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O Cryptococcus neoformans foi descrito em 1905 e sua infeccao desenvolve lesdes
cutaneas, respiratoria ¢ disseminada nos pacientes. Para o tratamento alguns antifiingicos
podem ser utilizados, a escolha do farmaco se da pelo grau da doenga, porém a mais
difundida é a Anfotericina B devido o mecanismo de agao e interagdo com a membrana do
fungo, promovendo assim sua destrui¢do. Na mesma proporcao de destruicao dos fungos a
Anfotericina B também interage com a parede das células, tornando-se também um farmaco
com alto poder de toxicidade. As nanoparticulas de gelatina foram processadas pelo método
de dessolvatacdo em dois passos, o que garantiu a obtencdo das particulas com tamanho e
formas adequados para a aplicagdo em sistemas de liberacdo controlada de fArmacos, foram
caracterizadas por Microscopia de Varredura (MEV) e espalhamento de luz dinamico (DLS)
onde foi confirmado a morfologia esférica das particulas com tamanho médio de 175,1 nm
e 176,3 nm respectivamente para o sistema livre e encapsulado respectivamente. Por fim, a
eficdcia do sistema de liberagdo frente a leveduras de Cryptococcus neoformans por Teste de
Difuséo de Disco nas seguintes concentragdes: 0,5 mg.mL"; 1,0 mgmL"; 1,5 mgmL" ; 2,0
mg.mL"! o que apresentou resultados positivos indicando que mais baixas concentragdes de
Anfotericina B podem ser administradas com eficiéncia se utilizado o sistema nanoestruturado
de entrega de fArmacos.
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Cryptococcus neoformans was described in 1905 and its infection develops skin,
respiratory and disseminated lesions in patients. For treatment, some antifungals can be
used, the choice of drug is based on the degree of the disease, but the most widespread is
Amphotericin B due to the mechanism of action and interaction with the fungal membrane,
thus promoting its destruction. In the same proportion of fungal destruction, Amphotericin
B also interacts with the cell wall, also becoming a drug with high toxicity power. The
gelatin nanoparticles were processed by the two-step desolvation method, which ensured the
obtaining of particles with suitable size and shapes for application in controlled drug delivery
systems, characterized by Scanning Microscopy (SEM) and light scattering. dynamics (DLS)
where the spherical morphology of the particles with average size of 1751.1 nm and 176.3
nm respectively for the free and encapsulated system was confirmed. Finally, the efficiency
of the delivery system against Cryptococcus neoformans yeasts by Disc Diffusion Test at
the following concentrations: 0.5 mg.mL-1; 1.0 mg.mL-1; 1.5 mg.mL-1; 2.0 mg.mL-1
which showed positive results indicating that lower concentrations of Amphotericin B can be
efficiently administered if the nanostructured drug delivery system is used.
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Introducdo

Os processos de nanoencapsulamento de farmacos
resultam dos avangos recentes na nanobiotecnologia,
a utilizagdo de carreadores na escala nanométrica
proporciona ao sistemas de liberagdo melhorias na
entrega dos bioativos devido a elevada area superficial.'?
Os materiais poliméricos tem sido escolhidos para a
devido a facilidade

de preparacdo, possibilidade de modificagdo de sua

preparacdo de nanocarreadores

superficie, excelente estabilidade e boa escalabilidade
para a producdo industrial. 3

A gelatina ¢ um polimero promissor para aplicagdo
como nanocarreadores de farmacos *¢ por ser uma material
polimérico hidrofilico natural, portanto biodegradéavel,
apresentando caracteristicas ndo imunogénicas e atoxico. ”8

O Cryptococcus neoformans pode infectar individuos
saudaveis, mas a maior propor¢do ¢ de humanos
imunodeprimidos. O primeiro estagio da doenca ¢ a
infeg¢do do trato respiratorio caracterizando forma aguda,
subaguda ou cronica. A infec¢do secunddria se dd no
Sistema Nervoso Central (SNC) pela afinidade do fungo
com o tecido, podendo causar meningite, encefalite
ou meningoencefalite.® A criptococose ndo apresenta
preferéncia por sexo ou raga, entretanto a contaminagao
¢ dada muito mais em adultos e raramente em criangas. A
prevaléncia da levedura ocorre em ambientes isolados e
¢ adquirida pela inalag@o das estruturas fungicas de fezes
de aves.!

