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REsSuMO

A Paraccocideoides brasiliensis (Pb) foi descrita pela primeira vez no Brasil em 1908 por Adolf
Lutz, em sua descricdo sobre a Pb ele cita as graves lesGes causadas na boca em forma de
ulceracOes que destroem a gengiva, palato, repercutindo no sistema imune formando ganglios
extremamente dolorosos, ja o Cryptococcus neoformans (Cn)/Cryptococcus gatti (Cg) foram
descritos em 1905 e se apresentam em lesdes cutaneas, respiratéria e disseminada. Para o
tratamento da Paracoccidioidomicose (PMC) e Criptococose alguns antifingicos podem ser
utilizados, a escolha do farmaco se da& pelo grau da doenca, porém a mais difundida é a
Anfotericina B devido o mecanismo de acdo e interacdo com a membrana do fungo,
promovendo assim sua destruicdo. Na mesma proporcdo de destruicdo dos fungos a
Anfotericina B (AB) também interage com a parede das células, tornando-se também um
farmaco com alto poder de toxicidade. A incidéncia de nefrotoxicidade é proximo dos 60% dos
casos, quanto maior o0s niveis séricos maior seu poder de destrui¢cdo do tecido renal. Com todo
esse histdrico de toxicidade surge a necessidade de tornar 0s niveis séricos mais baixos, fizemos
utilizacdo de nanoparticulas de gelatina e sistemas de liberacdo modificada, dessa forma a acédo
no tecido renal da Anfotericina B seria muito menor, podendo assim agir de forma mais
concentrada no fungo, pois a quantidade de droga seria muito menor possibilitando pouca droga
circulante. A escolha das nanoparticulas de gelatina se deu pelo baixo custo da matéria prima e
na facilidade de sua sintese, podendo ser aplicada em escala industrial. A gelatina permite a
adsorcdo da AB em sua superficie e conforme o aumento da temperatura essa gelatina vai
“abrindo” suas cadeias de forma lenta, liberando também o farmaco de forma lenta ¢
posteriormente absorvida pelo organismo e nédo causando efeitos indesejados por se tratar de
uma proteina natural. Neste trabalho as nanoparticulas de gelatina foram processadas pelo
método de dessolvatacdo em dois passos, 0 que garantiu a obtengéo das particulas com tamanho
e formas adequados para a aplicacdo em sistemas de liberacdo modificada de farmacos que
foram caracterizadas por Microscopia de Varredura (MEV) e espalhamento de dindmico de luz
(DLS) onde foi confirmado a morfologia esférica das particulas com tamanho médio de 169,4
nm e 172,0 nm respectivamente para o sistema livre e encapsulado respectivamente. Por fim, a
eficécia do sistema de liberacéo foi avaliado diante leveduras de Paraccocideoides brasiliensis,
Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gatti por Teste de Difusdo de Disco nas seguintes
concentragdes: 0,5 mg.mL?%; 1,0 mg.mL?; 1,5 mg.mL? ; 20 mg.mL? o que apresentou
resultados positivos indicando que mais baixas concentragcdes de Anfotericina B podem ser
administradas com eficiéncia se utilizado o sistema nanoestruturado de entrega de farmacos.

Palavras-chave: Paraccocideoides brasiliensis, Cryptococcus neoformans, Cryptococcus
gatti, Anfotericina B, Sistema de liberacdo de farmacos



Development of modified drug delivery systems for the treatment of pathologies caused
by Paraccocidioides brasiliensis, Cryptococcus neoformans and Cryptococcus gatti
ABSTRACT

Paraccocideoides brasiliensis (Pb) was first described in Brazil in 1908 by Adolf Lutz, in his
description of Pb he cites the severe lesions caused in the mouth in the form of ulcerations that
destroy the gum, palate, reflecting on the immune system forming extremely painful ganglia,
while Cryptococcus neoformans (Cn)/Cryptococcus gatti (Cg) were described in 1905 and
present in skin lesions, respiratory and disseminated. For the treatment of
Paracoccidioidomycosis (PMC) and Cryptococcosis some antifungals can be used, the choice
of the drug is due to the degree of the disease, but the most widespread is Amphotericin B due
to the mechanism of action and interaction with the fungus membrane, thus promoting its
destruction. In the same proportion of fungal destruction, Amphotericin B (AB) also interacts
with the cell wall, also becoming a drug with high toxicity power. The incidence of
nephrotoxicity is close to 60% of cases, the higher serum levels, the greater their power of
destruction of renal tissue. With all this history of toxicity arises the need to make the serum
levels lower, we made use of gelatin nanoparticles and controlled release systems (DDS), so
the action on the renal tissue of Amphotericin B would be much lower, thus being able to act
more concentrated on the fungus, because the amount of drug would be much lower allowing
little circulating drug. The choice of gelatin nanoparticles was given by the low cost of the raw
material and the ease of its synthesis and can be applied on an industrial scale. Gelatin allows
the adsorption of AB on its surface and as the temperature increases this gelatin "opens" its
chains slowly, also releasing the drug slowly and subsequently absorbed by the body and not
causing unwanted effects because it is a natural protein. In this work, gelatin nanoparticles were
processed by the two-step dessolvatation method, which ensured the obtaining of particles with
adequate size and shapes for application in controlled drug delivery systems that were
characterized by Scanning Microscopy (SEM) and dynamic light scattering (DLS) where the
spherical morphology of particles with an average size of 169.4 nm and 172.0 nm respectively
for the free and encapsulated system was confirmed respectively. Finally, the efficacy of the
release system was evaluated against yeasts of Paraccocideoides brasiliensis, Cryptococcus
neoformans and Cryptococcus gatti by Disk Diffusion Test at the following concentrations: 0.5
mg.mL?; 1.0 mg.mL?; 1.5 mg.mL?; 2.0 mg.mL? which showed positive results indicating
that lower concentrations of Amphotericin B can be efficiently administered if the
nanostructured drug delivery system is used.

Keywords: Paraccocideoides brasiliensis, Cryptococcus neoformans, Cryptococcus gatti,
Amphotericin B, Drug delivery system



ABREVIATURAS

FDA Food Drug Administration

IUPAC International Union of Pure and Applied Chemistry
NP Nanoparticulas Poliméricas

Pb Paraccocideoides brasilienses

Cn Criptoccocus neoformans

Cg Criptoccocus gatti

PMC Paracoccidioidomicoses

SNC Sistema Nervoso Central

AB Anfotericina B

NPG Nanoparticula de Gelatina

NPG-AB Nanoparticula de Gelatina com AB adsorvida
MEYV Microscopia Eletronica de Varredura

DLS Espalhamento de Luz Dindmico

PCR Reacdo em Cadeia da Polimerase

GTA Glutaraldeido

UV-Vis Espectrometria de Absor¢édo

YPD Meio de crescimento levedura/peptona/dextrose
DR Droga Liberada

PDI Indice de Polidispersividade

EE Eficiéncia de Encapsulamento
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1 INTRODUCAO

A origem da nanociéncia e da nanotecnologia remonta meados do século XX, entre os diversos
cientistas e estudiosos ligados a nanotecnologia nos tempos modernos pode ser citado o fisico
norte americano Richard Feynman, americano ganhador do prémio Nobel de fisica, que ja na
década de 50 anunciava a importancia do manuseio dos materiais em nivel atbmico ao sugerir
que, em um futuro ndo muito distante, toda a enciclopédia britanica poderia ser armazenada na
cabeca de um alfinete (BECHTOLD, 2011).

J& o conceito da nanotecnologia surgiu na década de 70 através de um pesquisador, Taniguchi
(1974) dizia que a nanotecnologia consiste em processos de separacdo, consolidacdo e
deformacdo de materiais a nivel atbmico ou molecular, onde as propriedades diferem
significativamente daquelas em maior escala. A nanotecnologia é uma ciéncia multidisciplinar
com potenciais e aplicacbes em quase todos os ramos da ciéncia e das tecnologias atuais
(BECHTOLD, 2011).

Segundo a Food Drug Administration (FDA) e a International Union of Pure and Applied
Chemistry (IUPAC) “nano” ¢ qualquer produto com propriedades ou fenomenos atribuiveis as
suas dimensBes nanométricas mesmo que essas dimensdes saiam da faixa nanométrica de 1 a
100 nm (BATISTA; PEPE, 2014).

As Nanoparticulas Poliméricas (NP) sdo essencialmente compostas por polimeros naturais ou
sintéticos e de acordo com o método de obtengdo elas adquirem estruturas distintas. As
nanocapsulas que sdo constituidas por um nucleo liquido, do tipo reservatorio, podendo ser
oleoso ou aquoso, envolto por uma parede polimérica. Nesta estrutura a molécula a ser
transportada pode estar enclausurada no nucleo ou adsorvida a parede polimérica. As
nanoesferas possuem a matriz sélida composta por polimero, onde a substancia carreada
encontra-se molecularmente dispersa na matriz ou adsorvida nela (CARRARO, 2013).

O sistema utilizado nesse trabalho sdo as nanoesferas que terdo o farmaco (AB) adsorvida nessa
matriz polimérica de gelatina, produzindo assim um sistema de liberacdo modificada de
farmacos, pode-se destacar o aumento do tempo de circulagdo do farmaco no sangue,
permitindo o acimulo em &reas patoldgicas com vascularizagdo comprometida ou inflamadas,
e 0 aumento da especificidade quanto ao local da acdo, nesse caso figado e rins (GARCIA,
2014).
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Deste modo, a utilizacdo de nanocarreadores para o tratamento de patologias causadas por
infeccBes fungicas tais como Paraccocideoides brasiliensis (Pb), Cryptococcus neoformans
(Cn) e Cryptococcus gatti (Cg) sdo promissoras.

