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RESUMO

Diversas classes de antifungicos tém sido utilizadas no tratamento das
candidiases, porém, pacientes que apresentam imunodeficiéncia avancada
podem apresentar resultados insatisfatorios apds a terapia. Nestes casos,
muitas vezes utilizam-se altas doses dos farmacos ou administracdo de
multiplos agentes, aumentando o risco de efeitos adversos graves.
Considerando estas dificuldades, a encapsulagao de agentes antifungicos em
carreadores nanoparticulados tem sido utilizada com o objetivo de alterar a
farmacocinética dos farmacos, possibilitando tratamentos mais eficazes e com
menor incidéncia de efeitos colaterais. A proposta deste trabalho foi avaliar a
biodistribuicdo do fluconazol marcado com **™tecnécio, livre e encapsulado em
nanocapsulas convencionais e furtivas, em um modelo de infeccéo por Candida
albicans. A marcacéo do fluconazol com *™Tc foi avaliada por cromatografia de
camada delgada. A estabilidade de marcacdo do *™Tc-fluconazol foi
investigada em meio plasmatico. O tamanho, a homogeneidade e o potencial
zeta das preparacdes de NCs foram determinados no equipamento Zetasizer
3000 HS (Malvern Instruments, UK). A morfologia e a organizagao estrutural
foram avaliadas por microscopia de forca atbmica (MFA). O estudo de
liberagdo in vitro das NCs foi avaliado em NaCl 0,9% e em meio contendo
plasma de camundongo a 70%. Camundongos Swiss machos, pesando entre
20 a 25g, foram utilizados para o desenvolvimento do foco infeccioso induzido
por Candida albicans e para os estudos de biodistribuicdo. A marcacdo do
fluconazol com *™Tc apresentou uma eficiéncia de 94% e mostrou-se estavel
por até 24 horas. O percentual de encapsulacdo do *™Tc-fluconazol em NCs
convencionais e furtivas foi de aproximadamente 30%. O didmetro médio
calculado por espectroscopia de correlagao de fétons (ECF) variou de 236 a
356 nm, enquanto que o diametro médio determinado por MFA variou de 238 a
411 nm. A relagdo diametro/altura diminuiu significativamente quando se
utilizou glutaraldeido 25% para fixagao das NCs. O potencial zeta variou de -55
a -69 mV e as NCs furtivas apresentaram valores absolutos menores quando
comparadas as NCs convencionais. A liberagdo in vitro do **"Tc-fluconazol de

NCs convencionais e furtivas, em meio plasmatico, foi maior que no meio
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contendo NaCl 0,9%. No meio plasmatico, a liberagdo do farmaco de NCs
convencionais foi mais rapida quando comparada com as NCs furtivas. Os
estudos histoldgicos e de captagao do 9MTc-fluconazol mostraram que o foco
infeccioso induzido por 108 UFC/mL de C. albicans, em um periodo de 48 horas
apresentou resposta inflamatéria mais intensa que o foco de 24 horas, induzido
por 10 UFC/mL. Os estudos de biodistribuigdo mostraram que o *™Tc-
fluconazol livre foi mais rapidamente eliminado pelo sistema renal quando
comparado com o farmaco encapsulado em NCs. Transcorridos 240 minutos
da injecdo das formulagbes estudadas, os resultados mostraram niveis
reduzidos de *™Tc-fluconazole livre no sangue, enquanto que o **™Tc-
fluconazole encapsulado em NCs permaneceu circulando em niveis
significativamente maiores (p<0,05). As NCs convencionais foram mais
captadas pelo sistema monocitico fagocitario do que as NCs furtivas. Além
disso, as formulacbes de NCs permaneceram mais tempo retidas no foco
infeccioso quando comparadas ao *™Tc-fluconazol livre (p<0,05). Os
resultados obtidos sugerem que as NCs podem contribuir para retengdo do

farmaco no foco infeccioso por um periodo mais prolongado.
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ABSTRACT

Several classes of antifungal agents have been used in the treatment of
candidiasis, but patients with advanced immunodeficiency may present
unsatisfactory results after therapy. In these cases, high doses of drugs or the
multiple agents may sometimes be used, increasing the risk of serious side
effects. Considering theses difficulties, the encapsulation of antifungal agents in
nanoparticulate carriers has been used with the objective of modify the
pharmacokinetic parameters of drugs, became the treatments more efficient
and with less side effects. The purpose of this work was to evaluate the
biodistribution of free **™technetium labeled fluconazole and of that
encapsulated in conventional and furtive nanocapsules, using Candida albicans
as an infection model. The labeling of fluconazole with **™Tc was evaluated by
thin layer chromatography. The labeling stability of **"Tc-fluconazole was
investigated in plasmatic medium. The size, homogeneity and zeta potential of
NC preparations were determined with a Zetasizer 3000 HS (Malvern
Instruments, UK). The morphology and the structural organization were
evaluated by atomic force microscopy (AFM). The in vitro release study of NCs
was evaluated in 0,9% NaCl and in 70% mice plasma. Male Swiss mice
weighing between 20 and 25 g were used for the development of infectious foci
induced by Candida albicans and for biodistribution studies. The labeling yield
of fluconazole with **"Tc was 94% and the radiolabeled drug was stable for up
24 hours. The percentage of encapsulation of *™Tc-fluconazole in conventional
and furtive NCs was approximately 30%. The average diameter calculated by
photon correlation spectroscopy (PCS) varied from 236 to 356 nm, while the
average diameter determined by AFM varied from 238 to 411 nm. The
diameter/height ratio decreased significantly when glutaraldehyde (25%) was
used for fixation of NCs. The zeta potential varied from -55 to -69 nm and furtive
NCs presented lower absolute values than conventional NCs. The in vitro
release of *"Tc-fluconazole by the conventional and furtive NCs was greater in
plasma medium than in 0,9% NaCl. The drug release from conventional NCs in
plasma medium was faster than for furtive NCs. The histological and 9MTe-

fluconazole uptake studies showed that infectious foci induced by 10® UFC/mL
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of C. albicans at 48 hours presented a more intense inflammatory process than
the foci at 24 hours, which were induced by 10° UFC/mL. The biodistribution
studies showed that free **™Tc-fluconazole was more rapidly eliminated by renal
systems than the drug encapsulated in NCs. There were reduced levels of free
9MTc-fluconazole at blood, 240 minutes after injection, while that the **™Tc-
fluconazole encapsulated in NCs remained in circulation at in significantly
higher levels (P < 0,05). The uptake of conventional NCs by the mononuclear
phagocyte system was greater than that for furtive nanocapsules. The
nanocapsules remained in the infectious foci for a longer time than free *™Tc-
fluconazole. The results obtained suggesting that the nanocapsules could

contribute for a longer retention of the drug in the infectious foci.
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INTRODUCAO



1. INTRODUCAO GERAL

O género Candida spp € responsavel por cerca de 80% das infecgbes
fungicas no ambiente hospitalar, sendo a quarta causa mais comum de
infeccbes de corrente sanguinea, nos Estados Unidos, com indice de
mortalidade da ordem de 40 a 60% no caso de fungemias (Colombo &
Guimaraes, 2003). Existem varias espécies descritas, sendo a Candida
albicans a que mais freqientemente causa doenca em humanos e a mais
virulenta. Esta espécie é comensal, tornando-se patogénica caso ocorram
alteragdes nos mecanismos de defesa do hospedeiro ou 0 comprometimento
de barreiras anatbmicas decorrente de queimaduras ou por procedimentos
invasivos. As candidiases podem manifestar-se em varios sitios, sendo as
candidiases mucosas, orofaringeas e esofagianas, as mais comuns em

pacientes imunocomprometidos (Sobel, 2002).

Varias classes de antifungicos tém sido utilizadas no tratamento das
candidiases, entretanto, a eficacia da terapia é diretamente dependente do
diagndstico precoce, bem como do estado imunoldgico do paciente (Mahfouz &
Anaissie, 2003). Portanto, pacientes com depressdo do sistema imunoldgico
podem nao responder satisfatoriamente ao tratamento, uma vez que o
processo de cura depende ndo so6 da agao medicamentosa como também da
resposta imunolégica do organismo. Além disso, casos de resisténcia,
principalmente aos medicamentos azodlicos tém sido reportados (Warnock,
1992, Odds, 1993), sendo atribuidos ao uso indiscriminado dos antifungicos,
principalmente em tratamentos profilaticos prolongados com baixas doses.
Diante destas situagdes, muitas vezes sao necessarias altas doses dos
farmacos, assim como a associagdo de agentes antifungicos, aumentando o
risco de toxicidade da terapia.

Considerando as dificuldades terapéuticas mencionadas, torna-se
importante o desenvolvimento de formulagdes que possam aumentar a eficacia
do tratamento, de modo que as doses efetivas sejam diminuidas e o risco de
toxicidade minimizado. Uma das estratégias utilizada com esta finalidade é
modificar o perfil de biodistribuicdo do farmaco por meio de um vetor

nanométrico (Barrat, 2000). Varios trabalhos avaliaram o uso de antifungicos
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associados a vetores coloidais, mostrando resultados promissores (Lopez-
Berestein et al., 1985; Metha et al., 1987; Van Etten, 1995; Otsubo, 1999;
Gupta et al., 2000a, Agarwal & Katare, 2002; Nasti et al., 2005).

As nanocapsulas (NCs) fazem parte dos dispositivos nanométricos
capazes de controlar e modificar a distribuicido de uma substancia ativa para
locais especificos do organismo, protegendo orgaos vitais de efeitos toxicos
(Lasic, 1998). Estes nanossistemas apresentam um nucleo oleoso, no qual
farmacos com baixa solubilidade em agua podem estar dissolvidos ou
dispersos, sendo este envolvido por um filme de polimero biodegradavel.

O principal objetivo do presente trabalho foi avaliar e comparar a
biodistribuicdo do fluconazol, um agente antifungico triazdlico, marcado com
%Mtecnécio, na sua forma livre e encapsulado em nanocapsulas convencionais
e furtivas, utilizando camundongos infectados com Candida albicans. Além
disso, este estudo também abrangeu a caracterizagdo fisico-quimica e

morfologica das duas formulagdes de nanocapsulas.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CANDIDIASES

Os microrganismos do género Candida caracteristicamente constituem-
se de células ovais, sem capsula, que medem de 2 a 6 um de diametro,
possuem a capacidade de produzir pseudo-hifas, apresentam reproducao
assexuada por brotamento e capacidade de assimilacdo e fermentacdo de
diferentes agucares. Sao descritas mais de 150 espécies, porém apenas
algumas destas sao de importancia clinica, por causarem doenca em seres
humanos: C. albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. krusei, C. glabrata, C.
guilliermondii, C. lusitaniae, C. rugosa e outras.

A Candida albicans é a espécie que mais frequentemente causa doencga
em humanos sendo a mais virulenta. Faz parte da flora normal do trato
gastrointestinal, vagina e cavidade oral. E o principal agente de infeccdes
oportunistas no homem, podendo causar diferentes manifestacées clinicas
como: candidiase mucocutanea, vaginites, infecgdes de pele e unha, doenga
pulmonar, enterites, esofagites, endocardites, meningites, abcessos cerebrais,
artrites, pielonefrites, cistites, septicemias, doenga mucocuténea crbnica e
muitas outras manifestagdes (Klein et al., 1972; Rinaldi, 1993). A candidiase
oral ou esofagica pode ser a primeira manifestagao clinica de AIDS.

A maioria das doencgas invasivas com patégenos do género Candida
ocorre a partir da colonizagdo enddgena ( Pfaller, 1994; Reef & Mayer, 1995).
Infeccbes de pele e mucosas podem ser documentadas em pacientes
saudaveis, mas com pequenas alteragdes de resposta do hospedeiro no sitio
da infeccéo por Candida. Ja em pacientes portadores de doencas neoplasicas
ou degenerativas e individuos com imunodeficiéncias congénitas ou adquiridas
apresentam maior risco de infecgdes superficiais ou sistémicas. Alteragdes nos
mecanismos de defesa do hospedeiro fazem com que a flora fungica
colonizante transforme-se em agente de infecgbes em varios sitios, com
diferentes graus de gravidade (Armstrong, 1989; Levitz, 1992). As seguintes
situagdes predispdem a candidiase: prematuridade, envelhecimento, gravidez,
hipovitaminose A, desnutricdo, anemia ferropriva, diabete mellitus,

endocrinopatias, doengas degenerativas, neoplasicas, antibioticoterapia,
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terapia imunossupressora, uso de anticoncepcionais orais, nutricdo parenteral,
cirurgias, transplantes de érgéos, proteses dentarias, uso de cateteres centrais
e urinarios, tabagismo, AIDS.

Nos anos 80 houve um grande aumento das infecgbes hospitalares
causadas por Candida (Pfaller, 1996). Beck-Sagué & Jarvis (1993), analisando
os dados do National Nosocomial Infection Surveillance System (NNIS) nos
Estados Unidos, de janeiro de 1980 a dezembro de 1990, mostraram um
aumento nas taxas de patologias fungicas de 2,0 para 3,8 por 1000 altas
hospitalares, sendo 78% delas causadas por leveduras do género Candida.
Ainda nos Estados Unidos da América, este patdégeno apresenta-se como a
quarta causa mais comum de infec¢des de corrente sanguinea, com indices de
mortalidade geral de 60% e mortalidade atribuida de 40% (Colombo &
Guimaraes, 2003). Isto representa um grande desafio aos clinicos de diferentes
especialidades devido as dificuldades diagnosticas e terapéuticas das

infeccbes causadas por tais agentes.

2.1.1 MEDICAMENTOS UTILIZADOS NO TRATAMENTO DAS
CANDIDIASES

Os principais grupos de agentes antifungicos com agao sobre espécies
de Candida compreendem os antibidticos poliénicos (anfotericina B e nistatina)
e os derivados azolicos, que possuem dois ou trés atomos de nitrogénio no
anel azdlico e s&o denominados imidazolicos (cetoconazol, miconazol e
fenticonazol) ou triazélicos (itraconazol, fluconazol e voriconazol). Além destes
farmacos, cabe ressaltar ainda dentro do elenco de farmacos disponiveis ao
tratamento de candidiases as drogas pirimidinicas, representadas pela 5-
fluorcitosina. A caspofungina (acetato de caspofungina) € um farmaco mais
recente no mercado e € ativa contra os isolados de C. albicans tanto
resistentes quanto sensiveis ao fluconazol ( Sobel, 2002).

Os antibiéticos poliénicos, produzidos por espécies de Streptomyces,
sdo agentes antifungicos que tém amplo espectro de agdo. Atuam sobre o
ergosterol (principal esterol da membrana plasmatica do fungo). O ergosterol
esta envolvido em varias fungbes celulares como a fluidez e integridade da

membrana e no funcionamento de varias enzimas que se ligam a membrana da
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célula do fungo, como a quitina sintetase, enzima importante para o
crescimento e divisdo celular. Inserem-se no interior da membrana formando
um canal através do qual componentes celulares, principalmente ions potassio
sdo perdidos, destruindo o gradiente de prétons da membrana fungica e
levando a morte celular (Georgopapadakou, 1996). A anfotericina B ¢é
altamente efetiva, no entanto, sua formulagdo endovenosa tem limitado o seu
uso devido a alta toxicidade hepatica, frequentemente associada com
disfungdo renal. Efeitos colaterais crénicos e agudos da anfotericina B tem
sido reduzidos com o uso de novas formulacdes, tais como lipossomas
( Lopez-Berestein et al., 1985; Ringden et al., 1991), complexos lipidicos (Clark
et al., 1991; Walsh et al., 1998) e dispersdes coloidais (Fielding et al., 1991,
Bowden et al., 2002). A nistatina tem seu uso limitado ao tratamento de
infeccbes da pele e mucosas causadas por todas as espécies do género
Candida, é téxica demais para uso parenteral.

As drogas azdlicas, descobertas no final da década de 60, sao
totalmente sintéticas e atuam interagindo com a enzima lanosterol 14a-
demetilase, um citocromo P-450, com uma molécula heme como sitio ativo,
envolvida na biossintese do ergosterol. Estes farmacos ligam-se ao atomo de
ferro do heme da lanosterol 14a-demetilase inibindo a demetilagdo do
lanosterol. A inativacido da enzima ocasiona o acumulo de esterdis metilados,
precursores do ergosterol, resultando na formagdo de uma membrana fungica
com estrutura e fungdes alteradas, prejudicando as fungdes de determinados
sistemas enzimaticos ligados a membrana, como a ATPase e enzimas do
sistema de transporte de elétrons. Consequentemente, ocorre a inibicdo do
crescimento do fungo.

Os antifungicos azélicos, geralmente, ndo apresentam toxicidade severa,
mas alguns efeitos adversos de maior gravidade como hepatotoxidade fatal
tem sido relatados, particularmente com o cetoconazol e fluconazol (Knight et
al., 1991; Jacobson et al., 1994). Devido a capacidade dos azodlicos de inibir
enzimas dependentes do citocromo P-450 envolvidas na biossintese de
horménios esterdides, estes agentes podem produzir efeitos adversos
relacionados a producdo enddcrina, tais como deplecdo de testosterona e
glicocorticéides, resultando em ginecomastia e insuficiéncia adrenal,

respectivamente. (Barrett-Bee et al., 1988; Hanger et al., 1988). Os triazdlicos
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sisttmicos sdo mais lentamente biotransformados e exercem menos efeito
sobre a sintese dos esterdis humanos do que os imidazolicos.

