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RESUMO

Nos altimos anos, infec¢des por Candida spp. tém aumentado de forma ativa em especial em
individuos vulneraveis e em ambientes hospitalares, seja de forma cutanea ou invasiva. Devido
a fatores como o uso indiscriminado de antifungicos e corticosteroides, o tratamento destas
patologias esta cada vez mais complexo, tendo em vista o desenvolvimento de resisténcia aos
mesmos. A miltefosina é um farmaco utilizado para o tratamento de cancer e leishmaniose, e
possui caracteristicas quimicas que Ihe conferem, também, acdo antifungica. Contudo, é
necessario o desenvolvimento de métodos inovadores para disponibiliza¢do do farmaco, tendo
em vista seus efeitos adversos, como atividade hemolitica. Sistemas de liberacdo controlada de
farmacos, sdo alternativas bem elucidadas na literatura, em especial, micelas polimeéricas como
nanocarreadores de farmacos pouco soliveis. O método de dissolucédo direta para producéo de
micelas, € um método pratico e eficiente para sua producdo, como demonstrado neste trabalho.
A partir do encapsulamento da miltefosina em micelas de Pluronic F127, foram realizados testes
de caracterizagdo fisica do perfil de distribuicdo de particulas das micelas, testes de
microdiluicdo em caldo para Candida spp., 0 método checkerboard para avaliar o efeito da
interacdo entre as micelas poliméricas e o farmaco livre com a nistatina e avaliacdo do pH. A
partir destes experimentos, observa-se que as micelas foram formadas em escala nanométrica,
o farmaco foi eficientemente encapsulado, e a atividade antifingica da miltefosina foi mantida,
contra trés espécies de candida: C. albicans, C. glabrata e C. tropicalis, e apresentou pouca
eficiéncia contra C. krusei, nas condi¢des estudadas. Pode-se pautar que a encapsulacdo do
farmaco resultou numa interacdo positiva com a nistatina, que ndo foi observada utilizando
apenas o farmaco livre. Além disso, os resultados obtidos a partir da afericdo do pH das micelas
armazenadas em ambiente refrigerado, num intervalo de 60 dias, apresentou um
comportamento que sugere a liberacdo da miltefosina e degradacdo do polimero ao longo do
tempo, sem fortes indicios de uma interacdo entre as duas moléculas. De acordo com 0s
resultados obtidos neste trabalho, as micelas contendo miltefosina apresentam um grande
potencial para o tratamento de infec¢bes fungicas, em relacdo ao farmaco livre, pela
manutencdo de suas atividades antiflngicas, e apresenta um efeito de adicdo quando utilizada
em conjunto com o farmaco de referéncia para o tratamento de candidemias, a nistatina.

Palavras Chave: Antiflngicos, Sistema de Liberacdo de Farmacos, Bionanotecnologia,



ABSTRACT

In recent years, Candida spp. infections has increased actively, especially in vulnerable
individuals and in hospital environments, either cutaneous or invasive forms. Due to factors
such as the indiscriminate use of antifungals and corticosteroids, the treatment of these
pathologies is increasingly complex, owing the fact their development of resistance. Miltefosine
is a drug used to treat cancer and leishmaniasis, and has chemical characteristics that also confer
antifungal action. However, the development of innovative methods for drug availability is
necessary, considering its side effects, such as hemolytic activity. Controlled drug release
systems are well-elucidated alternatives in the literature, especially polymeric micelles as
poorly soluble drug nanocarriers. The direct dissolution method for micelle production is a
practical and efficient method for its production, as demonstrated in this work. With the
encapsulation of miltefosine in Pluronic F127 micelles, where performed physical
characterization tests of the micelle particle distribution profile, broth microdilution tests for
Candida spp., checkerboard method to evaluate the effect of the interaction between polymer
micelles containing miltefosine and the free drug with nystatin, and pH assessment. From these
experiments, it is observed that micelles were formed on a nanometer scale, the drug was
effectively encapsulated, and the antifungal activity of miltefosine was maintained against three
Candida species: C. albicans, C. glabrata and C. tropicalis, and showed little efficiency against
C. krusei, under the studied conditions. It can be argued that drug encapsulation resulted in a
additive interaction with nystatin, which was not observed using only the free drug. Moreover,
the results obtained from the pH measurement of the micelles stored in the refrigerated
environment, within 60 days, showed a behavior that, probably, resulted from the release of
miltefosine and polymer degradation over time, without great signs of an interaction between
both molecules. According to the results obtained in this work, micelles-containing miltefosine
have a great potential for treatment of fungal infections, in relation to the free drug, by
maintaining its antifungal activities, and presents an additive effect when used in conjunction
with reference drug for the treatment of candidemia, nystatin.

Keywords: Antifulgals, Drug Release System, Bionanotechnology.
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1. INTRODUCAO

Desde os anos 2000, as infecces fungicas tém aumentado consideravelmente, em
especial, em ambientes hospitalares e individuos que possuem o sistema imune comprometido.
Os fungos sdo organismos eucariotos que podem se apresentar como estruturas filamentosas,
ou leveduriformes. Estas, podem se reproduzir por brotamento, e algumas podem ainda formar
pseudo-hifas. No caso da Candida albicans, essa ultima formacao, é responsavel pela invasdo
de barreiras fisicas, células, para chegar até os tecidos mais profundos, e entdo alastrar-se como
infeccdo (TORTORA, 2012).

As espécies do género Candida, sdo fungos leveduriformes comensais —isto é, vivem
em uma relacdo ecoldgica onde um organismo € beneficiado, sem trazer prejuizo para o outro
(SHIEL, 2018), e causam infec¢des invasivas quando ha o desequilibrio nessa relacdo. A pele,
as mucosas e a microbiota intestinal, impedem a colonizacdo exacerbada da Candida spp., pela
competicdo entre outros microrganismos ali presentes. Por isso, quando ocorre uma disparidade
nessas populacdes pela utilizacdo de antifungicos de amplo espectro, ha entdo a colonizacao
oportunista pelas espécies desse género, e 0 desenvolvimento entdo da infeccdo (SPELLBERG,
EDWARDS, 2002).

A candidiase assim como a maioria das infec¢des fungicas, pode ocorrer tanto de forma
cutanea, quanto de forma invasiva. Esta Ultima, esta relacionada diretamente com as infeccoes
pertinentes aos tecidos internos, em especial presentes na corrente sanguinea (HEMSLEY,
2009). Os fatores de risco que levam as leveduras a colonizar tecidos internos e chegarem a
corrente sanguinea, além do uso recorrente de antifungicos, incluem o rompimento das barreiras
naturais da pele e mucosas, como queimaduras, colocacao de cateteres percutaneos, cirurgias
abdominais, atrofia de mucosas pela radiagéo, entre outros fatores (SPELLBERG, EDWARDS,
2002).

A partir disso, temos a estimativa anual de casos de candidemia — presenca das leveduras
na corrente sanguinea, nos Estados Unidos da América de aproximadamente 25 mil casos. A
alta incidéncia de infeccOes por estas leveduras na corrente sanguinea, torna mais provavel o
desenvolvimento de uma candidiase invasiva. Somado a isto, a infeccdo no interior do
organismo pode rapidamente se desenvolver em um quadro de septicemia, visto que essas
podem afetar o coragdo, rins, 0ssos, entre outros 6rgaos internos, e ndo necessariamente serem
disseminados pela corrente sanguinea (CDC, 2019; SPELLBERG, EDWARDS, 2002).
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Os individuos que apresentam uma diminuicdo em sua imunidade sdo os mais
susceptiveis a desenvolver diversas doengas, inclusive a candidiase (KRCMERY, BARNES,
2002). Diabéticos, portadores da AIDS, fibrose cistica, podem apresentar neutropenia
(contagem baixa de neutrdfilos), linfopenia (contagem baixa de linfocitos), leucocitose
(deficiéncia de adesédo dos leucdcitos), plaquetopenia (niveis baixos de plaquetas), entre outros
(FERNANDEZ, 2016), por isso a maior facilidade de desenvolver formas invasivas da doenca,
e a depender do estado do paciente, ha uma maior probabilidade de desenvolver um quadro de
sepse. A presenca de citocinas é de extrema importancia para o recrutamento de neutréfilos
para combater a infecgdo por Candida spp., a0 mesmo passo que testes em murinos demonstram
que infeccBes por estas espécies in vitro e in vivo apresentam niveis do Fator de Necrose
Tumoral (TNF) inferiores aqueles induzidos por patdgenos procaridticos (SPELLBERG,
EDWARDS, 2002). Com base nesses estudos, incluindo os de Netea et al, 1999, pode-se
afirmar que a disseminacdo da infeccdo destes ascomicetos, € mais provavel, principalmente
em individuos imunodeficientes.

Ainda de acordo com Spellberg e Edwards, 2002, em casos de candidiase invasiva em
pacientes imunocompetentes, o tratamento € realizado normalmente com farmacos de
referéncia como a Anfotericina B (AnfB) e/ou o Fluconazol. Porém, em pacientes em estado
vulneréavel, a utilizacdo desses farmacos deve ser cuidadosa. E necessario um estudo prévio
sobre a espécie a que esta causando a infecgdo, e ainda ter em vista as reacdes adversas destes
medicamentos. Por exemplo, a utilizacdo do fluconazol em pacientes neutropénicos deve ser
cuidadosa, uma vez que, de acordo com a bula do antifingico, pode piorar esse estado de
neutropenia.

Contudo, mesmo com o tratamento, os pacientes acometidos pela candidiase invasiva,
apresentam uma taxa de mortalidade de 40%, e hd uma tendéncia mundial no desenvolvimento
de resisténcia, em especial nas espécies de Candida ndo-albicans. Logo, nos ultimos anos, vem
crescendo a necessidade de novos agentes terapéuticos com atividade antifingica
(KULLBERG, 2015), em especial tratamentos mais eficazes e seguros para as populacdes em
estado imunocomprometido (VILA, 2015).

