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RESUMO

A Paracoccidioidomicose (PCM) é uma endemia de relevancia na América Latina,
sendo responsavel por 1,45 mortes/milhdo de habitantes apenas no Brasil, onde é
considerada uma doenca negligenciada pelo Ministério da Saude. A atual terapia
para a PCM recai principalmente em duas classes de antifungicos: a) os
imidazélicos, como o itraconazol; e b) os polienos como a anfotericina B, cujos
tratamentos resultam em graves efeitos colaterais para o paciente e que sé&o
considerados como os principais selecionadores das formas resistentes de diversos
fungos patogénicos. Este estudo tem como objetivo avaliar uma nova formulagéo
para tratar de infec¢des fungicas, pelo uso de itraconazol encapsulado em sistemas
nanoestruturado de PLGA (polimero derivado acido latico e acido glicélico) no
tratamento da PCM em modelo experimental in vitro e in vivo; comparada com o
farmaco convencionalmente usado no tratamento desta micose, como estratégia
para evitar problemas de efeitos colaterais causados pelos antifingicos atualmente
usados. A caracterizacdo das nanoparticulas contendo itraconazol (ITZ-NANO)
mostrou sucesso da técnica de nanoencapsulacdo com eficiéncia de encapsulacéo
de 72,8 £ 3.50%. As nanoparticulas apresentaram formatos esféricos, densidades
similares, e diametro médio de 174 nm. As particulas apresentaram carga negativa (-
40 mV). Por meio do teste de MTT, ITZ-NANO mostrou baixa toxicidade em células
mesangiais de rim e hepatdcitos; e similar eficacia antifGngica comparada ao
farmaco convencional, através de contagem de unidades formadoras de colbénia. A
biodistribuicdo de ITZ-NANO foi realizada por meio da marcacdo das nanoparticulas
com tecnécio e injetadas em camundongos da linhagem Balb C revelando uma
concentracdo significativamente maior nos pulmdes, figado e rins apds 8 horas da
administracdo. Nos testes in vivo, os cortes histologicos dos pulmbes dos
camundongos Balb C ap6s 30 e 60 dias de tratamento mostraram comprometimento
nos individuos de todos os grupos infectados, como intenso infiltrado inflamatério,
parénquima espesso e presenca de granulomas com células fungicas, porém, nos
animais tratados com ITZ-NANO, os pulmdes estavam mais preservados e néao foi
visto célula fangica. Nas dosagens de enzimas hepaticas, foram observadas
alteracdes depois de 30 dias de tratamento, como aumento da enzima transaminase

pirdvica no grupo tratado com itraconazol convencional e diminuicdo da enzima
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fosfatase alcalina no grupo tratado com ITZ-NANO. Quanto ao aspecto fisico dos
animais, o grupo tratado com itraconazol convencional apresentou alopecia apés 30
dias de tratamento e maior diminuicdo de seu peso (15%). Os resultados indicam
que ITZ-NANO apresentou melhor acdo que o itraconazol convencional quanto a
citotoxicidade, in vitro, analises histopatoldgicas dos pulmdes, dosagens de enzimas

hepéticas e aparéncia fisica dos animais, in vivo.

Palavras-chave: Paracoccidioidomicose; PLGA; Nanoparticulas; DMSA;
Itraconazol.
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ABSTRACT

Paracoccidioidomycosis (PCM) is an endemic disease of relevance in Latin America,
being responsible for 1,45 deaths/million of inhabitants only in Brazil, where it is an
illness neglected by the health authorities. In current days, there are two groups of
antifungal agents used in the treatments, the imidazoles (itraconazole) and the
polyenes (amphotericin B), both can result in serious side effects for the patient, and
are also being considered responsible for the resistant forms of several pathogenic
fungi. This study aims to evaluate a new formulation against fungal infections by
means of the sustained release of encapsulated itraconazole in nanostructured
PLGA in the treatment of paracoccidioidomycosis in an experimental model in vitro
and in vivo. Through the characterization of nanoparticle itraconazole (ITZ-NANO)
were identified an encapsulation efficiency of 72.8%, rounded shapes, similar
densities, average diameter of 174 nm, and also a negatively charged (-40 mV). The
biodistribution of ITZ-NANO was performed by marking the nanoparticles with
technetium. This showed a higher concentration in the lungs, liver and kidneys. The
cytotoxicity assays performed in mesangial cells of kidney and hepatocytes using the
MTT assay showed that the ITZ-NANO was less cytotoxic than the conventional
itraconazole. In in vivo tests, histological sections of lungs of animals held at 30 and
60 days of treatment, showed impairment in individuals of all infected groups, such
as an intense inflammatory infiltrated, a increased thick parenchyma, and the
presence of granulomas with fungal cells, on the other hand, in animals treated with
ITZ-NANO, the lungs were better preserved and were not observed the presence of
fungal cells. In the dosing of the hepatic enzymes, changes were observed after 30
days of treatment, such as an increase in the lactate dehydrogenase in the group
treated with conventional itraconazole, and a decrease of the alkaline phosphatase
enzyme in the group treated with ITZ-NANO. Regarding the physical appearance of
animals, the group that was treated with conventional itraconazole it showed alopecia
after 30 days of treatment, and also a significant decrease of their weight (15%). The
results suggest that ITZ-NANO showed better action in comparison with the
conventional itraconazole regarding cytotoxicity in vitro, histopathological analisys of

the lungs, liver enzyme dosings and in the physical appearance of animals in vivo.
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1 INTRODUCAO



1.1 Paracoccidiodes brasiliensis

O P. brasiliensis € um fungo assexuado e dimorfico, ou seja, possui a
capacidade de crescer em duas formas diferentes conforme as condi¢cbes
ambientais: como fungo filamentoso entre 25 a 30°C e como levedura quando
incubados entre 35 e 37°C. A forma de crescimento do fungo esta relacionada com a
propor¢cdo dos glicolipidios e polissacarideos presentes externamente na parede
celular e de seu arranjo espacial, e particularmente a presenca de alfa-1,3-glucana
na levedura e de beta-1,3-glucana no micélio (1).

O P. brasiliensis apresenta uma distribuicdo geogréfica limitada, tendo sido
isolado de plantagbes em regides com o clima temperado ou quente, e com verdes
chuvosos e invernos secos; particularmente no solo das plantacdes de café, pois
esta cultura é praticada intensivamente em regifes endémicas (2). Os indices de
infeccdo também foram elevados em tribo de indios da Amazbnia cuja principal
cultura é o café (3).

A participacdo de animais no ciclo biolégico do P. brasiliensis € também
cogitada em razdo deste ter sido identificado em fezes de morcego frugivoro (4),
fezes de pinguim (5), visceras de macaco (6) e em visceras de tatu (2). Os isolados
de P. brasiliensis encontrados em tatu sdo de grande importancia, pois esses
animais escavam o0 solo e tém distribuicdo geografica semelhante, podendo ter
alguma relagdo com o ciclo de vida do P. brasiliensis (3).

O fungo P. brasiliensis foi classificado taxonomicamente através de estudos
moleculares baseados nos sequenciamentos e comparagfes dos genes,
demonstrando que esse patdgeno poderia ser enquadrado no Reino: Fungi Filo:
Ascomycota, Sub-Filo: Pezizomycotina, Classe: Eurotiomycetes, Sub-Classe:
Eurotiomycetidae, Ordem: Onygenales, Familia: Ajellomycetaceae, Genero:
Paracoccidioides, Espécie: P. brasiliensis (7).

Atualmente foram sequenciados 33.921 nucleotideos e 213 proteinas. Ha 45
projetos genomas em andamento com 99 sequéncias gendmicas, aproximadamente
290.000 proteinas e 840.000 nucleotideos (http://ncbi.nim.nih.gov/, acessado em 02
de dezembro de 2010).


http://ncbi.nlm.nih.gov/

1.2 APARACOCCIDIOIDOMICOSE

A paracoccidioidomicose (PCM) € uma infeccdo sistémica causada por P.
brasiliensis (4). A PCM é conhecida também como blastomicose sul-americana ou
moléstia de Lutz-Splendore-Almeida. A primeira descricdo da doenca e do seu
agente etiolégico foi realizada por Adolpho Lutz no ano de 1908. A PCM ocorre
como doenca endémica entre 20° ao Norte e 35° ao Sul do Equador, estendendo-se
do México a Argentina, no Brasil, Venezuela e Coldmbia onde esta a maior parte dos
casos ja relatados (8,9).

No Brasil, a incidéncia e a prevaléncia desta micose sao dificeis de determinar
porque a notificacdo de ocorréncia ndo é compulsdria. Os célculos de prevaléncia,
incidéncia e morbidade desta micose, baseiam-se em relatos de inquéritos
epidemiologicos e de séries de casos. Com base na experiéncia de servigos de
referéncia no atendimento de pacientes com PCM, acredita-se que sua incidéncia
em zonas endémicas varie de 3 a 4 novos casos/milhdo até 1 a 3 novos casos por
100 mil habitantes ao ano. Informac@es registradas no Ministério da Saude atestam
que 3.181 casos de Obito por PCM foram registrados no Brasil entre 1980 e 1995,
resultando em uma taxa de mortalidade por PCM de 1,45 casos por milhdo de
habitantes. Shikanai-Yasuda et al, 2006 apontaram a PCM como oitava causa de
mortalidade por doenca infecciosa predominantemente cronica entre as doencas
infecciosas e parasitarias, inclusive maior que a mortalidade por leishmanioses, e a
mais alta taxa entre as micoses sistémicas (10). Além disso, um estudo no Rio de
Janeiro indicou que 14,6% de 500 adultos hospitalizados em varios centros tém
PCM e cinco novos casos por milhdo de pacientes acontecem por ano (11).

A PCM tem sido observada em pacientes de todas as faixas etarias a partir
dos trés anos de vida e com acentuada predominancia entre 30 e 50 anos de idade.
Até a puberdade, a incidéncia da moléstia é idéntica para ambos os sexos. Contudo,
na idade adulta mais de 80% dos pacientes acometidos por esta doenca s&o do
sexo masculino, sendo 13 vezes mais comum a infeccdo em homens que em
mulheres, uma vez que se acredita que a mulher possui uma protecao natural
conferida por estrégenos. Alguns estudos (12) demonstraram que o estrégeno inibe
a transicdo micélio-levedura, porque a infeccdo aumentou gradativamente em ratos

machos infectados intranasalmente, enquanto que em fémeas, a transicdo nao



ocorreu e consequentemente a infecgcdo nédo se instalou. Estes dados sugerem que
o horménio feminino estrégeno € um bloqueador da transicdo e possivelmente
responsavel pela resisténcia a infeccdo em mulheres (13).

A infeccdo pulmonar adquirida pelos seres humanos ocorre por inalagdo dos
pequenos conidios de 4um de didametro oriundo da forma filamentosa encontrada no
solo. Ao alcancar as por¢des distais do parénquima pulmonar, os conidios se
transformam em leveduras que podem permanecer confinadas localmente,
causando uma infec¢do crdnica, ou disseminar para Orgaos distantes no caso da
doenca disseminada progressiva, denominada infeccdo aguda ou juvenil. A doenga
ndo tratada adequadamente pode comprometer um ou mais 6rgaos e evoluir para
Obito (14).

1.2.1 A formaaguda da Paracoccidioidomicose

A forma aguda ou subaguda da doenca compromete em geral criangas,
adolescentes e adultos jovens. A forma aguda progride com rapidez, cerca de um a
dois meses e a doenca é amplamente disseminada. O comprometimento nos
pulmdes é raro, les6es mucosas sdo pouco frequentes, mas o envolvimento com 0s
orgaos do sistema reticuloendotelial e a disfuncdo da medula 6ssea podem ser tao
graves que simulam doencas linfoproliferativas. Esta forma da PCM pode ser
classificada em moderada ou grave e ndo apresenta forma leve, pois o periodo de
laténcia é curto e o envolvimento imune celular intenso (2,4,15). A forma aguda da
PCM pode estar associada com outras doencas infecciosas como a Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) que ocorre principalmente em individuos que
vivem em regibes endémicas na América Latina (16). Também é de grande
importancia a associacao entre a tuberculose e a PCM, sendo que esta associagao
pode induzir o erro no diagndéstico e na conduta terapéutica. O comprometimento
pulmonar por tuberculose pode preceder, suceder ou ser simultaneo ao da PCM e é

observado em 5,4 a 10% dos casos (2).



1.2.2 Aformacrbnicada Paracoccidioidomicose

A forma crbnica da doenca acomete, em geral, adultos com idade superior a
30 anos. O quadro clinico progride lentamente com frequéncia acima de seis meses
e permanece restrita aos pulmdes causando lesdes nodulares, infiltrativas, fibroticas
ou cavitarias (14). A fibrose grave, que leva a doenca pulmonar obstrutiva crénica e
0 aumento ventricular direito, devido as alteracfes funcionais e estruturais dos
pulmdes chamada de cor pulmonale, € considerada uma sequela fatal. As lesdes de
pele, mucosa nasal e oral sdo usualmente encontradas em pacientes com a forma
cronica multifocal (17).

A doenca crénica pode ser classificada quanto a gravidade em leve,
moderada ou grave, segundo o estado geral e o nivel imunolégico do paciente. As
formas leves apresentam envolvimento pulmonar discreto, nao exibem
acometimento com o0s outros 6rgdos. Nas formas graves ha lesGes extensas nos
pulmdes, lesbes tegumentares, podendo ocorrer lesées em outros 6rgdos. Ja as
formas moderadas consistem em um grupo de pacientes heterogéneos que nao

apresentam todos os critérios para serem classificados quanto a forma leve (18).