No que tange a infeccdo por Pb, o ser humano € um hospedeiro acidental, acreditava-se que a
contaminacgéo pela Pb se dava através da mucosa bucal devido a traumas causados pelo uso de
fragmentos vegetais comumente usados na higiene bucal em zonas rurais, levando ao
aparecimento de ulceragdes na boca, mas com experimentos em animais COmprovou-se que ndo
é verdadeira essa possibilidade (PALMEIRO et al., 2005).

A contaminagdo acontece na infancia ou adolescéncia em zonas predominantemente rurais,
com o pico entre 10 e 20 anos de idade com a apresentacdo dos sintomas na idade adulta entre
30 e 50 anos (SHIKANAI-YASUDA et al., 2017), a Paracoccidioidomicose (PMC), assim
como outras doengas fungicas, depende da interacdo entre o fungo e a resposta imunologica do
hospedeiro para evoluir para a cura espontanea ou disseminar-se pelo organismo causando
granulomatose crénica bucal e pulmonar (PALMEIRO et al., 2005).

No caso de contaminacgdo por Cn/Cg esta associada as fezes de uma ave a Columba sp, esse
fungo esta disseminado em diversos ambientes e a taxa de morbidade e mortalidade é bastante
alta em pessoas imunodeprimidas (NEVES et al., 2019).

A criptococose acontece por inalacdo, infectando primeiro os pulmdes, porém o fungo tem
afinidade ao Sistema Nervoso Central (SNC) causando meningoencefalite em 70 a 90% dos
casos, mas também acomete os pulmdes, pele, 0ssos e ganglios linfaticos (DOS SANTOS;
FIGUEIREDO, 2021).

A Anfotericina B (AB) foi descoberta em 1953, sendo comumente utilizada no tratamento de
doencas fangicas sistémicas até os dias de hoje, mesmo sendo conhecida a sua toxicidade e o
desenvolvimento e a introdugdo de antiflngicos azolicos sistémicos na década de 1980, a
poténcia, o espectro de acdo e 0s quase 50 anos de experiéncia clinica asseguram a efetividade
da AB tanto para o tratamento das infec¢Ges fungicas quanto para a profilaxia fingica sistémica
(FILIPPIN; SOUZA, 2006).

Comumente sua administracéo deve ser por via endovenosa, por ser mal absorvida pelo trato
gastrointestinal, € um medicamento muito eficaz; porém deve ser usado com muito cuidado
devido a seus efeitos colaterais, principalmente pela sua nefrotoxicidade (GONCALVEZ,
2011).
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL
Desenvolver as NPG/AB, caracterizar e avaliar a atividade antifingica em Pb e Cn/Cg in vitro.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Sintetizar as NP com AB pelo método de dessolvatagcdo em dois passos;
e Caracterizar a viabilidade das NPG/AB em formato por MEV;
e Caracterizar a viabilidade das NPG/AB em tamanho por DLS;

e Caracterizar a liberagcdo de AB in vitro;

e Determinar a eficiéncia da formulacéo através de Teste de Difusdo em disco.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 PARACCOCIDIOIDES BRASILIENSES

A Pb se encontra no Reino Funghi, Filo Ascomycota, Classe Pleomycetes, Ordem Onigenales,
Familia Onigenaceae, Género Paracoccidioides e Espécie brasiliensis. A Pb é o agente
etioldgico da PCM que € uma micose muito comum na América latina (MOREIRA, 2008).

A Pb é um fungo assexuado que se comporta de forma diferente em temperaturas de 37 °C
como leveduras de parede dupla e brotamentos, j& no meio ambiente em torno de 25 °C
encontra-se em formato de hifas septadas como fungos saprofiticos (PALMEIRO, et al, 2005).
As areas endémicas situam-se em regides de florestas tropicais ou subtropicais, com
temperaturas médias entre 14 e 20 °C, precipitacGes pluviométricas entre 800 e 2.000 mm e
umidade do ar relativamente alta. O Brasil possui 0 maior nimero de casos descritos de PCM,
seguido da Colémbia, Venezuela e Guatemala, sua distribuicdo regional é heterogénea, com
maior prevaléncia nos estados do Rio Grande do Sul, Parand, Sao Paulo, Rio de Janeiro, Espirito
Santo, Minas Gerais, Goias, Mato Grosso do Sul, Mato Grosso e Amaz6énia, observando um
aumento crescente de registros de casos nos estados da regido Centro-Oeste e Norte associados
ao avanco da fronteira agricola nos limites da floresta amazonica (GOES et al., 2014).

A maior incidéncia de Pb se d& em individuos do sexo masculino com idades médias entre 25
e 50 anos e que possuem historico de trabalho agropecuario, etilistas, fumantes crénicos e com
situagdo de higiene e socioecondmicas baixas. As condigdes de desenvolvimento da Pb ndo sao
claras por se tratar de um fungo saprofitico com caracteristicas de crescimento no meio
ambiente e em umidade com temperaturas entre 18 e 24 °C (PALMEIRO et al., 2005), na Figura
1 esta apresentado um esquema de como se da a contaminacdo pela inalagdo de artoconidios e
o ciclo da Ph.

Nas regides onde a Pb predomina, acredita-se que mais de 10 milhGes de pessoas ja foram
infectadas, no entanto muitos ndo apresentam sintomas clinicos da doenca. Devido a
dificuldade do isolamento do fungo, a literatura tem relatado o sucesso obtido no isolamento de
Pb a partir de visceras (figado, baco, linfonodos e pulmdes) do tatu de nove bandas (Dasypus
novemcinctus), tem se utilizado, além das técnicas micologicas tradicionais (cultivo e

isolamento de células leveduriformes), métodos moleculares, como a técnica de reacdo de
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polimerase em cadeia (PCR), visando a amplificacgdo do DNA empregando-se primers

(MOREIRA, 2008).

Figura 1: Esquema ilustrativo da propagacéo da P. brasilienses
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De acordo com o trabalho de reviséo Scientia Médica (PALMEIRO et al, 2005) vérios trabalhos

foram realizados para saber a forma de contaminagéo e ao principio cogitou-se a possibilidade

de a porta de entrada ser a boca, pois uma das caracteristicas sdo as lesdes orais, mas como

também acomete os pulmdes essa hipotese foi descartada.

O boletim Paulista (MOREIRA, 2008) menciona uma descoberta de Gonzales-Ochoa é que a

contaminacdo das PCM se déa através do trato respiratdrio pela inalacdo das formas fangicas

chamadas de conideos, como observado na figura 1, com a temperatura corporea e a umidade

essas formas evoluem para um tipo parasitario pulmonar, e devido a uma disseminacao

hematolinfocitaria as lesdes cutdneas e mucosas seriam uma manifestacdo secundarias da

doenca.
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Assim, a contaminacdo se da na primeira idade, o organismo pode eliminar o fungo por
fagocitose ou desenvolver a doenga aguda, caso o fungo se hospede nos linfonodos e se
manifeste de forma cronica isso se dara em idade adulta causando as lesdes granulomatosas na
mucosa oral ou na pele, tdo caracteristicas da contaminacdo pela Pb (GOES et al, 2014).

Em idade juvenil ela pode ocorrer em ambos os sexos na forma aguda, j& a forma crénica da
doencga observa-se maior incidéncia em pacientes do sexo masculino maiores de 30 anos. Nestes
casos ocorre a patologia em um 6rgdo ou varios, além das manifestacdes granulomatosas. Os
pacientes tendem a se queixar de insbnia, debilidade, inapeténcia, disfagia, dispnéia, tosse,
hemoptise, febre, perda de peso, prurido e ardor. As lesdes da boca tém aspecto granular,
eritematoso e ulcerado com pequenos pontos hemorragicos como na estomatite, acometendo
também os labios, bochecha, assoalho bucal e acometendo os dentes causando perdas. Com a
inalacdo as fossas e septo nasal sdo acometidos, porém a manifestacdo pulmonar é bastante
inespecifica com sintomas de tosse e expectoracdo, levando também a doenga pulmonar
obstrutiva e ate fibrose do tecido pulmonar (MARTINEZ, 2017).

Seu isolamento foi em meados de 1955 e inicialmente isolada do actinomiceto Streptomyces
nodosus, e poucos medicamentos para doencas sistémicas foram descobertos. Data de 1965 o
primeiro medicamento aprovado pelo FDA utilizados em doengas flngicas, essas enfermidades
podem ser classificadas como superficiais e sistémicas, e no caso a AB, tem sido a melhor

escolha no tratamento de infecgdes sistémicas (FILIPPIN et al, 2006).

3.2 CRIPTOCOCCUS NEOFORMANS E CRYPTOCOCCUS GATTI

O género Cryptococcus possui mais de 70 espécies de leveduras, a identificacdo do Cn/Cg se
da pela diferenciagdo morfoldgica, sua fase reprodutiva perfeita e pelas diferencas bioquimicas,
apesar de serem duas espécies diferentes a fase leveduriforme ndo apresenta diferencas
marcantes. As duas especies s6 podem ser diferenciadas através de um teste canavanina-glicina-
azul de bromotimol, o Cg tera o teste positivo devido a mudanca de pH e pela coloracéo azul
cobalto e o Cn teste negativo e sem coloracdo (SANTOS, 2018).