A 5-fluorcitosina é metabolizada em fluorouracil e monofosfato de
fluorodesoxiuridina. O fluorouracil € incorporado no RNA do fungo e inibe a
sintese protéica, causando a morte da célula fungica. O monofosfato de
fluorodesoxiuridina inibe a sintese de DNA. Observa-se resisténcia
rapidamente desenvolvida pelos fungos a 5-fluorcitosina, o que tem levado a
uma associagao habitual deste antifungico a anfotericina B para o tratamento
de casos de meningite criptocécica e candidiases sistémicas (Francis et al.,
1992). Este antifungico pode levar a depressao da medula 6ssea, que é
dependente da dose e mais frequente quando se associa a 5-fluorcitosina a
anfotericina B (Ribeiro et al., 2004).

A caspofungina é um composto lipopeptidico semi-sintético obtido a
partir da fermentacdo do Glarea lozoyensis. Tem-se mostrado eficaz no
tratamento de pacientes com candidiase orofaringea e esofagiana. Pertence ao
grupo das equinocandinas e age mediante inibicdo da sintese da (1, 3) D-
glucana sintetase, impedindo a formagdo de polimeros de glucana, um
componente essencial da parede de muitos fungos filamentosos e
leveduriformes (Korolkovas et al., 2004). A caspofungina esta disponivel
apenas para uso parenteral e € um medicamento de alto custo.

A resisténcia aos farmacos antifungicos constitui um sério problema na
terapéutica das infecgdes fungicas, principalmente nos pacientes portadores de
patologias nosocomiais por leveduras, especialmente Candida. O uso
indiscriminado dos azdlicos na profilaxia de infecgdes fungicas, especialmente
sistémicas, em pacientes portadores do virus HIV induziu a selegao de cepas
resistentes (Warnock, 1992; Odds, 1993). O rapido desenvolvimento de
resisténcia pelos fungos tem sido um problema com a 5-fluorcitosina, sendo
comumente ineficiente quando utilizada isoladamente, justificando a terapéutica
associada a outros farmacos antifungicos como a anfotericina B (Vander
Bossche et al., 1994). Casos de resisténcia também tém sido relatados durante
a terapéutica com drogas poliénicas. Esta resisténcia tem sido vinculada as
leveduras de Candida, sendo as espécies ndo-albicans as mais envolvidas
(Macura, 1991; Dubé et al., 1994).

Danielle Nogueira de Assis



Em decorréncia das caracteristicas inerentes aos seres eucariotas,
presenciadas tanto nos fungos como no hospedeiro humano, os farmacos
antifungicos detém, em sua maioria, baixa toxicidade seletiva. Isto ocasiona
uma consideravel redugdo do arsenal terapéutico antifungico. A eficacia da
terapéutica antifungica depende diretamente da precocidade do diagnéstico,
assim como do estado imunologico do paciente. Portanto, pacientes com
depressao do sistema imunoldgico podem nédo responder satisfatoriamente ao
tratamento. Muitas vezes, altas doses dos farmacos séo requeridas, bem como
a associacao de antifungicos, com o objetivo de aumentar a eficacia da
terapéutica. Porém, estas medidas aumentam o risco de toxicidade do
tratamento, particularmente em pacientes ja debilitados, portadores de doencgas

de base mais severas (Mahfouz & Anaissie, 2003).

2.2 FLUCONAZOL

O fluconazol foi o primeiro antifungico de uma nova subclasse de
antifungicos triazois sintéticos. Ele foi desenvolvido pelo laboratério Pfizer, em
Sandwich, Inglaterra, em 1970 e foi aprovado pelo FDA e introduzido nos
Estados Unidos em 1990 com o nome de Diflucan®.

E um agente antifingico bis-triazélico (Figura 1) cuja denominagdo

quimica é 2-(2,4-difluorofenil)-1,3-bis (1H- 1, 2, 4-triazol-1-ilmetil)-2-propanol.

OH
"\ ] //%H
”l w/ﬁ CH, C CH; H\ i

F

FIGURA 1 — Formula estrutural do fluconazol.
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O fluconazol apresenta-se como um poé branco cristalino, levemente
soluvel em agua (8mg/mL a 37°C) e soluvel em etanol (25mg/mL a 25° C)
(McEvoy, 2003). O farmaco possui um coeficiente de particdo octanol/PBS pH
7,4 igual a 1,0 (Clarke’s Analysis of Drugs and Poisons, 2006).

O fluconazol apresenta 6tima atividade in vitro contra Candida albicans e
também é efetivo contra algumas espécies ndo-albicans tais como Candida
parapsilosis, Candida tropicalis e Candida glabrata, embora altas doses do
farmaco sejam requeridas para estas espécies.

O fluconazol é o farmaco de primeira escolha para o tratamento de
candidiases orofaringeas e esofagianas, comuns em pacientes
imunossuprimidos. No primeiro caso a terapia consiste de uma dose de 100 a
200 mg diariamente por 7 a 14 dias dependendo do sitio e da severidade da
infeccdo. Ja nas candidiases esofagianas, a dose usual é de 100 a 200 mg
diariamente, podendo chegar a 400 mg nos casos mais graves. O periodo de
tratamento € de 14 a 30 dias. Doses diarias de 400 mg s&o usadas para
diminuir a incidéncia de candidiase profunda em receptores de transplantes
alogénicos de medula éssea e tem utilidade para o tratamento da candidemia
em pacientes nao neutropénicos. A anfotericina B tem sido considerada o
‘padrao ouro” para o tratamento de candidiases invasivas em pacientes
imunocomprometidos, sendo o fluconazol considerado o farmaco de segunda
escolha para esta terapia, usualmente na dose de 400 mg diariamente.
Esquemas de manutengao de terapia, particularmente com baixas doses de
fluconazol, ndo sdo recomendados devido a inducdo de resisténcia. Esquemas
terapéuticos prolongados sao prescritos apenas na presenga de candidiases
frequentemente recorrentes e geralmente nas formas mais severas da doenga,
comumente ocorrentes em pacientes com AIDS. Uma dose unica de 150 mg é
eficaz na candidiase vaginal. (Zervos & Meunier, 1993; Bennet, 1996; Burgess
et al., 1999; Martin, 1999, Sobel, 2002, Vensel, 2002).

O fluconazol pode ser administrado oralmente ou intravenosamente. Ele
€ quase completamente absorvido no trato gastrointestinal. As concentragdes
plasmaticas s&o essencialmente idénticas, seja o farmaco administrado por via
oral ou intravenosa e a biodisponibilidade ndo é alterada por alimentos ou pela

acidez gastrica. Os maximos de concentragao plasmatica apds doses repetidas
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de 100 mg sao de 4 a 8 ug/mL e séo alcangados dentro de 1 a 2 horas apds
administracao oral.

A excregao renal é responsavel por mais de 90% da eliminagéo, sendo
que um percentual de 80% ¢é eliminado inalterado na urina e o restante na
forma de metabdlitos. A meia-vida de eliminagéo € de 25 a 30 horas. A ligagao
as proteinas plasmaticas é baixa, de 11 a 12%. O fluconazol difunde-se
rapidamente para os liquidos corporais, inclusive para o escarro e saliva. As
concentracdées no liquido cefalorraquidiano correspondem a 50 a 90% dos
valores plasmaticos simultdneos, mesmo na auséncia de meningites (Zervos &
Meunier, 1993; Bennet, 1996).

A maior parte dos efeitos adversos observados com o fluconazol afeta o
trato gastrointestinal. Podem ser observados nauseas e vOmitos com doses
superiores a 200 mg diarios. Pacientes que recebem 800 mg diariamente
requerem o uso de antieméticos que reduzem a biodisponibilidade do farmaco
(Bennet, 1996) Ocasionalmente, € observada alopécia, principalmente em
tratamentos prolongados com 400 mg diarios de fluconazol (Weinroth &
Tuazon, 1993; Pappas et al., 1995). Foram relatados raros casos de 6bito por
insuficiéncia hepatica (Jacobson et al., 1994) e por sindrome de Stevens-
Johnson, uma sindrome esfoliativa da pele (Zervos & Meunier, 1993). Em
alguns pacientes, particularmente aqueles com enfermidades de base graves,
tais como AIDS e cancer, foram observadas alteracbes nos resultados dos
testes das fungdes hematoldgica e renal e, também, anormalidades hepaticas
durante o tratamento com fluconazol (Mufioz, et al., 1991; Wells & Lever, 1992;
Collazos et al., 1994). Outros efeitos adversos como anafilaxia e angioedema
tém sido raramente observados.

Na década de 1990, o fluconazol foi largamente utilizado no tratamento
de todas as formas de candidiases, tornando-se o farmaco de primeira escolha
no tratamento de pacientes HIV-positivos e HIV-negativos (Pons et al., 1997;
Laine et al., 1992). Entretanto, algumas limitagbes na terapia com fluconazol
comegaram a surgir, particularmente em pacientes com candidiases
orofaringeas nos quais embora houvesse a resolugédo de todos os sintomas, os
microrganismos nao eram completamente erradicados e a mucosa permanecia
colonizada. Esforcos foram feitos através de terapia de manutencao

prolongada do farmaco, usando-se esquemas profilaticos de fluconazol na
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tentativa de prevenir doencas recorrentes (Stevens et al., 1991). Muitos
esquemas terapéuticos basearam-se no uso de doses minimas efetivas, de 50
mg de fluconazol administrados diariamente. Dentro de um curto periodo de
tempo, surgiram casos de resisténcia ao fluconazol e candidiases mucosas
refratarias, predominantemente orofaringea e esofagiana (Rex et al., 1995;
Martins et al., 1997; Maenza et al., 1997; Fichtenbaum et al., 2000). Estratégias
foram desenvolvidas para pacientes com candidiases refratarias usando-se
doses extremamente altas de fluconazol ou a associagdo de outros triazélicos
como o itraconazol (Vasquez, 1999). Porém, estes esquemas terapéuticos
apresentam a desvantagem do aumento do risco da toxicidade do tratamento,
principalmente em se tratando de pacientes com sistema imunologico
debilitado.

O desenvolvimento de novas formulagdes farmacéuticas tais como os
nanocarreadores que possibilitam uma acgao direcionada do farmaco no seu
alvo, proporcionando um tratamento mais eficaz e com menor probabilidade de
ocorréncia de efeitos adversos, torna-se um importante aliado na resolucéo das

dificuldades terapéuticas mencionadas.

2.3 SISTEMAS NANOESTRUTURADOS PARA A VETORIZAGAO DE
FARMACOS

A vetorizacao de farmacos em nanossistemas consiste na associagao de
moléculas a vetores sintéticos especificos objetivando o direcionamento de
farmacos para o seu alvo de acdo. Estas formulacdes oferecem numerosas
vantagens comparadas aos sistemas convencionais de administragcdo de
farmacos.

Para a maioria dos farmacos utilizados atualmente, a atividade contra
certas doencgas ou sitios patolégicos ndo € baseada na sua capacidade de
acumular-se seletivamente no 6rgao patolégico, tecido ou célula. Usualmente,
o agente farmacoldogico é uniformemente distribuido pelo organismo. Além
disso, para alcangar o sitio de agdo, o farmaco precisa atravessar muitas
barreiras bioldgicas, tais como outros o6rgdos, células e compartimentos
intracelulares, onde o referido farmaco pode ser inativado ou induzir efeitos

indesejados nos orgéos e tecidos que nao envolvem processos patologicos.
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Portanto, para alcancar a concentragao terapéutica requerida do farmaco em
certo compartimento do organismo, deve-se administra-lo em grandes
quantidades, sendo que a maior parte do conteudo distribui-se em tecidos
normais. O processo de vetorizacdo possibilita o acumulo do farmaco no sitio
alvo, seletivamente e quantitativamente, independentemente do sitio e da rota
de administracdo (Torchilin, 2000). Sob estas condi¢des, a concentragdo do
farmaco no sitio patoléogico é maior, enquanto que a sua concentragdo em
outros 6rgaos e tecidos diminui, evitando agbes inespecificas do farmaco.
Diante destas consideracbes, as possiveis vantagens dos sistemas
nanoestruturados sao: aumento da eficacia do tratamento, reducédo das
dosagens de farmaco empregadas, bem como da frequéncia de administragéo
e, consequentemente, reducdo do custo da terapia; diminuicdo da toxicidade
geral, protegao do farmaco contra inativagado quimica ou enzimatica.

Os nanocarreadores podem ser classificados em microparticulados
quando possuem didametro superior a 1 um ou nanoparticulados se
apresentarem didmetro da ordem nanométrica (entre 10 e 1000 nm) (Couvreur
et al., 2002). Dentre os principais sistemas nanoestruturados encontram-se os
lipossomas e as nanoparticulas (nanocapsulas e nanoesferas).

As nanoparticulas, constituidas por polimeros biodegradaveis, tém
atraido maior atencao dos pesquisadores em relagdo aos lipossomas, devido
as suas potencialidades terapéuticas, a maior estabilidade tanto nos fluidos
biolégicos quanto durante o processo de armazenamento (Shaffazick et al.,
2003). As nanoparticulas poliméricas diferem entre si segundo a composicao e
organizagao estrutural (Figura 2). As nanocapsulas sdo constituidas por uma
parede polimérica disposta ao redor de um nucleo oleoso, podendo o farmaco
estar dissolvido neste nucleo e/ou adsorvido a parede polimérica. Por outro
lado, as nanoesferas sao formadas por uma matriz polimérica, onde o farmaco

pode ficar retido ou adsorvido (Delie & Blanco-Prieto, 2005).
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O

Nanocapsula Nanoesfera

A) Farmaco encapsulado B) Farmaco adsorvido

FIGURA 2 - Representagdo esquematica de nanocépsula constituida por um ntcleo
oleoso envolvido por uma membrana polimérica e nanoesfera constituida por uma
matriz polimérica; A e B representam as diferentes formas de associagdo do farmaco
as nanoparticulas, encapsulado e adsorvido, respectivamente.

A rapida captura dos carreadores coloidais pelo sistema fagocitico
mononuclear apds administragao intravenosa € a maior dificuldade para o uso
destes nanossistemas. Cadeias de polietilenoglicol (PEG) tém sido utilizadas
com sucesso para modificar a superficie de nanoparticulas, aumentando
significativamente a sua meia vida de circulagdo. Os nanocarreadores furtivos,
como sdo chamados, atuam como reservatorios circulantes do farmaco,
liberando-o progressivamente e aumentando a sua disponibilidade em outras
células e tecidos, tais como tumores e sitios inflamatorios (Mosqueira et al.,
2001a). As cadeias de PEG sao hidrofilicas e flexiveis e ligam-se
covalentemente a superficie do polimero, reduzindo a opsonizagcdo dos
carreadores por estabilizacdo estérica. O PEG nao é toxico e cadeias mais
curtas que 30 kDa sao rapidamente eliminadas do organismo por filtragdo
renal; portanto, esta molécula pode ser considerada completamente
biocompativel (Mosqueira et al., 2001a).

A biodegradabilidade dos polimeros utilizados na encapsulagdo € muito
importante, especialmente para sistemas injetaveis, pois evita o risco do
acumulo do polimero no organismo, garantindo a sua completa eliminagdo. Os
poliésteres sao particularmente atrativos devido a sua disponibilidade,

biocompatibilidade e auséncia de toxicidade. Dentre estes se destacam o poli-
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e-caprolactona (PCL), poli (acido-latico) (PLA), poli (acido glicdlico) (PLG) e
seus co-polimeros (Picos et al., 2000).

Os nanossistemas tém sido desenvolvidos visando inumeras aplicagdes
terapéuticas, sendo planejados, principalmente, para administragao parenteral,
almejando uma distribuigdo mais seletiva e aumento do indice terapéutico do
farmaco. Além disso, sdo estudados para administragao oral, destacando-se os
antiinflamatorios nao-esterdides, visando a diminuicdo da irritacdo da mucosa
intestinal e protegdo de farmacos degradaveis no trato gastrintestinal, como
peptideos, proteinas e horménios. Outro interesse das nanoparticulas é a sua
administracao oftalmica, tendo como objetivo o controle da liberagdo do
farmaco, aumentando a biodisponibilidade ocular e/ou diminuicdo de efeitos
sistémicos de certos farmacos. (Shaffazick et al., 2003)

Alguns estudos mostraram a utilizagdo de vetores coloidais como
carreadores de farmacos antifungicos. Algumas formulagcdes ja estado
disponiveis comercialmente tais como a anfotericina B lipossomal
(Ambisome®), como complexo lipidico (Abelcet®) e como disperséo coloidal
(Amphocil®). Embora a atividade antifungica destas formulagdes apresenta-se
reduzida em alguma extensado, a possibilidade de utilizagdo de doses mais
altas proporciona um aumento do indice terapéutico comparado ao da
anfotericina B convencional. Estas formulagdes apresentam diminuigao
significativa da nefrotoxicidade (Maesaki, 2002). Lipossomas 34A-PEG-L que
sdo lipossomas de anfotericina B ligados a cadeias de polietilenoglicol e
conjugados com anticorpo monoclonal 34A, especifico para o epitélio pulmonar
de ratos, foram estudados em modelos experimentais de aspergilose em ratos.
O 34A-PEG-L apresentou maiores concentragcoes no tecido alvo e eficacia
comparavel a anfotericina B (Van Etten, 1995). A anfotericina B também foi
associada a nanoesferas (NS-718) e testada in vitro contra cepas de
Aspergillus fumigatus, mostrando atividade similar a forma convencional da
anfotericina B (anfotericina B desoxicolato), porém atividade superior a
anfotericina B lipossomal. Estes resultados foram confirmados em estudos in
vivo, utilizando modelo de aspergilose pulmonar em ratos. Porém, em doses
mais altas, a anfotericina B em nanoesferas mostrou-se mais eficaz que a
forma convencional e a lipossomal, com maior sobrevida dos animais (Otsubo,
1999).
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A nistatina, embora tenha uma acao semelhante a anfotericina B, é
extremamente toxica para uso parenteral, podendo ser usada somente como
preparacao topica. A incorporacido da nistatina em lipossomas multi-lamelares
manteve a sua atividade antifungica in vitro e diminuiu a toxicidade nos
eritrocitos humanos (Metha et al., 1987a). A formulagao lipossomal da nistatina
foi bem tolerada e aumentou a sobrevida em doses equivalentes a nistatina
livre, além disso, em doses mais altas, mostrou um aumento significativo da
atividade antifungica no tratamento de camundongos com candidiase sistémica
(Metha et al., 1987b). Estudos clinicos tém sido desenvolvidos para avaliar a
eficacia e aplicagao clinica da nistatina lipossomal. Estudo recente em ratos
infectados com Cryptococcus neoformans demonstraram o aumento da eficacia
da nistatina encapsulada em lipossomas pH-sensiveis, comparativamente a
nistatina livre e lipossomal (Nasti et al., 2005).

