracao na pele melhorado.

4.16.1 Nanovesiculas catidnicas

As nanovesiculas catidnicas (cNV) tém capacidade de encapsulamento
aprimorada, boa estabilidade fisica, aumento de afinidade para a membrana aniénica
da pele e promovem a permeacao do farmaco para camadas cutidneas mais
profundas, sendo boas opgbes como carreadores dérmicos (para esse caso,
interessante para tratamento de leishmaniose cutanea). Os cNV possuem a
capacidade de carrear farmacos hidrofilicos (no nucleo aquoso), lipofilicos
(aprisionados na parte ndo polar da bicamada), anfifilicos (alocados na interface
hidrofilica-lipofilica), mostrados na Figura 13. No entanto, o uso de cNV pode causar
irritacdo pelo uso do surfactante (Khalid et al., 2022). Assim, Khalid et al. (2022)

desenvolveram e avaliaram cNV livres de surfactantes carregados com trés farmacos:
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miltefosina, antimoniato de meglumina (MAM) e imiquimode (Imq) para o tratamento
tépico combinado de leishmaniose cutanea. As vesiculas mistas foram preparadas
pelo método de hidratagao-extrusédo de pelicula fina, utilizando Phospolipon G® como
fosfolipideo, estearilamina como indutor catibnico e miltefosina como substituto ao
surfactante (e como agente antileishmania), uma vez que possui carater de zwitterion
que se assemelha surfactantes, além de MAM e Imq (formulagdo MAM-Imqg-MIL). O
estudo revelou que o tamanho de particula e a EE% sofrem variagao a depender da
quantidade de miltefosina adicionada. Contudo, a formulagdo MAM-Img-MIL com 20%
de miltefosina como surfactante apresentou resultados otimizados como tamanho de
particula de 86,2 nm, ZP de +11,7 mV, PDI 0,098 e deformidade de 51%. Os estudos
de permeacéao cutanea demonstraram que as nanovesiculas hibridas carregadas com
MAM, Imq e miltefosina (cNV MAM/Img/MIL) promoveram aumento da penetracéo e
retengao cutanea, apresentando menor potencial de irritagdo em comparagao aos geis
convencionais, sem afetar a estrutura anatdbmica da pele. Além disso, os testes de
captagéo celular indicaram maior absorgéo pelos macréfagos tanto para MAM quanto
para Imq, enquanto o ensaio de seletividade evidenciou que as cNV foram mais
eficazes contra amastigotas intracelulares do que as formulagdes em solugao simples.
Os testes in vivo revelaram resolugdo completa das lesées cutaneas e significativa

reducao da carga parasitaria no grupo tratado com as cNV MAM/Img/MIL.

Figura 13: Esquema representativo de nanovesicula catiébnica com miltefosina.

/7 Estearilamina
Miltefosina

&  Antimoniato de meglumina
*  Imiquimod

& Fosfolipideos

Fonte: Khalid et al., 2022, adaptado.

Ja Thakur et al. (2013) se utilizaram de nanovesiculas de miltefosina para testar

o efeito pro-apoptético sinérgico com paclitaxel, visando ao tratamento de
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glioblastoma multiforme quimiorresistente, tipo comum e agressivo de tumor cerebral.
As nanovesiculas foram preparadas por método de hidratagéo de filme fino modificado
e eram constituidas de paclitaxel, miltefosina (raz&o molar variando de 10 a 40%) e
fosfatidilcolina de soja. No entanto, somente a formulagdo com 40%mol de miltefosina
obteve resultados promissores como tamanho de particula 195 nm, ZP -25 e EE% de
94%. Os testes seguiram com administracdo intranasal e as formulagdes
apresentaram liberacao sustentada de paclitaxel in vitro. Foi observado que, apesar
da liberagdo no fluido nasal simulado diminuir, houve aumento de liberagcdo de
paclitaxel no liquido cefalorraquidiano simulado na medida em que a concentragao de
miltefosina aumenta. Ademais, o estudo de captagao cerebral in vivo mostrou que os
lipossomas com 40% de miltefosina atingiram o cérebro rapidamente sem atingir
outros orgaos, como o pulméo. Além disso, o estudo mostrou ICso reduzido para a
formulacdo de miltefosina otimizada (162 nM), que indica citotoxicidade melhorada,
quando comparado com o paclitaxel livre (765 nM) e o taxol (727,9 nM), forma
comercial de paclitaxel. Outro ponto interessante sdo os achados que confirmam o
papel da miltefosina como agente indutor de apoptose e como facilitador de captagao

celular.

5 Conclusao

O presente trabalho teve como objetivo analisar as principais nanotecnologias
utilizadas com a finalidade de aprimorar a eficiéncia e a eficacia da miltefosina no
tratamento da leishmaniose. A partir da revisao dos estudos selecionados, foi possivel
constatar que a incorporagcdo da miltefosina em sistemas nanotecnoldgicos, como
lipossomas, nanofibras, nanoquelatos e micelas poliméricas, tem demonstrado
resultados positivos. Esses sistemas apresentaram parametros favoraveis, como
tamanho de particula reduzido, potencial Zeta e PDI adequados, os quais contribuiram
para melhorias significativas em testes in vitro e in vivo. Tais melhorias incluiram
aumento do tempo de circulacdo do farmaco, reducao do tamanho das lesdes e da
carga parasitaria, maior captagdo pelo sistema fagocitario, redugdo do efeito

hemolitico e aprimoramento dos valores de ICso, entre outros.
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Ressalta-se, entretanto, a necessidade de investigagbes adicionais,
especialmente em relagdo a aplicagéo dessas formulagdes em gestantes, tendo em
vista a possibilidade de toxicidade fetal causada pela administragdo da miltefosina.
Observou-se ainda que, em lipossomas peguilados, embora reduzam a toxicidade
sistémica, podem prejudicar a fagocitose por macréfagos, fator relevante na infecgao
por parasitas intracelulares, devido a protegéo estérica promovida pelo PEG.

Adicionalmente, verificou-se que a miltefosina apresenta potencial para
aplicacdo combinada com outros farmacos (a fim de tratar diferentes doencgas),
atuando como agente coadjuvante ou componente de formulagao, contribuindo para
a ampliagao da eficacia de substancias como doxorrubicina, praziquantel, paclitaxel e
anfotericina B. Somente para a bleomicina os resultados foram insatisfatérios.

Contudo, a maioria dos estudos analisados ainda se restringe a ambientes
laboratoriais e modelos animais, sendo imprescindivel o avango das pesquisas para
a realizagao de ensaios clinicos em seres humanos. Além disso, faz-se necessaria a
continuidade do desenvolvimento de novas formulagdes nanotecnoldgicas que
possam minimizar os principais efeitos adversos associados a miltefosina, como a
toxicidade gastrointestinal, a hemdlise e o risco fetal, bem como viabilizar novas
formas de administragdao, como a intravenosa.

Dessa forma, conclui-se que as nanoformulagcdes contendo miltefosina
representam alternativas terapéuticas promissoras e inovadoras para o tratamento da
leishmaniose, com potencial para contribuir significativamente na superagcédo das

limitagdes presentes na forma convencional de tratamento.
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