O Cryptococcus pode infectar individuos saudaveis, mas a maior proporcdo é de humanos
imunodeprimidos. O primeiro estagio da doenca € a infecé@o do trato respiratorio caracterizando

forma aguda, subaguda ou crénica. A infeccdo secundaria se da no Sistema Nervoso Central
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(SNC) pela afinidade do fungo com o tecido, podendo causar meningite, encefalite ou
meningoencefalite (OLIVEIRA, 2012).

A criptococose ndo apresenta preferéncia por sexo ou raga, entretanto a contaminacédo é dada
muito mais em adultos e raramente em criancas. A prevaléncia da levedura ocorre em ambientes
isolados e muito rara a transicdo homem para homem e animal para animal, ou seja, ela é
adquirida em fonte ambiente do fungo pela inalacdo das estruturas fungicas de fezes de aves. A
criptococose atualmente é considerada uma doenca oportunista com alta mortalidade e
morbidades em pacientes HIV positivo, a meningite criptococica é a infecgcdo por fungos mais
comum no SNC e a terceira em casos de complica¢fes neuroldgicas em pacientes HIV positivo
(MEDEIRQS, 2010).

Varios antifangicos sdo utilizados no tratamento da Pb, Cn e Cg, a escolha se da pelo estado do
paciente pois o tratamento é longo e deve ser monitorado quanto a eficécia e resisténcia a droga
utilizada, sendo as mais eficientes Itraconazol e a AB no caso da Pb e AB e fluconazol no caso
de Cn/Cg (SALDANHA, 2012).

3.3 ANFOTERICINA B

Segundo Filippin et al. (2006), a AB é um composto de 37 atomos de carbono formando um
anel macrociclico fechado por lactonizacao, possui uma cadeia de duplas liga¢bes conjugadas
ndo-substituidas (hepteno) e, na porcdo oposta, uma cadeia poli-hidroxilada com sete grupos
hidroxila livres, o que lhe confere caracteristica anfipatica. Em uma das extremidades da
molécula, encontra-se um residuo micosamina (lactona) com um grupo amino livre, formando
uma cadeia lateral. A molécula tem aproximadamente 24 A de comprimento, ou seja, 0
equivalente a meia camada de fosfolipideo e sua massa molecular é da ordem de 924,1 g/mol™.

A estrutura quimica da AB esté apresentada na Figura 2.
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Figura 2: Estrutura Quimica da Anfotericina B
HO

OH

Fonte: A autora

O nome Anfotericina é derivado de sua caracteristica e estrutura molecular anfotérica,
conferindo a ela a capacidade de formar sais solUveis tanto em meio basico quanto em meio
acido, tem também a caracteristica de ser pouco solivel em varios solventes, como a dgua por
exemplo. A AB tem melhor solubilidade em solventes aproticos (ndo possui atomo de
hidrogénio), como dimetilsulfoxido e dimetilformamida.

O mecanismo de acdo da AB esté relacionado com a interagdo do ergosterol (componente da
membrana celular dos fungos como colesterol nos humanos), dessa forma a AB formara
pequenos furos na membrana do fungo aumentando sua permeabilidade e fazendo com que
ocorram escape de ions e metabdlitos, principalmente ions de potassio. Segundo Arruda et al,
(2016), ligacdes intermoleculares de hidrogénio com grupos carboxila, amina priméria e
hidroxila, estabilizam o canal na forma aberta, e assim, o conteildo plasmatico pode ser liberado,
levando a perda da atividade celular e eventualmente a morte celular, conforme ilustrado na

Figura 3.
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Figura 3: Representacdo esquematica da interacdo da AB com o ergosterol na bicamada lipidica da
membrana celular do fungo.
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Fonte: A autora

Devido a afinidade da AB com o ergosterol, representado na Figura 4, o efeito toxico que ela
produz devido a sua afinidade ao colesterol, que esta diretamente relacionado a membrana
celular do ser humano, tornando-a extremamente nefrotdxica. Sua baixa solubilidade faz com
gue a sua administracdo tenha que ser via endovenosa, a atividade antifungica € maxima na
faixa de pH entre 6,0 e 7,5 podendo ter acdo fungistatica ou fungicida, dependendo da
concentracdo plasmatica e tecidual do antifungico e da suscetibilidade do fungo.

Segundo Filippin et al., (2013), a AB possui amplo espectro de acdo em relagdo fungos

filamentosos, incluindo a Pb, Cn/Cg.
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Figura 4: Mecanismo de entrada da anfotericina B na membrana do fungo e formag&o dos poros
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Fonte: adaptado de Gongalves, (2011)

As reacOes adversas da administracdo da AB sdo, febres, calafrios, tremores, ndusea, vomitos
e dor de cabeca, logo ap6s sua administracdo e hipotensdo, hipertenséo e arritmia, hipocalemia,
hipernatremia, hipomagnesemia levando a disfuncgdes renais e efeito toxico na medula 6ssea.

A forma conhecida de administracdo convencional dos farmacos libera muito rapidamente o
principio ativo ou terapéutico, para manter a concentragdo da droga normalmente séo utilizados
sistemas diluentes soltveis. Como pode ser observado na Figura 5, nos tratamentos
convencionais a concentracdo da droga tem seu pico e posteriormente cai tendo a necessidade
de nova administracdo para manter a concentracdo terapéutica na corrente sanguinea, o que
ocorre € que altas concentracdes podem ser toxicas e baixas concentracdes ineficazes e podem

causar resisténcia ao medicamento.



21

Figura 5: Comparagdo das variagOes de concentracdo por diferentes métodos: a) Liberacao
convencional; b) Liberacdo modificada

(a)

I\ Nivel téxico
) '

[=]

2]

:ﬁ

E o t

8

— Nivel efeti
a ivel efetivo
°

2 '

=z

) N\t

Nivel sub-terapéutico

T T T T
A1 A2 A3 A4 Tempo

(dia)
Fonte: Adaptado de Bizerra et al. (2016).

3.4 SISTEMA DE DISTRIBUICAO MODIFICADA

A nanotecnologia é promissora para mitigar problemas causados pelo uso de algumas drogas,
e através da utilizacdo de sistemas de liberacdo modificada ou DDS (Drug Delivery System), 0 que
permite manter a faixa terapéutica por periodos prolongados (BIZERRA et al., 2016).

Fahning e Lobdo (2011) classificam os sistemas de liberacdo de farmacos em liberacéo
retardada onde a liberagéo é feita em tempo diferente da sua administracdo, contendo duas doses
do medicamento, uma para liberacdo imediata e outra com liberagdo modificada responsavel por
manter constante a concentragdo terapéutica em nivel plasmético, por longo periodo, acima de
8 a 12 horas.

Segundo Silva (2019) os DDS trazem inGmeras vantagens se comparado aos sistemas
convencionais de administracdo de farmacos, entre elas o0 melhor aproveitamento do farmaco,
aumento de sua eficiéncia, bem como diminuigdo da toxicidade nos 6rgaos.

As nanoparticulas poliméricas sdo sistemas carreadores de farmacos que apresentam diametro
inferior a 1 pum, as nanoparticulas poliméricas sdo classificadas em dois tipos de estruturas

diferentes: nanocapsulas e nanoesferas, como mostra a Figura 6 (BIZERRA et al. 2016).
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Figura 6: Representagdo de nanocapsula e nanofesfera polimérica
Nanocapsulas Nanoesferas

Parede
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Matyiz
polimerica
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oleoso

Fonte: Adaptado de Carraro (2013).

O termo NP aplicado a DDS refere-se a dois tipos de estruturas diferentes, de acordo com a
Figura 6, nanoesferas que sdo sistemas em que o farmaco se encontra disperso ou solubilizado
no interior da matriz polimeérica e nanocépsulas sdo sistemas do tipo reservatorios, onde é
possivel identificar um ndcleo liquido ou sélido (FAHNING; LOBAO, 2011).

Na Tabela lestdo apresentadas as vantagens potenciais dos sistemas de liberacdo de farmacos

e as formas convencionais de administrag&o.
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Tabela 1: Vantagens da liberacdo modificada de farmaco e administracdo convencional.

Menor flutuagéo dos niveis plasmaticos do Velocidade de liberagdo modificada elimina os
farmaco picos e valores dos niveis sanguineos
Produtos de liberacdo prolongada

frequentemente liberam mais do que uma Unica
dose e, portanto, podem ser tomados menos vezes
do que as formas convencionais

Com menor frequéncia de administracdo, o
paciente estd menos susceptivel a esquecer uma
dose; também h& maior conveniéncia em relagdo
a administracdo diurna e noturna.

Devido ao aparecimento de picos de
concentracdo sanguinea acima dos niveis
terapéuticos e em niveis toxicos, os efeitos
colaterais sdo menos frequentes.

Embora o custo inicial das formas farmacéuticas
de liberagcdo modificada possa ser maior do que 0
das formas convencionais, o custo global do
tratamento pode ser menor devido a melhoria da
eficacia terapéutica, reducao de efeitos colaterais
e reducdo do tempo requerido pelos profissionais
de salde para dispensar e administrar o
medicamento e monitorar o paciente.

Fonte: A autora.

