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RESUMO

SPADARI, C.C. Miltefosina como alternativa para o tratamento da criptococose: mecanismo
de acdo e nanoparticulas de alginato como carreadores. 2018. 105 p. Tese (Doutorado em
Microbiologia) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo.

Estudos prévios apontam que a miltefosina (MFS) pode ser uma alternativa como agente
antifungico; possui amplo espectro de ac&o e perfil fungicida; porém apresenta alta toxicidade.
O uso de sistemas carreadores de farmacos a base de alginato tem ganhado lugar ao longo da
ultima década. Assim, o presente trabalho visa entender os efeitos fisioldgicos da MFS sobre
as leveduras de Cryptococcus spp.; e, também, desenvolver uma formulacdo da MFS em
nanoparticulas de alginato (MFS.Alg) e posterior avaliacdo da eficacia antifingica in vitro e
em modelo murino de criptococose. Nossos resultados confirmam a atividade fungicida da MFS
sobre Cryptococcus spp. e, também, mostram o efeito pos-antifungico. Os efeitos fisioldgicos
causados nas leveduras sugerem que a MFS aumenta a permeabilidade da membrana plasmatica
via interacdo com o ergosterol, e também afeta a membrana mitocondrial, produzindo espécies
reativas de oxigénio, fragmentacdo e condensacdo do DNA, levando a morte celular via
apoptose. Com o intuito de reduzir os efeitos colaterais da MFS esta foi incorporada em
nanoparticulas de alginato (MFS.Alg), a formulacdo foi padronizada e caracterizada, obtendo
tamanho médio de 314,0 £+ 32,6 nm, indice de polidispersdo em torno de 0,30 e potencial zeta
de -27,2 £ 3,01 mV. Além disso, essas nanoparticulas incorporam 81,7 + 6,64 % do farmaco e
a liberacdo da MFS é lenta e prolongada. A grande vantagem da MFS em nanoparticulas de
alginato é a reducao da toxicidade quando comparado com a MFS livre. A atividade antifungica
in vitro da MFS.Alg é semelhante e até 10 vezes maior quando comparado ao farmaco livre.
Em contraste, no modelo de criptococose sistémica em camundongos, tanto a MFS livre como
MFS.Alg aumentam a sobrevida dos animais quando comparado com o0 grupo nao tratado;
porém, somente o tratamento com a MFS.Alg reduz a carga fungica nos pulmaes e nos cérebros.
Com os dados deste trabalho conseguimos elucidar mecanismos de agdo da MFS em leveduras
de Cryptococcus e, também, propor o uso de nanoparticulas de alginato com MFS incorporada

como uma potencial alternativa para tratamento da criptococose.

Palavras-chave: Criptococose. Miltefosina. Nanoparticulas. Alginato. Antifingicos.



ABSTRACT

SPADARI, C.C. Miltefosine as an alternative for the treatment of cryptococcosis: action
mechanism and alginate nanoparticles as carriers. 2018. 105 p. Thesis (Doctorate in
Microbiology) - Institute of Biomedical Sciences, University of S&o Paulo, Sdo Paulo.

Previous studies indicate that miltefosine (hexadecylphosphocholine, MFS) may be an
alternative as an antifungal agent once that it has broad spectrum of action and fungicide profile;
however, it presents high toxicity. The use of alginate-based drug delivery systems has been
gaining ground over the last decade. Thus, the present project aims to understand the
physiological effects of MFS on yeasts of Cryptococcus spp.; and develop a formulation of
MFS in alginate nanoparticles (MFS.Alg) and subsequent evaluation of the antifungal efficacy
in vitro and in the murine model of cryptococcosis. Our results confirm the fungicidal activity
of MFS on Cryptococcus spp. and show the post-antifungal effect. Physiological effects on
yeast suggest that MFS increases plasma membrane permeability through interaction with
ergosterol and affects the mitochondrial membrane, producing reactive oxygen species, DNA
fragmentation and condensation, leading to cell death via apoptosis. The MFS.Alg
nanoparticles were standardized and characterized, having a mean size of 314.0 + 32.6 nm,
polydispersity index around 0.30 and zeta potential of -27.2 + 3.01 mV. In addition, these
nanoparticles incorporate 81.7 + 6.64 % of the drug and the release of MFS is slow and
protracted. The great advantage of MFS in alginate nanoparticles is the reduction of toxicity
when compared to free MFS. The in vitro antifungal activity of MFS.Alg is similar and up to
10 times greater when compared to the free drug. In contrast, in the systemic cryptococcosis
model in mice, both free MFS and MFS.Alg increase the survival of the animals when
compared to the untreated group; however, only the treatment with MFS.Alg reduces the fungal
load in the lungs and in the brains. With the data of this study, we elucidated the action
mechanisms of MFS in Cryptococcus yeasts and also proposed the use of alginate nanoparticles

with incorporated MFS as a potential alternative for the treatment of cryptococcosis.

Key words: Cryptococcosis. Miltefosine. Nanoparticles. Alginate. Antifungals.
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1 INTRODUCAO

A criptococose € uma infec¢do oportunista comum em pacientes com infeccéo avancada
por HIV e, também, pode acometer pacientes imunocompetentes. A taxa de mortalidade é
inaceitavelmente alta, principalmente em paises de média e baixa renda. Além disso, os agentes
antifungicos disponiveis sdo poucos, sendo a anfotericina B e suas formulacdes lipidicas,
fluconazol e a combinagdo de anfotericina B e 5-fluorocitosina as terapias indicadas para a
criptococose. No entanto, 0 uso desses antifungicos é limitado por problemas de toxicidade e
perfis de resisténcia dos fungos aos antifungicos disponiveis, além de alto custo.

Diante deste panorama, fica evidente a importancia de novas terapias para o tratamento
de criptococose. O processo de descoberta e desenvolvimento de medicamentos requer mais de
10 anos, em média, e a taxa de sucesso € muito baixa. Uma estratégia para novas terapias é o
reposicionamento de farmacos usados em outras doencas, que tem as caracteristicas
farmacocinéticas e de seguranca em humanos estabelecidas e vantagens em termos de custo e
eficiéncia no tempo. A miltefosina (hexadecilfosfocolina) é um farmaco utilizado no tratamento
de cancer de mama e leishmaniose visceral e cutanea. Estudos prévios apontam que a
miltefosina pode ser uma alternativa como agente antifingico, pois possui amplo espectro de
acdo frente a diferentes espécies fungicas e perfil fungicida, porém apresenta alta toxicidade
comparavel a anfotericina B. Além disso, pouco é sabido sobre o mecanismo de agdo da
miltefosina em células flngicas patogénicas.

O uso de sistemas carreadores de drogas vem sendo amplamente utilizado para melhorar
o fornecimento direcionado de farmacos, solubilidade, tempo de retencdo no organismo,
estabilidade de farmacos labeis, liberagdo controlada da droga e maior biodisponibilidade e
diminuir efeitos colaterais. Adicionalmente, o alginato, um polimero natural usado em sistemas
carreadores, possui caracteristicas de ndo ser toxico, ser biodegradavel, ter baixo custo, estar

prontamente disponivel, ser mucoadesivo, biocompativel e uma substancia ndo imunogénica.

Diante do exposto acima, acreditamos que a incorporacdo da miltefosina em sistemas
carreadores de alginato possa contornar desvantagens de toxicidade e ser uma alternativa para
0 tratamento da criptococose. E, também, o estudo de mecanismo de a¢do da miltefosina em

células fungicas € um fator importante e pouco descrito na literatura.
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2 OBJETIVOS

| - Avaliar a atividade antifungica e os efeitos fisioldgicos da miltefosina sobre leveduras de

Cryptococcus spp.;

Il - Padronizar e caracterizar nanoparticulas de alginato como carreador da miltefosina; avaliar

o efeito tdxico e a atividade antifungica frente a Cryptococcus spp.

Com o intuito de facilitar o entendimento dos dados obtidos durante o doutorado, essa tese foi
escrita em dois capitulos. O primeiro abordando o primeiro objetivo referente a atividade e
mecanismo de acdo da MFS sobre as leveduras de Cryptococcus spp., € 0 segundo contendo o
objetivo referente a padronizacdo, caracterizacao e atividade das nanoparticulas de alginato com
MFS incorporada.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Criptococose
3.1.1 Agente etiologico

Cryptococcus € um género de fungos basidiomicetos da ordem Tremellales, que s&o
normalmente encontrados no solo (comumente contaminado com fezes de aves), arvores e
madeira em decomposicdo (LIN; HEITMAN, 2006). Este género possui mais de 30 espécies
distribuidas no ambiente, mas apenas 2 sdo comumente conhecidas por causar a criptococose
em humanos: Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii (MAZIARZ; PERFECT, 2016).

Historicamente, esses fungos podem ser classificados em 5 sorotipos (A, B, C, D e AD)
com base em diferencas estruturais na capsula polissacaridica. Cepas do sorotipo A, D e 0
hibrido AD pertencem a espécie C. neoformans, sendo o sorotipo A, C. neoformans var. grubii
e o D, C. neoformans var. neoformans; e os sorotipos B e C pertencentes a C. gattii (HAGEN
et al., 2015; MAZIARZ; PERFECT, 2016). Com o uso de técnicas moleculares esses fungos
também foram classificados em 8 subtipos moleculares: C. neoformans var. grubii (sorotipo A)
como VNI, VNII e C. neoformans var. grubii (sorotipo AD) como VNIII, C. neoformans var.
neoformans (sorotipo D) como VNIV e C. gattii (sorotipo B) como VGI e VGII e C. gattii
(sorotipo C) como VGIII e VGIV (KWON-CHUNG et al., 2014; MEYER et al., 2011). Em
2015, com uso de analise filogenética de 11 locos genéticos uma nova proposta de classificacdo
surgiu onde C. neoformans var. grubii e C. neoformans var. neoformans se tornariam espécies
separadas, sendo a variedade grubii equivalente a C. neoformans e a variedade neoformans ao
C. deneoformans. E a espécie C. gattii seria dividida em 5 espécies: C. gattii, C. deuterogattii,
C. bacillisporus, C. tetragattii e C. decagattii (HAGEN et al., 2015). No entanto, essa proposta
de classificacdo tem gerado discussdo no meio cientifico onde um grupo defende a antiga
classificacdo em 2 espécies (KWON-CHUNG et al.,, 2017) e o outro é a favor da nova
classificacdo (HAGEN et al., 2017). Depois de debates, ficou recomendado o uso de “complexo
C. neoformans” e “complexo C. gattii”, reconhecendo a diversidade genética sem criar
confusdo (KWON-CHUNG et al., 2017).

3.1.2 Epidemiologia
A criptococose causada por C. neoformans tem distribuicdo mundial e a grande maioria
dos pacientes com infecgdo sintomatica disseminada sdao imunocomprometidos; ja a infeccéo

por C. gattii foi observada, inicialmente, como prevalente em regides subtropicais e tropicais,
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porém estudos indicaram que a espécie se expandiu para zonas temperadas. E importante
ressaltar que a criptococose causada por C. gattii € significativamente menos frequente no
mundo (20 %) do que a causada por C. neoformans (80 %) (KWON-CHUNG et al., 2014). No
Brasil, infec¢bes por C. neoformans estao distribuidas, porém a maioria dos casos ocorrem nas
regides Sul e Sudeste, enquanto C. gattii estd mais relacionado com infec¢des endémicas no
Norte e Nordeste, ocorrendo casos esporadicos nas demais regibes (CHEN; MEYER;
SORRELL, 2014; TRILLES et al., 2008)

Como uma infec¢do oportunista comum em pacientes com infeccdo avancada por HIV,
a criptococose € a principal causa de meningite ocorrendo ~223.100 casos/ano e mais de 81 %
de mortalidade (RAJASINGHAM et al., 2017). Essas mortes ocorrem mais na Africa
subsaariana onde a mortalidade chega a 70 % (LIMPER et al., 2017), e representa de 13 a 40
% de mortes em paises com recursos limitados (ORGANIZATION WORLD HEALTH, 2011).
A América Latina é a terceira regido do mundo com a maioria dos casos. Nesta regido, a
criptococose representa a principal causa de meningite oportunista e a mortalidade continua a
ser inaceitavelmente elevada (~55 %) (VIDAL et al., 2013). No Brasil, a taxa de mortalidade
varia de 26 — 70 % (MEZZARI; WLIEBBELLING, 2013; MORA et al., 2012; SOUZA et al.,
2013). Em estudo recente foi observado casos de criptococose em 85 % dos pacientes HIV-
positivos, com taxa de 58,5 % de mortalidade mesmo com os pacientes recebendo tratamento
(AGUIAR et al., 2017). Embora o aumento do acesso & terapia com antirretrovirais tenha
resultado em uma reducdo substancial na incidéncia de meningite por Cryptococcus spp. em
paises de alta renda, essas infec¢cdes provavelmente se mantém como uma das principais causas
de mortalidade relacionada com HIV em paises de baixa e média renda, onde o tratamento
antirretroviral é insuficiente/indisponivel e tem inicio em fase avancada do HIVV/AIDS (LOY SE
etal., 2013).

3.1.3 Infeccéo e Patogénese

A infecgéo por Cryptococcus ocorre pela inalagao de leveduras ou esporos presentes no
ambiente, podendo causar a doenca pulmonar, onde a infeccdo pode permanecer de forma
latente ou oligossintomética por um longo periodo. Os casos podem evoluir com disseminacéo
hematogénica, com predilecdo especial pelo sistema nervoso central (SNC). Adicionalmente,
pode levar a infeccbes envolvendo quaisquer 6rgdos como a pele, os 0ssos, os olhos, os
pulmdes, a prostata ou o trato urindrio, sinal grave de disseminacéo do fungo (Figura 1) (LIN;
HEITMAN, 2006; LIN, 2009; O'MEARA; ANDREW ALSPAUGH, 2012; SLOAN; PARRIS,
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2014). A criptococose vem assumindo papel relevante por ser considerada uma das micoses
mais comuns em pacientes com AIDS, produzindo les6es, principalmente, no SNC (LIN;
HEITMAN, 2006).

Figura 1. Ciclo de infeccdo de Cryptococcus spp.
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O fungo sobrevive no ambiente dentro do solo (comumente contaminado com fezes de aves) e
arvores. A infeccdo pulmonar humana ocorre pela inalagéo de esporos ou leveduras dessecadas
presentes no ambiente. O fungo pode se reativar a partir de formas latentes e se disseminar,
tendo predilecdo pelo sistema nervoso central (SNC) (LIN; HEITMAN, 2006).

E importante ressaltar que a espécie C. neoformans atinge, principalmente, os pacientes
imunocomprometidos, enquanto que a espécie C. gattii pode, também, acometer os individuos
imunocompetentes. C. neoformans causa infecgdo principalmente no SNC e apenas 35 % dos
pacientes tem infeccdo pulmonar; por outro lado, C. gattii dissemina menos no SNC e
aproximadamente 70 % dos casos de criptococose causados por C. gattii incluem evidéncia de
infeccdo pulmonar (NGAMSKULRUNGROJ et al., 2012). Cheng e colaboradores (2009)
avaliaram as respostas do hospedeiro a C. neoformans (H99) e C. gattii (R265) em modelo
murino e observaram que C. gattii suprimiu as respostas imunes do hospedeiro de forma mais
eficaz do que C. neoformans sugerindo explicar parcialmente por que C. gattii infecta pacientes
imunocompetentes mais prontamente do que C. neoformans (CHENG; SHAM; KRONSTAD,
2009). Outro estudo observou em modelo murino de inalagdo que C. neoformans cresceu mais
rapidamente no cérebro e causou morte por meningoencefalite, enquanto C. gattii cresceu mais
rapidamente nos pulmdes e causou a morte sem produzir meningoencefalite fulminante
(NGAMSKULRUNGROJ et al., 2012). No entanto, quando a infeccdo foi realizada por
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inoculacdo intravenosa C. gattii produziu meningoencefalite grave, demonstrando que as
leveduras podem atravessar de forma eficaz a barreira hematoencefalica. Além disso, os autores
observaram que leveduras de C. neoformans cresceram 10 a 100 vezes mais rapido que as de
C. gattii no sangue ou no soro coletado e sugerem que a escassez de meningoencefalite por
inalacdo de C. gattii pode ser em parte devido a um fator desconhecido do hospedeiro,
juntamente com protecdo imunoldgica que reduz a disseminacdo para o cérebro e promove a
infeccdo pulmonar (NGAMSKULRUNGROJ et al., 2012).

Os pacientes com meningite criptococica apresentam como sintomas, mais tipicamente,
dor de cabeca, estado mental alterado, bem como febre, ndusea e voémito. Muitos pacientes
desenvolvem deterioracdo da visdo e paralisia do nervo Gtico (frequentemente devido ao
aumento da pressdo do liquido cefalorraquidiano). Sem tratamento a doenca progride e 0s
sintomas se estendem a confusdo, convulsbes, reducdo do nivel de consciéncia e,
eventualmente, coma (SCHWARTZ et al., 2018; WILLIAMSON et al., 2016). Muitos
pacientes também tem infecgdo pulmonar concomitante embora, nos pacientes com HIV, isso
seja frequentemente negligenciado ou diagnosticado erroneamente como tuberculose. E em
pacientes sem infeccdo por HIV a apresentacdo clinica pode ser influenciada por respostas
imunes do hospedeiro em particular e pelas espécies de fungo ou diferencas de linhagem. Além
disso, em pacientes com HIV a duracdo média desde o inicio dos sintomas até a apresentacao
da doenca é de 2 semanas, enquanto que em pacientes sem HIV é de 6 a 12 semanas
(WILLIAMSON et al., 2016).

Além dos humanos, Cryptococcus spp. pode causar infec¢cbes em uma ampla gama de
animais domésticos e selvagens. C. neoformans ja foi identificado em invertebrados inferiores,
como amebas, nematoides, baratas e &caros que habitam o solo, até mamiferos superiores. Os
gatos sdo os animais mais frequentemente infectados com o envolvimento do trato respiratério
superior e inferior, granuloma subcutaneo e infec¢Bes disseminadas. Os cdes podem apresentar
sintomas semelhantes, mas o envolvimento do SNC é mais comum. Além disso, tem sido
relatada criptococose causadora de mastite em animais leiteiros e infecgdes respiratorias em
equinos (SEYEDMOUSAVI et al., 2018). Ja C. gattii foi isolado de diferentes espécies de
animais, incluindo gatos, cdes, mamiferos marinhos, furées e Ihamas nas regides afetadas pelo
surto que comecou na lIlha de Vancouver e, posteriormente, se espalhou para as regides
Noroeste do Pacifico dos Estados Unidos. Infecgdes no trato respiratorio superior e massas
subcutaneas foram as lesGes primarias mais frequentes, mas em varios casos 0 SNC, o tecido

linfatico, os pulmdes, a cavidade oral e os olhos foram afetados. Entre os animais de estimacéo,
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observou-se um maior numero de acometimento do SNC em cées, enquanto massas
subcutaneas foram mais frequentes em gatos (SEYEDMOUSAVI et al., 2018).

3.1.4 Fatores de viruléncia

Dentre os principais fatores de viruléncia de C. neoformans e C. gattii, que contribuem
para a patogénese da criptococose, destacam-se a termotolerancia, os componentes da parede
celular e da capsula de mucopolissacarideo, presenca de melanina, a capacidade de adesdo, a
producdo de enzimas como as fosfolipases, proteinases, esterases DNAses e ureases
(CASADEVALL; ROSAS; NOSANCHUK, 2000; LIN; HEITMAN, 2006). Adicionalmente,
a capacidade de formar biofilmes, a morfogénese e a producdo de vesiculas extracelulares tem
sido relatadas como importantes aspectos para a patogénese e a disseminacdo da doenca.

Tanto no ambiente como no hospedeiro infectado, Cryptococcus produz uma capsula
polissacaridica caracteristica, constituida principalmente pelos acucares glucuronoxilomanana
(GXM) e galactoxilomanana (GalXM). Esta cépsula pode proteger o fungo da dessecacdo
ambiental e/ ou predadores naturais, tal como nematoides ou amebas. No hospedeiro, a capsula
tem muitas funcdes de protecdo, incluindo a reducdo das respostas imunes por regulacédo
negativa de citocinas inflamatdrias, esgotando os componentes do complemento e inibigdo da
capacidade de apresentar antigeno de mondcitos. A céapsula pode também atuar como um
escudo na parede da célula para regular a fagocitose pelos macr6fagos. Uma vez no interior de
macrofagos, a capsula serve como um dissipador de espécies reativas de oxigénio geradas pelo
hospedeiro, assim proporcionando defesas antioxidantes eficazes (O’MEARA; ANDREW
ALSPAUGH, 2012). A espessura da capsula varia de acordo com o microambiente ao seu
redor, sendo que cadpsulas com maior espessura contribuem mais para a sobrevivéncia de
Cryptococcus no hospedeiro. Porém, linhagens acapsulares podem ser capazes de expressar
viruléncia e causar criptococose em pacientes susceptiveis (ZARAGOZA; CASADEVALL,
2004).

