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RESUMO

A nanotecnologia proporcionou o aumento de pesquisas em sistemas de entrega de
drogas. Entre eles, os fluidos magnéticos (FM) mostram varias vantagens, tais como
biocompatibilidade e biodegradacdo. FM sdo constituidos por nanoparticulas de
oxido de ferro superparamagnéticas em suspensdo num fluido carreador.
Nanoparticulas magnéticas (NPMs) de maguemita estao entre as mais utilizadas em
aplicacdes médicas. Anfotericina B (AmB) é o0 agente antifUngico mais utilizado no
tratamento de casos graves da Paracoccidioidomycosis (PCM), a qual € uma micose
sistémica nativa na América Latina, tendo como agente etiologico é o fungo termo-
dimérfico Paracoccidioides brasiliensis. Infelizmente, a AmB causa graves efeitos
adversos (principalmente nefrotoxicidade) apos administracéo intravenosa, limitando
assim seu uso clinico. A fim de reduzir os efeitos adversos da AmB, foram
sintetizadas nanoparticulas de maguemita estabilizadas com acido laurico (BCL) e
conjugadas com anfotericina B (BCL-AmB). O presente estudo mostra a
caracterizacdo, estabilidade e ensaios bioldgicos de BCL-AmB. A atividade
antifangica de BCL-AmB foi determinada pela Concentracao Inibitéria Minima - MIC
(do inglés -Minimum Inhibitory Concentracion) contra o P. brasiliensis. Citoxicidade,
avaliada pelo ensaio MTT, e genotoxicidade, analisada pela fragmentacdo de DNA
em citometro de fluxo e ensaio cometa, foram determinadas em fibroblastos murinos
(NIH-3T3) e em células renais de porco (LLC-Pk1). Os ensaios de toxicidade foram
realizados em dois tempos experimentais (24 e 48 horas). O diametro médio das
nanoparticulas de maguemita foi estimado por difracao de raio-X e por microscopia
eletrbnica de transmissao, apresentando valores de 13 e 9 nm, respectivamente.
Analises por espectroscopia na regiao do infravermelho mostraram a presenca do
acido laurico associado a nanoparticula e confirmaram a presenca da AmB. O
diametro hidrodindmico (DH) de BCL-AmB e BCL, apés a sintese, foi de 62 e 55 nm
e 0 potencial zeta foi de -28 e -42 mV, respectivamente. BCL apresentou alta
estabilidade em 240 dias, entretanto o DH de BCL-AmB aumentou neste periodo.
BCL-AmB apresentou atividade antifingica, com MIC de 1,25 pg/mL, enquanto o
MIC da AmB livre foi de 1,0 pg/mL. BCL-AmB apresentou baixa toxicidade em células
de mamiferos. Para as células NIH-3T3, a citotoxicidade de BCL-AmB foi menor que
a citoxicidade da AmB livre em 24 horas, com CCso de 20 e 6 pg/mL,

respectivamente; enquanto que para as células LLC-Pk1, os valores da CCso foram
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de 267 e 37 pg/mL, respectivamente. Similarmente, apos 48 horas, a citotoxicidade
de BCL-AmB ainda foi menor que a citoxicidade da AmB livre. Nas duas linhagens
celulares utilizadas, a CCso de BCL-AmB induziu menor fragmentacdo de DNA que
a CCso da AmB livre pelo ensaio cometa. Entretanto, pela citometria ndo ocorreram
diferencas significativas entre todos os grupos. Portanto, os resultados observados
sugerem que BCL-AmB poderd ser uma nova nanoferramenta no tratamento da
PCM, uma vez que a AmB quando conjugada as nanoparticulas manteve sua
propriedade fungicida e apresentou baixos efeitos citotoxicos e genotdxicos. A
nanoformulacdo BCL-AmB mostrou resultados promissores (in vitro), entretanto
outros testes ainda serdo necessarios para verificar a eficiéncia do farmaco

adsorvido e sua toxicidade in vivo.
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citotoxicidade; genotoxicidade; nanobiotecnologia.
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ABSTRACT

Nanotechnology has dramatically increased the research on drug delivery systems.
Among them, magnetic fluids (MF) have shown several advantages such as its
biocompatibility and biodegradability. MF samples, consists of superparamagnetic
iron oxide nanoparticles suspended in a carrier fluid. Maghemite is the most used
magnetic nanoparticles (MNPSs) in biological and medical applications. Amphotericin
B (AmB) is still the polyene antifungal agent choice for the treatment of severe
Paracoccidioidomycosis (PCM), which is a systemic mycosis native from Latin
America. Its etiological agent is the dimorphic human pathogenic fungus
Paracoccidioides brasiliensis. Unfortunately, AmB causes acute side effects (mainly
urinary problems) following intravenous administration, which limits its clinical use. In
order to reduce the side effects of AmB, maghemite-based magnetic fluid stabilized
with bilayer of lauric acid (BCL) and conjugated with AmB (BCL-AmB) were
developed. The present study reports on characterization, stability and biological
assays of BCL-AmB. Antifungal activity of BCL-AmB was determined by MIC
(Minimum Inhibitory Concentration) assay against P. brasiliensis. Citotoxicity,
evaluated by MTT assay, and genotoxicity, analysed by DNA fragmentation in flow
cytometer and comet assays, were determined against murine fibroblast (NIH-3T3)
and pig kidney (LLC-PK1) cells line. Toxicity assays was evaluated at two different
times (24 and 48 hours). The maghemite nanoparticles average size was estimated
by X-ray diffraction and transmission electron microscopy showing value of 13 and 9
nm, respectively. Infra Red analysis showed the presence of lauric acid associated
to the nanoparticles and confirmed the presence of Amphotericin B. Hydrodynamic
diameters (HD) of BCL-AmB and BCL after synthesis was 62 and 55 nm and zeta
potential was -28 and -42 mV, respectively. BCL has high stability on 240 days,
however the HD of BCL-AmB increased at the same period. BCL-AmB presented
antifungal activity, with MIC of 1.25 pg/mL, whereas the free AmB showed MIC of 1.0
pg/mL. BCL-AmB showed not toxicity for mammalian cells. For NIH-3T3 cells, the
citotoxicity of BCL-AmB was lower than free AmB after 24h, with CCso values of 20
and 6 pg/mL, respectively; whereas for LLC-Pk1 cells, the values were 267 and 37
png/mL, respectively. Similarly, after 48h, the citotoxicity of BCL-AmB was still lower
than free AmB. In both cells line, CCso of BCL-AmB induced less DNA fragmentation

than the CCso of AmB by comet assay. However, by flow citometer assay, there is no
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difference between all groups. Hence, the results observed suggest that BCL-AmB
may be a new nanotool of treatment for PCM, once the AmB in this nanoformulation
is still antifungical and showed lower citotoxicity and genotoxicity effects. There are
promising results in this model (in vitro) but tests are still needed to verify their in vivo
mechanisms of toxicity.

Keywords: magnetic nanoparticles; amphotericin B; paracoccidioidomycosis,

citotoxicity; genotoxicity; nanobiotechnology.
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1 INTRODUCAO

A nanotecnologia inicia-se em 29 de dezembro de 1959 no Instituto de
Tecnologia da Califérnia, quando o fisico Richard Feynman apresentou a palestra
"There's plenty of room at the bottom" ("Ha muito espaco la embaixo") na Reunido
Anual da Sociedade Americana de Fisica. Nesse evento, Feynman anuncia a
possibilidade de compactar os 24 volumes da Enciclopédia Britanica na cabeca de
alfinete, dessa forma, afirmando o advento de varias descobertas a partir da
fabricacdo de materiais em escala atdbmica e molecular. Entretanto, Feynman
conseguiu apoio econdmico e cientifico somente duas décadas depois de sua

palestra (Garcia, 2005).

Recentemente a nanobiotecnologia surgiu como uma area da ciéncia que tem
permitido o desenvolvimento de ferramentas importantes no combate de diversas
doencas. Dentre estas ferramentas destacam-se as nanoparticulas magnéticas que
podem ter a associacdo de moléculas bioativas em sua superficie e assim serem

usadas como sistema de carreamento de drogas para sitios especificos.

Esta estratégia pode possibilitar uma melhor eficacia terapéutica de um
farmaco com diminuicdo da sua toxicidade, como apresentado neste trabalho em
que foi sintetizado um fluido magnético com a anfotericina B, um antifangico utilizado
no tratamento da paracoccidioidomicose, conjugada a uma nanoparticula magnética
de maguemita estabilizada com bicamada de laurato e testado seu efeito toxico em

linhagens celulares.

1.1 NANOTECNOLOGIA

A nanotecnologia envolve a criacdo de materiais funcionais, dispositivos e
sistemas por meio do controle da matéria na escala de nanémetros (10° m) (Figura
1). Segundo Koo e colaboradores (2005) a nanotecnologia pode ser definida como
o entendimento e controle da matéria em dimensdes de aproximadamente 1 a 100
nandémetros, onde fenbmenos Unicos possibilitam novas aplicacdes. A faixa de
tamanho nédo é necessariamente rigida como nessa definicdo, entretanto o que mais
€ apreciado no conceito de nanotecnologia € a mudanca das propriedades dos

materiais quando comparados na escala macro. Assim, nanotecnologia engloba
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sistemas fisicos, quimicos e biolégicos de dimensbes atdbmicas até
submicrométricas, bem como sistemas macroscopicos constituidos por
nanoestruturas, que apresentam propriedades quimicas, térmicas, elétricas, oticas,
mecanicas ou magnéticas diferenciadas, devido aos fatores relacionados ao
tamanho e a composi¢do (Santos, 2012). Estas novas propriedades explicam o
interesse industrial pelos materiais nanoestruturados para serem empregados em
cosmeéticos, na industria téxtil, eletrébnica e farmacéutica (Hillery et al., 2001; Naschie,

2006; Jain, 2008).
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Figura 1. Escala nanométrica mostrando em detalhes trés exemplos de nanoparticulas.

Muitos sé@o os avancos das aplicacdes de nano-objetos no reconhecimento e
deteccdo molecular com diferentes fins, de modo que nanoferramentas, tais como
nanocanais, pontos quanticos, dendrimeros, nanobarras de cddigo,
nanocapacitores, nano e microesferas e as nanoparticulas magnéticas, estao se
tornando importantes nas solu¢des tecnoldgicas para ambiciosos projetos na
nanobiotecnologia (Gao et al., 2009; Ferreira e Rangel, 2009; Kim et al., 2010;

Mahmoudi et al., 2011).

1.2 NANOPARTICULAS MAGNETICAS

De modo geral, nanoparticulas vém sendo intensamente estudadas, onde
pesquisas para obtencdo de nanoparticulas magnéticas (NPMs) representam
atualmente um campo de elevado interesse cientifico e tecnologico, pois as NPMs
possuem propriedades Unicas como alta relacdo superficie/volume e a capacidade

18



de responder a um campo magnético, ndo retendo magnetismo ap0s a remoc¢ao do
mesmo (Berry e Curtis, 2003; Tartaj et al., 2003; Xie et al., 2009; Yu et al., 2010).

NPMs sdo compostas, por exemplo, por elementos como niquel ou cobalto e
mais frequentemente por magnetita (FesO4) ou maguemita (y-Fe203) (Sun et al.,
2004). Dentre estas ferritas, a maguemita € uma op¢ao promissora nas aplicacdes
biomédicas, pois nesse 0xido, o ferro encontra-se no seu estado mais oxidado. Isso
implica em uma menor toxicidade, uma vez que, ndo ocorrerdo oxidacbes da
maguemita quando aplicadas em sistemas biolégicas (Hutten et al., 2004; Gupta e
Gupta, 2005). Alem disso, nanoparticulas de magnetita em estoque, oxidam ao longo
do tempo, convertendo-se para maguemita, podendo levar a uma diminuicdo da

estabilidade do complexo nanométrico (Silva, 2008).

NPMs, geralmente com diametro variando entre 5 e 15 nm, quando dispersas
em solventes carreadores organicos ou inorganicos formando suspensofes estaveis
em solucdes coloidais tem-se os chamados fluidos magnéticos (FMs) (Massart,
1982).

Particulas de tamanhos nanométricos possuem uma alta relacdo
superficie/volume. Essa caracteristica € utilizada nas aplica¢des bioldgicas, uma vez
gue grande quantidade de ligantes, como farmacos ou anticorpos pode ser ligada na
superficie das nanoparticulas. Essa caracteristica possibilita uma maior
disponibilidade desses ligantes no sitio alvo quando comparado com particulas nédo
nanométricas (Gupta e Gupta, 2005; Karini et al., 2012; Maurin et al., 2013)

Para que a energia de um material magnético macroscopico seja minima,
deve haver a formacéo de dominios magnéticos em seu interior, que sdo separados
e limitados por interfaces denominadas paredes de dominios. Dominio magnético é
definido como uma regido do material dentro da qual os atomos possuem momentos
magnéticos com a mesma orientacdo (Borba, 2006). Momento magnético de um
atomo é a soma vetorial de todos os momentos magnéticos dos elétrons (Smith,
1998). Conforme as dimensdes dos materiais séo reduzidas, ou seja, caminham-se
para as dimensdes nanométricas, as paredes que delimitam os dominios magnéticos
passam a ter sua estrutura e espessura modificadas. Quando € atingido um diametro
critico da particula (Dc), o aumento de energia devido as modificagbes nas paredes

dos dominios magnéticos passa a ser mais significativo que a reducédo da energia
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decorrente da formagédo dos dominios e, portanto, do ponto de vista energético, a
reducdo das dimensbfes das particulas ndo é mais vantajosa. Por isso, abaixo do Dc,
as particulas magnéticas passam a se organizar como monodominios magnéticos.
O valor do Dc é caracteristico de cada material e, geralmente, possui algumas

dezenas de nandmetros (Cullity, 2009).

Com particulas do tamanho do Dc ou menores, 0 momento magnético se torna
altamente influenciado pela energia térmica. Isto permite que as nanoparticulas
sejam facilmente magnetizadas pela acdo de uma forca magnética externa, mas, na
auséncia desta, o efeito da agitagdo térmica é suficiente para desmagnetiza-las
espontaneamente (Xu, 2007). Assim, particulas com tal comportamento s&o

denominadas superparamagnéticas.

Interacdes de Van der Waals sdo a fonte primaria de atracdo entre particulas
coloidais. Estas forcas estdo sempre presentes entre particulas de composicéo
similar. Sendo assim, para preparar dispersdes coloidais estaveis, como no caso dos
FMs, se torna necessario que as interacdes repulsivas entre as particulas sejam pelo
menos comparaveis em alcance e magnitude as atracdes de Van der Waals (Hunter,
1986). Quando isso ndo acontece, as nanoparticulas formardo aglomerados. O
conceito de agregados difere-se do de aglomerados, pois nele os componentes
individuais estéo fortemente associados por ligacdes quimicas (ASTM International
Techical Committee E56 on Nanotechnology, 2006). A aglomeracéo e subsequente
sedimentacao das nanoparticulas dependem da forma, do tamanho, do tempo e da

dose utilizada durante sua aplicacdo biolégica (Allouni et al., 2009).

Definir o estado de aglomeracdo é essencial, pois esse determina de que
maneira as nanoparticulas circulardo e serdo eliminadas pelo organismo. A
aglomeracao afeta a dispersdo das nanoparticulas (Braz, 2011). Dessa forma,
caracterizar o tamanho da particula priméaria e dos aglomerados é essencial, pois
pode afetar a disponibilidade de possiveis farmacos conjugados, a eliminacao e as

respostas celulares.

A caracteristica magnética e o diametro das nanoparticulas proporcionam que
elas figuem em uma suspensdo na forma de entidades isoladas, impedindo a
aglomeracdo e precipitacdo na parede dos vasos sanguineos ou em tecidos.

Interessantemente, nos fluidos magnéticos, as intera¢cdes nanoparticula-liquido séo

20



fortes 0 bastante para que o seu comportamento magnético seja transmitido ao
liguido como um todo (Rosensweig, 1985). As interacdes entre as particulas
magneéticas e o fluido carreador sdo tais que se comportam como um sistema
homogéneo, onde sob aplicacdo de um campo magnético a suspensao é deslocada
como um todo e ndo somente as nanoparticulas magnéticas (Lacava, 2006; Morais
et al., 2006).

Entretanto, para manter a estabilidade do sistema € necessario controlar o
diametro das nanoparticulas, a temperatura, o estado quimico e presenca de carga
na superficie, o equilibrio entre as forcas repulsivas e atrativas, e as interacdes

particula-particula e particula-solvente (Lacava et al., 1999; Tartaj, et al.; 2003).

Para impedir a aglomeracao das NPMs em pH fisiologico, elas precisam ser
recobertas com material biocompativel e biodegradavel, ou seja, torna-las,
hemocompativeis e que ndo sejam tdxicas ao organismo. Assim, NPMs podem ser
funcionalizadas, permitindo o acoplamento de farmacos, anticorpos ou outros
componentes (Halbreich et al., 1998; Pankhurst et al., 2003; Sun et al., 2008).

1.3 APLICACOES DAS NANOPARTICULAS MAGNETICAS

O comportamento magnético das NPMs, bem como a variedade de arranjos
de sua camada estabilizante possibilita 0 seu emprego em varias areas, como,
conduzir dentro do organismo, drogas ou farmacos até alvos especificos podendo
ser utilizado magnetos externos; melhoramento do contraste de imagens obtidas por
ressonancia magnética; técnicas de separacao celular e hipertermia para tratamento
de cancer ou para liberacdo controlada de farmacos (Mainardes e Silva, 2004; Hao
et al., 2010; Lien et al., 2011; Akbarzadeh et al., 2012).