A miltefosina (MTF) é um alquilfosfolipideo que possui caracteristicas estruturais que
Ihe conferem o potencial antitumoral. Além disso, experimentos demonstraram que a MTF
interage intimamente com as balsas lipidicas das células, indicando que sua acao sobre elas esta
bem relacionada ao envoltério lipidico das células, em especial o colesterol (MALTA DE SA,
2015). Além de sua utilizacdo para tratamentos de tumores e leishmaniose, existem relatos na

literatura da acdo antifingica da MTF em diferentes espécies de fungos, inclusive os do género
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Candida: C. parapsilosis e C. krusei, resistentes a itraconazol e terbinafina(TONG, 2007), C.
albicans resistentes ou susceptiveis ao fluconazol. Segundo este trabalho, h4 a demonstraco
da utilizacdo da MTF como um antifngico promissor em especial para o tratamento de
candidiase cutanea resistente e seus biofilmes. Até o momento, as linhagens de Candida spp.
utilizadas apresentaram baixo potencial de desenvolvimento de resisténcia a miltefosina (VILA,
2015).

Apesar do seu grande potencial em diversas patologias e patdgenos, a MTF apresenta
efeitos indesejaveis, em relagdo a destruicdo de células saudaveis do organismo. De acordo com
Malta de S& e colaboradores, 2015, a MTF apresenta citotoxicidade seletiva para células
malignas ricas em colesterol e em membranas que apresentam acidos graxos poli-insaturados.
Todavia, estes também estdo presentes em células saudaveis do nosso organismo, ja que o
colesterol envolve a membrana das hemacias (BUCHWALD, 2000; TINTLE, 2015), e apesar
da maior parte das membranas do nosso organismo ser composta por acidos graxos saturados,
existem tecidos onde as células sdo ricas em lipideos poli-insaturados, como o tecido cerebral
(OLBRICH, 2000; GASCHLER, STOCKWELL 2017).

Logo, a utilizacdo de grandes quantidades da MTF apresenta certa limitacdo devido aos
seus feitos colaterais e adversos. No tratamento de cancer colorretal, por exemplo, pesquisas
relatam que a posologia de 150 mg — 200 mg da MTF por dia, apresentaram nauseas, vomitos,
nefrotoxicidade, leucocitose e trombocitose em boa parte dos pacientes (PLANTING, 1993). E
em casos de leishmaniose visceral, o tratamento com duracdo de aproximadamente 28 dias,
sendo a posologia para adultos com mais de 50 kg, de aproximadamente 150 mg por dia, e 0s
efeitos colaterais estdo diretamente relacionados a desconfortos no trato gastrointestinal, com
nauseas, vomitos, perda de apetite e diarreia (PIJPERS, 2019). A partir destas informacdes,
percebe-se a necessidade de alternativas que possam diminuir os efeitos colaterais da MTF e
aumentar a sua eficacia, em especial para os pacientes vulneraveis.

Uma alternativa interessante para esse caso, seria a utilizacéo de Sistemas de Liberacédo
de Farmacos (SLF’s). Estes sistemas sdo comumente utilizados para liberagdo controlada de
agentes terapéuticos, com a intencdo de dissolucdo do agente, a0 mesmo passo que 0s niveis de
sua concentracdo permanecam dentro da faixa terapéutica por um tempo maior, diminuindo a
necessidade da administracdo de doses em um curto intervalo de tempo (BIZERRA, 2016). Os
SLF’s podem ser apresentadas como nanoemulsdes, onde o tamanho das particulas se encontra
numa escala nanométria (<1 um), e as nanoparticulas podem ser compostas de lipidios
cristalinos, ceras e polimeros. Blocos de copolimeros sdo utilizados para a formacdo destas

nanoparticulas, em especial as micelas, onde o seu interior € constituido pelos blocos
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hidrofobicos, e envolto pelos blocos hidrofilicos numa solugdo aquosa (CHEVALIER,
BOLZINGER, 2019). Os emulsionantes — a parte dispersa na emulsdo, podem ser divididos em
trés classes: anidnicos, catidnicos e ndo-ibnicos. Estes Ultimos vém ganhando destaque na
producdo destes SLF’s, tendo em vista que eles apresentam uma maior estabilidade numa
solucdo aquosa, ndo sofrendo dissociacdo em ions (FRANZOL, REZENDE, 2015). Os
polimeros Pluronic® sdo surfactantes n&o-idnicos (CAMBRINI, 2018), utilizados
constantemente para producdo de micelas, principalmente pelo aperfeicoamento de suas
atividades, como demonstrado no trabalho de Mohamed e colaboradores, 2017, onde a
incorporacdo do farmaco antitumoral em micelas de Pluronic F127 (PF127), apresentou um
aumento em sua solubilidade e melhora em sua permeabilidade. Consequentemente, houve um
aumento na absorcdo e na biodisponibilidade em sua administracdo oral. Os resultados
indicaram que a utilizacdo do polimero PF127 para produgdo de micelas, proporciona uma
maior eficiéncia e estabilidade no encapsulamento de substancias, em relacdo ao PF68. Este
resultado também foi demonstrado por Feitosa e colaboradores, 2019, onde foi demonstrado
que o PF127, apresenta 0 melhor potencial de diminuir o efeito hemolitico da miltefosina, em
comparacdo aos polimeros L64, L44, F68 e F108. Além disso, 0 medicamento encapsulado nas
micelas, apresentaram liberagédo prolongada, diminuicdo da citotoxicidade in vitro, melhora na
atividade antitumoral e menor toxicidade hepatica e renal em modelos animais (MOHAMED,
2017).

Seguindo esta linha de raciocinio, a producdo de micelas de PF127 contendo a MTF
apresenta um grande potencial de diminuicdo em sua toxicidade, em especial, sua atividade
hemolitica, como demonstrado no trabalho de Feitosa et al, 2019.

No presente estudo, é proposta a observacdo da atividade antifangica em Candida spp,

das micelas de PF127 incorporadas com a MTF.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.2 Tratamento atual de infeccGes flingicas

O ser humano apresenta mais de 300 tipos distintos de fungos compondo a microbiota
natural da pele e mucosas. A espécie Candida albicans, é a mais prolifica no homem, e ndo é
restrita a idade ou género, tendo em vista sua deteccdo em criancas desde seus anos mais jovens,
até a idade a adulta (LORENZANI, 1986). Infec¢des por Candida, em especial as ndo-albicans,
sdo as principais causadoras de infeccGes hospitalares da corrente sanguinea (candidemia).
Sendo um ter¢co (1/3) dos casos ocasionados por C. tropicalis, C. glabrata. C. krusei e C.
parapsilosis. Esses fungos muitas vezes trazem complicacdes, como endocardite e osteomielite,
principalmente por fatores como a imunodeficiéncia do hospedeiro, e além da patogenicidade
do M.O.,e resisténcia a antibidticos presentes no mercado (KRCMERY, BARNES, 2002).

Desde os anos 2000, as infec¢des fungicas em ambientes hospitalares e em individuos
com o sistema imune comprometido, vém ganhando destaque. A candidiase orofaringea é uma
patologia comum e uma das maiores causas de mortalidade em pacientes imunocomprometidos,
e traz um aumento na predisposicdo destes desenvolverem a forma invasiva desta infeccdo
fangica.lsso ocorre especialmente em pacientes apos o transplante de 6rgdos, pouco tempo
depois do procedimento. A candidiase invasiva pode atingir o sistema circulatorio, tecidos do
esdfago, gastrointestinal, respiratorio, urinario, entre outros, e ocorrer entre 5 — 50% dos casos
de transplantes. A formacéo de pseudo-hifas,no caso de C. albicans, é responsavel pela invasdo
de barreiras fisicas, células, para chegar até os tecidos mais profundos. Estas em pacientes
imunocompetentes, os neutrofilos apresentam a capacidade de reconhecer estas estruturas e
danificar o fungo (TORTORA, 2012; DONGARI-BAGTZOGLOU, 2009; DIAMOND, 1978).

O aumento de ocorréncias em procedimentos médicos invasivos (como cirurgias,
utilizacdo de farmacos intravenosos, utilizacdo de cateteres vasculares e/ou urinarios, fluidos
de hiperalimentacdo), somados a alta incidéncia de casos envolvendo desequilibrios na
homeostase, causados por fungos, estd também diretamente relacionada ao uso irregular de
antibiéticos de amplo espectro e anti-inflamatérios, e o crescente nimeros de pessoas
imunocomprometidas. Estas, envolvem o aumento de populagdes com HIV, diabéticas,
neonatos, neutropénicos, entre outros. (VILA et al, 2015; KOJIC, DAROUICHE, 2004).

Em casos de candidiase disseminada, os pacientes normalmente sdo submetidos a

tratamentos com AnfB ou fluconazol, porém o estado imune do paciente deve ser levado em
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consideracdo antes da administracdo destes farmacos,uma vez que o fluconazol pode induzir
um estado de neutropenia, - com reducao da resposta antifingica. Além disso, é recomendada
a realizacdo de testes de resisténcia a antibiéticos, para a escolha de um tratamento mais eficaz,
visto que a infeccdo pode ser causada por linhagens resistentes a distintos farmacos, e a
utilizacdo do medicamento errado, pode piorar o estado de satde do individuo (SPELLBERG,
EDWARDS, 2002; DIAMOND, 1978).

Existem diversos relatos na literatura de espécies de Candida (albicans e ndo-albicans)
resistentes a antibidticos. Rex, et al em 1995, trouxe um compilado de estudos de casos clinicos
com linhagens resistentes ao Fluconazol. Em 1997, Kelly e colaboradores, reportaram ainda
que algumas linhagens resistentes ao Fluconazol apresentavam resisténcia cruzada com aAnfB
em pacientes com AIDS. Esses relatos apesar de antigos, contém casos persistentes até os anos
mais atuais, e despertam um interesse continuo tanto como nos mecanismos de resisténcia
(BERKOW, 2017), quanto na utilizagcdo de métodos alternativos para tratamento de biofilmes

de Candida spp e do fungo em seu estado planctonico (VILA et al, 2015).