O componente capsular, GXM liberado pela célula de Cryptococcus, é essencial para a
formacéo de biofilme (MARTINEZ; CASADEVALL, 2005) uma caracteristica associada com
as infecgdes cronicas que resulta a resisténcia aos mecanismos imunoldgicos do hospedeiro
(MARTINEZ; CASADEVALL, 2006a) e da acdo dos agentes antifungicos (MARTINEZ;
CASADEVALL, 2006b). C. neoformans forma biofilmes em placas de poliestireno
(MARTINEZ; CASADEVALL, 2005) e em materiais médicos-hospitalares, incluindo cateter

de desvio arteriovenoso, fistula de dialise peritoneal, valvulas cardiacas e articulagdes protéticas
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(BANERJEE; GUPTA; VENUGOPAL, 1997; BRAUN et al., 1994; WALSH et al., 1986). O
aumento do uso destes dispositivos para o controle da hipertensdo intracraniana associada a
meningoencefalite criptocdcica realca a importancia de se investigar as propriedades dos
biofilmes de Cryptococcus. Autores tém mostrado que células do biofilme de C. neoformans
sd0 menos susceptiveis ao estresse ambiental, como calor, frio e exposi¢do aos raios UV,
quando comparados com as células planctonicas (MARTINEZ; CASADEVALL, 2007). Com
avancos tecnologicos, estudos mostram alteracfes na expressao proteica do biofilme, quando
comparado com células plancténicas, como o aumento de varias proteinas relacionadas ao
estresse oxidativo, adesdo celular, invasdo no hospedeiro e regulagdo de metabolismo. As
proteinas envolvidas no estresse oxidativo e relacionadas a invasdo tecidual foram supra-
reguladas, contribuindo para a resisténcia e disperséo do biofilme (SANTI et al., 2014).

A producdo de melanina é um importante fator de viruléncia que confere ao patdgeno
resisténcia a fagocitose, termotolerancia, protecdo contra radiacdo ultravioleta e resisténcia a
antifungicos (NOSANCHUK; CASADEVALL, 2003). Células fungicas melanizadas
apresentam menor susceptibilidade a anfotericina B e a caspofugina, interferindo na efetividade
do tratamento para criptococose (VAN DUIN; CASADEVALL; NOSANCHUK, 2002). Esses
pigmentos sdo de cor preta ou marrom e sdo resultado da atividade da lacase (BORAL et al.,
2018). Cryptococcus sintetiza a melanina quando substratos como L-DOPA, monofenol,
difenol e esculina estdo presentes e existe uma correlagdo positiva entre a atividade da lacase e
a sobrevivéncia do fungo no liquido cefalorraquidiano humano (SABIITI et al., 2014). O
cérebro é enriquecido em DOPA e, portanto, Cryptococcus pode usa-lo durante infeccGes
cerebrais para se proteger de danos oxidativos (BORAL et al., 2018; LIU et al., 2008).

Cryptococcus spp. produz varias lipases, proteases e DNases, durante o0 processo de
infeccdo, essas enzimas degradativas contribuem para a viruléncia, destruindo os tecidos,
promovendo a sobrevivéncia dos fungos e interferindo na efetividade das respostas imunes do
hospedeiro (ALMEIDA; WOLF; CASADEVALL, 2015). Fosfolipases e proteases auxiliam na
aderéncia, entrada e disseminacdo do fungo nos tecidos do hospedeiro por lisar componentes
externos das membranas celulares e degradar proteinas como colageno, imunoglobulinas e
fatores do complemento (COLEMAN et al., 2011). A urease catalisa a hidrolise de uréia em
amoOnia, a qual por ser tdxica para células de mamiferos enfraquece a parede endotelial da
barreira hematoencefalica facilitando a entrada do patdogeno no SNC (ALMEIDA; WOLF;
CASADEVALL, 2015; OLSZEWSKI et al., 2004).



28

Vesiculas extracelulares foram caracterizadas em diferentes fungos, elas estdo
relacionadas a diversos processos biolégicos das células por conter véarias enzimas envolvidas
em vias metabolicas como a biossintese de aminoacidos, 0 metabolismo dos &cidos graxos, e
outros (ZAMITH-MIRANDA et al., 2018). Em Cryptococcus essas vesiculas também tém
relacio com a patogénese, sendo responsaveis por exportar 0 componente
glucuronoxilomanana (GXM) da cépsula, muitas proteinas associadas a viruléncia como lacase
e urease e, também, RNA fungico. Vesiculas extracelulares mostram ter efeito sobre as células
hospedeiras resultando em expresséo de citosinas (TAYLOR-SMITH; MAY, 2016; ZAMITH-
MIRANDA et al., 2018) e tém demonstrado aumentar a invasdo criptococica do SNC (HUANG
et al.,, 2012). Além disso, podem ter papel na comunicacdo patégeno-patégeno durante a
infeccdo (BIELSKA et al., 2018).

Outro fator importante na patogénese de Cryptococcus esta relacionado com mudancas
na morfologia das células. Normalmente a grande maioria das células encontradas durante a
infeccdo sdo leveduriformes, no entanto ha grande variagdo no tamanho dessas células. Células
tipicas de C. neoformans ttm 5 a 7 um de diametro, mas células de 50-100 um podem ser
encontradas in vivo, e sdo chamadas de “células titan” (TREVIJANO-CONTADOR; RUEDA,;
ZARAGOZA, 2016). As “células titan” sdo caracterizadas, além do tamanho, por serem
poliploides, terem parede celular espessa e uma capsula significativamente mais densa
(MUKAREMERA et al., 2018). Essas alteragdes sdo importantes para a sobrevivéncia no
hospedeiro pois reduzem a fagocitose, podem proliferar e produzir progénie de células
virulentas de tamanho normal e essas células apresentarem reduzida suscetibilidade a fatores
de estresse, fornecendo novos mecanismos para adaptacao do hospedeiro e evasdo imune. Além
disso, as “células titan” podem sobreviver no hospedeiro por longos periodos de tempo, sem
causar doenca, como uma forma latente (TAYLOR-SMITH; MAY, 2016; TREVIJANO-
CONTADOR; RUEDA; ZARAGOZA, 2016).

3.2 Antifangicos

Até a década dos anos 70 do século passado, 0s agentes antifungicos disponiveis para
terapia eram os polienos e 5-fluorocitosina (BUTTS; KRYSAN, 2012). Com o surgimento
macico de doencas fungicas associadas a AIDS na década de 1980 e ao uso crescente de terapias
médicas imunossupressoras, houve a necessidade da busca de novos agentes antifingicos
(ODDS; BROWN; GOW, 2003). Atualmente, cinco classes principais de agentes antifingicos
séo comumente usadas: azois, equinocandinas, polienos, alilaminas e analogos de pirimidinas
(CAMPOY; ADRIO, 2017). No entanto, o arsenal terapéutico é limitado por problemas de
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seletividade, alta toxicidade e perfis de resisténcia dos fungos aos antifungicos disponiveis. No
caso da terapia das criptococoses, é ainda mais reduzida, sendo a anfotericina B (AMB) e suas
formulages lipidicas, fluconazol (FLC) e a combinacdo de AMB e 5-flucitosina (5-FC), as
terapias indicadas (PERFECT et al., 2010).

O tratamento da meningite criptocdcica consiste em trés fases: inducdo, consolidacao e
manutencdo. As diretrizes da Sociedade de Doencas Infecciosas da América e da Organizacdo
Mundial da Saude enfatizam a importancia de farmacos fungicidas potentes durante a terapia
de inducdo, sendo o regime primario indicado a AMB (0,7-1 mg/kg/dia) e 5-FC (100
mg/kg/dia) durante 2 semanas. Como regimes alternativos quando o regime primario ndo esta
disponivel é indicado uso de AMB (0,7-1 mg/kg/dia) ou suas formulacdes lipidicas: AMB
lipossomal (3-4 mg/kg/dia) ou complexo lipidico de AMB (ABLC) (5 mg/kg/dia) durante 4 —
6 semanas; AMB (0.7-1 mg/kg/dia) e FLC (800 mg/dia) por 2 semanas; ou FLC (800-2000
mg/dia, preferencialmente 1200 mg/dia) durante 10 — 12 semanas. A fase de consolidacdo é
realizada com uso de FLC (400 mg/dia) por 8 semanas; e a manutencéo do tratamento com FLC
(200 mg/dia) por 1 ano ou mais dependendo do paciente (MAZIARZ; PERFECT, 2016;
PERFECT et al., 2010; SLOAN; PARRIS, 2014). Nos casos de criptococose pulmonar leve a
moderada € indicado uso de fluconazol (400 mg/dia) por 6 a 12 meses; e quando a infeccdo é
severa 0 paciente recebe o mesmo tratamento da meningite criptocécica (PERFECT et al.,
2010).

A AMB pertence a classe dos antifangicos poliénicos e possui um amplo espectro de
acao. O primeiro mecanismo de acdo descrito é a ligacdo da molécula de AMB ao ergosterol
de membrana, induzindo a formacéo de poros e o sequestro de ergosterol, levando ao aumento
da permeabilidade da membrana fuingica aos cations (K*, Ca?* e Mg?*), o que promove a rapida
deplecdo de ions intracelulares e morte celular fungica (MESA-ARANGO; SCORZONI;
ZARAGOZA, 2012; NETT; ANDES, 2016). Tambem foi demonstrado que o AMB causa
morte das células por induzir dano oxidativo; o aumento de espécies reativas de oxigénio (ROS)
causam alteraces em diferentes macromoléculas (proteinas, lipidios e DNA), causando danos
celulares e morte (MESA-ARANGO; SCORZONI; ZARAGOZA, 2012; MESA-ARANGO et
al., 2014). Apesar da AMB ser considerada antifingico padréo ouro para muitas infeccdes, o
seu uso tem sido limitado devido ao seu alto grau de hepatotoxicidade e nefrotoxicidade
(OSTROSKY-ZEICHNER et al., 2010).

A flucitosina (5-fluorocitosina ou 5-FC) é um anélogo de pirimidina que é importado

para o citosol pela citosina permease fungica e convertido em fluorouracil pela citosina
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desaminase. O fluorouracil prejudica a sintese de acidos nucleicos (DNA e RNA), acabando
por interferir na sintese proteica (NETT; ANDES, 2016; ODDS; BROWN; GOW, 2003). A
atividade da 5-FC é limitada as leveduras patogénicas (Candida spp. e Cryptococcus spp.), mas
seu uso em monoterapia ndo é indicado pois ocorre desenvolvimento de resisténcia
rapidamente, frequentemente relacionada a diminuicdo da captacdo da droga pela citosina
permease. Além disso, possui toxicidade para a medula dssea e toxicidade hepatica (NETT;
ANDES, 2016). O custo e a disponibilidade, também, sdo um desafio no uso da 5-FC que néo
esta disponivel em varios paises, como Africa (LOYSE et al., 2013) e Brasil (AGUIAR et al.,
2017).

Os agentes antifungicos azélicos sdo divididos em duas classes, os imidazois
(clotrimazol, cetoconazol, miconazol e outros) e triazois (fluconazol, itraconazol, voriconazol,
posaconazol, isavuconazol) que sdo denominados de acordo com o nimero de a&tomos de
nitrogénio no anel azélico. O principal efeito desses antifingicos ¢ inibir a 14a-desmetilagéo
do lanosterol na via biossintética do ergosterol; em que ha a deplecdo de ergosterol na
membrana citoplasmatica dos fungos e o acaimulo de esterdis toxicos (do tipo 14a-metil-3,6-
diol) alterando a permeabilidade e fluidez e, consequentemente, inibindo o crescimento fangico
(NETT; ANDES, 2016; ODDS; BROWN; GOW, 2003). O fluconazol (FLC) é utilizado para
tratamento/supressdo prolongada da criptococose e, em locais com poucos recursos, a
monoterapia com FLC constitui o principal tratamento primario, frequentemente resultando em
desenvolvimento de isolados de Cryptococcus de suscetibilidade reduzida ao FLC por meio de
pressoes seletivas (CHEONG; MCCORMACK, 2013; SMITH et al., 2015). Normalmente essa
resisténcia ocorre por mutacdo no gene ERG11 (CnCYP51) resultando na substituicdo do
aminoacido G484S na enzima alvo e consequente alteracdo da afinidade do farmaco com a
enzima; também a superexpressdo do gene CnAFR1, que codifica bombas de efluxo na
membrana e reduz a quantidade de FLC celular diminuindo a suscetibilidade (ESPINEL-
INGROFF et al., 2012).

Existem pesquisas por novos compostos de origem natural ou sintética para ampliar o
arsenal de agentes antifingicos. No entanto, o reposicionamento de farmacos esta se tornando
um caminho cada vez mais popular na descoberta de novas terapias. Se refere ao
estabelecimento de uma nova indicacdo para um farmaco que j& tenha sido previamente
aprovado para outra finalidade. O reposicionamento oferece beneficios atraentes, ja que os

perfis toxicologicos e farmacocinéticos foram estabelecidos anteriormente, acelerando o tempo
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de desenvolvimento e evitando custos substanciais associados a dispendiosos testes clinicos
(TRUONG et al., 2018).

3.3 Miltefosina

A miltefosina (MFS) pertence a classe das alquilfosfocolinas, sdo ésteres de fosfocolina
de alcoois alifaticos de cadeia longa (Figura 2). Sua féormula molecular é C21HasNO4P,
resultando em um peso molecular de 407,57 g/mol. A MFS é um composto anfifilico e
zwiteriénico devido ao grupo amina quaternaria carregada positivamente (permanentemente
carregada) e ao grupo fosforeo carregado negativamente. Além disso, é um composto cristalino
e prontamente dissoltvel em solventes aquosos e organicos (DORLO et al., 2012a).

Figura 2. Férmula estrutural da miltefosina (MFS).
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Fonte: DORLO et al., 2012a

Essa molécula foi sintetizada e avaliada, na década de 80, de forma independente como
potencial droga antitumoral na Alemanha e como uma droga anti-Leishmania no Reino Unido
(CROFT; ENGEL, 2006). Foram priorizados estudos da atividade da MFS em células de
cancer, o que levou a aprovacao de uma formulacédo topica de MFS (Miltex®) como tratamento
local para metéstases cutaneas de cancer de mama (CROFT; ENGEL, 2006). Como a atividade
antiparasitaria também foi promissora in vitro sobre parasitas de Leishmania, estudos levaram
a aprovacdo do uso oral da MFS no tratamento de Leishmaniose visceral na india em 2002
(DORLO et al., 2012a). Atualmente, a MFS ¢ efetiva em casos de leishimaniose visceral e
cutanea e esta aprovada, na administracdo por via oral, na Argentina, Bangladesh, Bolivia,
Colémbia, Equador, Alemanha, Guatemala, Honduras, india, México, Paquistdo, Paraguai e
Peru; embora tenha problemas de toxicidade (CROFT; BARRETT; URBINA, 2005;
PACHIONI et al., 2013; SUNDAR; CHAKRAVARTY, 2015). No Brasil, em 2016, a MFS foi
aprovada para tratamento de Leishmaniose visceral canina (Milteforan®). Além da atividade
anti-Leishmania, estudos in vitro tem mostrado efeito contra outras espécies de protozoarios
como Trypanosoma cruzi, Trichomonas vaginalis, Schistosoma mansoni, Plasmodium

falciparum, e amebas patogénicas Entamoeba histolytica, Naegleria fowleri, Balamuthia
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mandrillaris, e Acanthamoeba; além de atividade antibacteriana e contra o virus HIV (BLAHA
etal., 2006; DORLO et al., 2012a; EISSA et al., 2011; PACHIONI et al., 2013; WALOCHNIK
et al., 2002; WERNSDORFER et al., 2001).

Trabalhos demonstram que a MFS possui atividade antifingica frente a diferentes
géneros de fungos (Tabela 1). Tong et al. (2007) mostraram atividade antifingica da MFS sobre
diferentes espécies de dermatofitos, enquanto Widmer et al. (2006) sobre espécies de Candida,
Cryptococcus e Aspergillus Em 2013, Vila et al. demonstraram a atividade inibitdria sobre os
biofilmes de C. albicans, também observando inibicdo sobre biofilmes de C. albicans e F.
Oxysporum em unhas e em biofilme causado por candidiase oral em modelo murino (VILA,
QUINTANILHA; ROZENTAL, 2015; VILA et al., 2015). Recentemente, foi demonstrada a
atividade antifungica da MFS sobre Paracoccidioides spp., Histoplasma capsulatum,
Coccidioides posadasii, Sporothrix spp., Fusarium spp., Aspergillus spp., Scedosporium spp.
e Pythium spp.(BORBA-SANTOS et al., 2015; BRILHANTE et al., 2014, 2015; COMPAIN et
al., 2015; IMBERT et al., 2014; ROSSI et al., 2017; LORETO et al., 2018).

Tabela 1. Atividade inibitoria da miltefosina (MFS) sobre diferentes géneros de fungos.

Fungo Faixa de CIM Referéncia
(Mg/ mL)
S. cerevisiae 1-4 (ZUO etal., 2011)
Candida albicans 05-4 (RAVU et al., 2013; VILA;

QUINTANILHA; ROZENTAL, 2015;
VILA etal., 2013, 2015; WIDMER et al.,

2006)
Candida parapsilosis 2-8 (WIDMER et al., 2006)
Candida glabrata 2-4 (RAVU et al., 2013; WIDMER et al.,
2006)
Candida krusei 2-4 (RAVU et al., 2013; WIDMER et al.,
2006)
Candida tropicalis 2—-4 (WIDMER et al., 2006)
Cryptococcus neoformans 0,25-4 (RAVU et al., 2013; WIDMER et al.,
2006)
Cryptococcus gattii 05-2 (WIDMER et al., 2006)
Aspergillus spp. 2-32 (BISWAS et al., 2013a; IMBERT et al.,
2014; WIDMER et al., 2006)
Fusarium spp. 1-16 (BISWAS et al., 2013a; IMBERT et al.,

2014; VILA; QUINTANILHA;
ROZENTAL, 2015; WIDMER et al.,
2006)




Scedosporium spp. 2->32 (BISWAS et al., 2013a; COMPAIN et al.,
2015; IMBERT et al., 2014; WIDMER et
al., 2006)
Bipolaris australiensis 2-4 (WIDMER et al., 2006)
Exophiala spp. 2-4 (WIDMER et al., 2006)
Paecilomyces lilacinus 2-4 (WIDMER et al., 2006)
Absidia corymbifera 2-16 (BISWAS et al., 2013a; WIDMER et al.,
2006)
Rhizopus spp. 2—-64 (WIDMER et al., 2006)
Cunninghamella 2-4 (WIDMER et al., 2006)
bertholletia
Mucor spp. 8 (BISWAS et al., 2013a)
Rhizomucor sp. 2 (BISWAS et al., 2013a)
Trichophyton spp. 0.25-2 (TONG et al., 2007)
Microsporum spp. 0.25-2 (TONG et al., 2007)
Sporothrix brasiliensis 05-2 (BORBA-SANTOS et al., 2015;
BRILHANTE et al., 2014)
Sporothrix schenckii 1-2 (BRILHANTE et al., 2014)
Sporothrix mexicana 1-4 (BRILHANTE et al., 2014)
Sporothrix globosa 2-4 (BRILHANTE et al., 2014)
Histoplasma. capsulatum 0,25-4 (BRILHANTE et al., 2014)
(micélio)
Histoplasma capsulatum 0,125-2 (BRILHANTE et al., 2014)
(levedura)
Coccidioides posadasii 1-4 (BRILHANTE et al., 2015)
(micélio)
Paracoccidioides spp. 0,12-1 (ROSSI et al., 2017)
Pythium spp. 05-4 (LORETO et al., 2018)
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Em células tumorais a MFS atua inibindo a proteina kinase C e a biossintese de

fosfatidilcolina e esfingomielina, mas o mecanismo de acdo sobre os parasitas de Leishmania

spp. ainda ndo esta totalmente elucidado. Alguns estudos mostram que a miltefosina altera o

metabolismo de lipidios e a composi¢do das membranas de Leishmania spp., causa perturbacéo

na homeostase de Ca?*, causa morte celular pelo processo de apoptose (via citocromo ¢

mitocondrial e fragmentacdo do DNA) e, também, apresenta efeito imunomodulador no
hospedeiro (DORLO et al., 2012a; PINTO-MARTINEZ et al., 2018).
Em fungos, poucos estudos de mecanismo de agdo da MFS tém sido realizados. Widmer

et al. (2006) demonstraram acéo inibitoria da MFS sobre a fosfolipase B1 (PLB1) por ser uma

substancia anadloga aos substratos dessa enzima e um importante fator de viruléncia de C.

neoformans. Em 2014, Biswas e colaboradotes, demonstraram que o efeito fungicida em
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Sacharomyces cerevisiae é causado pela quebra do potencial de membrana da mitocondria e
morte celular por apoptose via subunidade Cox9p do citocromo oxidase ¢ (COX).
Recentemente, grupos de pesquisa tem observado o rompimento da membrana plasmatica de
leveduras de Sporothrix brasiliensis (BORBA-SANTOS et al., 2015) e de Paracoccidioides
spp. (ROSSI et al., 2017); e inibi¢do da sintese do ergosterol em C. posadasiie e H. capsulatum
(BRILHANTE et al., 2015). Além disso, estudos observaram a presenca de grénulos de
melanina em leveduras de S. brasiliensis (BORBA-SANTOS et al., 2015) e Paracoccidioides
spp. (ROSSI et al., 2017) ap6s a exposicdo com concentracfes sub-inibitorias de MFS,
sugerindo que esteja interferindo no metabolismo da melanina. MFS, de modo geral, apresenta
amplo espectro de atividade e efeito fungicida; e desta forma, poucos estudos sobre mecanismos
de resisténcia tém sido realizados. Entretanto, uma cepa de S. cerevisiae super-expressora de
transportador de hexoses (gene HXT13) apresentou menor sensibilidade a MFS (BISWAS et
al., 2013b).