Varios antifungicos sdo utilizados no tratamento da
criptococose, dentre eles a Anfotericina B esta entre as
mais eficientes. Os tratamentos sdo longos ¢ o paciente
deve ser monitorado, pois esta droga tem afinidade ao
colesterol, que esta diretamente relacionado a membrana
celular do ser humano, tornando-a nefrotoxica. Ademais
possui baixa solubilidade em varios solventes e fluidos
corporais o que dificulta a administracdo sendo necessaria
a realizacdo endovenosa.'!
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Neste trabalho, relatamos a eficacia do sistema de
liberagdo de farmacos formado por nanocarrecadores
de gelatina produzidas via dessolvatacdo em dois
passos encapsuladas com Anfotericina B na inibi¢do do
crescimento de Cryptococcus neoformans.

Materiais e Métodos
MATERIAIS

Gelatina de Pele Suina tipo A Bloom 300, Anfotericina
B foi adquirida da Sigma-Aldrich (St. Louis). Solventes
organicos de grau analitico foram comprado da Synth
(Brasil) e usado como recebido.

SINTESE DE NANOPARTICULAS DE
GELATINA

As nanoparticulas de gelatina (NPG) foram preparadas
pelo método de dessolvatacdo em dois passos, conforme
descrito por Carvalho et al.'* Acetona (25 mL) foi
rapidamente adicionada a 25 mL de gelatina aquosa (0,05
g.mL"), aquecida a 50 °C e agitada lentamente. Apos 2
minutos, o sobrenadante foi descartado. O gel precipitado
foi redissolvido em 25 mL de agua a 50°C e o pH ajustado
com acido cloridrico para 3,0. Em agitag@o constante a 40
°C, 75 mL de acetona foi adicionada lentamente durante
25 minutos. Imediatamente apos a adicao de acetona, 0,2
mL de uma solucdo aquosa de glutaraldeido (25%) foi
adicionado a mistura ¢ agitado por 1 hora. A solugao foi
entdo incubada durante a noite a temperatura ambiente.
A solucdo foi particionado e centrifugado (Eppendorf
Centrifuge 5804R) a 5000 rpm por 20 minutos e lavada
trés vezes com solugdo aquosa de acetona (75%).
Subseqiientemente, o residuo da centrifugagao foi diluido
com 2,5 mL da solugdo de acetona (75%).

Este procedimento produziu as nanoparticulas em
branco (NPG). Uma representacao esquematica da sintese
das NPG’s esta apresentado na Figura 1.
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Figura 1: Representagdo esquematica das etapas de sintese das
NPG's. Fonte: Os autores
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Para o carregamento de Anfotericina B (AB) em NPG,
a solucdo de NPG foi centrifugada e o solido foi seco em
temperatura ambiente (25 °C) por 5 h para remog¢ao do
solvente, ¢ ImL de Anfotericina 5,0 mg.mL ' foi incubado
na nanoparticula por 48 horas em alcool etilico sob
agitagdo magnética. A solucdo foi dividida e centrifugada
a 5.000 rpm por 20 minutos e lavar trés vezes com acetona
solugdo (75%). Posteriormente, o solido foi diluido com
2,5mL da acetona solugdo (75%) ¢ armazenada a 4 °C. A
quantidade de farmaco adsorvido nas nanoparticulas foi
determinado por espectroscopia de absor¢cdo UV-Visivel
apos a determinacdo da curva analitica usando o mesmo
procedimento descrito anteriormente por Ambrosio ef al.