2.2 Miltefosina

A miltefosina (MTF), também conhecida como hexadecilfosfocolina, é um
alquilfosfolipidio pequeno de amplo espectro, tendo atividades antimicrobianas, antileishmania
e anticancer. A MTF tem um tempo de meia vida de aproximadamente 96h,in vivo
(DRUGBANK;PALUMBO, 2008).

Figura 1: Molécula da Miltefosina

9o CH;
n VNN G e~ eH
3 o0 Cii e

Fonte: ChemDrawDirect

Seu potencial anticancer se da por ser um potencial imunomodulador, e em especial
atuando diretamente na interferéncia em eventos chave para transducdo de sinais, como a
fosfolipase C e proteina quinase C (BRACHWITZ, 1996). Ainda, a MTF apresenta uma acdo
mais ampla membranas celulares, e assim como outras moléculas de sua classe, é capaz de
marcar seletivamente tumores, induzindo apoptose (VAN BLITTERSWIIK, 2013).
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Além disso, em 2015, Malta de S4, e colaboradores, demonstraram as interacdes de
membrana a partir de simula¢fes dindmicas entra a MTF em bicamadas lipidicas. A MTF
apresenta a capacidade de aumentar a fluidez da membrana e consequentemente a mobilidade
proteica, a partir da sua acumulacdo nas balsas lipidicas, em especial em membranas
insaturadas, também influencia diretamente no transporte de colesterol, a partir do seu
pareamento com o mesmo. O complexo formado entdo, serve de sinalizador para a apoptose
celular.

Além de sua atividade anticancer, a MTF também ¢é utilizada para o tratamento de
leishmaniose cutanea e visceral (SOTO, 2002; SUNDAR, 2002), devido seu potencial de
induzir a apoptose no protozoario (PARIS, 2004). Na literatura, observa-se que a concentracao
inibitdria minima para 50% de Leishmania, numa concentragdo de 4 x 107 parasitos/mL, foi de
24,35 uM da MTF. Apesar dos mecanismos leishmanicidas ainda ndo serem bem
compreendidos, acredita-se que a alta afinidade da MTF pelas membranas lipidicas, seja
responsavel por este efeito no protozoario. Somado a isto, observou-se que a MTF aumenta a
fluidez da membrana destes parasitos ao mesmo tempo em que inibe o0 crescimento e provoca
lise celular (FERNANDES, 2016)

A MTF apresenta também atividade contra fungos, como demonstrado no trabalho de
Tong e colaboradores em 2007, onde o farmaco apresentou acdo antifingica em espécies
deCandidando-albicans resistentes a itraconazol e terbinafina. Contudo, essa acao também foi
observada em C. albicans resistentes e susceptiveis ao fluconazol, no trabalho de Vila e
colaboradores, em 2015. Estes estudos indicam e propdem a MTF como um antifingico
promissor para o tratamento de candidiase cutdnea, de linhagens resistentes e seus
biofilmes.Além de seu potencial uso para o tratamento de candidiase, ainda no trabalho de Vila
e colaboradores, 2015, foi observado que as espécies desse género apresentam um baixo
desenvolvimento de resisténcia ao farmaco.

Porém, mesmo apresentando um grande potencial e ganhando interesse na area médica,
a MTF, por suas caracteristicas quimicas, apresenta diversos efeitos colaterais. Alguns
exemplos séo: desconfortos intestinais, niveis elevados da enzima aspartato aminotransferase e
creatinina (JHA, 1999); inducéo da eriptose (apoptose de eritrécitos) pelo aumento da atividade
citosdlica de Ca?* e encolhimento celular (MUNOZ, 2013); nefrotoxicidade, leucocitose,
trombocitose (PLANTING, 1993); hemdlise (ALONSO, 2019); atividade teratogénica
(FERNANDES, 2016).

Para o tratamento de cancer e leishmaniose, cerca de 50-200 mg da MTF ¢é utilizado por

via oral, sendo a dose de 2.5 mg/Kg/dia. O excesso na dosagem € realizado, devido o
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processamento que o farmaco iré ser submetido até chegar ao local desejado. Porém, como ja
foi demonstrado, essas concentragdes elevadas do farmaco trazem prejuizos a saide humana.
Estudos em murinos, demonstraram que a MTF se acumula rapidamente em 6rgdos internos
como rins, figado, pulmdes, bago e glandulas adrenais. Ou seja, ha a interacdo com ampla
variedade de tipos de células do trato gastrointestinal,in vivo, além de entrar em contato direto
com as células sanguineas ao ser absorvido, e as células renais e hepaticas. Nestas Ultimas, a
MTF iré sofrer o processo declearance (presenca <0,2% da dose presente na urina, no dia 23
de 28 dias de tratamento) e metabolizacdo por fosfolipases para formar subprodutos como
colinas e metabdlitos alcodlicos de cadeias longas que serdo reciclados em
fosfolipidios(PLANTING, 1993; VERWEIJ, 1992; PALUMBO, 2008; DORLO, 2012).
Devido a esses efeitos indesejados aos pacientes que ja se apresentam num estado de
saude fragil, é evidente a necessidade de métodos inovadores de disponibilizacdo deste farmaco
em tratamentos, para diversas patologias. Assim, o modelo de liberagdo baseado em polimeros

pode servir como opg¢éo para administracdo da MTF.

2.3 Micelas poliméricas

Os Sistemas de Liberagdo de Farmacos (SLF’s) s80 compostos por lipossomas,
microparticulas, nano-associados, nanoparticulas, e micelas poliméricas (MP). Estas, sdo o
grande objeto de estudo na area cientifica, em especial devido ao seu potencial de carrear
farmacos pouco soluveis, devido ao seu interior de caracteristicas hidrofobicas e de tamanho
pequeno (< 100 nm). Suas caracteristicas inerentes se assemelham com carreadores naturais
como virus e lipoproteinas, e consequentemente, protegem o seu contetdo. Além de também
serem propensos a nao serem captados pelo sistema mononuclear fagocitario (SMF) (JONES,
LEROUX, 1999).

O processo de micelizacdo ira ocorrer de acordo com a estreita faixa de concentracao
dos surfactantes em solucdo. Diversos métodos sao utilizados para determinar essa
concentracdo micelar critica (CMC), e ha muitas definicdes sobre este termo. Uma delas,
considera a CMC como o nimero minimo e constante de moléculas destes surfactantes que se
encontram num estado agregado, ou seja, em um formato micelar (MOROI, 1992). A medida
que este surfactante é adicionado a um solvente aquoso, a concentracdo de mondémeros
dissolvidos aumenta até que a CMC seja atingida, para entdo ocorrer a formagdo das micelas

(LUCKEY, 2014).Estes detergentes podem ser encontrados em partes em copolimeros
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anfifilicos, que apresentam tanto segmentos hidrofdbicos quanto hidrofilicos. Estes
copolimeros em bloco podem se organizar em micelas, e outros tipos de estruturas complexas
de organizacdo a depender do solvente em que s&o solubilizados (LOIOLA, 2017). Em um
solvente aquoso, a regido hidrofébica do emulsionante (liquido disperso), devido as interacGes
entre as estruturas quimicas das solucdes, vai formar o nicleo das micelas em associa¢do com
o farmaco hidrofébico, que ird4 gradualmente ser liberado e ocasionar numa diminuigdo do
tamanho micelar (JONES, LEROUX, 1999). Esse processo pode ser observado na Fig. 2-B.

As MP sdo compostas por materiais anfifilicos, e sdo formadas espontaneamente quando
colocadas em solugdo. Eles formam particulas coloidais esféricas, e em comparacdo a micelas
surfactantes (como as micelas de MTF), as MP apresentam menor taxa de hemolise, assim como
maior estabilidade cinética (VILLANOVA, et al, 2010). As MP podem ser preparadas a partir
de diversos polimeros como o poli (etileno glicol) (PEG) (LEE, 2019), poli (caprolactona)
(PCL) (ALAMI-MILANI, 2018), poli (acido latico) (PLA) (CHO, 2016), dentre outros. Um
dos mais comumente utilizados, o Pluronic® F127, consiste em blocos de trés copolimeros de
PEO-PPO-PEO (poli (6xido de etileno)- poli (6xido de propileno) — poli (6xido de etileno),
vide Fig. 2 (VALENZUELA-OSES, et al, 2017).

Figura 2: Férmula estrutural do Pluronic F127
(PF127) (A) e Representacao esquemética da formacao de
micelas de PF127 (B)

A
HO CH,CH,0 CH,CHO CH,CH,0 HO
|
CH,
100 65 100

Ethylene oxide Propylene oxide Ethylene oxide
PEO PPO PEO

< Hydrophilic region (PEO)

<— Hydrophcbic region (PPQ)

High Temperature

Low Temperature

Below CMC At andior above CMC
Fonte: AKASH, M. S. H., 2014
As MP constituidas de Pluronic F127 (Poloxamer 407) sdo comuns na comunidade

cientifica, como por exemplo, para producdo de nanocarreadores aquosos com acgdo anti-

Leishmania. Neste caso, promovem entrega seletiva do farmaco de interesse, melhorando sua
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eficacia e promovendo menos efeitos adversos (OYAMA, J. et al, 2019). Ainda, esta estratégia
foi usada em outras condi¢cbes com o objetivo de aumentar a dissolugdo, sem apresentar
interagdes quimicas, de farmacos com baixa solubilidade em &gua, como os antitumorais
Sorafenib (PARK, S. Y, et al, 2019),e Tadalafil (VYAS, 2009) e o antifingico sintético
Ciclopirox (TAUBER, 2015), entre outros.