Poucos estudos sobre a atividade antifungica da MFS em modelos experimentais de
infeccdo fungica tem sido realizados. Widmer et al. (2006) demonstraram atividade in vivo em
modelo de criptococose disseminada (infec¢do pela veia caudal e inicio do tratamento oral apos
1,5 h da infeccdo) em doses efetivas de 7,2 e 3,6 mg/Kg/dia, mostrando aumento da
sobrevivéncia e reducdo da carga fungica nos pulmdes e reducdo da disseminacdo do fungo
para 0 SNC quando comparado com grupo controle infectado ndo tratado. Por outro lado,
Wiederhold et al., (2013) avaliaram a atividade da MFS em modelo murino de criptococose
disseminada e de meningoencefalite criptocdcica obtida por infeccdo diretamente no cérebro;
entretanto, este farmaco ndo foi capaz de reduzir significativamente a mortalidade dos
camundongos e a carga fingica no cérebro (inicio do tratamento ap6s 1 dia ap6s a infecgdo). E
sabido que a absorcéo pelo trato gastrointestinal da miltefosina é baixa (taxa de 0,36 h?) e que
se liga as proteinas plasmaticas do soro (96-98 %), o que pode explicar, em parte, a falta de
atividade in vivo observada neste estudo por haver apenas uma pequena fracdo da droga
disponivel no organismo para agir no local da infeccdo (DORLO et al., 2012a; WIEDERHOLD
et al., 2013). Além disso, ainda permanece desconhecido se a MFS consegue passar pela
barreira hematoencefalica (DORLO et al., 2012a), o que seria mais uma caracteristica
impeditiva no controle, principalmente, da meningoencefalite.

Apesar de a MFS ser o farmaco de escolha para tratamento das leishmanioses, cancer
de mama e muitos trabalhos tem demonstrado atividade antifungica contra diferentes espécies;

essa droga apresenta algumas desvantagens farmacocinéticas (como descritas em paragrafo
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anterior) e de toxicidade que pode dificultar a sua utilizagdo. A elevada toxicidade como 0s
efeitos gastrointestinais (nduseas, vomito, diarreia) estdo relacionados com a administracdo oral
da MFS e das propriedades detergente da droga que afetam a mucosa gastrointestinal. Outras
toxicidades relacionadas com MFS, frequentemente, observadas estdo associadas
principalmente com os rins e o figado. Niveis séricos elevados de creatinina e de ambas enzimas
hepéticas alanina aminotransferase (ALT) e aspartatoaminotransferase (AST) tendem a
aumentar nas primeiras semanas de tratamento. Adicionalmente, observa-se efeito teratogénico
e elevada atividade hemolitica (similar a anfotericina B deoxicolato) (revisado por DORLO et
al., 2012a).

3.4 Sistemas carreadores de farmacos

O interesse em formulacdes farmacéuticas, onde a liberacdo do farmaco pode ser
controlada, vem aumentando constantemente nos ultimos 50 anos. Na maioria dos casos o
objetivo é criar um produto que mantenha um efeito terapéutico prolongado em uma frequéncia
de dosagem reduzida (TONNESEN; KARLSEN, 2002). Varios sistemas carreadores de
farmacos tém sido empregados na pesquisa de liberacdo de farmacos para melhorar o
fornecimento direcionado de medicamentos, solubilidade, tempo de reten¢do no organismo,
estabilidade de farmacos labeis, liberacdo controlada do farmaco e maior biodisponibilidade
devido ao fato de que sistemas carreadores na faixa nanométrica séo eficientes em atravessar
barreiras bioldgicas além de minimizar efeitos adversos, incluindo riscos de toxicidade
(JEEVANANDAM; CHAN; DANQUAH, 2016; KUMAR et al., 2013; PANDEY et al., 2005).

Existem diferentes tipos de sistemas de liberagdo como dendrimeros, nanoparticulas,
lipossomas, nanoemulsdes e micelas (JEEVANANDAM; CHAN; DANQUAH, 2016). As
nanoparticulas, por defini¢cdo geral, variam em tamanho de 10 a 1000 nm e o farmaco é
dissolvido, aprisionado, encapsulado ou ligado a uma matriz (HAMIDI; AZADI; RAFIEI,
2008). Essas por sua vez, podem ser nanocapsulas ou nanoesferas; nanocapsulas séo sistemas
vesiculares nos quais o farmaco estd confinado a um nucleo liquido oleoso ou aquoso
circundado por uma membrana polimérica, enquanto que as nanoesferas sdo particulas esféricas
com um interior de matriz no qual o componente aprisionado é fisicamente disperso (PAQUES
etal., 2014; SAHOO; LABHASETWAR, 2003) (Figura 3).
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Figura 3. Representacdo de nanocapsulas e nanoesferas.
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Fonte: modificado de SAHOO; LABHASETWAR, (2003)

Os sistemas baseados em polimeros tém atraido atengdo significativa, pois oferecem
diversas vantagens em relacdo as outras plataformas, principalmente devido a enorme
versatilidade das matrizes poliméricas, que permite a adaptacdo das propriedades do
transportador para atender a necessidade especifica pretendida. Outras vantagens dos sistemas
poliméricos incluem facilidade de producdo, alta eficiéncia de encapsulacdo da molécula de
interesse, protecdo do farmaco contra degradacdo fisico-quimica, flexibilidade de suas
propriedades fisico-quimicas (como tamanho, carga superficial e hidrofobicidade), degradacao
lenta ou répida do polimero e erosdo do polimero em resposta a estimulos para controle
temporal sobre a liberacdo dos farmacos (SPADARI; LOPES; ISHIDA, 2017; VOLTAN et al.,
2016).

As nanoparticulas poliméricas podem ser preparadas com polimeros sintéticos como o
acido polilatico (PLA) (TYLER et al., 2016), poli(acido l4tico-co-glicdlico) (PLGA)
(THOMAS et al., 2016), 6xido de polietileno (PEG), poli(acetato de vinila) (PVA) (LI et al.,
2015a); muitos polimeros naturais estdo também sendo amplamente utilizados como alginato
(ELSAYED; HUANG; EDIRISINGHE, 2015), quitosana (ISLAM; FERRO, 2016), gelatina
(MAHOR et al., 2016) e dextran (GALLOVIC et al., 2016). Os polimeros naturais séo
vantajosos em comparagdo com os polimeros sintéticos devido a sua abundancia na natureza,
baixo custo de processamento, biocompatibilidade, biodegradabilidade, solubilidade em &gua,
bioatividade e seguranca ambiental (DEBELE; MEKURIA; TSAI, 2016; SUNDAR; KUNDU;
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KUNDU, 2010). Outra vantagem é que a estrutura dos polimeros naturais pode ser modificada
para alcancar o efeito desejado (PAHUJA; ARORA; PAWAR, 2012).

3.5 Alginato

O interesse da comunidade cientifica pelo alginato para uso em sistemas de liberacéo de
farmacos tem crescido ao longo da ultima década (SOSNIK, 2014). Ele é um polimero aniénico
produzido por bactérias e algas marrons, constituido de acidos a-L-gulurénico (G) e B-D-
manurénico (M) com os residuos linearmente ligados por ligacdes 1,4-glicosidicas (Figura 4) e
exibindo homosequéncias de cadeia de MMMMM e GGGGG, interdispersas com
heterosequéncias de MGMGMG (SOSNIK, 2014; SPADARI; LOPES; ISHIDA, 2017). O peso
molecular é na faixa de 32-400 kg/mol, e variacbes na proporcdo e arranjos em cadeia dos
blocos M e G podem ser encontrados dependendo do tipo de alga marinha da qual o alginato
foi extraido (CARDOSO; COSTA; MANO, 2016; SOSNIK, 2014).

Figura 4. Estrutura molecular dos &cidos a-L-gulurdnico (G) e B-D-manurénico (M) do
polimero de alginato.
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Fonte: SPADARI; LOPES; ISHIDA, 2017.

A extracdo do alginato de algas marrons é realizada com auxilio de solugdes aquosas
alcalinas, normalmente hidroxido de sddio, onde o alginato natural é convertido em alginato de
sodio solivel em agua; esse extrato é filtrado e adicionado cloreto de sodio ou de célcio para
precipitar o alginato. Apos purificacdo e conversdes adicionais, 0 po de alginato de sédio
soluvel em agua é produzido (LEE; MOONEY, 2012; QIN, 2008). Em peso seco, os teores de
alginato obtidos séo de 22 — 30 % para Ascophyllum nodosum, 25 — 44 % para Laminaria
digitata, e 17 - 33 e 25 — 30 % para as frondes e caules, respectivamente, de Laminaria
hyperborea (QIN, 2008). Outra fonte de alginato sdo bactérias Azotobacter e Pseudomonas que
possuem a rota biosintética para producdo desse polimero; no entanto, mesmo sob condicdes

otimizadas de fermentacao, os rendimentos de producdo sdo bastante baixos (em torno de 4
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g/L) e o processo ndo é considerado economicamente viavel para aplicacdes comerciais
(REMMINGHORST; REHM, 2006).

O alginato tem importantes caracteristicas como ndo ser toxico, ser biodegradavel, ter
baixo custo, estar prontamente disponivel, ser mucoadesivo, biocompativel e uma substancia
ndo imunogénica (HOSSEINI et al., 2013; PAQUES et al., 2014). Outro fator importante é a
habilidade desse polimero de formar estruturas tridimensionais quando em contato com cétions
divalentes; esse mecanismo de gelificacdo ¢ explicado pelo modelo “egg-box”, no qual um
cation divalente interage com 4 grupos carboxilas (—COOH) formando a estrutura
tridimensional, podendo ser incorporado o farmaco desejado no interior dessa estrutura
(SOSNIK, 2014). As particulas de alginato oferecem a flexibilidade de serem administradas
por varias vias, incluindo a via oral, que continua a ser a mais indicada (PANDEY; KHULLER,
2004a, 2004b). Também, s&o bem absorvidas pelas mucosas (MARTIN et al., 2015; MARTIN-
VILLENA et al., 2013) e possuem boa distribuigdo em véarios 6rgdos, incluindo o sistema
nervoso central (CHENG et al., 2012; HAQUE et al., 2014).

Além disso, agentes antifangicos (azois e polienos) tém sido incorporados em sistemas
carreadores baseados em alginato, incluindo nanoparticulas, microparticulas, hidrogéis,
comprimidos e filmes, com grande sucesso mostrando resultados promissores in vitro e in vivo
para atividade antifingica, reducdo da toxicidade e da dose total do antifingico usado no
tratamento e melhor biodisponibilidade (Tabela 2) (SPADARI; LOPES; ISHIDA, 2017). Por
exemplo, microparticulas de alginato contendo anfotericina B apresentaram melhor atividade
no tratamento de candidiase sisttmica quando comparadas com o farmaco livre e, também, uma
reducéo na dose total de medicamento utilizado para o tratamento (SANGEETHA et al., 2007).
Econazol em microparticulas de alginato mucoadesivas foram efetivas inibindo o crescimento
de C. albicans, sugerindo um efeito benéfico no tratamento de candidiase vulvovaginal com
potencial reducdo na frequéncia de administracdo de doses (ALBERTINI et al., 2009). Martin
et al. (2015) desenvolveram microesferas de alginato como transportadores de nistatina na
mucosa oral para tratamento de candidiase oral e observaram Otimas propriedades

mucoadesivas e efetiva atividade antiflngica.
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Tabela 2. Sistemas carreadores de farmacos a base de alginato para agentes antifingicos, azéis

e polienos.
Antifungico Carreador Objetivo terapéutico Mo_delo Referéncia
experimental
Clotrimazol Nanoparticulas de Melhorar a In vivo (rato) (PANDEY etal.,
alginato biodisponibilidade 2005)

Filmes de alginato,
hidroxipropilcelulose e

Tratamento de candidiase

In vitro

(MISHRA; JOSHI,

. . vaginal MEHTA, 2016)
propilenoglicol
Econazol Nanoparticulas de Melhorar a In vivo (rato) (PANDEY etal.,
alginato biodisponibilidade 2005)
. i . _— (AHMAD;
Nanopetesde POl QORI oty SHARWA
g KHULLER, 2007)
In vitro e in vivo .
Miconazol Tabletes de alginato Liberacdo lenta bucal (voluntario (MOHAMMED;
KHEDR, 2003)
humano)
Fluconazol Filmes de alginato e hci)vﬁrgfumed:)hsee [?(raozlii(rannieonft In vitro e ex vivo (PATEL; SHAH;
alcool polivinilico gh drug cose req TIWARI, 2015)
and toxicity
_Mlcroesferas de Atividade contra C. . (MAITI etal.,
etilcelulose com fase - In vitro
. . albicans 2009)
interna de alginato
Filmes e discos In vitro e in vivo (YEHIA EL-
mucoadesivos de Tratamento topico para (voluntario GAZAYERLY;
alginato candidiase oral humano) BASALIOUS,
g 2008, 2009)
Medicamento ocular contra
) . . L . (PAWAR;
Voriconazol Gel de alginato C. alblcans_e Asperigillus In vitro EDGAR, 2012)
fumigatus
Anfotericina . Tratamento de candidiase In vitro e in vivo (SANGEETHA et
Nanoesferas de alginato .
B sistémica (rato) al., 2007)
Na?ni?g;lgtliu?; (le Melhorar tratamento de In vitro e in vivo (GUPTA et al.,
ginato gly leishmaniose visceral (hamster) 2015)
quitosana
Filmes de alginato Tratamento de candidiase Invi (COSSU et al.,
n vitro
oral 2015)
Anfotericina B lipidica Tratamento de In Vi (SINGODIA et al.,
; : . . . n vitro
revestida com alginato leishmaniose visceral 2011)
“beads”, micro- &
Nistatina nanoparticulas de Tratamento de candidiase In vitro (REIS et al., 2015)

alginato incorporados
em creme dental
Microesferas e hidrogel
de alginato

Microparticulas de
alginato

oral
Tratamento de candidiase
oral

Tratamento de candidiase
vaginal

In vitro e in vivo
(porco)

In vitro e ex vivo

(MARTIN et al.,
2015)
(MARTIN-
VILLENA et al.,
2013)

Fonte: SPADARI; LOPES; ISHIDA, 2017
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4 CAPITULO I

Objetivo geral:
Avaliar a atividade antifangica e os efeitos fisioldgicos da miltefosina sobre leveduras

de Cryptococcus spp.

Objetivos especificos:
- Avaliar a atividade antifingica da miltefosina sobre células plancténicas e de biofilme
de Cryptococcus spp.;
- Analisar o efeito pos-antifingico da miltefosina sobre as leveduras Cryptococcus spp.;
- Avaliar os efeitos morfoldgicos e fisioldgicos da MFS sobre as leveduras de

Cryptococcus spp.

Este capitulo gerou o artigo “Miltefosine has post-antifungal effect and induces apoptosis in
Cryptococcus yeasts” Submetido em 14 de fevereiro de 2018 e aceito para publicacdo em 18

de maio de 2018 na revista Antimicrobial Agents and Chemotherapy

Autores: Cristina de Castro Spadari, Taissa Vila, Sonia Rozental, Kelly Ishida.
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4.1 Materiais e métodos

4.1.1 Microrganismos

Cryptococcus neoformans stricto sensu ATCC 208821 (ou H99), Cryptococcus
neoformans CAP59 (mutante acapsular de H99), Cryptococcus gattii lato sensu ATCC 56990
e 5 isolados clinicos de cada espécie foram utilizados neste estudo. As cepas ATCC foram
gentilmente doadas pela Profa. Dra. Susana Frases Carvajal (Instituto de Biofisica Carlos
Chagas Filho, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro/RJ, Brasil); E os isolados
clinicos de C. neoformans lato sensu e C. gatti lato sensu, provenientes do liquido
cefalorraquidiano, foram gentilmente cedidos pela Dra. Analy Salles do Laboratério Especial
de Micologia (LEMI, Universidade Federal de Sdo Paulo, Sdo Paulo/SP, Brasil). Os isolados
estéo estocados em glicerol a -80°C, s&o recuperados em meio Sabouraud dextrose, e mantidos
em meio agar Sabouraud a 4°C durante os ensaios. Antes de cada ensaio, as leveduras sao duas

vezes subcultivadas em Sabouraud dextrose por 72 h a 35°C.

4.1.2 Antifngicos

Miltefosina (MFS, Cayman Chemical) e fluconazol (FLC, Sigma aldrich) foram
mantidos como solugdes estoques de 1.600 e 2.560 pg/mL, respectivamente, em adgua destilada
estéril e a anfotericina B (AMB, Sigma aldrich) foi mantida como solucéo estoque de 1.600
pg/mL em Dimetilsulfoxido (DMSO, Vetec). Todas os farmacos sdo armazenados a -20°C em
solucdo estoque 100x mais concentrada que a solugdo de trabalho e diluidos para a concentragéo
desejada antes da realizacéo de cada experimento.

4.1.3 Concentracdo inibitéria minima (CIM-P) e concentracéo fungicida minima (CFM-P)
sobre células plancténicas

A CIM foi obtida através da técnica de microdiluicdo em caldo (CLSI, 2008).
Previamente os isolados foram semeados em meio Sabouraud dextrose por 48-72 h a 35°C. Em
seguida, as leveduras foram contadas em camera de Neubauer e a suspensdo flngica ajustada
para 1-5 x 10® UFC/mL. Os antifingicos foram diluidos seriadamente (1:2) em meio RPMI
1640 tamponada com MOPS 0,165M em microplacas de 96 pocos e fundo chato e 100 uL da
suspensdo fungica adicionado aos pogos obtendo uma concentragio final de 0,5 — 2,5 x 10°
UFC/mL e as concentrac@es finais dos farmacos usados foram: MFS e AMB (16 a 0,031
pug/mL) e FLC (64 a 0,125 pg/mL). As microplacas foram incubadas a 35°C por 72 h. As

menores concentracOes de antifingico que inibem 50 % e 90 % do crescimento fungico foram
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definidas como Clso e Clgo, respectivamente. Os valores de Clso e Clgo foram obtidos apos a
leitura espectrofotométrica a 492 nm (Epoch microplaca reader, Biotek) e confirmados
visualmente. Os valores de CIM-P para o FLC foram definidos como valores de Clso, para a
AMB valores de Clgo (CLSI, 2008); e para MFS foi definido como CIM-P os valores de Clgo.
Posteriormente, aliquotas de 10 pLL de cada pogo em que houve inibi¢ao de crescimento
fangico foram transferidas para &gar Sabouraud dextrose livre de fArmaco, a 35°C por 72 h para
determinar a CFM-P, a qual foi definida como a menor concentragdo do antifungico na qual

ndo houve crescimento fungico (ISHIDA et al., 2006).