Alguns antifungicos azodlicos também foram encapsulados em
nanocarreadores e testados em modelos animais. Um estudo realizado por
Gupta et al. (2000b) em coelhos, mostrou que a encapsulagado do fluconazol
em lipossomas aumentou significativamente a meia vida do fluconazol na
cavidade vitrea destes animais. Em outro estudo do mesmo autor, utilizando
modelo de endoftalmite induzida por C. albicans em coelhos, observou-se que
o fluconazol encapsulado em lipossomas apresentou atividade inferior ao
fluconazol livre (Gupta et al., 2000a). Agarwal & Katare (2002) testaram o
miconazol em lipossomas para uso topico e observaram uma retengdo maior
desta formulacdo na pele de camundongos, em comparagdo com O creme
comercial de miconazol. Em estudos in vitro, tanto o miconazol quanto o
cetoconazol encapsulados em lipossomas mostraram menor atividade do que
os respectivos farmacos livres em cultura de C. albicans (De Logu et al., 1997;
De Logu et al., 2000). Chasteigner et al. (1998) testaram a encapsulagdo do
itraconazol em carreadores coloidais como nanoesferas, complexos de
colesterol e lipossomas. Verificaram que a maior eficiéncia de encapsulacéao foi
observada em nanoesferas, sendo que 40% do farmaco ficam retidos na matriz
e 60% associados a superficie.

As nanocapsulas foram os vetores utilizados na realizagdo do presente
estudo ja que o coeficiente de particdo (log p octanol/PBS = 1,0) (Clarke’s

Analysis of Drugs and Poisons, 2006) do fluconazol, favorece a solubilizagao
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do farmaco no nucleo oleoso da nanocapsula. Além disso, ndo ha relatos
descritos na literatura referentes a estudos com fluconazol encapsulado neste

tipo de nanocarreador.

2.4 NANOCAPSULAS

As nanocapsulas sao sistemas carreadores coloidais compostos de um
nucleo oleoso envolto por uma membrana polimérica (Couvreur et al., 2002).
Os polimeros podem ser de diferentes origens: naturais, semissintéticos ou
mais comumente, sintéticos. Eles devem ser estaveis, ter baixa toxicidade e
capacidade de degradagdo no organismo, no caso de administragdo
intravenosa. A parede polimérica permite que as nanocapsulas sejam mais
estaveis que as nanoemulsdes (Legrand et al., 1999; Mosqueira et al., 2001a).
Os critérios de selegcao dos 6leos sdao a auséncia de toxicidade, auséncia de
degradacgédo do polimero e capacidade de dissolver o farmaco em questéo.
Para a preparacdo das nanocapsulas podem ser utilizados tensoativos
lipofilicos e hidrofilicos. Geralmente o tensoativo lipofilico € uma lecitina natural
de conteudo relativamente baixo de fosfatidilcolina, enquanto que o tensoativo
hidrofilico é sintético podendo ser anibnico (lauril sulfato), catidnico (quaternario
de ambnio) ou mais comumente, nao ibnico (polioxietileno-
polioxipropilenoglicol).

Consideradas vetores de segunda geragao, as NCs possibilitam a aplicagao
sistémica de inje¢des intravenosas in bolus, sem diluicao prévia, direcionando o
farmaco de forma passiva para células definidas do organismo. Podem ser
classificadas como convencionais ou furtivas. As NCs convencionais
concentram os farmacos encapsulados nos 6rgéos e células do sistema
fagocitico mononuclear (Juliano, 1988). Por outro lado, as NCs furtivas
representam um tipo especial de particulas com cadeias de polietilenoglicol
(PEG) ligadas covalentemente a superficie. Esta modificagdo permite que as
particulas quando injetadas por via intravenosa, escapem do reconhecimento e
da captura rapida pelas células do SFM (Gref et al., 1994), devido a
estabilizacado estérica proporcionada pelas cadeias de PEG. Assim, ocorre o
prolongamento do tempo de circulagdo sanguinea, liberando lentamente, no

compartimento plasmatico, os principios ativos encapsulados (Mosqueira et al.,
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1999). As NCs, em especial as furtivas, sdo potencialmente capazes de
restringir a captagao de farmacos por certos tecidos ou 6rgaos, preservando-os
da toxicidade do farmaco.

Segundo Couvreur et al. (2002), duas tecnologias podem ser utilizadas para
a obtencao das nanocapsulas: a polimerizagao interfacial de monoméros ou a
deposicdo interfacial de polimeros pré-formados, sendo também conhecida
como nanoprecipitagao (Fessi et al., 1989).

As formulacbes do presente estudo foram preparadas pelo método de
nanoprecipitagao, visto que € uma técnica de facil execucao, reprodutivel e
facilmente transponivel para a escala industrial. Esse método é baseado na
precipitacdo e formagao, cineticamente controlada, de vesiculas de tamanho
coloidal constituidas por uma fase oleosa na qual o farmaco encontra-se
disperso e revestidas por uma camada polimérica em um ambiente externo
aquoso. A técnica consiste na mistura de uma fase organica (contendo um
solvente organico, 6leo, tensoativo hidrofébico e o polimero insoluvel no dleo e
na agua) miscivel em uma fase aquosa (contendo agua e tensoativos
hidrofilicos). Apés a mistura da fase organica com a fase aquosa, o polimero
precipita na interface pela reducéo da sua solubilidade na mistura de solventes,
sendo que a difusdo mutua dos solventes fornece uma energia favoravel para a
formagdo de nanogotas de 6leo que servem como nucleo para a precipitagao
do polimero. Observa-se, imediatamente, o surgimento de uma suspensao
leitosa, com elevada opalescéncia, resultado da formacao espontdnea das
nanocapsulas. Em seguida, o solvente é removido sob pressédo reduzida e a

suspensao concentrada através da evaporagao de agua (Fessi et al., 1989).

2.4.1 CARACTERISTICAS FISICO-QUIMICAS DAS NANOCAPSULAS

Em funcdo de sua natureza coloidal, dificuldades técnicas sao
encontradas na caracterizagao fisico-quimica das nanoparticulas. Geralmente,
a avaliagdo fisico quimica envolve: analise morfoldgica, distribuicdo do
tamanho das particulas, determinagao do potencial zeta (¢) e determinagdo do
pH das suspensdes, determinagcdo da concentragdo de farmaco associado as

nanoestruturas, cinética de liberagdo do farmaco e, ainda, a avaliacido da
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estabilidade em fungdo do tempo de armazenamento (Legrand et al., 1999);
Schaffazick et al., 2003).

24.1.1 DISTRIBUICAO DO TAMANHO DAS NANOCAPSULAS

A distribuicdo do tamanho das particulas é uma das caracteristicas
fisico-quimicas mais importantes das suspensdes coloidais porque determina a
tendéncia a sedimentagdo e agregacao das particulas, consequentemente, é
importante para a avaliagao da estabilidade do sistema (Magenheim & Benita,
1991).

Geralmente, o didametro das NCs preparadas pela técnica de
nanoprecipitagdo varia entre 100 e 500 nm, sendo influenciado por diversos
fatores tais como: natureza e concentracdo do polimero e do farmaco,
concentracdo de surfactantes, proporcdo entre solvente organico e agua,
concentragdo e natureza do Oleo, além da velocidade de difusdo da fase
organica na aquosa (Legrand et al., 1999; Mosqueira et al., 2000; Shaffazick et
al., 2003).

Os métodos mais comumente utilizados para determinar a distribuicao
de tamanho e o indice de polidispersdo das amostras sdo espectroscopia de
correlagcado de fotons (ECF), microscopia eletrénica de transmisséo (MET) e
microscopia eletrénica de varredura (MEV), sendo que as ultimas permitem
também analisar a morfologia das nanoestruturas (Legrand et al., 1999). As
desvantagens na utilizagdo de MEV ou MET, para a determinacdo de tamanho
médio e indice de polidispersao, € a necessidade de contagem de um grande
numero de particulas para se obter uma estatistica confiavel e, além disso,
modificagdes nas particulas durante a secagem e na producao de contraste
podem alterar as medidas de tamanho. A ECF apresenta a vantagem de
fornecer medidas rapidas e acuradas, sendo assim, o0 método mais indicado
para as medidas de tamanho. Recentemente, a microscopia de forca atdmica
(MFA) também vem sendo utilizada para a avaliagdo do tamanho e estudo da
morfologia das nanoparticulas.

No presente estudo, as técnicas utilizadas para avaliar a distribuicao de
tamanho foram a ECF e a MFA. A ECF, também chamada de espalhamento

dinamico de luz, baseia-se na analise do movimento browniano das particulas,
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ou seja, na capacidade de deslocamento constante das particulas presentes
num determinado sistema fazendo com que a intensidade da luz espalhada por
elas forme um padrdao de movimento. Particulas grandes movem-se mais
lentamente que as pequenas de forma que a taxa de flutuacdo da luz
espalhada por elas também é mais lenta. Utiliza-se a medida dessas flutuagdes
da luz para determinar a distribuicdo do tamanho das particulas. A MFA
permite a visualizagdo das particulas tridimensionalmente, possibilitando a
avaliagdo do didmetro e também de outros parametros como altura, morfologia

e organizagao estrutural das nanoparticulas.

24.1.2 POTENCIAL ZETA ({) DAS NANOCAPSULAS

O potencial ¢ pode ser definido como o potencial de superficie das
particulas, o qual é influenciado por mudancas na interface com o meio
externo, decorrente da dissociacdo de grupos funcionais presentes na
superficie ou da adsorcdo de espécies idnicas do meio de dispersao
(Shaffazick et al., 2003). O potencial zeta geralmente é determinado por
medidas de mobilidade eletroforética que correspondem a velocidade das
particulas em suspensdo, quando submetidas a um campo elétrico. Quanto
maior a carga superficial, maior sera a velocidade com que as particulas
deslocam em direcao aos eletrodos de carga oposta, sendo esta velocidade
medida através da técnica de espalhamento de luz. A superficie que separa a
camada de cargas da superficie da particula da camada difusa em torno dela é
chamada de superficie “shear” ou “slip”. O potencial eletrostatico nessa

superficie é chamado de potencial zeta (Figura 3).

Danielle Nogueira de Assis



20

Suparfiziada particula
Camada de "Starn"

© EBuperfizia"shear"

Camada difuza

Camada da "Stern"

potenzial

¥s

diztancia

FIGURA 3 - Representagdo esquematica de uma particula de superficie positiva com
uma camada de ions negativos adsorvidos na camada de “Stern”. Sdo apresentados o
potencial de superficie ¥, e o potencial na camada de “Stern” ¥, Na camada “Shear”
esta localizado o potencial zeta ¢.

Adaptada de: www.bic.com/whatiszetapotential.htmi

As lecitinas, o poloxamer e os polimeros sao os principais componentes
que podem afetar o potencial { das nanocapsulas, por estarem envolvidos na
formagao da capsula ou adsorvidos a ela. Especialmente os poliésteres, como
o PLA e as lecitinas favorecem um potencial negativo a interface; o poloxamer,
um surfactante nao-iénico, tende a reduzir, em valor absoluto, o potencial
(Legrand et al., 1999; Schaffazick et al., 2003). NCs ligadas a cadeias de PEG
de densidade maior, principalmente na presenga de baixo conteudo de
lecitinas, também apresentam diminui¢do do potencial ¢ (Mosqueira et al.,
2001a; Mosqueira et al., 2001b).

Legrand et al. (1999) afirmam que as formulagdes constituidas por

particulas com altos valores absolutos de potencial ¢ (acima de 30 mV)
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apresentam maior estabilidade, visto que grandes forgas repulsivas tendem a
evitar a agregacao entre as particulas. As caracteristicas de superficie também
podem influenciar a resposta biolégica do farmaco associado, sendo que as
particulas convencionais administradas intravenosamente sao rapidamente
capturadas pelas células do SFM quando o tamanho e a carga superficial sdo
aumentados (Juliano, 1988), dificultando a chegada do farmaco ao sitio de
acao.

Alteragbes do potencial { permitem elucidar mecanismos de associagao
farmaco-vetor, avaliando-se, por exemplo, se o farmaco esta encapsulado ou
adsorvido na superficie da particula. Além disso, grandes alteragcbes no
potencial { de NCs convencionais, apos incubagcdo com plasma, indicam a
adsorcdo de proteinas a superficie das nanoparticulas, sendo este efeito
reduzido com as NCs furtivas, devido a presenca de PEG na superficie que
inibe a ligacao das proteinas do plasma as NCs (Mosqueira et al., 2001b).
Calvo et al. (1996) observaram os efeitos da composicdo de diferentes
carreadores nanoestruturados sobre os valores do potencial zeta e verificaram
que a fase oleosa das nanocapsulas e nanoemulsdées conferiu um potencial
mais negativo (( = -41,94 mV e ( = -42,32, respectivamente) quando
comparado as nanoesferas (¢ = -16,33 mV). Tendo em vista a semelhanga do
potencial de nanocapsulas e nanoemulsdes, os autores sugeriram que a
camada polimérica ao redor da goticula de 6leo seria um filme delgado. Por
outro lado, Mosqueira et al. (2000) nao observaram alteragao do potencial { em
funcdo da natureza do nucleo oleoso (triglicerideo dos acidos caprico e
caprilico, succinato de diglicerila dos acidos caprico e caprilico,
dicaprilato/dicaprato de propilenoglicol, oleato de etila, 6leo mineral, dodecano,
Oleo de soja) utilizado para a preparagao de nanocapsulas de PLA, concluindo

que o Oleo deveria estar completamente encapsulado pelo polimero.
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2.4.13 AVALIACAO MORFOLOGICA

A microscopia de forga atbmica apresenta numerosas vantagens em
relacdo as microscopias eletrébnicas de varredura (MEV) ou de transmisséao
(MET) para a caracterizagao de nanoparticulas. As imagens obtidas pela MFA
sao representadas em trés dimensodes, sendo possivel realizar medidas com
alta resolugdo, em escala nanométrica e ainda resolver detalhes de superficie
em nivel atébmico (Neves et al., 1998) Com a utilizagdo da MET ou da MEV, as
imagens sado apenas bidimensionais. Além disso, o tempo gasto entre a
preparacdo da amostra, aquisicdo da imagem e analise da imagem, ¢
consideravelmente menor na MFA, sendo esta considerada uma técnica de
operagao relativamente simples. Diante dessas vantagens, a MFA tem sido
muito empregada para caracterizar a morfologia de nanoparticulas,
principalmente de lipossomas (Jass, et al., 2000, Palmer et al., 2003; Quist et
al., 2005) e nanoesferas (Feng et al., 2001; Ravi Kumar et al., 2004). A
associacao das técnicas de microscopia a criofatura tem fornecido informacdes
uteis sobre a estrutura das NCs (Shaffazick et al, 2003), inclusive a
determinagcdo da espessura da parede destes nanocarreadores. Estudo
realizado por Rube et al. (2005) mostrou que a espessura da parede polimérica
de NCs de PLA mede cerca de 9,8 nm, sendo esta medida realizada pela
técnica de espalhamento de néutrons a baixo angulo.

No presente trabalho, avaliou-se a morfologia das NCs pela técnica de
MFA, na qual uma sonda mecanica percorre a superficie de uma amostra,
interagindo com a mesma e fornecendo imagens tridimensionais, a partir das
quais se podem extrair diversas informagdes tais como organizagao estrutural,
distribuicdo de tamanho, dentre outras. A medida que uma sonda
extremamente fina (~100 A de didmetro), montada sob a extremidade de uma
alavanca, aproxima-se da superficie de uma determinada amostra, surgem
forcas de interacdo sonda-amostra as quais fazem a alavanca defletir. Essa
deflexdo é detectada por um sistema laser-fotodetector e todo o sistema
monitorado digitalmente, convertendo os dados em um mapa topografico da
superficie da amostra (Neves et al., 1998).