A morfologia das particulas foi avaliada por microscopia
eletronica de varredura (MEV), pelo método de elétrons
secundarios em um microscopio EVO-MA10 (Zeiss) com
filamento de tungsténio, o tamanho médio das particulas foi
avaliado por espalhamento de luz dindmico (DLS) realizada
no ZetaSizer Nano - ZS90 (Malvern).
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Os testes de difusdo em disco foram realizados em
Cryptococcus neoformans. Paratanto células leveduriformes
foram mantidas em placas de petri, contendo meio YPD
solido, a 4 °C. A cultura de leveduras foi obtida a partir do
espalhamento de leveduras em meio sdlido YPD (0,5%
de extrato de levedura, 1% de peptona, 0,5% de dextrose,
esterilizado por autoclavacgdo) e incubagdo por 24 horas, a 30
°C. Para o inicio dos experimentos, duas algadas do crescimento
de leveduras foram recolhidas e ressuspendidas em 10 mL
solugdo salina (0,9% NaCl, esterilizada por autoclavagao).
A concentragdo celular foi obtida por espectrofotometria em
comprimento de onda de 530 nm, e ajustada com a mesma
solugao para 1x10° células/mL. Um mililitro de cultura
contendo 1x10° células leveduriformes de Cryptococcus
neoformans foram inoculadas em placas de petri contendo
20 mL. As células foram espalhadas com auxilio de alga de
Drigalsky. Sobre as leveduras inoculadas foram adicionados
papeis de filtro estéreis de 6 mm de didmetro, sobre os quais
foram adicionados 10 pL de diferentes concentragdes de
anfotericina B e com anfotericina B nanoencapsulada.

O tratamento com anfotericina B e com NPG-AB sobre
as leveduras foi realizado em diferentes concentragoes das
substancias, a saber: 0,5 mg/mL, 1,0 mg/mL, 1,5 mg/mL ¢ 2,0
mg/mL, bem como na sua auséncia (NPG). Sobre os papéis
de filtro estéreis, em contato com as leveduras inoculadas
nas placas de petri, foram adicionados 10 pL das diferentes
concentragdes de anfotericina B ¢ de NPG-AB. Como
controles negativos foram utilizados: 10 uL de agua destilada
(placa anfotericina B) e 10 uL. de NPG (placa anfotericina B
nanoencapsulada). As leveduras plaqueadas e na presenca das
substancias foram incubadas a 30°C por 2 dias e tiveram os
halos de inibi¢do medidos e fotodocumentados.

Resultados e Discussao

A metodologia de dessolvatacdao envolve a adicdo de
um agente dessolvatante a uma solucdo aquosa de gelatina
visando desidratar as moléculas de gelatina. Este processo
causa a mudanca da conformagdo esticada para enrolada
1415 A realizacdo da segunda etapa de dessolvatacdo
aumenta a eficiéncia na formagdo de e nanoparticulas
uniformes. '
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Neste trabalho a acetona foi utilizada como agente de
dessolvatagdo. No processo de dessolvatagdo as moléculas
de gelatina de alto peso molecular foram precipitadas na
primeira etapa de dessolvatagdo. A remocao das moléculas
de gelatina de baixo peso molecular suspensas em solugdo
¢ primordial para a formagao das particulas esféricas. Entao,
as nanoparticulas esféricas sdo produzidas a partir das
moléculas de gelatina de alto peso molecular redissolvidas. 7

O Glutaraldeido age como agente reticulante, dando
estabilidade a forma das particulas pela formacgdo das
ligagdes cruzadas. A reticulagdo de tecidos colagenosos
produz particulas com caracteristicas ndo trombogénicas
além de reduzir a biodegradagdo, mantendo as
caracteristicas biocompativeis da gelatina, preservando a
resisténcia e flexibilidade.'®'” Com a utilizagdo da técnica
de dessolvatacdo em duas etapas, foi possivel a sintese
de nanoparticulas com tamanho e forma adequadas, estas
caracteristicas foram observadas por ensaios de MEV, que
avaliaram a forma e tamanho relativo das particulas.