4.1.4 Concentragdo inibitoria minima sobre células do biofilme (CIM-B)

A atividade antibiofilme foi avaliada em células sésseis e em dispersdo do biofilme pré-
formado. Os isolados de C. neoformans (H99 and CAP59) e C. gattii (ATCC 56990) foram
previamente cultivados em meio Sabouraud por 48-72 h a 35°C. As leveduras foram contadas
em camera de Neubauer e a suspensdo flingica ajustada para 1 x 107 UFC/mL em meio RPMI
tamponado com MOPS 0,16 M. Em seguida, foi adicionado 100 pL da suspensao nos pogos de
microplacas de 96 pocgos de fundo chato de poliestireno e incubado a 35°C sem agitacdo
(MARTINEZ; CASADEVALL, 2006a).

Depois de 48 h de formagdo do biofilme, o sobrenadante foi coletado e as células em
dispersdo do biofilme ajustadas para 1-5 x 10° UFC/ mL e a suscetibilidade & MFS foi
determinada pelo método de microdiluicdo em caldo (CLSI, 2008). Os valores de CIM-Bp
(concentracdo inibitéria minima das células em dispersdo do biofilme) foi definido como o
valor de Cloo.

Para avaliar as células sésseis do biofilme os po¢os foram lavados 2 vezes com PBS e
tratados com 100 pL de solucdo de MFS (0.03 a 16 pg/mL) por 48 h a 35°C. Em seguida, os
pocos foram lavados com PBS e a atividade metabdlica das células do biofilme foi determinada
pelo método de reducdo do XTT [2,3-bis(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-
car-boxanilide]. Para o ensaio do XTT uma aliquota de 100 uL de uma solucdo de 0.1mg/mL
de XTT com 10 uM de menadiona em PBS foi adicionada aos pogos da microplaca, esta foi
incubada por 3 h a 37°C e protegida da luz. Apds a microplaca foi centrifugada e 80 pL do
sobrenadante transferido para outra microplaca para a leitura da absorbancia a 490 nm (LUIZ
et al., 2015). Os valores de CIM-Bs (concentracdo inibitéria minima das células sésseis do

biofilme) foi definido como o valor de Clgo.
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4.1.5 Efeito pés-antifungico (PAFE)

Suspensdes fungicas (1 x 10* UFC/mL) de C. neoformans (H99 e CAP59) e C. gattii
(ATCC 56990) em meio RPMI 1640 com tampao MOPS 0,16 M foram expostas a MFS (CIM
ou 4x CIM) por 1 h a 35°C. Posteriormente, MFS foi removida por centrifugacéo, as leveduras
foram lavadas duas vezes com PBS e adicionado meio RPMI 1640 fresco. Leveduras ndo
tratadas também foram incluidas no experimento (controle). As leveduras foram coletadas em
varios tempos de incubacdo (0, 1, 4, 8, 12 e 24 h) e realizada dilui¢do seriada (1:10) para
posterior contagem de UFC apds incubacdo das placas de Sabouraud a 35°C durante 72 h. O
PAFE foi calculado como a diferenga no tempo (em horas) necessario para o isolado ndo tratado
e tratado com MFS crescer equivalente a um 1 log no nimero de UFC ap6s a lavagem das
células (ERNST; KLEPSER; PFALLER, 2000).

4.1.6 Efeitos da miltefosina nas leveduras de Cryptococcus spp.
4.1.6.1 Microscopia eletronica de transmisséo (MET)

A MET foi realizada com o isolado de C. neoformans H99. A suspensao de leveduras
foi ajustada para 1 x 10* UFC/mL em meio RPMI 1640 tamponado com MOPS 0,16 M, tratadas
ou ndao com MFS na concentracdo subinibitéria (1 ug/mL) por 72 h a 35°C. Apds incubagéo as
células foram coletadas por centrifugacdo e lavadas trés vezes em PBS. Posteriormente, as
leveduras foram fixadas com 2,5 % gluteraldeido em tampdo cacodilato 0,1 M, pH 7,2 por 2 h
a temperatura ambiente. A pos-fixacao foi realizada em 1 % de tetréxido de 6smio em tampéao
cacodilato 0,1 M contendo 1,25 % de potéassio ferrocianeto e 5 mM CaCl; por 2 h a temperatura
ambiente. Em seguida, as leveduras foram desidratadas em concentragdes crescentes de etanol
(30-100 %), seguido por 100 % de 6xido propileno e embebidas em resina Spur. Secgdes
ultrafinas foram coradas com acetato de uranila 5 % e citrato de chumbo a 0,5 %, e observadas

em microscopio eletronico de transmissdo (modelo Jeol 100CX, JEOL, Japéo).

4.1.6.2 Microscopia Gtica

Leveduras de Cryptococcus spp. (1 x 10* UFC/mL) foram tratadas ou ndo com
concentragdes subinibitorias de MFS (1 pg/mL para C. neoformans H99 e 0,25 pg/mL para C.
gattii ATCC 56990) em meio RPMI 1640 tamponado com MOPS 0,16 M por 72 h a 35°C.
Apbs o periodo de incubacao as células foram misturadas com tinta da China e visualizadas no
microscopio 6tico e as imagens capturadas (microscopio invertido digital, Evos fl). Em seguida,

100 células de cada grupo tratado e ndo tratado (controle), foram analisadas usando o programa
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ImageJ 1.49v (https://imagej.nih.gov/ij/). A medida da espessura da c&psula foi definida como
a diferenca entre o diametro total da célula (c&psula incluida) e o didmetro do corpo da célula
(definido pela parede celular) (ISHIDA et al., 2009; MARTINEZ et al., 2010).

4.1.6.3 Curva do tempo de morte

Suspensdes flingicas padronizadas a 1 x 107 UFC/mL foram expostas a concentragoes
de CIM, 2x CIM e 4x CIM de MFS ou AMB diluidas em PBS e incubadas a 35°C. Apds 0s
periodos de 1, 4, 8 e 24 h de incubacdo as amostras foram diluidas seriadamente de 1:10 e
plaqueadas em &gar Sabourand dextrose, incubadas por 72 h a 35°C e as UFC contadas para

definir a curva do tempo de morte.

4.1.6.4 Permeabilidade da membrana plasmatica

Suspensdes flngicas a 1 x 10° UFC/mL foram expostas a concentracdes de CIM, 2x
CIM e 4x CIM de MFS ou AMB diluidas em PBS e incubadas a 35°C. Leveduras néo tratadas
foram utilizadas como controle de integridade da membrana celular. Apés os periodos de 1, 4,
8 e 24 h de incubacdo, as leveduras foram coletadas por centrifugacdo por 8 mina 13.000 g e o
sobrenadante analisado no espectrofotdbmetro (Nanodrop 2000, Thermo scientific) para
quantificacdo de DNA (260 nm) e de proteinas (280 nm) (DE AGUIAR CORDEIRO et al.,
2014).

4.1.6.5 Influéncia de ergosterol exégeno na CIM

Um ensaio de competicdo usando ergosterol exdgeno durante o ensaio de microdiluicao
em caldo foi realizado para determinar a atividade inibitéria da MFS nestas condi¢des. A CIM
da MFS foi determinada de acordo com as orientagdes do CLSI, na presenca e auséncia de
diferentes concentracfes de ergosterol (Sigma aldrich) (50, 100, e 200 ug/mL) (MENDES DE
TOLEDO et al., 2015). A AMB foi utilizada como antifungico controle e a CIM determinada
apos 72 h de incubacéo a 35°C.

4.1.6.6 Avaliacgéo do efeito da MFS com uso de marcadores fluorescentes

Leveduras de C. neoformans H99 a 1 x 10" CFU/mL em PBS foram expostas ou nio a
concentragdes de 4x CIM e 8x CIM de MFS ou AMB. Apos 24 h incubadas a 35°C as leveduras
foram coletadas por centrifugacéo e lavadas com PBS e a suspensdo fungica ajustada para 1 x

10® UFC/mL. Em seguida, 100 pL da suspensdo foram marcados com diferentes fluorocromos
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e analisados por citometria de fluxo ou microscopia de fluorescéncia. Para a citometria de fluxo,
100.000 eventos foram analisados por citometro de fluxo (BD Accuri C6) e os dados
processados usando o software BD Accuri C6. Para microscopia de fluorescéncia, as leveduras
previamente marcadas foram aderidas em laminulas de vidro revestidas com poli-L-lisina e
montadas em lamina contendo n-propilgalato para preservagéo da fluorescéncia. As laminas
foram observadas em microscépio de fluorescéncia (modelo DMI6000B/AF6000, Leica
Microsystems, Wetzlar, Alemanha) e as imagens capturadas com camera digital acoplada ao
microscopio (modelo DFC 365 FX, Leica Microsystems).

lodeto de propideo (PI): para avaliar a permeabilidade da membrana plasmatica, as
leveduras foram fixadas com 2 % de paraformaldeido em PBS durante 30 minutos, lavadas com
PBS e, em seguida, adicionado 100 pL de iodeto de propidio (Invitrogen, Eugene, OR. EUA) a
5 ug/mL e incubadas durante 30 min no escuro e temperatura ambiente para analise no
citdbmetro de fluxo.

Rodaminal23: para analisar o potencial de membrana mitocondrial, as leveduras foram
incubadas com 100 pL de rodaminal23 (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EUA) a 5 ug/mL
durante 30 min no escuro a 35°C; lavadas com PBS, fixadas com 2 % de paraformaldeido
durante 30 min no escuro e temperatura ambiente e avaliadas no citdmetro de fluxo.

Diacetato de 2'7'-Diclorofluorescina (DCFH-DA): para quantificar as espécies reativas
de oxigénio (ROS), 100 uL. de DCFH-DA (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EUA) a 40 ug/mL
foram adicionados a suspensdo fangica. Apds 30 min de incubagdo no escuro a temperatura
ambiente, as leveduras foram lavadas com PBS e fixadas com 2 % de paraformaldeido em PBS
durante 30 min no escuro e temperatura ambiente e avaliadas no citdmetro de fluxo.

“Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling” (TUNEL): para
avaliar a fragmentacdo de DNA, as leveduras foram fixadas com 2 % de paraformaldeido em
PBS durante 30 min no escuro a temperatura ambiente, lavadas e permeabilizadas com 0,1 %
de Triton X-100 durante 30 min a temperatura ambiente. As células foram lavadas e incubadas
com TUNEL seguindo as recomendagdes do kit de ensaio APO-BrdUTM TUNEL (Invitrogen,
Eugene, OR. EUA) e avaliada no citdmetro de fluxo.

Hoechst 33342: para detectar condensacgdo de cromatina, as leveduras foram fixadas
com 2 % de paraformaldeido em PBS durante 30 min no escuro a temperatura ambiente, lavadas
e coradas com 1 pug/mL de Hoechst 33342 (Invitrogen, Eugene, OR. EUA) durante 10 min e

analisadas por microscopia de fluorescéncia.
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4.1.7 Analise estatistica

As andlises estatisticas para a medida da espessura da capsula foram realizadas pelo
teste t de student e os dados obtidos pela citometria de fluxo foram avaliados pela analise de
variancia unidirecional (ANOVA) com teste Dunnett como pos-teste usando o software
GraphPad Prism 6.0 (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA). O nivel de confianca de 95 % foi
considerado significativo para todas as analises.

4.2 Resultados

4.2.1 Concentracdo inibitéria minima (CIM-P) e concentracéo fungicida minima (CFM-P)
das células planctonicas

Os valores de CIM-P obtidos para os isolados de Cryptococcus spp. ficaram na faixa de
0,5 a 4 ug/mL para MFS, de 0,03 a 0,25 pg/mL para AMB e de 0,125 a 8 pg/mL para o FLC
(Tabela 3). A MFS, assim como a AMB, apresentou atividade fungicida, ou seja, os valores de
CFM estdo proximos dos valores de CIM. Em contraste, os valores de CFM do fluconazol
demostram atividade fungistatica (Tabela 3). Segundo Pfaller e colaboradores (2004), um
antifngico é fungicida se o valor CFM for igual ou 4 x maior que o valor da CIM, e se o valor
da CFM for maior que 4 x a CIM o efeito antifingico pode ser considerado fungistatico.

4.2.3 Efeito pos-antifungico (PAFE)

Apos o tratamento com MFS durante 1h, foi observado PAFE para todos os isolados
testados, embora ndo tenha sido observado PAFE ap6s o tratamento de C. gattii com
concentracdo de CIM de MFS (Figura 5). Os valores de PAFE variaram consideravelmente
entre os trés isolados de Cryptococcus spp. e aumentou com maiores concentracées de MFS
(Figura 5). Com 4x CIM, o tratamento por 1h levou a uma perda total de viabilidade celular de
C. neoformans CAP59 e 0 PAFE nédo pode ser determinado, enquanto na concentracao de CIM
foi consideravelmente alto (8,15 h) (Figura 5). Para C. neoformans H99 o PAFE foi de 2,71 h
na concentracdo de CIM e 6,73 h para 4x CIM. C. gattii ATCC 56990 foi menos suscetivel aos
efeitos pds-antifangicos do que os isolados de C. neoformans, apresentando PAFE (2,75 h)
somente quando houve tratamento com 4x CIM. (Figura 5).
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Tabela 3. Suscetibilidade dos isolados de Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii a
miltefosina, anfotericina B e fluconazol.

Anfotericina B Fluconazol

CiM CFM CIM CFM CIM CFM

Isolados Miltefosina

C. neoformans

CAP59 1 1 0,03 0,03 1 32
H99 2 2 0,25 0,25 4 4
L9485/13 4 4 0,25 0,25 0,125 4
L9486/13 4 4 0,125 0,5 8 >64
L.9488/13 2 2 0,125 0,25 0,125 0,5
L9516/13 4 8 0,25 0,5 1 32
9513/13 4 4 0,125 0,25 2 4
C. gattii

ATCC 56990 0,5 0,5 0,25 0,25 2 32
L9510/13 2 2 0,25 0,25 8 32
L9512/13 2 2 0,25 0,25 4 >64
L9682C 4 4 0,25 0,25 2 8
L.9580/13 1 4 0,125 0,25 2 16
L.9264/9531/13 4 4 0,25 0,25 2 16

Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Fungicida Minima (CFM) estdo
expressas em pg/mL.

Tabela 4. Suscetibilidade das células sésseis e em dispersdo do biofilme (CIM-Bs e CIM-Bp)
e células planctdnicas (CIM-P) de Cryptococcus neoformans (H99 e CAP59) e Cryptococcus
gattii (ATCC 56990) a miltefosina.

C. neoformans C. neoformans C. gattii
CAP59 H99 ATCC 56990
Células sesseis (C1M-Bs) 8 >16 16
Células em disperséo (CIM-Bp) 0,5 2 1
Células planctoénicas (CIM-P) 1 2 0,5

Valores expressos em pg/mL.
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Figura 5. Efeito pos-antifungico (PAFE) da miltefosina (MFS) em leveduras de Cryptococcus
neoformans CAP59 (A) e H99 (B) e Cryptococcus gattii ATCC 56990 (C).
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4.2.4 Efeitos da miltefosina nas leveduras de Cryptococcus spp.

4.2.4.1 Microscopia eletrénica de transmissdo (MET)

As leveduras de C. neoformans H99 sem tratamento com antifingico apresentaram uma
ultraestrutura preservada com forma arredondada, cépsula (C) envolvendo a célula, parede
celular (PC) compacta e regular e mitocondrias com cristas bem definidas (m) (Figuras 6A-B).
Por outro lado, leveduras tratadas com concentracdo subinibitéria de MFS (1 pg/mL)
apresentaram algumas alteracfes em relacdo as leveduras ndo tratadas como: mitocondrias
inchadas (m) e com cristas mitocondriais danificadas, aparente diminuigéo da parede celular e,
também, perda/reducédo da capsula (Figuras 6C-D).

4.2.4.2 Microscopia 6tica

Com o intuito de confirmar a reducédo da capsula observada nas imagens de MET, foram
realizadas medicBes da espessura das capsulas usando a microscopia ética. Concentracao
subinibitdria de MFS frente aos isolados C. neoformans H99 (1 pg/mL) ¢ C. gattii ATCC 56990
(0,25 ng/mL) foi capaz de reduzir significativamente a espessura da capsula quando comparado
as leveduras sem tratamento (p <0,0001) (Figura 7).

4.2.4.3 Curva do tempo de morte

A anélise da viabilidade fungica realizada pelos dados de contagem de UFC/mL (curvas
do tempo de morte, Figura 8) mostrou que o tratamento com MFS na concentracdo de 4x CIM
reduziu a viabilidade celular de C. neoformans (CAP59 e H99) apenas ap0s 4 h de tratamento;
em concentracGes mais baixas da MFS (CIM e 2x CIM) ndo diminuiu a viabilidade das
leveduras mesmo ap6s 24 h de tratamento (Figura 8). Em contraste, o tratamento com AMB
diminuiu a viabilidade dos isolados de C. neoformans mesmo nas concentracdes mais baixas
(CIM e 2x CIM), particularmente apds 24 h de tratamento. Para C. gattii ATCC 56990 a
viabilidade néo foi afetada pela MFS, mesmo na maior concentracdo testada (4x CIM); em
contrapartida, o tratamento com AMB induziu morte celular ap6s 4 h do inicio do tratamento
(Figura 8).
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Figura 6. Imagens de microscopia eletronica de transmissdo (MET) de leveduras de
Cryptococcus neoformans H99.

C. neoformans H99 cultivado em meio RPMI 1640 tamponado com MOPS 0,16M, por 72 h a
35°C. Leveduras controle ndo tratadas (A e B) e tratadas com concentracdo subinibitéria de
miltefosina (1pg/mL) (C e D). m - mitocondria; pc- parede celular; C -capsula.

Figura 7. Espessura da capsula (um) de Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii.
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Leveduras tratadas com concentracdo subinibitoria da miltefosina (MFS) e comparada com
grupo ndo tratado. Leveduras de C. neoformans H99 (A); e de C. gattii ATCC 56990 (B). n =
100 células, *** P<0,0001 (teste t de Student).
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4.2.4.4 Permeabilidade da membrana celular

Para avaliar os efeitos da MFS na permeabilidade da membrana plasmatica de
Cryptococcus, as leveduras foram tratadas com CIM, 2x CIM e 4x CIM de MFS (ou com AMB,
como antifingico de referéncia) por 1, 4, 8 e 24 h e a liberacdo de DNA e proteina no
sobrenadante foi detectada por espectrofotometria. A MFS aumentou a quantidade de DNA
(Figura 9) e proteina (Figura 10) no sobrenadante de maneira tempo dependente, sugerindo um
aumento da permeabilidade da membrana apds o tratamento, com efeitos semelhantes para
todas os isolados testados. A miltefosina na CIM mostrou valores de absorbancia similares ao
grupo controle, nas concentragdes de 2x e 4x a CIM foi observado aumento de DNA e proteinas
no sobrenadante com o pico de extravasamento de DNA e proteinas ap6s 4-8 h de exposi¢do ao
farmaco. O tratamento com o antifingico padrdo AMB resultou na liberacdo de DNA e
proteinas em todas as concentragdes testadas, em uma resposta dependente do tempo (Figuras
9e 10).

4.2.4.5 Influéncia de ergosterol exdgeno na CIM

No ensaio de competi¢cdo com ergosterol exdgeno, adicionado ao meio de cultura, foi
avaliado se o efeito antifingico do MFS contra Cryptococcus spp. seria alterado. A presenca
de ergosterol no ensaio de microdiluicdo em caldo reduziu a atividade antifungica da MFS,
ocorrendo aumento no valor de CIM conforme aumento da concentracdo de ergosterol presente
no meio (16 vezes com 200 ug/mL de ergosterol) (Tabela 5). Esse comportamento é semelhante
a AMB (Tabela 5), um composto antiflngico que se liga diretamente ao ergosterol. Assim, 0s
resultados do ensaio de competicdo de ergosterol sugerem que MFS pode interagir diretamente

com moléculas de ergosterol na membrana plasmatica fungica.

Tabela 5. Efeito da presenca de ergosterol exdgeno na determinacdo da concentracao inibitoria
minima (CIM) da miltefosina e anfotericina B sobre Cryptococcus spp.