As forcas de interagao sonda-amostra podem ser atrativas ou repulsivas,

dependendo da distancia sonda-amostra. A longas distancias (d > 1um), esta
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interacdo praticamente ndo existe. A medida que a sonda aproxima-se da
amostra (d < 50nm), forgas atrativas passam a atuar (tipicamente forgas de Van
der Waals) e aumentam até que a separagédo seja da ordem da separagéo
inter-atbmica (d = 0,5 nm). Nesse ponto, surgem forgas eletrostaticas
repulsivas sugerindo contato fisico entre a sonda e a superficie da amostra
(Neves et al., 1998). A interacdo real entre a sonda e amostra tem carater mais
complexo; porém, as caracteristicas basicas da interagdo sdo as mesmas:
atracdo a longa distancia e repulsdo em distadncias menores, conforme

proposto por Lennard-Jones (Jean et al., 1999).

(@) (b)
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FIGURA 4 - (a) Desenho esquematico do principio de funcionamento da técnica da
MFA. O fotodetetor monitora a deflexdo da alavanca durante a varredura através da
mudancga na reflexdo de um feixe de laser incidente; (b) Curva esquematica mostrando
a dependéncia da forgca de interacdo sonda-amostra em fungdo da separacao entre
elas.

Baseando nestas forgas interativas, podem-se definir alguns modos de
operagao na técnica de MFA. S&o eles: 1) contato, onde a interagao por forgas
repulsivas permite obter imagens com alta resolugéo, a nivel atbmico. Neste
modo, o atrito sonda-amostra pode danificar a superficie, produzindo imagem
distorcida; 2) nao contato que apresenta a vantagem de nao danificar a
amostra, porém a resolucdo é limitada; 3) contato intermitente, com regime
alternando em atrativo e repulsivo; reune vantagens dos dois modos,
conseguindo altas resolugdes sem deformagcdo da amostra, ja que a
movimentacéao é feita com a sonda no ar (Neves et al., 1998).

Portanto, a MFA apresenta numerosas vantagens que permitem a sua

ampla aplicacdo, como por exemplo, a obtencdo de informacdes quantitativas
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nas trés dimensdes espaciais, a possibilidade de utilizacdo de amostras
condutoras e/ou isolantes, além da simplicidade de preparo das amostras,
sendo apenas necessario que a superficie que contenha a amostra seja
suficientemente limpa e relativamente plana, como é o caso da mica (Neves et
al., 1998).

24.14 TEOR DE ENCAPSULACAO

A determinacado da quantidade de farmaco associada as nanoparticulas
€ especialmente complexa devido ao tamanho reduzido destas, que dificulta a
separacao da fracdo de farmaco livre da fracado associada. As técnicas mais
utilizadas para a separagao sao a ultracentrifugacéo (Marchal-Heussler et al.,
1990; Alonso et al., 1991; Santos-Magalhaes et al., 2000) e a ultrafiltracdo-
centrifugacao (Losa et al., 1993; Guterres et al., 1995; Shaffazick et al., 2002),
sendo a ultima utilizada no presente estudo. Esta técnica emprega uma
membrana (10kDa) para separar parte da fase aquosa dispersante da
suspensdo coloidal. A concentracdo do farmaco livre é determinada no
ultrafiltrado e a fracao de farmaco associada as nanoparticulas é calculada pela
subtracdo das concentragdes total e livre (Shaffazick et al., 2003).

Diversos fatores sao capazes de influenciar a quantidade de farmaco
associada aos sistemas nanoestruturados, dentre os quais se destacam as
caracteristicas fisico-quimicas do farmaco, o pH do meio, as caracteristicas de
superficie das particulas ou a natureza do polimero, a quantidade de farmaco
adicionada a formulagéo, a natureza do 6leo utilizado (no caso das NCs) e o
tipo de tensoativo adsorvido a superficie polimérica (Shaffazick et al., 2003).

Nas nanocapsulas, as quais foram desenvolvidas para aumentar a
eficiéncia de associacdo de farmacos lipofilicos, estes deveriam estar
encapsulados pela membrana polimérica, ou seja, dissolvidos no nucleo
oleoso. Entretanto, alguns estudos relatam a possibilidade de adsor¢ao do
farmaco a parede polimérica (Vauthier-Holtzscherer et al., 1991; Allémann et
al., 1993; Legrand et al., 1999; Montasser et al., 2000).
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24.1.5 CINETICA DE LIBERACAO DO FARMACO

Para se conhecer o processo de liberacdo do farmaco do nanocarreador,
experimentos in vitro podem ser realizados em diferentes meios, em condi¢des
sink (isto é, em meio de dissolugdo com concentragdao do farmaco equivalente
a até 10% da concentracdo de saturagdo), conforme a via de administragédo
pretendida (Legrand et al., 1999). Métodos como a difusdo em sacos de dialise
e a separagado baseada na ultracentrifugagao, na filtragdo a baixa presséo ou
na ultrafiltragdo-centrifugacao tém sido utilizados para este fim.

A liberacdo do farmaco de sistemas coloidais € dependente tanto do tipo
de carreador quanto do tipo de mecanismo envolvido na interacdo farmaco-
vetor. Nas NCs, a liberagao do farmaco esta relacionada ao seu coeficiente de
particdo entre o 6leo e 0 meio aquoso externo e ao volume destas duas fases
(Legrand et al., 1999) . Isto significa que a quantidade de farmaco liberado é
diretamente proporcional a diluigdo do carreador e que a liberacdo é
praticamente instantanea quando existem condigdes “sink”, ou seja, quando o
farmaco esta diluido em quantidade de solvente dez vezes maior do que a sua
solubilidade. A difusdo do farmaco através da parede polimérica ndo € um
passo limitante no processo de liberagdo (Losa et al. 1993). Além disso, a
natureza do polimero também parece nao influenciar o perfil de liberagao. Ja,
em alguns casos, a presenga de lecitina na interface pode diminuir a taxa de
liberagao do farmaco de NCs (Legrand et al., 1999).

No caso das NCs, o farmaco, teoricamente dissolvido no nucleo oleoso,
seria liberado desta estrutura vesicular mediante a sua difusdo através da
parede polimérica, geralmente apresentando cinética de ordem zero
(Soppimath et al., 2003). Entretanto, a rapida liberacao inicial dos farmacos
poderia ser atribuida a uma pequena quantidade destes adsorvida a superficie
das particulas (Shaffazick et al., 2003).

2.5 " TECNECIO
Como elemento de numero atdbmico 43, o tecnécio € um metal de

transicao e, portanto, apresenta como caracteristica diferentes estados de

oxidagao (de —1 a +7). Deste modo, é capaz de formar complexos metais-
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doadores que sdao compostos formados pela ligagao entre o metal deficiente de
elétrons com atomos ou grupos funcionais (aminas, amidas, tiois, fosfinas,
oximas e isonitrilas) capazes de doar pares de elétrons (Araujo, 1998). O amplo
uso deste marcador é resultado da alta disponibilidade, baixo custo e, ainda,
por apresentar caracteristicas nucleares e fisicas extremamente favoraveis:
emissdo gama de baixa energia (140 keV) e meia-vida curta (6 horas),
oferecendo um baixo risco de exposi¢cao a radiagao.

No meio aquoso, o *Mecnécio € quimicamente estavel, na forma de
pertecnetato, **™TcO,. Quando injetado no organismo, o pertecnetato é
captado pela glandula tiredide devido a sua similaridade com o iodeto, em
relacdo ao seu raio atdbmico e a carga negativa. Para alcangar outros sitios no
organismo, o *"Tc precisa ligar-se a um carreador, usualmente um agente
quelante. Para isso, é necessario que o *MTc seja reduzido, tornando-se capaz
de se ligar a grupos ou atomos doadores de elétrons, sendo que a estabilidade
do complexo aumenta com o aumento do nimero de ligagdes com o *™Tc.
Muitos agentes quelantes complexam-se com o ®MTc e tém afinidade por
certos tecidos, sendo assim, muito utilizados para imagens cintilograficas
(Hjelstuen, 1995). Na auséncia de ligantes, o ®™Tc reduzido apresenta-se na
forma de gngcoz, um coldide que se injetado no organismo & captado pelas
células do SMF.

Diante das vantagens descritas, 0 **"Tc foi o radiotracador escolhido

para a marcacao do fluconazol e realizagao dos estudos de biodistribuicao.
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3. JUSTIFICATIVA DO TRABALHO

Os nanocarreadores sao potencialmente capazes de se concentrarem
em focos infecciosos e/ou inflamatérios devido ao aumento da permeabilidade
vascular que permite que particulas de 10 a 500 nm possam extravasar e
acumular-se no espaco interticial (Torchilin, 2000). Além disto, os carreadores
coloidais nanoparticulados sao capazes de alterar o perfil de biodistribuicdo de
farmacos, reduzindo a toxicidade e também a dose eficaz destes. Sabe-se pela
literatura que o tratamento das candidiases em pacientes imunocomprometidos
exige, muitas vezes, altas doses ou até mesmo a associagdo de agentes
antifungicos, contribuindo para maior incidéncia de efeitos colaterais. Portanto,
a vetorizagdo do fluconazol por meio de nanocapsulas tem por objetivo a
obtencdo de um perfil farmacocinético mais adequado ao tratamento destes
casos. Para tanto, como primeiro passo, torna-se imprescindivel avaliar a
biodistribuicdo do fluconazol livre e encapsulado em nanocapsulas, em um
modelo de infec¢do por Candida albicans. Neste contexto, o emprego de
farmacos radiomarcados tem sido largamente utilizado para estudos de
biodistribuicdo. Assim, este trabalho teve como proposta investigar a
biodistribuicao do fluconazol marcado com **™tecnécio, livre e encapsulado em
nanocapsulas convencionais e furtivas. Os resultados deste estudo poderao
ser uteis para avaliar a viabilidade de preparagcdao de novas formulagdes
capazes de otimizar o tratamento de candidiases com fluconazol, contribuindo
para o aumento da eficacia do tratamento e diminuicdo da ocorréncia de efeitos

colaterais.
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1. OBJETIVO GERAL

Avaliar a biodistribuicdo do **™Tc-fluconazol, livie e encapsulado em
nanocapsulas convencionais e furtivas, em um modelo experimental de

infeccao por Candida albicans em camundongos imunossuprimidos.

2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Marcar o fluconazol com *™tecnécio;

- Purificar o **™Tc-fluconazol;

- Determinar o rendimento de marcacéo do fluconazol com *™tecnécio;

- Determinar o perfil cromatografico do *™Tc-fluconazol em gel sephadex
G -150;

- Avaliar a estabilidade do fluconazol marcado com *™tecnécio;

- Preparar as nanocapsulas convencionais e furtivas contendo %™ Tc-
fluconazol;

- Determinar o teor de encapsulagao do ™ Tc-fluconazol;

- Caracterizar as nanocapsulas convencionais e furtivas por espectroscopia
de correlagao de fétons (ECF);

- Caracterizar as nanocapsulas convencionais e furtivas por microscopia de
forga atdmica (MFA);

- Avaliar a liberacdo in vitro do ®™Tc-fluconazol das nanocapsulas
convencionais e furtivas;

- Avaliar e comparar a biodistribuicdo do %*™Tc-fluconazol, livre e
encapsulado em nanocapsulas convencionais e furtivas, em camundongos

previamente imunossuprimidos e infectados com Candida albicans.
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1. MATERIAL

No presente trabalho, foram utilizados os seguintes farmacos e
reagentes: fluconazol (Galena, india), cloreto estanoso diidratado, boridreto de
sédio e pirofosfato de sodio (Sigma, EUA), ®™Tc (na forma de pertecnetato)
obtido de um gerador de **Mo (IPEN, Brasil), fosfolipide de soja (Epikuron
170®) (lecitina com fosfatidilcolina ~70%) (Lucas Meyer, Franca), Miglyol 810 N
(triglicéride caprico/caprilico) (Hulls, Alemanha), acido poli (D, L - lactico) PM
75.000 Da e poloxamer 188 PM 8500 KDa (Synperonic F68°) (Aldrich, EUA),
PLA-PEG (PM 49.000 Da e 20% de PEG 5.000 Da) (Alkermes, EUA), xilasina
(Dopaser®) (Calier, Espanha), ketamina (Dopalen®) (Sespo, Brasil), agar
sabouraud dextrosado (Biobras, Brasil)) EDTA (New Quimica, Brasil),
glutaraldeido 25% (All Chemistry, Brasil), acetona, metanol, cloreto de sddio,
acido acético, hidroxido de sodio, metiletilcetona (Synth, Brasil). Todos os
solventes utilizados foram de grau analitico e a agua foi purificada por
destilagdo. Foram também utilizados os seguintes materiais: sephadex G150
(Pharmacia, Suécia), colunas Maxi Clean (Alltech Associates, EUA),
membranas de celulose regenerada Microcon® 10.000 Da e membranas

durapore Ultrafree-CL® 0,1um (Millipore, EUA).

2. EQUIPAMENTOS

Contador gama ANSR (ABBOT, EUA), calibrador de dose (CAPINTEC,
EUA), Zetasizer 3000Hs (Malvern Instruments, Inglaterra), irradadiador gama
Gamacell 220 (AECL, Canada), microscopio de AMF Dimension 3000 (Digital
Instruments, USA), rotavapor (Fisatom, Brasil), espectofotdmetro UV-160 A

(Shimadzu, Japao).

3. ANIMAIS

Foram utilizados camundongos machos, da linhagem Swiss, pesando de
20 a 25 g, provenientes do Biotério da Faculdade de Farmacia da UFMG.

Todos o0s procedimentos relativos a manutencdo dos animais e a
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experimentacdo foram aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacéo
Animal (CETEA).

4. MICRORGANISMO

Utilizou-se cepa de Candida albicans ATCC 10231, gentilmente
fornecida pelo laboratério de Controle de Qualidade de Medicamentos e

Cosmeéticos da Faculdade de Farmacia da UFMG.

5. METODOS

5.1 MARCACAO DO FLUCONAZOL COM *™TECNECIO

O processo de marcagao e purificagao do fluconazol, apds a marcacao
com *MT¢, foi realizado de acordo com método descrito por Lupetti (2002), com
algumas modificagbes. Para uma aliquota de 50 puL de uma solugéo de
fluconazol 2 mg/mL foram adicionados 4 uL de uma solugdo contendo cloreto
estanoso (2 mg/mL) e pirofosfato de sodio (2 mg/mL), sendo esta solugao
preparada em HCL 0,25N. A esta preparagao foram adicionados 4 uL de uma
solucdo de boridreto de sédio (10 mg/mL, NaOH 0,1N). Em seguida, foi
adicionado 0,1 mL de pertecnetato de sodio (NaTcO4') contendo uma atividade
de 74 MBq. A mistura foi agitada a temperatura ambiente por 120 min e entéo,

foi diluida com acido acético 0,01 mol/L, para um volume final de 1 mL.
5.2 PURIFICACAO DO *™T¢-FLUCONAZOL

Ap6s a marcacdo, 1 mL do *"Tc-fluconazol foi injetado em uma coluna
Maxi Clean C18 (Millipore, EUA) pré ativada com 2 mL de metanol e 20 mL de
acido aceético 0,01 mol/L. Este procedimento teve como finalidade retirar todo o
9MTcO, formado durante o processo de marcagdo. A coluna foi entéo lavada
com 20 mL de &cido acético 0,01 mol/L para retirar o **"Tc que no se ligou ao
farmaco (**"TcOy). Posteriormente, o ®™Tc-fluconazol foi eluido com 2 mL de
metanol. O metanol foi eliminado por ejecdo de ar quente e o 9MT¢-fluconazol

foi ressuspendido em 1 mL de acido acético 0,01 mol/L. Este procedimento foi
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repetido por mais duas vezes. Finalmente, o *™Tc-fluconazol purificado foi
ressuspendido em NaCl (0,9%) para a avaliagdo do rendimento de marcagéao e
para os estudos de biodistribuicdo do farmaco livre. Para os estudos de
encapsulacdo, o ®™Tc-fluconazol purificado foi ressuspendido em uma mistura

de metanol:acetona (1:3).

53 DETERMINACAO DO RENDIMENTO DE MARCACAO DO
M1 . FLUCONAZOL

O rendimento de marcacdo do fluconazol foi determinado por
cromatografia de camada delgada em silica gel 60, usando-se metiletilcetona
como eluente. Uma aliquota de 5 uL da amostra foi aplicada em uma tira de
silica gel 60 (1 x 10 cm) e posteriormente eluida com metiletilcetona. Apds a
eluicdo, a tira foi subdividida em segmentos de um centimetro, determinando-
se a radioatividade de cada segmento. O *™Tc-fluconazol permanece no ponto
de aplicagdo da amostra (Rf = 0) enquanto que o (**"TcO4’) migra através da
fita de cromatografia (Rf = 1.0). Esta observagao foi realizada ap6s uma corrida
cromatografica do farmaco e do tecnécio livre, separadamente, em
metiletilcetona. Fez-se a revelagdo do fluconazol em atmosfera de iodo e
incidéncia de luz ultravioleta e a detec¢cado do tecnécio livre através da medida
de radioatividade. Desta forma, o rendimento de marcagéo foi calculado pela

seguinte equacao:

% marcacao do fluconazol = cpm parte inferior x 100

2 cpm (parte inferior + superior)

* cpm = contagem por minuto

54 DETERMINACAO DO PERFIL DO *™Tc¢-FLUCONAZOL POR
CROMATOGRAFIA DE PERMEACAO EM GEL SEPHADEX G-150

O perfil do fluconazol radiomarcado foi determinado por cromatografia de
filtracdo em gel, em coluna de gel sephadex G-150 (20 x 0,6 cm). Para a

realizacdo desta técnica, 2 mL do farmaco radiomarcado foram injetados na
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coluna, pré lavada com 20 mL de tampao fosfato (pH 7,3) que foi utilizado
como fase movel. Em seguida, 15 fragbes de 1 mL foram recolhidas para a
contagem da radioatividade. O mesmo procedimento foi realizado com uma
solugdo contendo 2 mg/mL de fluconazol ndo marcado, sendo as fragdes
colhidas analisadas através de medidas de absorbancia a 220 nm em
espectrofotometro UV-160 A (Shimadzu, Jap&o). Os perfis cromatograficos

obtidos para o fluconazol marcado e ndo marcado foram comparados.
5.5 ESTUDO DE ESTABILIDADE DO *™Tc-FLUCONAZOL

Para avaliar a estabilidade da ligagdo do **™Tc com o fluconazol, 500 pL
do farmaco radiomarcado foram incubados com 500 pL de plasma humano, em
banho maria a 37°C. Nos tempos de 15, 30, 60, 90, 120, 360 e 1440 minutos
ap6s a incubagdo, determinou-se o percentual de **"TcO, liberado na
amostra, utilizando cromatografia de camada delgada, como descrito

anteriormente. Neste estudo, os testes foram analisados em quadruplicatas.