1.3 TRATAMENTO DA PARACOCCIDIOIDOMICOSE

A escolha da droga a ser usada no tratamento da PCM é feita de acordo com
o estado do paciente e requer, além de um longo periodo de tratamento, o
monitoramento para avaliar a eficicia e a tolerancia ao antifingico (19). Os farmacos
usados na terapéutica para a PCM sdo os das seguintes classes: Imidazolicos
(itraconazol, fluconazol, ketoconazol), Polienos (anfotericina B) e Sulfas
(sulfadiazina). Destes, os mais utilizados séo o itraconazol e a anfotericina B (10,
14).



1.4 ITRACONAZOL
1.4.1 Estrutura quimica e caracteristicas fisico-quimicas
A unidade estrutural basica dos antifingicos azois € a presenca de cinco

membros do tipo azol, unidos por uma ligacdo do nitrogénio com o carbono aos

outros anéis aromaticos (Figura 1).

0 ‘N
N...N
i Cl

%{ch CH3

Figura 1- Estrutura quimica do |traconazol.

Os imidazéis (cetoconazol, miconazol e clotrimazol) apresentam dois atomos
de nitrogénio no anel azol, e os triazéis (fluconazol e itraconazol) contém trés
atomos de nitrogénio no mesmo anel (20). O itraconazol é uma mistura racémica
1:1:1:1 de quatro diasteroisbmeros (dois pares enantoméricos), cada um possuindo
trés centros quirais. Apresenta formula molecular de CssH3sC2NgO, € massa
molecular de 705,64. E um p6 branco ligeiramente amarelado, insolGvel em agua,
ligeiramente sollUvel nos alcoois e altamente solUvel em diclorometano; possui pKa
3.70 e coeficiente de particdo de 5.66 em pH de 8.1 (21).

1.4.2 IndicagOes terapéuticas

Apresenta amplo espectro de acdo, sendo empregado no tratamento das
micoses sistémicas, como: aspergilose, blastomicose, candidiase, cromomicose,
esperotricose, histoplasmose e pararacoccidioidomicose. Nas micoses superficiais é

empregado no tratamento da candidiase oral e vulvovaginal, ceratite micotica,



dermatofitoses, onicomicoses, pitiriase versicolor, Tinea cruris, Tinea manuum e
Tinea pedis (21).

1.4.3 Propriedades farmacocinéticas do itraconazol

O itraconazol apresenta biodisponibilidade média de 55% com pico de
concentracdo plasmatica de 150 ng/mL, em cerca de 3 a 4 horas apds a
administracéo oral de uma dose Unica de 100 mg e se distribui amplamente pelo
organismo humano e se acumula nos tecidos em concentragcdes 3 a 20 vezes
superiores aquelas do plasma (22). E altamente lipofilico, se liga 99,8% as proteinas
plasmaticas especialmente a albumina, e apresenta volume de distribuicdo médio de
11 L/kg (23, 24).

O itraconazol é biotransformado  extensivamente no  figado,
predominantemente pelo citocromo P450 3A4, resultando na formacdo de varios
metabalitos (21, 23, 24) Dentre estes, o hidroxitraconazol, formado pela oxidacdo do
grupo 1-metilpropil, € de particular interesse pela sua atividade antifingica in vitro,
com concentracdes plasméticas duas a trés vezes superiores ao farmaco original,

contribuindo, provavelmente, para o efeito terapéutico (25).

1.4.4 Mecanismo de agédo do itraconazol

O mecanismo de agdo do itraconazol baseia-se na inibicdo do sistema do
citocromo P-450, responsavel pela desmetilacdo do lanosterol, precursor do
ergosterol, um componente vital da membrana celular do fungo. Deste modo, o
medicamento inibe a biossintese do ergosterol na membrana citoplasmatica e
conduz ao acumulo de lanosterol e 14-alfa-metilesterois, os quais podem desagregar
o arranjo compacto das cadeias aciclicas dos fosfolipidios, comprometendo as
funcbes de determinados sistemas enzimaticos ligados a membrana, como a
ATPase e enzimas do sistema do transporte de elétrons, inibindo,

consequentemente, o crescimento dos fungos (Figura 2) (25, 26).
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Figura 2- Desenho esquematico do mecanismo de acdo do ltraconazol. Adaptado de

http://www.doctorfungus.org/thedrugs/antif_pharm.htm, acessado em 28 de novembro de
2010.
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1.4.5 Efeitos colaterais do uso do itraconazol

Como todo tratamento antifingico, o itraconazol é utilizado em altas doses e
por um tempo prolongado, levando a incidéncias de efeitos colaterais, como:
nauseas, vomitos, dor abdominal, diarréia, leve alopecia e cefaléia; podendo causar
também hepatotoxicidade dose-dependente, incluindo faléncia hepética e 6bito, cujo
mecanismo ainda permanece desconhecido. Com o aumento da dose podem ser
observados niveis elevados de alanina aminotransferase (ALT) e fosfatase alcalina
(ALP), além de necrose hepatocelular, degeneracdo dos hepatdcitos, hiperplasia do
ducto biliar e cirrose (27, 28). Este farmaco também pode ocasionar efeitos sérios e
raros envolvendo baco, pele e sangue, sendo classificado pelo Food and Drug
Administration (FDA) como um agente da categoria C, ou seja, contra indicado para
pacientes que estao gravidas, haja vista ser teratogénico em ratos e camundongos,
ocasionando ma formacao 6ssea, encefaloceles e macroglossia (29).

Desse modo, o desenvolvimento de novas formas farmacéuticas, tais como
0s nanocarreadores que possibilitem uma acéo direcionada do farmaco no tecido
alvo, proporcionando um tratamento mais eficaz e com menor probabilidade de
ocorréncia de efeitos adversos, torna-se um importante aliado na resolucdo das

dificuldades terapéuticas mencionadas.

1.5 CARREAMENTO E VETORIZACAO DE FARMACOS

Uma forma de modificar e melhorar a biodistribuicdo de farmacos € associa-
los a nanocarreadores (30), como vesiculas lipidicas (lipossomas) e nanoparticulas
poliméricas (Figura 3). Ao associar um farmaco, ja conhecido e aprovado pelas
agéncias reguladoras, em um sistema nanoestruturado, ou seja, na escala
nanometrica, as suas propriedades cinéticas ou dinamicas podem ser modificadas

para melhorar a sua resposta farmacoldgica (30).
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Desse modo, a associacao de farmacos a esses nanocarreadores apresenta

diversas vantagens em relacao ao tratamento convencional:

O @ |45

Nanoesferas Nanocadpsulas IR

P iiio N
e

Lipossomos Micelas

7

Dendrimeros

Figura 3- Exemplo de nanocarreadores. Adaptado de http://www.zangani.com/node/491,
acessado em 02 de novembro de 2008.

a) diminuicdo da toxicidade; b) maior eficacia terapéutica devido a liberacéo
progressiva e controlada do farmaco; c) alvo-especificidade, isto é, as
nanoparticulas podem ser direcionadas ao local de acdo da droga; d) maior tempo
de permanéncia na circulacdo; e) administracdo conveniente e segura; f) reducao
das dosagens de farmaco empregadas, bem como a frequéncia de administracéo e,
consequentemente; g) reducao do custo da terapia (30, 31, 32).

Estes sistemas podem ser aplicados, principalmente, para formulagdes cujo
principio ativo requer mais do que uma aplicacdo ao dia no paciente para atingir a
eficacia do tratamento. Deste modo, a droga € liberada de maneira lenta e gradual,
permanecendo por um maior periodo de tempo no organismo sem ser degradada,
diferentemente do que aconteceria com as formulagdes convencionais (33, 34).

Além disso, para a maioria dos farmacos utilizados atualmente, a atividade
contra certas doencas ou sitios patologicos ndo é baseada na sua capacidade de
acumular-se seletivamente no 6rgédo patologico, tecido ou célula. Usualmente, o
agente farmacoldgico € uniformemente distribuido pelo organismo. Assim, para
alcancar o sitio de acdo, o farmaco precisa atravessar muitas barreiras bioldgicas,

tais como outros Orgaos, células e compartimentos intracelulares, onde o referido
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farmaco pode ser inativado ou induzir efeitos indesejados nos 6rgéos e tecidos que
ndo envolvem processos patolégicos (35).

Portanto, para alcancar a concentracao terapéutica requerida do farmaco em
certo compartimento do organismo, deve-se administra-lo em grandes quantidades,
dessa forma, a concentragdo do ativo na corrente sanguinea apresenta um
aumento, atinge um pico maximo e entdo declina. Desde que cada composto
sempre possui uma faixa de acéo terapéutica acima da qual ela é toxica e abaixo da
qual ela é ineficaz, os niveis plasmaticos sdo dependentes das dosagens
administradas. Isto sera probleméatico se a dose efetiva estiver proxima a dose toxica
e também pelo fato de haver acumulo de farmaco e/ou metabdlitos também téxicos.
Desse modo, o objetivo de um sistema de liberacdo controlada € manter a
concentracdo do farmaco entre estes dois niveis (ou seja, na faixa terapéutica) por
um tempo prolongado, utilizando-se de uma Unica dosagem (36). A diferenca da
variacdo de concentracdo plasmética efetiva em funcdo do tempo, entre sistemas

convencionais e de liberacdo controlada, pode ser melhor visualizado na Figura 4.
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Fiaura 4: Perfis de liberacdo de droaas em funcao do tempo: convencional x controlada.
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1.5.1 Nanoparticulas poliméricas

Os carreadores podem ser classificados em microparticulados quando
possuem diametro superior a 1 ym ou nanoparticulados se apresentarem diametro
na ordem nanométrica (entre 10 e 1000 nm) (37). Dentre o0s principais
nanocarreadores encontram-se 0s lipossomas e as nhanoparticulas poliméricas
(nanocapsulas e nanoesferas).

Essas nanoparticulas, constituidas por polimeros biodegradaveis, tém atraido
maior atencdo dos pesquisadores em relacdo aos lipossomas devido as suas
potencialidades terapéuticas, a maior estabilidade tanto nos fluidos biolégicos
guanto durante o processo de armazenamento (38). As nanoparticulas poliméricas
diferem entre si segundo a composicdo e organizacdo estrutural. As nanocapsulas
sdo constituidas por uma parede polimérica disposta ao redor de um nucleo oleoso,
podendo o farmaco estar dissolvido neste ndcleo e/ou adsorvido a parede
polimérica. Por outro lado, as nanoesferas sdo formadas por uma matriz polimeérica,
onde o farmaco pode ficar retido ou adsorvido (39).

As aplicacbes de nanoparticulas poliméricas estdo presentes nas areas de
terapia génica, entrega de proteinas, e terapias de combate ao cancer, devido as
suas propriedades biocompativeis e biodegradaveis (39).

Os polimeros utilizados na preparacdo dessas nanoparticulas sdo moléculas
organicas de alta massa molecular, constituidos em geral, por mais de 50
mondmeros. Ao se agregarem em um padrdo regular, formam uma matriz ou
reservatorio onde a droga estara inserida. A liberacdo da droga é facilitada pela
dissolucdo gradual da matriz e € controlada pela solubilidade e porosidade da
mesma (34). Os polimeros mais usados para sintese de nanoparticulas podem ser
naturais, como a quitosana e o alginato, ou sintéticos, como o &cido poli latico (PLA),
acido poli glicélico (PGA) e o co-polimero acido poli latico-glicélico (PLGA). Esses
polimeros séo conhecidos por sua biocompatibilidade e sua reabsorcao através das
vias naturais (32, 40).

Alguns estudos mostraram a utilizacdo de nanoparticulas poliméricas como
carreadores de farmacos antifangicos, como a incorporacdo de itraconazol a
emulsGes parenterais por meio da tecnologia SolEmuls® que utilizou diferentes

concentracbes do farmaco. A incorporacdo do farmaco na camada de lecitina
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aumentou o efeito de disperséo e a formulacdo permaneceu estavel por 3 meses a
temperatura ambiente (41).

Miyamoto et al, 1997 avaliaram a viabilidade do uso de um implante escleral
polimérico contendo fluconazol como sistema de liberacdo controlada. Nesse
trabalho, o copolimero PLGA foi utilizado para encapsular 10, 20, 30 e 50% de
fluconazol e avaliar suas taxas de liberacéo in vitro e in vivo . O estudo sugeriu que 0
implante polimérico contendo fluconazol pode ser promissor no tratamento de
endoftalmite fangica (42). Além disso, um estudo feito em colaboracdo com nosso
laboratorio demonstrou que a anfotericina B associada a nanoparticulas de PLGA
apresenta mais efiéncia contra a Paracoccidiodomicose em experimentos in vitro e
in vivo, diminuindo significativamente a toxicidade e aumentando a eficacia do
farmaco (43). Além disso, diferentes tipos de nanoparticulas de PLGA podem ser
preparadas modificando suas propriedades de superficie, para auxiliar no
direcionamento e estabilidade por conjugacao com peptideos (44), proteinas (45) ou
acido dimercaptosuccinico (DMSA) (43).