Ergosterol C. neoformans C. neoformans C. gattii ATCC
(ng/mL) CAP59 H99 56990
MFS AMB MFS AMB MFS AMB
0 1 0,031 1 0,125 0,5 0,25
50 4 0,125 8 0,5 2 0,5
100 8 8 16 1 8 1
200 16 16 16 2 8 8

Valores expressos em pug/mL. MFS: Miltefosina; AMB: Anfotericina B.*dados representam
resultados de trés experimentos distintos.
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Figura 8. Curva do tempo de morte de Cryptococcus neoformans (CAP59 e H99) e
Cryptococcus gattii (ATCC 56990)
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Figura 9. Curva de permeabilidade da membrana quantificada por liberacdo de DNA de
Cryptococcus neoformans (CAP59 e H99) e Cryptococcus gattii (ATCC 56990).
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(AMB). Leveduras de Cryptococcus neoformans CAP59 (A, B), Cryptococcus neoformans
H99 (C, D), Cryptococcus gattii (E, F) tratados ou ndo com miltefosina (A, C, E) ou anfotericina
B (B, D, F) em PBS a 35°C por 24 h. DNA livre no sobrenadante foi quantificado, nos tempos
0, 1, 4, 8 e 24 h apos incubacdo, usando comprimento de onda de 260 nm.
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Figura 10. Curva de permeabilidade da membrana quantificada por liberacdo de proteinas de
Cryptococcus neoformans (CAP59 e H99) e Cryptococcus gattii (ATCC 56990).
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Leveduras tratadas com diferentes concentragbes de miltefosina (MFS) e anfotericina B
(AMB). Leveduras de Cryptococcus neoformans CAP59 (A, B), Cryptococcus neoformans
H99 (C, D), Cryptococcus gattii (E, F) tratados ou ndo com miltefosina (A, C, E) ou anfotericina
B (B, D, F) em PBS a 35 °C por 24 h. Proteinas livres no sobrenadante foram quantificadas, nos
tempos 0, 1, 4, 8 e 24 h apos incubacgédo, usando comprimento de onda de 280 nm.
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4.2.4.6 Avaliacao do efeito da MFS com uso de marcadores fluorescentes

Para avaliar os efeitos celulares da MFS sobre Cryptococcus, as leveduras tratadas com
concentragcdes fungicidas foram marcadas com diferentes marcadores fluorescentes para
citometria de fluxo e microscopia de fluorescéncia. Os resultados indicaram alteracdo da
permeabilidade da membrana em leveduras de C. neoformans tratadas com MFS ou AMB (4x
e 8x CIM), onde foi observado um aumento significativo de leveduras marcadas com PI quando
comparado as leveduras nao tratadas (Figura 11A). Esses dados corroboram com o0s obtidos no
teste de permeabilidade de membrana descrito acima, no qual o extravasamento de DNA e
proteinas foi observado no sobrenadante sugerindo o aumento da permeabilidade da membrana
celular (Figuras 9 e 10).

Apds a observacdo da alteracdo morfolégica nas mitocondrias por MET, a marcagéo
com Rodaminal23 indicou que a MFS reduz o potencial da membrana mitocondrial das
leveduras, foi observada uma perda significativa da intensidade média de fluorescéncia nas
leveduras tratadas com 4x e 8x CIM (Figura 11B). Da mesma forma, AMB também diminuiu
a atividade mitocondrial (Figura 11B). Este fendmeno foi avaliado por Rodamine123, que é um
marcador fluorescente que se distribui na matriz mitocondrial em resposta ao potencial da
membrana (LUDOVICO; CORTE-REAL; SANSONETTY, 2001).

Concomitantemente, um aumento significativo na producao de ROS ap06s os tratamentos
com MFS (8x CIM) e AMB foi observado usando DCFH-DA (Figura 11C). Importantemente,
foi observado a fragmentacdo do DNA (por TUNEL para citometria de fluxo, Figura 11D) e a
condensacdo de cromatina (pela marcacdo Hoechst 33342 para microscopia de fluorescéncia,
Figura 11E) ap6s o tratamento das leveduras de C. neoformans com MFS ou AMB em
concentracdes de 4x e 8x CIM, enquanto as leveduras ndo tratadas apresentaram um sinal de
fluorescéncia significativamente menor ou indetectavel.

Em resumo, foi detectado um aumento na permeabilidade da membrana plasmatica, bem
como a perda do potencial de membrana mitocondrial e aumento da producéo de ROS, e danos
no DNA em leveduras de C. neoformans tratadas durante 24 h com concentracGes fungicidas
de MFS. Estes efeitos foram semelhantes aos observados apds o tratamento com o antifdngico
de referéncia AMB.



56

Figura 11. Efeitos fisiologicos da miltefosina (MFS) em leveduras de Cryptococcus
neoformans H99.
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As leveduras foram tratadas ou ndo com concentracdes fungicidas (4x CIM e 8x CIM) de
miltefosina (MFS) ou anfoterina B (AMB), durante 24 h a 35°C e depois processadas para
andlise de citometria de fluxo com seguintes pardmetros: permeabilidade da membrana,
utilizando iodeto de propidio (PI) (A); potencial de membrana mitocondrial, utilizando
Rodaminal23 (B); niveis de espécies reativas de oxigénio (ROS), usando diacetato de 2'7'-
diclorofluorescina (DCFH-DA) (C); e fragmentacdo do DNA, utilizando marcacdo com
TUNEL (D). Os dados representam média = SEM de trés experimentos independentes. * P
<0,05, ** P <0,01 e ***P <0,001 versus leveduras nao tratadas (ANOVA unidirecional com
pos-teste de Dunnet). (E) Imagens de microscopia de fluorescéncia das leveduras marcadas com
Hoechst 33342 (coluna direita), mostrando condensacdo de cromatina ap6s tratamento (pontos
brancos, indicados por setas). As imagens de contraste de fase correspondentes sao mostradas
a esquerda.

4.3 Discussao

O repertorio de agentes antifungicos é limitado devido restricbes na via de
administracdo, elevada toxicidade, um estreito espectro de atividade, interacdes
medicamentosas prejudiciais, desenvolvimento de resisténcia aos antifungicos convencionais e
baixa biodisponibilidade em tecidos alvo (BROWN; DENNING; LEVITZ, 2012). Para superar
esses problemas, varios estudos visam identificar novos compostos bioativos de origem natural
ou sintética. No entanto, € importante enfatizar que o processo de descoberta e desenvolvimento

de medicamentos pode exigir um tempo de 10 a 17 anos, em média, e a taxa de sucesso € inferior
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a 10 % (PARENTE-ROCHA et al., 2017). Uma estratégia interessante para a descoberta de
antifungicos é o reposicionamento de farmacos. Como a farmacocinética e a seguranga em seres
humanos ja foram previamente estabelecidas, expandir a aplicacdo de um farmaco para doencas
adicionais tem vantagens em termos de custo e eficiéncia no tempo (TSUBAMOTO et al.,
2017). A MFS é um agente quimioterapico eficaz para tratamentos de cancer de mama e de
leishmaniose visceral e cutanea; e ¢ licenciado para administracdo topica e oral em varios paises
(SUNDAR; CHAKRAVARTY, 2015).

Nesse trabalho podemos observar que a MFS apresenta atividade antifingica in vitro
tanto para as amostras padrdo ATCC de Cryptococcus spp. como para isolados de origem
clinica apresentando valores de CIM-P de 0,5 a 4 pg/mL e atividade fungicida, corroborando
com dados previamente descritos para este fungo (RAVU et al., 2013; WIDMER et al., 2006)
e para fungos dimorficos (0,12 - 4 pg/mL) tais como Paracoccidioides spp. (ROSSI et al.,
2017), Sporothrix spp. (BORBA-SANTOS et al.,, 2015; BRILHANTE et al., 2014),
Histoplasma capsulatum (BRILHANTE et al., 2014); Coccidioides posadasii (BRILHANTE
et al., 2015); e dermatdfitos (0,25 - 2 ug/mL) (TONG et al., 2007). Por outro lado, fungos como
Aspergillus spp., Rhizopus spp., Mucor spp., Fusarium spp. e Scedosporium spp. (2 - 64 ug/mL)
(BISWAS et al., 2013a); e outras leveduras como Candida spp. (0,25 - 8 pug/mL) (VILA,
QUINTANILHA; ROZENTAL, 2015; VILA et al., 2016, 2013) apresentam menor
suscetibilidade a MFS.

No entanto, mesmo que estudos ja tenham demonstrado que a MFS possui um amplo
espectro de atividade antifungica in vitro e uma boa eficicia in vivo em modelo murino de
criptococose (WIDMER et al., 2006), poucos estudos foram realizados para entender melhor
as caracteristicas antimicrobianas da MFS em células fangicas e 0 mecanismo de acdo da MFS
em fungos patogénicos ainda € pouco compreendido. Dessa forma, nosso trabalho pretende
esclarecer alguns aspectos dos efeitos fisioldgicos e entender melhor o possivel mecanismo de
acao da MFS em leveduras de Crytpcococcus spp.

A formacdo de biofilme constitui um problema consideravel na pratica clinica. Essa
estrutura consiste em uma rede complexa de leveduras embebidas em uma quantidade
substancial de matriz de polissacarideos, caracterizando em alteracdes celulares fenotipicas que
traduz em maior resisténcia aos mecanismos imunes do hospedeiro e a terapia antifungica
(MARTINEZ; CASADEVALL, 2005). A atividade inibitoria da MFS em células sésseis do
biofilme maduro de Cryptococcus spp. foi observada apenas em concentracGes mais elevadas;

8 ou mais vezes a quantidade de MFS utilizada para a inibigdo das células planctonicas. Esses
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resultados correlacionam-se com os apresentados em outros trabalhos sugerindo que o fenétipo
do biofilme confere menor susceptibilidade a terapia antifingica convencional (MARTINEZ;
CASADEVALL, 2006b, 2015; VILA; ROZENTAL, 2016), e também aqueles que mostram o
efeito da MFS em biofilmes maduros de Candida spp. (VILA; QUINTANILHA; ROZENTAL,
2015; VILA et al., 2016). Por outro lado, as células em dispersdo dos biofilmes maduros de
Cryptococcus spp. foram tdo suscetiveis a MFS quanto as células planctonicas. Vila et al.,
(2016) relataram dados semelhantes, onde as células em dispersdo de Candida spp. foram
suscetiveis a MFS em concentragdes similares as obtidas para células planctonicas (1-4 pg/mL).
A inibicdo das células em disperséo de biofilmes é de extrema importancia durante o tratamento
de infeccOes relacionadas ao biofilme porque pode reduzir a disseminagéo da infeccdo (VILA
etal., 2016).

O efeito pos-antifungico é uma caracteristica famacodinamica muito importante
relacionado a eficacia de compostos antifingicos; refere-se a supressdo do crescimento flngico
persistente apos uma breve exposigdo do fungo ao farmaco (PEREIRA DE SA et al., 2015;
UCHIDA; ABE; YAMAGUCHI, 2006). Os valores de PAFE da MFS em fungos ainda nédo
foram descritos e nosso trabalho demonstra um PAFE relevante para MFS em Cryptococcus
spp., chegando até 8,15 h ap6s o tratamento com CIM, sugerindo atividade inibitdria
prolongada mesmo quando a MFS ndo estd mais presente. Valores de PAFE mais longos
sugerem uma atividade inibitéria do crescimento fangico prolongada, isso pode ser associado
ao regime de dosagem do antifingico durante uso clinico (PEREIRA DE SA et al., 2015;
UCHIDA; ABE; YAMAGUCHI, 2006). Ernst e colaboradores (2000) observaram que as
equinocandinas e AMB, ambas descritas como fungicidas, possuem PAFEs prolongados e
dose-dependentes, enquanto o FLC, que é fungistatico, ndo produz PAFE mensuravel contra C.
albicans ou C. neoformans. Nossos dados com a MFS corroboraram com essas descobertas em
que os farmacos fungicidas apresentam um PAFEs significativos e seus efeitos sdo dose-
dependente.

O mecanismo de acdo da MFS em fungos patogénicos € pouco esclarecido e neste
trabalho alguns experimentos foram realizados para entender melhor o efeito antifingico da
MFS em leveduras de Cryptococcus spp. Segundo Dorlo et al. (2012), a MFS possui
mecanismos de a¢do muito semelhantes contra os parasitas Leishmania e as células de cancer
humano. No entanto, a multiplicidade de potenciais mecanismos de acdo propostos e estudos
contraditorios podem indicar que a MFS possui mais de um local de agdo (DORLO et al.,

2012a). Primeiramente, observamos por microscopia eletrdnica de transmissdo e por
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microscopia Otica que a concentra¢do subinibitéria de MFS (1 pg/mL) causou danos na
ultraestrutura celular de C. neoformans H99 como: reducdo da espessura da cépsula
mucopolissacaridica, presenca de inchaco nas mitocondrias e a aparente diminuicdo da
espessura da parede celular.

Como se sabe, a cdpsula de C. neoformans e C. gattii, possui diferentes funcdes e, na
viruléncia, ajuda na protecdo da celula fangica frente mecanismos antimicrobianos do
hospedeiro, interferindo com as respostas imunoldgicas (ARAUJO et al., 2012; O’MEARA,;
ANDREW ALSPAUGH, 2012). Um estudo avaliou a interagdo de macrofagos no controle de
infeccdo causada por C. neoformans e mostrou que os macréfagos preferencialmente fagocitam
células fangicas com céapsulas menores, sendo a espessura da capsula criptocécica um fator
determinante nesse processo (BOJARCZUK et al., 2016). Santos et al., (2014) observaram que
isolados de C. gattii resistentes ao FLC tem perda da viruléncia em experimentos in vitro e in
vivo, a baixa viruléncia é associada a perda do didmetro ou pouca producdo de capsula. Outros
antifingicos como AMB e itraconazol (GUERRA et al., 2012); e produtos naturais (ISHIDA et
al., 2009), também levam a diminuicdo da espessura da capsula. A reducdo da capsula em
leveduras de Cryptococcus spp. observada apds tratamento com concentracao subinibitoria de
MFS pode indicar viruléncia reduzida. Além disso, os polissacarideos da capsula séo o principal
constituinte da matriz extracelular dos biofilmes de Cryptococcus; assim, a reducdo da capsula
em Cryptococcus spp. observada neste trabalho indica que o tratamento com MFS pode reduzir
a viruléncia de leveduras tanto na forma plancténica quanto em biofilmes. Importantemente, o
mutante acapsular CAP59 e cepas com cépsula reduzida estdo relacionados com uma menor
tolerdncia aos antifungicos (ISHIDA et al., 2009). De acordo com esta interpretacéo,
observamos que os biofilmes formados por CAP59 sdo mais suscetiveis a MFS (CIM-Bs = 8
ug/mL) do que os formados por C. neoformans H99 (CIM-Bs > 16 pg/mL).

A MFS interfere na permeabilidade da membrana citoplasmatica das células flngicas.
E possivel notar que o farmaco provavelmente tem ac&o direta sobre a membrana plasmatica,
uma vez que no periodo de incubacgéo de 4 h, principalmente nas concentragdes mais altas (2x
e 4x CIM), ocorre extravasamento de DNA e proteinas para o sobrenadante, assim como com
a AMB. Esse comportamento foi confirmado por citometria de fluxo usando lodeto de Propidio
(PI) (Figura 11A). Este marcador € um corante fluorescente utilizado para coloracdo de &cido
nucleico e é impermeavel a membrana; o Pl entra nas células apenas quando ha perda da
integridade da membrana plasmatica e entdo se liga ao DNA (KUMAR; MOHANDAS, 2017).

Desta forma, o aumento significativo da porcentagem de células Pl-positivas observada quando
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tratado com MFS e AMB confirma esta alteracdo na permeabilidade de membrana. No entanto,
guando se usa uma menor concentracdo da MFS (valores de CIM), a quantidade de DNA e
proteinas liberadas permanece proxima ao controle ndo tratado; Brilhante et al. (2015) também
observaram que valores de CIM de MFS nao causam diferenca na permeabilidade da membrana
de H. capsulatum quando comparados com o grupo controle. Adicionalmente, irregularidades
da morfologia da membrana plasmética em leveduras de Sporothrix brasiliensis e
Paracoccidioides spp. tratadas com MFS foram previamente observadas por MET (BORBA-
SANTOS et al., 2015; ROSSI et al., 2017).

Quanto a viabilidade das leveduras de Cryptococcus spp., quando tratadas com MFS, os
dados corroboram com dados de permeabilidade, onde se observa que concentragcdes maiores
do farmaco causam morte celular a partir de 4 h de incubacéo e que na CIM as células ainda se
encontram viaveis durante o periodo de 24 h. A MFS mostrou efeito fungicida mesmo na CIM
quando avaliada ap6s 72 h de incubacéo (Tabela 3) e é possivel que a acdo da MFS na CIM
precise de maior tempo de interacdo com o fungo para causar a perda de viabilidade enquanto
concentracdes acima de CIM possuem efeito mais rapido e acentuado.

Segundo Barratt e colaboradores (2009), o mecanismo de acdo da MFS em células
tumorais e em parasitas de Leishmania envolve a interacdo com lipideos, em particular
fosfolipidios e esterdis de membrana. Assim, o teste de competicdo com ergosterol exdgeno foi
realizado para comprovar a hipdtese de que a MFS poderia estar interagindo com ergosterol em
células de Cryptococcus spp. Os resultados indicaram que a MFS pode estar se ligando a
molécula de ergosterol exdgeno e, consequentemente, diminuindo a MFS disponivel para agir
na célula fungica. Este efeito in vitro foi semelhante ao obtido para AMB, cujo mecanismo de
acdo envolve a formacdo de um complexo com ergosterol localizado na membrana plasmatica,
resultando em maior permeabilidade na membrana e, posteriormente, morte flngica
(KATHIRAVAN et al., 2012; MESA-ARANGO; SCORZONI; ZARAGOZA, 2012). Devido
a competicdo pelo ergosterol, a concentracdo crescente de ergosterol no meio é inversamente
proporcional a atividade antifingica da AMB e MFS, o que significa que a concentragdo do
ergosterol na membrana é essencial para a manutencdo da eficacia de ambos os antifingicos.
Brilhante et al. (2015), mostraram que a MFS em concentragdo subinibitoria em C. posadassi
e H. Capsulatum causa reducéo significativa na quantidade de ergosterol total extraida das
células fangicas quando comparado com o controle. Esses dados sugerem que a MFS pode
interagir diretamente com o ergosterol, levando a um aumento da permeabilidade na membrana

plasmatica de leveduras de Cryptococcus spp.
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Os efeitos causados sobre a mitocondria de C. neoformans foi outra resposta celular
importante ao tratamento com concentracdes fungicidas da MFS. As mitocondrias, como
principal fonte de producdo de ROS na maioria das células eucaridticas, sao necessarias para a
producdo de energia celular por fosforilacdo oxidativa e outros processos conservados, Como 0
metabolismo do ferro, morte celular programada e metabolismo intermediério (LI et al., 2015b).
Em nosso estudo, observamos que as leveduras tratadas com 4x e 8x CIM de MFS mostraram
uma perda significativa no potencial da membrana mitocondrial e esse disturbio pode refletir
na perda das cristas mitocondriais observado nas imagens de MET. Além disso, 0s danos
causados as mitocondrias podem estar relacionados a reducdo da espessura da céapsula
observada nesse trabalho, uma vez que o crescimento da capsula € dependente da atividade
mitocondrial (TREVIJANO-CONTADOR et al., 2017).

O efeito da MFS na funcdo mitocondrial também levou a aumento da producédo de ROS
em leveduras expostas a maior concentracdo de MFS (8x CIM). Por outro lado, a AMB
provocou um aumento significativo da producédo de ROS (maior que a MFS), e seu acumulo
tem multiplos efeitos deletérios sobre as estruturas essenciais dos fungos como membrana,
proteinas, DNA e mitocdndrias, resultando em morte celular (MESA-ARANGO; SCORZONI,
ZARAGOZA, 2012). Por fim, também foram observados danos ao material genético das
leveduras (fragmentacdo do DNA) e a condensagdo da cromatina em leveduras tratadas com
concentragOes fungicidas de MFS e AMB (4x e 8x MIC).

O processo apoptdtico possui caracteristicas bem definidas, entre elas o encolhimento
celular e o inchaco das organelas nos estagios iniciais, a dissipacdo do potencial da membrana
mitocondrial, a acumulacdo de ROS e a condensacdo e fragmentagdo do DNA (MUNOZ et al.,
2012). Zuo et al. (2011), descreveram morte celular por apoptose em levedura de S. cerevisiae
apos a incorporacdo da molécula de MFS na membrana mitocondrial interna; essa insercdo da
MFS na membrana mitocondrial causou a ruptura do potencial da membrana pela interacéo
com uma subunidade do complexo COX da cadeia transportadora de elétrons (Cox9p), levando
a degradacdo do DNA nuclear. Importantemente, Biswas et al., (2014) descreveu que a morte
celular por apoptose é mediada pela metacaspase-1 e representa o principal mecanismo
responsavel pelo efeito fungicida da MFS em S. cerevisae. Desta forma, nossos resultados
indicam que a MFS desencadeia morte celular por apoptose em leveduras de Cryptococcus spp.