5.6 PREPARACAO E CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DAS
NANOCAPSULAS

5.6.1 PREPARACAO DAS NANOCAPSULAS

A preparacao das nanocapsulas foi realizada pelo método de deposicao
interfacial de um polimero pré-formado, método também conhecido como
nanoprecipitagdo, descrito por Fessi et al. (1989). Para o preparo das NCs
convencionais, foram dissolvidos 12 mg de polimero PLA em 2 mL de uma
mistura metanol : acetona (1:3) contendo 0,75% p/v de lecitina de soja
(Epikuron ®) e 2,5% p/v de Miglyol 810 N. Esta preparacao foi agitada com o
auxilio de um agitador magnético e aquecimento até 40°C. Em seguida, a
solugdo organica foi vertida em uma solugédo externa aquosa (4 mL) contendo
0,75% plv de Poloxamer 188 (Synperonic F68%), mantendo a mesma agitagéo
por 10 minutos, a fim de promover a formacdo das nanocapsulas.
Posteriormente, esta suspensdo foi levada ao rotavapor, mantendo-se a
temperatura do banho em torno de 50°C para evaporagdo do solvente a

pressao reduzida, até um volume final de 2 mL. Para a preparacdo das
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nanocapsulas furtivas foram seguidas as mesmas etapas, diferindo-se somente
no polimero utilizado que foi o copolimero PLA-PEG e na fase aquosa nao se
adicionou o tensoativo (poloxamer). Além disso, a temperatura do banho no
rotavapor nao ultrapassou 40°C. As formulagdes de NCs convencionais e
furtivas contendo o farmaco foram preparadas nas mesmas condigdes
descritas acima, sendo o *™Tc-fluconazol, obtido apds purificagéo, dissolvido

no solvente organico metanol : acetona (1:3).

Método de precipitagio [
de polimero prés . " &0
formado Meio aguoso oY O

polimero + solvente + ookaner® [ MEARE]
Yy . -~
leciting + Mighyal + -
98mTe-fluconazal
Formacdo das nanocapulas  Evaporagdo do solvente
& o excesso de gua

* componente empregado somente na preparacgéo das NCs convencionais.

FIGURA 5 — Desenho esquematico das etapas da preparagdo das nanocapsulas.

5.6.2 DETERMINACAO DA PORCENTAGEM DE ENCAPSULACAO
DO *™Te-FLUCONAZOL

A porcentagem de encapsulagdo tem como objetivo determinar o teor de
farmaco presente no nucleo oleoso da nanoparticula. O percentual de
encapsulagdo do **™Tc-fluconazol foi determinado em NCs convencionais e
furtivas, pelo método de ultrafiltragao/centrifugagdo em membranas Microcon®
de 10.000 Da (Millipore, EUA). Em cada membrana, foram adicionados 200 uL
da formulagao e, posteriormente, foram centrifugados por 15 minutos a 1800 x
g. A radioatividade do ultrafiltrado e do retentato foi determinada em um
contador de radiagdo gama, sendo a radioatividade do filtrado corrigida pelo
volume total de fase externa presente na formulagdo (95,5% para as NCs
convencionais e 96,3% para as NCs furtivas). O percentual de encapsulagéo
do farmaco foi determinado segundo a seguinte férmula:

% encapsulagao = (radioatividade da membrana) x 100

[radioatividade (ultrafiltrado + membrana)]
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NCs *°"Tc-
fluconazol 9mTc-fluconazol
% Cemtagem da
_— radicativid ade
Cenmfiizacio, 15 nun, 1,5
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FIGURA 6 - Representacdo esquematica da metodologia para separagcdo do *"Tc-
fluconazol encapsulado nas NCs do *"Tc-fluconazol ndo encapsulado e determinagédo
do teor de encapsulagéo.

Este método foi utilizado para separar as NCs contendo o *™Tc-
fluconazol do farmaco livre. As NCs-*"Tc-fluconazol foram ressuspendidas em
NaCl 0,9% e utilizadas no estudo de liberacdo do farmaco e nos estudos de

biodistribuigc&o.

5.6.3 CARACTERIZACAO DAS  NANOCAPSULAS POR
ESPECTROSCOPIA DE CORRELACAO DE FOTONS

A analise do tamanho das particulas, o indice de polidispersao das
amostras e o potencial zeta foram determinados por espectroscopia de
correlagdo de fotons, utilizando um equipamento Zetasizer 3000 HS (Malvern
Instruments, Inglaterra).

Para a realizagcdo das medidas, 20 yL das amostras foram diluidos em
20 mL de NaCl 1mM com o objetivo de se obter suspensdes com
condutividades constantes (1,2 + 0,2 mS/cm?) e resultados comparativos em
relacdo as modificagcdes de potencial introduzidas pelo farmaco encapsulado.
As medidas foram efetuadas a temperatura ambiente, utilizando-se um angulo
de incidéncia do laser em relacdo a amostra de 90°. As medidas de tamanho e
potencial zeta foram realizadas na mesma amostra. As analises foram feitas

em diferentes formulagdes, a saber, NCs convencionais e furtivas vazias, NCs
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convencionais e furtivas contendo fluconazol radiomarcado e NCs
convencionais e furtivas contendo fluconazol ndo marcado (preparadas com
2mg/mL do farmaco na fase oleosa). Os resultados foram expressos como a
média + desvio padrao (n=10).

O indice de polidispersao, calculado pelo equipamento, reflete o perfil de
homogeneidade no tamanho das particulas. Amostras que apresentaram indice

de polidisperséo inferior a 0,3 foram consideradas monodispersas.

564  CARACTERIZACAO DAS  NANOCAPSULAS POR
MICROSCOPIA DE FORCA ATOMICA (MFA)

A analise morfolégica das nanocapsulas foi realizada pela técnica de
microscopia de varredura por sonda mecanica, utilizando a técnica de forca
atbmica.

Para a realizacdo destes experimentos, foram utilizados os
equipamentos Multimode e Dimension 3000, ambos monitorados por
controlador Nanoscope llla (Digital Instruments, EUA), do Centro Tecnoldgico
de Minas Gerais (CETEC-MG). As imagens foram obtidas no modo intermitente
(tapping mode) utilizando sondas de silicio de comprimento de 228 ym, com
uma freqiéncia de ressonancia de 75-98 kHz, for¢ca constante de 29-61 N/m e
raio de curvatura de 5 nm a 10 nm. Aproximadamente 10 yL das amostras
foram depositados em placas de mica, clivadas no momento do uso. A mica foi
utilizada como suporte para as amostras, uma vez que se trata de um mineral
com plano basal e clivagem facil, apresentando superficie atomicamente plana.
A superficie exposta € hidrofilica e apresenta cargas negativas. Apos a
deposigao das amostras na superficie da mica, aguardou-se aproximadamente
3 minutos e a superficie foi seca, utilizando-se jato de argbnio. Testou-se
também a fixacdo das amostras através da deposicdo de uma gota (= 10 L)
de glutaraldeido 25% sobre a superficie da mica, previamente a aplicagdo da
amostra. Apés homogeneizagao da mistura, secou-se a superficie com jato de
argbnio. As amostras foram posicionadas e efetuou-se a varredura com
velocidade de 1 Hz e resolugao de 512 x 512 pixels. A analise das amostras foi

realizada pelo programa de analise do sistema (Section Analysis). Os
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resultados foram apresentados como a média + desvio padrao de

aproximadamente 40 particulas analisadas.
5.6.5 ESTUDO DE LIBERACAO DO *™Tc-FLUCONAZOL

A cinética de liberagdo do **"Tc-fluconazol foi avaliada pelo método de
ultrafiltragcao/centrifugacéo, em dois meios diferentes: plasma de camundongo
a 70% em solucédo salina e NaCl 0,9%. Uma aliquota de 500 pL de cada meio
foi incubada, em banho maria a 37°C, com 125 uL da suspensido de NCs-
9MTc-fluconazol (separadas anteriormente do farmaco ndo encapsulado, pelo
método de ultrafiltragdo/centrifugacdo em membrana de 10.000 Da). Apds os
tempos de 15, 60, 120 e 240 minutos, 400 pL de cada amostra foram
transferidos para unidade Ultrafree® de 0,1 pm (Millipore, EUA) e centrifugados
a 1800 x g durante 10 minutos. Determinou-se, entdo, a radioatividade de 100
ML do ultrafiltrado em um contador de radiagdo gama. Utilizou-se um padrao de
dose para a determinacdo da radioatividade total (100%), sendo este
equivalente a radioatividade de 100 uL de cada amostra, determinada em cada
tempo selecionado. Desta forma, €& possivel eliminar a interferéncia do
decaimento radioativo.

Portanto, a porcentagem de liberacdo do 9MTc-fluconazol foi

determinada conforme a férmula abaixo:

% liberagao do farmaco = radioatividade do ultrafiltrado x 100

radioatividade do padrao de dose
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5.7 IMUNOSSUPRESSAO DOS ANIMAIS

Os animais foram irradiados com radiacdo gama no Centro de
Desenvolvimento de Tecnologia Nuclear (CDTN), com o objetivo de indugao do
processo de imunossupressdao. Este procedimento foi realizado no
equipamento Gamacell 220 (Atomic Energy of Canada Limited, Canada), cuja
fonte de radiacdo gama é o Co®°. Os animais receberam uma dose de 6 Gray,
durante aproximadamente 25 minutos. Apds 24 horas deste procedimento, os
animais foram anestesiados com uma solucdo de ketamina e xilasina
(40 mg/Kg e 8mg/Kg, respectivamente) e ketamina (. Em seguida, para avaliar
o efeito da radiacdo na contagem global dos leucdcitos, retirou-se 1 mL de
sangue dos camundongos para a realizagdo do leucograma. O sangue foi
coletado em tubos com EDTA (1,8mg/mL de sangue). O material foi
encaminhado para o Laboratério de Analises Clinicas da Faculdade de
Farmacia, onde foi realizado o leucograma das amostras. Para efeito
comparativo, o mesmo procedimento foi realizado com camundongos nao
irradiados. Os resultados foram expressos como a média + desvio padrao das

contagens globais de leucécitos (n=8).
5.8 INFECCAO DOS ANIMAIS
5.8.1 CULTIVO DA Candida albicans

A cepa de Candida albicans ATCC 10231 foi cultivada em agar
sabouraud dextrosado (SDA) inclinado. Duas culturas foram preparadas,
sendo uma cultura estoque (“mae”), repicada a cada 30 dias e uma cultura para
uso (“filha”). Para o crescimento do fungo, o meio foi incubado a 37°C por 24
horas e, posteriormente, as culturas foram armazenadas na temperatura de 2 a
8°C. A partir da cultura “filha” preparou-se duas suspensdes do fungo em 10
mL de salina estéril, nas concentracdes de 10° UFC/mL e 10® UFC/mL, para

serem inoculadas nos animais.
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5.8.2 DESENVOLVIMENTO DO FOCO INFECCIOSO POR Candida
albicans

Os camundongos foram infectados com Candida albicans, 24 horas
apos a irradiagao dos animais. O procedimento adotado para a indugéo do foco
baseou-se no trabalho descrito por Ruiz-Cabello ef al. (1999). Uma aliquota de
100 pL de cada suspenséao foi injetada no musculo da coxa direita dos animais,
previamente anestesiados. Com a proposta de confirmar as concentracdes
injetadas nos animais, aliquotas contendo o mesmo volume (100uL) foram
submetidas a dilui¢des seriadas, conforme descrito a seguir.

De cada suspensao recém-preparada foi retirado 0,1 mL e adicionado a
9,9 mL de salina estéril. Foram preparadas diluicbes seriadas (1/100) das
suspensdes testadas, sendo inoculado 1 mL das diluicdes de 10%, 10° e 10*
em placas de petri contendo SDA, em duplicatas. As placas foram incubadas a
37°C por 24 horas e realizou-se a contagem das colénias, multiplicando-se o

valor encontrado pelo fator da diluicao.

5.9 AVALIACAO DA INFLUENCIA DA CONCENTRACAO DE Candida
albicans NO DESENVOLVIMENTO DO FOCO INFECCIOSO

5.9.1 ANALISE HISTOLOGICA

Com o objetivo de avaliar o estagio de desenvolvimento do foco
infeccioso induzido pelas diferentes concentracdes de C. albicans (106 e 108
UFC/mL), foi realizado o estudo histolégico do tecido muscular da coxa dos
animais. Apos 24 horas da infecgdo com 100 L da suspensao de 10° UFC/mL,
os animais foram sacrificados em cédmara de CO; e retirou-se a coxa infectada
e a contralateral (controle). O mesmo procedimento foi realizado apos 48 horas
da infecgdo com 100 pL da suspensdo de 10° UFC/mL. Apds a remogéo dos
pélos das coxas, foram feitos cortes delgados do tecido muscular,
longitudinalmente. Este material foi armazenado em éter etilico e encaminhado
para a Faculdade de Medicina da UFMG, onde foi feita a analise histoldgica.
Para garantir a reprodutibilidade das analises, foram avaliados no minimo

quatro animais de cada grupo.
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5.9.2 ESTUDO DE CAPTACAO DO *™T¢-FLUCONAZOL PELO FOCO
INFECCIOSO

A captacdo do *™Tc-fluconazol pelo foco infeccioso por C. albicans foi
também um indicador utilizado para avaliar o estagio de desenvolvimento da
infecgdo. Este estudo foi realizado 24 e 48 horas apds a infec¢do dos animais
com 100 pL das suspensdes 10° e 10® UFC/mL, respectivamente. Foi injetado
100 uL (37 MBq) do farmaco radiomarcado purificado na veia da cauda dos
camundongos e apos os tempos de 15, 30, 60, 90, 120 e 240 minutos, os
animais foram anestesiados e sacrificados. As coxas, infectada e controle,
foram retiradas e pesadas para a contagem da radioatividade em um contador
de radiagdo gama. A radioatividade presente em cada coxa foi expressa como
porcentagem da dose injetada por grama de tecido (%DI/g). Para o célculo do
percentual de radioatividade presente em cada coxa utilizou-se um padrao de
dose do %MTc-fluconazol. Este padrdo continha a mesma dose de
radioatividade administrada nos animais. O calculo do percentual de dose foi

determinado de acordo com a seguinte equacgao:

%Dl/g = cpm coxa (cpm/g) x 100
cpm padrao

» cpm = contagem por minuto.

Os resultados foram expressos como a média + desvio padrdo dos valores de
%Dl/g obtidos para cada tempo estudado, sendo utilizados para este estudo

quatro animais por tempo.
5.10 ESTUDOS DE BIODISTRIBUICAO

Os estudos de Dbiodistribuicao foram realizados em animais
imunossuprimidos, infectados com 10® UFC/mL de C. albicans no musculo da
coxa direita, 48 horas antes do experimento. Para estes estudos foram
utilizadas trés formulacdes distintas: *°™Tc-fluconazol, NCs convencionais

contendo **"Tc-fluconazol e NCs furtivas contendo **"Tc-fluconazol. O objetivo
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destes experimentos foi avaliar comparativamente o perfil farmacocinético das
formulagdes e a capacidade de captacao pelo foco infeccioso.

No primeiro grupo de animais, foi injetado 100 pL (37MBq) do **™Tc-
fluconazol purificado na veia da cauda. Nos intervalos de tempo de 15, 30, 60,
90, 120 e 240 min apds a injecdo, os camundongos foram anestesiados e
sacrificados. Posteriormente, retirou-se o sangue e o0s seguintes 0Org&os:
figado, baco, rins, bexiga e tiredide. Estes oOrgdos foram pesados e a
radioatividade foi determinada em um contador gama. A radioatividade
presente em cada 6rgao foi expressa como porcentagem da dose injetada por
grama de tecido (%DI/g). Este procedimento teve como finalidade a
padronizagdo dos experimentos, de modo que seja retirada a interferéncia dos
diferentes pesos dos érgéos. Para o calculo do percentual de radioatividade
presente em cada 6érgao utilizou-se um padrdo de dose do 9MTc-fluconazol,
sendo que este continha a mesma dose de radioatividade administrada nos
animais. O calculo do percentual de dose foi determinado de acordo com a

seguinte equacgao:

%Dl/g = cpm/q érgao x 100

cpm padrao

» cpm = contagem por minuto.