Reducdo da frequéncia de administragdo

Maior conveniéncia e adesdo

Reducdo nos efeitos colaterais

Reducdo nos custos globais com a satde

Na Tabela 2 vé-se as vantagens e desvantagens da utilizacdo de DDS na administracdo de
farmacos. Além das listadas na tabela 2 pode-se incluir como vantagem a adesdo do paciente
na terapéutica devido a reducdo no nimero e na frequéncia de doses necessarias para manter a
resposta terapéutica desejada trazendo conforto ao paciente. Com a adeséo correta os resultados
no controle ou cura da patologia sdo mais promissores, minimizando e até eliminando sintomas
indesejados. Além disso esta préatica terapéutica gera economia nos custos do tratamento, apesar
dos sistemas de liberagdo possam encarecer no inicio, o fato do tratamento ser mais curto e a
quantidade da droga ativa administrada é menor e se levarmos em consideragdo uma menor
hospitalizagdo a economia é ainda maior (FAHNING; LOBAO, 2011).

Tabela 2: Vantagens e Desvantagens das DDS e da administracdo convencional da AB

Anfotericina B An_1p|o espectro antifungico Alta toxicidade
Baixo custo
. Amplo espectro antifangico Alto custo
Anfotericina NPG Menor toxicidade 10% de toxicidade

Fonte: A autora
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Os polimeros eram escolhidos de maneira a provocar a minima reacdo possivel no tecido
corporeo. Dessa forma, o conceito de biocompatibilidade estava ligado a ideia de inerticidade,
ou seja, o material ndo poderia interagir com as estruturas bioldgicas. Atualmente, uma nova
visdo aponta para sistemas capazes de se comunicarem com os tecidos, sem perda de viabilidade
(RAMOS, 2018).

Na literatura se discute o uso de sistemas ditos biodegradaveis e ndo biodegradaveis, a
biodegradabilidade ndo pode ser considerada necessariamente como uma exigéncia para a
utilizacdo do material, pois, uma vez que o polimero apresente biocompatibilidade, ou seja, ndo
cause danos aos tecidos e células do organismo, sua utilizagdo como um biomaterial pode ser
plenamente justificada (RAMOS, 2018).

NP’s sdo uma classe ampla de nanocarreadores, a mais importante classificacdo dessas NP“s
consiste em separa-las em dois grandes grupos: os sistemas vesiculares (nanocapsulas) e os
matriciais (nanoesferas). Na tabela 3 observa-se os diversos polimeros naturais como gelatina,
alginato e albumina que séo utilizados para preparar as NP’s, no entanto, eles tém desvantagens,
como a dificil reprodutibilidade (DIMER et al., 2013).

As principais técnicas de preparacao das nanoparticulas poliméricas sao: polimerizacéo in situ,
polimerizacdo interfacial, nanoprecipitacao, deposicdo interfacial de polimero, emulsificacao-
difusdo, emulsificacdo-evaporacdo de solvente, salting out, coacervagao complexa e a utilizada
nesse trabalho a dessolvatacdo em dois passos no caso de desenvolvimento das NPG (DIMER
etal., 2013).
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Tabela 3: Polimeros utilizados em sistemas de liberacédo

Polimeros Naturais Colageno, albumina, gelatina.
Polimeros a base de proteinas
Agarose, alginato, carregenina, acido
hialurdnico, dextran, quitosana, ciclodextrinas.
Poli(acido lactico), poli(acido glicdlico),
poli(hidroxubutirato), poli(e-caprolactona),

Polissacarideo

Polimeros Sintéticos Biodegradaveis

FOIEEEMEE poli(acido B-maélico), poli(dioxanonas)
Polianidridos Pol_i(éc_ido sel?é_tico), ,p_oli(écidO, adipico),
poli(acido tereftalico) e varios copolimeros.
Poliamidas Poli(imino carbonatos), poliaminoacidos
Carboximeti celulose, etilcelulose, celulose e
Polimeros sintéticos ndo biodegradaveis acetato, celulose acetato propinato, hidroxipropi
metil celulose
Silicones Polidimetilsiloxano, silica coloidal

Polimetacrilatos, poli(metilmetacrilato), poli
hidro(etilmetacriato)
Poli(ciano acriatos), poliuretanos, éster poliorto,
poli dihidropirans, policetais

Fonte: A autora

Polimeros Acrilicos

Outros

3.5 GELATINA

Dentre os polimeros citados na Tabela 3 a gelatina é uma proteina derivada da hidrélise parcial
do colageno, que é o principal constituinte de peles de animais, 0ssos, tenddes e tecido
conjuntivo, dependendo de como ela é produzida (proveniente de suinos, bovinos, aves ou
peixes) essa gelatina é classificada em tipo A (&cido) e tipo B (basico). Como o colageno, a
gelatina é composta por 18 aminoacidos diferentes que estdo unidos por ligacdes peptidicas na
formacdo da molécula de gelatina, cujo peso molecular médio varia entre 20.000 a 250.000,
dependendo do grau de hidrdlise do colageno. Uma gelatina tipica contém 14 % de umidade,
84 % proteina e 2 % de cinzas, essa proteina consiste em uma mistura de aminoacidos, dos
quais glicina, prolina e hidroxiprolina, estdo presentes em maior abundancia. Na Figura 7 estdo

representados esquematicamente esses aminoacidos.



Figura 7: Estrutura quimica dos aminoécidos Glicina, Hidroxiprolina e Prolina
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Figura 8: Formagcdo da tripla hélice
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As moléculas de gelatina contém repetidas sequéncias de glicina-X-Y, onde X e Y séo
frequentemente os aminoacidos prolina e hidroxiprolina (MARFIL, 2010). Essas sequéncias
sdo responsaveis pela tripla estrutura helicoidal da gelatina e pela sua capacidade de formar géis
fisicos (CARVALHO, 2017).
Por meio de um tratamento quimico que resulta na quebra de ligacfes ndo covalentes gerando
uma desorganizacdo da estrutura da proteina que torna o colageno soltvel sdo obtidas moléculas
de gelatina. Tratamento térmico subsequente cliva as ligagdes covalentes e de hidrogénio para
desestabilizar a estrutura em tripla hélice, como pode ser visto na Figura 8, resultando na
conversdo do colageno em gelatina, cuja conformacdo serd uma espiral aleatoria
(CARVALHO, 2017).
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O grau de conversdo do colageno em gelatina esta relacionado ao rigor do pré-tratamento e ao
processo de extragcdo com agua morna, parametros como o valor do pH do meio, a temperatura
e 0 tempo de extracdo também influenciam (GRAZIOLA, 2013).

As principais funcdes da gelatina sdo: texturizacdo, formacéao de gel, ligacdo de dgua e como
agente de efeitos de superficie, como emulsionante e formadora de espumas.

O comportamento fisico e quimico da gelatina é determinado, por um lado, pela sequéncia de
aminoacidos das moléculas e pela estrutura espacial resultante e, por outro lado, pelas condicGes
do ambiente, como pH, forca idnica e reacdes com outras moléculas.

Muitos problemas podem ser solucionados com o uso da gelatina, tais como formacao de géis
termo reversiveis e elasticos; ajuste da propriedade de fluidez de emulsbes; prevencdo de
coalescéncia e separacdo de fases em diferentes sistemas de emulsdo, em que estdo dispersos
6leos e globulos de gorduras; prevencdo da separacao de fases em emulsbes congeladas ou
esterilizadas; prevencao da recristalizagdo; formacéo de filmes e revestimentos; manutengéo da
aeracdao em emulsdes e cremes; prevencdo de sinérese; fornecimento de consisténcia e textura
em produtos de baixo teor calérico; aprimoramento da aglutinacdo de gorduras em emulsdes de
carne e de massas; aumento da absorcdo de dgua em emulsdes de carne; melhoramento das
propriedades de batimento e de fusdo em sorvetes; agente aglutinante de pds comprimidos e
pastilhas (FERREIRA, 2013); e como no caso desse trabalho como sistema de liberacéo de
farmaco.

Especialmente na area da salde e da cosmética, a nanotecnologia encontra aplica¢fes bastante
importantes tais como o gerenciamento de ciclos de vida dos produtos através de tecnologias
de liberagdo modificada. Durante as Ultimas decadas houve consideravel interesse em
desenvolver nanoparticulas biodegradaveis para atuarem como vetores de medicamento e
cosmeticos. A liberacdo modificada de farmacos em um sitio especifico de acdo em dose
terapéutica tem sido o maior objetivo no desenvolvimento de tais particulas (TRIERWEILER,
2009).

As propriedades das NP irdo depender da sua aplicacdo em particular, a fim de alcancar um
melhor desempenho o método de preparacdo é fundamental segundo Sahoo et al. (2015).

O processo de obtencdo por dessolvatacdo em duas etapas tem sido a técnica mais utilizada na
obtencédo das NP, sendo esta técnica baseada na adicdo de um agente dessolvatante a solucéo
aquosa de gelatina a fim de desidratar as moléculas de gelatina, resultando na mudanca
conformacional da hélice tripla (SAHOO, et al., 2015).
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Existe ainda os processos por automontagem onde por modificacdo quimica, a gelatina
hidrofilica é quimicamente conjugada com moléculas hidrofébicas para formar um polimero
anfifilico. A gelatina modificada hidrofobicamente é capaz de sofrer mudanca conformacional
em meio aquoso para formar micelas como nanoesferas pela montagem, ou seja, onde 0s
segmentos hidrofobicos se agregardo para dentro formando um ndcleo com uma camada
externa hidrofilica. J& na automontagem por mistura simples, a droga e a gelatina sdo misturadas
para formar as NP onde as ligacbes de hidrogénio sdo as responsaveis por fazer essa
automontagem (SAHOO et al., 2015).