De acordo com Valenzuela-Oses et al, 2017, a MTF ao ser incorporada em micelas
poliméricas, passa a ter sua eficiéncia e seguranca melhoradas, tendo em vista que o farmaco
encapsulado sera impedido de formar agregados micelares, influindo diretamente nos seus
efeitos colaterais, tanto por via oral, quanto parenteral. Corroborando com estes resultados,
Feitosa e colaboradores (2019), promoveram a micelizacéo de diferentes compostos (incluindo
a MTF) em cinco tipos de Pluronic: L64, L44, F68, F108 e F127. E em todos 0s casos, 0 PF127
apresentou maior potencial de protecdo contra o efeito de hemolise in vitro, apresentado pelo
farmaco livre. Baseado nisso, o0 mesmo grupo promoveu a incorporacdo de diferentes
concentragdes de MTF (50-1500 pg/mL) em micelas de Pluronic em concentracgdes distintas
(1%, 3%, 6% e 9%), e concluiu que a melhor formulacdo (que garante seguranca e 0 maior
incorporacdo em pg da MTF) era a de PF127 3% incorporando 300 pg da MTF.

Deste modo, este projeto demonstra o interesse na utilizacdo de micelas na proporcéao
de PF127 3% incorporando 300ug da MTF, para o tratamento de infec¢fes fungicas, levando
em conta a necessidade emergente do desenvolvimento de entregas de farmacos inovadoras,

em especial para os publicos mais vulneraveis.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Produzir micelas poliméricas de Pluronic F127 para encapsular o farmaco miltefosina e

observar a sua utilizacdo contra infec¢es fungicas provocadas por Candidaspp.

3.2 Objetivos especificos

- Produzir micelas poliméricas de PF127 contendo MTF

- Caracterizar fisicamente o perfil de distribuicdo de particulas das micelas contendo
MTF no Zetasizer Nano ZS90;

- Avaliar o potencial antifingico das micelas produzidas em diferentes espécies de
Candida: C. albicans ATCC, C. glabrata ATCC, C. tropicalis CBS 94 e C. krusei ATCC;

- Avaliar o efeito de interacdo entre as micelas contendo a MTF, e o farmaco livre com

o antifungico Nistatina padréo para efeito anti-Candida;
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4. MATERIAIS E METODOS

A MTF (Avanti Polar Lipids — USA), assim como o PF127 (BASF — Brasil), foram
gentilmente cedidos pela Profé. Dra. Carlota de Oliveira Rangel Yagui, do Laboratorio de
Nanobiotecnologia (NanoBio), da Universidade de S&o Paulo.

As espécies de Candida spp.utilizadas foram: C. albicans ATCC, C. glabrataATCC,C.
tropicalisCBS 94 e C. kruseiATCC.

4.1 Método de Dissolucdo Direta

As micelas foram preparadas de acordo com o0 método de dissolucéo direta, diluindo 3
g de PF127 em 100 mL de salina normal 0,9%, e agitacdo constante em ~100 rpm por 24h,
como pode ser observado na Fig. 3. A solucdo foi entdo dividida em aliquotas de 50 mL.Uma
aliquota foi utilizada para diluir 0,0153g de MTF, em agitacdo constante de ~100 rpm por 1h,
para formar micelas com o farmaco incorporado. A outra aliquota foi submetida as mesmas
condicdes, para promover a formacgéo de micelas sem o farmaco, as micelas brancas.

A agitacdo final foi realizada sob aquecimento de 37 °C, em ~100 rpm por 1h, tanto para

as micelas contendo a MTF (MM) e micelas brancas (MB), conforme ilustrado na Fig. 3.
Figura 3: Método de Dissolucéo Direta, PF127 — Pluronic F127, MTF — Miltefosina

P R

100 mL Salina 0,8% 3gPR12T 0,015 g MTF ~100 rpm
~100 rpm 1h
24h

PF127 ~100 rpm

Fonte: Autoral.
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4.2 Concentracao do Farmaco

A concentragdo molar de MTF nas micelas foi calculada para um volume de 50

mL.
Equacdo 1: Concentragdo Molar das MM
m 0,0153 g
C = MMxV = 207,568%0,05L
0,0153 g
T 20,3784 L

C = 0,000750 g/L

o 0,000750 x 1,000,000 pg
B 1000 mL

C =0,750 ug/mL
E a concentracdo molar de MTF foi calculada para um volume de 5 mL, para efeitos

comparativos.
Equacdo 2: Concentragdo Molar da MTF

m 0,0015g
C = MMxV = 407,568x0,005 L
0,0015 g
- 20371

C =0,000736 g/L
- 0,000736 x 1,000,000 pg
1000 mL
C =0,736 ng/mL

4.3 Analise de Tamanho de Particula

As amostras foram submetidas a analise de tamanho de particula a partir da técnica de
espalhamento dinamico de luz (DLS), com o auxilio do Equipamento Zetasizer Nano ZS90
(Malvern Panalytical), no Laboratério de Eletroquimica e Corroséo, coordenado pela Prof2.

Idalina Vieira Aoki, localizado na Universidade de Sdo Paulo — USP.

4.4 Teste de Microdiluicdo em caldo paraCandida spp
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Os testes de Microdiluicdo para as espécies de Candida spp. foram realizados de acordo
com o Método de Referéncia para Testes de Diluicdo em Caldo para Determinacdo da
Sensibilidade de Leveduras & Terapia Antifangica, da ANVISA (NORMA, 2002).

Para cada espécie de Candida, foi utilizada uma placa de 96 pocos, contendo 100 ul do
meio Sabouraud, e como demonstrado na Figura 4, na primeira linha dos pogos H-F, continha
100 pl de uma solugdo de 5 mL de MB, os pocos E-C, continham 100 pl de uma solugéo de 5
mL de MM, o poco B, continha 100 ul de nistatina. Todos 0s 7 pocos da primeira linha sofreram
uma diluicéo seriada ao decorrer das 12 linhas.

Apos a diluicdo seriada das MB, MM e C+, 100 pl do in6culo deCandida foram
adicionados em todos 0s 87 pogos.

Os trés primeiros pocos da linha A serviram de controle de crescimento para as espécies
de Candida, enquanto os outros 9 serviram como controle de esterilidade.

Tambem foram feitas microdiluigdes com 1,5 g de MTF diluida em 5 mL.

A leitura do crescimento microbiano foi realizada a partir da adicdo de 30 pl de 2, 4, 6-
Tricloro- 1, 3, 5- Triazina (TCT) em cada pogo.

Figura 4: Desenho da placa de 96
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Fonte: DepositPhotos, modificado

4.5 Checkerboard Method

O Método de Checkerboard é um método utilizado para comparar a eficacia de
combinag0es de antimicrobianos variados (ORHAN, 2005).A partir dos resultados obtidos com

amicrodiluicdo das MM nas espécies de Candida, o desenho da placa para o teste Checkerboard
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pode ser planejado, como mostrado na Fig. 5. Foram preparadas solucGes de 6 mL relacionadas
a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) x8, x4, x2, CIM, /2, /4 e /8, em falcons separados,

para corretamente serem posicionados na placa.
Figura 5: Desenho da placa do Checkerboard Method
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A preparagdo do inoculo ocorreu 24h antes dos experimentos, e a concentragdo de
unidades formadoras de colonia (UFC), foi ajustado para 10° UFC com o auxilio do
espectrofotdbmetro na faixa de 530 nm.

Inicialmente preparamos uma solucdo mae contendo o valor maximo das CIM
selecionadas (CIM x8) de 6 mL. Para criar a solugcdo das micelas e do farmaco (MTF), retiramos
um volume de 640 pL dos 5 mL, e entdo adicionamos em falcons contendo 5,360 mL de meio
Sabouraud. Enquanto para criar a solucdo da Nistatina, foram retirados 57,6 L, e adicionados
em 5,942 mL de meio Sabouraud. A partir dessas solu¢des CIM x8, foram realizadas dilui¢des
seriadas, a fim de obter as outras concentracfes desejadas, como demonstrado na Fig. 6.

A partir destas solucdes geradas, foram adicionados 50 pL das MM ou MTF na linha 1,
nas colunas A-G, 50 uL de Nistatina nas linhas 2-8 da coluna H e 150 pL de meio nos mesmos
pocos. Nos demais pocos, foram colocados 100 pL de meio, 50 pL das MM ou MTF, e 50 pL
da Nistatina (suas respectivas CIM, seguindo o desenho da Figura 5). Apos esse processo, foram
adicionados 10 pL do in6culo em cada poco, e no controle de crescimento.

A leitura foi realizada cerca de 24h ap0s a inoculacéo da placa, e esta ficar em repouso

na estufa a 35 °C. A leitura, assim como na Microdiluicao, foi realizada utilizando o TCT.
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Figura 6: Diluigdes seriadas da CIM

CIM /2 CIM /4 CIM /8

A partir da coloracdo das placas com o TCT, pdde-se calcular o valor da Concentragéo
Inibitéria Fracionada (FIC) — observada abaixo, e entdo comparar com a tabela do indice de
FIC (EMERYPHARMA).

Equacdo 3: Concentracdo Inibitdria Fracionada (FIC)

A .
TinE + 1Ch = FICa + FICb = Indice da FIC

Sendo: A — o farmaco de estudo, MICa — a concentracgéo inibitéria minima do farmaco

A, B — o farmaco de referéncia, MICb — a concentracgéo inibitéria minima do farmaco B.

4.6 Andlise de pH

O pH das solucdes foi medido com o auxilio do equipamento PH700 Digital, Bench-
model da Apera Instruments, em intervalo de 0-60 dias visando avaliar a estabilidade do sistema
armazenado em ambiente refrigerado ap6s a suspensdo do material liofilizado em soro

fisiolégico, pH 6,0.
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5. RESULTADOS

5.1 Andlise de Tamanho de Particula

A partir de 500 pL da solugéo coloidal, foram obtidas, em equipamento Zetasizer Nano
ZS90, informacgdes acerca do tamanho das particulas por intensidade e o seu indice de
polidisperséo (Pdi).

Na Fig.7, pode-se observar, que a solucdo de micelas brancas (MB), apresentou
populacBes com baixa polidispersividade, com um tamanho médio de cerca de ~21,8 nm.