1.3.1 Agente de contraste para ressonancia magnética

A ressonancia magnética é uma técnica usada em diagndstico clinico, onde a
obtencdo de imagens do corpo humano é baseada na diferenca de intensidade do
sinal que cada tecido humano produz em resposta a um campo magnético aplicado
(Liu, 2012). Os quelatos de gadolinio sdo os compostos mais utilizados como agente

de contraste. Entretanto os ions séo toxicos, uma vez livres podem substituir alguns
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ions metalicos enddgenos como zinco e calcio (Jedlovszky et al., 2012). Assim, surge
a busca por novos agentes contrastantes, como as NPMs que intensificam as
imagens obtidas por ressonancia magnética, (Na, 2009; Ling et al., 2012), e, que
idealmente, ndo podem manter magnetizacdo remanescente quando o campo
magnético externo for retirado (Wang et al., 2001). Por essa razdo que

nanoparticulas de ferrita sdo amplamente estudadas para esta aplicacao.

Algumas dispersdes coloidais de NPMs ja estéo disponiveis para uso clinico.
O ferumoxides (Feridex® ou Endorem®) consiste de nanoparticulas de magnetita
estabilizadas com dextran/citrato dispersas em meio aquoso e administrado de forma
intravenosa e percebido por células do sistema reticuloendotelial. O Resovist®,
especifico para diagnostico de lesbes hepaticas, é constituido por nanoparticulas de
oxido de ferro estabilizadas com carboxidextran (ferucarbotran) apresentando
diametro hidrodinamico entre 45 e 60 nm. O ferumoxtran (Combidex® ou Sinerem®)
com composicdo semelhante a do Feridex®, mas ainda nao foi liberado para
comercializacdo, apesar de aprovado nos testes clinicos. Possibilita a detecgéo
tumoral em alguns 6rgaos como nédulos linfaticos, préstata e cérebro (Harisinghani,
2003; Veiseh, 2010; Santos, 2012).

Além destes agentes de contraste ja comercializados, outros sistemas
nanoestruturados a base de NPMs estdo sendo desenvolvidos e testados em
laboratorios, por exemplo, nanoparticulas de magnetita funcionalizadas com DMSA
com tamanho entre 4 e 12 nm (Jun, 2005) e nanoparticulas de ferrita de manganés
de 7 nm (Yang, 2010).

Grupta e colaboradores (2012) sintetizaram um complexo magnético a partir
de nanoparticulas de silica coencapsuladas com 6xido de gadolinio e HRP
(peroxidase de Armoracia rusticana, do inglés horseradish peroxidase) com tamanho
médio de 25 nm. Esse complexo nanoestruturado mostrou potencial como contraste
de imagem e tratamento local de canceres oxidando um pré-farmaco previamente
administrado. Esse complexo foi testado em carcinoma de células escamosas e

mamarias.
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1.3.2 Hipertermia

O termo hipertermia € muito utilizado para tratamento baseado na geracao de
calor em um sitio tumoral alvo, resultando em alteracdes na fisiologia das células
cancerigenas, conduzindo geralmente a apoptose. Esse tratamento é realizado de
maneira conjunta com outros tratamentos disponiveis como quimioterapia,
radioterapia, cirurgias, terapia genética e imunoterapia. O tratamento por hipertermia
pode ser por ablacdo ou moderado, dependendo do aumento da temperatura
(Nagarajan, 2008; Kumar, 2011). A eficiéncia da hipertermia depende da
temperatura gerada no sitio especifico, tempo de exposicdo e caracteristicas

particulares das células-alvo (Wust, 2002; Goldstein, 2003; Santos-Margues, 2006).

Véarias NPMs séo investigadas devido ao seu potencial para a hipertermia,
que vao desde as nanoparticulas de éxidos de ferro até nanoparticulas metalicas
como manganés, cobalto, niquel, zinco e magnésio. Alguns agentes hipertérmicos
bem conhecidos sdo nanoparticulas de magnetita estabilizadas com dextran,
lipossomas cationicos, alcool polivinilico, hidrogel, &cido laurico; e nanoparticulas de
maguemita estabilizadas com dextran (Giri, 2005; Dennis et al., 2008; Lévy et al.,
2008; Kawai, 2008; Kappiyoor et al., 2010).

Além de promover o aquecimento de regides especificas, a utilizacdo de
campo magnético alternado em NPMs promoveu uma nova area de estudos: a
liberacdo controlada de moléculas bioativas. Derfus e colaboradores (2007)
estudaram o0 uso de nanoparticulas magnéticas funcionalizadas com
oligonucleotideos. Para isso, foi examinada a libera¢éo de oligonucleotideos apos a
exposicao dos camundongos a um campo magnético. Foi observado um aumento
consideravel na profundidade de penetracdo dos oligonucleotideos nas células
cancerigenas e nas ceélulas vizinhas devido a exposicdo ao campo magnético. Kim
e colaboradores (2010) funcionalizaram nanoparticulas de ferrita de manganés com
quitosana e as utilizaram com o potencial de geracéo de calor por hipertermia, como
carregador para liberagdo controlada de moléculas bioativas e agentes de contraste
para imagens obtidas por ressonancia magnética. Os resultados mostraram que as
nanoparticulas apresentam aquecimento significativo para aplicacbes em
hipertermia, os grupos funcionais presentes na quitosana permitem a ligacdo de

diferentes moléculas bioativas.
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1.3.3 Associacao de farmacos e entrega em sitios especificos

Os principais problemas relacionados a administracdo de farmacos
hidrofébicos é sua baixa biodisponibilidade, que pode ser entendida como a
guantidade do farmaco que alcanca o seu local de acéo (Goodman et al., 2003). Com
uma baixa biodisponibilidade do farmaco no sitio alvo se torna necessario uma dose
mais elevada, fato que pode causar toxicidade além de outros efeitos adversos. A
fim de solucionar esse impasse, muitos pesquisadores tém desenvolvido sistemas
carregadores de farmacos a sitios especificos no organismo, dos quais se destacam
as nanoparticulas (Vieira, 2008; Gulloti, 2009; Anand et al.,, 2010; Beck, 2011,
Wilczewska et al., 2012).

Os sistemas de entrega de drogas por meio de nanoparticulas possuem
vantagens em relac@o ao convencional como: aumento da eficacia terapéutica com
liberacdo sustentada; diminuicdo de toxicidade e maior tempo de permanéncia na
circulacdo; direcionamento a alvos especificos; menor numero de doses; e
incorporacdo de moléculas bioativas hidrofobicas e hidrofilicas (Camilo, 2006;
Wilczewska et al., 2012).

Jain e colaboradores (2005) associaram doxorrubicina, um agente
antitumoral, as NPMs recobertas com acido oleico/polietilenoglicol, com cerca de 10
nm de diametro e hidrosollveis. O complexo mostrou retencao intracelular e uma
atividade antiproliferativa das células neopléasicas. Yallapu e colaboradores (2010)
mostraram que essa mesma formulagéo apresenta propriedades como agente de
contraste. Assim, essa hanoparticula poderia ser utilizada no terandstico oncoldgico.
Chen e colaboradores (2008) associaram a doxorrubicina a nanoparticulas de
magnetita-silica, mostrando que a formulacdo tem eficiéncia de liberacdo

dependente do pH.

Tong e colaboradores (2011) conjugaram gemcitabina as NPMs mostrando
inibicdo do crescimento tumoral para tratamento in vivo. Estevanato e colaboradores
(2011) observaram que nanoesferas de albumina magnética apresentavam
biocompatibilidade in vivo e presenca de aglomerados desta nanoparticula no
sistema nervoso central, apresentando potencial para sistema de entrega de drogas

especialmente para terapias que envolvam o sistema nervoso central.
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Chen e colaboradores (2011) conjugaram tPA (ativador do plasminogénio
tecidual) em nanoparticulas de magnetita recobertas com quitosana mostrando uma
otimizacdo em 53% no processo de rompimento de coagulos quando comparados
ao tPA livre. Quando a NPMs foram submetidas a um campo magnético, essa
porcentagem subiu para 58%, mostrando ser uma alternativa para o tratamento

trombolitico.

Losic e colaboradores (2010) associaram nanoparticulas de magnetita
recobertas com dopamina a microcapsulas de silica proveniente de diatomaceas do
género Aulacoseira. Eles mostraram que o complexo responde a um campo
magnético, mostrando potencial para uso terapéutico. Vale ressaltar que a entrega
de farmacos mediada por estrutura de diatoméaceas ainda néo foi experimentalmente

demonstrada em sistemas bioldgicos (Gordon et al., 2009).

Outras moléculas bioativas como ibuprofeno (Sasidharan et al., 2012),
paclitaxel (Kulshrestha et al., 2012), temozolomida (Ling et al., 2012) e heparina (Lee

et al., 2012) sdo investigadas no sentido do desenvolvimento de nanoformulagdes.

1.4 ANFOTERICINA B

A anfotericina B (AmB) é um farmaco pertencente a classe dos antibiéticos
poliénicos e é produzida pelo actinomiceto Streptomyces nodosus (Figura 2). As
propriedades fungicidas desta molécula foram identificadas em 1956 por Gold e
colaboradores e desde entéo, ela tem sido a droga de escolha para o tratamento da
maioria das micoses sistémicas (Lemke et al., 2005; Ruijgrok et al., 2006).
Caracteristicas como amplo espectro antifungico, potente atividade fungicida e raros
episodios de resisténcia, contribuem para o sucesso clinico desta droga (Baginski et
al., 2005).

Sua estrutura contém atomos de carbono formando um anel macrociclico
fechado. Possui uma cadeia de duplas ligagdes conjugadas e, na por¢cao oposta,
uma cadeia com oito grupos hidroxila, o que Ihe confere caracteristica anfipatica. Em
uma das extremidades da molécula, formando uma cadeia lateral, ha um residuo
micosamina (lactona) com uma amina (Santos, 2012). O nome anfotericina deriva da
caracteristica anfotérica que apresenta, sendo capaz de formar sais sollveis tanto

em meio basico quanto em meio acido (Asher, 1977).
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Figura 2. Estrutura quimica da anfotericina B.

O mecanismo de acdo em fungos da AmB ocorre pela interacdo direta com o
ergosterol, um esterol da membrana celular, por meio de ligacdes hidrofébicas
induzindo a formacgéo de poros aquosos. Esses poros promovem a liberacdo de
componentes essenciais para a célula, resultando na sua morte (Gruszecki et al.,
2003; Kleinberg, 2006). Enguanto que em fungos o ergosterol € o esterol mais
abundante nas membranas celulares, em mamiferos o mais abundante € o colesterol
(Baginski et al., 2005). A estrutura quimica da AmB favorece uma ligacéo preferencial
pelo ergosterol em relacdo ao colesterol (Hsuchen e Feingold, 1973; Yilma et al.,

2007), desse modo ela pode ser administrada em humanos.

Entretanto, a AmB em humanos induz efeitos colaterais indesejaveis, sendo
considerada um dos antibiéticos mais toxicos. Efeitos adversos frequentes séo
nauseas, vémito, febre, dor de cabeca, hipotensdo, dano hepéatico e nefrotoxicidade
(Guo, 2001; Ostrosky-Zeichner et al., 2003; Lemke et al., 2005). A anemia é um efeito
colateral adverso que, embora receba pouca importancia, acomete em torno de 75%

dos pacientes submetidos a terapia com esta droga (Bicanic et al., 2008).

A incidéncia de nefrotoxicidade induzida pela AmB é alta, variando entre 49 e
65% dos pacientes e é definida pela sua ligagdo com o colesterol das membranas
celulares dos tubulos renais (Wingard, 1999; Deray, 2002). A grande quantidade
desses tubulos nos rins resulta em muitas interacbes com a AmB, levando a
nefrotoxicidade (Baley et al., 1990; Fukui et al., 2003). Esse disturbio renal pode

resultar no acumulo de potassio no sangue (hipercalemia) induzindo quadros graves
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de arritmia cardiaca (Groot et al., 2008). Niveis séricos elevados do farmaco
contribuem para o aumento desses efeitos toxicoldgicos, pois quanto maior a
quantidade do farmaco livre circulante, maiores os danos causados aos rins. A
nefrotoxicidade € a causa da hospitalizacdo prolongada e dos indices de
mortalidade, especialmente em pacientes com necessidade de hemodiélise
(Saldanha, 2012).

Devido a sua insolubilidade em meio aguoso, a AmB tem sido administrada
na forma de dispersdo coloidal com desoxicolato de sodio (conhecido
comercialmente como Fungizon®). Entretanto, essa dispersdo apresenta alta
toxicidade. Com o intuito de reduzir os efeitos colaterais da AmB durante os
tratamentos, como da paracoccidioidomicose, novas formulagdes desse farmaco
estdo sendo desenvolvidas, como a sua conjugacao com fosfolipideos (lipossomas)
ou detergentes (micelas), ou seja, formulacdes com carreadores de natureza lipidica
(Ng et al.,, 2003) aos quais podem ser conjugadas substancias com afinidades
especificas por determinados sitios e 6rgaos, conduzindo o farmaco ao sitio de acéo
desejado. Essa estratégia vantajosa diminui a concentracdo da AmB livre no plasma
sanguineo e aumentando a sua concentragcdo no local desejado para a terapia (Wills
et al., 2000; Kleinberg, 2006).

Atualmente trés formulacdes lipidicas estdo disponiveis comercialmente:
Ambisome® - lipossomal com tamanho de 45 a 80 nm, fabricado por NeXstar
Pharmaceuticals. Constituida por fosfatidilcolina hidrogenada de soja, colesterol,
diestearoilfosfatidilglicerol e anfotericina B. Aprovada nos Estados Unidos em 1997.
Utilizada no tratamento de infeccfes fungicas disseminadas e leishmaniose visceral.
Abelcet® - complexo lipidico com tamanho de 1,6 a 11,1um, fabricado por Sequus
Pharmaceuticals. Constituido pelos lipideos dimiristoil fosfatidilcolina e dimiristoll
fosfatidilglicerol complexados a anfotericina B. Foi aprovada também em 1997 nos
Estados Unidos, sendo utilizada no tratamento de infec¢des fungicas invasivas.
Amphotec® - dispersdo coloidal com tamanho de 115 nm, fabricado por The
Liposome Company. Consiste em um complexo estavel de sulfato de colesterila
sodica e anfotericina B, com particulas em forma de disco. Aprovada em 1996 nos
Estados Unidos e indicada para o tratamento de aspergilose invasiva em pacientes

nos quais a terapia com outras formulagdes tenham falhado (Tiphine et al., 1999).
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Estas formulagbes sé&o utilizadas como terapia de primeira linha em pacientes
afetados pelas micoses sistémicas cujas funcdes renais estejam comprometidas.
Nesses pacientes foi observada uma consideravel reducéo dos efeitos nefrotoxicos
(Bowden et al., 2002; Walsh et al., 2004; Alexander e Wingard, 2006). O elevado
custo destes medicamentos no Brasil torna relevante o desenvolvimento de
formulagBes alternativas em territério nacional. Com esse intuito, NPMs
biocompativeis e com viabilidade de conjugacdo da AmB passa a ser uma estratégia

bioldgica e economicamente interessante.

Existem poucos estudos sobre NPMs como agente carregador da AmB.
Saldanha (2012) estudou a eficiéncia da anfotericina B conjugada a nanoparticulas
magnéticas de magnetita estabilizadas com acido laurico no tratamento da micose
paracoccidioidomicose experimental em camundongos Balb/c. A via utilizada foi por

instilacao nasal e esta formulacdo mostrou-se eficiente em casos de infeccéo aguda.

Peixoto e colaboradores (2008) estudaram os efeitos de nanoparticulas de
maguemita estabilizadas com &cido dimercaptosuccinico (DMSA) e associadas a
anfotericina B em camundongos. Mostraram direcionamento preferencial das NPMs
para os pulmdes e leve diminui¢cdo dos efeitos adversos da AmB, apresentando uma
formulagcdo biocompativel com potencial no tratamento da paracoccidioidomicose.
Carvalho (2011) expbe resultados no tratamento da leishmaniose cutanea em
camundongos com nanoparticulas de maguemita estabilizadas DMSA e
polietilenoglicol e funcionalizadas com AmB, exibindo maior eficiéncia do que apenas

com AmB.

A anfotericina B é empregada na dose de 1mg/kg/dia, principalmente, no
tratamento de casos graves de paracoccidioidomicose ou quando ocorre resisténcia

aos outros medicamentos (Shikanai-Yasuda et al., 2006).

1.5 PARACOCCIDIOIDOMICOSE

A paracoccidioidomicose (PCM) é uma micose sistémica autoctone da
Ameérica Latina. De carater endémico entre as populacdes de zona rural, porém com
distribuicdo heterogénea. A PCM acomete principalmente individuos do sexo
masculino entre 30 e 60 anos, sendo rara a incidéncia abaixo de 14 anos de idade.

A razdo de acometimento da PCM em adultos varia entre 10-15 homens para cada
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mulher, o que n&o ocorre na infancia, onde a incidéncia da micose € uniforme nos

géneros.

Uma proporcédo muito pequena de individuos de zonas endémicas expostos
ao agente desta micose desenvolve alguma manifestacéo clinica da doenca. A taxa
de mortalidade média anual no Brasil por PCM, no periodo de 1980-1995, foi de 1,45
mortes/milhdo de habitantes (Coutinho et al., 2002), confirmando essa doenca como
um importante agravo de saude no Pais. Esse numero pode ndo corresponder a
verdade, uma vez que a PCM nédo faz parte das patologias de notificacado

compulsoria para o Ministério da Saude.