Para representar os efeitos celulares observados aqui, sugerimos um modelo
esquematico para 0 mecanismo de agdo da MFS em leveduras de Cryptococcus spp. (Figura

12). A MFS interage com as membranas que conduzem a morte fangica por dois mecanismos



62

importantes: (i) permeabilidade da membrana plasmatica aumentada por interagdo direta com
fosfolipidos e/ou ergosterol; e (ii) ligagdo na membrana mitocondrial, levando ao aumento da
producdo de ROS e culminando em danos ao material genético (condensacdo e fragmentacéo
de DNA), levando a morte do fungo por apoptose. Além disso, como consequéncia da alteragédo
mitocondrial, também observamos a reducdo na espessura da cépsula nas leveduras de

Cryptococcus spp.

Figura 12. Modelo do mecanismo de acdo da miltefosina (MFS) em leveduras de
Cryptococcus.
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A MFS interage com as membranas celulares levando a morte fangica pelos importantes
mecanismos: (i) MFS atua como detergente, interagindo com fosfolipidos e/ou o ergosterol, o
que altera a permeabilidade da membrana plasmatica; (ii) dentro da célula, a MFS atua nas
mitocondrias, levando ao inchagco mitocondrial e perda de potencial de membrana
(possivelmente ao interromper a atividade de COX (ZUO et al., 2011) e promover a geracao de
ROS e a ativacdo da metacaspase-1 (Mcal) (BISWAS et al., 2014). Entdo, ocorre a
condensacdo e a fragmentacdo do DNA causando morte das células leveduriformes por
apoptose. Outro efeito observado em Cryptococcus spp. foi uma reducdo na capsula de
mucopolissacarideos.
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4.4 Conclusao

- A MFS possui alto potencial como agente antifingico contra a criptococose, devido
aos baixos valores de concentracdo inibitéria minima em células planctonicas (CIM-P) tanto
para isolados ATCC quanto clinicos de Cryptococcus spp. Além de atividade inibitdria sobre
as celulas em dispersao do biofilme;

- Os valores de PAFE demostram que a MFS possui atividade inibitoria sobre
Cryptococcus spp. mesmo depois da retirada do fArmaco ap6s uma breve exposicao;

- A MFS causa varias mudangas nas leveduras de Cryptococcus spp. como a reducéao da
espessura da capsula; aumento da permeabilidade da membrana; danos nas mitocondrias e
consequente aumento de ROS e fragmentacdo e condensacdo de DNA, levando a morte do

fungo por apoptose.
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5 CAPITULO Il

Objetivo geral:
Padronizar e caracterizar nanoparticulas de alginato como carreador da miltefosina;

avaliar o efeito tdxico e a atividade antifingica frente a Cryptococcus spp.

Objetivos especificos:

- Padronizar a producéo de nanoparticulas de alginato com miltefosina;

- Caracterizar as nanoparticulas de alginato com miltefosina por métodos microscopicos
e fisico-quimicos;

- Avaliar a atividade antifangica in vitro das nanoparticulas de alginato com miltefosina
sobre células planctdnicas de Cryptococcus spp.;

- Analisar o efeito antifungico in vivo das nanoparticulas de alginato com miltefosina

em modelo murino de criptococose.

Parte dos dados deste capitulo gerou o depoésito do pedido de patente no INPI sob n°:
BR102017018011-5, data: 23/08/2017; titulo “Formulacdo farmacéutica, processo para

preparacdo da formulacéo farmacéutica, € uso da mesma”.

Inventores: Kelly Ishida, Cristina de Castro Spadari, Luciana Biagini Lopes, Fernanda Walt

Mendes da Silva de Bastiani
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5.1.Materiais e métodos

5.1.1 Reagentes

Para o desenvolvimento das nanoparticulas foram utilizados alginato de sédio (MP
Biomedicals), 6leo de girassol, SPAN 80 (Sigma aldrich), isopropanol (Merck), cloreto de
calcio (Synth), poloxamer F-127 (Sigma aldrich) e a miltefosina (MFS, Cayman Chemical).

5.1.2 Padronizacao da producdo das nanoparticulas de alginato

As nanoparticulas de alginato foram preparadas pelo método de
emulsificacdo/gelificacdo externa e as principais etapas do processo estdo mostradas na figura
1. E sabido que alteracbes nas concentracdes e proporcdes dos reagentes utilizados nas
formulacGes podem modificar consideravelmente suas caracteristicas morfoldgicas e fisico-
quimicas. Dessa forma, em cada etapa do processo de padronizagdo das nanoparticulas de
alginato vazias, designadas neste trabalho de Nano.Alg, as nanoparticulas foram analisadas
guanto ao tamanho meédio, potencial zeta e polidispersdo (ver os critérios e métodos na se¢édo
5.1.3).

Inicialmente, foi avaliada a influéncia da homogenizacéo antes de sonicar, de diferentes
concentragdes de tensoativo SPAN 80 (m/m 1 %, 3 % e 9 %), diferentes tempos de sonicagédo
(2, 4, e 6 min) e diferentes concentracdes de alginato (m/v; 0,5 %, 1 % e 2 %) (Tabela 6;
protocolos de A a l).

Em um segundo momento, para melhorar as caracteristicas da formulacdo, foram
testadas outras alteragdes no protocolo como sonicar por 10 minutos e filtrar a formulagdo em
membrana de 0,45 um ao final do processo (Tabela 6; protocolo J).

Em um terceiro momento, foram realizadas trés modificacdes no protocolo de producéo
das nanoparticulas de alginato (protocolo K): retirar o periodo de 15 min iniciais de agitacéo,
deixar em agitador magnético por 30 min ao invés de 1 h e, principalmente, ndo filtrar a
formulacdo ao final do procedimento (Figura 13 e tabela 6). Além dessas modificacdes
principais foram testadas outras variaveis para melhorar o0 processo e as caracteristicas das
nanoparticulas de alginato como: adicionar poloxamer 2 % e 0,5 % na solugdo de cloreto de
calcio (K1 e K9, respectivamente), modificar o intervalo de sonicagéo para 50 s on — 10 s off
(K3), o tempo no sonicador de 20 min ao invés de 10 min (K5), adicionar o cloreto de calcio
com agitacdo no agitador tipo vortex (K2) e no sonicador de banho (K4) ao invés do agitador

magnético, sonicar apds adicionar o cloreto de célcio por 5 min (K7) e 10 min (K8) e
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ressuspender em agua ou isopropanol apds o término do processo de producdao (K6). O
protocolo K foi sendo padronizado conforme eram obtidos os resultados das diferentes
modificacdes testadas.

Ap0s definido o protocolo, foi adicionado 3.000 pug de MFS na solugéo de alginato para

incorporar o fA&rmaco nas nanoparticulas de alginato, denominadas neste trabalho de MFS.Alg.

Figura 13. Fluxograma indicando as etapas realizadas para a producgéo e padronizacdo das
nanoparticulas de alginato.
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As variagGes na concentracdo do tensoativo SPAN 80 e do alginato, na homogeneizagao, no
tempo no sonicador e no processo de filtracdo geraram os protocolos de A a J. Modificagdes
indicadas em estrela originam o protocolo K (detalhes em Tabela 1).
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Tabela 6. Denominacdo e respectiva breve descricdo das modificacbes realizadas nas
formulacGes para os diferentes protocolos testados na padronizagdo da produgdo das
nanoparticulas de alginato.

Protocolos Descricdes

A Apenas sonicar (4 minutos), alginato 1%

Homogeneizar e sonicar (4 minutos), alginato 1%

Homogeneizar e sonicar (4 minutos), SPAN 80 a 1% e alginato 1%
Homogeneizar e sonicar (4 minutos), SPAN 80 a 3% e alginato 1%
Homogeneizar e sonicar (4 minutos), SPAN 80 a 9% e alginato 1%
Homogeneizar e sonicar (2 minutos), SPAN 80 a 3% e alginato 1%

Homogeneizar e sonicar (6 minutos), SPAN 80 a 3% e alginato 1%

I O M m OO W

Homogeneizar e sonicar (4 minutos), SPAN 80 3% alginato a 2%

| Homogeneizar e sonicar (4 minutos), SPAN 80 3% alginato a 0,5%

J Sonicar 10 minutos e filtrar com membrana 0,45 pum

K N&o agitar por 15 min no inicio, agitar por 30 min ao invés de 1 h e ndo

filtrar

5.1.3 Determinacao dos tamanhos dos complexos, polidispersao e potencial zeta

O tamanho médio (Dz) e a distribuicdo de tamanhos (polidispersidade, Pdi) das
nanoparticulas (Nano.Alg e MFS.Alg) foram monitoradas pelo método de Espalhamento
Dindmico da Luz (Dynamic Light Scattering - DLS); e o potencial zeta foi medido com
eletroforese. Todos os parametros foram obtidos usando o equipamento Zetasizer (Nano ZS,
Malvern Instruments, Worcestershire, UK) durante o desenvolvimento e padronizacdo das
formulacdes. Antes de cada leitura no equipamento as amostras foram diluidas 100 vezes em
agua destilada.

Foram consideradas como caracteristicas adequadas para este trabalho: Dz < 1000 nm
(de preferéncia valores inferiores a 500 nm) (CEGNAR; MIKLAVZIN; KERC, 2011), valor de
Pdi menor possivel (<0,5), pois valores altos demonstram que a populacdo da amostra de
particulas ndo € homogénea, e potencial zeta com valor absoluto maior possivel, pois quanto
maior a carga das nanoparticulas, maior é a estabilidade elétrica e menor a chance de agregacéo
(SUNDAR; KUNDU; KUNDU, 2010).
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5.1.4 Liofilizacao e reconstituicdo das nanoparticulas de alginato

Foi avaliado o uso de diferentes crioprotetores para a liofilizacdo e veiculos para
reconstituicdo das nanoparticulas de alginato. Apds o término do protocolo de producgéo das
nanoparticulas, antes de liofilizar, foi adicionado na formulacdo 500 pL de agua, dextrose 10%
ou trealose 10 %. Em seguida, as amostras foram congeladas em freezer -80 °C e liofilizadas
por 24 h em liofilizador (FreeZone 2.5, Labconco). Em seguida, as amostras foram
ressuspendidas em 1 mL de isopropanol, diluidas 100 vezes em d&gua destilada para
caracterizacdo de Dz, Pdi e portencial zeta e analisadas para escolha do crioprotetor. Depois de
realizada a escolha do melhor crioprotetor, foi avaliado o veiculo (dgua ou PBS) para
reconstituir a formulacdo. As caracteristicas Dz, Pdi e potencial zeta foram analisadas e
comparadas com os dados obtidos antes da liofilizacao.

Definido o uso de crioprotetor (dextrose ou trealose) e o veiculo (agua ou PBS) foram
avaliadas as caracteristicas de Dz, Pdi e potencial zeta das nanoparticulas de alginato com MFS
(MFS.Alg) ap6s a liofilizacdo e comparada com os dados obtidos antes da liofilizagao.

5.1.5 Microscopia eletronica

Microscopia eletronica de transmissdo (MET) e microscopia eletrénica de varredura
(MEV) foram utilizadas para visualizar a morfologia das nanoparticulas de alginato com e sem
a incorporagdo da MFS (MFS.Alg e Nano.Alg, respectivamente). Para a MET, uma gota da
amostra foi deixada sedimentar por 5 min sobre a grade de cobre 300 mesh, recoberta com
pelicula FormVar, e retirada o excesso com papel filtro; em seguida, foi adicionado &cido
fosfotingstico 2 % por 1 min e retirado o excesso com papel filtro. As amostras foram
visualizadas no microscpio eletronico de transmissdo (Tecnai G20, FEI, Thermo Scientific).

Para a MEV as laminulas de vidro foram preparadas com poli-L-lisina por 30 min,
lavadas e, subsequentemente as amostras de MFS.Alg e Nano.Alg adicionadas na superficie.
As amostras foram deixadas a temperatura ambiente por 24 h para a secagem e foram recobertas
com 10 nm de platina para posterior visualizagdo no microscopio eletrénico de varredura
(Quanta 650 FEG, FEI, Thermo Scientific).

5.1.6 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

Anélises espectroscopicas na regido do infravermelho foram conduzidas a fim de
verificar interacfes entre o farmaco e as particulas. Foram obtidos espectros com resolucdo de
2 cm da MFS livre, Nano.Alg e MFS.Alg, utilizando pastilhas de KBr.
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5.1.7 Determinacéao da eficiéncia de encapsulamento

A eficiéncia de encapsulamento da MFS nas nanoparticulas de alginato foi avaliada pela
forma indireta, na qual o sobrenadante é coletado apds a producdo das nanoparticulas para
quantificacdo da MFS. A quantificagdo da MFS foi realizada pelo método colorimétrico
baseado na complexagdo da MFS com ferrotiocianato de amonio, e a detecgdo do complexo no
comprimento de onda de 460 nm (DORLO et al., 2012b). Curvas de calibracdo para a MFS
(15,62 a 2.000 pg/mL) foram preparadas para determinar a concentragdo da MFS na amostra.
Por fim, a porcentagem de encapsulamento foi calculada pela férmula: 100-(MFS no
sobrenadante x 100/ quantidade de MFS inicial) (PANDEY et al., 2005).

5.1.8 Ensaio de liberacdo da MFS in vitro

As nanoparticulas MFS.Alg foram preparadas e restituidas em 1 mL de &gua estéril; em
seguida foram incubadas a 37°C em agitagdo a 200 r.p.m. Nos tempos de 6, 12 e 24 h as
amostras foram centrifugadas por 5 min a 5.000 r.p.m. e o0 sobrenadante coletado. A
quantificacdo da MFS foi realizada pelo método colorimétrico baseado na complexacao da MFS
com ferrotiocianato de amdnio, com absor¢do em 460 nm (DORLO et al., 2012b). Curvas de
calibrag@o para a miltefosina (15,62 a 2.000 ug/ mL) foram preparadas em PBS. A formulagéo
sem o farmaco (Nano.Alg) foi usada como controle negativo.

5.1.9 Estabilidade das nanoparticulas MFS.Alg

Nanoparticulas de alginato com miltefosina (MFS.Alg) foram preparadas, liofilizadas e
estocadas a -20° C por diferentes periodos de tempo (7, 15, 30 e 90 dias). Ao fim de cada
periodo foram determinadas as caracteristicas de tamanho médio (Dz), distribuicdo de
tamanhos (polidispersao, Pdi) e potencial zeta das nanoparticulas e os resultados comparados
com os dados do dia do preparo das formulagfes. A atividade antifungica in vitro de MFS.Alg,
tambem, foi avaliada conforme descrigéo na se¢do 5.1.11.

5.1.10 Avaliagéo da citotoxicidade

Uma suspensdo de hemécias a 4 % (v/v, em solucdo de glicose a 5 % esteéril) foi
submetida a presenga de diferentes concentragdes de MFS livre, MFS.Alg e Nano.Alg por 2 h
em banho Maria a 37°C. Também foram utilizados, neste teste, controles negativo (sem

tratamento) e positivo (0,1 % de triton X-100). ApoOs este periodo, as amostras foram
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centrifugadas a 3.000 r.p.m. por 10 min e o sobrenadante analisado em um espectrofotdmetro
a 540 nm. A atividade hemolitica (AH) foi calculada como segue: AH (%) = 100 — [(CP —
AT)/(CP-CN)] x 100; sendo CP — absorbancia do controle positivo, AT — absorbancia da
amostra teste e CN — absorbéancia do controle negativo (LI et al., 2002). Os resultados foram

comparados com a atividade hemolitica da MFS livre.

5.1.11 Atividade antifungica in vitro

A concentracdo inibitéria minima (CIM) da MFS livre e MFS.Alg foi determinada pela
técnica de microdiluicdo em caldo (CLSI, 2008) sobre Cryptococcus neoformans (H99 e
CAP59) e Cryptococcus gattii (ATCC 56990). As leveduras foram cultivadas em meio
Sabouraud dextrose por 48-72 h a 35°C. Em seguida, as leveduras foram contadas em camera
de Neubauer e a suspenséo fungica ajustada para 1-5 x 108 UFC/mL. MFS livre e MFS.Alg
foram diluidas seriadamente (1:2) em meio RPMI 1640 tamponado com MOPS 0,165M em
microplacas de 96 pocos e fundo chato e 100 puL. da suspensdo fingica adicionado aos pogos
obtendo uma concentracéo flngica final de 0,5 — 2,5 x 102 UFC/mL e concentraces de MFS
livre e em nanoparticulas (MFS.Alg) de 0,03-16 pg/mL e 0,78-400 pug/mL, respetivamente.
Paralelamente, Nano.Alg foi diluido nas mesmas condi¢es que a MFS.Alg para avaliar a
possivel interferéncia dos constituintes da formulacdo na atividade antifungica. As microplacas
foram incubadas por 48-72 h a 35°C e a CIM foi determinada, por leitura visual, como a

concentracdo que inibiu 90 % do crescimento fungico.

5.1.12 Eficécia antifungica das nanoparticulas em modelo murino de criptococose
sistémica
5.1.12.1 Animais

Camundongos machos da linhagem BALB/c com idade entre 6 e 8 semanas,
provenientes do Centro de Bioterismo da Faculdade de Medicina da Universidade de Séo Paulo
(FMUSP, Rede USP de Biotérios) foram mantidos no Biotério de Experimentacdo Animal do
Departamento de Microbiologia (ICB/USP) e utilizados de acordo com o protocolo aprovado
pela CEUA-ICB (nimero 68) e normas estabelecidas pelo CONCEA.

5.1.12.2 Modelo de criptococose sistémica
Leveduras de C. neoformans H99 foram cultivadas duas vezes seguidas em caldo

Sabouraud dextrose por 72 h a 35°C. Em seguida, foram contadas em camera de Neubauer € a
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suspensdo flingica ajustada para 1 x 10" UFC/mL de PBS. Para a infecgdo, 100 pL do indculo
foi injetado na veia da cauda (1 x 10® UFC) dos camundongos.

5.1.12.3 Terapia

Com o modelo de criptococose sistémica estabelecido, os animais (4 - 5 por grupo)
foram infectados conforme descrito anteriormente e tratados, apos 1h da infecgéo, por via oral
de 3 formas: 5 doses de MFS livre (10 mg/Kg), dose unica de MFS.Alg (20 mg/Kg) (MFS.Alg
1x) e 3 doses de MFS.Alg (20 mg/Kg) (MFS.Alg 3x). No grupo MFS livre os animais
receberam, apds 1 h da infeccdo, 100 pL de MFS (10 mg/Kg) por gavagem seguido de mais 4
doses a cada 24 h. Os grupos tratados com MFS.Alg receberam, ap6s 1h da infecgdo, uma dose
de 100 pL de MFS livre (10 mg/Kg) como dose inicial de ataque. Apos 6 h foi administrado
100 pL de MFS.Alg (20 mg/kg) para ambos o0s grupos. O grupo MFS.Alg 3x recebeu mais 2

doses em intervalos de 48 h. O grupo infectado e néo tratado foi utilizado como controle.

5.1.12.4 Avaliacdo do tratamento

Os animais foram observados diariamente para anotacdo dos sobreviventes; em seguida
foram construidas curvas de sobrevida dos camundongos por periodo total de 21 dias apds a
infeccdo para comparacdo dos diferentes tratamentos. Além disso, no sétimo dia apés a
infeccdo, os animais foram sacrificados, os 6rgdos (pulméo e cérebro) extirpados, pesados,
macerados com PBS e uma aliquota de 100 pL foi plaqueada em &gar Sabouraud dextrose com
cloranfenicol, incubada a 35°C por 72 h. O numero de col6nias foi contado e os resultados
expressos em unidade formadora de colonia (UFC) por grama de tecido. Durante a retirada dos
6rgdos, uma fracdo de cada tecido foi separada, fixada em formalina 10 %, seccionada e corada

com eosina-hematoxilina (HE) e Gomori-Grocott para a analise histopatoldgica.