Figura 7: DLS — MB

Size (d.nm): % Intensity: St Dev (d.nm):
Z-Average (d.nm): 21,89 Peak 1: 25,00 100,0 9,246
Pdl: 0,122 Peak 2: 0,000 0,0 0,000
Intercept: 0864 Peak 3: 0,000 0,0 0,000

Result quality : Good
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Ja na Fig.8, pode-se observar um comportamento semelhante as MB, Pdi mais alto,
porém ainda com baixa polidispersao de popula¢des, e diminui¢do no tamanho das micelas para
didametro médio, aproximado em 20,14 nm.

Visando a padronizacdo do nosso sistema, e a retirada de agregados, foi realizada uma

etapa de filtracdo da solucdo coloidal em membrana estéril de seringa com poros de 0,22 pum.
O resultado pode ser observado na Fig.9.
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Figura 8: DLS — MM

Size {d.nm}: % Intensity: St Dev (d.nm):
Z-Average (d.nm): 20,14 Peak 1: 20,08 98,0 5,819
Pdl: 0,208 Peak 2. 5262 20 4329
Intercept: 0,880 Peak 3: 0,000 0,0 0,000

Result quality : Good
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Figura 9: DLS — MM.F

Size (d.nm): % Intensity: St Dev (d.nm):
Z-Average (d.nm): 2151 Peak 1: 2269 100,0 6,648
pdl: 0,158 Peak 2: 0,000 0.0 0,000
Intercept: 0,867 Peak 3: 0,000 0.0 0,000

Result quality : Good
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Na Fig. 10, pode-se observar o grafico de correlacdo, comparando a variacdo na
distribuicdo do tamanho das particulas, entre a formulacdo MM e das MM.F, enquanto na Fig.

11 o grafico de funcéo de correlacdo entre as formulacdes MB e MM.



Figura 11: Correlograma, MM e MM.F
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5.2 Teste de Microdiluicdo de Candida spp

Apds 24h de inoculacéo, a leitura do crescimento microbiano foi realizada, a partir da

adicdo de 30 ul de TCT e ap6s 3h de incubacdo pdde-se observar a viabilidade dos fungos.

Como pode ser observado na Fig. 12, em C. albicans (A), as MM apresentaram a¢éo até
alinha 7. Em C. glabrata (B), houve acdo das MM até a linha 6, enquanto em C. tropicalis as
MM apresentaram acao até a linha 8. Além disso, podemos observar que houve viabilidade em
todos os pocos contendo as MB (F, G, H), demonstrando entdo que o polimero ndo apresenta

atividade antifungica, ndo interferindo entdo nos resultados demonstrado nos pog¢os contendo

as MM. As MM ndo apresentaram acdo em C. krusei (D).

Enquanto na Fig. 13, podemos observar que na placa com C. albicans X C. glabrata (A)

em contato com a MTF pura, houve acdo do farmaco até a linha 7, em ambos. Enquanto na
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placa com C. tropicalis X C. krusei, houve acdo do farmaco até a linha 8 em C. tropicalis, e

linha 5 em C. krusei.

Figura 12: Microdiluicdo Candida albicans (A), C. glabrata, (B), C. tropicalis, (C) e C. krusei (D) MB- Micelas
Brancas, MM- Micelas MTF, C+- Controle positivo

Figura 13: Microdilui¢ao C. albicans (H, G, F) x C. glabrata (E, D, C), (A), C. tropicalis (H, G, F) x C. krusei ( E, D, C),
(B). Ca— C. albicans, CG — C. glabrata, CT — C. tropicalis, CK — C. krusei C+- Controle positivo, CE- Controle de esterilidade
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A partir destes resultados, pode-se calcular a concentracdo da miltefosina e nistatina nos
pogos referentes a concentragdo inibitéria minima (CIM), CIM 2x e CIM 4x, em todas as 6

placas, MM e MTF. O resultado pode ser observado na Tabela 1.
Tabela 1: Valores de CIM — MTF, MM e NIST para espécies de Candida

Espécie CIM CIM 2x (pg/mL) CIM 4x (pg/mL)
MTF MM NIST MTF MM NIST MTF MM NIST
pg/mL pg/mL mg/mL pug/mL pg/mL mg/mL pg/mL pg/mL mg/mL
C. albicans = 0,0029 0,0029 3 0,0058 = 0,0058 6 0,011 0,011 12
C.glabrata  0,0029 0,0029 1,5 0,0058  0,0058 3 0,011 0,011 6
C. tropicalis  0,0014 @ 0,0014 1,5 0,0029 = 0,0029 3 0,0058 0,0058 6
C. krusei 0,011 - 12 0,022 - 24 0,044 - 48

5.3 Avaliacéo da atividade antifungica in vitro

Aliquotas dos pocos contendo CIM, CIM 2x e CIM 4x, foram retiradas para analisar a
atividade fungicida ou fungiostatica das MM.

Como pode ser observado na Figura 13-A e B, a MM em todas as 3 concentragdes
apresentou um efeito fungicida em C. albicans e C. glabrata. Enquanto em C. tropicalis apenas
a CIM obteve um efeito fungicida, enquanto as outras concentragdes apenas apresentaram uma

atividade fungiostatica, como pode ser observado na Figura 13-C.
Figura 14: CIM - MM, C. albicans (A), C. glabrata (B) e C. tropicalis (C)

A

B

Esse padrdo também foi observado nas placas contendo as CIM correspondentes a MTF,

como pode-se observar na Figura 14.
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Figura 15: CIM - MM, C. albicans (A), C. glabrata (B) e C. tropicalis (C)

B

5.4 Checkerboard Method

Ap0s 24h de inoculacdo, a leitura do crescimento microbiano foi realizada, a partir da
adicdo de 30 ul de TCT e apds 3h de incubacdo pode-se observar a viabilidade de Candida
albicans. E como podemos avaliar na Figura 16-A, as MM e a Nistatina apresentaram um efeito
de adicdo em suas respectivas CIM (poc¢os D-5), com uma atividade antiflngica evidenciada,
enquanto nas placas de MTF e a Nistatina, nas respectivas CIM (pogos D-5), apresentaram um
efeito de indiferenca, sendo caracterizada pelo crescimento fungico. (Figura 16-B).

Figura 16: Checkerboard Method de Candida albicans - MM (A) e MTF (B)

5.5pH
O pH das solugdes coloidais foi aferido em intervalo de 0, 15, 30, 45 e 60 dias. Como
pode-se observar no Grafico 1, no mesmo dia da resuspensdao em soro fisioldgico, ambas as

solucBes apresentaram o mesmo valor de pH = 6,8.
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Nos dias subsequentes, a alteragéo do pH das formulagdes seguiu um mesmo padréo de
variagdo, com pequenas alteracdes no perfil. Apenas no dia 15 pode-se observar que foi o ponto
de diferenca do potencial numericamente maior. No dia 15, as MB apresentaram um pH = 6,7,
enquanto as MM obtiveram um pH = 6,5.

No dia 15, houve uma diferenca de pH de 0,2, no dia 30 de 0,1, no dia 45 de 0,1 e no
dia 60 também de 0,1.

Grafico 1: Grafico de pH: MM e MB

Grafico de pH

MM MB
7,5
7
6,5
6
5,5
5
DIA O DIA 15 DIA 30 DIA 45 DIA 60
6. DISCUSSAO

6.1 Analise de Tamanho de Particula

O tamanho das micelas foi estabelecido a partir de uma das técnicas de dispersao de luz
mais utilizadas no mundo cientifico: Dynamic Light Scattering (DLS), ou Espalhamento de Luz
Dindmico. Essa técnica é ndo invasiva e bem estabelecida para medicdo do tamanho e
distribuicdo do tamanho de particulas na escala micro e nanométrica (LSINSTRUMENTS,
MALVERN PANALYTICAL).

De forma simples, a amostra é iluminada por um laser e as flutuac6es da luz difusa séo
detectadas em um angulo de espalhamento conhecido, por um detector de fétons rapido. A luz
ird ser dispersa de forma distinta para solu¢fes que contenham particulas de tamanhos

diferentes, devido ao movimento browniano, e a partir dessas disparidades de intensidade véo
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resultar no tamanho de particula, a partir da relacdo Stokes-Einstein (LSINSTRUMENTS,
MALVERN PANALYTICAL).

Como pode-se observar nas Figuras 7 e 8, houve uma variacdo de tamanho, de
aproximadamente 5 nm entre os tamanhos das particulas contendo ou ndo o farmaco. Porém,
na Figura 9, pode-se observar a existéncia de populacBes de particulas que apresentam uma
diferenga menor, em relacdo as micelas sem o farmaco (Figura 7), o que é algo observado na
literatura(KIM, 2010).Essa variagdo de tamanho pode depender de diversos fatores, como a
concentracdo do polimero utilizado, como demonstrado no trabalho de Kim et al. (2010)onde a
concentracdo de PF127 foi de 2 g em micelas brancas, e estas apresentaram um diametro médio
de 22.5+0.8 nm. Enquanto no presente trabalho, a concentracdo do polimero foi de 3 g,
seguindo o trabalho de Feitosa e colaboradores, (2019),e as micelas apresentaram valores
entre 16.7-27 nm, e no trabalho de Valenzuela-Oses e colaboradores, (2017), demonstram que
a incorporagéo crescente da MTF nas micelas de PF127, tende a ocorrer uma diminui¢éo no
didmetro das mesmas.

Além disso, fatores como a solucdo utilizada para a reidratacdo das micelas, pode
interferir diretamente no tamanho das mesmas, variando de 19.4 — 34.2 nm, em micelas de
PF127, como demonstrado anteriormente (TIMAet al, 2017).

Além disto, a padronizagdo da populacdo das MM com o auxilio da filtragéo,
proporcionou um indice de polidispersdao menor. Esse indice representa a média de tamanho
das particulas presentes na solucdo. Ou seja, quanto maior o indice, maior a variacdo de
tamanhos das particulas em suspensdo. Desta maneira pode-se deduzir a existéncia de
agregados das particulas (CLAYTON, 2016). Porém, de acordo com Gaspari, 2016, o valor
obtido de 0,158 na Figura 9, ainda classifica o presente sistema ainda com populacdes com
baixa polidispersidade.