O 4&cido meso-2,3-dimercarpatosuccinico (DMSA) apresenta grandes
vantagens quando utilizado como cobertura de nanoparticulas. Ele € capaz de
formar complexos fortes com a superficie das nanoparticulas (46). Além disso, €
possivel imobilizar moléculas na superficie devido aos seus grupamentos quimicos
disponiveis. As coberturas nas nanoparticulas sdo essenciais para a estabilizacédo
das mesmas. Para as aplicacdes in vivo e in vitro, as nanoparticulas devem estar
dispersas em solucdes fisioldgicas, porém na presenca de sal elas tendem a
aglomerar, resultando em efeitos diferentes de quando ndo aglomeradas. A
estabilizacdo das nanoparticulas é, portanto, € essencial para obter formulacées que
ndo agreguem em meio biolégico e, além da cobertura, o conteddo do meio de
dispersdo também € capaz de estabiliza-las (47). Alguns estudos, como Chaves et
al, 2005 (48); Garcia et al, 2005 (49) e Valois et al 2009 (50), demonstraram que
nanoparticulas magnéticas recobertas com DMSA apresentam uma distribuicdo

preferencial para o pulméo.
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1.5.2 Nanoparticula de poli (l&ctico-co-glicolico) (PLGA)

O &cido poli(lactico-co-glicdlico) (PLGA) é um copolimero formado por dois
mondmeros, o acido lactico (PLA) e do &cido glicolico (PGA) em diferentes
proporcbes (Figura 5). Os dimeros ciclicos destes acidos sao ligados
randomicamente por meio de ligacdes do tipo éster, resultando em um poliéster de
cadeia alifatica (51, 52).

Durante a sintese deste polimero, pode-se definir a sua cinética de
degradacdo do sistema e de liberagdo da droga incorporada através da massa
molecular, do grau de cristalinidade e da relacdo entre a quantidade de PLA e PGA
utilizada para a sintese do PLGA (52, 53).
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Figura 5- Estruturas quimicas dos poliésteres do &cido glicélico (PGA), acido lactico (PLA) e
poli(lactico-co-glicélico) (PLGA). Adaptado de (40).

As nanoparticulas biodegradaveis de PLGA sé&o utilizadas no sistema de
liberacdo controlada devido a sua biocompatibilidade e biodegradabilidade. Os
produtos de degradacdo do PLGA, que incluem os &cidos latico e glicélico, sédo
componentes normais do ciclo de Krebs e sdo subsequentemente eliminados como

o dioxido de carbono e agua sem afetar as funcdes celulares normais (40, 54).
1.5.3 Biodegradacéo Polimérica
A biodegradacdo € um termo utilizado para descrever a degradacdo dos

sistemas poliméricos quando ocorridos in vivo. Embora os mecanismos de

biodegradacao ainda nao estejam muito bem descritos, sabe-se que a clivagem da
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cadeia polimérica ocorre pela hidrélise das ligacdes éster. A hidrélise resulta em
uma clivagem da cadeia de oligbmeros principais produzindo oligomeros menores e,
finalmente, monémeros (55).

As maneiras pelas quais pode ocorrer a biodegradacao séo as seguintes: (a)
toda a area da matriz polimérica esta sujeita as reacdes de hidrélise e a
nanoparticula sofre erosdo das por¢gdes mais internas para as mais externas; (b) a
biodegradacdo do polimero pode estar limitada a superficie da nanoparticula
exposta ao meio e tem inicio das camadas mais superficiais para as mais internas
(35, 40) (Figura 6).

Figura 6- Exemplo de biodegradacéo de polimero e liberagéo da droga. Adaptado de
http://www.devicelink.com/mpb/archive/97/11/003.html, acessado em 30 de novembro de
2008.

As caracteristicas do polimero determinardo qual o tipo de biodegradacgéo que
ocorrera. Se a agua penetrar facilmente no centro do polimero, toda a matriz
polimérica é rapidamente hidratada e ocorre erosdo de dentro para fora. Caso
contrario, se a agua ndo conseguir penetrar no centro, a erosdo acontece na

superficie da matriz de fora para dentro (35, 52).
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1.6 JUSTIFICATIVA

O desenvolvimento de novas formas de administracdo que aumentem a
eficiéncia terapéutica de drogas utilizadas para o tratamento das micoses € uma
necessidade para a saude humana, principalmente em vista dos graves efeitos
colaterais provocados pelos farmacos classicos. O uso de sistemas
nanoestruturados pode representar uma melhora na sua eficiéncia, na medida em
que diminue suas concentracdes circulantes e reduz sua administracdo terapéutica,
minimizando portanto, seus ja conhecidos efeitos colaterais, e aumentando a

eficacia do tratamento (56).
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2 OBJETIVOS



18

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste estudo € avaliar a eficacia e eficiencia de uma
formulacdo de itraconazol encapsulado em nanoparticulas a base de PLGA e
recobertas com DMSA (ITZ-NANO), para aplicagdo no tratamento da

Paracoccidioidomicose em modelo experimental murino.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a. Caracterizar a ITZ-NANO quanto ao diametro, carga, eficiéncia de
encapsulacéo e estabilidade;

b. Investigar a eficacia da ITZ-NANO contra o fungo Paracoccidioides
brasiliensis, in vitro;

C. Verificar a citotoxicidade da ITZ-NANO em cultura de diferentes
linhagens celulares;

d. Investigar a biodistribuicdo da ITZ-NANO em camundongos Balb C;

e. Comparar, em modelo experimental murino, a eficacia terapéutica da
ITZ-NANO com a formulagdo de itraconazol livre no tratamento da
Paracoccidioidomicose;

f. Avaliar in vivo os efeitos resultantes do uso da ITZ-NANO durante o

tratamento da PCM com relagdo a aspectos clinicos e hepatotoxicidade.
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3 METODOS
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3.1 ITRACONAZOL NANOESTRUTURADO (ITZ-NANO)

O Itraconazol nanoestruturado foi preparado pela equipe do Prof. Anténio
Claudio Tedesco da USP/RP, na concentracdo de 60ug de itraconazol em 300uL da
suspensao aquosa de nanoparticulas de PLGA (200 ug ITZ/mL).

3.2 ITRACONAZOL LIVRE (ITZ)
O Iltraconazol livre foi comprado na farmacia de manipulagédo

Farmacotécnica® sob a responsabilidade do farmacéutico Gabriel Oliveira Monteiro

— CRF/DF 3164, na concentracao de 10 mg/mL. Concentracédo usada de acordo com

dados publicados por McEwen et al, 1985 (57).

3.3 EQUIPAMENTOS, MATERIAIS E REAGENTES UTILIZADOS.

Equipamento Fabricante
Camara de Neubauer C. A. Hausser & Son, EUA
Camara Digital Zeiss, ALE
Centrifuga Mikro 22 R Andreas Hettich GmbH & Co KG, ALE
Estufa Tecnal, BRA

Estufa com Shaker

Fluxo Laminar

Homogeinizador

Leitora de Microplacas Modelo 3550-V
Microscépio Axiophot

Micrétomo

Shaker

Certomat- Biotech International
Veco, BRA

Quimis Aparelhos Cientificos, BRA
BioRad, EUA

Zeiss, ALE

Leica,

Nova Técnica, BRA




Materiais Fabricante
Frascos de Cultura TPP, ALE
Lamina Perfecta, BRA
Laminula Perfecta, BRA
Placas de 96 pocos TPP, ALE
Placas de Petri Prolab, BRA
Tubos Falcon de 15 e 50 mL TPP, ALE
Reagentes Fabricante
Acido Dimercaptosuccinico (DMSA) Sigma, USA
Alcool Zulu, BRA
Antibidtico (Penicilina e Estreptomicina) Gibco, USA

Azul Tripan
Corante Verde Janus
Dimercaptosuccinico (DMSA)

Dimetilsulféxido (DMSO)

DMEM ( Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium)

Iltraconazol
Meio BHI

Meio RPMI

MTT (3(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide

Parafina

Paraformaldeido

Soro de Cavalo

Soro Fetal Bovino

Tampao fosfato-salina (PBS)
Tripsina

Xileno

Sigma-Aldrich Co., EUA
Sigma-Aldrich, EUA
Signa-Aldrich, EUA
Sigma-Aldrich Co., EUA
Gibco, USA
Sigma-Aldrich, EUA
Hymedia

Invitrogen, EUA
Invitrogen, EUA

Vetec, BRA

Vetec, BRA

Gibco, USA

Gibco, USA

Laborcllin, BRA
Sigma-Aldrich, EUA

Vetec, BRA




22

3.4 CARACTERIZACAO DE ITZ-NANO

3.4.1 Microscopia Eletrénica de Transmissao (MET)

As nanoparticulas foram caracterizadas quanto a morfologia e tamanho por
microscopia eletronica de transmissdo (MET). As amostras foram preparadas
adicionando-se uma gota de uma dispersao de uma solucdo estoque sobre grade de
cobre recoberta com filme de carbono, seguido da secagem. As analises foram
realizadas em um equipamento Electron Microscope JEOL JEM 1200 operando a
100 kV. As medidas de tamanho foram realizadas com a utilizacdo do software

Image-ProPlus versédo 5.1.

3.4.2 Medida de tamanho e disperséao

A distribuicdo de tamanho e dispersdo das particulas foi feita usando o
aparelho NanoSight (NanoSight LM20), onde um feixe de laser incide sobre a
amostra de nanoparticulas e vérias fotos sdo tiradas em sequéncia. O resultado é
um video, onde é possivel vé-las se movimentando caoticamente (com uma
trajetéria que descreve um fractal). Assim, uma gota da solucdo estoque foi inserida
no aparelho e em seguida, analisada. Foram analisadas 900 estruturas pelo

aparelho e uma média dos valores obtidos foi retirada.
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3.4.3 Eficiéncia de encapsulamento

Para determinacédo da eficiéncia de encapsulamento foi utilizado o método de
espectrofotometria no ultravioleta em um comprimento de onda de 262 nm
(linearidade 3.0-17.0 pg.mL™; y = 6.75 x 10% X — 4.51, r = 0.999). Para isso, as
aliqguotas contendo ITZ-NANO foram dissolvidas em DMSO (1:1, v/v) e sonicadas
por 5 minutos para liberar todo o ITZ contido. As amostras foram entdo, diluidas em
acetonitrila, com volume final de 3 mL, e filtradas em membrana de 0,4 pm. A
eficiéncia de encapsulagdo do ITZ nas nanoparticulas foi determinada usando a
equacao abaixo:

E.E. (%) =CN/CTH x 100

Onde E.E. significa eficiéncia de encapsulacdo de ITZ, CN é a concentracao
de ITZ nas nanoparticulas, e CTH € a concentracdo teorica de ITZ. As andlises
foram realizadas em triplicatas e a média + desvio padrao foi mostrada. Experimento
realizado no Laboratério de Fotobiologia e Fotomedicina do Prof® Anténio Claudio
Tedesco na USP/RP.

3.4.4 Anélise do Potencial Zeta de ITZ-NANO

O potencial zeta de ITZ-NANO foi medido usando anemometria laser dopler
(zeta plus, zeta potential analyzer, Brookhaven instruments corporation). Uma
suspensao das nanoparticulas foi diluida em agua deoneizada antes de fazer as
medidas. Cada amostra foi submetida a sete medidas e foi realizada a média das
medidas para serem utilizadas como resultado final. Experimento realizado no
Laboratério de Fotobiologia e Fotomedicina do Prof® Anténio Claudio Tedesco na
USP/RP.
3.4.5 Estudo da Estabilidade de ITZ-NANO

Para avaliar a estabilidade de ITZ-NANO, foram realizados experimentos para
verificar o potencial zeta, a citotoxicidade e a eficacia antifungica nos tempos 0, 15,
30 e 60 dias apo0s a preparacdo das nanoparticulas, que ficaram estocadas em
geladeira sob a temperatura de 4°C. Os testes foram realizados usando 0os mesmos

protocolos descritos aqui anteriormente (Andlise do Potencial Zeta, pagina 26) e
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alguns que serdo descritos posteriormente (Eficacia Antifangica, pagina 27 e
Citotoxicidade, pagina 28).

3.5 ENSAIOS IN VITRO

3.5.1 Preparacgéo do in6culo

O isolado virulento Pb18 do fungo P. brasiliensis da colecdo de fungos do
laboratorio de Patologia Molecular da UnB foi cultivado em meio de cultura liquido
YPD (10g yeast, 20g dextrose, 20g peptona bacteriolégica, 1L agua destilada) a 36°
C em shaker rotatério (220 rpm). Apés 5 dias de cultivo, a cultura foi centrifugada a
1000 rpm durante 3 minutos e o sedimento de células ressuspendido em PBS estéril
(pH 7,4). A viabilidade celular foi determinada pelo corante Verde-Janus para
preparar uma suspenséo de fungos contendo 5 x 10* células viaveis/mL para o teste

de microdiluicdo de drogas.

3.5.2 Concentragdo Minima Inibitéria (MIC)

A determinacdo da concentracdo minima inibitoria (MIC) foi feita com base no
protocolo M-27A do NCCLS (“National Committee for Clinical Laboratory Standards”)
para microdiluicdo seriada de drogas. Este ensaio € usado para investigar a
capacidade de a célula fungica crescer em outro meio ap0s ter sido exposta a uma
molécula téxica para ela.

As amostras do ITZ-NANO e ITZ foram diluidas em meio RPMI 1640 nas
seguintes concentrac¢des: 100 pg/mL, 50 pg/ml, 25 pg/mL, 12,5 pg/mL, 6,25 pg/mL,
3,125 pg/mL, 1,56 pg/mL, 0,8 pg/mL, 0,4 pg/mL, 0,2 pug/mL, 0,1 pug/mL.