Sua importancia em saude coletiva também esta ligada aos custos sécio-
econdmicos derivados ndo apenas da doenca em atividade, como hospitalizacéo,
mas também por ocorrer em individuos, predominantemente do sexo masculino, na
sua fase mais produtiva de vida, os quais contribuem com a maior parte no

orcamento familiar.

Seu agente etiolégico, o Paracoccidioides brasiliensis, € um fungo termo-
dimérfico, ou seja, encontra-se na forma de micélio multicelular entre 25 e 30 °C e
na forma de levedura multinucleada entre 35 e 37 °C (Figura 3; Brummer et al., 1993,
Gomes et al., 2000). Trata-se de um fungo saprobidtico do solo. Na natureza, o fungo
apresenta a forma filamentosa, contendo propagulos infectantes chamados conidios.
Uma vez inalados, os propagulos dao origem a formas leveduriformes do fungo que
constituirdo sua forma parasitaria nos tecidos do hospedeiro (Ricci et al., 2002;
Marques, 2003).

Figura 3. Variacdo morfoldgica do Paracoccidioides brasiliensis com a temperatura. A) Micélio
multicelular. B) Levedura multinucleada (Adaptado de Sturme et al., 2011).
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O P. brasiliensis foi primeiramente descrito por Adolfo Lutz em 1908 utilizando
isolados de lesbes orais. Ele percebeu que esse fungo se diferenciava de outros
espécimes caracteristicos de coccidioidomicosa, descrito por Posadas em 1892,
pela auséncia de esférulas com esporos. Splendore em 1912 denominou o fungo
como Zymonema brasilliensis, entretanto Floriano de Almeira em 1930 propds o
nome atual, distinguindo do agente Coccidioides immitis e a doenca foi reconhecida
oficialmente como paraccocidioidomicose pela OMS em 1971 (Marques, 1998).
Taxonomicamente encontra-se no Reino Fungi, Filo Ascomycota, Classe
Pleomycetes, Ordem Onigenales, Familia Onygenaceae, Género Paracoccidioides
e Espécie brasiliensis (Bialek et al., 2000; San-Blas et al., 2002; Moreira, 2008).

Os humanos eram tidos como os Unicos hospedeiros naturalmente infectados
por este fungo. Atualmente, alguns animais foram encontrados portadores da
infeccdo, como o tatu e caes (Restrepo et al, 2001; Ricci et al., 2002; Marques, 2003).
A via inalatéria é considerada a principal porta de entrada da infeccdo, onde os
pequenos propagulos alcancam porcdes distais dos pulmbes e ao penetrarem o
parénquima alveolar ocorre a transicdo para a levedura e se da a instalacdo da
doenca (Cock et al., 2000).

Grande parte das infec¢Bes na fase inicial & assintomatica, sendo detectada
apenas por teste intradérmico ou por achado de necropsia (Silva e Telles Filho,
2006). Se ha progresséao da infeccao, duas formas clinicas sédo descritas. A forma
aguda ou subaguda (tipo juvenil) e a forma crénica (tipo adulto) (Montenegro, 1986;
Brummer et al., 1993; Marques, 2003).

Diferentemente de outros fungos patogénicos, o P. brasiliensis é sensivel a
maioria das drogas antifingicas, por conseguinte, varios antifingicos séo utilizados
no tratamento da PCM (Shikanai-Yasuda et al., 2006). A escolha da droga a ser
utilizada é feita de acordo com o estado do paciente e requer, além de um periodo
de tratamento longo, o monitoramento do paciente de modo a avaliar a eficicia e a

tolerancia dele ao antifungico (Hahn et al., 2003).

Os farmacos utilisados na terapéutica da PCM sédo os das seguintes classes:
polienos (anfotericina B), imidazolicos (itraconazol, fluconazol, ketoconazol) e sulfas
(sulfadiazina). Destes, os mais utilizados sdo o itraconazol e a anfotericina B. Apesar

da limitacéo das informacdes disponiveis em estudos comparativos com diferentes
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esquemas terapéuticos, sugere-se o0 itraconazol como a opcao terapéutica que
permitiria o controle das formas leves e moderadas da doenca em menor periodo de
tempo. Pacientes com formas graves ou resisténcia a outros medicamentos,
necessitando internacao hospitalar, devem receber AmB. Esta limitacdo no seu uso

deve-se ao fato de que a AmB produz uma série de efeitos adversos jA mencionados.

Foi observado que, de modo geral, o pulmdo € um dos 6&rgaos
preferencialmente depositario das NPMs para algumas das coberturas estabilizantes
(Niven, et al., 1995; Barbosa, 2004; Chaves et al., 2002, 2005 e 2008; Garcia et al.,
2005), sugerindo assim, que estas NPMs podem ser utilizadas no tratamento de
doencgas pulmonares como a paracoccidioidomicose ou a tuberculose, uma vez
conjugadas com drogas especificas para o tratamento destas doencas e ainda mais

podendo ser direcionadas com um campo magnético externo.

No intuito de reduzir os efeitos colaterais causados pela anfotericina B no
tratamento da PCM, neste projeto, foi sintetizada uma nanoparticula magnética a
base de maguemita, estabilizada com uma bicamada de laurato e conjugada com o

farmaco anfotericina B (BCL-AmB) (Figura 4).
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Figura 4. Representagdo esquematica da nanoparticula de maguemita

estabilizada com &cido laurico e conjugada com anfotericina B (BCL-AmB).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver e avaliar a estabilidade coloidal, atividade antifingica e
citoxicidade da anfotericina B conjugada com nanoparticulas magnéticas

estabilizadas com bicamada de laurato (BCL-AmB).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Sintetizar nanoparticulas de maguemita estabilizadas com bicamada de
laurato (BCL);

e Funcionalizar o BCL com o farmaco anfotericina B (BCL-AmB);

e Caracterizar o BCL-AmB por meio da analise da concentracdo do farmaco

adsorvido, da concentragao de ferro, do tamanho e da carga de superficie;

e Avaliar a estabilidade do BCL-AmB, pelo tamanho e pela carga de superficie,

variando a temperatura e tempo de estocagem,;

e Avaliar a atividade antifangica do BCL-AmB, determinando sua concentracdo
minima inibit6ria (MIC — do inglés Minimum Inhibitory Concentration) contra o
fungo Paracoccidioides brasiliensis e compara-la com o MIC do farmaco néo

nanoparticulado;

e Avaliar a toxicidade do BCL-AmB em células renais e fibroblastos em cultivo,
por meio de ensaios de viabilidade celular e por ensaios de danos ao material

genético.
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3 METODOLOGIA

3.1 LISTA DE REAGENTES

Tabela 1. Lista de reagentes.

Reagentes

Fabricantes

Acetonitrila
Acido cloridrico
Acido laurico
Agarose
Agarose LMP

Anfotericina B

Anfotericina B desoxicolado de sédio

BHI Liquido

BHI Solido
Bicarbonato de sddio
Brometo de etidio

Citrato de sodio

Cloreto de ferro (Il) tetrahidratado

Cloreto de ferro (Ill) hexahidratado

Cloreto de sodio

DMSO

EDTA

Gentamicina

Glicose

Hidroxido de sddio

lodeto de propideo

Lauril sarcosinato de sodio
Meio de cultivo celular DMEM
Meio de cultivo celular M199
Metanol

MTT

PBS
Penicilina/estreptomicina
RNAse A

Solucéo de ambnia 27%
Soro fetal bovino
Tripsina/EDTA

Tris

Triton X-100

J. T. Baker, EUA
Sigma-Aldrich Co., EUA

Vetec Quimica Fina Ltda., BRA
Sigma-Aldrich Co., EUA
Sigma-Aldrich Co., EUA
Sigma-Aldrich Co., EUA
Sigma-Aldrich Co., EUA
Acumedia, EUA

Acumedia, EUA

Sigma-Aldrich Co., EUA
Sigma-Aldrich Co., EUA

Vetec Quimica Fina Ltda., BRA
Sigma-Aldrich Co., EUA
Sigma-Aldrich Co., EUA

Vetec Quimica Fina Ltda., BRA
Mallinckrodt Chemical Inc., USA
Sigma-Aldrich Co., EUA
Schering-Plough, EUA

Vetec Quimica Fina Ltda., BRA
Sigma-Aldrich Co., EUA
Invitrogen, EUA

Sigma-Aldrich Co., EUA
GIBCO, EUA

Sigma-Aldrich Co., EUA

J. T. Baker, EUA

Invitrogen, EUA

Laborclin Produtos para Laboratério Ltda., BRA
GIBCO, EUA

Promega, EUA

Quimibras, BRA

GIBCO, EUA

GIBCO, EUA

Invitrogen, EUA

Sigma-Aldrich Co., EUA
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3.2 SINTESE DAS NANOPARTICULAS
3.2.1 Sintese das nanoparticulas de magnetita (Fe304)

As nanoparticulas de magnetita foram precursoras na sintese das
nanoparticulas de maguemita. A sintese da magnetita foi obtida pelo método da
coprecipitacdo dos ifons Fe?* e Fe* em meio aquoso utilizando amoénia como
precipitante. Para isso, foi preparada uma mistura contendo uma solucao de 0,7 mol
de Fe(ll) e 1,4 mol de Fe(lll), em solucédo de fundo 2,0 molL' de HCI. O HCI foi
adicionado para evitar tanto a oxidacéo dos ions Fe?*, quanto a hidrélise dos sais de
ferro. A solucéo foi colocada em um béquer e, sob agitacdo mecéanica e temperatura
ambiente, foram adicionados 30 mL de solucéo de amébnia 27%. Instantaneamente,
um precipitado negro foi formado e o sistema foi mantido sob agitag&o por 15 minutos
(Kang et al., 1996). Com o auxilio de um im4, as particulas foram sedimentadas e o
sobrenadante retirado e descartado. Em seguida, adicionou-se agua destilada as
nanoparticulas e estas foram lavadas com o auxilio de um bastdo de vidro. Este
procedimento de lavagem das nanoparticulas com agua destilada foi realizado cinco

vezes para remocao dos contra-ions.

3.2.2 Sintese das nanoparticulas de maguemita (y-Fe203)

As nanoparticulas de maguemita foram obtidas a partir da oxidacdo da
magnetita por borbulhamento de oxigénio (Kang et al., 1996). Aproximadamente 12
gramas do sélido umido das nanoparticulas de magnetita obtidas na sintese anterior
foram dispersas em 250 mL de agua destilada. O pH foi ajustado para trés com HCI
1 M. A disperséo foi agitada magneticamente e aquecida até 97 °C sob um fluxo de
oxigénio medicinal (99,5% de 0O2). Esse procedimento teve uma duragdo de

aproximadamente duas horas.

3.2.3 Estabilizacdo das nanoparticulas de maguemita com bicamada de
lauréato

As nanoparticulas de maguemita sintetizadas foram dispersas em agua e o
pH ajustado para 12 com uma solucdo de hidréxido de sédio 0,1 molL?. O &cido

laurico foi adicionado tendo em vista a proporcéo 0,1 g de acido laurico por grama
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de sélido umido de nanoparticulas de maguemita. A mistura foi mantida sob
sonicacgdo por 10 minutos com pulsagéo de 2 s/pausa de 1 s e com uma amplitude
de 40%, estabelecida no préprio equipamento (Sonics Vibracell VCX 750, Newtown,
Estados Unidos). A suspenséo coloidal resultante foi centrifugada por 10 minutos a
2400 g (Sigma 2K15, Alemanha). Por fim, a suspenséo coloidal aquosa de
nanoparticulas funcionalizadas com é&cido laurico foi lavada com agua deionizada
para remocdo de acido laurico em excesso utilizando-se um ultrafiltro (Millipore
XFUF04701, Franca) o qual permitia a passagem do acido laurico ndo adsorvido. A
amostra foi autoclavada a 121 °C por 30 minutos. Foi retirada uma aliquota desta
suspensao para realizar as devidas caracterizagoes que estdo descritas no item 3.3.

Este fluido magnético foi rotulado com o codigo BCL.

3.2.4 Funcionalizacédo do BCL com o farmaco anfotericina B

Para adsorver o farmaco no BCL foi utilizada uma proporcao de 0,6 mg de
farmaco/mg de maguemita Umida. Esta relacdo farmaco/maguemita foi escolhida
decorrente de trabalhos anteriores que demonstraram adsorcdo de 100% de
anfotericina B nas bicamadas de laurdto em nanoparticulas de magnetita e de
maguemita (Silva, 2008). A mistura permaneceu sob agitacdo mecéanica por
aproximadamente 24 horas. Foi retirada uma aliquota desta suspenséao para realizar
as devidas caracterizacdes que estdo descritas no item 3.3. O restante foi estocado
em fracBes a 4 °C. Este fluido magnético foi rotulado com o cddigo BCL-AmB. O
processo foi realizado dentro de um fluxo laminar devidamente esterilizado. As
solucbes contendo anfotericina B foram protegidas da luz, evitando assim a

fotodegradacao do farmaco.

3.3 METODOS DE CARACTERIZACAO DAS AMOSTRAS SINTETIZADAS
3.3.1 Difratometria de raio-X

As nanoparticulas de maguemita foram analisadas por difratometria de raio-X
(DRX) para a caracterizagdo da estrutura cristalina e para a estimativa do diametro
médio das nanoparticulas. Os difratogramas de raio-X foram obtidos pelo método do

po no equipamento Shimadzu - XRD-6000, equipado com a fonte de radiacdo Cu-
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Ka (A = 1,54056 A), voltagem de 40 kV e corrente de 30 mA (Soler, 2007). As
amostras foram secas a 40 °C por 24 horas e trituradas em almofariz. Os dados
foram coletados em 26 de 25° a 70°, a uma velocidade de 2 graus min-! e refinados
pelo software Basic Process, fornecido pela Shimadzu. O didametro médio das
nanoparticulas foi estimado a partir da largura a meia altura do pico de reflexao mais
intenso, por meio da féormula de Debye-Scherrer (Cullity e Stock, 2001),

D =09
Bcos6

onde D é o didmetro, 0,9 é o fator de correcéo, A é o comprimento de onda de raio-

X, 6 é o angulo de difracdo do pico mais intenso e B € o valor corrigido de largura de

linha a meia altura em rela¢cdo a amostra padréo B = J Bimostra — Bpaarao - A @amostra

padrao utilizada foi o silicio cristalino.

3.3.2 Microscopia Eletrénica de Transmissao

O didametro médio das amostras BCL-AmB e BCL foi determinado por
microscopia eletrdnica de transmissdo (MET). As amostras foram diluidas mil vezes
em agua deionizada e dispersas em telas de microscopia eletrénica recobertas com
Formivar®. Apés a secagem por duas horas, as nanoparticulas magnéticas foram
analisadas e obtidas imagens em MET JEOL 1011. A partir das micrografias
eletrbnicas, foram obtidos os diametros de 1000 nanoparticulas utilizando o
programa de morfometria ImagePro Plus 5.1. Com os resultados foi construido um
grafico da distribuicao de frequéncia dos diametros segundo Moraes e colaboradores
(2002), determinando assim o diametro médio das nanoparticulas das duas

amostras.

3.3.3 Andlise da concentracéo de ferro

A determinagdo da concentracdo de ferro presente nas nanoparticulas foi
realizada por espectroscopia eletrénica, por meio do método colorimétrico da orto-
fenantrolina (Jeffery et al., 1992). Nesse método o ferro introduzido em solucéo é

reduzido ao estado ferroso (Fe?*) por aquecimento com acido e subsequentemente
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o ion metélico reage com a fenantrolina. S&o necesséarias trés moléculas de
fenantrolina para quelatar cada atomo do ion ferroso, formando assim o composto

colorimétrico a ser mensurado.

Nanoparticulas de BCL (100 pL) foram dissolvidas com &cido cloridrico
concentrado a quente (g.s.p. 100 mL, em frasco volumétrico), promovendo a reducéo
do ion férrico (proveniente da maguemita) para ion ferroso. Em outro frasco
volumétrico, 5 mL da solucdo das NPMs dissolvidas foram reagidos com 1 mL de
solucéo de cloridrato de hidroxilamina (100 mg/mL) e 5 mL de solucédo de 1,10-
fenantrolina (Img/mL). O volume foi completado para 100 mL e a absorbancia foi
medida em 515 nm por espectrofotdmetro Biospectro SP-220. Foram realizadas dez
medidas de absorbancia e considerado o valor médio delas. Para determinar a
concentracéao de ferro foi utilizada uma curva padréo com concentracfes conhecidas

de ferro (Figura 5).
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Figura 5. Curva padrdo da concentracdo de ferro realizada por absorbancia de luz,
através do método colorimétrico da orto-fenantrolina.

No procedimento de funcionalizacdo do BCL com o farmaco (item 3.2.4), a
anfotericina B previamente solubilizada foi adicionada as nanoparticulas. Entdo, a
determinacao da concentracdo de ferro do fluido magnético BCL-AmB foi realizada
matematicamente utilizando a concentracao de ferro do BCL e o volume adicionado

do farmaco anfotericina B.
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3.3.4 Espectroscopia na regido do infravermelho

Com a finalidade de investigar a formacdo da bicamada de laurato na
superficie das nanoparticulas e a posterior presenca da anfotericina B, as
nanoparticulas BCL e BCL-AmB foram caracterizadas por espectroscopia
infravermelho (FTIR-DRIFTS). Assim foi possivel determinar os modos normais de
vibracdo que podem estar relacionados aos grupos funcionais das moléculas de

laurato e anfotericina B.

Os espectros foram obtidos em um espectrofotdmetro PerkinElmer Spectrum
400, utilisando 32 varreduras, resolucdo de 4 cm™ e regido espectral entre 4000 e
400 cm. Foi utilizada a técnica de transmitancia e as amostras foram diluidas em
KBr. Para obtencdo do p6 necessario a analise, as nanoparticulas foram secas a

temperatura ambiente por 48 horas.