A gelatina é um material bastante hidrofilico e, portanto, muito soltvel em agua. Dessa forma,
ao entrar em contato com os fluidos corporais, a gelatina funcionaria apenas como uma barreira
fisica, sendo por isso, prontamente dissolvida e o farmaco liberado quase que instantaneamente.
Isso ndo seria de forma alguma vantajoso, uma vez que a aplicacdo desejada exige a liberacédo
da droga. Assim sendo, a reticulacdo das cadeias de gelatina faz-se necessaria para aplicagdo
na liberacdo de medicamentos ja que uma vez reticulada, a gelatina carregada com o farmaco
ird inchar, porém nao dissolver, visto na Figura 10, permitindo a liberacdo gradual de sua carga
(WAY, 2013).

Os mecanismos de reticulacdo podem ser classificados em intrahélice e interhélice. Nos
mecanismos intrahelice os reticulos sdo formados por ligacdes entre cadeias polipeptidicas nas
mesmas hélices, influenciando a temperatura de desnaturacdo e estabilizando as regides de
tripla hélice. Ja no mecanismo interhélice, os reticulos sdo formados entre cadeia peptidicas de
duas hélices adjacentes aumentando o peso molecular da gelatina afetando a flexibilidade, ainda
vale salientar que a distancia entre as moléculas de gelatina determinara o tipo de ligacdo que
deve ocorrer (GRAZIOLA, 2013).
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Figura 10: Esquema das reacdes de reticulacdo de um polimero, a) ndo reticulada, b) reticulada
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Fonte: A autora

3.6 GLUTARALDEIDO

Hoje em dia o agente reticulante mais utilizado é o Glutaraldeido (GTA), Figura 11, sendo um
dialdeido linear, liquido, de odor pungente, incolor ou levemente colorido, solGvel em 4gua e
solventes organicos, com baixo custo e facilmente encontrado em solugdes acidas com
concentracfes de 2 a 70% (GRAZIOLA, 2013). O mais aceito na literatura € que o GTA
promove a reticulacdo da gelatina por meio de ligacGes entre seus grupamentos hidroxila e 0s
grupamentos amina na gelatina (SCOPEL et al., 2018), e formam uma base de Schiff com o
meio em pH superior ao ponto isoelétrico da gelatina, sugerindo portanto, que quando o pH do
meio € acido (inferior ao ponto isoelétrico) as ligacGes covalentes se formam entre 0s grupos
hidroxila da hidroxilisina e/ou hidroxiprolina e 0 GTA, dessa forma fica evidente a importancia
do pH na reticulacdo da gelatina quando aldeido, em especial GTA € utilizado (WAY, 2013).

Figura 11: Forma estrutural do Glutaraldeido (GTA)
O
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Glutaraldeido

Fonte: A autora

O tamanho da NP é de grande impacto para sua absorcao pelo organismo, quanto menores se
apresentarem maior sua superficie de contato, maior poder de absorcdo e biodisponibilidade
(PIAZZA, 2018).

Sendo a ordem de absor¢do da NP 2,5 superior quando comparada a uma microparticula. Do
mesmo modo, as NP permanecem circulantes por muito mais tempo quando comparado a uma

particula maior, sendo essa uma relacdo diretamente proporcional com a efetividade, ou seja,
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com o0 aumento no tempo de circulagdo maior a efetividade da entrega direcionada e liberagédo
sustentada. O tamanho do NPG depende dos efeitos de varios parametros de producdo, como
temperatura, pH, forca idnica, concentracdo do agente de reticulacéo, velocidade de agitacéo,
guantidade de agente de dessolvatacdo e natureza da gelatina usada, entre outros (SAHOO et
al., 2015).

O efeito da concentracdo do reticulador € fornecer estabilidade ao sistema, garantindo a
manutencdo da forma esférica, o tempo de circulacdo em comparacdo com particulas néo
reticuladas é muito maior, isso devido a abertura lenta das cadeias em temperatura corpérea. As
NP n&o reticuladas sdo muito instaveis tendendo a agregar durante o armazenamento, levando
a diminuicdo ou perda de eficacia até mesmo deteriorando o sistema (ASSIS, 2018).

O GTA é um reticulador ndo toxico comparado a outros reticuladores, muito menos dispendioso
e soltvel em solucdes aquosas. A reticulacdo tem como habilidade modificar a propriedade dos
polimeros, como estabilidade quimica e térmica, rigidez estrutural, permeabilidade, cor,
eficiéncia de quelacdo e capacidade de imobilizacdo proteica e celular, ou ainda ligar suas
cadeias as de outro polimero formando redes poliméricas (OLIVEIRA, 2013).

Os efeitos da temperatura nas NPG sdo bastante especificos, em temperatura de 25°C em meio
liguido forma-se uma substancia altamente viscosa, a medida que a temperatura é elevada a
estrutura helicoidal comega a se desenrolar e a viscosidade da solugdo diminui formando um
precipitado de NPG, porém o aquecimento ndo pode passar dos 40 °C, pois acima desta
temperatura inicia-se 0 rompimento das cadeias poliméricas e das ligacGes de hidrogénio
(SAHOO et al., 2015).

A adicdo de agente dessolvatante na solugéo de gelatina diminui a quantidade das moléculas de
agua que cercam as cadeias de gelatina e, consequentemente, reduz as ligacdes intermoleculares
de hidrogénio, em um determinado ponto, a hidratagdo fica muito baixa e a gelatina é
empacotada em cadeias e precipitam como nanoparticulas. Agentes dessolvatantes como o
etanol e a propanona produzem bons efeitos em gelatina extraida de bovinos. As particulas
dessolvatadas com propanona tendem a serem menores quando comparadas as dessolvatadas
com etanol. Isso é devido a polaridade e a capacidade na formacao das pontes de hidrogénio,
quanto maior a polaridade do agente de dessolvatagdo é favorecida a producéo de particulas
cada vez menores. A propanona € um agente dessolvatador polar aprotico e atua apenas com
um hidrogénio aceitador de ligacdo, quanto menor o numero de ligacdes menor serd o tamanho
da NPG (SAHOO et al., 2015).
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O pH afeta diretamente na solugdo, a gelatina é um biopolimero anfotérico e possui cargas
positivas e negativas devida a classificacdo em A ou B, aumentando ou diminuindo o pH havera
aumento ou diminuicdo das cargas na solucdo de gelatina devido a ioniza¢do dos grupos
carboxila (COOH) e amina (NHz2), sendo reportado na literatura que as solugdes devem manter-
se em pH 3 para a classificacdo A e pH 11 para classificacdo B (SAHOO et al., 2015).

Outra caracteristica das NPG ¢é a alta capacidade de carreamento de drogas, vacinas entre outras
substancias, 0 que é resultado da incorporacdo da droga na matriz durante a preparacao, ou a
adsorcdo na superficie da NP preparadas. Essa capacidade leva para outra caracteristica que é
interessante para os sistemas de liberacdo de farmacos tendo efeito de liberagdo imediata da
droga livre associada a superficie da particula que ocorre sem controle do carreador e a outra
forma € a liberacdo modificada e sustentada com difusdo lenta da droga, o primeiro atrelado a
fracas ligacOes covalentes e o outro com maior energia de ligacdo da reticulacdo controlando a
liberacdo do fa&rmaco (SAHOO et al., 2015)
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4 MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo estdo descritos os procedimentos experimentais utilizados no desenvolvimento
do sistema de liberacdo modificada de Anfotericina B baseado em gelatina, assim como as

analises realizadas para a caracterizagdo do mesmo.

4.1 MATERIAIS

Para sintese das NPG utilizou-se, gelatina suina tipo A Bloom 300, agua deionizada, propanona
PA (Synth), caso necesséario acido cloridrico (HCI) 0,1M (mol/L) Synth para corre¢éo de pH e
GTA, Anfotericina B (Sigma Aldrich).

Para o teste de difusdo utilizou-se extrato de levedura, peptona, dextrose, agar, papel filtro
cortado em discos, placas de Petri, Becker, baldo volumétrico, agulhas e seringas, azul de

metileno (Sigma-Aldrich), dgua deionizada, as leveduras de Pb, Cn e Cg além de AB.

4.2 METODOS

Os métodos aplicados para o desenvolvimento do sistema de liberacdo modificada baseado em
gelatina para o tratamento de patologias geradas pelas PMC citadas nesse trabalho, e estdo

apresentados nos subcapitulos a seguir.

4.2.1 Sintese das NPG e NPG-AB

Nanoparticulas de gelatina (NPG) foram preparadas por um método de dessolvatacdo em duas
etapas relatado por Carvalho, et al. (2019), ambroésio, et al. (2019), Souza, et al. (2021) e
Trindade et al. (2022), o método utilizado foi escolhido para a remog¢do ao maximo do agente
reticulante (OLIVEIRA, 2015).

Brevemente, 200 mg de gelatina foram dissolvidos em 25 mL de agua destilada sob
aquecimento constante a 40° + 1°C. Apds a total solubilizacéo, adicionou-se rapidamente 25
mL de acetona como agente de dessolvatacdo, ocasionando a precipitacdo das moléculas de
gelatina de alto peso molecular, que é utilizado devido as fortes ligacbes propiciadas pela

reticulacdo (DUBIELA et al., 2018). O sobrenadante foi descartado e as moléculas com mais
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alto peso molecular de gelatina foram redissolvidas pela adi¢do de 25 mL &gua destilada sob
aquecimento e agitacdo magnética constantes.