O ensaio foi realizado em placas de 96 pocos de fundo chato adicionando 100
ML das amostras diluidas e 100 yL da suspensdo de P.brasiliensis. Uma placa
adicional foi feita apenas com as células fungicas, como controle, para verificar a
viabilidade e crescimento do fungo. As placas foram, entdo incubadas por 24 hrs a
36° C sob agitacdo de 40 rpm em estufa com shaker. Apds este periodo, 100 uL de
cada poco foram adicionados em placas de Petri de vidro contendo meio BHI

suplementado. Essas placas foram incubadas durante 5 dias, conforme descrito
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acima, e entao realizado o MIC pela contagem das unidades formadoras de colonia
do fungo.

Para testes de estabilidade de ITZ-NANO, o MIC foi feito nos tempos 0, 15, 30
e 60 dias apos a preparacao da solucao de ITZ-NANO.

3.5.3 Citotoxicidade in vitro de ITZ-NANO

O teste de citotoxidade celular foi avaliado pelo método de MTT conforme
estabelecido na literatura (58). Em células viaveis, enzimas mitocondriais, como a
succinil-desidrogenase, reduzem o substrato MTT (3(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide), formando cristais de formazan, que é um produto de
cor azulada. Desta forma, a quantificacdo da producdo desses cristais por células

submetidas a determinado tratamento esta correlacionada com sua viabilidade.

As células mesangiais de rim humano (CM) e hepatécitos AML12 (alpha
mouse liver 12) foram cultivadas em meio de cultura DMEM (tamponado com
bicarbonato de sdodio, suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de
antibiético) e tratadas com ITZ NANO e ITZ. Ap6s o periodo de incubacao de 24
horas, o meio de cultura das placas foi removido e 150 pL de solugdo de uso de
MTT (15 pL de MTT 5mg/mL diluidos em 135 pL de DMEM completo) foram
adicionados em cada poco. As células foram incubadas por 3 horas em estufa a 37°
C e 5% de CO,. Em seguida, 0 meio de cultura foi removido e 200 pL de DMSO
foram adicionados em cada poco para dissolver os cristais de formazan formados. A
quantificacdo foi feita pela medida da absorbancia dos pocos em comprimento de
onda de 595 nm em espectrofotbmetro. Os resultados foram expressos em

porcentagem, o controle foi considerado 100% de células vivas.
3.6 ENSAIOS IN VIVO
3.6.1 Animais de experimentacao
Camundongos Balb/C fémeas com idade de 8 semanas foram adquiridos do

CEMIB, UNICAMP. Os animais foram acomodados em gaiolas de polipropileno e

mantidos em condi¢cbes controladas de luminosidade, com livre acesso a agua e a
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comida e alojados no alojamento de animais da Faculdade de Medicina da
Universidade de Brasilia — UnB. As técnicas utilizadas para infeccdo, administracéo
dos tratamentos e sacrificio dos animais foram seguidas de acordo com as normas
éticas de manuseio de animais, os quais foram aprovados pelo Comité de Etica da
uUnB.

3.6.2 Biodistribuicao de ITZ-NANO marcadas com Tecnécio 99 (99mTc)

Para a marcagédo do DMSA foi utilizado um kit liofilizado contendo:

e SnCl.2H,0 ------------- 0,4 mg

Esse kit foi radiomarcado com 370 MBq (10 mCi) de **™Tc, em 1 mL de salina
(Na*®*™Tc0,). Apos adicdo do Na*"TcO, aguardou-se 10 minutos em temperatura
ambiente para efetiva ligacdo do radionuclideo ao farmaco.

Para marcacdo da ITZ-NANO foi adicionada a suspensao de 200 pg/mL uma
solucdo de 370 MBq de **"Tc-DMSA e a mesma foi colocada sob agitacéo durante 1
hora para adsor¢cdo do radiofarmaco, obtendo-se, assim, as nanoparticulas
radiomarcadas. As ITZ-NANO marcadas e o *™Tc-DMSA livre foram injetados, por
via intravenosa, em camundongos machos BALB/c (n=3). Transcorridas 1, 2,4,6 e 8
horas, imagens cintilograficas foram obtidas em gama-camara. Apos o tempo de 8
horas, os animais foram anestesiados e sacrificados, retirando-se sangue, pulmdoes,
figado, baco, rins e bexiga para a determinacdo da radioatividade em contador de

radiacdo gama.
3.7 PREPARACAO DAS SUSPENSOES PARA A INFECCAO CRONICA
Preparou-se uma suspensdo de 3x10’ células viaveis/mL de P. brasiliensis

(isolado Pb18) em PBS estéril (pH 7,4). Os animais foram anestesiados e inoculados

com 100 pL da suspenséao de células por via endovenosa (retro-orbital).
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3.8 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os grupos experimentais para 0s ensaios tiveram n= 10 animais. No 30° dia
apos serem infectados, como descrito acima, os animais foram divididos em grupos
gue receberam tratamento por 30 (5 animais/grupo) e 60 dias(5 animais/grupo) com

diferentes doses das formulacfes propostas, sendo:

o Grupo 1 - animais sadios;
o Grupo 2 - animais infectados e sem tratamento;
o Grupo 3 - animais infectados e tratados com ITZ;

o Grupo 4 — animais infectados e tratados com ITZ-NANO.

No grupo 3 foi administrada diariamente, via intragastrica, 100 pL da
suspensao de ITZ. Numa dose de itraconazol 1 mg/100 pL ou 10 mg/mL.

No grupo 4 foi administrado a cada trés dias via intraperitoneal, 300 pL da
suspensao de ITZ-NANO. Numa dose de itraconazol 60ug/ 300 puL ou 200 pg/mL.

Grupos de animais controle (grupo 1 e 2) receberam 100 uL PBS via
intraperitoneal todos os dias.

Ao final de cada tratamento, os animais foram sacrificados para avaliacdo dos
efeitos dos tratamentos aplicados.

3.9 HISTOPATOLOGIA

A andlise histopatoldgica foi usada para observar a formacao de granulomas
e a presenca de células fungicas nos animais ap0s os tratamentos.

Apos cada periodo de tratamento (30 e 60 dias) os camundongos foram
sacrificados por deslocamento cervical e fragmentos dos pulmdes foram coletados e
fixados em paraformaldeido tamponado em PBS (4%), para serem processados de
acordo com as técnicas de inclusdo em parafina. Foram realizados cortes de 5 pm
de espessura em micrétomo. A coloragédo usada foi a hematoxilina-eosina (HE) para

avaliar a morfologia e resposta inflamatéria do 6rgdo e Grocotti-Gomori para
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identificagdo do fungo. Os cortes histologicos foram fotografados em Microscépio
Zeiss, sendo as imagens capturadas pelo programa Axio Vision 40v 4.6.1.0.

Copyright ©.

3.10 ASPECTOS FisICOS

Para avaliar os aspectos clinicos durante os tratamentos, 0s animais tiveram
suas massas corporais monitoradas antes do inicio dos tratamentos e no dia de
cada sacrificio. Aléem disto, os animais foram fotografados para registrar a aparéncia
fisica apGs receberem as diferentes formulacdes farmacoldgicas.

3.11 DOSAGEM DE ENZIMAS HEPATICAS

O sangue de cada animal foi coletado e o soro separado por centrifugacao e
armazenado a -80°C. Os titulos séricos de: Transaminase Glutdmica Piravica,
Desidrogenase Lética e Fosfatase Alcalina foram medidos para comparar os efeitos
do ITZ e ITZ-NANO. As andlises foram realizadas no laboratério de Patologia Clinica
Sabin®.

3.12 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados utilizando-se o programa Prism 3.0. Para os
resultados envolvendo 2 grupos empregou-se o teste t de Student ndo-pareado. Ja
comparacdes entre 3 ou mais grupos foram tratadas por andlise de variancia com o
teste de Tukey. Os resultados foram considerados significantes quando P < 0,05
(5%).

3.13 APROVACAO DO PROJETO PELO COMITE DE ETICA
O projeto de pesquisa desenvolvido na presente tese foi avaliado e aprovado

pelo Comité de Etica no uso Animal (CEUA) do Instituto de Ciéncias Biolégicas da

Universidade de Brasilia (anexo 1).
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4 RESULTADOS
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4.1 CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS

4.1.1 Microscopia Eletrénica de Transmisséao (MET)

A morfologia e o tamanho das nanoparticulas foram analisados por meio de
microscopia eletrbnica de transmissdo (MET), onde se observou semelhanca na
forma dessas nanoparticulas, as quais apresentaram formatos regulares, esféricos e
tamanhos em torno de 174 + 86 nm (média + DP), como mostrado nas Figuras 7A e
7B.

Figura 7- Microscopia eletronica de transmissao de ITZ-NANO: as figuras A e B mostram
particulas com formatos arredondados, densidades similares, e tamanho médio de 174 nm. Barra
de: 0.2 um.
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4.1.2 Medida de tamanho e dispersao

Por meio de analises de monitoramento realizadas no aparelho NanoSight,
observou-se que a ITZ-NANO apresentou um tamanho médio de 170 + 83 nm, com

picos de 209 nm (Figura 8).

Figura 8- Medida de tamanho e dispersao pelo aparelho NanoSight: o grafico apresenta
medidas de ITZ-NANO, com média de 170 nm e picos de 209 nm.

4.1.3 Eficiéncia de encapsulamento

Por meio do método de espectrofotometria por UV observou-se que o
itraconazol foi encapsulado de maneira eficiente nas nanoparticulas com uma
eficiéncia de 72,8 + 3,50% (média = DP).
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4.1.4 Anédlise do Potencial Zeta de ITZ-NANO

Por meio de anemometria laser doppler, a ITZ-NANO se mostrou com carga

negativa cujo valor médio foi de -40mV.

4.2 ESTABILIDADE DE ITZ-NANO

Realizaram-se testes para verificar 0 potencial zeta, a citotoxicidade e a
eficicia antifungica de ITZ-NANO nos tempos 0, 15, 30 e 60 dias apés a preparacao

das nanoparticulas.
4.2.1 Potencial Zeta
A medida de potencial zeta mostrou que as nanoparticulas apresentaram uma

carga negativa de -40mV nos tempos 0, 15 e 30 dias. Contudo, no tempo 60 dias,

houve uma mudanca na carga, passando para -50 mV (Figura 9).

Tempo (dias)

Potencial Zeta (m¥)

70

Figura 9- Potencial zeta de amostras de ITZ-NANO monitoradas durante 60 dias: mostra
gue as nanoparticulas apresentaram uma carga negativa e que apoés 30 dias de estoque
essa carga diminuiu.
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4.2.2 Eficacia Antifungica de ITZ-NANO

Avaliou-se a eficacia antifungica de ITZ-NANO por meio do teste MIC nos
tempos 0, 15, 30 e 60 dias. Os resultados mostraram que no tempo zero e no tempo
15 dias, obteve-se um MIC de 6,25 pg/mL. Apés 30 dias, a sua efetividade foi maior,
na medida em que a concentracdo de inibicdo das colbnias se reduziu para 0,8
png/mL. No tempo 60 dias, essa efetividade aumentou ainda mais, jA que a
concentracdo de inibicdo das colbnias caiu para 0,4 ug / mL.

Desse modo, apdés 60 dias, a ITZ-NANO se mostrou tdo efetiva quanto o ITZ
na reducgéo do crescimento do fungo. O ITZ apresentou o0 mesmo resultado (0,4 ug /

mL) em todos os tempos estudados (Figura 10).
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Figura 10- Atividade antifingica de ITZ-NANO e ITZ contra P.brasiliensis nos tempos 0, 15,
30 e 60 dias. A concentracdo minima inibitoria (MIC) foi determinada por contagem de
colénias apo6s 24 horas de incubacdo do fungo com diferentes concentracbes de droga.
Cada concentracdo de ITZ-NANO e ITZ foram testadas em duplicata e repetidas duas
vezes em experimentos separados. Os resultados estdo apresentando a menor
concentracao necessaria para reduzir o nimero de colbnias a zero.
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4.2.3 Citotoxicidade de ITZ-NANO

Avaliou-se, por meio de ensaios de MTT, a citotoxicidade de ITZ-NANO e ITZ
(Figuras 11A e 11B) e verificou-se que a ITZ-NANO mostrou menor toxicidade em
células mesangiais de rim (CM) e hepatdcitos em comparagdo com o ITZ.

Nos testes em CM, com as concentragdes de 200 pug/ mL de ITZ-NANO e de
ITZ, encontrou-se 83% e 20% de viabilidade celular, respectivamente (P <0,05). Em
uma concentracdo maior, de 400 pg / mL, constatou-se que ambas as amostras
apresentaram citotoxicidade mais elevada. Contudo, a ITZ-NANO se mostrou menos
citotdxica, com 45% de viabilidade celular, enquanto o ITZ apresentou viabilidade de
apenas 11%.