3.3.5 Medidas do diametro hidrodinamico e potencial zeta

A medida do diametro hidrodinamico foi realizada por espalhamento dinamico
da luz (DLS). O DLS, conhecido também como espectroscopia de fotocorrelacédo
(PCS), determina o movimento Browniano e correlaciona este com o tamanho das
particulas. Essa medida é feita a partir de uma iluminagcédo das particulas com um
laser no comprimento de onda de 532 nm e analisam-se as flutuacfes da intensidade
da luz espalhada. A equacdo de Stokes-Einstein relaciona as flutuagbes da luz
espalhada com o tamanho das particulas (Malvern, 2005). No DLS, é medido um
valor referente a particula com uma camada de solvente associada a esta (camada
de solvatagéo), denominado diametro hidrodindmico. Para garantir o espalhamento
da luz as amostras BCL-AmB e BCL foram diluidas quarenta vezes em &gua
deionizada, colocadas em cubeta de poliestireno e levadas ao equipamento Zeta-
Sizer (Nano ZS90, Malvern). Foram preparadas trés cubetas por amostra e de cada

cubeta foram determinadas trés medidas.

As medidas de potencial zeta (carga de superficie das nanoparticulas) das
amostras BCL e BCL-AmB foram determinadas no mesmo equipamento Zeta-Sizer.
As amostras utilizadas para determinar o diametro hidrodinamico (diluidas quarenta

vezes) foram retiradas das cubetas de poliestiieno e colocadas nas cubetas
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especificas para potencial zeta, levadas ao equipamento e determinando assim a

carga de superficie das nanoparticulas.

3.3.6. Determinagao da concentragdo de anfotericina B

A determinagcdo da concentracdo do farmaco adsorvido as nanoparticulas
(BCL-AmB) foi realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia - HPLC (do inglés
- High Pressure Liquid Cromatograph). O equipamento cromatografico € composto
por um desgaseificador em linha (Modelo DGU 20As), um médulo de entrega de
solvente (Modelo LC-20AT), um autosampler (Modelo SIL-20AnxT), um forno de
coluna (Modelo CTO-20A), um detector de UV (Modelo SPD-20A) e um sistema
controlador (Modelo CBM-20A), sendo todos componentes do equipamento

Shimadzu prominence.

Foi utilizada a coluna analitica de fase reversa ACE-RP 5 C18 (250 x 4,6 mm)
(ACE, Escdcia) e pré-coluna de mesma composicao. A fase movel foi constituida por
acetonitrila:EDTA dissédico 10 mM, pH 4,6 (38:62). O fluxo da eluicéo isocratica foi
de 1 mL/min com uma pressdo média de 82 kgf/cm?. A eluicdo foi acompanhada por
detecgéo da absorbéancia a 405 nm. O volume de solucéo injetado foi de 20 pL. A
coluna foi mantida a 30 °C. Este protocolo foi estabelecido no Laboratério de
Nanobiotecnologia pela técnica Karen Rapp Py-Daniel e ainda sera submetido a

publicacéo.

3.3.6.1 Determinacédo da curva padrao da anfotericina B

Previamente a determinacdo da concentracdo de AmB adsorvida as NPMs,
foi determinada a curva padrao do farmaco no HPLC. Para tal, uma massa de 10 mg
de AmB foi solubilizada em 10 mL de DMSO. A partir dessa solucao inicial foram
preparadas outras nove dilui¢cdes: 0,04; 0,08; 0,16; 0,4; 0,8; 1,6; 4; 8 e 16 pg/mL.
Essas diluigcbes foram feitas com a fase mével supracitada. A partir das areas do pico
de cada cromatograma e do tempo de retencao pré-definido para a AmB, foram
construidas as curvas padrao do farmaco (Figura 6). Foram construidas duas curvas,

pois se trabalhou com um amplo espectro de concentracdes e dessa forma foi
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possivel ver a linearidade e minimizar os erros principalmente das concentracdes

mais baixas.
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Figura 6. Curva padrédo da concentracdo de anfotericina B (AmB) determinada por HPLC. A)
ConcentragBes mais altas B) Concentracfes mais baixas. Nas areas dos graficos sdo
apresentadas as fun¢des junto com o respectivo valor de R2,

3.3.6.2. Determinacdo da concentracdo de anfotericina B adsorvida as
nanoparticulas

Primeiramente foram testados os seguintes solventes para a extracdo da AmB
presente nas nanoparticulas: metanol, DMSO e fase movel (acetonitrila:EDTA
dissodico 10 mM, 38:62). O solvente que apresentou maior eficiéncia foi a fase movel
(Figura 7).
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Figura 7. Cromatogramas dos solventes utilizados para extrair a anfotericina B das nanoparticulas
BCL-AmB. — Fase movel, Metanol, — DMSO.

Para determinar a concentracdo de AmB adsorvida a bicamada de laurato,
primeiramente foi determinada a quantidade total do farmaco no fluido magnético e

deste valor foi subtraida a quantidade do farmaco ndo adsorvida as NPMs.

A concentracdo total foi determinada a partir de uma aliquota (100 pL) da
amostra BCL-AmB, a qual foi dispersa para 50 mL com a fase mdvel. Algumas
amostras foram sonicadas por 10 minutos, entretanto ndo apresentou diferenca nos
resultados obtidos. Dessa forma, optou-se pela ndo sonicacdo. A dispersao foi
filtrada em filtro de nylon (0,22 pum) e analisada por HPLC conforme descrito no item
3.3.6.

A concentracdo do sobrenadante foi determinada a partir de aliquota da
amostra BCL-AmB que foi submetida a separacdo magnética com o auxilio de ima e
de 1& magnética. A aliguota foi diluida dez vezes em &gua deionizada e colocada em
microtubo de centrifugacéao tipo eppendorff contendo a I1& magnética e o sistema foi
entdo colocado em contato com o ima. Passadas 24 horas, todo o sobrenadante foi
retirado e o mesmo foi colocado em novo microtubo de centrifugacdo com outra la
magnética e o sistema colocado novamente em contato com o im&, entretanto a
separacao magnética foi por 48 horas. Completada a separacdo magnética, 100 pL
do sobrenadante foi centrifugado por 30 minutos a 24.100 g. Uma aliquota de 80 pL

do sobrenadante do centrifugado foi disperso em fase mével (g.s.p. 2 mL), filtrado
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em filtro de nylon (0,22 pum) e analisada por RP-HPLC. O experimento foi realizado
em triplicata.

3.4 ESTUDO DA ESTABILIDADE COLOIDAL DO BCL E BCL-AMB

Para o estudo da estabilidade das nanoparticulas das amostras BCL e BCL-
AmB, algumas aliquotas foram mantidas a 4 °C e outras a temperatura ambiente.
Todas as amostras foram mantidas abrigadas da luz, evitando a degradacao do

farmaco.

Foram utilizados o diametro hidrodinamico e o potencial zeta (item 3.3.5) como
parametros para avaliacdo da estabilidade coloidal. Estes parametros foram
mensurados com 0, 7, 15, 30, 45, 60, 75, 90, 120, 150, 195 e 240 dias ap0s a sintese.

Todos os experimentos foram realizados em triplicata.

3.5 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA DA ANFOTERICINA B
CONJUGADA

3.5.1. Preparacdao do in6culo do fungo Paracoccidioides brasiliensis

A cepa do fungo P. brasiliensis que foi utilizada é a Pb18, disponivel na
colecao de fungos do Laboratério de Biologia Molecular da Universidade de Brasilia.
A cepa Pb18 foi cultivada em meio BHI suplementado (Soro fetal bovino 4%, glicose
4% e gentamicina 40 pug/mL). Esse cultivo ficou em agitador rotatorio (150 rpm) e
sob uma temperatura de 37 °C. Transcorridos seis dias de cultivo, este foi
centrifugado a 600 g por 10 minutos e o sobrenadante foi descartado. O precipitado
(ou pellet) foi entdo lavado repetidas vezes resuspendendo em PBS estéril (pH 7,4)
até que o sobrenadante se tornasse limpido como o PBS. Para a determinacgéo da
concentracdo de leveduras viaveis foi utilizado o corante Verde-Janus 0,05% e a
contagem foi realizada em uma camara de Neubauer. Foi utilizada uma

concentracéo de 6,7x10° leveduras viaveis/mL em meio BHI liquido.
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3.5.2 Determinacao da Concentracao Inibitoria Minima

Na determinagdo da Concentracdo Inibitéria Minima - MIC (do inglés -
Minimum Inhibitory Concentracion), definida pela concentracdo que inibe o
crescimento fangico, foram utilizadas placas de 96 pocos de fundo chato. Em cada
poco da placa foram adicionados 150 pL da amostra (BCL-AmB, AmB ou BCL) e 150
UL da suspensédo de células fungicas (10° leveduras viaveis/pogo). Cada poco foi
homogeneizado cuidadosamente. As placas foram incubadas a 37 °C sob agitacdo
de 40 rpm por um periodo de sete dias. Transcorrida essa etapa, 100 pL de cada
poco foi colocado em placas de Petri devidamente preparadas com meio BHI sélido
suplementado (Soro fetal bovino 4%, glicose 4% e gentamicina 40 pg/mL) e
incubadas por 15 dias a 37 °C. Apés a incubacao, foi determinada a concentracéo
que inibiu 100% do crescimento do P. brasiliensis. Para esses procedimentos foram
seguidas as recomendacdes da NCCLS (National Commitee for Clinical Laboratory
Standards, USA), protocolo M27-2A (NCCLS, 2002).

Foram realizados dois experimentos. No primeiro foram utilizadas
concentracdes de anfotericina B do BCL-AmB de 0,125 até 512 pug/mL, em diluicdes

seriadas.

Determinado um possivel MIC, foi realizado um segundo experimento
restringindo o espectro de concentracdes, porém incluindo outras concentracdes ao
experimento. As concentragdes de anfotericina B do BCL-AmB utilizadas foram 0,25;
0,5; 0,75; 1; 1,25; 1,5; 2; 4 e 8 pg/mL. Foi determinado o MIC da anfotericina B
desoxicolato de sddio e do BCL nas mesmas concentracdes de ferro correspondente

ao de anfotericina B da amostra de BCL-AmB.

3.6 AVALIACAO DA TOXICIDADE DA ANFOTERICINA B CONJUGADA (BCL-
AMB)

3.6.1 Manutencéao dos cultivos celulares

Para os ensaios de citotoxicidade foram utilizados dois tipos celulares, células
do tubulo contorcido proximal de porco (LLC-PK1, registro ATCC CL-101) e
fibroblastos murino (NIH-3T3, registro ATCC CRL-1658).

A aliguota de NIH-3T3 foi descongelada rapidamente a 37 °C e depositada
gentilmente em tubo tipo falcon contendo meio de cultivo DMEM suplementado (soro
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fetal bovino 10% e penicilina/estreptomicina 1%) e tamponado com bicarbonato de
sédio, sendo centrifugada e o pellet transferido para um frasco de cultura de 75 cm?
e mantido em estufa a 37 °C e CO2 5%. Quando o cultivo atingiu a confluéncia de
60-70%, as células foram desprendidas do fundo do frasco de cultura pela adicdo da
solucéo de tripsina-EDTA, centrifugadas, contadas em uma camara de Neubauer e
levadas para outro frasco de cultura. Para a aliquota de LLC-PK1 foi realizado o
mesmo procedimento, porém, utilizando o meio de cultivo M199 suplementado (soro
fetal bovino 3% e penicilina/estreptomicina 1%) e tamponado com bicarbonato de

sadio.

3.6.2 Ensaio de viabilidade celular = MTT

O efeito da citotoxicidade da anfotericina B conjugada a nanoparticulas foi
avaliado pelo teste de viabilidade celular segundo o método de MTT estabelecido
por Mosmann (1983). Este € um dos ensaios mais aceitos atualmente, pois a
reducdo de sais de tetrazolium é uma maneira consistente para a avaliacdo do
metabolismo celular. Uma reagéo de redugéo do MTT (3-(4, 5- dimethylthiazolyl-2)-
2, 5-diphenyltetrazolium bromide) pelas células metabolicamente ativas por enzimas
desidrogenase presente nas mitocondrias, resulta como produto o formazan,
composto de cor roxa, que € entdo solubilizado e quantificado por

espectrofotometria.

Inicialmente foram depositadas 5x102 células por poco em placa de 96 pocos
e mantidas a 37 °C, CO2 5% por 24 horas. Apos esse periodo, as células foram
incubadas com as amostras BCL-AmB, AmB e BCL. Os tempos experimentais foram
de 24 e 48 horas. Transcorrido esse periodo, 0 sobrenadante foi removido e
adicionou-se a solucdo de MTT (0,5 mg/mL de MTT em meio de cultivo). Apés trés
horas a 37 °C, a solucdo de MTT foi removida e foi colocado 100 uL de DMSO por
poco para solubilizar o formazan formado. A quantificacdo do formazan foi realizada
pela medida da absorbancia no comprimento de onda 595 nm em espectrofotbmetro
conjugado a uma leitora de microplacas. Foram realizados dois experimentos

independentes em triplicata.

As concentragbes de anfotericina B do BCL-AmB utilizadas foram 0,25; 0,5;
0,75; 1; 1,25; 1,5; 2; 4, 8; 16; 32; 64; 128; 256 e 512 pg/mL. O BCL foi utilizado nas
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mesmas concentragdes de ferro correspondente ao de anfotericina B da amostra de
BCL-AmB. Pelo ensaio foi definida a concentracdo citotoxica que diminuiu a

viabilidade em 50% das células (CCso).

3.6.3. Avaliacao do efeito genotdxico
3.6.3.1 Fragmentacédo de DNA em citdmetro de fluxo

O citdmetro de fluxo fundamenta-se em fontes de laser que incidem sobre
uma suspensao de células unicas por meio de um fluxo laminar, cuja camara de fluxo
€ altamente controlada. A luz que incide sobre as células pode ser detectada por
meio de detectores de luz posicionados paralelamente a célula (Forward Scatter ou
FSC) e perpendicularmente (Side Scatter ou SSC), estabelecendo os parametros
morfolégicos necessérios para discriminar diferentes tipos celulares. As
propriedades fluorescentes das células na suspenséo fluida sdo avaliadas por uma
série de filtros e detectores fotomultiplicadores. Dessa forma, o citdmetro de fluxo
possibilita rapidamente avaliar e quantificar parametros morfologicos e fluorescentes

de milhares de células (Darzynkiewicz et al., 1997).

As células foram cultivadas conforme item 3.6.1. Foram semeadas 10° células
em cada poco de uma placa de seis poc¢os de fundo chato. Para adeséo celular, as
placas foram mantidas a 37 °C, CO2 5% por 24 horas. Ap0s esse periodo, as células
foram incubadas com BCL-AmB e AmB nas respectivas concentragdes obtidas no
ensaio de respectivos MIC (item 3.5.2). Os tempos experimentais foram de 24 e 48

horas. Apds esse periodo os sobrenadantes foram retirados e utilizados a seguir.

As células foram desprendidas do fundo dos pocos pela adicdo de uma
solucdo de tripsina-EDTA e a solugdo foi neutralizada com o sobrenadante
supracitado, de modo a manter, dentro da analise, as células que se desprenderam
do fundo da placa no decorrer do experimento. A solucao celular foi centrifugada
(380 g por 5 minutos) e o pellet ressuspenso em PBS. Esse processo foi repetido
duas vezes. Em seguida, as células foram incubadas com 50 pg/mL RNAse A por
30 minutos a 37 °C e posteriormente incubadas com 50 pg/mL de iodeto de propideo
em tampé&o de lise (citrato de sodio 0,1%, Triton X-100 0,1% e iodeto de propideo 20
png/mL em PBS, pH 7,4) por 30 minutos a temperatura ambiente (Liu et al., 2011).

Foram quantificados dez mil eventos por amostra em citbmetro de fluxo

CyFlow® (Partec, Germany) e analisados pelo software Windows™ FlowMax®. O
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corante fluorescente iodeto de propideo foi excitado com o laser diodo azul (488 nm)
e detectado no canal FL2 (590 nm a 620 nm). O DNA fragmentado (DNAf) foi
identificado como a populacéo sub-G1 (conteudo de DNA <2n) e a porcentagem de
fragmentacao foi estabelecida considerando-se todo conteddo de DNA <4n. Os
histogramas foram obtidos no software FlowJo 7.6.3. Foram realizados dois

experimentos independentes em triplicata.

3.6.3.2 Fragmentagao de DNA pelo Ensaio Cometa

As células foram cultivadas conforme item 3.6.1. Foram semeadas 10° células
em cada poco de uma placa de seis poc¢os de fundo chato. Para adeséo celular, as
placas foram mantidas a 37 °C, 5% de CO2 por 24 horas. Apés esse periodo, as
células foram incubadas com BCL-AmB e AmB com os respectivos MICs (item 3.5.2)
e CCso definidas pelo ensaio MTT (item 3.6.2)

Os tempos experimentais foram de 24 e 48 horas. Apés esse periodo os
sobrenadantes foram retirados e utilizados a seguir. As células foram retiradas dos
pocos com uma solugcdo de tripsina-EDTA e a solugcdo foi neutralizada com o
sobrenadante supracitado, de modo a manter, dentro da analise, as células que se
desprenderam do fundo da placa no decorrer do experimento. As células foram
centrifugadas e diluidas em agarose LMP (do inglés - low melting point agarose)
(0,5%) para a confeccdo das laminas. Foram utilizadas laminas previamente
cobertas com agarose (1,5% p/v em tampéo PBS). Em seguida, as laminas foram
imersas em tampdo de lise (NaCl 2,5 M, EDTA 100 mM, Tris 10 mM, Lauril
sarcosinato de sodio 1%, Triton X-100 1% e DMSO 10%, pH 10) por 1h.
Posteriormente as laminas foram incubadas em tampéo de eletroforese (EDTA 10
mM e NaOH 0,3 M) pré-resfriado a 4 °C por 20 minutos. A eletroforese transcorreu a
25 V e 300 mA, por um periodo de 20 minutos, e posteriormente foi ajustado o pH

das laminas com tampao Tris (0,4 M).