Ainda pode ser observado na Fig.8, que toda a MTF foi incorporada, visto que nao ha
picos na regido abaixo de 10 nm. No trabalho de Valenzuela-Oses e colaboradores, 2017, um
pico em ~4,9nm foi observado, e eles estimaram que poderia ser resultado da micelizacdo da
MTF pura, devido as suas caracteristicas quimicas. Logo, podemos supor que o pico de 5262
nm, seja resultado das MM agregadas, que foram retiradas do sistema com o auxilio da filtrac&o.

Na Fig. 10, tem-se o correlograma entre as formulacées MM e MM.F, e ainda de acordo
com Gaspari, 2016, o valor de Pdi sera indicado pelo angulo formado pelo decaimento da linha,
e somado a isto, o tempo de decaimento ira informar sobre o didmetro médio das particulas. A
linha de base do grafico de funcdo de correlacdo gera informacdes relativas a presenca de

particulas maiores e agregados. Sabendo disso, pode-se observar no eixo x da Fig. 10-A, e mais
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préximo na Fig. 10-B, a presenca de pequenas oscilagcBes, que representam as possiveis
particulas aglomeradas, seja de MM, ou apenas de micelas de PF127. E podemos comparar 0
eixo das abscissas entre as Fig. 10-B e 11-B, e observar que houve a retirada destes agregados
e micelas de maior didametro, apds a filtracdo. Além disso, observa-se a partir da comparacao
entre ambas as Fig. 10-A e 11-A, a maior semelhanca entre as MM.F e as MB.

Esta formulacdo no trabalho de Feitosa et al, 2019, apresentou uma melhora
significativa em relagdo a diminuicdo do efeito hemolitico da MTF, contudo, sdo necessarios
testes de hemdlise com as MM produzidas neste trabalho, para confirmar a seguranga da

formulacéo.

6.2 Avaliacéo da atividade fungica

A acdo antifungica da MTF, assim como as interagdes celulares que conferem suas
caracteristicas antitumorais e leishmanicidas, ndo é completamente elucidada na literatura.
Porém, a partir de estudos como os de Malta de S4, 2015, e interagdes quimicas, pode-se teorizar
as interaces da MTF com os fungos.

De acordo com a Fig.1 pode-se observar as caracteristicas quimicas do farmaco, que o
identifica como uma substancia majoritariamente apolar, e consequentemente mais bem retido
em membranas lipidicas. Outro fator que indica essa maior absorcdo, € o valor da area de
superficie polar (ASP), onde substancias que apresentam esse valor de 60 A? ou menos, s&o
completamente absorvidos (PAJOUHESH, 2005), e a ASP da MTF é de 73,5 A2 (GOMES-
SERRANILLOS, 2004).Logo, apesar de ser pouco solivel em solventes aquosos, ha uma
excelente captacdo do farmaco por membranas lipidicas, por suas interacdes apolares.

Visando compreender melhor essa interacdo entre a MTF e membranas lipidicas, Malta
de Sa e colaboradores, 2015, produziram bicamadas lipidicas com diferentes graus de
insaturacao. A simulacdo demonstrou que o fArmaco realmente interage com as balsas lipidicas,
apresenta uma maior permeabilidade em camadas polinsaturadas, bicamadas fracamente
organizadas, e tem maiores taxas de flip-flop em regides especificas de membranas.

As membranas celulares dos eucariotos apresentam uma composi¢do similar em sua
estrutura basica, diferenciando-se apenas nos tipos de proteinas, carboidratos e lipidios. Nestes,
existem diversas classificacOes, e entre elas, hd os esterdis. No caso de células animais, 0
colesterol é o esterol abundante, enquanto em Candida spp, assim como boa parte dos fungos,

estes sdo compostos pelo ergosterol, como observado na Fig. 17. Esse lipidio confere
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caracteristicas que permitem a variacdo da permeabilidade e fluidez da membrana, sendo entéo
um excelente alvo para diversos antifungicos, como os antifungicos azélicos (TORTORA,
2012; RODRIGUES, 2018).

Apesar das células eucaridticas apresentarem essas semelhancas, os fungos apresentam
uma parede celular composta de quitina, que € um misto de unidades de N-acetilglicosamina
(NAG), mananas, B-glucanos e proteinas, como pode-se observar na Fig. 18. (TORTORA,
2012; GOW, 2012).

Figura 17: Representacdo da Parede e Membrana Celular em uma célula fungica
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Fonte: RODRIGUES, 2018

Figura 18: Representacdo da parede celular de Candida albicans
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Alem da semelhanca estrutural, em relacdo aos esterdis, assim como outros organismos
eucarioticos, espécies de Candida apresentam fosfolipase C, porém, que confere a manutencao
e a integridade da parede celular (ARAKAWA, 2009).

A partir da compreensdo da estruturacdo das células fungicas, pode-se supor e
compreender o funcionamento da MTF e das MM para com elas. De acordo com os dados
numéricos obtidos na Tabela 1, pode-se afirmar, com o auxilio grafico das Figs. 14 e 15, a
eficiéncia fungicida, em células plancténicas de Candida albicans e glabrata, e fungidstatica
em C. tropicalis da MTF ao ser encapsulada na mesma concentra¢do do farmaco livre.

Visualmente, com o auxilio das Figs. 14-C e 15-C, observa-se que a incorporagdo da
MTF nas micelas obteve uma atividade mais intensa contra C. tropicalis. Porém, a eficiéncia
da MTF foi prejudicada ao ser incorporada nas micelas em testes com C. krusei, ndo
apresentando atividade nas mesmas concentragdes do farmaco livre no intervalo de 24h (como
podemos observar nas Figs. 12-D e 13-B).

Em relacdo, a atividade positiva em C. albicans, C. glabrata e C. tropicalis, a MTF
pura, por sua estrutura molecular, consegue se difundir mais facilmente pela parede celular dos
fungos, em especial pelo tamanho de sua cadeia, sendo uma molécula pequena. A parede celular
de C. albicans € composta por 5 camadas envolvendo acUcares, proteinas e polissacarideos (Fig.
18). Sendo entdo possivel se questionar, sobre como as MM em escala nanométrica (tamanho
2x maior que o tamanho molecular) conseguiram penetrar tal parede, aparentemente, densa. De
acordo com De Souza Pereira e Geibel, 1999, a parede celular fangica de leveduras apresenta
poros de diametro entre 200 — 400 nm, em situa¢Ges normais e de estresse, respectivamente, e
essa informacéao também foi relatada anos antes, em 1990, por De Nobel e Barnett. Logo, apesar
de apresentarem estruturas complexas em sua composicao, as paredes celulares vao apresentar
poros grandes o suficiente para a entrada das micelas carreando o farmaco, e entdo promover
uma liberacdo controlada mais especifica. Apesar de, neste trabalho, em C. albicans e C.
glabrata, as MM néo apresentarem uma melhor biodisponibilidade no sitio-especifico da MTF,
em relacdo ao farmaco puro, sdo necessarias mais avaliacdes, em especial a longo prazo das
MM, visto que a liberacdo em 24h pode ndo ter sido o suficiente para atingir o efeito fungicida.
Se, em estudos futuros, essa capacidade for melhorada, assim como em C. tropicalis, 0
tratamento, seja via oral ou parenteral das MM sera bem mais proveitoso para o paciente, tendo
em vista a eficiéncia a longo prazo, a manutencéo da dose eficaz do farmaco, e um medicamento
mais seguro.

A seguranca do tratamento com as MM, em relacdo a utilizagdo do farmaco puro, é

demonstrada por Feitosa e colaboradores, 2019, onde o grupo, demonstrou que quanto maior a
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concentracdo de PF127, mais eficiente serd a administracdo da MTF com um efeito colateral
hemolitico minimo. O farmaco livre causa hemdlise numa concentragcdo de 20-25 pg/mL,
enquanto a MTF nas MM, a concentracdo de MTF pode ser trinta (30) vezes aumentada, até
aproximadamente 600 pg/mL, reduzindo significativamente esse quadro de hemdlise, trazendo
entdo essa como uma alternativa para administracdo parenteral da MTF. A maior concentragdo
do polimero sem causar hemolise encontrada por eles, foi a formulacdo de proporcdo 3% de
PF127, que consegue carrear no maximo 300 pg/mL da MTF, que é a formulacdo utilizada no
presente trabalho. Porém, para confirmar a total eficacia do tratamento, sdo necessarios estudos
complementares, como de citotoxicidade, além dos ensaios in vivo.

Em relacédo, a pouca eficiéncia das MM em C. krusei, pode-se pautar que sdo comuns
os relatos na literatura onde o tratamento de antifingicos de referéncia como anfotericina B e
fluconazol, apresentam uma eficécia reduzida nesta espécie em comparacdo a outras Candida
spp.. Dados de 1991-1998, em pacientes que tinham ou tiveram cancer, transplante de medula-
Ossea e com problemas hematologicos, apresentam uma maior predisposicao a serem infectados
pelas espécies de Candida ndo-albicans. Essas espécies foram responsaveis por 35-65% dos
casos de candidemia, sendo C. krusei presente em 10-35% dos casos. Apesar de espécies como
C. parapsilosis e C. tropicalis apresentarem uma taxa de mortalidade maior, assim como a C.
albicans, C. krusei apresenta uma taxa de mortalidade semelhante a de C. albicans, de 20-40%,
e € uma proporcdo elevada (KRCMERY, 2002). C. krusei é relatada em infeccGes sérias em
pacientes imunocomprometidos, em especial com aqueles que recebem profilaxia com
antifangicos azélicos. Em algumas espécies resistentes a AnfB, a formulacdo em lipossomas,
gue continham uma dose maior do farmaco normalmente utilizado, também ndo demonstrou
uma alteracdo significativa em relacdo a dose usual de AnfB pura a longo prazo, porém
apresentou uma reducdo ao ataque fungico aos rins dos animais infectados (KARYOTAKIS,
1994).

Essa maior resisténcia a tratamentos antifungicos, pode ser bem observada em isolados

clinicos de Candida krusei, em comparacao a outras espécies do género (Tabela 2).