5.1.13 Anélise estatistica

As analises estatisticas para os dados obtidos foram avaliados pela analise de variancia
unidirecional (ANOVA) com teste Dunnett como pés-teste e teste t de student, e os dados da
curva de sobrevida pelo teste Log-rank (Mantel-Cox) usando o software GraphPad Prism 6.0
(GraphPad Software Inc., La Jolla, CA). O nivel de confianca de 95 % foi considerado

significativo para todas as analises.
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5.2 Resultados

5.2.1 Padronizacao da producdo das nanoparticulas de alginato

Na primeira etapa da producdo e padronizacao da formulacao das particulas de alginato
por emulsificacéo/gelificagdo externa observou-se diferentes resultados dentre os protocolos de
A a | (Tabela 7). Quando avaliadas os protocolos A e B (varidvel homogeneizacéo) foi
observada grande diferenca no tamanho médio das particulas formadas (790,3 nm e 335,2 nm,
respectivamente), e foi definido que homogeneizar a emulsédo alginato-6leo/SPAN 80 por 1 min
antes da sonicagdo é um passo importante na obtencéo de particulas de tamanhos menores. Em
seguida, foi avaliada as diferentes concentracfes de alginato, e foi definido o uso de alginato
1% como melhor protocolo (D) quando comparado com os protocolos H (2 %) e 1 (0,5 %)
(Tabela 7). O protocolo D (alginato a 1 %, SPAN 80 a 3%, homogeneizando por 1 minuto antes
de sonicar por 4 minutos) resultou em particulas com caracteristicas de tamanho, polidispersdo
e potencial zeta melhores (definido na sec¢do 5.1.3 dos materiais e métodos) quando comparado
com os demais. O protocolo E também mostrou caracteristicas comparaveis ao protocolo D,
porém utiliza concentracdo maior de tensoativo SPAN 80 (9 %) e, dessa forma, foi escolhido
usar o protocolo D a fim de minimizar o potencial citotdéxico do tensoativo (NOUDEH et al.,
2009).

A segunda etapa da padronizacao da formulacdo foi necessaria devido a mudanca de
equipamento utilizado para determinacdo de tamanho, polidispersdo e potencial zeta das
nanoparticulas, pois a leitura da polidispersdo no novo equipamento era de 1 (Nano ZS, Malvern
Instruments, Worcestershire, UK). O protocolo J, no qual o tempo no sonicador passou para 10
minutos (30 seg on - 30 seg off) e a formulag&o final era filtrada em membrana 0,45 pum resultou
em particulas de tamanho de 180 + 11,8 nm e polidispersao de 0,14 + 0,02; valores menores
qguando comparados ao protocolo D. Entretanto, a etapa de filtracdo pode resultar em selecéo
do tamanho das nanoparticulas de forma inadequada e perda de parte das nanoparticulas, sendo
este procedimento abandonado subsequentemente.

A fim de melhorar as caracteristicas das particulas (baseando-se no protocolo J), outras
variaveis foram alteradas, sendo desenvolvido o protocolo K. Para obter este protocolo varias
modificagdes foram avaliadas como citado anteriormente, e em algumas ocorreu a formacao de
gel ou grandes aglomerados (K1, K2, K3, K4, K5). Quando utilizado isopropanol para remover
os residuos de 0Oleo de girassol foi possivel realizar as leituras das caracteristicas fisicas, porém
com o Pdi em torno de 0,56 (K6), caracteristica indesejada para obter uma formulagédo de
particulas de tamanhos homogéneos. Entdo seguiu-se testando até obter particulas com
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tamanho, polidispersao e potencial zeta nas caracteristicas consideradas adequadas para 0 uso
(K7 a K9) (Tabela 8).

Tabela 7. Tamanho médio (nm), polidispersdo e potencial zeta das nanoparticulas de alginato
obtidas com os diferentes protocolos de produgéo.

Protocolos Caracteristicas fisicas (media £ desvio padrao)
Tamanho (nm) Polidispersao Potencial zeta (mV)

A 790,3 +£31,7 0,08 £ 0,03 -22,40 £ 0,80
B 335,2+12,7 0,26 + 0,02 -172+1,4

C Formagcé&o de gel Formagcé&o de gel Formacao de gel
D 362,4 £ 28,7 0,05 £ 0,03 -36,9 + 3,6

E 2443+ 16,4 0,06 £ 0,00 -36,6 + 1,0

F Formacao de gel Formacao de gel Formacao de gel
G Formagé&o de gel Formagcé&o de gel Formacao de gel
H 583,0 £ 50,6 0,32+0,10 -1,6 £0,4

I 820,7 £ 167,1 1,60 £ 0,00 -7,6 £0,7

J 180+ 11,8 0,14 £ 0,02 -251+20

Tabela 8. Resultados obtidos nas modificacdes avaliadas para obter o protocolo K com
caracteristicas das nanoparticulas de alginato consideradas adequadas.

Modificacdo Resultado
K1 Formagé&o de gel
K2 Formacao de aglomerados
K3 Formacao de aglomerados
K4 Formagé&o de gel
K5 Formagéo de aglomerados
K6 Em agua: formacéao de aglomerados
Em isopropanol: tamanho = 425,5 + 130,2/ Pdi = 0,56 + 0,22
K7 Tamanho = 361,1 + 1,6/ Pdi = 0,32 £ 0,02
K8 Tamanho = 419,8 + 12,6/ Pdi = 0,40 + 0,04
K9 Tamanho = 304,7 = 6,5/ Pdi = 0,29 + 0,02

Pdi: polidisperséo
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Ap0s todo o processo de padronizacdo o protocolo K foi definido em: misturar 1,35 ¢
de alginato 1 % (m/v em &gua destilada) com 2,04 g de 6leo de girassol contendo 3 % de SPAN
80 e homogeneizar por 1 min. Em seguida, sonicar a emulsdo por 10 min (50 s on — 10 s off) e,
sob agitacéo, adicionar por gotejamento o cloreto de calcio 0,2 mM com 0,5 % de poloxamer.
Apos a adicdo do cloreto de calcio, sonicar por mais 5 min (50 s on — 10 s off) e, em seguida,
deixar em agitagdo por 30 min. Apos estas etapas, centrifugar a emulséo por 5 min a 3.000 g.,
retirar o sobrenadante e adicionar isopropanol (P.A.) para retirar residuos do 6leo de girassol
(Figura 14). Para incorporar a MFS, 3.000 pg do farmaco foi adicionado na solucgéo de alginato

1 % antes de iniciar as etapas de producdo das nanoparticulas pelo protocolo K.

Figura 14. Etapas do processo de producdo das nanoparticulas de alginato utilizando o
protocolo K.

Alginato 1% Gotejar CaCl2
+ Homogeneizar 1 Sonicar 10 min (50 0,2mM com 0,5%
Oleo de girassol | min - s on — 10 s off) 7| de poloxamer, sob
com SPAN 80 3% agitagao
|
Descartar o
sobrenadante e — Centrifugar 5 min a — Agitar 30 min — Sonicar 5 min (50 s
adicionar 3.000g on — 10 s off)
isopropanol

A incorporacdo da miltefosina em nanoparticulas de alginato (MFS.Alg) foi realizada
com o protocolo K e as caracteristicas fisicas comparadas com as nanoparticulas de alginato
vazias (Nano.Alg) (Tabela 9 e Figura 15). Os dados de tamanho, Pdi e potencial zeta foram
semelhantes entre as duas formulagdes, mostrando que a incorporagdo da MFS néo altera as
caracteristicas do sistema (Tabela 9 e Figura 15). E possivel observar que, em ambas as
formulacGes, 95 % da populacdo de nanoparticulas possuem diametro médio de 300 nme 5 %
com tamanhos maiores (~5.000 nm) (Figura 15), sendo a média de tamanho obtido em torno de

300 nm, Pdi de ~0,30 e potencial zeta negativo com valores em ~25 mV.

Tabela 9. Dados das caracteristicas fisicas (tamanho, polidispersdo e potencial zeta) das
nanoparticulas de alginato vazias (Nano.Alg) e com miltefosina incorporada (MFS.AlQ)
produzidas seguindo o protocolo K.

Tamanho (nm) Pdi Potencial zeta (mV)
Nano.Alg 330,3+ 20,6 0,35+ 0,05 -25,3+£4,07
MFS.Alg 314,0 £ 32,6 0,31 £0,05 -27,2 £ 3,01

Os dados representam média + DP.
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Figura 15. Distribuicdo de tamanho médio e potencial zeta das nanoparticulas utilizando o
protocolo K.
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Nanoparticulas de alginato vazias (A, B) e com miltefosina incorporada (C, D); tamanho médio
(A, C) e potencial zeta (B, D).

5.2.2 Liofilizacdo e reconstituicdo das nanoparticulas de alginato

O processo de liofilizacdo consiste em retirar a &gua presente na amostra. Como esse
procedimento pode alterar as caracteristicas fisicas das nanoparticulas foram testados
crioprotetores como dextrose 10 % e trealose 10 % e apenas agua para liofilizar as amostras.
Utilizando isopropanol para ressuspender as amostras apos a liofilizacdo, foi observado que
este processo melhora as caracteristicas de potencial zeta das nanoparticulas em relacdo a
amostra antes de liofilizar (p <0,001), sendo a trealose 10 % o crioprotetor de escolha devido a
diminuicdo dos valores de Pdi (p <0,05) e do tamanho médio das particulas (Tabela 10).

Tabela 10. Dados das caracteristicas fisicas das nanoparticulas de alginato liofilizadas com e
sem crioprotetor, resuspendidas em isopropanol e diluidas em agua (1:100, v/v).

Tamanho (nm) Pdi Potencial zeta (mV)
Antes da liofilizagéo 335,7+10,9 0,35+ 0,06 -22,8+0,6
Agua 400,6 + 46,6 0,27 £ 0,05 -43,5£ 0,7 ***
Dextrose 372,8+27,4 0,24 £ 0,02 -39,5£0,4 ***
Trealose 3142+11,1 0,17+0,01 * -34,7 £ 0,5 ***

Os dados representam média + DP. * P <0,05, ** P <0,01 e ***P <0,001 versus nanoparticulas
antes de liofilizar (ANOVA unidirecional com pds-teste de Dunnet).
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Em seguida, foi avaliado o uso de PBS e &gua estéril como veiculos para reconstituir as
amostras liofilizadas, pois 0 uso de isopropanol em ensaios in vitro e in vivo de atividade
antifangica é inapropriado. O PBS foi o0 veiculo que menos alterou as caracteristicas fisicas
apos reconstituir as nanoparticulas de alginato liofilizadas (Tabela 11), mantendo os valores de
tamanho e Pdi similares antes da formulacdo ser liofilizada, e aumentando o valor de potencial
zeta (p <0,05). Enquanto que o uso de &gua aumentou o Pdi significativamente (p <0,01) e ndo
alterou os demais parametros.

As nanoparticulas contendo miltefosina (MFS.AIlg) quando liofilizadas com trealose
10% e ressuspendidas em PBS, mostraram que o processo de liofilizagdo mantém as
caracteristicas de tamanho e polidispersdo e aumenta o potencial zeta (p<0,05) (Tabela 12).

Tabela 11. Caracteristicas fisicas das nanoparticulas de alginato liofilizadas com trealose 10%,
reconstituidas diretamente em agua estéril ou PBS e, posteriormente, diluidas em agua (1:100)
para avaliagdo.

Tamanho (nm) Pdi Potencial zeta (mV)
Antes da liofilizacao 321,9+6,6 0,34 £ 0,04 -21,1+1,3
PBS 346,5 + 30,6 0,40 £ 0,07 -36,2+6,8*
Agua estéril 394,3+34,7  0,62+0,05** -22,8+3,9

Os dados representam média £ DP. * P <0,05 e ** P <0,01 versus nanoparticulas antes de
liofilizar (ANOVA unidirecional com pds-teste de Dunnet).

Tabela 12. Caracteristicas fisicas das nanoparticulas de alginato com miltefosina (MFS.AlQ)
antes da liofilizacdo com trealose 10 % e o po liofilizado reconstituido com PBS e diluidas em
agua (1:100) para avaliacéo.

Tamanho (nm) Pdi Potencial zeta (mV)
MFS.Alg antes da liofilizagéo 320,2+37,9 0,43+0,14 -19,0+3,1
MFS.Alg apés a liofilizacéo 279,1 + 56,7 0,42 £ 0,15 -39,7+52*

Os dados representam meédia £ DP. * P <0,05 versus nanoparticulas antes de liofilizar (teste t
de student).

5.2.3 Microscopia eletrénica
As nanoparticulas Nano.Alg e MFS.Alg nas imagens de microscopia eletrénica de
transmissdo foram observadas com forma esférica. No entanto, com a microscopia eletrdnica

de varredura foi possivel observar que as nanoparticulas possuem superficie regular e formatos
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poliédricos irregulares (Figura 16). Importantemente, as imagens confirmam a média de

tamanho dessas nanoparticulas obtidas pelo DLS.

Figura 16. Imagens de microscopia eletronica de transmisséo e de varredura das nanoparticulas
de alginato.

A ® B

Microscopia eletrénica de transmissao (A, B) e de varredura (C, D). Nanoparticulas alginato
vazias - Nano.Alg (A, C) e nanoparticulas de alginato contendo miltefosina - MFS.Alg (B, D).
Barrasem A e B: 2 um. Barrasem C e D: 0,5 pum.

5.2.4 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

A Figura 17 demonstra os espectros de infravermelho no infravermelho da miltefosina,
das nanoparticulas vazias e das nanoparticulas com farmaco. Os espectros das nanoparticulas
vazias e com miltefosina mostraram-se muito semelhantes, ndo sendo observado deslocamento
das principais bandas, como em ~1750 cm™. Esses resultados indicam que ndo ha interagoes

perceptiveis ou novas ligacdes entre a MFS e os componentes da formulacéo.

5.2.4 Determinacéo da eficiéncia de encapsulamento

A eficiéncia de encapsulamento (EE) foi calculada seguindo a formula EE = 100-(MFS
no sobrenadante x 100/ quantidade de MFS inicial). Para quantificar a MFS livre no
sobrenadante foi utilizado o teste colorimétrico sempre utilizando uma curva padrdo de

calibracdo e o sobrenadante controle sem droga. Os dados de EE da MFS em nanoparticulas de
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alginato obtidos pelo protocolo K foram de 81,7 % * 6,64 (quantificado em 6 amostras distintas

e em momentos diferentes).

Figura 17. Espectros de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR).
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Miltefosina livre (A), nanoparticulas de alginato (B) e nanoparticulas de alginato com
miltefosina (C). A presenca de miltefosina e de alginato podem ser vistos em 2750-3000 cm
e 1000-1750 cm?, respectivamente.
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5.2.5 Ensaio de liberagéo da MFS in vitro

A liberacdo sustentada dos sistemas carreadores € um dos aspectos atrativos para seu
uso, pois mantém a substancia de interesse sendo constantemente e lentamente liberada no
organismo. Com as nanoparticulas MFS.Alg foi observado que a liberagdo da MFS ocorre de
modo controlado e sustentado quando avaliado in vitro (figura 6), sendo observado um aumento
da concentracdo ao longo das primeiras horas, obtendo um pico de liberacdo de
aproximadamente 112,5 ug/mL em 6 h. E, ap6s esse periodo, a liberagdo se mantém lenta e
prolongada até 24 h (181,25 pg/mL) (Figura 18).

Figura 18. Liberacdo da miltefosina das nanoparticulas de alginato.
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Liberacdo in vitro a 37°C, com agitacdo constante e tempos de 6, 12 e 24 h. A quantificacdo da
miltefosina foi realizada pelo método colorimétrico com ferrotiocianato de aménio.

5.2.6 Estabilidade das nanoparticulas MFS.Alg

Outro fator importante é saber a estabilidade fisico-quimica das formulagdes quando
armazenadas por um determinado periodo de tempo. Podemos observar que as MFS.Alg
liofilizadas com trealose 10 % mantém suas caracteristicas até 30 dias de armazenamento a -
20°C (Tabela 13), com pequenas alteracdes nos valores (sem diferencas estatisticas, p >0,05).
Porém, apos 90 dias armazenadas as nanoparticulas sofrem aumento significativo de tamanho
e Pdi (p <0,001 para ambos) (Tabela 13).
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Tabela 13. Estabilidade das caracteristicas de tamanho, polidispersao (Pdi) e potencial zeta das
nanoparticulas de alginato com miltefosina incorporada estocadas a -22°C ao longo de 90 dias.

Tempo Tamanho (nm) Pdi Potencial zeta (mV)
Antes da liofilizacdo 2916 £19,2 0,39 +£0,09 -190+3,1
Apos a liofilizagéo
1 dia 311,2+20,1 0,38 £ 0,06 -249+10,5
7 dias 346,2+ 58,6 0,38 £ 0,01 -25,1+9,0
15 dias 3459+ 78,8 0,43 +0,23 -240+57
30 dias 313,4+9,9 0,26 £ 0,01 -22,7 £ 0,07
90 dias 741,8 £ 9,9 *** 0,89 £ 0,01 *** -38,1+£2,2

Os dados representam média = DP. * P <0,05, ** P <0,01 e ***P <0,001 versus nanoparticulas
antes de liofilizar (ANOVA unidirecional com pos-teste de Dunnet).

5.2.7 Avaliacéo da citotoxicidade da formulacéo

A MFS livre apresentou atividade hemolitica de 50 % em concentraces proximas de
35 ug/mL; entretanto, a MFS incorporada nas nanoparticulas de alginato (MFS.Alg) ndo causa
nenhum efeito hemolitico até nas maiores concentracOes testadas de MFS (128 pg/mL). As

nanoparticulas de alginato (Nano.Alg), também, ndo apresentaram nenhum efeito sobre as
hemécias (Figura 19).

Figura 19. Atividade hemolitica da miltefosina livre (MFS) e incorporada nas nanoparticulas
de alginato (MFS.AlQ).
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Nanoparticulas de alginato sem o farmaco (Nano.Alg) também foram avaliadas.
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5.2.8 Atividade antifiingica in vitro

Avaliando a atividade antifingica das nanoparticulas in vitro, os valores de CIM obtidos
para o isolado C. neoformans CAP59 foi semelhante ao da MFS livre. J& nos isolados C.
neoformans H99 e C. gattii ATCC 56990 os valores de CIM da MFS.Alg foram mais altos
qguando comparados com a MFS livre (Tabela 14). Nano.Alg foi avaliado e nenhuma atividade
inibitdria sobre as leveduras foi observada.

Tabela 14. Susceptibilidade de Cryptococcus neoformans (H99 e CAP59) e Cryptococcus
gattii (ATCC 56990) a miltefosina livre (MFS), nanoparticulas de alginato com (MFS.Alg) e
sem MFS (Nano.Alg).

MFS MFS.Alg Nano.Alg
C. neoformans CAP59 1 1,56 >400
C. neoformans H99 2 25 >400
C. gattii ATCC 56990 0,5 12,5 >400

Resultados de Concentracao inibitoria minima (CIM) expressos em pg/mL.

Analisando a atividade antifingica das nanoparticulas MFS.Alg estocadas por até 90
dias a -20°C foi possivel observar pequenas variacdes (1 ou 2 dilui¢des) nos valores de CIM
para as 3 cepas de Cryptococcus spp. (Tabela 15), demonstrando que a MFS presente na

formulacdo mantém sua atividade antifungica durante o periodo avaliado.

Tabela 15. Estabilidade da atividade antifangica da nanoparticulas de alginato com miltefosina
sobre Cryptococcus neoformans (H99 e CAP59) e Cryptococcus gattii (ATCC 56990).

Tempo C. neoformans C. neoformans C. gattii
CAP59 H99 ATCC 56990
0 3,12 25 12,5
15 dias 12,5 100 25
30 dias 12,5 100 12,5
90 dias 6,25 100 50

Avaliado pela determinagdo da concentragdo inibitéria minima (CIM, pg/mL).
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5.2.9 Eficacia antifungica das nanoparticulas em modelo murino de criptococose sistémica

A curva de sobrevida dos camundongos com infecgdo sistémica causada por C.
neoformans H99 foi obtida e observado que os animais infectados e ndo tratados comegcam a
sucumbir apds 15 dias da infeccdo, levando a 100 % de mortalidade no 21° dia. Apds o
tratamento com os esquemas terapéuticos propostos de MFS livre, MFS.Alg 1x e MFS.Alg 3X,
a MFS livre e MFS.Alg 3x foram eficazes em aumentar a sobrevida dos animais em cerca de
75 % de sobrevivéncia no 21° dia de observacdo (p <0,0055).

Apesar do aumento de sobrevida dos animais tratados com MFS livre e MFS.Alg,
apenas o tratamento com MFS.Alg 3x (20 mg/Kg) foi capaz de reduzir a carga fungica
pulmonar (53,3 %, p <0,05) e cerebral (64 %, sem significancia estatistica) quando comparado

com o grupo ndo tratado (Figura 21).