Ainda nesse contexto, nos ensaios em hepatdcitos, com as concentracdes de
200 pg/ mL de ITZ-NANO e de ITZ, a porcentagem de células vivas foi de 44% e
15%, respectivamente. Em uma concentracdo maior, de 400 pg / mL, constatou-se
gue ambas as amostras apresentaram citotoxicidade mais elevada. Contudo, a ITZ-
NANO se mostrou menos citotoxica, com 32% de viabilidade celular, enquanto o ITZ

apresentou viabilidade de apenas 12%.
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Figura 11- Citotoxicidade de ITZ-NANO e ITZ nas células mesangiais de rim
humano (CM) (A) e hepatocitos de rato AML12 (B): a viabilidade celular foi expressa
em % de células vivas e foi calculado como (Nt / Nc) x 100, onde Nt e Nc é o
namero de células vivas no grupo tratado e no grupo ndo tratado,
respectivamente. A viabilidade celular foi determinada pela reducao do MTT apds 24
horas de incubagdo dos tratamentos com as células. Diferentes concentracdes de
nanoparticulas foram testadas em triplicata e repetidos duas vezes em experimentos
separados. Os resultados séo expressos como média + D.P. de células vivas.

*a: p <0,05 controle vs ITZ-NANO e ITZ

*b: p <0,05 ITZ-NANO vs ITZ.
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Os testes de MTT em células mesangiais de rim para avaliar a toxicidade das
nanoparticulas nos tempos 0, 15, 30 e 60 dias, apés a sua prepara¢cdo, mostraram
que a ITZ-NANO continua apresentando baixa toxicidade nessas células, com

viabilidade superior a 60% (Figura 12).
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Figura 12- Citotoxicidade de ITZ-NANO em células mesangiais de rim humano (CM) durante 60
dias: a viabilidade celular foi expressa em % de células vivas e foi calculada como (Nt / Nc) x
100, onde Nt e Nc é o ndmero de células vivas no grupo tratado e no grupo nao tratado,
respectivamente. A viabilidade celular foi determinada pela redugdo do MTT apds 24 horas de
incubacéo dos tratamentos com as células. Os resultados séo expressos como média £ D.P. de
células vivas.
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4.3 BIODISTRIBUICAO DE ITZ-NANO

Marcou-se a ITZ-NANO com radiois6topo tecnécio 99 (**"Tc-DMSA). Desse
modo, os dados indicaram que houve captacdo estatisticamente maior das ITZ-
NANO para pulmdes (13,44 + 0,69%) e figado (9,25 + 0,32%) quando comparados
com o *"Tc-DMSA livre (3,53 + 0,19%) e (6,62 *+ 0,19%), respectivamente. Por
outro lado, a captacdo das ITZ-NANO (36,74 + 5,65%) foi estatisticamente menor
nos rins em relacéo ao **"Tc-DMSA livre (55,19 + 2,85%) (Figura 13).
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Figura 13- Perfil de biodistribuicao de ITZ-NANO®"Tc-DMSA e *"Tc-DMSA livre.

As imagens cintilograficas ressaltaram a captacdo renal do **"Tc-DMSA livre,
caracteristica deste radiofarmaco. Entretanto, quando se utilizou as ITZ-NANO
observou-se maior concentracao de radioatividade nas regidées abdominal e toracica,

sugerindo captacéao pelo figado e pulmdes (Figura 14).
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Figura 14- Imagens da biodistribui¢cdo de ITZ-NANO®"Tc-DMSA e *™Tc-DMSA livre nos tempos
1,2, 4, 6 e 8 horas ap6s a inje¢cao endovenosa.

4.4 ATIVIDADE ANTIFUNGICA DE ITZ-NANO IN VIVO

Ap6s 30 dias da infec¢@o experimental com P. brasiliensis em camundongos
Balb C, iniciou-se o tratamento com doses diarias de ITZ e doses de ITZ-NANO a
cada 3 dias.

A fim de avaliar a eficacia antifungica de ITZ-NANO e ITZ, ap6s 30 dias do
inicio do tratamento, realizaram-se analises histopatolégicas nos pulmdes dos
animais experimentais. Na Figura 15, pode-se observar fotomicrografias de pulmodes

de animais sadios com aparéncia e morfologia normais e livres de infecgéo (15A). As
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figuras 15B e 15C mostram pulmdes com parénquima espesso, presenca de
infiltrado inflamatorio e granuloma com células fungicas, caracteristico de animais

infectados com P. brasiliensis.

Figura 15- Fotomicrografias dos pulmdes de animais sadios (grupo 1) e infectados sem tratamento
(grupo 2). Em A, 6rgdo normal sem infec¢do (HE). Em B, 6rgéo infectado sem tratamento, com
parénquima espesso e infiltrado inflamatério intenso (seta) (HE). Em C granuloma com presenca de
células fungicas (seta), corados com HE.

A analise histopatolégica dos pulmdes dos animais tratados por 30 dias com o
ITZ mostrou comprometimento do 6érgdo com grandes infiltrados inflamatorios,

parénquima espesso e granulomas com presenca de células fungicas (Figura 16).

Figura 16- Fotomicrografias dos pulmdes de animais infectados e tratados com ITZ: a figura A
apresenta o0 6rgao infectado e tratado com ITZ, mostrando massa de fungos (seta) corados com
Grocotti e a mesma identificacdo corada com HE (B). Em C, massa de fungos (seta) e parénquima
livre infiltrado inflamatério (Grocott).
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O tratamento efetuado com ITZ-NANO por 30 dias, revelou um moderado
comprometimento dos pulmdes caracterizado por infiltrado inflamatério, mas nédo se
viu granulomas e nem células fungicas, como observou-se nos pulmdes dos animais
tratados com ITZ (Figura 17).

Nos tratamentos efetuados por 60 dias, observou-se uma melhora no grupo
tratado com ITZ-NANO, no qual se notou clara redugéo nas regides com infiltrado

Figura 17- Fotomicrografias dos pulm&es infectados e tratados com ITZ -NANO: em A, B e C,
orgao infectado e tratado com ITZ-NANO; parénquima com pouco infiltrado inflamatdrio (seta) e
corados com HE (A) e, outra regido livre de infiltrado inflamatério (HE) (B). A figura C mostra duas
regides, uma com pouco infiltrado inflamatério (seta) e outra com alvéolos livres de infiltrado,
corado com Grocott.

inflamatorio do 6rgdo, que se apresentou com parénquima sem alteracdes e
alvéolos livres. O grupo tratado com ITZ permaneceu com infiltrado inflamatorio e
parénquima espesso, contudo, ndo se viu granulomas com células fungicas (Figura
18).



41

Figura 18- Fotomicrografias dos pulmes com 60 dias de tratamento: em A e B, 6rgdos
infectados e tratados com ITZ, com parénquima espesso e infiltrado inflamatério (A). Em B,
outra area do corte, mostrando uma regido livre de infiltrado inflamatério. Em C e D, érgéo
infectado e tratado com ITZ-NANO, mostrando um pouco infiltrado (seta) (C) e outra area,
aparentemente normal (D).

4.5 DOSAGENS DAS ENZIMAS HEPATICAS

As analises bioquimicas das enzimas: Transaminase Pirdvica, Gama Glutamil
Transferase, Fosfatase Alcalina e Desidrogenase Lética realizadas 30 dias ap6s o
inicio dos tratamentos ndo mostraram diferencas significativas em nenhum dos

grupos estudados (Tabela 1).
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Tabela 1- Quantificacdo das enzimas hepaticas apds 30 dias de tratamento com ou sem
ITZ-NANO e ITZ. Os resultados mostram a média = DP. Os valores estdo expressos em U/L.

Grupos Tran_sa}rn_inase Desidrogenase Fosfat_ase Gama_
Piravica Lactica Alcalina Glutamil
Sadio 52 + 3,55 2.277 £ 379 70 £ 15,4 3+0,44
Infectado 50,75 + 9,79 1.836 + 403 60 + 2,70 2,5+0,38
ITZ 57,6 £19 2.536 + 450 41 +18 2,4+0,8
ITZ-NANO 51,25+ 14 2.332 £ 621 27,75+ 8,5 1,5+0,78

Por outro lado, no tratamento de 60 dias, as enzimas Desidrogenase Latica e

Fosfatase Alcalina se mostraram alteradas (Tabela 2). O grupo tratado com ITZ

apresentou uma maior producdo de Desidrogenase Léatica que os demais grupos

(p<0,05). E o grupo tratado com ITZ-NANO apresentou a enzima Fosfatase Alcalina

diminuida em relacdo aos outros grupos (p<0,05). A guantidade de soro nao

suficiente para dosar a enzima Gama Glutamil.

Tabela 2- Quantificacdo das enzimas hepaticas apds 60 dias de tratamento com ou sem

ITZ-NANO e ITZ Os

resultados

*p <0,05. Os valores estdo expressos em U/L

mostram a

média + DP.

Transaminase

Desidrogenase

Grupos oo L Fosfatase Alcalina
Piravica Lactica

Sadio 51,5+4,7 1.450 £+ 375 63,75+ 24

Infectado 48+ 8 1.433 + 288 58,6 + 4,5

ITZ 68 + 20 1.802 +£ 145 * 458 + 18

ITZ-NANO 50+ 15 1.700 + 180 25,8+8*
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4.6 AVALIACOES DA MASSA CORPORAL DOS ANIMAIS

Monitorou-se a massa corporal dos animais antes e ao final do tratamento.
Desse modo, pode-se observar (Tabela 3) que a massa corporal dos animais nao
infectados, aumentou cerca de 6% enquanto a massa corporal dos animais
infectados e sem tratamento aumentou 3%. Contudo, nos animais infectados e
tratados com ITZ-NANO observou-se uma pequena redu¢cdo na massa corporal de
cerca de 2%. Por outro lado, essa alteracdo foi mais significativa nos animais
tratados com ITZ, que perderam em torno de 15% de massa corporal ao final de 60

dias de tratamento.

Tabela 3- Avaliacdo da massa corporal de acordo com cada grupo experimental nos dias 30
e 60 apds o inicio dos tratamentos: os resultados mostram a média + desvio padrdo do peso

corporal dos animais

Grupos Tempo O 30 dias Variagao 60 dias Variagdo
(9) (9)
Sadio 22,89+1,22 24,95+0,49 8% 26,50 + 0,70 6%
Infectado 21,33+1,06 22,29+1,01 4% 23,15+ 0,79 3%
ITZ 20,95+142 23,80+2,10 13% 20,44 + 0,89 -15%
ITZ-NANO 20,84+282 22,98+1,38 10% 22,61 +0,32 -2%

4.7 ASPECTOS FISICOS DOS ANIMAIS

Monitorou-se o aspecto fisico dos animais diariamente ap6s o inicio dos
tratamentos. A figura 19 demonstra o animal que melhor representa o seu grupo de
tratamento. Observou-se que o0s animais infectados e tratados com ITZ
apresentaram alopecia em seu ventre e a pelagem do dorso disforme e arrepiada
apos 30 dias. Esse efeito foi observado em todos os animais desse grupo (Figuras
19A e 19B). Por outro lado, de modo diferente do que se viu nos animais tratados
com ITZ, os animais infectados que receberam a ITZ-NANO apresentaram um
padrdo de pelagem semelhante ao grupo controle (Figuras 19C e 19D), sem

alteracdes em seu aspecto fisico.
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Figura 19- Aspectos fisicos dos animais apds os tratamentos com ITZ-NANO e ITZ . Em A e B,
animal tratado com ITZ mostrando alopecia. Animais C e D tratados com ITZ-NANO mostrando
uma pelagem de aparéncia saudavel.
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5 DISCUSSAO
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A escolha do farmaco a ser adotado para tratar a PCM requer uma analise do
estado geral do paciente e do estigio da doenca. Em casos graves, € utilizado o
itraconazol ou a anfotericina B e apds o controle da infeccdo a manutencdo do
tratamento segue com a administracdo de um derivado sulfonamidico (9). No
entanto, apesar da variada op¢do de tratamentos disponiveis, algumas
desvantagens ainda séo observadas em consequéncia do uso dessas drogas. Por
exemplo, o itraconazol, apesar da sua eficacia terapéutica e amplo espectro de
acao, requer cuidados de monitoramento do paciente durante a sua administracao
devido ao seu histoérico de efeitos toxicos adversos (29).

Deste modo, uma proposta terapéutica atraente que procura melhorar a
terapia com farmacos téxicos, como no caso do itraconazol, é a utilizacdo de
formulacdes alternativas que visam a administracdo segura e com maior praticidade.

Nesse contexto, a nanobiotecnologia possibilita o desenvolvimento de novas
formulagcbes farmacéuticas para a entrega de farmacos, as quais podem evitar
muitos dos problemas relacionados a baixa eficiéncia ou aos efeitos colaterais
classicos de farmacos ja empregados na pratica clinica. Isso se deve em grande
parte ao fato de que a farmacocinética ou mesmo a farmacodindmica de um farmaco
encapsulado em nanoparticulas poderem ser modificadas de modo a otimizar suas
propriedades farmacoldgicas (59).

Neste estudo, desenvolveu-se uma nanoparticula de PLGA recoberta com
DMSA e composta com itraconazol como farmaco de escolha com o objetivo de
reduzir o nimero de doses, a concentracdo do farmaco e também os efeitos
colaterais desencadeados pela administracdo do mesmo durante o tratamento da
infeccdo fuangica PCM. Essa proposta se baseou nos sistemas de entrega e
liberac@o controlada de diferentes classes de farmacos, incluindo antimicrobianos,
antifngicos e antagonistas hormonais; com o objetivo de agregar uma quantidade
de droga acima da dosagem minima requerida, melhorando a eficacia do tratamento
e possibilitando a diminuicdo do niumero de aplica¢ces do farmaco (60-63).