Tabela 2: Susceptibilidade a antifingicos em isolados de Candida

AMB 5FC FLU

50% | 90% | 50% @ 90% | 50%  90% | 50%

006 | 025 | 013 1 0.25 2 0.06

013 | 05 | 013 | 013 05 2 0.06

003 | 013 | 013 | 013 013 | 05 | 0.03

Fonte: Ostrosky-Zeichner, 2003

ITR

90%

0.06

POS

50%

0.03

0.03

0.06

0.03

0.03

90%

0.13

ra

0.06

VOR

50%

0.03

0.03

0.06

0.03

0.03

90%

0.06

0.06

ra

0.06

0.03

AFG

50%

0.03

0.03

0.03

0.06

0.06

0.03

90%

0.03

ra

0.06

CFG

50%

ra

90%

ra

ra
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MFG

50%

0.03

0.03

0.03

0.06

0.03

90%

0.03

0.06

ra

0.06

ra

0.03

No trabalho de Ostrosky-Zeichner, 2003, pode-se observar uma maior tendéncia de C.

krusei, seguida por C. glabrata, em desenvolver uma resisténcia aos antifungicos em relacéo as

outras espécies. Porém, isso ndo ocorre apenas com antifangicos azélicos e poliénicos. Existem

relatos de linhagens de C. krusei resistentes a equinocandinas (KAHN, 2007). A

susceptibilidade reduzida a estes antiflngicos esta diretamente relacionada com mutacées e a

consequente adaptacao das espécies.

Com base nos estudos de Vila et al, 2015, a partir de experimentos de passagem em

série, foi visto que a MTF apresenta um potencial reduzido para inducéo de resisténcia em C.

albicans. Apesar de, ainda, ndo existirem relatos na literatura em relacdo a C. krusei, a eficiéncia

reduzida do farmaco puro, em relacdo as outras espécies, induz a teorizar que a resisténcia

demonstrada pela espécie, provavelmente é derivado de outro fator, além da resisténcia

ocasionada pela mutacdo genética. E importante lembrar que o mecanismo de acdo da MTF

esta relacionado a interacdes com a membrana celular, e ha relatos na literatura, que a parede

celular de C. krusei, apresenta uma ultraestrutura, totalizando cerca de 6 camadas. Ainda no

estudo de Samaranayake, 1994, pode-se citar:

A parede celular multicamadas consistia em: uma camada externa irregular

de material floculento, uma zona eletrodensa, uma camada granulosa, uma camada

menos granulosa, uma camada fina de granulos densos e outra camada com granulos

mais esparsos fora da membrana celular trilaminar. A camada externa de material

floculento, aparece em abundancia em alguns isolados como extenses extracelulares

que ligam as células individuais, especialmente durante o crescimento de coldnias em

meios sdlidos (tradugdo nossa).
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Logo, pode-se observar que até alcancar a membrana celular, ha um certo impedimento
fisico, visto a abundancia de material floculento, grénulos e da zona eletrodensa. Levando isso
em consideracdo, a MTF pura, se encontra num tamanho molecular, tornando mais fécil
penetrar a séxtupla camada da C. krusei, do que as MM, que se encontram numa escala
nanométrica. Sao necessarios mais estudos que elucidem a complexa parede celular de C.
krusei, para que seja possivel compreender a — aparente, perda de eficiéncia dos farmacos ao
serem encapsulados em sistemas lipidicos contra a espécie. Somado a isso, também sdo
necessarios estudos sobre o potencial zeta das micelas, para uma melhor compreensao desta
realidade, visto que a polarizagdo das micelas pode influenciar diretamente na ndo captacéo
delas pelo organismo vivo.

Apesar da comprovacdo da eficiéncia relativa a seguranca das MM no trabalho de
Feitosa et al, 2019, e da eficacia da MTF em Candida spp. como citado anteriormente, ndo
existem relatos na literatura em relacdo a utilizacdo de micelas poliméricas de Pluronic F127
contendo a miltefosina para a¢éo contra fungos.

Em uma formulacéo de 1% de PF127, é capaz de incorporar cerca de 100 pg, da MTF,
com estimativa de que haja cerca de 28 moléculas da MTF por MM. Seguindo este raciocinio,
a formulacdo utilizada neste trabalho, foi de 3% de PF127, para 300 pug da MTF, e supondo que
as micelas incorporaram toda a MTF, tendo em vista que nestas concentracdes houve uma agéo

hemolitica bem abaixo de 12,5%, ha cerca de 84 moléculas da MTF por MM.

6.3 Checkerboard Method

Como citado anteriormente, de acordo com Orhan et al, 2005 o método de
Checkerboard é utilizado para comparar a eficidcia de combinacGes de antimicrobianos
variados, a partir de testes de sinergia. A avaliacdo simultanea de fArmacos ou entre farmacos
e compostos bioativos extraidos de diversas fontes é relatada na literatura, em especial, a
atividade em bactérias do género Brucella, e fungos de diversos géneros, incluindo o Candida
spp. (Jackson et al, 2009; Sharifzadeh et al, 2017).

Os resultados obtidos com este método, permite uma andlise ampla em relacdo ao
impacto da combinagdo de dois produtos (farmaco de escolha e sistema de delivery
proposto/farmaco teste), em relacdo a suas atividades individuais. Essa anlise foi quantificada
a partir do valor da Concentracdo Inibitoria Fracionada (FIC), obtida a partir da Equagéo 3.

Como podemos observar na Fig. 16, o evento de adi¢do, ocorreu na placa contendo as MM e a
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nistatina, no pogo correspondente ao CIM dos dois fa&rmacos. Como pode-se observar na
Equacdo 4, com os respectivos valores de CIM, nos temos a comprovacéao do efeito de adicéo
ou indiferenca, como pode-se comprovar na Tabela 3, abaixo.

Equacéo 4:FIC das MM e da MTF

O FIC das duas substancias resultou no ndmero 2, indicando efeito de adi¢do ou
indiferenca, como demonstrado na Tabela 3.

Tabela 3: indice da FIC

Synergy <0.5
Antagonism =4
Additive or indifference 0.5-4

Fonte: EMERYPHARMA
Porém, podemos afirmar visualmente na Fig. 16-A, que no caso das MM, o efeito foi de

adicdo, tendo em vista que os valores de CIM de ambas as substancias ndo apresentaram
atividade antifungica sozinhas, mas sim em conjunto, no poco D5. E isso ja ndo é observado na
Fig. 16-B, onde assim como nos respectivos valores de CIM, o poco D5, apresentou
crescimento fungico. O teste foi realizado em triplicata, e esse comportamento foi observado
em todas as placas. Ndo podemos afirmar a acdo sinérgica, de adicdo ou indiferenca, ou
antagonismo nos pocos F5 e G5 da Fig. 16-A, tendo em vista que os resultados na triplicata
foram distintos.

Contudo, € importante ressaltar que nestes experimentos, tanto as micelas quanto a
miltefosina, foram resuspensas em 5 mL de caldo Sabouraud, diferentemente da resuspensao
realizada nos testes de microdiluicdo, tornando entdo o ambiente, na placa, mais diluido.
Somado a isto, as MM suspensas em meio Sabouraud, apresentaram no dia 0 um pH =5,8, ou
seja, a solugdo um pouco mais acida e um ambiente mais rico em peptonas e dextrose para 0s

fungos, um ambiente que apresenta condi¢cbes mais ideais para o crescimento deles. Esses
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fatores podem explicar o crescimento nas placas nos valores de CIM das MM e da MTF, (Fig.
16).

6.4 pH

De acordo com Schaffazick et al, 2003, as caracterizagdes fisico-quimicas das
suspensoes coloidais de nanoparticulas, apresenta dificuldades técnicas, sendo necessario entao

de diversas analises:

A caracterizagcdo das suspensbes engloba a avaliagdo morfolégica, a
distribuicdo de tamanho de particula, a distribuicdo de massa molar do polimero, a
determinacdo do potencial zeta e do pH, a determinagdo da quantidade de farmaco
associado as nanoestruturas, a cinética de liberacdo do farmaco e, ainda, a avaliacdo
da estabilidade em funcéo do tempo de armazenamento.

O presente estudo apresenta apenas a primeira parte destas avaliacdes, devendo ser entdo
complementado posteriormente.

O aferimento do pH é utilizado para fornecer informacdes relacionadas a alteracdes
quimicas na suspensdo. Na literatura, hd um grande volume de informacdes relacionadas a
analises de pH sobre nanoesferas, nanocapsulas e nanoemulsdes, porém um ndmero limitado
em relacdo a micelas. Poderdo ser realizadas algumas associacfes entre os resultados obtidos
neste trabalho e os presentes na literatura.

A partir dos dados obtidos do Gréafico 1, observa-se que no Dia 0, o pH de ambas as
solucdes, apresentaram o mesmo valor de pH = 6,8. A partir deste dado, pode-se afirmar que
boa parte da MTF utilizada para producdo das micelas foi incorporada pelas micelas em si —
sendo um resultado congruente com o resultado obtido pela analise de tamanho de particula
discutido no tdpico 6.1, tendo em vista que se o farmaco estivesse presente em quantidades
relevantes fora das micelas, o pH tenderia a se alterar. O pH da solucdo apresentaria uma
alteracdo mais significativa levando em consideracdo que o pKa da MTF é de ~2 (DORLO,
2012), sendo caracterizado entdo como um acido moderado.

As micelas ao decorrer do tempo, e sob refrigeracdo podem tanto se agregar e formar
aglomerados, quanto sofrer degeneracdo, (Fig. 2). Pelo maior pico de diferenca de pH se dar
apenas no dia 15, e nos outros, a diferenga entre os pontos das MB e das MM, sugere que a
MTF ndo interage com o polimero, ndo modifica suas propriedades estruturais com afinco. Se

isso ocorresse, haveria uma mudancga conformacional entre as moléculas, formando um novo
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produto, e consequentemente uma alteracdo mais significativa surgiria no Grafico 1. Porém nos
dias 30 e 45, a diferenca de valores de pH, de MB e MM, é de 0,1.