Realizou-se analise cega de diferentes regides da lamina para manter a
imparcialidade. Foram analisadas trés laminas de cada tratamento ou controle, com
100 nucleoides em cada lamina, perfazendo 300 cometas.

Para a analise em microscopio de fluorescéncia (ZEISS Axioskop 2 - HAL

100), as laminas foram coradas no momento da analise com brometo de etidio (20

48



png/mL). As imagens do cometa foram analisadas visualmente segundo protocolo
descrito por Singh (1988) e classificados em quatro classes de dano de acordo com
tamanho da cauda e intensidade, denominadas por classes 0, 1, 2, 3 e 4 (Figura 8).
Para andlise estatistica foram somados as classes 1 e 2 e considerados como danos
moderados, e as classes 3 e 4 somados foram considerados como danos elevados.

A classe 0 é considerada sem danos.

Figura 8. Fotomicrografia celular evidenciando as diferentes classes de dano genético. A) Classe
0. B) Classe 1. C) Classe 2. D) Classe 3. E) Classe 4.

3.7 ANALISE ESTATISTICA

As andlises estatisticas dos experimentos foram realizadas usando o software
GraphPad Prism 5. A andlise de variancia (ANOVA) uma via com o poOs-teste de
Tukey ou Bonferroni foi usada para testar as diferencas intergrupos nos ensaios de
toxicidade celular e determinacdo da estabilidade coloidal dos fluidos magnéticos.
Neste ultimo, também foi determinada a correlagéo pelo teste Spearman. Os dados

foram considerados significativos quando p< 0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS MAGNETICAS

4.1.1 Diametro médio obtido por difracdo de raio-X (DRX) e por
microscopia eletronica de transmissao (MET)

A amostra BCL foi caracterizada por difracdo de raio-X (DRX). O difratograma
(Figura 9) mostra um padréo de DRX referente a formag&do de um material constituido
por uma unica fase cristalina cubica do tipo espinélio com os picos de reflexao (220),

(311), (400), (422), (511) e (440).

(311)
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Figura 9. Difratograma de raio-X obtido pelo método do
p6é das nanoparticulas magnéticas recobertas com
bicamada de laurato (BCL).

O diametro médio dos dominios cristalinos foi estimado a partir da largura a
meia altura do pico de maior intensidade. A amostra BCL apresentou um diametro
meédio estimado de 13 nm. A amostra BCL-AmB possui 0 mesmo valor de diametro

médio por DRX, pois nesse caso o diametro determinado é o do 6xido de ferro da

nanoparticula (maguemita).
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O diametro médio das NPMs também foi determinado por microscopia
eletrénica de transmissdo (MET). Foram mensurados os diametros de mil
nanoparticulas para cada amostra (BCL e BCL-AmB) (Figura 10). As amostras BCL
e BCL-AmB apresentaram um diametro médio por MET de 9,3 nm 2 e 9,5 nm % 2,
respectivamente. A figura 11 apresenta fotomicrografias eletrbnicas das duas

amostras em diferentes aumentos.

A Média: 9,36 B Média: 9,47
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Figura 10. Distribuicdo de frequéncia dos diametros médios determinados por microscopia
eletrdnica de transmissdo das nanoparticulas magnéticas recobertas com bicamada de laurato -
BCL (A) e recobertas com bicamada de laurato e conjugada com anfotericina B - BCL-AmB (B).
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Figura 11. Micrografias eletrdnicas das nanoparticulas magnéticas recobertas com bicamada de
laurato — BCL (B e D) e recobertas com bicamada de laurato e conjugada com anfotericina B —
BCL-AmB (A e C) em duas magnificagdes.

4.1.2 Concentracao total de ferro e concentracdo de nanoparticulas

Pelo método da orto-fenantrolina foi possivel determinar a concentracdo de
ferro das NPMs da amostra BCL. Lembrando que a concentragéo de ferro de BCL-
AmB foi determinada matematicamente utilizando a concentragéo de ferro do BCL e
o volume adicionado do farmaco anfotericina B. A concentracdo de ferro das
amostras BCL e BCL-AmB foi de 11,92 e 10,75 mg/mL, respectivamente. N&o houve
uma mensuracgao da proporcéo Fe?*:Fe3*, pois o 6xido deste trabalho é a maguemita,

a qual apresenta somente o Fe3*,
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A partir do didmetro médio estimado pela DRX, da concentracéo de ferro e da
densidade da maguemita (5 g/cm?), foi determinado o nimero de nanoparticulas por
mililitro. A partir do didametro médio, é calculado o volume de uma nanoparticula,
considerando que a mesma seja esférica. Pelo volume obtido e pela densidade da
maguemita, foi determinado a massa de uma nanoparticula. Por fim, pela massa e
pela concentragdo de ferro foi calculado o numero de nanoparticulas por mililitro. A
concentracdo de nanoparticulas das amostras BCL e BCL-AmB foi de 3,78x10%* e

3,41x10% nanoparticulas/mL, respectivamente.

4.1.3 Caracterizagcdo por espectroscopia naregido do infravermelho

Os espectros no infravermelho das amostras BCL e BCL-AmB estdo
apresentados na figura 12. A funcionalizacdo com laurato sobre a superficie de BCL
e BCL-AmB é sugerida pela presenca das bandas em 2920 e em 2847 cm™,
atribuidas as vibracfes de estiramento das ligacées C—H nos grupos —CH2— e —CHs—
. As bandas em 1544, 1412 e 1407 cm! sdo provenientes das vibracdes assimétricas
e simétricas de COO-, sugerindo a presenca de grupos carboxilato referentes as
bicamadas constituidas por moléculas de &cido laurico desprotonadas (Jain et al.,
2005; Yang et al., 2010).

No espectro referente a BCL-AmB houve bandas caracteristicas de ligacdes
entre &tomos na molécula de anfotericina B. As bandas em 1134 e em 1108 cm™ sdo
caracteristicas de vibracbes C-O-C e a banda em 1069 cm™ é atribuida aos
estiramentos assimétricos das ligagbes C-O. Observa-se ainda a existéncia de
bandas em 1038 cm* devido as vibragdes fora do plano de N-H: e aos estiramentos
simétricos de C-O-C, e em 1006 cm™ devido as absorcGes caracteristicas das
ligacbes C—C—H (Gagos e Arczewska, 2010).

A existéncia das bandas em 578 e em 632 cm™ sdo referentes aos
estiramentos da ligacdo Fe-O (Belin, 2002; Yang et al., 2010). Constata-se a
presenca do dimero do &cido laurico nos soélidos obtidos devido a presenca da banda
em 1708 cm%, atribuida aos estiramentos das ligacdes C=0 de acido carboxilico em
ponte (Capelle et al, 2003; Santos, 2012). Ainda na figura 12 é apresentado o

espectro do &cido laurico puro para comparacao.
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Figura 12. Espectro infravermelho das nanoparticulas magnéticas recobertas com bicamada de
laurato (BCL) e recobertas com bicamada de laurato e conjugada com anfotericina B (BCL-AmB). A)
Regido espectral entre 4000 e 400 cm-1. B) Regido espectral entre 2000 e 800 cm. Em “A” é

evidenciado o espectro do acido laurico puro.

4.1.4 Diametro hidrodinamico e carga de superficie

O diametro hidrodinamico e o potencial zeta das amostras BCL-AmB e BCL

foram determinados logo apés o término da sintese. As amostras foram diluidas

quarenta vezes em agua nanopura. O valor do didametro hidrodindmico vem atrelado

a um indice, chamado de indice de polidispersao (Pdl), que apresenta o grau de

homogeneidade da disperséo coloidal.

O potencial zeta de BCL-AmB e BCL foi -28,7 e -42,5 mV, respectivamente.
O diametro hidrodinamico médio de BCL-AmB e BCL foi 62,54 e 55,27 nm com PdI

de 0,211 e 0,167, respectivamente. Na figura 13 é apresentada a variacao de

didmetros nas duas amostras analisadas.
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Figura 13. Distribuicdo dos didmetros hidrodindmicos das nanoparticulas magnéticas
recobertas com bicamada de laurato - BCL (-) e recobertas com bicamada de laurato e

conjugada com anfotericina B - BCL-AmB (-).

4.1.5 Concentracao de anfoterina B

A concentracdo do farmaco presente na amostra BCL-AmB foi determinada
por HPLC a partir da concentracdo de AmB encontrada no sobrenadante da amostra
apo0s separacdo magnética prévia. O valor encontrado (18,73 pg/mL) foi subtraido
do valor da concentracao total de AmB no fluido magnético (6073,74 pg/mL). Para
determinar a concentragdo total de farmaco, as NPMs foram solubilizadas com fase
movel acetonitrila:EDTA dissédico 10mM pH 4,6 (38:62), como descrito no item
3.3.6. Portanto, a concentracdo de anfotericina B adsorvida a bicamada de laurato

foi de 6055 pg/mL. Os cromatogramas séo apresentados na figura 14.
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Figura 14. Cromatogramas da determinacdo da concentragéo de anfotericina B (AmB) conjugada
as nanoparticulas magnéticas recobertas com bicamada de laurato e conjugada com anfotericina
B (BCL-AmB). A) Cromatograma para a determinagdo da concentracdo total de AmB. B)
Cromatograma para a determinacéo da concentracdo de AmB no sobrenadante da amostra apés
separagao magnética.
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4.1.6 Caracteristicas fisico-quimicas das amostras BCL e BCL-AmB

A tabela 2 apresenta um resumo das caracterizagdes fisico-quimicas
determinadas para as duas amostras de nanoparticulas magnéticas sintetizadas
(BCL-AmB e BCL).

Tabela 2. Caracteristicas fisico-quimicas das nanoparticulas magnéticas.

Parédmetros BCL-AmB BCL
Diametro médio — DRX / MET (nm) 13/9,5 13/9,4
Diametro hidrodinamico (nm) 62,54 55,27
Potencia zeta (mV) -28,7 -42,5
Numero de particulas / mL 3,41x10% 3,78x10
Concentragédo de ferro (mg/mL) 10,75 11,92
Concentracdo de AmB (mg/mL) 6,1 -

4.2 ESTABILIDADE COLOIDAL DAS NANOPARTICULAS MAGNETICAS

A estabilidade coloidal das amostras BCL e BCL-AmB foram acompanhadas
por 240 dias, mantendo aliquotas em duas diferentes condicbes de temperatura, 4
°C e temperatura ambiente (TA). A estabilidade coloidal foi determina pelas medidas
de diametro hidrodindmico médio (DH), indice de polidisperséo (Pdl) e pelo potencial

zeta (PZ), que € a carga de superficie.
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Figura 15. Estabilidade coloidal das nanoparticulas magnéticas recobertas com bicamada de laurato
(BCL) e recobertas com bicamada de laurato e conjugadas com anfotericina B (BCL-AmB) mantidas
a 4 °C (A, C e E) e temperatura ambiente (B, D e F). A e B apresentam a variacdo dos didametros
hidrodindmicos. C e D apresentam a varia¢ao do indice de polidispersao. E e F apresentam a variacéo
dos potenciais zeta (carga de superficie).
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Os resultados obtidos para o DH (Fig. 15A e 15B) indicam que para BCL, a
correlacéo entre o tempo e o didmetro hidrodinamico néo foi significativa a 4 °C (r
spearman = 0,011, correlacdo n&o significativa) nem a TA (r spearman = 0,47, correlacao
nao significativa). Porém, o DH de BCL-AmB variou significativamente com o tempo,
tanto a 4 °C (r spearman = 0,99, p<0,05) quanto a TA (r spearman = 0,98, p<0,05). A
variacdo do diametro hidrodinamico de BCL-AmB, a 4 °C e a TA, foi de 62 a 140 nm

e 64 a 2920 nm, respectivamente.

Os indices de polidispersdo (Fig. 15C e 15D) indicam que para BCL, a
correlacdo entre o tempo e o Pdl ndo foi significativa a 4 °C (r spearman = 0,15,
correlagdo néao significativa) nem a TA (r spearman = 0,26, correlagéo néo significativa).
Entretanto, o Pdl de BCL-AmB variou significativamente com o tempo a 4 °C (r
spearman = 1,00, p<0,001). A variacao do indice de polidispersédo de BCL-AmB, a 4 °C,
foi de 0,211 a 0,592. A amostra BCL-AmB a TA ndo apresentou correlacao
significativa, apesar do valor r spearman = 1,00. Foi realizado o teste da analise de
variancia uma via com pés-teste Tukey para BCL-AmB a TA e foi observada uma
diferenca significativa entre o primeiro ponto (dia zero) e todos os outros pontos da

mesma linha (p<0,001).

O potencial zeta a 4 °C (Fig. 15E) nao variou significativamente em BCL (r
spearman = 0,23, correlacdo nado significativa) e em BCL-AMB (r spearman = 0,05,
correlagcdo nao significativa). O mesmo foi observado para BCL a TA (Fig. 15F) (r
spearman = -0,04, correlagdo ndo significativa). Entretanto, o PZ de BCL-AmB a TA
apresentou correlagdo com o tempo (r spearman = 0,91, p<0,05). A variagdo do
potencial zeta de BCL-AmB a TA foi de -29 a -19 mV.
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4.3 ATIVIDADE ANTIFUNGICA DA ANFOTERICINA B CONJUGADA

A anfotericina B conjugada com nanoparticulas magnéticas estabilizadas com
bicamada de laurato (BCL-AmB) foi avaliada quanto a sua atividade antifungica em
ensaios in vitro contra a espécie P. brasiliensis, cepa Pb18. A Figura 17 ilustra que
a concentracdo minima inibitéria (MIC) do BCL-AmB foi de 1,25 pg/mL. O MIC da
AmB livre foi de 1 pg/mL e a amostra BCL, como previsto, ndo apresentou MIC, pois
ndo tem em sua constituicdo nenhum agente antifingico. O controle negativo foi feito
com as leveduras sem nenhum tratamento (Figura 16A). Em alguns pogos foram
colocados somente o meio BHI sem leveduras (Figura 16B) e em outros BHI com as
amostras BCL-AmB (Figura 16C), AmB (Figura 16D) e BCL (Figura 16E), mostrando
que nem 0 meio, nem as amostras estavam contaminados com algum agente
biologico (Figura 16).

Figura 16. Controle do crescimento do fungo Paraccocidioide. brasiliensis em placas
de cultivo com meio BHI sdlido. A) Suspenséo de leveduras em meio BHI. B) somente
meio BHI liquido. C) BCL-AmMB com meio BHI. D) Anfotericina B com meio BHI. E)
BCL com meio BHI.
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Concentracao de Anfotericina B (ug/mL)

8,00 4,00 2,00 1,50 1,25 1,00 0,75 0,5 0,25

BCL-AmB AmB

BCL

14,20 7,1 3,55 2,66 2,22 1,78 1,33 0,89 0,44

Concentragao de Ferro (pg/mL)

Figura 17. Concentracdo minima inibitéria (MIC) da anfotericina B livre (AmB) e conjugada a nanoparticulas magnéticas recobertas com bicamada de laurato
(BCL-AmB) contra o fungo patogénico Paracoccidioide brasiliensis. Nanoparticula sem fungicida (BCL) testada nas mesmas concentra¢des correspondentes de
ferro da amostra BCL-AmB. Na parte superior € demonstrada as concentracdes de anfotericina B do tratamento com AmB e BCL-AmB. Na parte inferior sdo
demonstradas as concentracdes de ferro dos tratamentos BCL-AmB e BCL.
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4.4 TOXICIDADE DA ANFOTERICINA B CONJUGADA

Os ensaios de toxicidade foram realizados em células do tubulo
contorcido proximal de porco (LLC PK1) e fibroblastos murino (NIH-3T3) com o
intuito de verificar uma possivel alteracdo da toxicidade da anfotericina B quando
conjugada a nanoparticulas magnéticas. A citotoxicidade foi determina pela
viabilidade celular (ensaio MTT) e a genotoxicidade pela fragmentacdo de DNA

(ensaios cometa e citometria de fluxo).

4.4.1 Citotoxicidade

A viabilidade celular foi determinada em dois tempos experimentais (24 e
48 horas) e a citotoxicidade das amostras BCL-AmB e AmB foram comparadas
pela concentracdo citotoxica que diminuiu a viabilidade em 50% das células
(CCs0). As concentracdes da amostra BCL utilizadas foram as concentragdes
equivalentes de ferro presente na amostra BCL-AmB conforme mostra a Tabela
3.

Tabela 3. Correspondéncia entre as concentracdes de anfotericina B (AmB) e de ferro (Fe) em BCL-AmB.