Os sistemas de liberacdo controlada, apos injetados no paciente, possuem a
caracteristica de atuar de forma sistémica ou em regides especificas do corpo, onde
liberam o principio ativo de maneira gradual e controlada, minimizando os efeitos
colaterais (64, 65). Cita-se como exemplo do uso dos sistemas de liberagcdo as

nanoparticulas de PLGA carregadas com o antibidtico ciprofloxacina, o qual é
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liberado por duas semanas, apresentando eficacia superior na inibicdo do
crescimento da bactéria Escherichia coli quando comparadas com o farmaco livre;
outro exemplo é a eficiente entrega de anfotericina B do conjugado PLGA-PEG, que
mantém o padrdo por nove dias apos a administracao (65).

Ha diversas técnicas disponiveis para encapsulacao de farmacos e a deciséo
do método a ser utilizado depende da matriz da nanoparticula, do farmaco, do local
de acédo e do protocolo terapéutico em questdo. Qualquer que seja 0 método de
escolha faz-se necessaria a caracterizacdo das nanoparticulas obtidas, o que
engloba: eficiéncia de encapsulamento do farmaco, avaliagdo de diametro e
morfologia, determinacdo do potencial zeta, estabilidade da preparacdo em funcgao
do tempo de armazenamento, dentre outras (38).

Desse modo, as nanoparticulas ITZ-NANO, estudadas nesse trabalho,
apresentaram uma boa eficiéncia de encapsulacéo (72,76 + 3,50% / Média + DP),
resultado que esta de acordo com dados publicados por lItalia et al, 2007 (55), que
conseguiram uma eficiéncia de encapsulacdo de 79% utilizando o mesmo polimero
e também uma droga de baixa solubilidade em agua, como a utilizada nesse estudo.

A ITZ-NANO apresentou um diametro médio de 174 + 86 nm (Média + DP)
(Figuras 7 e 8), com formatos regulares e esféricos. Em geral, as particulas menores
(100 a 500 nm) tem a possibilidade de permear através de barreiras fisioldgicas
além de atravessar a membrana de células epiteliais por meio da endocitose (66).
Além disso, as nanoparticulas com diametro inferior a 200nm apresentam uma
tendéncia de retencdo nos pulmdes e um maior transporte transepitelial quando
comparadas com particulas maiores (67). A razdo para essa retencdo ainda nao
esta totalmente esclarecida, embora possa estar relacionada ao diametro. Isso pode
representar um grande potencial de aplicacdo no sistema de entrega da droga ao
alvo (68). Desse modo, sugere-se que a utilizacdo de ITZ-NANO com diametro
inferior a 200nm seja capaz de contribuir no direcionamento desse farmaco aos
pulmdes.

Sabe-se que as nanoparticulas compostas pelo copolimero de PLGA
apresentam carga negativa, haja vista a presenca de grupos carboxilicos terminais
no copolimero (69, 70), fato que foi confirmado pelo potencial zeta das ITZ-NANO
(média de -40 mV). O potencial zeta reflete o potencial de superficie das particulas,

o qual é influenciado pelas mudancas na interface com o meio dispersante, em
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razdo da dissociacdo de grupos funcionais na superficie da particula ou da adsor¢céo
de espécies ibnicas presentes no meio de dispersdo (71). As caracteristicas de
superficie das particulas também podem alterar a resposta biologica do farmaco
associado. Quando se administram intravenosamente sistemas de nanoparticulas
convencionais, estes sao rapidamente removidos da circulagdo sanguinea pela acédo
de células do sistema fagocitario mononuclear, dificultando a chegada do farmaco
ao sitio de acdo. Diferentes estratégias tém sido propostas para modificar a
distribuicdo in vivo das nanoparticulas, baseadas principalmente na reducdo da
hidrofobicidade da superficie das particulas através da adsorcdo fisica de uma
molécula hidrofilica, como o DMSA, que contribuiu também para a carga negativa da
ITZ-NANO (70, 72, 50).

Cabe observar que o armazenamento das nanoparticulas a 4°C por até 60
dias, mostrou alteracdes na carga (potencial zeta) (Figura 9) e aumento da eficacia
antifingica (Figura 10) apés 30 dias. A diminuicdo de 20% no potencial zeta da ITZ-
NANO apés 30 dias (de -40 para -51 mV), bem como a maior eficacia antifungica
relaciona-se, provavelmente, a degradacéo do polimero, o que aumenta a liberacéo
do farmaco no meio, potencializando seus efeitos nas células fangicas (72, 73),
apresentando, dessa forma, o mesmo efeito fungistatico que o farmaco livre.

Por outro lado, como citado anteriormente, o itraconazol € um farmaco que,
embora apresente um excelente espectro de acdo fungicida, provoca também
toxicidade em células normais, especialmente nas hepaticas. Isso ocorre em face da
sua interacdo com o citocromo P-450, que causa alteracdes nas enzimas hepaticas
e a inibicdo do sistema enzimatico dos mamiferos, tais como aqueles envolvidos
com a sintese de horménios esterdides e prostaglandinas, que sao dependentes
dessa estrutura (74-78).

Assim, para se avaliar a seguranca da ITZ-NANO em células normais,
estudou-se sua citotoxicidade por meio do ensaio de MTT. A incubacédo da ITZ-
NANO e do ITZ em células normais mostrou perfis diferentes. Com a ITZ-NANO, a
viabilidade celular foi superior a 83% e 44% em células mesangiais de rim e
hepatocitos, respectivamente. O ITZ apresentou toxicidade em ambas as linhagens
celulares (Figuras 11A e 11B), o que resultou em 80% de células mortas. Os
resultados de MTT feitos apenas com células mesangiais de rim por 15, 30 e 60 dias

ap0s a sintese das nanoparticulas, (Figura 12), mostraram que as mesmas nao
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provocaram significativo aumento da toxicidade nessas células, obtendo mais de
60% de viabilidade celular, o0 que demonstra um alto grau de estabilidade do
preparado, e que condiz com a hipdtese de pequena biodegradacdo do polimero e
liberacdo de uma certa quantidade de farmaco para o meio. No entanto, foi visto que
esta degradacdo ndo € suficiente para trazer drastica toxicidade celular. Isso fica
mais evidente quando se observa o0s resultados in vivo, nos quais ha clara
diminuicao dos efeitos colaterais nos animais.

Esses resultados indicaram que a incorporacdo do farmaco em
nanoparticulas de PLGA promoveu protecdo contra a toxicidade do mesmo. O que
estd em conformidade com outros estudos realizados em linhagens celulares e com
farmacos diferentes e que também apresentaram menor toxicidade quando
encapsulados em nanoparticulas de PLGA (77). Além disso, estudos de Yi et al,
2007 (78) utilizando hemécias, mostraram que o itraconazol em micelas de PLA
apresentou menor hemolise (18%) em comparacao com o farmaco livre (93%).

Por meio dos experimentos in vitro com a ITZ-NANO, observou-se que essa
nanoparticula foi tdo eficiente quanto o farmaco livre (ITZ) no combate ao P.
brasiliensis. Além disso, a ITZ-NANO apresentou maior seguranga em comparacao
com a droga livre, com menor toxicidade em células renais e hepaticas. Todos 0s
resultados in vitro acima descritos, além de se fazerem necessarios para o
desenvolvimento e aplicacdo de novos farmacos, foram suficientes para a
continuidade dos estudos in vivo, fornecendo uma base cientifica consideravel.

Baseando-se no propésito de direcionamento das nanoparticulas aos
pulmbes, estudou-se a biodistribuicdo de ITZ-NANO apdés a marcacdo das
nanoparticulas com tecnécio 99. Esse radioisétopo tem sido Gtil na compreensao do
destino in vivo dos farmacos encapsulados (79). Os resultados obtidos
demonstraram captagéo estatisticamente maior das ITZ-NANO pelos pulmbes (13,44
+ 0,69%) e pelo figado (9,25 + 0,32%), quando comparado com o DMSA livre (3,53
0,19%) e (6,62 £ 0,19%), respectivamente, apds 8 horas da inje¢cdo endovenosa das
nanoparticulas (Figura 14). Como observado, essa diferenca nas captacbes para
pulmbes e figado apresenta um perfil bastante distinto do que normalmente se
espera do DMSA livre marcado com tecnécio, ja que este é preferencialmente

captado pelos rins (79, 80) (Figura 15).
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Stevanovi et al, 2008 (81), estudaram a biodistribuicdo de nanoparticulas de
PLGA sem cobertura, também marcadas com tecnécio 99. Os autores encontraram
uma captacao nos pulmdes de apenas 1,97% nos primeiros 30 minutos, 1,44% em
60 minutos, e 0,80% em 120 minutos, apos a aplicacdo. Resultado semelhante
também foi apresentado por Mondal et al, 2010 (82), no qual trabalharam com
nanoparticulas de PLGA que mostraram captacdo de 1,04% para pulmdes apos 4
horas da injecdo endovenosa. Essa diferenca comparada maior quantidade de ITZ-
NANO direcionada para os pulmdes indica uma maior afinidade dessas particulas
por esse 6rgdo, o que pode ser decorrente de dois fatores: i) o seu tamanho -
particulas menores que 200 nm podem apresentar retencdo nos pulmdes; e ii) a
presenca do DMSA na superficie das nanoparticulas.

Destaca-se, no entanto, que apesar de as particulas estudadas por Stevanovi
et al, 2008 e Mondal et al, 2010 apresentarem diametro menor que 200 nm, o
tamanho por si ndo foi suficiente para direcionar uma maior quantidade de
nanoparticulas para os pulmdes, o que reforca a importancia da presenca do DMSA
na obtencdo de uma maior quantidade de ITZ-NANO para aquele 6rgéao.

Além disso, estudos anteriores do laboratério demonstraram que
nanoparticulas magnéticas a base de maghemita e magnetita recobertas com DMSA
tiveram uma distribuicdo preferencial para os pulmdes (49, 50). No entanto, ndo se
observou o mesmo resultado quando o nucleo (maghemita e magnetita) foi
associado com dextran (83), o que sugere ser o DMSA a molécula responsavel por
esse direcionamento.

Sabe-se que em nanoparticulas com a superficie modificada com moléculas
hidrofilicas, como o DMSA, ocorre uma minimizacao da opsonizacdo, aumentando o
tempo de circulacdo no sangue e eventual diminuicdo da quantidade de particulas
que atingem o figado (70). Dessa forma, poderia ocorrer uma maior retencao nos
pulmdes, talvez, devido a presenca de capilares sanguineos de menor diametro
nesse Orgao. Novos experimentos necessitam ser realizados para testar as
diferentes hipodteses.

A formulacdo ITZ-NANO foi desenvolvida para promover uma liberacao
sustentada e gradual do itraconazol apds a primeira injecdo. A medida que se
incorporou ao copolimero uma quantidade de itraconazol suficiente para trés doses

em uma Unica administracdo, pode-se reduzir o numero de inje¢des da ITZ-NANO.



51

Assim, a ITZ-NANO numa dose terapéutica de 60 ug/300uL, administrada a
cada trés dias, por um periodo de trinta dias, foi eficaz no controle da infeccao
pulmonar observada na PCM, como se pode observar nas fotomicrografias dos
pulmdes (Figuras 17 e 18), onde se viu infiltrado inflamatério, mas ndo se observou
a presenca de células fungicas nesses 6rgdos. Por outro lado, nos animais tratados
com o ITZ (1 mg/mL) diariamente, que € uma dose estabelecida para tratamento
para camundongos (57), foi observado infiltrado inflamatério e granulomas com
células fangicas (Figura 16). Isso mostra que o tratamento com a ITZ-NANO
apresentou um efeito terapéutico melhor que o ITZ, sendo considerado mais efetivo
ja que sua administracao foi realizada a cada trés dias.

Com sessenta dias de tratamento, em ambos os grupos de animais (ITZ e
ITZ-NANO), ainda havia comprometimento dos pulmdes, que se caracterizava por
infiltrado inflamatério e parénquima espesso, porém ndo foi mais observado a
presenca de células fingicas nos animais tratados com ITZ.

Esses resultados com ITZ, estdo em conformidade com o estudo feito por
Naranjo et al, 2010 que utilizou esse farmaco para tratamento da PCM cronica, o
qual identificou que ocorreu uma reducéo significativa no infiltrado inflamatério, mas
apesar de bastante reduzida, ainda havia a presenca de células fangicas nos
pulmdes, apOs quatro semanas de tratamento (84).

A administracdo da ITZ-NANO foi eficiente no tratamento da PCM cronica,
entretanto, faz-se necessario monitorar os seus efeitos colaterais, ja que a utilizacdo
do itraconazol pode provocar nadusea, vomito, dor abdominal, diarréia, dor de cabeca
e leve alopecia, além de hepatotoxicidade, a qual € monitorada por meio do aumento
dos niveis de enzimas hepaticas (75, 76).

A avaliacdo dos parametros bioquimicos em relacdo a hepatotoxicidade
mostrou que nos primeiros 30 dias de tratamento, nenhum dos grupos apresentou
alteracdes nas enzimas hepaticas (Tabelal). Contudo, apo6s esse periodo, observou-
se um aumento estatisticamente significativo da enzima desidrogenase latica no
grupo que recebeu ITZ (Tabela 2), o que demonstra o inicio de hepatotoxicidade.
Por outro lado, a ITZ-NANO n&o causou toxicidade hepatica nos animais,
provavelmente devido a sua baixa concentragdo efetiva livre circulante que foi
gradualmente liberada, e/ou uma menor concentragdo de farmaco livre captado pelo

figado. Esta ultima hipotese se baseia na menor captacdo de ITZ-NANO marcadas
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com tecnécio 99 por esse 6rgdo, quando comparamos com trabalhos na literatura
que demonstram um maior percentual de particulas de PLGA no mesmo (70, 81,
82).