Nas imagens apresentadas na Figura 2, observa-se
que as particulas formadas possuem formatos esféricos
conforme previsto por AMBROSIO et al ' evidenciando
que o processo de dessolvatacdo em dois passos mostrou-
se eficiente para a obtencdo das NPG's. A utilizagdo do
glutaraldeido como agente estabilizador das ligagdes
cruzadas das nanoparticulas de gelatina mostrou-se
eficiente, segundo LEO, et al * os grupos amina presentes
na estrutura da gelatina sdo os responsaveis pela interacao
com as moléculas de glutaraldeido resultando na reticulagao
das particulas de gelatina no formato esférico.

A mais alta concentragao inicial de gelatina no processo
de dessolvatagdo favorece a desnaturagdo facilitando
o processo de quebra da tripla hélice. A reorganizacao
estrutural da gelatina formando as nano esferas ¢ dependente
da concentragdo, deste modo a maior concentragdo inicial
de gelatina, baixa concentragdo de propanona, e baixa
concentragdo de glutaraldeido na etapa de reticulagdo sdo
indicados para preservar a estrutura da gelatina durante
processo de sintese de nanoparticulas para aplicagdes
especificas."”
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Figura 2: Micrografias das amostras de nanoparticulas. (a)NPG, (b)
NPG-AB. Fonte: Os autores
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O diametro médio das particulas foi determinado por
DLS apresentando diametro médio de 175,1 nme 176,3 nm,
para as NPG e NPG-AB respectivamente. A uniformidade
da particula/homogeneidade também foi confirmada pelo
indice de polidispersividade (faixas de PDI de 0,0 para uma
amostra perfeitamente uniforme em relagdo ao tamanho da
particula; a 1,0 para uma amostra altamente polidispersa
com varios tamanhos de particula populagdes). A analise das
NPG's sintetizadas encontrou-se um PDI de 0,16 ¢ para as
NPG-AB encontrou-se um PDI de 0,19 que mostra indices
de polidispersividade monomodais e homogeneidade
do sistema. Em aplicagdes de entrega de drogas usando
nanoformulag¢des, um PDI de 0,3 ¢ abaixo é considerado
aceitavel e indica uma populagdo homogénea.”!

Tabela 1: Analise dos tamanhos de particulas obtidos por DLS. Fonte:
Os autores

TAMANHO NPG NPG-AB
(nm) INTENSIDADE INTENSIDADE
(%) (%)
130 0 0
135 0 0
140 0 0
145 1,6 2,2
150 3,6 3,2
155 7,6 7.8
160 8,6 8,6
165 10,6 12,6
170 11,2 13,2
175 20,8 24.8
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Tabela 1: Analise dos tamanhos de particulas obtidos por DLS
- continuagao

180 29,6 32,2
185 20,8 23,6
190 14,8 21,8
195 0,8 5.4
200 0 0
205 0 0

O potencial de superficie das NPG foi encontrado em
um valor de +30,1 mV e para as NPG-AB +31,4 mV. Em
ambos os casos o potencial manteve-se estavel por 90
dias. O farmaco foi carregado na superficie das NPG's por
adsor¢ao e a eficiéncia de encapsulamento (EE) foi de 74%
apresentando-se satisfatoria.

Leveduras de Cryptococcus neoformans expostos a
fungicidas estdo sob pressdo seletiva para evoluir. A baixa
solubilidade da AB implica na administragdo endovenosa, e
a sua afinidade ao colesterol causa reacdes adversas dentre
elas a nefrotoxicidade. O desenvolvimento de sistemas
capazes de inibir a acdo das leveduras reduzindo as reacdes
adversas.? O uso de nanoparticulas surge como uma
nova tecnologia para o desenvolvimento destes sistemas,
portanto, € necessario testar a eficacia destas formulacdes
de AB nanoestruturadas contra as leveduras.