Concentragdes (ug/mL)

AmB 512,0 256,0 128,0 64,0 320 160 80 40 2015 125 1,00 0,75 0,50 0,25
Fe 908,8 454,4 227,2 113,6 568 284 142 71 35 26 222 1,78 1,33 0,89 0,44

Para a linhagem NIH-3T3 no tempo experimental de 24 horas, BCL-AmB
apresentou citoxicidade menor que AmB, uma vez que a CCso do complexo
nanoestruturado (19,88 pug/mL) foi 3,25 vezes maior que a CCso do farmaco livre
(6,10 pg/mL). Embora a CCso do BCL-AmB diminuiu com 48 horas de incubacao
(13,47 pg/mL), ainda foi 2,4 vezes maior que a CCso do AmB, 5,5 pg/mL (Figura
18). Existem diferencas estatisticas entre as CCso do BCL-AmB e AmB dentro
do mesmo tempo experimental e entre as CCso do BCL-AmB variando de 24 para
48 horas (p<0,05). Isso pode ser corroborado analisando a figura 19 na qual se
constata diferencas estatisticas entre os tratamentos BCL-AmB e AmB nas
concentracOes de 2 a 256 pg/mL e 1,5 a 32 ug/mL nos tempos experimentais de

24 e 48 horas, respectivamente (p<0,05).
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A amostra BCL apresentou uma CCso de 1105 e 244 ug de ferro/mL nos
tempos de 24 e 48 horas, respectivamente. Isso corresponde as concentragoes
de anfotericina B de 622,5 e 137,5 pg/mL, respectivamente. Assim, BCL
apresentou uma citotoxicidade muito baixa, uma vez que suas CCso foram 31 e
10 vezes maiores que as CCso de BCL-AmB. Existe diferenca estatistica entre
BCL e BCL-AmB desde a concentracdo 7,1 ug/mL até a concentragdo mais alta
de ferro (24 horas) e desde 3,5 pg/mL até a concentracdo mais alta de ferro (48

horas) com p<0,05.
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Figura 18. Concentracao citotdéxica que diminui em 50%
a viabilidade das células (CCso) em fibroblastos (NIH-
3T3) tratados com nanoparticulas magnéticas
recobertas com bicamada de laurato (BCL); recobertas
com bicamada de laurato e conjugada com anfotericina
B (BCL-AmB) e com anfotericina B (AmB), por 24 ou 48
horas. (*) diferenca significativa entre BCL-AmB e AmB
dentro do mesmo tempo experimental, p< 0,05.
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Figura 19. Porcentagem de fibroblastos (NIH-3T3) vidveis apos incubagdo com nanoparticulas
magnéticas recobertas com bicamada de laurato (BCL), recobertas com bicamada de laurato e
conjugada com anfotericina B (BCL-AmB) e com anfotericina B (AmB), por 24 ou 48 h

Para a linhagem LLC-Pk1 no tempo experimental de 24 horas, BCL-AmB
apresentou citoxicidade menor que AmB, uma vez que a CCso do complexo
nanoestruturado (267,45 pug/mL) foi 7,2 vezes maior que a CCso do farmaco livre
(37,15 pg/mL). Embora a CCso do BCL-AmB diminuiu com 48 horas de
incubacéo (64,53 ug/mL), ainda foi 2,7 vezes maior que a CCso do AmB, 23,67
pug/mL (Figura 20). Existem diferencas estatisticas entre as CCso do BCL-AmB e
AmB dentro do mesmo tempo experimental e entre as CCso do BCL-AmB
variando de 24 para 48 horas (p<0,05). Isso pode ser corroborado analisando a
figura 21 na qual se constata diferencas estatisticas entre os tratamentos BCL-
AmB e AmB nas concentragfes de 4 a 512 pg/mL e 4 a 256 pg/mL nos tempos
experimentais de 24 e 48 horas, respectivamente (p<0,05).

A amostra BCL apresentou uma CCso de 1290 e 703 pg de ferro/mL nos
tempos de 24 e 48 horas, respectivamente. Isso corresponde as concentracdes
de anfotericina B de 726,6 e 396,1 pg/mL, respectivamente. Assim, BCL
apresentou uma citotoxicidade muito baixa, uma vez que suas CCso foram 2,7 e
6,1 vezes maiores que as CCsp da amostra BCL-AmB. Existe diferenca
estatistica entre BCL e BCL-AmB desde a concentracdo 14,2 ug/mL até a
concentracdo mais alta de ferro (24 horas) e desde 7,1 ug/mL até a concentracao

mais alta de ferro (48 horas) com p<0,05.
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Figura 20. Concentracao citotoxica que diminui em 50% a
viabilidade das células (CCso) em células do tubulo
contorcido proximal (LLC-Pk1) tratados nanoparticulas
magnéticas recobertas com bicamada de laurato (BCL),
recobertas com bicamada de laurato e conjugada com
anfotericina B (BCL-AmB) e com anfotericina B (AmB), por
24 ou 48 horas. (*) diferenca significativa entre BCL-AmB e
AmB dentro do mesmo tempo experimental, p< 0,05.
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Figura 21. Porcentagem de células do tabulo contorcido proximal (LLC-Pk1) vidveis apds
incubacdo com nanoparticulas magnéticas recobertas com bicamada de laurato (BCL),
recobertas com bicamada de laurato e conjugada com anfotericina B (BCL-AmB) e com
anfotericina (AmB), por 24 ou 48 horas.
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4.4.2 Genotoxicidade
4.4.2.1 Fragmentacdo de DNA em citbmetro de fluxo

Ambas as linhagens celulares NIH-3T3 e LLC-Pk1 apresentaram baixos
indices de fragmentacdo de DNA (DNA() apds os tratamentos com AmB e BCL-
AmB (Figura 22). As concentracdes utilizadas foram as determinadas pelo MIC
(tem 3.5.2) sendo 1 e 1,25 pg/mL para a anfotericihna B e BCL-AmB,
respectivamente. Os ensaios foram realizados por 24 e 48 horas. O controle (Ctl)

foi definido pelas células néo tratadas.

Na linhagem celular NIH-3T3, ndo foram evidenciadas diferencas
significativas na fragmentacédo de DNA em 24 h (3,93% * 0,81 Ctl; 4,56% + 0,86
AmB e 5,21% + 0,91 BCL-AmB, p>0,05) e 48 h (3,17% + 1,01 Ctl; 1,79% + 0,53
AmB e 2,83% £ 0,99 BCL-AmB, p>0,05) comparando-se 0s grupos tratados e
nao tratados. Na linhagem LLC-Pk1, as taxas de fragmentacdo de DNA em
relacdo ao grupo controle em 24 h (18,47% + 4,79 Ctl; 18,03% + 3,74 AmB e
29,55% + 8,80 BCL-AmB) e 48 h (20,08% + 1,80 Ctl; 28,05% + 1,12 AmB e
28,08% =+ 2,40 BCL-AmB) n&o foram estatisticamente diferentes (p>0,05). Em
ambas as linhagens celulares e tempos, nao existem diferencgas significativas
nas taxas de fragmentacdo de DNA comparando-se os tratamentos com AmB e
BCL-AmB (p>0,05). Nos histogramas abaixo estdo representados os perfis de
fragmentacdo de DNA dos grupos tratados e controle das linhagens NIH-3T3
(Figura 23) e LLC-PK1 (Figura 24) em 24 h e 48 h.
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Figura 22. Fragmentagdo de DNA em citémetro de fluxo. A) NIH-3T3. B)
LLC-Pk1. Células ndo tratadas (Ctl) e tratadas com AmB (1 pg/mL) e BCL-
AmB (1,25 pg/mL) por diferentes periodos de tratamento. Os dados foram
expressos como porcentagem de fragmentacdo de DNA + erro padrdo de
dois experimentos independentes. A. p>0,05 para Ctl vs AmB e Ctl vs
BCL-AmB em ambos 24 h e 48 h. B. p>0,05 para Ctl vs AmB e Ctl vs BCL-
AmB em ambos 24 h e 48 h.
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Figura 23. Fragmentag&o de DNA em células NIH3T3 controle (A, D), tratadas com
AmB (B, E) e BCL-AmB (C, F) por 24 h (A, B, C) e 48 h (D, E, F). Os histogramas sao
representativos de cada grupo experimental e demonstram a intensidade de
fluorescéncia do DNA total. DNAf representa a populacao sub-G1 e foi expressa como
porcentagem de fragmentacdo de DNA em relacéo ao contetdo de DNA total.
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Figura 24. Fragmentacdo de DNA em células LLC controle (A, D), tratadas com
anfotericina AmB (B, E) e BCL-AmB (C, F) por 24 h (A, B, C) e 48 h (D, E, F). Os
histogramas s&o representativos de cada grupo experimental e demonstram a
intensidade de fluorescéncia do DNA total. DNAf representa a populacdo sub-G1 e
foi expressa como porcentagem de fragmentacdo de DNA em relacdo ao conteddo
de DNA total.
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4.4.2.2 Fragmentacdo de DNA pelo Ensaio Cometa

A fragmentacdo de DNA foi apresentada em porcentagens de danos
elevados (DE) e danos moderados (DM). As linhagens celulares LLC-Pk1 e NIH-
3T3 foram tratadas com BCL-AmB e AmB em duas concentra¢des diferentes em
cada um dos tempos testados (24 e 48 horas). As concentragdes utilizadas estado
apresentadas na tabela 4.

Tabela 4. Concentragdes utilizadas na ensaio cometa (ug/mL).

Grupos LLC-PK1 NIH-3T3
BCL-AmB — MIC 1,25 1,25
AmB — MIC 1,0 1,0
BCL-AmB — CCso — 24h 267,45 19,88
BCL-AmB — CCso0 — 48h 64,53 13,47
AmB — CCso — 24h 37,15 6,10
AmB — CCs0 — 48h 23,67 55

Os resultados para a linhagem celular LLC-Pk1l sdo apresentados na
figura 25. Comparando-se pares de colunas, houve diferenca significativa
apenas nos danos moderados com 24 horas entre o grupo controle (17,4+0,4) e
AmB — CCxo (37,7£2,8).
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Figura 25. Fragmentac&o de DNA pelo ensaio cometa. Porcentagens Dano Elevado (DE) e Dano
Moderado (DM) em células LLC-Pk1 apds exposi¢cdo a BCL-AmB e AmB. A) Tempo experimental
de 24 horas. B) Tempo experimental de 48 horas. As concentracdes de BCL-AmB utilizadas
foram 1,25 (MIC), 267 (CCso 24 horas) e 64 ug/mL (CCso 48 horas). As concentracdes de AmB
utilizadas foram 1,0 (MIC), 37 (CCso 24 horas) e 23 pg/mL (CCso 48 horas). Os dados
representam a média da % + Desvio Padrdo. Comparando colunas, letras idénticas representam
diferencas significativas, p<0,05.
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A resultados para a linhagem celular LLC-Pk1 sdo apresentadas na figura
26. Houveram varias diferencas significativas interessantes e estas estéo
expressas na forma de par de letras iguais sobre as barras do gréafico abaixo.
Vale destacar a comparacao entre o controle (1,7+1,1) dos danos elevados em
48 horas e a AmB MIC (18,519); e a comparacao entre BCL-AmB MIC (24+2) e
AmB MIC (37,6£3,1) dos danos moderados 24 horas.
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Figura 26. Fragmentacdo de DNA pelo ensaio cometa. Porcentagens Dano Elevado (DE) e Dano
Moderado (DM) em células NIH-3T3 apés exposi¢do a BCL-AmB e AmB. A) Tempo experimental
de 24 horas. B) Tempo experimental de 48 horas. As concentracbes de BCL-AmB utilizadas
foram 1,25 (MIC), 19 (CCso 24 horas) e 13 pg/mL (CCso 48 horas). As concentracbes de AmB
utilizadas foram 1,0 (MIC), 6 (CCso 24 horas) e 5 ug/mL (CCso 48 horas). Os dados representam
a média da % + Desvio Padrdo. Comparando colunas, letras idénticas representam diferencas
significativas, p<0,05.
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5 DISCUSSAO

Aplicagbes biomédicas de particulas magnéticas sdo relatadas desde a
década de 1950, quando Gilchrist e colaboradores (1957), citado por Corchero
(2009), trataram noédulos linfaticos cancerigenos pela injecdo de particulas
magnéticas com posterior aquecimento utilizando campo magnético. Desde
entdo, o sucesso na sintese de nanoparticulas metélicas proporcionou uma
infinidade de aplicacbes biotecnologicas. Vérias caracteristicas como
uniformidade de tamanho, superficie, cinética  de absorcéo,
superparamagnetismo, momento magnético e biocompatibilidade sdo ajustados
durante a sintese das nanoparticulas magnéticas para fins especificos
(Corchero, 2009).

A maioria dos materiais com alta magnetizacdo, como cobalto e niquel,
sao toxicos e susceptiveis a oxidacdo, portanto, limitados em suas aplicacdes
biomédicas. Entretanto, materiais ferrimagnéticos, como nanoparticulas de
maguemita, sdo adequados para aplicacdes in vivo, uma vez que apresentam
baixa toxicidade, excelente biocompatibilidade e podem ser metabolizados pela
heme-oxigenase-1, para formar hemoglobina e consequentemente, manter a

homeostase de ferro pelas células (Pradhan, 2007; Corchero, 2009).

Nosso grupo vem testando a biocompatibilidade e a biodistribuicdo de
nanoparticulas magnéticas recobertas por diferentes substancias estabilizantes,
como o dextran (Lacava et al., 2002 e 2003), o acido citrico (Garcia, 2002), o
acido glucénico (Barbosa, 2004), o acido poliaspartico (Sadeghiani et al., 2005)
e acido dimercaptosuccinico (Chaves et al., 2002, 2005 e 2008; Garcia et al.,
2005; Braz, 2008; Monge-Fuentes et al., 2011). Vale destacar o trabalho de
Chaves (2008) que observou o acumulo de NPMs de maguemita recobertas com
bicamada de acido laurico no pulmédo 24 horas ap0s a injecao intravenosa,
sugerindo assim, que essas hanoparticulas magnéticas, uma vez conjugadas
com drogas especificas, poderiam ser utilizadas no tratamento de doencas

pulmonares.

Tendo isso em mente, foram sintetizadas nanoparticulas magnéticas de
maguemita, estabilizadas com bicamada de laurato (acido laurico) e conjugadas
com o antifungico anfotericina B (BCL-AmB), com o objetivo de investigar o seu
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potencial como uma nanoferramenta no combate a paracoccidioidomicose, uma
doenca que atinge em muitos casos o pulméo. Entretanto, foi necessario estudar
primeiramente 0 processo de sintese e estabilidade fisico-quimica desta
formulacédo, assim como a sua toxicidade sobre células animais e sua eficiéncia
antimicrobiana, mais especificamente, contra o fungo Paracoccidioides

brasiliensis, agente etioldgico da paracoccidioidomicose.

5.1 SINTESE E CARACTERIZACAO DO NUCLEO METALICO DAS
NANOPARTICULAS DE MAGUEMITA

No processo de sintese, as nanoparticulas de maguemita foram obtidas a
partir da oxidacdo da magnetita por borbulhamento de oxigénio e as NPMs de
magnetita foram produzidas pelo método de coprecipitacéo dos ions Fe?* e Fe3*
em meio aquoso, sendo este método o mais comum para produzir

nanoparticulas magnéticas (Kang et al., 1996; Thorek et al., 2006).

A oxidacdo da magnetita, formando a maguemita, foi considerada
eficiente a partir de dois critérios. O primeiro foi uma modificacdo visual. De forma
que, a coloracao antes do processo de oxidagao que era preto intenso deu lugar
a uma coloracdo marrom. O segundo foi a partir das bandas em 578 e em 632
cm?l, referentes a ligacdo Fe-O obtidas por espectroscopia na regido do
infravermelho (figura 12). A presenca dessas duas bandas caracteriza o 6xido
de ferro como maguemita, pois a magnetita apresenta apenas uma banda por
volta de 580 cm (Yang et al., 2010). Isso pode ser evidenciado pelo trabalho de
Santos (2012), que sintetizou nanoparticulas de magnetita estabilizadas com
laurdto e estas somente apresentavam a banda em 586 cm? quando
caracterizadas por espectroscopia na regido do infravermelho. O mesmo foi
observado por Calmon e colaboradores (2012) para nanoparticulas de magnetita
recobertas com citrato, uma vez que ndo apresentam a banda por volta de 630

cmt.

As nanoparticulas de maguemita, que correspondem a parte central das
amostras BCL e BCL-AmB, teve o seu didametro médio determinado por difragéo
de raio-X (DRX) e microscopia eletrbnica e transmissao (MET). O diametro

médio estimado por DRX foi de 13 nm enquanto que o determinado pela técnica
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de MET foi de 9,3 nm (BCL) e 9,5 nm (BCL-AmB). Geralmente, o valor do
didmetro estimado por DRX € maior que a o determinado pela MET, exceto
quando as particulas ndo sdo monocristais (Berkovski e Bashtovoy, 1996). Além
disso, o diafratograma mostrou picos largos e com baixos valores de intensidade,
0 que sugere a presenca de dominios cristalinos extremamente pequenos
(Nalbandian et al., 2008). No entanto, vale ressaltar que pela DRX o valor obtido
€ estimado a partir do uso de uma formula, e ndo determinado diretamente, como
no caso da MET (Figueiredo, 2009).

Leite e colaboradores (2009) determinaram o diametro de nanoparticulas
de maguemita por DRX e por MET, obtendo valores de 10,2 nm e 8,74 nm,
respectivamente. Soler e colaboradores (2011) determinaram o diametro de
nanoparticulas de maguemita estabilizadas com DMSA, resultando em 8 nm por
DRX, e 9,5 nm por MET. Silva (2008) sintetizou cinco amostras de
nanoparticulas de maguemita e determinou o didmetro por DRX, obtendo cinco
valores diferentes, variando de 8,87 até 13 nanOGmetros. Dessa forma,
concluimos que, mesmo o diametro apresentando pequenas variacdes quando
determinado por técnicas diferentes ou em amostras independentes, o0s

resultados se mantém em uma mesma faixa.