Outro dado importante que demonstra a menor toxicidade da ITZ-NANO
foram as andlises observadas quanto aos seus aspectos clinicos. Com 60 dias de
tratamento, os animais tratados com a ITZ-NANO tiveram uma menor perda do peso
corporal (2%) quando comparados com os animais que foram tratados com o ITZ
(15%) (Tabela 3). Os animais tratados com ITZ-NANO também ndo apresentaram
alopecia, ao contrario do que foi observado em todos os animais que receberam ITZ
(Figura 19). Esses dados sugerem que a administracdo de ITZ-NANO ameniza os
efeitos colaterais nos animais, o que pode relacionar-se a dois fatores: i) liberacdo
controlada do farmaco; e ii) diminuicdo do estresse dos animais, na medida em que
receberam uma aplicacdo de ITZ-NANO a cada trés dias. Esses achados
corroboram ainda mais com a aplicabilidade clinica dos protocolos empregados com
0 uso de nanoparticulas e consequentemente da nanobiotecnologia, cujo propésito
de origem foi exatamente potencializar a especificidade dos tratamentos,
promovendo maior qualidade de vida aos pacientes por ela contemplados.

Por meio desses resultados, as metas do trabalho foram alcangadas, uma vez
gue o objetivo da incorporacdo de farmacos em nanoparticulas €, além de promover
a mesma eficiéncia de tratamento dos farmacos convencionais, reduzir efeitos
colaterais e ainda, promover um maior incentivo a adesao dos tratamentos por parte
dos pacientes. Atualmente o indice de evasao aos tratamentos é muito alto, ja que
sdo oferecidos sob a forma de administracdo oral por varias vezes ao dia por um
longo periodo do tempo — seis meses ou mais. Com os resultados encontrados, a
reducdo no numero de administracbes possibilita uma maior colaboracdo dos
pacientes, o que é um fator determinante no sucesso do protocolo terapéutico que

muitas vezes é negligenciado durante o tratamento (19).
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Dessa forma, constatou-se que a ITZ-NANO se apresentou efetiva no
tratamento da PCM cronica e evitou 0os conhecidos efeitos colaterais deste. Destaca-
se também, que a concentracdo de farmaco na ITZ-NANO foi inferior aquela
administrada no ITZ, o que contribuiria para a reducéo do custo total do tratamento e

reduziria 0 tempo e o estresse causado ao paciente.
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6 CONCLUSAO
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Os resultados obtidos nos permitem concluir que:

a. A ITZ-NANO apresentou um diametro médio de 174 nm que mostrou
ser adequado para sua biodistribuicao;

b. A preparagdo de ITZ-NANO apresentou uma boa eficiéncia de
encapsulacéo da ordem de 72%;

c. O potencial zeta da ITZ-NANO foi de — 40 mV, e apos 30 dias do
preparo diminuiu para — 50 mV;

d. Quanto a eficicia antifungica, a ITZ-NANO mostrou-se tdo eficaz
quanto o ITZ, especialmente apds 30 dias de seu preparo;

e. Os estudos de citotoxicidade demonstraram que a ITZ-NANO foi
menos citotdéxica que o ITZ em células mesangiais de rim e hepatdcitos;

f. A biodistribuicdo das ITZ-NANO marcadas com tecnécio mostrou uma
maior captacdo das nanoparticulas pelos pulmdes, figado e rins;

g. Quanto a eficacia terapéutica, ITZ-NANO se mostrou um sistema de
liberacdo de farmacos eficiente, capaz de reduzir a frequéncia da
administracdo da dose itraconazol em trés vezes sem afetar a sua eficacia
farmacoldgica;

h. ITZ-NANO apresentou a eficacia terapéutica no modelo murino da
PCM sem causar toxicidade hepatica, além de prevenir a ocorréncia de

efeitos colaterais como a perda de peso e a alopecia.

Diante dos resultados expostos, pode-se concluir que a nanotecnologia
aplicada a formulagdo do antifungico itraconazol no tratamento da
Paracoccidioidomicose, uma doenca comumente negligenciada pelas autoridades
de saude no Brasil, torna-se uma alternativa terapéutica de consideravel
importancia, uma vez que se apresenta mais eficaz que a formulacdo convencional,
além de reduzir de maneira significativa os efeitos adversos e ainda o tempo
requerido no tratamento. Portanto, os dados acima fornecem bases cientificas
suficientes para o desenvolvimento de novos estudos clinicos que possibilitardo a

entrada no mercado dessa formulagéo nanoestruturada.
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1. INTRODUCTION

hrcoswoke (T17), an wole antifungal agent, s wdely
wed for & weney of serous fangal infections, cluding
Aspergillosis, Crypiocoocus, Candida, Blastomyoes and
Pancocadioidomycosis." * As with other mrole antifes-
gaks, ilmconwoke acts &s an engosterol syathesis inhibitor
Svough potent inhibiton of cytochrome P450 activily
(CYP450). Conversion of lanosterol 1o erpostercd in fus-
gal cell membranes is inlerruptad by inhibiting the
CYP450 dependant enzyme lasosterol 14-u-methylase.” ¢
For the teatment of fungal infecticns, high doses of itrs-
conanle are sdmisiswersd over 2 loag penod of time, cass-
ing muny side affecss such 2s naeses, vomiting, shdominal
pain, diarhes, headaches and muld wlopecia. It also camses
Bepaintoxicity and Serchy incmased levels of bilirubin and
tuesamingses.’ ¢ The side effects aad tovicity of these
drugs increases the sead for the development of diffenent
approaches for specific drug delivery and new thempeutic
T

In th context, recent findings @ the fhield of nanctech-
mology have dramstically increased meearch oo specific

“Asther & whoes cormeguuadience stoold b addnand.

4 Newuct Narcfechrol. 2040, sl 10, Mo o

DTRG0 LT

dnsa delivery systems foe the pharmaceutical indostry
These novel drug formulations could duce both the dose
mquired 0 achieve 3 therapestic level and e mhind
toxicity.’ Amoag these methods, polymenc nanoparticles
composed of poly(D, 1 -lactide-co-glycolide) (PLGA) have
showa severl techaologacal advaniages such 2s hiocoapat-
ibility, iodepradability, sustuined relesse and safety '
The sazibiotics dprofloxacin and rifampicin and the anti-
fangals flucosaroke, voncoazok and ampbotenda B we
examplex of dnags that have sleady been incorporated =to
PLGA preparatines '

The developmen! of targesad drog camiers systems that
could bhe wsed for the tresement of fungal infections has
gamed increasng atwention in the fislds of pharmacol-
ogy and medicise. Different types of PLGA nanopanticles
can bhe acksevad by modifying their surface properties, by
cospgation with peptides,”” proteins™ or Ememaptosac-
cimc aad (DMSAL™ depending cn (he specific purpose.
ﬂnelmgnhpdemnudmmpedbymm
msopwticles coversd with DMSA, which is & potest
chelating chemical. 2s described in previoes studies ' %
This poiats 1o %5 potential use in drug defivery sysiems
demigacd for the trestment of pebnomary mycoses and
other diseases thae affect thus organ. ™

st 10} [6ahee XN 0T 1
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Parscceoidiidomyoosis (PCM), 8 discase camsed by
the Farscoccidicider bnasiizasr, muinly affecix the lungs
and disseminaies Lo cdher organs and sysiems. ™5 Scame
authors reponied that PCM is the eighth leading cause of
morality from infecton diszase when looking st pre-
domiranily chronic infectious and parasitic diseases, and
ﬁhdﬂmhﬂﬁmm‘m“]mm
is the dnsg of chaice for the treatment of s disase @
Therefore, the aim of this sedy wes 10 develop and evls-
ale ix vitre activity of DMSA-PLGA nesopanicles loaded
with itmoonexale ageinst Feracoocidicider brasiifensir, as
well e their cytabamicity in twa differenl nommal cell lines.

2. MATERIALS AND METHODS
LI Dregs and Chemicals

liraconazol:, polylactic acid (PLA) polyglyoolic scid
(POA)L polyvimyl skoohol (PYA) ond DMEA wers pur-
chazed from Sigma (5t Louis, MO, USA) The itre-
conuzole s=pemion (ITF) was from Farmacoiecnica®
(Bnsilin, Badll All mediums wes puchased fmom
GIRCO (USA). Ultrapare waier was abizimed using E-pure
apparanes (Bemsiesd, lowa, USA).

LY Charscterimtion of DMSA-FLGA Nanoparicdes
Laaded with lirsconazele

LLI. Preparation of DMESA-FLEA N
Logded with Itraconmole (FTE-NAND)

Nemoparticles containing [T were prepared using 2. mod-
ified ermulsification-=vapomtion techoigqee o described
previcasly. ™ Haiefly, an organic solesion of FLGA and [T
wis prepared. This organic phass was poured shedy ini
an aquenus salution of polrviny] aloohol (PVA) 1% (wiv)
which was bomogesiaed using sn Ukraiunmas emalsifier o
150040 rpm for 10 min. Afier this, 8 douhle emualsion was
Tommed with 1% FWA solution and the argesic sofvent was
remaved from ke sobation by conlimeces shming al mom
tempemture (25 C) for 4 h inducing polymer precipils-
tion s mancspheres. The nancparticles were molaied by
centrifugation (25 °C, G000 rpm) i intzrvals of 10 min-
wies and were washed three imes in distilled waler. The
Tommulation wes sspended in 3.0 mil. physiological PRS
sobation, and sioeesd st 4 °C. All procedums were camied
ot in & sienle hood.

112 Drup Encapsulation Efficiency (EE)

The deiermimation of [T confeni in nemopartdes was
camied oul wsing an LY mefric method @l
1T nm (linearity 3.0 — 170 pg-ml"; o= 675« 1072
X — 451, r =099 Baefly, aliquois of manoparticles
contmming [T wem dissolved in DMS0 (1:1, wv) and
somicated for 5 min io refease all their ITE conient The

samples wer then diled o the fmal vwolume (3 ml)
with aceloaitrile snd filtered through 5104 wm membone.
The encapsulaSion efficiency of IT into nanopanicles was
determined using the following equation:

ELE. (%) = CN/CTH > 100

wherz L & [T encapsulasion efficizncy, CN & the con-
ceniraion of [T in mnopanicles, and CTH is the theo-
retical conceniration of [TE. The mnalyszs wene performed
im iriplicale and the mesn msulis (£500) are repored

123, Particle Morpholegy amd Sioe

Stape, marface morphokogy and siee  distrbution of
ITE-MAND were smalymed esing bemsmizsion eledmn
micreecopy ([TEM) (Jeol, Tokyo, Japan) Size ditrbu-
ticn wis alzo deirmmined by nanoparticle tmcking analyses
(WanoSight LM20.%*

124 Eeta Poiemtiol

The zeta polential of [TE-KAND was measured using laser
Dappler anemomeiry (zeis phes, zeis potential analyzer,
Brookheven instruments corponation). The pariicle suspen-
sicn was dlad in deionized waler befomr mesurement
Seven messaremenis were camied out for each sample and
the average valoe wes reoonded.

13, Amtifengal Efficcy
211 Fuspal Strain aad Cuitere Conditions

F braslieesis 12 isohie e meocoversd in the Moleo-
lar Pathological Laboratory of the University of Brasilia
ond identified wxing convenGoml mycological eohmigees.
F brasilieers we ssh-oakured in liquid YPI) medium
(10 g of yeast extract, 30 g of peplone, 20 g of dex-
ez, | L of distlled water) at 36 =C in 2 miary staker
(220 rpm). Afier 5 days of colue, te yessi cells were
collecied by cenirifugation. The fungi cells wene prpaned
5l a concentration of 2 3 1Y cellsiml. of P bresilisess
per well The cellular visbility was detemmined by vilal
siaining with (L05% green-Jomes

232 Determination of Minimum Inhibitory
Concentration (M)

The MI wms determined using the microbroth dilution
method descrbed in the NOCLS-M27. Briefly, serizl dilu-
toms (from 100 i L] agfml) of ITE-NARD and free
itreconaznle (TT¥) suspension were prepared in BPMI 1650
medinm | lewitrgen, USA). Using a Sat-botinmed 86-wedl
plaie (TPR USAJ, 100 ul. of esch dilution was sdded in
comhination with 100 gl of # brasiiieess suspension The
plaies were incubated for 24 h @ 346 =C under agilstion

J Nanogol Manotachnal. 10, 1-7, 2040
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al 40 pe Afer this, 100 ul of each well was plated cn
BHI agar (Acamedia, Raltimoes, MD) supplemented with
4% horse seram, 5% P! brasibiearss 192 oduare filtrate
and 40 mg/l. geatamicin {gentamicin suiphale, Schenng-
Plough), maintained for 5 days. The MIC was evaluated
by counting umits of colony-forming fungus.

24. In Vitro Toxicity Study
24.1. Cell Culture

Human kideey mesangial cells (MC) and mouse hepato-
cytes AMLIZ cells were grown in DMEM (Gibeo, USA)
buffemd with sodiam becarbonate, supplementad with 10%
fetal bovine serum asd 1% astibeotics at 37 *C in 2 humid-
thad atmosphere of 5% CO;.