AB dissolvido em 500 pL. de DMSO foi adicionado na solucdo aquosa da fase polimérica,
seguido de adicdo gota a gota de 75 mL de acetona para formar NP’s. Imediatamente apds o
término do gotejamento da acetona adicionou-se 1,0 uL de uma solugao aquosa de glutaraldeido
(25% v/v) como agente de reticulacdo. O meio reacional foi mantido sob agitacdo por 60
minutos a temperatura ambiente.

A solucdo foi entdo incubada durante a noite em temperatura ambiente, a AB na concentracao
de 1 mg/mL. A AB néo encapsulada foi removida por centrifugacdo (Eppendorf Centrifuge
5804 R) a 5000 rpm por 20 minutos e

lavado trés vezes com solucgédo de acetona (75%). Posteriormente, o pellet foi suspendido com
2,5mL da solucdo de acetona (75%) e armazenado a 4°C. Este procedimento produziu as
nanoparticulas de gelatina encapsuladas com AB (NPG-AB).

A obtencdo das nanoparticulas de gelatina vazias (NPG) seguiu o protocolo descrito acima,
excetuando-se 0 passo de adicdo da solucdo de AB no meio reacional.

Esquematicamente, as rotas de obtencéo estdo apresentadas na Figura 12 (a) NPG e Figura 12
(b) NPG-AB.

A Figura 12 mostra esquematicamente a rota de sintese de nanoparticulas de gelatina.
Figura 12: Desenho esquematico da rota sintética de (a) NPG e (b) NPG-AB
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A quantidade de AB nas particulas foi determinado por espectroscopia de absor¢do UV-Visivel
apos o registro uma curva analitica usando o mesmo procedimento descrito por Siqueira-Moura,
Lira e Santos-Magalhaes (2010).

4.2.2 Espectrometria de Absorcéo UV-Vis

Para a determinacdo da curva analitica da Anfotericina B preparou-se uma solucéo estoque com
concentracdo de 1mM a partir da qual foram preparadas solugfes nas concentragdes de 0,5
pumol.L * 2 5,0 umol.L 1. com intervalos de 0,5 umol.L 1. Os ensaios foram realizados no
espectrofotdbmetro Cary 50. Utilizando-se do software Origin 8.5 plotou-se as curvas obtidas no
ensaio e calculou-se o coeficiente de correlacdo da reta. O coeficiente de Absortividade foi

obtido plicando-se a Lei de Lambert-Beer, Equagéo 1.

A=¢b.c Equacéo 1

Onde;

A: absorc¢éo do pico

€: coeficiente de absortividade

b: caminho da cubeta

c: concentracdo da solugéo

Para a determinacdo da concentracdo de farmaco encapsulado nas nanoparticulas realizou-se o

ensaio de espectrometria de UV-Vis e aplicou-se a lei de Lambert-Beer.

4.2.3 Microscopia Eletrénica de Varredura: MEV

O tamanho e a morfologia externa NPG e NPG-AB foi examinada por Microscopia Eletronica
de Varredura (MEV) pelo método de elétrons secundarios em um microscopio EVO-MA10
(Zeiss) com filamento de tungsténio. Preparou-se a amostra para 0 ensaio em um porta amostras
onde depositou-se de uma gota de solucdo dispersa sob ultrassom em quantidade minima de
agua. Realizou-se a secagem pela evaporacdo do porta amostras sob temperatura ambiente por

24 horas. Em seguida depositou-se a plasma fina pelicula de ouro.
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4.2.4 Espalhamento de Luz Dinamico: DLS

Determinou-se a distribuicdo de tamanhos de particulas das NPG e NPG-AB pela técnica de
espalhamento dinamico de luz (DLS) realizada no ZetaSizer Nano - ZS90 (Malvern). Para o
ensaio preparou-se concentragdes de 10 uM de cada uma das NPG’s. Os dados obtidos foram
plotados utilizando-se o Software Origin 8.5.

Com base na técnica de DLS foi possivel determinar o tamanho médio da NPG de 169,4 + 39,8
nm e nas NPG-AB de 172,0 + 37,7 nm no ensaio, o indice de polidispersividade determinou a

homogeneidade do sistema e o potencial Zeta demonstrando a estabilidade.

4.2 .5 Teste de Difusdo em disco

Os testes de difuséo em disco foram realizados em Leveduras de Paracoccidioides brasiliensis
e em Leveduras de Cryptococcus spp. Os procedimentos experimentais estdo descritos nos itens

a sequir.

4.2.5.1 Leveduras de Paracoccidioides brasiliensis

Células leveduriformes de Paracoccidioides brasiliensis, isolado 18, (Pb18) foram mantidas
em tubos de vidro contendo meio YPD s6lido, a 4°C. A cultura de leveduras foi obtida a partir
da inoculagdo, de duas alcadas de leveduras, em 20 mL de meio liquido YPD (0,5% de extrato
de levedura, 1% de peptona, 0,5% de dextrose, esterilizado por autoclavacgao) e incubacéo por
4 dias, em agitacdo, a 36 °C. Para o inicio dos experimentos, as leveduras foram recolhidas por
centrifugagdo (12.000 rpm, 10 minutos), lavadas 2 vezes em solucdo salina (0,9% NaCl,
esterilizada por autoclavagdo). Para que as leveduras fossem desagrupadas, apds lavagem as
mesmas foram submetidas a duas passagens sucessivas por agulhas de diferentes calibres, 25x8
e 25x7 e a suspencdo celular foi coletada apos repouso de 5 a 10 min. A concentragdo celular
foi obtida por contagem em cAmara de Neubauer, na presenga do corante vital azul de metileno,
e foi ajustada com a mesma solucio para 1x10° células/mL. Um mililitro de cultura contendo
1x108 células leveduriformes de Pb18 foi inoculado em placas de petri contendo 20 mL. As

células foram espalhadas com auxilio de algca de Drigalsky. Sobre as leveduras inoculadas foram
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adicionados papeis de filtro estéreis de 6 mm de didmetro, sobre os quais foram adicionados 10
pL de diferentes concentracdes de anfotericina B e com anfotericina B nanoencapsulada.

4.2.5.2 Leveduras de Cryptococcus spp.

Células leveduriformes de Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii foram mantidas em
placas de petri, contendo meio YPD so6lido, a 4 °C. A cultura de leveduras foi obtida a partir do
espalhamento de leveduras em meio sélido YPD (0,5% de extrato de levedura, 1% de peptona,
0,5% de dextrose, esterilizado por autoclavagdo) e incubacdo por 24 horas, a 30 °C. Para o
inicio dos experimentos, duas alcadas do crescimento de leveduras foram recolhidas e
ressuspendidas em 10 mL solucdo salina (0,9% NaCl, esterilizada por autoclavacdo). A
concentracgéo celular foi obtida por espectrofotometria em comprimento de onda de 530 nm, e
ajustada com a mesma solugdo para 1x10° células/mL. Um mililitro de cultura contendo 1x10°
células leveduriformes de Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii foram inoculados,
individualmente, em placas de petri contendo 20 mL. As células foram espalhadas com auxilio
de alca de Drigalsky. Sobre as leveduras inoculadas foram adicionados papeis de filtro estéreis
de 6 mm de didmetro, sobre os quais foram adicionados 10 pL de diferentes concentracfes de

anfotericina B e com anfotericina B nanoencapsulada.

4.2.5.3 Tratamento das leveduras de P. brasiliensis e Cryptococcus spp. com anfotericina
B

O tratamento com anfotericina B e com NPG-AB sobre as leveduras de P. brasiliensis e de
(1x10° células/mL) foi realizado em diferentes concentragdes das substancias, a saber: 0,5
mg.mL™, 1,0 mg.mL™, 1,5 mg.mL™ e 2,0 mg.mL™, bem como na sua auséncia (NPG).

Sobre os papéis de filtro estéreis, em contato com as leveduras inoculadas nas placas de petri,
foram adicionados 10 pL das diferentes concentracGes de anfotericina B e de NPG-AB. Como
controles negativos foram utilizados: 10 pL de agua destilada (placa anfotericina B) e 10 pL de
NPG (placa anfotericina B nanoencapsulada).

As leveduras plaqueadas e na presenca das substancias foram incubadas a 36 °C (P.
brasiliensis) ou 30°C (Cryptococcus spp.), por 4 e 2 dias respectivamente, tiveram os halos de

inibicdo medidos e fotodocumentados.
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4.2.6 Liberagéo de drogas in vitro

Para a liberacdo do farmaco in vitro, brevemente, 50 mg de particulas contendo AB foram
dispersas em 50mL de solucdo salina tamponada com SDS 2%, pH 7,4, a 37°C. e em intervalos
de tempo pré-determinados, uma aliquota (1,5mL) foi retirada, substituida pela nova e analisada
por espectrofotdmetro UV-Vis a 419 nm. A quantidade de droga liberada (DR) foi determinada
pela equacéo:

D,
DR (%) = = .100
0

onde D: (mg) representa a quantidade de droga liberada no tempo t, e Do (mg) a quantidade de

droga carregada. Todos os estudos foram conduzidos em triplicata.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados serdo apresentados nas etapas:

5.1 CARACTERIZAGCAO DA MORFOLOGIA DAS NPG E NPG-AB POR MEV

A utilizacdo da gelatina suina na producdo das NPG’s apesar de sua baixa reprodutibilidade,
foi definida devido as suas caracteristicas de biocompatibilidade, elevado poder de absorc¢éo e
interessante comportamento dos DDS no organismo, e baixo custo de producéo. Acredita-se
que o desenvolvimento destas particulas em larga escala possa ser promissor considerando-se
os parametros definidos neste trabalho.