5.2 ESTABILIZACAO DAS NANOPARTICULAS DE MAGUEMITA COM ACIDO
LAURICO

A estabilizacdo das nanoparticulas de maguemita pelo acido laurico foi
evidenciada pela espectroscopia na regido do infravermelho (figura 12). Por essa
técnica é possivel sugerir a presenca desse acido graxo, uma vez que evidencia
ligacBes quimicas C-H, e pela presenca de grupos carboxilatos desprotonados,
gue sdo provenientes da ionizacdo do &cido laurico. Assim o anion laurato
resultante promove a formacdo da bicamada lipidica e estabiliza as
nanoparticulas de maguemita. Santos (2012) estabilizou com laurato
nanoparticulas de magnetita e obteve bandas, nas mesmas regides das
nanoparticulas deste trabalho, em 2921 e 2847 cm™, atribuidas as ligacdes C-H,

e em 1553 e 1407 cm™, atribuidas aos grupos carboxilatos.
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Apenas pelo espectro infravermelho ndo se pode afirmar que houve a
formacdo de bicamada lipidica. Assim, a formacdo da bicamada de laurato
também pdde ser evidenciada pela dispersdo das nanoparticulas em meio
aguoso. Uma vez que a dispersao obtida ndo ocorreria caso so tivesse sido
formado uma Unica camada, pois a parte hidrofobica do laurato estaria exposta

para o lado exterior da nanopatrticula (Silva, 2008).

A estabilizacdo das nanoparticulas de maguemita pela bicamada de
laurato proporciona sua dispersdo em meios aquosos e reduz a opsonizagao por
proteinas plasmaticas e posteriormente a internalizacdo por macrofagos ou
monaocitos (Dobrovolskaia, 2008; Hafeli et al., 2009; Lin et al., 2010). Dessa
forma, o fluido magnético BCL torna-se candidato para varias aplicacfes
bioldgicas, principalmente em sistemas de entrega de farmacos a sitios

especificos.

5.3 ADSORCAO DA ANFOTERICINA B AS NANOPARTICULAS MAGNETICAS
DE MAGUEMITA ESTABILIZADAS COM LAURATO

O potencial das nanoparticulas BCL para sistemas de entrega de drogas
se baseia na alta relacao superficie/volume e na capacidade de responder a um
campo magnético, podendo ser conduzida até sitios especificos (Figuerola et al.,
2010). Lembrando que Chaves (2008) investigou nanoparticulas similares e
observou acumulo nos pulmdes de camundongos, apés 24 horas da injecéo
intravenosa. Entdo se optou pela conjugacdo do farmaco anfotericina B a
bicamada de lauradto com o intuito de desenvolver uma possivel estratégia no
tratamento da paracoccidioidomicose, a qual se instala predominantemente no

pulmao.

O método utilizado para adsorver a anfotericina B na bicamada de laurato
mostrou ser de grande eficiéncia e, além disso, o procedimento € de facil
execucao, nao necessitando de equipamentos especiais, somente um agitador.
A adsorcao da anfotericina B foi evidenciada pelas bandas na espectroscopia na
regido do infravermelho correspondentes as ligagdes C—O-C, N-Hz2 e C-C-H. O
mesmo foi observado quando Santos (2012) adsorveram anfotericina B em

nanoparticulas de magnetita estabilizadas com laurato.
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A eficiéncia de adsorcao do farmaco na bicamada de laurato foi superior
a 99%. Este valor foi determinado a partir da cromatografia de alta eficiéncia -
HPLC, realizada na amostra apds uma separacdo magnética, uma vez que nao
foram encontradas quantidades significativas de AmB no sobrenadante (figura
14). Esse resultado era esperado uma vez que a proporcdo AmB/Fe utilizada
nesse trabalho foi baseada em Silva (2008), no qual mostrou uma adsor¢cao de
100% da anfotericina B na propor¢cdo maxima de 0,63 mg de AmB/mg de ferro,

a mesma utilizada neste trabalho.

Esse resultado de adsorcéo da anfotericina B a bicamada de laurato, que
€ um lipidio saturado, € corroborado por Carmona e colaboradores (2001), que
mostraram a excelente solubilizacdo da AmB as bicamadas lipidicas de brometo
de dioctadecildimetilamoénio (DODAB) e de dihexadecil fosfato (DHP) em meio
aguoso. Vale ressaltar que a anfotericina B possui baixissima solubilidade em
meio aquoso e sua associagdo a bicamada lipidica das nanoparticulas
magnéticas se deve a propriedade hidrofébica que o farmaco apresenta (Torrado
et al., 2007). O arranjo molecular da anfotericina B na bicamada de laurato das
nanoparticulas magnéticas acontece via interacao do anel de macrolactona do
farmaco com a cadeia de polieno do laurato (Figura 27), como foi demonstrado
por Santos e colaboradores (2011), por meio de espectroscopia Raman.

Amphotericin B
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Figura 27. Proposta de ancoragem da anfotericina B
(amphotericin B) a bicamada de &cido laurico (LA-Bilayer)
estabilizando nanoparticula de magnetita (NP). Modificado de
Santos et al, 2011.

Assim foi possivel funcionalizar as nanoparticulas magnéticas

estabilizadas pela bicamada de laurato (BCL-AmB) com o farmaco anfotericina
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B. Entretanto foram necessarias investigagbes quanto a manutencdo da

estabilidade coloidal desse fluido magnético ao longo do tempo.

5.4 QARACTERIZAQAO COLOIDAL DAS AMOSTRAS BCL-AMB E BCL APOS
A SINTESE

A caracterizacdo coloidal dos fluidos magnéticos BCL-AmB e BCL foi
determinada a partir da analise de dois parametros: a carga de superficie e o
didmetro hidrodindmico. A carga de superficie média obtidas para BCL-AmB e
para BCL foram de -28,7 e -42,5 mV, respectivamente. O aumento no valor da
carga de superficie apds a adsorcao da anfotericina B se deve as interacdes via
ponte de hidrogénio entre as hidroxilas (-OH") das moléculas do farmaco e os
grupos carboxilatos (-COO") do laurato. Assim, menor sera a contribuicao de
carga negativa dos grupos carboxilatos na carga final de superficie das

nanoparticulas magnéticas quando funcionalizadas.

Essa diferenca na carga de superficie também foi apresentada por Santos
(2012), em nanoparticulas de maguemita estabilizadas com bicamada de
laurato, -42 mV, ou com AmB adsorvida, -19 mV. Entretanto, Saldanha (2012) e
Santos e colaboradores (2011) trabalharam com a mesma nanoparticula de
magnetita estabilizadas com bicamada de laurato com ou sem adsorcdo de
anfotericina e obtiveram cargas de superficie de -15,3 mV para amostra sem o
farmaco e -22 mV para amostra com AmB, ou seja, nestes casos, apos a
adsorcao, a carga final de superficie ficou mais negativa. Eles justificam esse
aumento da negatividade pela adicdo de grupamentos de hidroxilas vindos do

farmaco.

Vale ressaltar que nanoparticulas com carga de superficie superior a +30
mV ou inferior a —30 mV configura boa estabilidade da suspenséo coloidal
(Shaw, 1975), uma vez que repulsdo eletrostatica contribui significativamente

nessa estabilidade.

Ainda para a caracterizacdo coloidal dos fluidos magnéticos foram
mensurados os diametros hidrodinAmicos das amostras BCL-AmB e BCL, os
quais apresentaram valores médios de 62 e 55 nm, respectivamente. Essa

diferenca nos valores de didametros é devido a presenca da anfotericina B. Como
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também obtido por Saldanha (2012) e dos Santos (2012), que utilizaram
nanoparticulas de constituicdo préxima a desse trabalho, alterando somente o
nucleo para magnetita. Os valores dos diametros hidrodindmicos obtidos das
amostras sem AmB por Saldanha (2012) e por dos Santos (2012) foram 77,7 e
100 nm, respectivamente, e apos a adsorcdo da AmB os valores passaram a

84,8 e 138 nm, respectivamente.

Ao comparar os diametros hidrodindmicos de BCL-AmB e BCL com seus
respectivos diametros obtidos por meio de MET (9,5 e 9,4 nm), nota-se que 0S
valores dos diametros hidrodindmicos sdo bem maiores que os diametros
esperados, ou seja, um didmetro maximo formado pela adicdo do diametro da
nanoparticula de maguemita, da espessura da bicamada de laurato e da
molécula de anfotericina B absorvida somente na superficie. Entdo, a partir
dessas comparacdes, duas possibilidades sdo propostas para justificar esses

valores tdo maiores.

A primeira possibilidade é a ocorréncia de aglomeracdo das
nanoparticulas de maguemita antes da estabilizacdo com o &cido laurico,
levando a formacdo de uma nanoestrutura com mais de uma nanoparticula de
maguemita na regido central, caracterizando a amostra BCL como também
proposto por Silva (2008), e com posterior adsorcdo da anfotericina B

caracterizando a amostra BCL-AmB, conforme apresentada pela figura 28.
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A segunda possibilidade € a interacdo entre os grupos carboxilatos, da

camada externa de duas ou mais nanoparticulas, gerando aglomerados de
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nanoparticulas de maguemita individualmente estabilizadas pela bicamada de

laurato no caso da amostra BCL (Figura 29A) (Xu et al., 2004).

Para a amostra BCL-AmB, pode ser que a adsor¢cdo da AmB aconteceu
em nanoparticulas de BCL que ja estavam aglomeradas e entdo o farmaco foi
adsorvido na regido da bicamada livre, ou seja, a regido que nao estava
interagindo com a cobertura da nanoparticula vizinha (Figura 29B). Outro
levantamento, € que a propria AmB estaria proporcionando a aglomeracao, uma
vez que a parte polar de uma molécula do farmaco estaria interagindo com a
parte polar de outra molécula de AmB presente na cobertura da nanoparticula
vizinha (Figura 29C).

Figura 29. Representacdo da aglomeracdo de NPMs apds estabilizagdo com
bicamada de acido laurico. A) BCL. B) BCL-AmB, agregados formados antes
da conjugacgdo com anfotericina B. C) BCL-AmB, agregados formados apés
conjugacédo com anfotericina B.

Do ponto de vista das propriedades necessarias para aplicacdes
biolégicas, a possibilidade de agregacdo nao teria tantas implicacées, uma vez
gue os didametros observados ainda sdo muito pequenos comparados com 0S
tamanhos de outras formulagcGes de anfotericina B comerciais, como Abelcet®
(tamanho de 1,6 a 11,1 um) ou Amphotec® (115 nm), ou proximos aos do
Ambisome® (45 a 80 nm), que é uma formulagédo lipossomal da AmB também ja

em uso na clinica terapéutica.

Outro fato importante € que os agregados de nanoparticulas magnéticas

apresentam magnetizacdo superior a das nanoparticulas isoladas o que seria
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um fator desejado no caso de aplicacdo via vetorizacdo por campo magnético
externo (Silva, 2008).

5.5 ESTABILIDADE COLOIDAL DAS AMOSTRAS BCL-AMB E BCL AO LONGO
DO TEMPO EM DIFERENTES CONDICOES DE TEMPERATURA

A estabilidade coloidal dos fluidos magnéticos BCL-AmB e BCL foi
acompanhada por 240 dias, a 4 °C e a temperatura ambiente. A amostra BCL
nao apresentou variagao significativa em nenhum dos parametros analisados
(diametro hidrodindmico, potencial zeta e indice de polidispersdo) quando
mantida tanto a 4 °C ou a temperatura ambiente, indicando ser estavel neste
periodo. Vale ressaltar que esta amostra passou ainda por autoclavagem como
processo de esterilizacdo antes da adsor¢cédo da anfotericina B, processo que
poderia ter prejudicado a estabilidade da amostra, mas isto ndo ocorreu. Ainda
mais, passados 120 dias ap06s a sintese, uma aliquota do fluido magnético BCL
foi reautoclavada e ndo houve alteracdo novamente em nenhum dos parametros
da caracterizacao coloidal (dados ndo mostrados), evidenciando assim que apos
um segundo processo de autoclavagem, as nanoparticulas mantiveram sua

estabilidade.

Entretanto, a conjugacdo da anfotericina B diminui drasticamente a
estabilidade coloidal do fluido magnético. Isso pbéde ser observado
principalmente quando a amostra BCL-AmB foi armazenada a temperatura
ambiente (Figura 15B). Nesta condi¢cdo, o diametro hidrodindmico dobrou em
sete dias e com trinta dias ja era cinco vezes maior. Porém, a amostra de BCL-
AmB quando mantida a 4 °C, apresentou uma maior estabilidade, pois com 45
dias o diametro hidrodindmico variou de 62 para 70 nm e foram necessarios
quase 240 dias para que o diametro dobrasse. Portanto, quando condicionada a
4 °C a amostra mantém a sua estabilidade coloidal por até 45 dias. Vale lembrar
que o indice de polidispersdo aumentou com o decorrer do tempo, justificando o
aumento do diametro hidrodinamico e mostrando uma gradual heterogeneidade

gue a amostra BCL-AmB apresentava.

Em contraste com o aumento do diametro hidrodindmico do fluido

magnético BCL-AmB, a carga de superficie dessas nanoparticulas, quando
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mantidas a 4 °C, ndo apresentou variacdo significativa. Esse resultado indica
que, apesar de terem acontecido aglomeragdes, ndo houve um colapso das
nanoparticulas, pois a carga da superficie dos aglomerados foi a mesma da
carga da superficie das nanoparticulas no momento apés a adsorcdo da
anfotericina B. Entretanto, quando o fluido magnético foi mantido a temperatura
ambiente, a carga de superficie aumento significativamente, evidenciando a

instabilidade dos aglomerados micrométricos resultantes.

5.6 ATIVIDADE FUNGICIDA DA ANFOTERICINA B ADSORVIDA AS
NANOPARTICULAS MAGNETICAS

ApOs a adsorcdo da anfotericina B a bicamada de laurato das
nanoparticulas de maguemita e posterior caracterizacdo coloidal desse
complexo, foi necessério investigar se o farmaco manteria suas propriedades
fungicidas. Para tal, foi escolhido o fungo P. brasiliensis, determinando qual a
concentracdo minima (MIC) de anfotericina B adsorvida capaz de matar 100%
das células fungicas. Os MICs encontrados para BCL-AmB e AmB livre foram
1,25 e 1 pg/mL, respectivamente (figura 17). Esses resultados estdo dentro da
faixa de atividade antifangica reportada em estudos in vitro, cujos valores variam
de 0,03 — 2,0 yg/mL (Hamdan e Resende, 1988; Heins-Vaccari et all., 1988;
NCCLS, 2002).

A diferenca entre os resultados pode ser explicada pela disponibilidade do
farmaco contra o fungo. No experimento com a AmB livre (Fungizon®), todas as
moléculas do farmaco ja estéo disponiveis, enquanto que no experimento com o
fluido BCL-AmB, as moléculas de anfotericina B ainda estao interagindo com a
bicamada da nanoparticula. Isto faz com que diminua a quantidade real de
farmaco disponivel. Entretanto, se for utilizado um campo magnético para
direcionar o BCL-AmB a um sitio especifico, a quantidade de farmaco
administrada pode ser até menor do que aquela usada para o Fungizon® pois
havera uma atracdo das nanoparticulas para o local desejado, diminuido a sua
distribuicdo em outras regifes, como 0s rins, por exemplo. Além disso, essa
guantidade de farmaco que chega no local desejado podera ter a sua eficacia
potencializada. Testes de quantificacao, por HPLC, da AmB liberada da amostra

BCL-AmB, submetida a diferentes condicbes de meio, podem elucidar qual a
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guantidade real de farmaco que esta disponivel a partir da BCL-AmB. O fato da
anfotericina B manter a atividade antifingica quando conjugada a bicamada
lipidica, mostra que esse farmaco ainda consegue se ligar ao ergosterol das
membranas celulares dos fungos. Santos e colaboradores (2011) sugeriram que
a AmB quando conjugada a bicamada de laurato, as “cabecas” hidrofilicas da
anfotericina B estariam disponiveis para interagir com o ergosterol presente na
membrana celular das células fungicas, promovendo assim a formacéo de poros
e consequentemente a morte do fungo pelo estravasamento do contetdo

citoplasmatico.

Saldanha (2012) encontrou um MIC de 0,5 pg/mL para a anfotericina B
adsorvida a bicamada de laurato de nanoparticulas de magnetita e de 0,25
pg/mL para a anfotericina B (Fungizon®) contra o P. Brasiliensis. Evidenciando
uma diferenca entre o farmaco livre e adsorvido a nanoparticula magnética,
como também encontrado para amostra BCL-AmB aqui testada, que tem o
centro de maguemita. A diferenca de MICs entre as amostras de anfotericina B
adsorvida a nanoparticulas no trabalho de Saldanha e dessa dissertacéo se deve
a quantidade de células fungicas utilizadas nos experimentos, neste trabalho
utilizou-se cinco vezes mais células viadveis do fungo, portanto, justificando a

necessidade de uma concentracao maior de farmaco.

N&o foram encontrados outros trabalhos na literatura assossiando AmB
as nanoparticulas magnéticas. Entretanto, alguns trabalhos mostram a
associacdo desse farmaco em outros tipos de nanoparticulas e sua eficiéncia

contra o P. brasiliensis ou outros microorganismos.