Para os estudos com o farmaco encapsulado, inicialmente procedeu-se
ao processo de separagdo das NCs-*"Tc-fluconazol do farmaco que néo se
associou as nanoestruturas. Esta separacdo foi feita pelo método de
ultrafiltracdo/centrifugagdo, como descrito anteriormente no item 5.5.2. Apés
serem separadas e ressuspendidas em NaCl 0,9%, as NCs convencionais
(NCs PLA-POLOX-*"Tc-fluconazol) e furtivas (NCs PLA-PEG-*"Tc-
fluconazol) foram injetadas intravenosamente na cauda dos animais, sendo
administrados 100 pL das suspensbes com uma atividade de 37MBqg. Os
tempos estudados e as etapas do estudo de biodistribuicdo foram equivalentes
ao primeiro grupo no qual se avaliou a biodistribuicao do 9MTc-fluconazol livre.

Os resultados foram expressos como a média + desvio padrao da %DI/g,

sendo n = 5 animais para cada tempo investigado.
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6. ANALISE ESTATISTICA

O diametro médio e o potencial zeta das NCs vazias e contendo o *™Tc-
fluconazol foram comparados utilizando-se a analise de variancia (ANOVA).

Os resultados de biodistribuicdo foram comparados utilizando-se analise
de variancia (ANOVA) e teste de Tuckey do programa de analise Graphpad
Prism verséo 4.0.

Para todas as analises adotou-se intervalo de confianca de 95%, sendo

os valores de p < 0,05 aceitos como estatisticamente significativos.
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1. RENDIMENTO DE MARCACAO DO *™T¢-FLUCONAZOL

A marcagdo do fluconazol com *™Tc, apds o processo de purificacao,
mostrou um rendimento de 93,9 + 1,7% (n=10). Isto significa que apenas 6,1%
da radioatividade presente na preparagdo correspondem ao *™TcOy4, ou seja,
ao ®™Tc que n3o se incorporou & molécula do farmaco. Esta determinagao foi
realizada por cromatografia em silica gel 60, utilizando como eluente

metiletilcetona, como apresentado na figura 7.
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FIGURA 7 — Perfil cromatografico do 99mTc-fluconazol em silica gel 60, utilizando
metiletilcetona como eluente.

Conforme descrito no item 5.3, o valor do Rf do *™TcO4 em silica gel 60
quando eluido com metiletilcetona é igual a 1. Observa-se pela figura 7 a
auséncia de pico de radioatividade nos segmentos compreendidos entre 8 e
10. Isto significa que apés a marcagdo do fluconazol com **"Tc, praticamente
ndo existem atomos de *™Tc livres, sendo esta observacdo confirmada pelo
célculo do percentual de *°"TcO, presente na preparacdo. Além disso,
observa-se que o pico de radioatividade esta situado entre os segmentos 3 e 4
da tira de cromatografia. Considerando que a amostra é aplicada no terceiro
segmento da tira de silica gel, conclui-se que o pico é representativo do **"Tc-
fluconazol cujo Rf é igual a 0, nas condigbes descritas.

Ressalta-se que, a impureza radioativa coloidal (**"TcO,) tinha sido
previamente retirada pelo sistema de filtracdo na coluna Maxi Clean. Esta

fracdo representou 31,3 + 5,6% (n=10) da radioatividade total. Este processo
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de filtracdo foi repetido por trés vezes para assegurar a total remocédo do
¥MTcO,.

O rendimento de marcagdo do °™Tc-fluconazol encontrado nesse
trabalho (93,9%) esta de acordo com os resultados mostrados por Luppeti et al.

(2002) que obtiveram um rendimento de marcagao do farmaco acima de 90%.
2. PERFIL DO *™Tc¢-FLUCONAZOL EM GEL SEPHADEX G-150

O perfil cromatografico do **™Tc-fluconazol em gel sephadex G-150 foi

comparado ao perfil do fluconazol ndo marcado conforme demonstrado pela

figura 8.
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FIGURA 8 — Gréfico do perfil cromatografico do fluconazol e fluconazol radiomarcado
em gel sephadex G-150.

De acordo com a figura 8, observa-se que o fluconazol ndo marcado
apresentou um pico de eluigdo (220nm) na fragdo correspondente a 7 mL. O
farmaco radiomarcado apresentou um pico de eluicdo que coincidiu com o pico
observado pela leitura de absorbancia. Este resultado sugere que o processo
de marcagdo com *™Tc manteve a integridade quimica da molécula do
farmaco. Lupetti et al. (2002) realizou um estudo semelhante, utilizando HPLC

de troca ibnica equipado com detector UV (A = 220nm) e cristal de iodeto de
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sodio para deteccdo de radiagdo gama. Neste estudo, foi observado que o
tempo de retencdo do **"Tc-fluconazol foi também coincidente ao do farmaco
ndo marcado (entre 9 e 10 min ). Conforme mostrado na figura 8, o *™Tc-
fluconazol comeca a ser eluido mais rapidamente do que o farmaco nao
marcado. Isto pode ser explicado pelo possivel aumento de tamanho da
molécula do fluconazol apds a marcacdo com os atomos de *™ecnécio. Desta
forma, as moléculas maiores penetram menos nos poros do gel sephadex
sendo eluidas mais rapidamente. Entretanto, cumpre ressaltar que os picos de

radioatividade e absorbancia foram coincidentes.
3. ESTABILIDADE DO *™Tc¢-FLUCONAZOL

Este estudo teve como objetivo avaliar a estabilidade da ligagdo do *™Tc &
molécula do farmaco, ao longo do tempo. Os resultados obtidos estdo descritos

na tabela 1.

Tabela 1 - Percentual de **"TcO, liberado ap6s incubagéo do *™Tc-fluconazol

com plasma de camundongo a 37°C

TEMPO (minutos) % °™TcO, *
0 5,54 + 1,20

15 5,83+ 1,17

30 5,72 +0,70

60 6,62 + 1,36

90 6,07 + 1,23

120 7,15 + 1,64

360 6,28 + 1,26

1440 5,91 + 1,42

* Valores determinados por cromatografia de camada delgada em silica gel 60. Os

valores representam a média + desvio padrao (n= 4) para cada tempo investigado; p >
0,05 (ANOVA).
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De acordo com os dados apresentados na tabela 1, observa-se que o
percentual de ®™Tc livre (*™TcOy), presente no meio apds incubacdo a 37°C,
nao sofreu variagdo estatisticamente significativa no decorrer do experimento
(p>0,05). Este resultado indica que a ligacdo do *™Tc com o fluconazol
apresentou-se estavel por até 24 horas. Este resultado € muito importante pois
possibilitou a realizacdo dos estudos de biodistribuicdo com este radiotracador.
Lupetti et al. (2002) avaliando a estabilidade do fluconazol marcado com
%Mtecnécio, em meio plasmatico, verificaram uma liberagdo de *™tecnécio da
ordem de 5%. Portanto, os resultados do presente trabalho encontram-se

respaldados pela literatura.

4. PERCENTUAL DE ENCAPSULACAO DO *™Tc¢-FLUCONAZOL NAS
NANOCAPSULAS

Os valores do percentual de encapsulagéo do **"Tc-fluconazol nas NCs
PLA-POLOX e PLA-PEG estao descritos na tabela 2.

Tabela 2. Percentual de encapsulacédo do **"Tc-fluconazol nas nanocapsulas

% encapsulagao do % encapsulagao do
¥MTcfluconazol nas  *™Tc-fluconazol nas
NCs PLA-POLOX NCs PLA-PEG
Experimento 1 26,3 29,9
Experimento 2 27,3 31,8
Experimento 3 33,5 34,9
Média + desvio padrao 29,0+ 3,5 322+2,3

Os valores de cada experimento correspondem a meédia de duas medidas (duplicatas).

De acordo com a tabela 2, o teor de encapsulacao obtido foi de 29,0 + 3,5% e
32,2 + 2,3% para as NCs PLA-POLOX e PLA-PEG, respectivamente (n=3).
Nao houve diferenca estatisticamente significativa entre os valores encontrados
(p>0,05), indicando que os diferentes polimeros utilizados nao influenciaram no
percentual de encapsulagao do farmaco radiomarcado. Segundo Legrand et al.

(1999) a porcentagem de encapsulagdo € geralmente relacionada a
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solubilidade do farmaco no nucleo oleoso da nanocapsula, portanto, a baixa
taxa de associacdo do %*™Tc-fluconazol as NCs provavelmente esta
relacionada a natureza fisico quimica do farmaco. Embora o fluconazol tenha
um coeficiente de particdo favoravel a fase oleosa, (log P octanol/PBS = 1.0)
(McEvoy, 2003), os dados obtidos sugerem que esta lipofilicidade nao foi
suficiente para uma boa retencdo do farmaco no nucleo oleoso do
nanocarreador. Devido ao baixo teor de encapsulacdo encontrado foi
necessario separar o farmaco encapsulado do farmaco livre. Este
procedimento foi realizado pela técnica de ultrafiltragdo/centrifugagao, sendo de

fundamental importancia para a os estudos de biodistribuicdo e de liberagao.

5. CARACTERIZACAO DAS NANOCAPSULAS POR ESPECTROSCOPIA DE
CORRELACAO DE FOTONS

Os dados obtidos para o didmetro médio, indice de polidispersao e

potencial zeta das NCs convencionais e furtivas estdo descritos na Tabela 3.

Tabela 3 - Caracteristicas fisico-quimicas das NCs

Formulagées de Nanocapsulas  Diametro indice de Potencial
médio Polidispersao + DP (mV)
+ DP (nm)
NC PLA-POLOX 282 + 242 0,340 -69,6 + 8,4°
NC PLA-PEG 236 + 40° 0,340 -57,9 + 3,7%°
NCPLA-POLOX-*"Tc-FLUCONAZOL 356 + 45° 0,375 -66,2 + 6,7°
NC PLA-PEG-*"Tc-FLUCONAZOL 351 + 24° 0,418 -55,4 + 7,8%¢
NC PLA-POLOX-FLUCONAZOL 347 + 15° 0,116 -62,3 +1,6°°
NC PLA-PEG-FLUCONAZOL 330 + 20° 0,272 -58,1 £ 6,2°°

Os valores representam a média + desvio padrao (n=10). Letras iguais indicam que os

resultados foram comparados entre si e ndo apresentaram diferengas significativas

(p>0,05).
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Como apresentado na tabela 3, o didametro médio das NCs brancas (sem
farmaco) foi significativamente menor do que o das NCs contendo o fluconazol
seja este radiomarcado ou ndo (p<0,05). O indice de polidisperséo (IP) mostrou
que apenas as NCs contendo o fluconazol ndo marcado apresentaram-se
como um sistema monodisperso (IP<0,3), enquanto que as demais
formulagdes foram consideradas como amostras homogéneas (IP < 0,7). Os
tamanhos das NCs convencionais e furtivas encontrados neste estudo estao de
acordo com dados da literatura que mostram que as nanocapsulas geralmente
apresentam didmetro médio compreendido entre 200 e 300 nm (Couvreur et
al., 2002; Mosqueira et al., 2006). Entretanto, Torchilin (2000) mostrou que em
focos inflamatdrios e infecciosos, nanoparticulas com tamanhos entre 10 e 500
nm sao capazes de extravasarem e acumularem no espacgo intersticial.
Portanto, as NCs produzidas no presente trabalho (236 a 356 nm)
apresentaram tamanho adequado para serem captadas em tais sitios,
constituindo em importantes vetores para a liberagao direcionada do fluconazol.

O potencial zeta das NCs furtivas, com excecdo daquelas contendo
fluconazol ndo marcado, apresentou-se significativamente menor, em valor
absoluto, quando comparado ao valor encontrado para as NCs convencionais.
Na literatura, existem trabalhos mostrando que as nanoparticulas pegladas
apresentam valores absolutos de potencial { menores do que aqueles descritos
para nanoparticulas convencionais (Fresta et al., 2001; Mosqueira et al., 2001b;
Ameller et al., 2004, Faria et al., 2005). De acordo com Mosqueira et al.
(2001b), a presenca de cadeias de PEG ligadas a superficie da particula
juntamente com a camada de hidratagdo que as envolve possivelmente
mascara as cargas presentes na interface da particula, reduzindo, assim os
valores do potencial zeta. Embora as NCs PLA-PEG tenham apresentado
reducdo no potencial zeta, os valores absolutos ainda sdo altos quando
comparados com potenciais zeta de nanoesferas PLA-PEG (Gref et al., 1994).
Isto pode ser explicado pela presengca de lecitina na formulagdo das
nanocapsulas que contribui para a manutencéo de cargas negativas mais altas
na superficie da particula (Mosqueira et al. 2001b; Mosqueira et al., 2006).
Entretanto, estudos in vivo mostraram que as cadeias de PEG, na mesma
quantidade utilizada neste trabalho, foram capazes de aumentar oito vezes a

area sobre a curva obtida em plasma de camundongos (Mosqueira et al.
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2001b). Os valores negativos do potencial { das NCs sado atribuidos
principalmente aos grupos carboxila presentes na estrutura do PLA os quais se
dissociam no meio dispersante e também aos fosfolipidios utilizados. Portanto,
os resultados obtidos estdo de acordo com trabalhos descritos na literatura.
Quando se compara o tamanho e o potencial zeta das NCs
convencionais contendo o fluconazol marcado e ndo marcado observa-se que
nao existem diferengas significativas. Para as NCs furtivas, este resultado
também foi observado (Tabela 3). Estes dados sugerem que a presenga do
elemento radioativo (gngc) nao altera as propriedades fisico—quimicas

(tamanho e potencial zeta) das nanocapsulas contendo o farmaco.

6. CARACTERIZACAO DAS NANOCAPSULAS POR MICROSCOPIA DE
FORCA ATOMICA

A analise morfologica das NCs foi realizada por microscopia de forga
atbmica (MFA). Foram analisadas formulagbes de NCs convencionais e
furtivas, brancas e contendo **"Tc-fluconazol.

As NCs brancas PLA-POLOX e PLA-PEG apresentaram morfologias
semelhantes, com formatos regulares e esféricos, como pode ser observado
nas figuras 9 e 10. Porém, nas NCs PLA-PEG foi observado um halo ao redor
das estruturas (figura 10) que possivelmente representa uma camada de
hidratacdo proporcionada pelas cadeias de PEG. Estas cadeias sao bastante
hidrofilicas devido a presenca de grupos polares como hidroxilas que formam
ligacdes de hidrogénio com a agua, promovendo a hidratagdo da superficie das
NCs.
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FIGURA 9 — Imagens de NCs PLA-POLOX. Em (A) vista do topo e em (B) visao
tridimensional das particulas.

m i

FIGURA 10 — /Imagens de NCs PLA-PEG, com visualizagdo do halo ao redor das
particulas. Em (A) imagem topografica e em (B) imagem de fase.

As NCs brancas, PLA-POLOX, apresentaram didmetro médio de 411 +
128 nm, enquanto que nas NCs brancas PLA-PEG, o didametro médio
encontrado foi de 238 + 124 nm. De acordo com estes resultados, observa-se
que na MFA ha uma maior variagdo de tamanho das NCs em comparagao com
os valores encontrados por ECF (tabela 3), conforme avaliado pelo desvio
padrao das medidas. Esta diferenga pode ser atribuida a varios fatores, entre
eles a agregagcdo ou achatamento das NCs quando depositadas sobre a
superficie da mica, dando origem a populagbes heterogéneas de particulas.

Além disso, o processo de secagem das amostras com jato de argbnio leva a
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uma alteragao das “condi¢des naturais” das particulas, resultando num possivel
fendbmeno de agregacéo.

Experimentos realizados com nanocapsulas contendo **"Tc-fluconazol
mostraram que a associacdo do farmaco nao altera a estrutura arredondada
das particulas (figuras 11 e 12) e nao foi observada diferenca significativa de
tamanho em relagcdo as nanocapsulas brancas. Entretanto, no resultado
apresentado pela técnica de ECF mostrou-se que a incorporacdo do farmaco
levou ao aumento do tamanho da particula (tabela 3) o que pode indicar que ha
associacdo do farmaco com a nanocapsula também por adsor¢cao superficial.
As diferencas de tamanho entre as NCs, contendo ou nao o farmaco,
provavelmente ndo sdo tdo evidentes por MFA devido ao fendmeno de
achatamento sobre a mica que aumenta a variacdo de tamanho das mesmas.
O diadmetro médio obtido por MFA foi de 298 + 151 nm para as NCs
convencionais contendo o farmaco e de 264 + 95 nm para as NCs furtivas

contendo **™Tc-fluconazol.

100.0 nm

50.0 nm

0.0 nm

FIGURA 11 — Imagem topogréfica de NCs PLA-POLOX-"*"Tc-fluconazol

As NCs furtivas contendo *™Tc-fluconazol apresentaram um halo ao
redor das particulas (figura 12) como foi visualizado nas NCs furtivas sem o
farmaco (figura 10). A presenca de textura diferenciada entre a estrutura das
NCs PLA-POLOX e PLA-PEG nas imagens de fase pode indicar a presenga de

camada superficial distinta nos dois tipos de NCs.
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FIGURA 12 — Imagens de NCs PLA-PEG-**"Tc-fluconazol. Em (A) imagem
topografica e em (B) imagem de contraste de fase.