Os resultados dos testes de difusdo em disco apresentam
a sensibilidade da difusdao das formulacdes e determinam
as propriedades destas perante as leveduras estudadas.”
Analisando-se as imagens apresentadas na Figura 3,
observa-se que tanto as formula¢des de anfotericina
nanoestruturadas quanto as formulagdes com farmaco
livre, apresentaram efetividade de inibi¢do do crescimento
microbiano. Os resultados, valores médios aferidos,
dos ensaios realizados para a determinagdo da atividade
antifingica das preparacdes de Anfotericina B avaliadas
estdo apresentados na Tabela 2. Somente os controles
negativos localizados nos centros das placas Figura 3 ndo
apresentaram zona de inibigdo nessas condigdes.

Jan / Jun de 2022

Tabela 2 : Halos de inibi¢o do crescimento fungico formados utilizando
10 pL das formulagdes estudadas (NPG e NPG-AB) em diferentes
concentragdes sobre os isolados de Cryptococcus neoformans. Fonte:
Os autores

Concentracao NPG NPG-AB
0,5 mg/mL 9 mm 13 mm
1,0 mg/mL 12 mm 13 mm
1,5 mg/mL 14 mm 17 mm
2,0 mg/mL 14 mm 14 mm

Observa-se que, sobre leveduras de Cryptococcus
neoformans todas as preparagdes AB e NPG-AB
apresentaram efetividade de inibi¢@o a partir da concentracao
de 0,5 mg.mL", caracterizada pela formagdo de halos de
inibi¢do do crescimento fingico igual ou superior a 9 mm. *

A melhor eficicia na atividade antifingica das
formulagdes nanoestruturadas indicam que a utilizagdo
desta tecnologia possibilita a redu¢do na dosagem de
farmaco para o combate a infec¢des por Cryptococcus
neoformans. Este resultado ¢ promissor na reducdo
das reacdes adversar e nefrotoxicidade causada pela
administragdo de Anfotericina B.

Figura 3: Atividade antifingica de diferentes concentragdes de
eugenol sobre os isolados de Cryptococcus neoformans. Fonte: Os
autores

Cryptococcus neoformans | Cryptococcus neoformans
Anfotericina Nanoestruturado

* Teste de difusdo em disco de diferentes concentragdes de Anfotericina
B Pura ou Nanoestruturada (aplicagdo de 10 pL. de NPG e NPG-AB em
cada uma das seguintes concentragdes: 0,5 mg.mL"!, 1,0 mg.mL"!, 1,5
mg.mL' e 2,0 mg.mL") sobre as leveduras de C. neoformans. Como
controle negativo de AB, aplicagdo de 10 pL de agua esterilizada e
como controle negativo de NPG-AB, aplicacao de 10 pL de NPG.
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Conclusao

Os avangos em nanotecnologia e o conhecimento sobre
as DDS facilitaram o tratamento e a diminuicdo das doses
da AB, o fato de utilizar um sistema relativamente simples
e com custo reduzido como a gelatina contribui para
ampla pesquisa e a diminui¢@o dos custos de tratamento. A
metodologia aplicada permitiu a produg@o de nanoparticulas
esféricas de gelatina conforme confirmado pelos ensaios
realizados.

O sistema nanoestruturado atuou como esperado,
apresentando formagdo de halos de inibigdo mais
proeminentes em concentracdes mais baixas quando
comparados aos formados com a inibi¢do causada pela
administragdo de mais elevadas concentragdes de AB
livre. Este resultado ¢ promissor para a aplicacdo de
sistemas de liberagdo controlada baseados em gelatina
para o carreamento de Anfotericina B endovenosa, pois a
eficiéncia do sistema com menores concentra¢des indica
que ocorrerd menores efeitos causados pelas reacdes
adversas desta droga no sistema renal do paciente.
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