Amaral e colaboradores (2009) trataram camundongos BALB/c infectados
com P. brasiliensis com anfotericina B adsorvida a nanoparticulas poliméricas de
PLGA (4cido polietileno glicol) e DMSA (acido dimercaptosuccinico) e
compararam os resultados com os obtidos para o Fungizon®. A eficiéncia foi
determinada pela carga fungica encontrada nos pulmdes, e observaram que néo
houveram diferencas entre as formulacdes testadas. Entretanto, a utilizagao das
nanoparticulas, neste trabalho, proporcionou uma liberacdo sustentada da AmB,
uma vez que os tratamentos eram realizados a cada trés dias. Enquanto que

com Fungizon® era diario.
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Lincopan e colaboradores (2003) adsorveram anfotericina B a fragmentos
de bicamadas do lipidio DODAB e testaram in vitro contra Candida albicans
durante 48 horas a 37 °C. O MIC encontrado para essa formulacgédo foi de 0,125
pMg/mL e para a anfotericina B (Fungizon®) foi 0,25 pg/mL. Van de Ven e
colaboradores (2012) associaram anfotericina B a nanoparticulas poliméricas de
PLGA e determinaram o MICso (concentragdo minima inibitéria de 50% das
células fangicas) em trés fungos diferentes: Aspergillus fumigatus, Candida
albicans e Trichophyton rubrum, obtendo MICso de 0,12; 0,4 e 0,3 pg/mL,
respectivamente. Esses resultados foram comparados com o MICso do
Fungizon® respectivamente nos mesmos fungos, 0,77; 0,34 e 0,39 pg/mL,
mostrando que sua formulacdo apresentou maior eficiéncia que a forma livre da
anfotericina B. Entretanto, nesses dois trabalhos apresentados, ndo foram
realizados estudos de biodistribuicdo da AmB associadas tanto aos fragmentos

lipidicos quanto as nanoparticulas poliméricas de PLGA.

Assim, como apresentado nos resultados de Amaral e colaboradores
(2009) em gue a anfotericina B quando associada as nanoparticulas deve sua
eficiéncia mantida quando aplicada a cada trés dias, portanto, indicando uma
liberacdo controlada do farmaco; sugere-se o0 mesmo para a AmB quando
associada a BCL, ja que esta também mantém a sua atividade antifungica. Outro
ponto de importancia € o fato da BCL-AmB ser uma nanoparticula magnética e,
portanto capaz de responder a um campo magnético externo, o que nao
ocorreria com as formulagdes testadas por Lincopan e colaboradores (2003),
Amaral e colegas (2009) e Ven e colaboradores (2012), favorecendo ainda mais

o emprego clinico do BCL-AmB.

5.7 TOXICIDADE DA ANFOTERICINA B ADSORVIDA A BICAMADA DE
LAURATO DAS NANOPARTICULAS DE MAGUEMITA

5.7.1 Citotoxicidade

Embora a Anfotericina B tenha afinidade maior pelo ergosterol presente
na menbrana celular do fungo P. brasiliensis, ela também se liga ao colesterol

encontrado na membrana das células de mamiferos (Huang et al, 2002),
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proporcionando dessa forma seu potencial toxico. Entdo, apos mostrar a eficacia
fungicida da AmB quando adsorvida as nanoparticulas magnéticas (BCL-AmB),
era necessario investigar o seu potencial toxico sob células de mamiferos.
Assim, foram realizados testes de citotoxicidade celular utilizando células do
tubulo contorcido proximal de porco (LLC-PK1) e fibroblastos murino (NIH-3T3),
verificando se BCL-AmB alteraria a viabilidade destas células em comparacéo a
AmB néo conjugada.

Pelos resultados apresentados foi possivel determinar uma diminuicdo da
citotoxicidade da anfotericina B quando conjugada as nanoparticulas. O fluido
magnético BCL-AmB apresentou CCso 3,25 e 2,4 vezes maiores que a CCso da
AmB em 24 e 48 horas,respectivamente, na linhagem NIH-3T3. A diferenca entre
as CCso, na linhagem LLC-Pk1, foi ainda maior, 7,2 e 2,7 vezes maiores que a
CCso da AmB, em 24 e 48 horas, respectivamente. Esses resultados mostram
gue BCL-AmB foi menos prejudicial que AmB livre para o metabolismo celular,
principalmente para as células renais, lembrando que a nefrotoxicidade € um dos
principais efeitos colaterais no tratamento convencional utilizando anfotericina B.
Quando comparadas as citotoxicidades de BCL-AmB e AmB livre nas
concentracbes determinadas pelo MIC (1,25 e 1 pg/mL, respectivamente)
percebe-se que ndo houve diminuicdo na viabilidade celular em nenhuma das

duas linhagens e tempos experimentais.

Saldanha (2012) testou a citotoxicidade da anfotericina B conjugada a
nanoparticulas de magnetita estabilizadas por bicamada de laurato, muito
semelhante ao BCL-AmB, em células mesangiais de rim humanas e macréfagos
peritoneais na concentracdo maxima de 1 pg/mL, por até 24 horas. Os resultados
mostram que também ndo houve nenhuma diminuicdo significativa no

metabolismo celular.

A anfotericina também teve sua citotoxicidade avaliada quando associada
a outras nanoparticulas que nao magnéticas. Espuelas e colaboradores (2003)
avaliaram a citotoxicidade da anfotericina B associada a nanoparticula
polimérica de PCL (policaprolactona) com 280 nm, contra células LLC-Pkl e
macrofagos (J774) por 18 horas. Os resultados foram comparados com a
anfotericina B livre e foram utilizadas concentracfes de 1, 5, 10, 50 e 100 pg/mL

do farmaco. Para a linhagem J774 tanto a AmB livre quanto associada a
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nanoparticula causaram uma diminuicdo de 50-70% na viabilidade celular.
Entretanto, para a linhagem LLC-Pk1 a citotoxicidade da AmB na nanoparticula
nao foi maior que 10% para todas as concentracdes, diferentemente da AmB
livre que mostrou toxicidade de 80% na concentracdo mais alta testada.
Evidenciando assim que este farmaco quando associado a nanoparticulas tem

sua toxicidade diminuida, como também demonstrado para BCL-AmB.

E sabido que a citotoxicidade de nanoparticulas de 6xido de ferro esta
associada a producdo de espécies reativas de oxigénio, EROs (Lewinsk et al,
2008). Apesar de nao ter sido avaliada a producédo de EROs neste trabalho, foi
avaliada a toxicidade somente do nanocarreador magnético, o BCL. As
nanoparticulas BCL apresentaram uma citotoxicidade muito baixa nas duas
linhagens testadas. Para fibroblastos (NIH-3T3) as CCso encontradas apoés 24 e
48 horas foram de 1105 e 244 ug de ferro/mL, respectivamente; portanto, mais
toxica do que para LLC-Pk1 que teve as CCso, ap0s 24 e 48 horas, de 1290 e
703 pg de ferro/mL, respectivamente.

Dependendo da formulacdo da nanoparticula de 6xido de ferro e da sua
aplicacao biomédica, faze-se necessario o uso de grandes quantidades destas
nanoparticulas e, portanto, o aumento da exposicdo do individuo a
concentracOes altas de ferro. Assim, estudos dos efeitos dos éxidos de ferro
nanoestruturados quando em alta concentracdo se fazem necessarios (Braz,
2011). Dentre todas as concentracdes de ferro de BCL testadas, a maior
concentracdo que ndo apresenta diminuicdo da viabilidade celular para
fibroblastos (NIH-3T3) foi 112 e 56 ug de ferro/mL, ap6s 24 e 48h de exposicao,
respectivamente. Para as células renais (LLC-Pk1) a maior concentracao foi 225
e 112 ug de ferro/mL, respectivamente para oS mesmos tempos. Essas
concentracbes sdo relativamente altas, portanto ha boa expectativa para a
utiizacdo do BCL em aplicagbes que requeiram altas concentracdoes de
nanoparticulas magnéticas, seja para o direcionamento de farmacos e/ou a lise

celular por magnetohipertermia.

Os resultados de citotoxicidade dos fibroblastos murinos (NIH-3T3) deste
trabalho n&o diferem quando comparados aos resultados de citotoxicidade dos
fibroblastos humanos mostrados por Chaves (2008), onde foram utilizadas

nanoparticulas de mesma constituicdo de BCL. E este mesmo trabalho mostrou
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gue ndo houve diminuicdo da viabilidade em células mesangiais de rim humano

até a concentracdo mais alta testada (250 pg de ferro/mL).

Vale ressaltar que NPMs de 6xidos de ferro continuam a atrair atencéo para
aplicacbes biomédicas devido a sua baixa toxicidade, excelente
biocompatibilidade e, pelo fato de que podem ser metabolizados pela heme-
oxigenase-1, para formar hemoglobina e consequentemente, manter a

homeostase de ferro pelas células (Pradhan, 2007; Corchero, 2009).

5.7.2 Genotoxicidade

Depois de mostrar que a anfotericina B conjugada a nanoparticula
magnética manteve sua propriedade fungicida e apresentou citotoxicidade
menor que a anfotericina B livre, verificou-se a possivel genotoxicidade do fluido
BLC-AmB comparada a da AmB. Essa investigacdo foi realizada por duas
metodologias, uma quantitativa, por meio de citometria de fluxo, e uma

qualitativa, por meio do ensaio cometa (Milner, 1987).

A partir dos dados da fragmentacdo de DNA em citémetro de fluxo (figura
22) nao foram detectadas diferencas significativas entre o controle, BCL-AmB e
AmB para as duas linhagens celulares (NIH-3T3 e LLC-Pk1) nos periodos de
experimentacdo (24 e 48 horas). Foram utilizadas as concentracfes do farmaco
determinadas pelo MIC, ou seja, 1 e 1,25 pg/mL para AmB e BCL-AmB,

respectivamente.

Amaral e colaboradores (2009) verificaram que a viabilidade de células
peritoneais tratadas com AmB livre apresentou alteracdes significativas em
periodo longo (7-30 dias) de tratamento. Observaram também por meio do
ensaio de micronldcleo auséncia de danos nas células sanguineas
policromaticas de roedores, apdés administracdo de AmB conjugada com
nanoparticulas em um periodo de 24h. Esses resultados apontados nos ajudam
a compreender os dados encontrados no presente trabalho, onde BCL-AmB e
AmB néo apresentaram diferenca na fragmentacdo do DNA analisado por
citometria de fluxo, provavelmente pela baixa concentracdo da AmB (1.0 pg/mL)

administrada nos dois grupos celulares.

87



Outro ponto importante a ser considerado € o periodo de exposicéo (24 e
48 horas), provavelmente a baixa fragmentacdo do DNA detectado pela
citometria de fluxo nos dois tipos celulares analisados pode estar associada

também ao tempo de exposicao, relativamente curto.

E importante também citar que a técnica de deteccdo de dano no DNA por
citometria de fluxo é capaz de analisar células em suspensao que passam em
frente ao laser em fila Unica, dessa forma é possivel detectar de dois a cinco mil
eventos por segundo. Tal analise permite verificar a intensidade dos danos
causados no DNA de células em suspensdo, comparado ao método de
microscopica convencional onde as células sdo analisadas de forma imobilizada,
sendo a contagem e a classificacdo do dano feita de forma manual, portanto o
citometro de fluxo apresenta alta sensibilidade. Apesar da alta sensibilidade &
importante a corroboracdo com outra técnica, como o0 ensaio cometa, capaz de
detectar o mesmo dano de forma qualitativa e individual, dando maior robustez
aos dados. O ensaio cometa permite a obtencdo de dados qualitativos em
células individuais em namero reduzido (<300 células por grupo), apresenta alta

sensibilidade com qualquer tipo de célula nucleada.

O ensaio cometa foi realizado nas concentragdes determinadas pelo MIC
e as CCso provenientes do ensaio MTT. As amostras testadas foram BCL-AmB
e AmB livre nas duas linhagens celulares (NIH-3T3 e LLC-Pk1) nos periodos de
tratamento de 24 e 48 horas. Para LLC-Pk1, a diferenca significativa observada
entre o controle e a CCso da AmB em 24 horas, mostrou que o farmaco gerou
danos genéticos a nivel moderado (figura 26). Ja para a linhagem NIH-3T3
observou-se que em 24 horas, a AmB livre ocasionou uma maior porcentagem
de danos moderados que BCL-AmB na concentracdo determinada pelo MIC
(figura 26). Também foi observada alta porcentagem de dano elevado na AmB
(quando na mesma concentracdo do MIC) comparada ao controle no tempo de
48 horas.

Esses resultados indicam que BCL-AmB apresenta baixa genotoxicidade,
guando comparado a AmB livre, nos dois tipos celulares durante os periodos de
exposicao. No trabalho de Charvalos e colaboradores (2006), foi indicado que
alto nivel de AmB na corrente sanguinea provoca dano no DNA de células

monocromaticas, em contra partida a liberacdo controlada de AmB conjugada
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com nanoparticulas apresentou reducdo do acumulo desta droga nos tecidos e
consequentemente baixa genotoxicidade. Esses achados confirmam os
resultados aqui apresentados, mostrando que AmB conjugada com

nanoparticulas € menos téxica, ndo perdendo sua eficiéncia antifungica.

5.8 PERSPECTIVAS FUTURAS DA NANOPARTICULA BCL-AMB

Uma vez que o farmaco, anfotericina B, quando associado a nanoparticula
de maguemita estabilizada com bicamada de &cido laurico, ndo perdeu sua
propriedade fungicida e, além disso, mostrou ter poucos efeitos toxicos em
células de mamiferos, ao comparar com os efeitos da anfotericina B livre,
acredita-se que esta formulacéo possa ser uma forte candidata no tratamento da
paracoccidioidomicose. Para tanto, como proximos passos de investigacfes
estdo o estudo de agregacdao, a determinacdo das taxas de liberacéo do farmaco
em diferentes tipos de tecidos, principalmente no sangue, jA que a via
endovenosa seria a ideal para um subsequente emprego de magnético externo
e, finalmente, os ensaios de sua utilizacdo em modelo animal acometido pela

doenca.

Nesse trabalho foi mostrado que apds a conjugacao da anfotericina B as
nanoparticulas magnéticas houve uma diminuicéo da estabilidade coloidal desse
complexo resultante, principalmente quando a amostra é mantida a temperatura
ambiente, porém a 4 °C sua estabilidade s6 se alterou apds 45 dias de
armazenamento. Assim futuros tratamentos utilizando a formulagéo BCL-AmB
deverdo acontecer dentro do periodo de tempo de 45 dias apos a adsorcdo da

anfotericina B ao nanocarreador.

No entanto, devido ao fato da formulacdo de BCL ter se mantido estavel
coloidalmente por um longo periodo a temperatura ambiente, surge a
possibilidade de que numa futura comercializagdo do BCL-AmB, o processo de
adsorcado da anfotericina B seja realizado no préprio local em que acontecera o
tratamento, como hospitais e clinicas, uma vez que o processo de adsor¢céo néao
demanda equipamentos ou técnicas sofisticadas. Assim, a comercializacéo seria
por meio de kits contendo BCL, anfotericina B em p6 e o agente solubilizante do

farmaco.
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5.8 PERSPECTIVAS FUTURAS DA NANOPARTICULA BCL

A nanoparticula magnética estabilizada com bicamada de ladrato (BCL)
apresentou uma grande estabilidade coloidal por longo periodo, além de néo ser
toxica em varios tipos celulares como as apresentadas nesse trabalho, assim
como por Chaves (2008) e por Saldanha (2013) que testaram sistemas

nanocarreadores semelhantes.

A funcionalizacdo da superficie de nanoparticulas com um ligante
especifico para um determinado alvo é uma estratégia que permite um maior
acumulo do material no local desejado, como um tumor, melhorando sua eficacia
no tratamento por magnetohipertermia, por exemplo, sem afetar os tecidos
normais. Assim, sugere-se que a nanoparticula BCL poderia ser utilizada em
tratamentos de tumores com magnetohipertermia e/ou como agente no contraste
de imagens para diagnéstico, a partir da conjugacdo de um ligante especifico.
Vérios trabalhos mostram essa potencialidade para nanoparticulas de 6xidos de
ferro, independente da cobertura estabilizante (Hu et al., 2011; Santos, 2012,
Fardis et al., 2012; Zeng et al., 2012; Iconaru et al., 2012; Khurshid, 2013).
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6 CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo mostraram a viabilidade de sintese de
um fluido magnético constituido por nanoparticulas de maguemita estabilizadas
com bicamada de laurato e a posterior adsorcédo da anfotericina B (BCL-AmB),
um farmaco antifungico. Pela caracterizacdo deste fluido magnético, ou seja, o
didmetro da maguemita, o didmetro hidrodindmico; a carga de superficie; a
concentracdo de ferro e a eficiéncia do farmaco adsorvido, esta formulacéo
mostrou-se apta para ser testadas nos primeiros ensaios biol6gicos necessarios

para sua futura aplicacdo biomédica.

Quanto a estabilidade das amostras ao longo do tempo, observou-se que
BCL manteve sua estabilidade coloidal nas diferentes condi¢des de temperatura,
porém apos a conjugacao da anfotericina B (BCL-AmB) houve uma perda da
estabilidade da formulac&o, que foi menor quando mantida a 4 °C. A anfotericina
B adsorvida no BCL nao perdeu sua propriedade fungicida quando confrontada
com o fungo Paracoccidioides brasiliensis, o qual é o agente etiol6gico da micose

sistémica paracoccidioidomicose.

A toxicidade da anfotericina B adsorvida no BCL foi menor comparada a
do farmaco livre, analisando-se a citotoxicidade e genotoxicidade em fibroblastos

e células renais em cultivo.

Desta forma, pode-se concluir que, utilizando conceitos e ferramentas da
nanobiotecnologia, foi possivel desenvolver uma nova formulacdo, BCL-AmB, a

qual possui grande potencial no futuro tratamento da paracoccidioidomicose.
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