O procedimento experimental foi realizado no laboratério de Sistemas Micro e
Nanoparticulados localizado no Instituto de Pesquisa e Desenvolvimento da Universidade do
Vale do Paraiba.

Segundo estudos de Ahsan e Rao (2017) a desnaturacdo da gelatina € um fendémeno reversivel
e que a solubilizacdo da mesma apds a primeira etapa de dessolvatacdo confirma a capacidade
da gelatina de se re-solubilizar apds a remocao do agente de dessolvatagdo. O uso de menores
quantidade de propanona na segunda etapa de dessolvatacéo € importante quando é necessario
preservar a estrutura de trila hélice. Porém para a producéo de nanoparticulas de gelatina pelo
processo de dessolvatagdo torna-se viavel em niveis mais altos de acetonagéo.

Com a utilizacdo da técnica de dessolvatacdo em duas etapas, foi possivel a sintese de
nanoparticulas com tamanho e forma adequadas, estas caracteristicas foram observadas por
ensaios de MEV, que avaliaram a forma e tamanho relativo das particulas. A Figura 13 mostra

a visao geral das amostras de NPG.
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PG’s

Figura 13: Micrografia das N
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Fonte: a autora

Na imagem observa-se que as particulas formadas possuem formatos esféricos conforme
previsto por Ambrosio et al. (2019) evidenciando que o processo de dessolvatacdo em dois
passos mostrou-se eficiente para a obtencdo das NPG’s. A utilizacdo do glutaraldeido como
agente estabilizador das liga¢Oes cruzadas das nanoparticulas de gelatina mostrou-se eficiente,
segundo Scopel, et al. (2018), os grupos amina presentes na estrutura da gelatina sdo os
responsaveis pela interacdo com as moléculas de glutaraldeido resultando na reticulacdo das
particulas de gelatina por meio de ligacBes entre seus grupamentos hidroxila e amina,
conferindo formato esférico.

A mais alta concentracdo inicial de gelatina no processo de dessolvatacdo favorece a
desnaturacao facilitando o processo de quebra da tripla hélice. A reorganizacéo estrutural da
gelatina formando as nanoesferas é dependente da concentragdo, deste modo a maior
concentracdo inicial de gelatina, baixa concentracdo de acetona, e baixa concentracdo de
glutaraldeido na etapa de reticuacdo sdo indicados para preservar a estrutura da gelatina durante
processo de sintese de nanoparticulas para aplicacdes especificas. (AHSAN; RAO; 2017).
Observa-se que na Figura 14 detalhe das amostras de nanoparticulas de gelatina (a) e as
nanoparticulas de gelatina encapsuladas com anfotericina B (b). Nesta imagem, assim como na
Figura 13, observa-se que no processo de obtencdo das formou-se particulas com ampla e
monomodal distribui¢cdo de tamanhos o que pode ser confirmado pelo ensaio realizado por

espalhamento dindmico de luz (DLS).
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Figura 14: Micrografias das amostras de nanoparticulas. (a)NPG, (b) NPG-AB
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Fonte: A autora
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5.2 DETERMINAGAO DO TAMANHO DAS NPG E NPG-AB POR DLS

Os resultados das medi¢bes DLS mostram um pico monomodal e amplo de distribuicdo de
tamanho de particula para ambas as amostras apresentando diametro médio de 169,4 + 39,8 e
172,0 £ 37,7 nm, para as NPG e NPG-AB respectivamente, 0 que mostra a uniformidade das
particulas.

A uniformidade da particula/lhomogeneidade também foi confirmada pelo indice de
polidispersividade (faixas de PDI de 0,0 para uma amostra perfeitamente uniforme em relagéo
ao tamanho da particula; a 1,0 para uma amostra altamente polidispersa com varios tamanhos
de particula populagdes). A andlise das NPG’s sintetizadas encontrou-se um PDI de 0,15 £ 0,01
e para as NPG-AB encontrou-se um PDI de 0,18 + 0,02 que mostra indices de
polidispersividade monomodais e homogeneidade do sistema, Figura 15.

Em aplicacbes de entrega de drogas usando nanoformulacdes, um PDI de 0,3 e abaixo é
considerado aceitavel e indica uma populacdo homogénea (VAGHASIYA et al., 2021).

A variagdo no tamanho e PDI dos sistemas carreadores nanoparticulados podem afetar o
encapsulamento e liberacdo de farmacos (MUKHERJEE et al, 2008). A utilizacdo da
metodologia de dessolvatacdo em dois passos, as cadeias de gelatina com baixo peso molecular
foram descartadas na primeira etapa de dessolvatacdo e, posteriormente, as moléculas de
gelatina com elevado e uniforme peso molecular foram utilizadas para a producdo das
nanoparticulas, o que garantiu o0 menor PDI, indicando que a dessolvatacdo em dois passos é

recomendavel para a obtencdo de sistemas baseados em gelatina encapsulada com AB.
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Figura 15: Resultados do ensaio de Espalhamento dindmico da luz.
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O potencial de superficie das NPG foi encontrado em um valor de +32,1 mV e para as NPG-
AB +32,4 mV, a carga positiva do potencial Zeta confere maior estabilidade na NPG
(SALAZAR, 2015). Em ambos os casos o potencial manteve-se estavel por 90 dias.

A quantidade de farmaco adsorvido nas particulas foi determinada por espectrometria de UV-
Visivel, a Figura 16 apresenta a curva analitica.

Detectou-se uma linearidade satisfatoria para 0 método espectrofotométrico na faixa de
concentracdo de 0,5 a 5,0 pmol.L . Anélise da regressdo de minimos quadrados apresentou-se
6tima com coeficiente de correlacdo (r? = 0,99827) e a equacéo da reta esta apresentada na

Equacdo 2.

y = 0,06165.x — 0,00629 Equacdo 2

A linearidade de um procedimento analitico é sua capacidade de obter resultados de testes que
sdo diretamente proporcionais a concentracdo de analito na amostra. A correlacdo descreve o
grau de associacao entre duas variaveis, enquanto a regressao expressa a forma da relagéo entre
as variaveis independentes e dependentes.
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Quando ambas as varidveis sdo continuas aleatorias, a correlacdo de amostra o coeficiente de
Pearson, r, é a estatistica usada para verificar apenas a correlagdo. A correlacdo coeficiente
derivado de uma auséncia de falta de ajuste deve ser superior a 0,9404 (GONZALES et al.
2006).

Com base no apresentado, o sistema nanoparticulado analisado pelo método
espectrofotométrico mostrou excelente coeficiente de correlagéo (r? = 0,99827).

As NPG-AB foram caracterizados inicialmente no estado estacionario por espectroscopia de
absorbancia.

A cor caracteristica do AB é causada por fortes bandas de absorcéo na regido de 371 - 416 nm,
sendo este Ultimo o pico caracteristico para as analises.

O farmaco foi carregado na superficie das NPG’s por adsorc¢éo e a eficiéncia de encapsulamento

(EE) foi de 76% apresentando-se satisfatoria.

Figura 16: Curva Analitica de Anfotericina
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Os espectros de absor¢do de NPG e NPG-AB (1 pmol.L 1) sdo mostrados na Figura 17.
A anfotericina B ¢ um farmaco amplamente utilizado para o tratamento de patologias

provenientes de leveduras de P. brasiliensis e Cryptococcus spp.
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Figura 17: Espectro de Absorcao das NPG-AB comparado ao espectro de absor¢do da AB
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Analisando o espectro da AB observamos que ndo houve alteracdo no comportamento fisico-
quimico do farmaco, mantendo o espectro de absorcdo de 416 nm.

5.3 ESTUDO DA EFETIVIDADE DA NPG-AB SOBRE AS LEVEDURAS DE PB, CNE CG

Leveduras de P. brasiliensis e Cryptococcus spp expostos a fungicidas estdo sob presséo
seletiva para evoluir. A baixa solubilidade da AB implica na administracdo endovenosa, e a sua
afinidade ao colesterol causa reagOes adversas dentre elas a nefrotoxicidade. O
desenvolvimento de sistemas capazes de inibir a acdo das leveduras reduzindo as reagdes
adversas. (BERTO et al., 2021). O uso de nanoparticulas surge como uma nova tecnologia para
o0 desenvolvimento destes sistemas, portanto, é necessario testar a eficacia destas formulacdes
de AB nanoestruturadas contra as leveduras.

No teste de difusdo de disco, a difusdo das formulagdes atraves de meios solidos é usada para
triagem de compostos antibacterianos. As formulagdes sdo colocadas em de fungos com alta
producéo de esporos, o efeito antimicrobiano, é reconhecido quando uma zona de inibicéo
(halo) é exibida ap6s 72 horas de incubacdo. O tamanho da zona de inibicdo indica as
propriedades fungicidas das formulag¢6es, quanto maior o halo de inibigdo mais eficaz a agdo
da formulacdo estudada. Os ensaios in vitro realizados pela metodologia de difuséo em disco
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foram capazes de identificar a eficiéncia das formulacdes nanoestruturadas frente a eficécia ja
conhecida da AB livre.