De acordo com o grafico, no dia 0, na solugdo das MM, o pH igual ao da solugdo das
MB, indica a inexisténcia de MTF no exterior das micelas, indicando uma estabilidade na
estrutura micelar apds o processo de liofilizacdo, e resuspensdo no soro para vacina. No dia 15,
foi observada a diferenca de 0,2 no pH, o que sugere a liberacdo ao decorrer do tempo do
farmaco no meio. Nos dias subsequentes, 30, 45 e 60, houve uma reducdo similar no valor do
pH das duas solucbes, com diferenca minima de 0,1. Provavelmente, houve uma estabiliza¢do
na solucdo, onde a MTF se agregou em micelas distintas, enquanto o polimero continuou o seu

ritmo de degradacéo ou agregacao natural.
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7. CONCLUSAO

As infecgbes derivadas dos fungos do género Candida séo recorrentes num cenario
mundial, e a necessidade de novas substancias antiflngicas é crescente, em especial devido ao
desenvolvimento de resisténcia pelos mesmos, aos farmacos ja utilizados corriqueiramente. A
miltefosina, apresenta um potencial antifungico, contudo, seus efeitos colaterais tornam sua
utilizacdo em pacientes em estado vulneravel — como os individuos com AIDS e fibrose cistica,
invidvel. A partir disso, os sistemas de liberacdo de farmacos, constituidos de nanocarreadores
visam resolver esta problematica, a partir da entrega da substancia em seu sitio-alvo,
aumentando a seguranca e eficicia do tratamento. As micelas poliméricas, sdo SLF’s
amplamente utilizados, e pesquisados, justamente pela promoc¢do do aumento da eficiéncia do
tratamento.

Os resultados obtidos neste trabalho demonstram que a MTF encapsulada em micelas
de PF127, apresentam a atividade antifingica do farmaco mantida, sem a interferéncia do
polimero, em pelo menos trés das quatro espécies estudadas, num periodo de 24h. A partir disso,
pode-se inferir que as MM apresentam um grande potencial para serem utilizadas clinicamente
para tratar infeccBes por Candida albicans, C. glabrata e C. tropicalis. E apesar desta eficiéncia
ndo ter sido demonstrada em 24h em C. krusei, Sd0 necessarios estudos posteriores em
intervalos de tempo maiores, para avaliar se a liberacdo do farmaco a longo prazo pode ser
realmente considerada como ineficaz nesta espécie.

Somado a isto, o tratamento das micelas contendo a miltefosina, em conjunto com a
nistatina, apresentaram um efeito de adicdo, que ndo foi demonstrado utilizando-se apenas o
farmaco, sendo entdo mais uma vantagem em relacdo ao tratamento clinico contra Candida
albicans. Essa utilizacdo conjunta apresentou um efeito antifungico mais promissor em relagédo
a utilizacdo das duas substancias sozinhas, na concentracdo inibitéria minima de ambos.

Contudo, sdo necessarios estudos posteriores para avaliar a seguranca do tratamento, a
partir de ensaios de citotoxicidade, in vivo, além do monitoramento da cinética de liberacéo do
farmaco com o decorrer dos dias. Em relacdo a estruturacéo das nanoparticulas, sao necessarios
estudos para melhor caracterizacdo e compreensdo do comportamento das micelas, como
ensaios de DSC, TGA, FTIR e DRX.
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GLOSSARIO

Abscissas — O eixo horizontal que compde o0 plano cartesiano, o0 eixo X;

Adaptacdo — Habilidade dos seres vivos de desenvolver uma harmonia, ajustar o seu
organismo de acordo com o ambiente, influenciando diretamente em sua sobrevivéncia;

Agregados — Que estd em conjunto, aglomerado;

Aliquotas — Uma parte da solucao inicial;

Alquilfosfolipidio — Um lipidio com um grupamento alquila;

Antibidticos de Amplo espectro — S&o antibidticos que atingem um grande nimero de
microrganismos em suas doses terapéuticas;

Antifungicos Azolicos — S&o antifingicos que inibem a enzima necessaria para
producéo de ergosterol nas membranas de fungos;

Apolar — Molécula que ndo apresenta polaridade;

Apoptose — E uma forma de morte celular programada;

Aspartato aminotransferase — E uma enzima que catalisa a por¢&o nitrogenada de um
aminoacido para um residuo de amino&cido;

Balsas lipidicas— Regides definidas na membrana celular onde ha a concentracdo de
proteinas;

Bicamadas lipidicas — E uma camada dupla formada por lipidios anfifilicos;

Biodisponibilidade — Percentual de aproveitamento de uma substancia pelo o
organismo;

Biofilme — S&o comunidades bioldgicas com um elevado grau de organizacdo onde 0s
microrganismos formam comunidades estruturadas, coordenadas e funcionais;

Brotamento — Tipo de reproducéo assexuada;

Caracterizagdes fisico-quimicas — Caracterizar as propriedades do material utilizado;

Cinética de liberacdo — Estuda a velocidade da liberacdo de determinado composto de
acordo com o tempo;

Citocinas—E um grupo extenso de moléculas envolvidas na emisséo de sinais entre as
células durante o desencadeamento das respostas imunes;

Citotoxicidade — Propriedade nociva de uma substancia em relacéo as células;

Citotoxicidade Seletiva — A nocividade da substancia é particular a um grupo especifico;

Clearance — E a capacidade renal para depurar solutos a partir do plasma;

Colinas — Cétions organicos;



55

Colonizagdo Oportunista—Um patégeno oportunista normalmente leva vantagem
guando a defesa do organismo se encontra comprometida;

Concentrac&o inibitoria minima — E a mais baixa concentrac&o de um produto que limita
o0 crescimento visivel de um microrganismo;

Concentracdo molar — E a razdo da quantidade de matéria, em mol, pelo volume de
solucéo;

Copolimeros — Polimero formado por mais de um monémero

Copolimeros anfifilicos — Polimeros formados por mais de um monémero com
caracteristicas hidrofilicas e hidrofébicas;

Creatinina — Moléculas derivada da creatina, seu valor exacerbado no sangue indica
insufiéncia renal;

Diluicdo seriada — E um processo de diluicdo em série, onde a partir de uma diluicéo
primaria (solugcdo mée), havera uma série de diluigdes equivalentes matematicamente;

Efeitos colaterais — Consequéncia que a ingestdo de um medicamento pode causar ao
organismo;

Encapsular — Ato de colocar em uma céapsula;

Endocardite — Infeccéo no endocérdio;

Eritrocitos — Hem@cias;

Escala nanométrica — Equivale a um bilionésimo de metro;

Espectrofotdmetro — Instrumento de analise capaz de medir e comparar a quantidade de
luz absorvida, transmitida ou refletida por uma amostra;

Estruturas filamentosas — Sao estruturas formadas por filamentos, finos e alongados;

Estruturas leveduriformes — Em aspecto fisico se caracteriza por seres eucariontes que
possuem apenas um nucleo, unicelular de fungéo reprodutiva e vegetativa;

Farmaco — Qualquer produto ou preparado farmacéutico;

Farmaco de referéncia — Sdo remédios que possuem eficacia terapéutica, seguranca e
qualidade comprovadas cientificamente junto a ANVISA,;

Formulagbes — Redacdo em formula;

Fosfolipases — Enzima que hidrolisa as ligacOes éster presentes nos fosfolipidios;

Fungicida — Que destroi a acdo do fungo;

Fungiostatica — Que inibe o crescimento do fungo;

Hemolise — Destruicdo dos globulos vermelhos do sangue;

Homeostase — Estabilidade da qual o organismo necessita para realizar suas funcoes;
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Imunomodulador — Substancias que atuam no sistema imunolégico, conferindo aumento
da resposta imune;

Infeccdo — Invaséo de tecidos corporais de um organismo hospedeiro;

Indculo — E a suspensdo de microrganismos de concentracio adequada;

Lipoproteinas — Particulas pequenas compostas de proteinas, colesterol, triglicerideos e
fosfolipideos;

Lise — Quebra;

Membranas insaturadas — Membranas que apresentam em sua constituicao fosfolipidios
insaturados;

Metabolitos — Produto do metabolismo de uma substéncia;

Microbiota — Conjunto de microrganismos que habitam em um ecossistema;

Murinos — Uma subfamilia de roedores da familia Muridae;

Nanocarreadores — Sistemas de entregas de farmacos para aumentar propriedades
farmacologicas dos mesmos;

Nefrotoxicidade — Efeito toxico sobre 0s rins;

Neutrofilos — Leucdcitos;

Osteomielite — Inflamacéo nos 0ssos;

Parenteral — Nutricao parenteral é realizada por uma via diferente da gastro-intestinal;

Particulas coloidais — Particulas invisiveis a olho nu, porém maiores que moléculas
grupais;

Patogenicidade — Capacidade de um agente causar doengas;

Patdgenos — O agente causador de doencas;

Polimero — Macromolécula formada pela unido de substancias simples;

Polissacarideos — Carboidratos que originam monossacarideos a partir de processos de
hidrolise;

Potencial Zeta — E a carga superficial da particula;

Profilaxia — Procedimentos utilizados para prevenir e/ou evitar doencas;

Reacdes adversas — E qualquer efeito prejudicial ou indesejavel, que aparece apds a
administracdo de um medicamento;

Resistencia cruzada — Ocorre quando um organismo € resistente a duas ou mais
substancias;

Sepse — Resposta generalizada do organismo a uma infeccéo;

Sinergia — A¢do associada de duas ou mais substancias;
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Tempo de meia vida — O tempo em que uma amostra leva para reduzir a metade de sua
concentragéo;

Teratogénica — Substancia que produz alteracdo na fungé@o ou estrutura durante a vida
embrionaria ou fetal;

Trombocitose — Aumento do nimero de plaquetas;

Unidades formadoras de col6nia — Unidade de medida usada para estimar o nimero de
microrganismos viaveis;

Viruléncia — Capacidade de um microrganismo de se multiplicar num organismo e

provocar uma patologia;