MC and bepatocyie cells were seeded on 24-well plates
(TPP, Germany) at the density of Sx 10 celisiuell
and incubaied for 24 h. Cells wene thea incsbated with
ITZ-NANO or I'TZ saspension 2 the followiag concentra-
sons: 0, 200 and 400 gg/ml, Eheted in culture medium
for 24 h. After the incsbation Sme culter medem was
mmoved and 150 gl of MTT (lavitrogen, USA) solution
(15 pl. of MTT 5 mg/m! dileted in 135 ul. of complete
DMEM) was added to each well, and the plates were fur-
ther incubated at 37 *C for 3 h. The solution was remaved
and 200 ul. of DMSO (Sigma-Aldrich Co, USA) was
added to dessolve the formazan crystals formed. The plates
were analyzed by a microplate reader (Bio-Rad, Heroules,
USA) a2 & wawekength of 595 am. Coatrol cells were con-
sdered 100% fiving cells and mesults wene expressed in
percentage of Bving cells.

15. Statistical Analysis
Ongin Version 8 was usad {0 analyze the data. All resalts

were expressed as meass 4 standard emor of the means.
Stodent’s eapained ¢ test was wsed 10 compare the two data

A =)

N

A

'i

P . T 4
l’-llnll'u.‘m B thows peucks ax dotrix

J Nanosa. Nanolechnol 10, 1-7, 2010

sets {contml and test). Statistical significance was assumed
® P ~005.

3. RESULTS
3.1 Characlerization of ITZ-NANO

Eraconaznle was cffectively incorpomtad into the PLGA-
DMSA nanoparticles with 2 Joading efficieacy of 7282
150% (Average £ SD), using the UV spectrophotometsc
method

Under TEM ochservation (Fiz. 1(A)), the TTZ-NANO
had a round shape with 2 sobad polymenc structure. In
agoeows medium the size distribution was 174 2 86 am
(Average + SI)) with 2 peak at 209 nm, measered by track-
ing analysis (Nanosight) (Fg. 1(B)).

Using Laser Doppler Aznemometry, the ITZ-NANO was
found © he negatively charpad with an sverage valae of
around —40 mV. This charge decreased afier 60 days of
stocage (—-S1 mV) (g 2).

3.2, Determination of MIC

To evaluate sasifingal efficacy of the ITZ-NANO and ITZ,
the microbmth dilution method was camied ot (Fg. 3).
The ITZNANO and ITZ solution presenied astifungal
activity agaizst P! brasiliensiy; the MIC was 625 pp/ml.
for ITZ-NANO and 0.4 gpiml. for [TZ After thirty days
the ITZ-NANO presested moee effectiveness, because
the concertration for growth ihibition of colomies was
08 pgfml. and afier sixty days, the effectivenss wis
higher (0.4 pp/ml) ITZNANO was a5 effective as ITZ in
meducing growth of fung; after 60 days. The I'TZ presenind
the same resaks (0.4 pgfml.) ot all times. A coatrol group
without drag was added in order to analyze the vahilzy
of the cells, showing a normal growth of the fungi (data
not shown)

py of ITLNANO (A) aad Sinc lllAhmmmrhmdemkémna!umm
by samcpertacion

%

3
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33, Jn Vitro Toicity Study

The cytotoxicity of [TE-NANC and [T suspension wem
studfizd using MTT assays (Fg. 4). The ITE-MAND pre-
senird boweer inxicity in MO snd hepaincyte colls compared
to ITE A 200 pgiml. conceninon the iesis with MO
shorwed 539 live cells for ITE-NANO and 20% for [T
{P =z (LO5] The et with Bepalorytes showed that the per-
centage of Fving cells was 4% for [TE-NAND and 15%
Tor ITE

The bighest concestmtion lesied (30 pgiml) was mom
cyioloxic in both samples (ITE and ITEZ-NANOL how-
ever ITE-RARD showed kreer oyintoxicity than [T The
MIT with MU showed 45% Eve cells for TTE-MAND and
11% for ITE The MTT with bepatocytes showed that the

Teerx (el

Fag. 3. ﬁnﬂqﬂ:ﬁ'ﬂrd’ﬁ.ﬁ-ﬂmdm“
P bronbmes Mmoo =i xn (MIC] v =
hrmhlﬂd*ﬂlufmﬂhﬁmrﬂdhh

Each son of [TEKAND w=d [T wo oxdad iz
ﬁ#ﬂl:ﬂrq:ﬂhuh_-.q-'ﬁ:qu—h l:nhn
] = tha mi i reduce ook
:nnibm
4

L *a

¥ == [TZRANDY

—&— T2

il

% Liwing Calin
&

3 &

% Living Calln
It a2

mhp.thllatmdrrf.-um-dm

Celbaber viabisty din % dicnbuied e (W N1 o D00, where
N, -d.'f.—h:r—hurh!;d.lnhh-ﬂppd i
tho anboad I}leﬂiﬂa’nﬁimdbrm

two bma n:q:-
nis caperimenia. Hemdts are axihe mon 51 of Bviag colls.
"a-p < (U Controll va. TTZ-NAND and T

*hep o [03 ITE-MANCE v [T

percenimge of living cells wes 32% for [TE-NAND and
12% far [TE.

4. DISCUSSION

The mm af this sudy was io prepane and iet DMEA-
PLGA nemopanicies loadsd with irconazols, to iest s
poientizl antifungal sctivity and cyioloricity. laoomeenie
is the drug af dhoice for the treatment of PCM and other
fungal diseases @ However, the use of high doses fora
prakonged perind incrases e eliminason of the drug in
the serum, which may contrifute o Fver oty ™™ In
thix sasdy, & DMSAPLGA sanoparticl: bosded with itra-
comarok wes developed that was shown 1o he as effoctve

J Kanosci, Manoclachnal. 10, 1-7, 20
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a5 the free drag Fanhemmoee, it presenied much lower
in vitre cyinloxicity for liver and Iodney cefl lines. This
propeal wax based on drug defivery snd controlled release
where dnag conceniralion can be incressed in s specific
organ and the sumber of applications end intal dos=s can
be redaced. The sysizmic droalation af the drug and side
effzcts shoald alsn, a5 a conssquence, be mduced ™™

FLGA is & copolymer sdentifisd by the monomer
min (eg., PLGA 50:50) whose composition is 5045
bodc acid end 50% ghycolic acid™* The prepa-
mion of PLGA nemoparSdes presenied  sasisfaciony
rmaks for the contmlled delivery of differest classes of
drugs, |n:hh3 antimicrohials, antifungals and honmone

LIS M gy ae m cipeofloxacin-Joaded PLGA

manoparticles tal relzassd the antibiotic for 2 weeks, with
a supenior efficacy in inkibiting Escherichir ool grows in
compari=on with free ciprodomacin or efficient delivery
of amphothericin B entrapement in pobymer-ligand conjs-
galz, PECG-PLGA, thal maintsined the subsiantisted patiem
far nine day= ™

Srudies sppest that process prepartion of dug defiv-
ery sysizm entmpped dnags n be ewsible, even with low
encapsalation =fficiency, as demonstmied in fwconzxale-
loaded FLGA microspheres prepared by e spray-drying.
process,” PLGA. nanoparticles Ioaded with vorioonmmle
wming cmalkion-solvent evapontion edmigee!* and: in
our cmse, e enimpment of Erconmnde inko PLGA-
ISA nencparsces was sucomssholly achievwed (T2.76 4
1.50% Average + S0, ms determined wxing sn U spec-
tmophotmetric method, in accordance with Pandey £1 ol
il usad mrole antifangal Hiulmﬂ:pr?edb]l
e same emulsion-solvent evaporaied lechnique

As wes demonsinaied in other sindy. ™ smafler partices
bave higher surface areafenlume ratio, which makes il eas-
ier for the encapsulaied drug o be mlessed fom the Kk
via diffusion and =marface smsion, and this also he te
added sdhvantage for the dug-loaded NPs io pesetrale inio,
and permeate ibrugh, the physiological drug barriers. In
addition™ suggesied that large parsces | =<5 mm) oould be
taken wp via the hymphatic, snd small particles (= 500 nm)
can cross e membrne of epithelial cells gmugh -
tosis. The momphalogy and siee distribution of FIEE-NANO
were studied by TEM and Manasight (Fig- 1), with size of
ahoat 1744 B nm | Averange + 510 Nenoparscles smaller
than 2 nmy, could encounier delayed hong desmnce, and
presenl bigher tmssepithelia] mespod compared o lampger
partdes ™ The mmon for ke delayed particle clearance
and ils dependency on particle size is still eader debale,
although ihesz pmpenies may pose polential spplication
in fageied dug defivery ™ Independent of the reason for
this delay, using DMSA-PLGA nanoparicles smaller than
H¥} nm ooald e useful for o v dnsg rgeting in te
barg. As observed earlier, maghemile or magnetite based
magnaiic icles onvvered with DMSA hawe o pref-
erentis] distribution to g bng, ™2 The same rsulls were

J Nancsd. Manoledwol 10, 1-7. 2010

nal oheerved if the same cor (maghemie or magnetie)

is assncisied with dextran ¥ for example, indicating thas

DMSA iz probably the moleoale respossible for this ped-
ia distributs

When stored &t 4 *C, 2ll mmnoparticles were sisble dur-
ing &t least 30 days, as meither size evolution mor maor-
phological changes were deiecied (dets nol shown). Afer
this time & change im their chage was observed, wsing
zein potential (Fig- 2). The zeia pofential messurement of
the namoparicles was negative (avermge armand — 40 mYy),
due the presence of terminal carboxylic grosps in the
PLGA oopolymer and its decresse was probably related o
palymer degradaticn ©% Angfengal efficacy afier =xpo-
sum 0 & delemuined compomnd can be demonstraied by
MIC. W found dal 2l Gme e the TTA-MANO 2 2 ooo-
ceniration of 625 ggiml was an efficent fungistiatic o
the funges F brarilieess, with no fungi colony growth
phseresl. Afler 30 days this eficiency increased, with
MIC of 0. pefml., and afier 60 days the lowest concen-
tratice [MIC = 0.4 peiml) (Fg. 3) was achdeved. This
MIC reduction in [TE-NANC indicaied that thers oocumed
palymer degmdaiion aver the time iesied, which incressed
dnag release in the media, improvieg e ITY effec in fun-
gal cells. Previoe studies® showed [T diluied in PEG or
DMS0 had g MIC =003 pefml. snd 001 100012 pe'ml.
for Comdida Albicans and P Franifensiy, mrespectively,
showing that TTE-NAMND was a5 effecive as ITE.

[nze 1o ethical and oost Bsues, i vibne cell-based assays
wre prfemed over animal sidies for wuicity sceening
In MIT m=ay, the yellow tetmrolivm salt MTT is oon-
mdhnmm-mdmﬂnﬂg
active cells 1o an imscleble purple formaxan prodect
fuﬂuhn.uu*.ﬂtinmhliuunl’mmﬂndk
demonstraied different resales using [TE-NANCG and ITE
suspersion. [ wite lesis uming two different cell lines
showed lower ioxicity for nascpariiculste PLGA® Using
ITZ-MAND, the cellalar visbility was maintained ab lev-
els bigher than £3% in the sz of MC cells, and 44% in

. The free dmug concenimbion iesied was inxic
in both cell lines (Figs. 4{A) and (B maosily 3% of
the cells disd According o previces siudies 5% the
itmoconaxale interaction with cyinchrome P-430 can cause
changes in ver exoymes and inbdbition of the emcymatic
sysiem of mammals, such as those invohved with the syn-
thesis af sternid homones and prostaglandins, which are
dependent on this cyiochrome. Thus, & bigher wxicty in
hepaincytes compared with other czlls, such 2= mesangial,
would be experied. However, owr resaks indicaled that the
inoorporation af dnags in PLOGA sanoparticles pmomoied &
Cenain profection sgainsl cytolomicity.

One of the poak of the defivery sysiems of drugs &
miease withoul cylofomicity. Al present, this sysiem of
dnag defivery iz adwanisgeous becase it could eliminale
the need for daily administration af drugs sxd maintain the
ooncenbmtian af acbve tiszee with & kreer ol dmg expo-
sure. This could reduce the side effects thal cureatly exist
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in free drug admindsiration. ¥ PLGA manoparticles Bave
some advanisges over cfer dngg delivery vebides. This
polmer & US Food snd Dingg Adminisiratios—appomved
for & variety of applicaions and hes been in use in humans
Tor pver ) years; the amouni and raie of drug relesse can
be controlled vis mechasgems thal are well knoen: and
o wide armay of malecules—large and small, Eydeophe-
Bz and hydrophilic—can be within PLGA
In vive and ix vitne studies tzsied tomacity and biocompats-
Bility, showing that PLGA sano-malerials were free of sg-
nificani toxicity snd have satisfaciary hiocompatibilisy. *
In conchesion we demonstmted that ITE-RAND was as
effident as a freely administrated (TT) antifungal against
P brarilieasis. FFurfermare il was safer than the free dnag,
since it showed keer foxicity in kidney and liver cells.

The wethors thask the Bragilian
agercies MUTICNPg, FINER, FINATEC and FAP-DF for
financial suppart, and e C. M. McMasus for the English
comection af this mamsscripl.
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