A relacdo diadmetro/altura das particulas foi determinada e comparada
com as medidas realizadas apods a fixagdo das amostras na mica, utilizando

glutaraldeido 25%. Estes dados encontram-se relacionados na tabela 4.

Tabela 4 - Relagao diametro/ altura das nanocapsulas medidas por MFA

Formulagdes de Nanocapsulas Relagdo diametro/altura + DP®
NCs PLA-POLOX 11,1+ 1,1
NCs PLA-PEG 11,0 +2,6
NCs PLA-POLOX-*"Tc-Fluconazol 16,6 + 3,6
NCs PLA-PEG-*"Tc-Fluconazol 15,4 + 3,0
NCs PLA-POLOX-*"Tc-Fluconazol® 22+0,6
NCs PLA-PEG-*"Tc-Fluconazol® 6,0+ 1,6

2 Formulagdes fixadas com glutaraldeido 25%, na superficie da mica; ° desvio padrao

de n =40 medidas.

De acordo com a tabela 4, a relagdo diametro/altura obtida para as NCs sugere
a existéncia de formas mais achatadas ou particulas em forma de disco,
provavelmente devido a estrutura interna das NCs ser preenchida de dleo e

envolvida por uma membrana polimérica flexivel. Montasser et al. (2002)
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demonstraram uma relagdo didmetro/altura de 12 para as nanocapsulas
preparadas com um co-polimero, dicloroftaloil-co-dietilenotriamina. Leite et al.
(2005) demonstraram uma relagao de aproximadamente 10 para NCs de poli-¢-
caprolactona. Estes dados sugerem que os resultados encontrados para as
NCs brancas encontram-se em acordo com esses autores. As NCs contendo o
farmaco, convencionais e furtivas, apresentaram uma relagdo diametro/altura
aumentada, em comparacdo as NCs brancas, indicando estruturas mais
achatadas. Essas NCs foram observadas 24 e 48 horas apds a deposicao da
amostra na superficie da mica, como demonstrado pela figura 13. Observa-se
que o contato das nanocapsulas com a superficie da mica leva a agregacao e
fusdo das particulas, dando origem a particulas de tamanho maior. Este
fendbmeno é diretamente dependente do tempo de contato da amostra com a
mica, sendo que em tempos prolongados pode haver alteragao significativa das
medidas de tamanho das nanocapsulas. Além disso, observa-se na figura 13, a
presenca de uma camada em volta das NCs PLA-POLOX-*"Tc-fluconazol cuja
relacdo didmetro/altura apresenta-se bastante aumentada (aproximadamente
20), sugerindo que essa camada pode representar o conteudo oleoso da NC,
liberado apos 24 e 48 horas da deposicdo da amostra na superficie da mica,
fazendo com que a particula torne-se bastante achatada. Ha também a
possibilidade de gelificagdo do conteudo apdés maior tempo de deposi¢céo da
amostra, o que induziria a maior organizagao dos tensoativos com a formacgéao
dessas camadas de textura diferenciada ao redor das NCs. Essas alteragdes
que acontecem em funcao do tempo também podem contribuir para uma maior

variagdo de tamanho das NCs e de valores da razdo diametro/altura.
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FIGURA 13 — NCs PLA-POLOX-*"Tc-fluconazol 24 horas (A) e 48 horas (B) apés a
deposicao da amostra na superficie da mica. As setas em negrito mostram areas de
agregacéo de nanocapsulas.

As NCs convencionais e furtivas contendo *™Tc-fluconazol, quando
fixadas com glutaraldeido 25% na superficie da mica, apresentaram uma
redugao significativa da relagdo didametro/altura, indicando que o enrijecimento
da parede da NC provocado pela reticulagédo do glutaraldeido contribui para
uma maior fixacdo das NCs sobre a mica e para o endurecimento da parede
das NCs, o que reduz a possibilidade de achatamento, mantendo uma
estrutura mais arredondada. A figura 14 mostra a relagdo didmetro/ altura de

nanocapsulas, sem e com a fixagao pelo glutaraldeido, respectivamente.
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FIGURA 14 - Imagens topogréficas de NCs PLA-PEG-*"Tc-fluconazol,
apresentando a relagdo didmetro/altura das particulas. Em (A) NCs sem a fixagéo
pelo glutaraldeido e em (B) NCs fixadas pelo glutaraldeido.

Observou-se ainda que as NCs fixadas com glutaraldeido, ndo se
fundem entre si, mesmo apos 48 horas da deposi¢cao da amostra sobre a mica.
(figura 15). De acordo com estas observagdes, sugere-se que o glutaraldeido é
capaz de reduzir o processo de achatamento das nanocapsulas pelo

endurecimento da parede destas, mantendo intacta a forma das particulas.
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FIGURA 15 - Imagens topogréficas de NCs PLA-POLOX-"*"Tc-fluconazol fixadas
pelo glutaraldeido, 24 horas (A) e 48 horas (B) apds a deposicdo da amostra sobre a
mica.

Diante dos resultados apresentados, observa-se que a fixacdo das NCs
pelo glutaraldeido pode ser considerada um método importante para a
obtencado de informagdes relativas a morfologia e estrutura das particulas por
MFA. As imagens obtidas apds o processo de fixacdo fornecem resultados
mais proximos dos valores reais, uma vez que as alteragbes das particulas
decorrentes das interagbes com a superficie da mica sao significativamente

minimizadas.
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FIGURA 16 - Imagem topografica de glutaraldeido, mostrando camadas com altura
entre 1.5e 1.7 nm.
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7. ESTUDO DE LIBERACAO DO *™T¢-FLUCONAZOL

NC PLA-POLOX em NaCl 0,9%

—#— NC PLA-POLOX em plasma 70%

% 29™Tc- fluconazol liberado

0 15 60 120 240 NC PLA-PEG em NaCl 0,9%

tempo (min) NC PLA-PEG em plasma 70%

FIGURA 17 — Cinética de liberagao in vitro do *"Tc-fluconazol de NCs PLA-POLOX
e NCs PLA-PEG a 37°C, em NaCl 0,9% e plasma de camundongo a 70%.

De acordo com a figura 17 observa-se uma liberagao rapida, nos 15
minutos iniciais, de aproximadamente 90% do **™Tc-fluconazol a partir das NCs
PLA-POLOX, em plasma 70%. A partir deste ponto, pode-se observar uma
estabilizacao da liberacdo do farmaco. O perfil de liberacdo desta formulacao
em NaCl 0,9% foi semelhante, porém uma quantidade significativamente menor
do farmaco foi liberada para o meio, sendo esta diferenca observada em todos
os tempos estudados (p<0,05). Observa-se também pela figura 17 que as NCs
PLA-PEG apresentaram um perfil de liberagdao, em plasma 70%, caracterizado
por uma liberagao inicial de aproximadamente 50% do farmaco, seguido por
um aumento gradativo da sua liberagao, atingindo aproximadamente 75% apdés
240 minutos da incubacdo com o meio. Em NaCl 0,9%, a liberacdo do *°*™Tc-
fluconazol a partir das NCs furtivas também foi significativamente menor em
comparagao a liberagdo em plasma 70%, para todos os tempos estudados
(p<0,05), mostrando também um perfil de liberagdo controlada do farmaco.

Para todas as formulagdes investigadas observou-se maior liberagao do
9MTc-fluconazol nos primeiros 15 minutos. Isto, provavelmente deveu-se ao

farmaco que se encontrava adsorvido a superficie das nanocapsulas. De
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acordo com Shaffazick et al. (2003), a rapida liberacdo inicial dos farmacos
segue uma cinética de primeira ordem que poderia ser atribuida a adsorg¢ao de
destes a superficie das nanocapsulas. De forma semelhante, Mosqueira et al.
(2006) sugeriram que a rapida liberacgéao inicial (“efeito burst”) do halofantrino a
partir de NCs convencionais e furtivas, foi devida ao farmaco adsorvido a
superficie das particulas. Calvo et al (1996) sugeriram que a parede polimérica
das NCs nao influencia o processo de liberagdo, sendo este afetado somente
pela particdo do farmaco entre as goticulas de 6leo e 0 meio aquoso externo,
que seria o passo limitante do processo de liberac&do. Portanto, de acordo com
a figura 17, a fase que se segue a liberagao rapida do farmaco corresponde a
liberagdo do farmaco efetivamente encapsulado, sendo esta fase caracterizada
por uma liberacao lenta. Apds os 15 minutos iniciais, para as NCs PLA-POLOX,
observou-se um platé caracterizando uma cinética de liberacdo de ordem zero,
ou seja, a liberagdo do farmaco praticamente n&o variou entre 15 a 240
minutos. As NCs PLA-PEG mostraram um perfil um pouco diferenciado, tanto
em plasma 70% quanto em NaCl 0,9%, sendo que a liberagdo do farmaco
aumentou gradativamente ao longo do tempo, porém de uma forma lenta,
caracterizando um sistema de liberagao controlada do farmaco encapsulado.
Neste experimento néo foi observada a liberacdo completa do farmaco a partir
de NCs convencionais ou furtivas, devido ao curto intervalo de tempo avaliado.
Outro aspecto importante que também deve ser considerado é que a
liberagdo do **"Tc-fluconazol, quando se utilizou o plasma como meio, foi
maior tanto para as nanocapsulas convencionais (PLA-POLOX) quanto para
as furtivas (PLA-PEG) quando comparado com a salina. Estudos anteriores
mostraram que a capacidade de ligacédo as proteinas plasmaticas contribui de
forma significativa na liberagcao de farmacos de nanossistemas. Ammoury et al.
(1990) demonstraram que a inclusdo de albumina no meio de liberagcéo
aumentou a liberagdo de indometacina de NCs PLA. Mosqueira et al. (2006)
observaram que a liberacdo do halofantrino de NCs PLA-POLOX em PBS
contendo 5% de plasma humano foi 80% maior que a liberagdo em PBS
contendo Tween ® 80, indicando que a alta ligagdo as proteinas plasmaticas
deste farmaco (83%) foi o fator responsavel pelo maior percentual de

liberagdo. O fluconazol liga-se 11 a 12% as proteinas plasmaticas podendo
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assim, alterar o coeficiente de particdo do farmaco em favor do meio externo,
levando a um maior percentual de liberagdo no meio plasmatico.

Pode-se observar também que o percentual de liberagao, no plasma, do
9MTc-fluconazol pelas NCs PLA-POLOX foi significativamente maior (p<0,05)
do que o observado pelas NCs PLA-PEG, em todos os tempos investigados.
O menor percentual de liberagdo do farmaco das NCs furtivas, em meio
plasmatico, pode ser explicado pela presenca de cadeias de PEG ligadas
covalentemente a superficie da NC, reduzindo a ligagdo das particulas as
proteinas plasmaticas (Gref et al., 1995) e consequentemente, reduzindo a
transferéncia do farmaco as estas proteinas. Por outro lado, a presenca do
poloxamer 188 nas NCs convencionais (PLA-POLOX) pode também ter
contribuido para a liberagdo rapida do *°™Tc-fluconazol. Em um estudo
desenvolvido por Mosqueira et al. (2006) foi observado que quando o
poloxamer 188 foi adicionado ao meio contendo plasma, a liberacdo do
halofantrino das NCs PLA-PEG foi rapida e completa, sugerindo que este
tensoativo poderia aumentar a quantidade de farmaco liberado.

Em NaCl 0,9%, nao foi observada diferenga no percentual de liberagao
do farmaco das duas formulagdes estudadas, nos tempos de 15, 60 e 120
minutos apds incubagdo (p>0,05). Neste meio, a presengca de PEG na
superficie das NCs parece nao influenciar a liberacdo do farmaco. Este
resultado esta de acordo com alguns trabalhos que mostraram a obtengao de
perfis similares de liberacao de farmacos de nanossistemas convencionais e

furtivos, em meios nao plasmaticos (Gref et al., 2001, Mosqueira et al., 2006).

8. EFEITO DA RADIACAO GAMA NA CONTAGEM GLOBAL DE
LEUCOCITOS

Com o objetivo de desenvolver o foco infeccioso de Candida albicans,
inicialmente, os animais foram submetidos a uma dose de 6 Gy de radiagao
gama para imunosupressao. A definicdo da dose de radiacdo utilizada teve
como parametros alguns trabalhos descritos na literatura (Sieck et al., 1993,
Sechler et al., 1999, Spindler et al., 2001). Esta dose esta bem abaixo da DLsg

que é aproximadamente 10 Gy, de acordo dados da Animal Care and Use

Danielle Nogueira de Assis



62

Committee (Berkeley, 2006). O leucograma dos animais foi realizado 24 horas

apods a exposicao a radiacdo. Os resultados estao apresentados na tabela 5.

Tabela 5 - Contagem global de leucdcitos e percentual de linfécitos e

neutréfilos em camundongos Swiss

Grupo Contagem global % Linfécitos % Neutroéfilos
de leucécitos + = DP* segmentados =
DP* DP*
CONTROLE 2038 + 400 84,67 + 4,97 14,33 + 5,36
IRRADIADO 1420 + 349* 60,69 £ 11,20* 38,15+ 10,56*

* Desvio padrao de n=8 camundongos por grupo; ** valores obtidos 24 horas apds a

irradiagao dos animais com radiagdo gama.

De acordo com os resultados apresentados na tabela 5, observa-se que
houve uma diminui¢ao significativa na contagem global de leucécitos do grupo
irradiado em comparagéo ao grupo controle (p<0,05). Além disso, houve uma
alteracao da contagem diferencial de leucdcitos, com diminuigdo do percentual
de linfécitos e um aumento do percentual de neutréfilos segmentados, sendo
esta diferenga de aproximadamente 24%. Esta alteragéo é decorrente da maior
radiosensibilidade dos linfocitos que sao as primeiras células a desaparecerem
da circulagéo (Trowell, 1952). Deste modo, a eliminagédo dos linfocitos leva ao
aumento proporcional do percentual de neutréfilos segmentados. Conforme os
resultados apresentados na tabela 5, o processo de imunossupressao dos
animais foi considerado satisfatério, portanto, a infecgdo dos camundongos
com C. albicans foi realizada 24 horas ap0s a irradiagao dos animais com 6 Gy

de radiagao gama.

9. INFLUENCIA DA CONCENTRACAO DE CANDIDA ALBICANS NO
DESENVOLVIMENTO DO FOCO INFECCIOSO

De acordo com os estudos histolégicos dos cortes de tecido muscular
(figuras 18 e 19), observou-se que o foco infeccioso obtido com a concentragéo

de 108 UFC/mL de C. albicans, apds 48 horas da inoculagdo, apresentou um
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infiltrado inflamatério de PMNs mais intenso, quando comparado ao foco
infeccioso obtido com a concentracdo de 10° UFC/mL, 24 horas apds a
inoculagdo do fungo. Além disso, observou-se a presenga de microabscessos
(figura 19 C) e edema mais pronunciado (figura 20), quando a maior
concentracdo do microrganismo foi utilizada. Outro aspecto importante que
deve ser mencionado € o tempo transcorrido, apoés a inoculagdo do fungo,
como fator determinante na intensidade da resposta infamatoria. Ruiz-Cabello
et al. (1999) trabalhando com o mesmo modelo utilizado neste trabalho,
injetando 10 UFC de C. albicans no musculo da coxa de camundongos,
relataram que, nas primeiras horas (4 a 9 h) apés a inoculagédo do fungo, ja se
observava a presenca de processo inflamatério. Observaram que a extensao
da area afetada aumentou progressivamente durante a fase aguda da infecgéo
(0 a 72 horas) e que, 72 horas apds a inoculagéo do fungo, havia um processo
inflamatoério mais intenso, caracterizado por regides de necrose, presenca de

hifas de C albicans e a presencga abundante de neutréfilos e macréfagos.

FIGURA 18 — Corte histolégico de tecido muscular da coxa de camundongo nao
infectado (controle). Presenca de tecido gorduroso e pequenos focos de tecido fibroso,
com presenca de perimisio (seta).
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FIGURA 19 — Cortes histolégicos do musculo da coxa de camundongos. (A) tecido
muscular infectado com suspensdo contendo 10° UFC/mL de C. albicans, ap6s 24
horas, mostrando intenso infiltrado inflamatério de PMNs no perimisio (seta) e focos de
infiltrado inflamatdério no tecido muscular; B) tecido muscular infectado com suspensao
contendo 10° UFC/ml de C. albicans, apos 48 horas, mostrando intenso infiltrado
inflamatério de PMNs no perimisio e tecido muscular, presenga de areas de formacao
de microabscesso, visto em maior aumento em C) (seta).