Os resultados dos testes de difusdo em disco estdo apresentados na Figura 18 e na Tabela 4
apresentam a sensibilidade da difusdo das formulagcGes e determinam as propriedades destas
perante as leveduras estudadas (HOSEINZADEH et al., 2017).

As culturas dos fungos usadas para avaliar a eficacia das formulacdes apresentaram alta
producéo de esporos, sendo, assim, adequadas para o preparo dos inoculos.

No experimento com disco, conseguiu-se avaliar a influéncia da concentracdo de AB livre
frente as concentragdes iguais das formulagdes nanoestruturadas, os resultados foram avaliados
através da afericdo do halo de inibicdo das amostras.

Analisando-se as imagens apresentadas na Figura 18, observa-se que tanto as formulacGes de
anfotericina nanoestruturadas quanto as formulagdes com farmaco livre, apresentaram
efetividade de inibi¢do do crescimento microbiano. Os resultados, valores médios aferidos, dos
ensaios realizados para a determinacdo da atividade antifingica das preparacdes de
Anfotericina B avaliadas estdo apresentados na Tabela 4. Somente os controles negativos
localizados nos centros das placas (Figura 18) ndo apresentaram zona de inibicdo nessas
condigdes.

Observa-se que, sobre leveduras de Cryptococcus spp todas as preparacdes AB e NPG-AB
apresentaram efetividade de inibicdo a partir da concentragdo de 0,5 mg.mL™, caracterizada
pela formacdo de halos de inibicdo do crescimento flangico igual ou superior a 9 mm.
[CARLSON et al, 2021] Porém, as leveduras de Cryptococcus gattii mostraram ser mais
sensiveis aos dois tipos de preparacfes de Anfotericina B, exibindo halos maiores de inibicéo,
guando comparados com as leveduras de Cryptococcus neoformans, para as concentracfes de
0,5 mg.mL?, 1,0 mg.mL?, 1,5 mg.mL? e 2,0 mg.mL. N concentragio de 2,0 mg.mL™? as
leveduras de Cryptococcus neoformans apresentaram a mesma sensibilidade para as duas

preparacOes de Anfotericina B.
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Tabela 4 — Halos de inibicdo do crescimento fungico formados utilizando 10 pL de Anfotericina B
Nanoestruturada (NPG-AB) e Anfotericina B Pura (AB) em diferentes concentracdes sobre leveduras
de Paracoccidioides brasiliensis (isolado 18), Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii.

Concentragio AB NPG-AB
3 0,5 mg/mL 7 mm 18 mm
2 @
S
3 § 1,0 mg/mL 18 mm 19 mm
o=
S § 1,5 mg/mL 17 mm 17 mm
S s
S 2,0 mg/mL 17 mm 20 mm
2w 0,5 mg/mL 9 mm 13 mm
U :
§ g 1,0 mg/mL 12 mm 13 mm
S o
§ "QGJ' 1,5 mg/mL 14 mm 17 mm
S5 <
© 2,0 mg/mL 14 mm 14 mm
“ 0,5 mg/mL 13 mm 20 mm
S
Q
§ =§ 1,0 mg/mL 14 mm 19 mm
O o
§ S |1,5mg/mL 15 mm 20 mm
1
© 2,0 mg/mL 11 mm 15mm

Fonte: A autora

Em relacdo as leveduras de P. brasiliensis, isolado 18 (Pb18), a atividade antifingica das
preparacdes de Anfotericina B foram semelhantes nas concentragfes de 1,0 mg.mL?t e 1,5
mg.mL™. Porém, a Anfotericina B Nanoestruturada apresentou atividade antiflingica mais
eficaz na concentragéo de 0,5 mg.mL™ (18 mm de halo) quando comparada com a Anfotericina
B pura (7 mm de halo) a qual n&o atingiu o tamanho de halo considerado efetivo pela literatura
(RENZI et al., 2021). Na concentragdo de 2,0 mg.mL? Anfotericina B Nanoestruturada,
também, apresentou diferenca importante na mensuragdo do halo, quando comparada com a
Anfotericina B pura sobre as leveduras de Pb18, 20 mm e 17 mm, respectivamente.

A comparagdo entre os dados da Tabela 4 e a Figura 18 mostra que os halos formados no ensaio
utilizando a Anfotericina B Nanoestruturada apresentaram um didmetro maior se comparado
com os halos formados pela Anfotericina B Pura, ou seja, a concentracdo de 0,5 mg/mL da
NPG-AB se demonstrou mais efetiva comparado ao ensaio com a AB.

Com isso os efeitos toxicos do farmaco serdo menores com a utilizagdo da AB nanoestruturada.
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Figura 18 — Formagdo dos halos de inibicdo* de diferentes concentragdes de Anfotericina B
Nanoestruturada (NPG-AB) e Anfotericina B pura (NPG) sobre leveduras de Paracoccidioides
brasiliensis (isolado 18), Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii.

Paracoccidioides brasiliensis | Paracoccidioides brasiliensis
Anfotericina Nanoestruturado

Cryptococcus gattii Cryptococcus gattii

Anfotericina Nanoestruturado
7 = o S

Nanoestruturado

P

3

,
P

Legenda: * Teste de difusdo em disco de diferentes concentracdes de Anfotericina B Pura ou Nanoestruturada (aplicagdo de 10 pL de NPG e
NPG-AB em cada uma das seguintes concentragdes: 0,5 mg.mL?, 1,0 mg.mL?, 1,5 mg.mL* e 2,0 mg.mL?) sobre as leveduras de P.
brasiliensis, isolado 18, C. neoformans e C. gattii. Como controle negativo de AB, aplicagdo de 10 L de &gua esterilizada e como controle
negativo de NPG-AB, aplicacéo de 10 pL de NPG.

Fonte: A autora

5.4 LIBERACAO DE DROGAS IN VITRO

O comportamento de liberacdo in vitro de AB no sistema nanoparticulado foi investigado. A
formulacdo produziu um perfil de liberacdo de AB bifasico com efeito de explosdo inicial em
que a liberacdo de AB variou entre 34% no primeiro tempo de amostragem (24 h) para NPG-
AB. Esta rapida liberacdo esté relacionada a AB adsorvida na superficie das nanoparticulas
(MUSSARA, 2020) e/ou a liberagdo do farmaco encapsulado préximo a superficie das
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nanoparticulas. Apos esta fase, uma baixa liberacdo constante de AB até 45% para NPG-AB,
até 168 h, mostra uma tipica liberacdo sustentada e prolongada do farmaco que depende da

difusdo do farmaco e dos mecanismos de erosdo da matriz (VITORINO et al, 2018).

Figura 19 — Comportamento de liberagéo in vitro da Anfotericina B no Sistema Nanoparticulado.
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Fonte: A autora

Ghosh et al (2017) sintetizaram nanoparticulas de poli (L-acido lactico-co-acido glicolico),
PLGA, carregadas de anfotericina B para o tratamento da leishmaniose visceral. Os autores
realizaram o estudo da liberagdo cumulativa da droga in vitro por 360 h e verificaram que
63,48% + 1,08% de anfotericina B foi liberado da formulagéo.

Saqib et al (2020) desenvolveram nanoparticulas poliméricas carregadas de anfotericina B para
o tratamento de infecc¢des por Leishmania. Os autores relatam que houve liberacéo persistente
do farmaco da nanoformulacdo em pH = 7,4 e aproximadamente 78% do farmaco encapsulado

foi liberado em 48 h.
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6 CONCLUSOES

O presente trabalho teve como proposta a sintese de nanoparticulas de gelatina carreadas com
anfotericina B para o tratamento das paracoccidioidomicoses, esperando assim 0 minimo de
efeito tdxico para o figado e rins.

Visando o cumprimento dos objetivos especificos desse trabalho, a sintese das nanoparticulas
pelo método de dessolvatacdo em dois passos foi 0 método escolhido para obtencao destas e foi
adsorvida a anfotericina B nessa nanoparticula.

Para caracterizar a viabilidade do formato dessas nanoparticulas utilizamos a microscopia
eletronica de varredura, dessa maneira foi possivel visualizar essas nanoparticulas com e sem
anfotericina B e confirmar a reticulacdo da gelatina.

Para avaliar o tamanho médio das nanoparticulas utilizamos o DLS e assim verificamos que o
tamanho de 169,4 +39,8 nm na nanoparticula sem anfotericina B e 172,0 37,7 nm na
nanoparticula com a anfotericina, e pudemos comprovar o tamanho do sistema e a uniformidade
das particulas, a eficiéncia de encapsulamento foi de 76% apresentando-se satisfatoria.

Ja no estudo do comportamento da liberacdo da anfotericina B a formulacdo demonstrou o
rapido inicio de liberacdo do farmaco, comprovando que a anfotericina esta adsorvida na
superficie da nanoparticula e que houve sua constante liberacdo ao longo de 168 horas.

No teste de difusdo em disco, a concentracdo de 0,5 mg/mL da NPG-AB se demonstrou mais
efetiva comparado ao ensaio com a AB, ou seja, 0s efeitos tdxicos do farmaco serdo menores
com a utilizacdo da AB nanoestruturada.

Este resultado é promissor para a aplicacdo de sistemas de liberacdo modificados baseados em
gelatina para o carreamento de Anfotericina B, pois a eficiéncia do sistema com menores
concentracOes indica que ocorrerd menores efeitos causados pelas rea¢fes adversas desta droga

no sistema renal e hepatico.
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