FIGURA 20 - Camundongo infectado com suspensdo de C. albicans contendo 10°
UFC/mL no musculo da coxa direita. A seta indica o foco infeccioso, 48 apés a infeccéo,
mostrando area edemaciada.
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A figura 21 mostra que o foco infeccioso induzido pela concentracao
de 10° UFC/mL de C. albicans, apdés 24 horas, apresentou uma captagdo
significativamente maior do %*"Tc-fluconazol em relagdo a coxa controle
somente no tempo de 30 minutos apds a inje¢cdo do farmaco (p<0,05). Por
outro lado, no foco infeccioso induzido pela concentracdo de 10 UFC/mL do
fungo, apdés 48 horas, observou-se uma maior captacdo do farmaco
radiomarcado nos tempos de 15 a 90 minutos apo6s a inje¢ao (p<0,05) (Figura
22). Desta forma, pode-se afirmar que a concentragao de 10® UFC/mL promove
um processo inflamatério mais intenso em relagdo ao foco obtido com 10°
UFC/mL. Nestas condi¢des, a presenca de maior fluxo sanguineo permite o
acesso de maior concentracéo do *™Tc-fluconazol no local da infecgdo. Sabe-
se pela literatura que o mecanismo de acao do fluconazol baseia-se na sua
capacidade de inibir a enzima lanosterol 14a-demetilase, um citocromo P-450
da Candida, envolvido na biossintese do ergosterol (Bennet, 1996). Portanto, a
maior concentragao do fungo provavelmente disponibiliza maior numero de
sitios de acdo para o farmaco, facilitando maior captacdo e retencéo
prolongada do mesmo conforme observado na figura 22. Segundo Lupetti et al.
(2002), este seria o principal mecanismo responsavel pela maior captacédo e
permanéncia do fluconazol no sitio infectado pela C. albicans. Estes autores
trabalhando com  ®™Tc-fluconazol mostraram que este ndo apresentou
captacédo significativa em sitio inflamatério estérii e em sitio infeccioso
bacteriano, confirmando a especificidade do **"Tc-fluconazol para a C.
albicans.

Diante dos resultados encontrados nas analises histolégicas e nos
estudos de captacdo do **™Tc-fluconazol pelo foco infeccioso induzido pela
Candida albicans, escolheu-se trabalhar com o modelo de infecgao de 48 horas
para a realizacdo dos estudos de biodistribuicdo do fluconazol livre e

encapsulado em nanocapsulas.
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FIGURA 21 — Captacdo do **"Tc-fluconazol nas coxas infectadas com suspenséao
contendo 10° UFC/mL de C. albicans e nas coxas controles, ap6s injegdo intravenosa

(37MBq) em camundongos (n = 4); *p<0, 05.
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FIGURA 22 - Captacdo do *"Tc-fluconazol nas coxas infectadas com suspenséao
contendo 10 UFC/mL de C. albicans e nas coxas controles, ap6s injegéo intravenosa

(37MBq) em camundongos (n = 4); *p<0, 05.
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10. ESTUDOS DE BIODISTRIBUICAO

Observa-se pela figura 23 que nos tempos de 15 e 30 minutos apds a
injecdo, a concentracdo das NCs PLA-PEG contendo **"Tc-fluconazol no
sangue foi significativamente maior que as concentragbes do farmaco livre e
encapsulado em NCs PLA-POLOX (p<0,05). Isto, provavelmente pode ser
explicado pela redugéo da fagocitose destas nanoestruturas pelo SMF devido a
presenca das cadeias de PEG que reduzem o processo de opsonizagao pelas
proteinas do plasma (Mosqueira et al., 2001a), contribuindo para niveis mais
altos no sangue.

Os niveis sanguineos reduzidos de nanocapsulas convencionais
observados entre 15 e 30 minutos encontram-se respaldados pela literatura.
Mosqueira et al. (2001) mostraram que as nanocapsulas PLA-POLOX s&o
rapidamente fagocitadas, 5 min apds a injecao intravenosa, pelas células do
sistema monocitico fagocitario propiciando niveis reduzidos destas no plasma.

Apos 30 minutos, observou-se um periodo de manutencao dos niveis de
radioatividade sanguinea referentes as do farmaco encapsulado em NCs
convencionais e furtivas, compreendido entre 60 a 240 minutos. O mesmo nao
ocorreu com o farmaco livre (**"Tc-fluconazol), j4 que apés 120 minutos
observou-se uma queda acentuada destes niveis. Observou-se também que,
transcorridos 240 minutos da injegao, praticamente n&o havia na circulacéo a
presenca do *™Tc-fluconazol, ao contrario do **™Tc-fluconazol encapsulado em
nanocapsulas, convencionais ou furtivas (p<0,05) que permanecem circulando
em pequena quantidade, mesmo apds tempos mais longos. Este resultado
sugere que estes sistemas podem funcionar como um reservatorio do farmaco,

liberando-o lentamente para atingir o foco infeccioso.
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FIGURA 23 — Percentual de captagdo do **"Te-fluconazol livre e encapsulado em
NCs convencionais e furtivas, no sangue, apds injegdo intravenosa (37MBq) em

camundongos (n = 5 por grupo).

99mTc-fluconazol
bexiga A —m— NCs PLA-POLOX-99mTc-fluconazol

40 | i
0 —aA— NCs PLA-PEG-99mTc-fluconazol

%dose injetada

0 30 60 90 120 150 180 210 240

tempbo (min)

99mTc-fluconazol

N
o
|

B —&— NCs PLA-POLOX-99mTc-fluconazol

—a&— NCs PLA-PEG-99mTc-fluconazol

0 30 60 90 120 150 180 210 240
tempo (min)

FIGURA 24 — Percentual de captagdo do **"Tc-fluconazol livre e encapsulado em
NCs convencionais e furtivas, na bexiga e nos rins, apos inje¢ao intravenosa (37MBgq)

em camundongos (n = 5 por grupo).
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Os dados observados na figura 24 A corroboram para o alto nivel de
eliminacdo de **™Tc-fluconazol encontrado na bexiga 60 min apds a injegao.
Estes resultados sugerem rapida eliminagao do farmaco pelo sistema urinario o
que, alias, estd de acordo com o padrdao farmacocinético do fluconazol cuja
excregao renal € responsavel por cerca de 90% da eliminagdo do farmaco
(Bennet, 1996; Martin, 1999; Vensel, 2002). As NCs nao sao filtradas pelo
glomérulo renal devido ao alto peso molecular que ultrapassa o limiar renal
(aproximadamente 70.000 Da), portanto, a captagcdo de radioatividade na
bexiga referente a estas formulagbes é, na verdade, correspondente ao
farmaco liberado destes nanocarreadores. Com relagao as nanocapsulas PLA-
POLOX, o nivel mais baixo de radioatividade encontrado na bexiga (tempo de
60 e 90 minutos), quando comparado ao farmaco livre, pode ser explicado pela
rapida fagocitose destas pelo SMF, propiciando reduzidos niveis sanguineos e
consequentemente, menor excregado pelo sistema urinario. Como mencionado
anteriormente, Mosqueira et al. (2001) mostraram que 5 minutos apds a injegéao
intravenosa, aproximadamente 40% das nanocapsulas PLA-POLOX ja haviam
sido fagocitadas pelas células do figado e bago. De uma maneira geral,
observou-se um nivel mais baixo de excrecao da radioatividade referente as
NCs PLA PEG quando comparado com as outras formulagdes estudadas
(figura 24 A e B). Os dados da literatura corroboram este fato, ja que mostram
que a presencga do PEG permite maior estabilizacdo das NCs diminuindo a taxa
de liberagdo do farmaco encapsulado (Gref et al., 1995). Isto foi verificado
pelos estudos de liberacdo in vitro realizados neste trabalho. Portanto, deduz-
se que menor quantidade de **™Tc-fluconazol liberado pelas NCs PLA PEG,
resulta em menor excregdo pela bexiga. Os dados da figura 24 B mostram
maior captacdo de radioatividade pelos rins referente as NCs PLA POLOX,
apds 60 minutos da inje¢do, em relagdo ao farmaco livre (**"Tc-fluconazol) e as
NCs furtivas (p<0,05). Este resultado pode ser explicado pela liberagdo mais
tardia das nanocapsulas convencionais ja que estas se encontravam retidas,

em maior nivel, no sistema monocitico fagocitario nos tempos iniciais.
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FIGURA 25 — Percentual de captagdo do **"Tc-fluconazol livre e encapsulado em
NCs convencionais e furtivas, no figado e bacgo, apds inje¢do intravenosa (37MBq) em

camundongos (n = 5 por grupo).

Os estudos de biodistribuicdo no figado (Figura 25), com excec¢do do
tempo de 240 minutos, mostraram que a captagcdo das NCs PLA-POLOX
contendo *™Tc-fluconazol foi significativamente maior em todos os tempos
estudados, quando comparado com as demais formulagdes (p<0,05). Um perfil
de captacdo semelhante foi observado também para o baco (Figura 25).
Entretanto, neste caso observou-se diferenga estatisticamente significativa para
todos os tempos investigados (p<0,05). Estes dados sugerem que as
nanocapsulas furtivas, ou seja, contendo as cadeias de PEG foram menos
captadas pelo sistema monocitico fagocitario, justificando maiores niveis
sanguineos (p<0,05) nos tempos inicias (15 a 30 minutos) em relagdo ao *MTc-
fluconazol e %™Tc-fluconazol encapsulado em NCs PLA-POLOX, como
mencionado anteriormente (figura 23). Os dados encontrados estdo em

conformidade com aqueles descritos na literatura (Mosqueira et al., 2001a)
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FIGURA 26 — Percentual de captagdo do " Tc-fluconazol livre e encapsulado em

NCs convencionais e furtivas, nos pulmées, apos inje¢do intravenosa (37MBq) em

camundongos (n = 5 por grupo).

O estudo de biodistribuicido nos pulmdes (figura 26) mostrou que
inicialmente ha uma captagdo mais alta do **™Tc-fluconazol livre neste érgéo,
sendo que no tempo de 15 minutos, a captagdo do farmaco livre foi
significativamente maior que a captagdo do farmaco encapsulado nos dois
tipos de NCs (p<0,05). No tempo de 30 minutos a captacéo do farmaco livre foi
maior em relagdo as NCs PLA-PEG-*"Tc-fluconazol (p<0,05). Segundo
Juliano (1988), o pulmao apresenta entropia por particulas positivas, portanto,
as NCs estudadas sdo pouco captadas nos primeiros minutos pelo fato de
apresentarem potencial { negativo. A partir do tempo de 90 minutos, observou-
se que a captacado das NCs furtivas foi significativamente maior em relagao as
demais formulagdes (p<0,05). Isto indica que devido ao maior tempo de
circulagao, estas NCs sdo captadas apds tempos mais longos. A captagédo do
%MTc-fluconazol livre mostrou-se significativamente mais baixa apoés 60
minutos da inje¢ao, sugerindo excre¢do mais rapida do farmaco o que esta de
acordo com os resultados mostrados na figura 24.

Para avaliar a estabilidade in vivo do **™Tc-fluconazol, determinou-se o
percentual de radioatividade captada pela tiredide. O ion pertecnetato
(**™TcO4) tem afinidade pela tiredide por apresentar propriedades fisico-
quimicas semelhantes ao ion iodeto que é metabolizado pela glandula. O

¥MTcO, é um fon monovalente negativo, de peso molecular similar ao do
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iodo, e desta forma, pode ser captado pela tiredide, utilizando o mesmo
transportador do ion iodeto (Zuckier et al., 2004). A tabela 6 mostra a
radioatividade captada pela tiredide nos tempos de 15, 30, 60, 90, 120 e 240
minutos apds a injecdo do *™Tc-fluconazol livre e encapsulado em NCs PLA-
POLOX e PLA-PEG.

Tabela 6 - Captagdo do **"Tc-fluconazol livre e encapsulado em NCs PLA-
POLOX e PLA-PEG na tiredide.

% DI/g + DP*
FORMULACOES 15 min 30 min 60 min 90 min 120 min 240 min

9MTo fluconazol 2,36 +041 2,78+053 233+042 241+081 278+051 1,56 0,24

NCs PLA -POLOX-
%Mo fluconazol  1,75+0,36 1,67+040 1,89+090 1,79+0,21 1,59+055 1,69 +0,43

NCs PLA-PEG-
WMo fluconazol 215069 1,85+1,39 1,69+043 170+050 145+0,12 153+0,46

* Média + desvio padrao (n = 5 camundongos por tempo).

De acordo com os resultados apresentados na tabela 6, considerando-
se individualmente cada formulacdo, observou-se que ndao ha um aumento
significativo de captacdo de radioatividade pela tiredide ao longo do tempo
avaliado (p > 0,05). Este resultado indica que a ligagdo do **™Tc ao fluconazol
esta sendo satisfatoriamente estavel nos tempos estudados, ja que a ruptura
da ligacdo do 9MTe com a molécula do fluconazol aumentaria a captagéo de
radioatividade pela tiredide. Este resultado € compativel com os resultados do
estudo de estabilidade in vitro, discutido no item 3. Observou-se ainda que o
percentual de captacao de radioatividade na tiredide foi significativamente mais
baixo para as formulagdes de NCs contendo o **"Tc-fluconazol em relagéo ao
farmaco livre. Esta diferenca pode ser explicada pelo fato de que o *™TcO,
livre, presente nas formulacdes, foi removido durante o processo de separacao
do farmaco nao encapsulado daquele encapsulado por um sistema de
ultrafiltracdo. Ha também a possibilidade da encapsulacéo estar protegendo a
molécula de %™Tc-fluconazol, reduzindo a dissociacdo dos atomos de

P®Mtacnécio.
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FIGURA 27 - Captacdo do *"Tc-fluconazol livre e encapsulado em NCs
convencionais e furtivas, nas coxas infectadas com C. albicans e controles, apds

infecdo intravenosa (37MBq) em camundongos (n = 5 por grupo); *p<0,05.
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FIGURA 28 — Relacdo de captacao de radioatividade na coxa infectada com C.
albicans e na coxa controle.

Observa-se pela figura 27 que o **™Tc-fluconazol livre mostrou
maior captacgao pelo foco infeccioso, induzido pela C. albicans, nos tempos de
15, 30, 60 e 90 minutos, quando comparado com a coxa controle (p<0,05).
Conforme descrito no item 7.2, a resposta inflamatéria promove vasodilatacao,
maior fluxo sanguineo local o que explica a maior captagéo do 99MTc-fluconazol
na coxa infectada. Entretanto, quando se utilizou o farmaco encapsulado em
nanocapsulas (furtivas e convencionais) a diferenga de captagdo entre as
coxas infectada e controle foi estatisticamente significativa para todos os
tempos investigados, inclusive os tempos mais tardios de 120 e 240 min. Este
resultado sugere que as NCs permanecem mais tempo na regido infectada,
possivelmente devido ao processo de fagocitose exercido pelos macréfagos
presentes no foco infeccioso. As analises histolégicas (item 9) mostraram a
presenca de intenso infiltrado polimorfonuclear nesta regido, justificando a
hipotese considerada.

O comportamento de captagdo das nanocapsulas furtivas e
convencionais pelo foco infeccioso (figura 28), determinado pela comparagéao
entre as relagdes alvo/nao alvo, foi estatisticamente igual para todos os tempos
investigados (p>0,05). Isto sugere que a presenca das cadeias de PEG n&o
contribuiu para uma melhor captacido das nanocapsulas furtivas, ao contrario

do que se esperava. Este resultado provavelmente pode ser explicado pela
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intensa resposta inflamatoria local, promovendo alta taxa de fagocitose,
indiferente ao tipo de formulacdo empregada. Por outro lado, outra hipétese a
ser considerada € o curto intervalo de tempo do experimento (240 minutos) que
talvez ndo tenha sido suficiente para a observagdo de maior captacdo das
nanocaspulas furtivas no foco infeccioso. Tempos longos nao foram
contemplados neste trabalho devido a limitagbes técnicas relacionadas ao
reduzido nivel de radioatividade, obtido apds as diversas etapas envolvidas na
parte experimental.

Os dados obtidos neste trabalho sugerem que o emprego de
formulagcbes de nanocapsulas contendo fluconazol pode representar uma
vantagem terapéutica no tratamento de pacientes com candidiases, uma vez
que as NCs permanecem mais tempo na regido infectada possibilitando a
liberagdo deste antifungico diretamente no seu sitio de acdo. Desta forma,
pode-se pensar na possibilidade de aumentar o intervalo entre as doses
administradas do farmaco, sem prejuizo da eficacia terapéutica. Outro aspecto
também a ser considerado é que o maior espacamento entre as doses facilita o

esquema terapéutico, contribuindo para maior adesao ao tratamento.
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CONCLUSOES

> O fluconazol foi efetivamente marcado com **™tecnécio, mantendo-se

estavel por até 24 horas.

» As preparacbes de nanocapsulas convencionais e furtivas
apresentaram percentual de encapsulacdo do *™Tc-fluconazol da
ordem de 30%.

» O tamanho das nanocapsulas convencionais e furtivas contendo o
¥MTc-fluconazol mostrou ser adequado para estudos de

biodistribuicdo, visando a identificagdo de foco infeccioso.

» Os estudos de liberacdo in vitro mostraram que as nanocapsulas
furtivas liberaram mais lentamente o farmaco encapsulado, quando

comparadas com as nanocapsulas convencionais.

» As analises histolégicas e os estudos de captagdo do 9MTe-
fluconazol mostraram que o foco induzido por suspensao de Candida
albicans na concentracdo de 10® UFC/mL apresentou uma resposta

inflamatoéria mais eficaz.

» Os estudos de biodistribuicdo mostraram que as nanocapsulas
convencionais e furtivas permaneceram por mais tempo no foco

infeccioso quando comparado ao farmaco na forma livre.

» Nao houve diferenca estatisticamente significativa de captagéo entre

as nanocapsulas convencionais e furtivas pelo foco infeccioso.
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PERSPECTIVAS

» Simular um tratamento de candidiase, em modelo animal, utilizando
fluconazol livre e encapsulado em nanocapsulas para avaliar e comparar

a eficacia e toxicidade das formulagoes.

» Testar outros nanocarreadores para veiculagdo do fluconazol, como
nanoesferas e lipossomas, no intuito de melhorar a eficiéncia de

encapsulacao do farmaco.
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