Figura 20. Curva de sobrevida de camundongos infectados com Cryptococcus neoformans H99
tratados e néo tratados com miltefosina.
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Camundongos machos BALB/c infectados 1 x 10® UFC pela veia caudal. Os animais foram
tratados ap6s 1 hora da infeccdo, por via oral (gavagem) com 0s seguintes esquemas
terapéuticos: 5 doses de miltefosina livre 10 mg/Kg a cada 24 h (MFS livre); 3 doses de
nanoparticulas de alginato com miltefosina 20 mg/Kg a cada 48 h (MFS.Alg 3x). O grupo néao
tratado foi incluido para comparacao com os grupos tratados. A linha pontilhada indica o tempo
de duragéo dos tratamentos. N = 5 animais/grupo; ** p <0,0055 (teste Log-rank (Mantel-Cox))
comparado com o grupo nao tratado.
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Figura 21. Carga fangica pulmonar e cerebral de camundongos infectados com Cryptococcus
neoformans H99 tratados e ndo tratados com miltefosina.
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Camundongos machos BALB/c infectados com 1 x 10° UFC pela veia caudal. Os animais foram
tratados ap6s 1 hora da infeccdo, por via oral (gavagem) com 0s seguintes esquemas
terapéuticos: miltefosina livre 10 mg/Kg a cada 24 h (MFS livre); dose Unica de nanoparticulas
de alginato com miltefosina 20 mg/Kg (MFS.Alg 1x); e 3 doses de nanoparticulas de alginato
com miltefosina 20 mg/Kg a cada 48 h (MFS.Alg 3x). O grupo ndo tratado foi incluido para
comparagdo com o0s grupos tratados. (A) pulméo e (B) cérebro. N = 4 - 5 animais/grupo;
*p<0,05 (ANOVA unidirecional com pos-teste de Dunnet) comparado com o grupo ndo tratado.

5.3 Discussao

Os sistemas de liberagdo controlada de substancias vém sendo amplamente utilizado na
area da saude como carreadores de farmacos e entre eles estdo presentes as nanoparticulas.
Neste trabalho foi definido produzir nanoparticulas de alginato pelo método de emulsificacédo
com gelificacdo externa; o qual consiste de duas etapas principais: primeira, a solucdo de
alginato, contendo o composto de interesse, é emulsionada em uma fase oleosa formando uma
emulsdo; segunda, um agente de reticulacdo, muitas vezes o ion calcio de uma solucdo de
cloreto de célcio, € adicionado a emulsao resultando na gelificacdo das goticulas de emulséo de
alginato, seguido pela separagdo dos componentes da emulsdo. Além disso, as emulsdes sdo
relativamente faceis de serem produzidas e, podem ser, por conseguinte, mais facilmente
dimensionadas para escala industrial (PAQUES et al., 2014).

Ao longo da padronizagéo da producéo das nanoparticulas de alginato foram avaliados
diferentes protocolos e escolhidas etapas e concentragdes conforme se observava os resultados
para chegar ao protocolo final no qual a MFS seria incorporada. Esse protocolo foi o ‘protocolo

K’ e durante a padronizagdao foi possivel observar que as nanoparticulas de alginato com
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tamanho e polidispersdo menores foram obtidas com 5 min de sonicacdo apds o gotejamento
do cloreto de calcio (protocolo K7) e com adi¢do 0,5 % de poloxamer (protocolo K9). O uso
de sonicador nos protocolos baseados em emulsificagdo com polissacarideos € um passo
importante para obter um tamanho menor e popula¢cdes monodispersas; a sonicacdo € eficaz em
quebrar os agregados de particulas, reduzindo assim seu tamanho e polidispersdo (LOPES et
al., 2015). Porém a sonicacdo é um processo critico envolvendo uma variedade de interaces
fisico-quimicas complexas que podem resultar na quebra de aglomerados ou agregacéo
adicional, e outros efeitos como reac¢fes quimicas sendo considerada uma etapa relevante na
padronizacdo correta do processo de producdo (MAHBUBUL et al., 2015; TAUROZZI,
HACKLEY; WIESNER, 2012).

A utilizacdo do poloxamer e de SPAN 80 na formulacdo esta relacionada com suas
caracteristicas tensoativas; sdo compostos anfifilicos que tendem a se distribuir nas interfaces
entre fases fluidas com diferentes graus de polaridade (6leo/adgua e adgua/6leo) formando um
filme molecular ordenado nas interfaces que reduz a tens&o interfacial e superficial formando
as emulsdes (SILVA et al., 2015). Yao et al., (2012) observaram que o uso de poloxamer com
alginato na formacédo de esferas porosas flutuantes para uso gastrico aumentou a estabilidade
da preparacéo.

E de extrema importancia nos sistemas de liberacdo de farmacos as caracteristicas de
tamanho, polidisperséo e potencial zeta; as nanoparticulas obtidas com o protocolo K possuem
tamanho médio de 330,3 + 20,6 nm e indice de polidispersdo em torno de 0,30. E possivel
observar um pico principal (95 % da populacéo) e outro menor contendo particulas de tamanho
em torno de 5.000 nm (5 % da popula¢do) (Figura 15), o que pode explicar o valor do indice de
polidisperséo ao redor de 0,30.

Quanto a média de tamanho encontrada é demonstrado que emuls6es de alginato com
gelificacdo externa podem variar de 200 a 1000 nm (PAQUES et al., 2013); trabalhos mostram
valores de tamanho de 259 = 27 nm e 419,6 £ 0,28 nm (SANGEETHA et al., 2007;
TACHAPRUTINUN; PAN-IN; WANICHWECHARUNGRUANG, 2013), muito proximos
aos obtidos neste trabalho com o protocolo K. Nossas nanoparticulas possuem um tamanho
favoravel, no que diz respeito a entrega de farmaco por via oral, pois particulas menores que
500 nm sdo absorvidas intactas por meio de vias transcelulares/ paracelulares no intestino
(JIAO, 2002)

O potencial zeta obtido foi negativo com valores de -25,3 + 4,07 mV; é sabido que o

alginato ¢ um polimero anidnico e essa caracteristica sugere que o polimero de alginato se
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encontra presente na superficie externa das nanoparticulas (GUPTA et al., 2015). A carga das
nanoparticulas interfere na estabilidade, no comportamento delas dentro do organismo e,
também, na liberacdo do farmaco (HONARY; ZAHIR, 2013). Estudos sugerem que
nanoparticulas com carga superficial positiva se ligam fortemente as membranas celulares
devido as interacOes eletrostaticas entre a membrana anibnica e as particulas catidnicas,
facilitando a captacdo celular (HONARY; ZAHIR, 2013; PANYAM; LABHASETWAR,
2003). Porém, sistemas carreadores com potencial zeta negativo tém se mostrado eficientes
mesmo com carga igual a das células. Patil et al., (2007) avaliaram o efeito do potencial zeta de
nanoparticulas de oxido de cério sobre a absorcéo celular em células de adenocarcinoma do
pulmdo (A549) e observaram que as células A549 possuem uma absor¢do preferencial pelas
nanoparticulas carregadas negativamente. O trabalno com microesferas de alginato como
carreadoras de nistatina, com potencial zeta de -35 mV, demostrou liberacdo adequada do
farmaco para tratamento de candidiase oral (SANGEETHA et al., 2007). Da mesma forma,
outros trabalhos com carreadores de alginato e carga negativa mostram ser eficazes na liberagédo
e consequente tratamento de candidiases (MARTIN et al., 2015; MARTIN-VILLENA et al.,
2013; REIS et al., 2015). Wilhelm et al., (2003) sugerem que as particulas carregadas
negativamente se ligam aos sitios catiénicos na forma de aglomerados, devido as suas
interacbes repulsivas com a carga negativa da superficie da célula. Além disso, as
nanoparticulas, ja ligadas na superficie celular apresentam uma densidade de carga reduzida, o
que pode favorecer a adsorcao de outras particulas livres. Assim, a elevada absorcédo celular de
nanoparticulas carregadas negativamente esta relacionada primeiro com o0 processo nao
especifico de adsorcdo das nanoparticulas na membrana celular e, segundo com a formacéo de
aglomerados de nanoparticulas.

A liofilizacdo é uma técnica frequentemente usada para promover a estabilidade fisica
e quimica de nanoparticulas e consiste em remover dgua da amostra congelada por sublimacéo
e dessorcdo a vacuo, porém durante as etapas de congelamento e secagem as nanoparticulas
podem sofrer alteracbes nas suas caracteristicas (ABDELWAHED et al., 2006). Quando
avaliada a estabilidade das nanoparticulas submetidas a liofilizacdo, foi observado que a
trealose foi 0 melhor crioprotetor para ser utilizado na formulagéo; esse resultado concorda com
estudos realizados por Chitkara et al., (2014) onde o uso de trealose mostrou melhores
resultados na reconstituicdo e constancia do tamanho das nanoparticulas. Outro fato observado
foi a diferenca das caracteristicas fisicas das nanoparticulas quando ressuspendidas em agua ou

em PBS. Pasparakis e Bouropoulos (2006) mostram que formulacdes de alginato em diferentes
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meios aquosos (agua pura, PBS pH 7.4 e solugdo representando fluido géstrico pH 1.2)
apresentam diferentes taxas de inchaco; no periodo de 1 h em 4gua pura ocorreu um grau de
intumescimento de 115 % enquanto em PBS foi de aproximadamente 70 %. O comportamento
de intumescimento pode ser bem justificado pelo fato de que as amostras ressuspendidas
tendem a absorver &gua a fim de encher as regifes vazias da rede de polimero das nanoparticulas
que permanecem desidratadas até que atinjam um estado de equilibrio osmético, aumentando,
assim, seu tamanho (PASPARAKIS; BOUROPOQULOS, 2006). Nossos dados demonstram que
a reconstituicdo das nanoparticulas em dgua aumenta o tamanho e o Pdi enquanto que em PBS
essas mudancas séo menores em relacdo aos valores obtidos antes da liofilizacdo, isso se deve
pelo efeito de inchago causado pela dgua pura. As nanoparticulas MFS.Alg liofilizadas com
trealose 10 % e ressuspendidas em PBS, também, mantém suas caracteristicas de tamanho e
polidispersdo, e um potencial zeta negativo com valor em médulo maior, tornando viavel a
utilizacdo desse procedimento. Além disso, as nanoparticulas MFS.Alg podem ser armazenadas
a -20°C durante 1 més sem perder suas caracteristicas de tamanho, Pdi e potencial zeta; e
principalmente a atividade antifingica, facilitando o uso da formulacéo, ndo sendo necessario
utilizar logo apds o seu preparo.

As nanoparticulas sem e com MFS (Nano.Alg e MFS.Alg, respectivamente) possuem
superficie e formas semelhantes quando observadas em microscopia eletrdnica, o que indica
que a incorporacao do farmaco ndo altera a morfologia. Além disso, as imagens de microscopia
corroboram com os dados de tamanho médio das nanoparticulas obtidos por DLS. E interessante
salientar que as formas das nanoparticulas observadas por MET séo esféricas e por MEV séo
poliedros irregulares; essa caracteristica em particulas de alginato é observada em diferentes
trabalhos (GUPTA et al., 2015; MARTIN et al., 2015), podendo ser resultado da técnica
utilizada na preparacao das amostras (MARTIN-VILLENA et al., 2013).

Outra caracteristica importante do protocolo utilizado foi a eficiéncia de
encapsulamento da MFS nas nanoparticulas de alginato (81,7 % + 6,64). Isso demonstra que 0
protocolo K é eficiente em incorporar a MFS. Outros estudos utilizando o alginato mostram
valores de eficiéncia de encapsulamento nesta faixa, como microparticulas com ~80 % de
nistatina (MARTIN-VILLENA et al., 2013), nanoparticulas com 80 — 90 % de antibacterianos
antituberculose e 92 — 97 % de econazol (AHMAD; SHARMA; KHULLER, 2007). Alta
porcentagem de incorporacdo dos farmacos nas nanoparticulas torna esses sistemas mais

promissores para a utilizagdo, pois a perda de MFS durante o processo de producéo é baixa.
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Devido a natureza hidrofilica do polimero de alginato, a liberacdo de farmacos
encapsulados pode seguir mecanismos diferentes; farmacos solGveis em agua sdo liberados
principalmente por difusdo, enquanto que farmacos pouco sollveis em agua sdo liberados por
erosdo matricial (SOSNIK, 2014). Martin-Villena et al., (2013) observaram em suas
microparticulas de alginato contendo nistatina que a liberagdo ocorria em um passo inicial com
liberacdo de explosdo, seguida de uma fase de liberagdo prolongada mais lenta. Esse
comportamento € visto na liberacdo da MFS das nanoparticulas de alginato, onde em 6 h ocorre
maior liberacdo da MFS seguida de forma constante e lenta, o que pode proporcionar reducéo
na frequéncia de dosagem, minimizar as flutuacdes no nivel do farmaco no plasma, e diminuir
os efeitos adversos (JAIN, 2014). E importante salientar que ndo foram observadas interagdes
quimicas entre o farmaco e a formulacdo quando analisado por FTIR, fator importante para que
a MFS seja liberada nas das nanoparticulas de alginato.

A MFS possui elevada toxicidade com efeitos gastrointestinais (nauseas, vomito,
diarréia) e toxicidade associada principalmente com os rins e o figado. Adicionalmente,
observa-se efeito teratogénico e elevada atividade hemolitica (similar a anfotericina B
deoxicolato) (revisado por DORLO et al., 2012). Observamos que a MFS livre possui atividade
hemolitica de 50 % em concentra¢Ges proximas de 35 ug/mL e a MFS em nanoparticulas de
alginato (MFS.Alg) néo causa nenhum efeito hemolitico até as maiores concentracdes testadas
de MFS (128 pg/mL). Esses dados corroboram com o perfil de liberagao controlada do farmaco
das nanoparticulas. Além disso, foi observado que as nanoparticulas Nano.Alg nao apresentam
nenhum efeito toxico. Dados da literatura afirmam que uso do polimero de alginato traz como
uma vantagem ndo apresentar toxicidade (CARDOSO; COSTA; MANO, 2016; PAQUES et
al., 2014) e, também, que 0 uso de sistemas carreadores diminui o efeito toxico de farmacos
(KUMAR et al., 2013; SANGEETHA et al., 2007; SPADARI; LOPES; ISHIDA, 2017).

A atividade antifangica das nanoparticulas de alginato com MFS (MFS.Alg) quando
avaliada in vitro apresentou valores de CIM similar a MFS livre para C. neoformans CAP59;
entretanto para C. neoformans H99 e C. gatti ATCC 56990 os valores de CIM das
nanoparticulas MFS.Alg foram maiores que MFS livre. Dados da literatura tém demonstrado
que alguns antifingicos (Ex. Anfotericina B) carreados em particulas (hano- ou micro-) podem
apresentar menor atividade antifngica in vitro quando comparado com a formulagédo
convencional do farmaco; por outro lado, em modelo animal a atividade antifingica apresenta-
se similar ou melhor, e também, diminui os efeitos toxicoldgicos associados ao antifungico na

formulacdo convencional e/ou diminui os intervalos da administracdo do farmaco (KHAN et
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al., 2016; SALDANHA et al., 2016; TAN et al., 2016). Um aspecto importante é que as
nanoparticulas MFS.Alg estocadas a -20°C por até 90 dias mantém a atividade antifingica com
uma variacdo no valor de CIM de mais ou menos uma dilui¢do. Essas variacdes nos resultados
de CIM sdo amplamente aceitas pelos protocolos padrdo de testes de susceptibilidade aos
antifungicos descritos em documentos do “Clinical & Laboratory Standards Institute” (CLSI,
www.clsi.org) e do “European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing” (EUCAST,
www.eucast.org). Adicionalmente, as caracteristicas de tamanho medio, Pdi e de potencial zeta
de MFS.Alg foram consideradas similares por até 30 dias de armazenamento a -20°C,
conferindo estabilidade da formulag&o.

O uso de MFS em nanocarreadores, também, tem sido avaliado para tratamentos
antiparasitarios. Nanoparticulas de PLGA-PEG com MFS promoveram uma reducdo
significativa de amastigotas de Leishmania donovani no tecido infectado em relacdo a MFS
livre e AMB invivo (KUMAR et al., 2016). Outro estudo com nanoparticulas lipidicas contendo
MFS diminuiram o efeito hemolitico e a citotoxicidade em macréfagos e mantiveram a
atividade anti-leishmaniose semelhante ao farmaco livre (BITTERCOURT et al., 2016).
Também, foram avaliadas nanoparticulas lipidicas contendo MFS para tratamento oral
alternativo para a esquistossomose mansoénica; 0s autores demonstraram que uma dose Unica
(20 mg/ kg) por tratamento oral contra o estagio adulto de S. mansoni em camundongos foi
eficaz usando a formulacéo, além de observarem efeitos potentes contra o0s estagios invasivo e
imaturo de S. mansoni em camundongos infectados (EISSA et al., 2015; EL-MOSLEMANY et
al., 2016).

Neste trabalho incorporamos a MFS em nanoparticulas poliméricas de alginato, os
carreadores poliméricos oferecem vantagens em relacdo aos demais sistemas, como 0s
formados por lipidios, principalmente na facilidade de producdo; sdo mais facilmente
escalonaveis, cujas propriedades fisico-quimicas sdo passiveis de reproducdo apds otimizagédo
do processo de producdo; e sdo mais estaveis (VOLTAN et al., 2016). Além disso, 0 uso de
polimeros naturais, como o alginato, é vantajoso em comparagdo com polimeros sintéticos
devido a sua abundancia na natureza, baixo custo de processamento, biocompatibilidade,
biodegradabilidade, solubilidade em &gua, bioatividade e seguranca ambiental (DEBELE;
MEKURIA; TSAI, 2016; SUNDAR; KUNDU; KUNDU, 2010)

O modelo de infeccdo sistémica por C. neoformans H99 e o tratamento com MFS livre
corroboram com resultados obtidos na literatura em que a administracéo oral diaria de MFS por

5 dias apds a infeccdo dos camundongos aumentou a sobrevida (WIDMER et al., 2006). E
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importante salientar que os animais tratados por via oral com 3 doses (20 mg/Kg) de MFS.Alg
e com 5 doses de MFS livre (10 mg/Kg) tiveram perfil de sobrevivéncia semelhantes (75 %).
De forma interessante, quando avaliada as UFC desses animais, o tratamento com MFS livre
ndo diminuiu a carga fungica nos pulmdes e cérebros, assim como o uso de MFS.Alg 1x. Por
outro lado, o tratamento com MFS.Alg 3x diminuiu a carga fungica em ambos 0s 6rgaos. Esses
dados demostram que o uso das nanoparticulas de alginato como carreador da miltefosina é
promissor, sendo o tratamento menos incomodo pelo fato de ser administrado em intervalos
maiores de tempo (48 h) e mais eficiente em diminuir a carga fungica nos érgédos que o farmaco
livre. E importante ressaltar que mesmo a concentragéo total do farmaco sendo maior quando
utilizada a formulacdo MFS.Alg 3X, as nanoparticulas trazem a vantagem importante de

diminuir os efeitos tdxicos no organismo.

5.4 Conclusao

- O protocolo de producéo das nanoparticulas de alginato foi padronizado utilizando o
método de emulsificacdo com gelificacdo externa, e obtidas nanoparticulas com tamanho médio
de 314,0 + 32,6 nm, indice de polidispersdo em torno de 0,30 e potencial zeta de -27,2 + 3,01
mV, com superficie regular e formas esféricas e/ou poliédricas irregulares;

- A porcentagem de incorporacdo da miltefosina nas nanoparticulas de alginato é de 81,7
% + 6,64 e ocorre uma liberacdo lenta e prolongada do farmaco quando avaliado in vitro;

- Nanoparticulas MFS.Alg avaliadas in vitro sobre células plancténicas de Cryptococcus
spp. mostraram atividade antifungica com valores de CIM semelhantes e até ~10 x mais altos
que a MFS livre;

- O uso de nanoparticulas de alginato como carreador da MFS ndo causou hemdlise,
diminuindo a toxicidade quando comparado com o farmaco livre;

- As nanoparticulas de alginato com miltefosina (MFS.Alg) mostraram atividade contra
criptococose sistémica, aumentando a sobrevida dos camundongos infectados e diminuindo a

carga fangica no pulmao e cérebro.
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Potential Use of Alginate-Based
Carriers As Antifungal Delivery
System
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Fungal infactions have become a major public haalth problem, growing in number and
severity in recant decadeas due to an increass of immunocompromised patients. The use
of therapeutic agents available to treat these fungal nfections is limited by their toxcity,
low bioavasiability, antifungal resistance, and high cost of treatment. Thus, it becomes
axtremaly mmportant to search for new therapeutic options. The use of polymearic
systems as drug camiers has emerged as a promising alternative to conventional
formulations for antifungals. Alginate is a natural polymer that has been explored in
the last decade for development of drug delivery systems due to its non-toxcity,
properties. Several antifungal agents have been incorporated in alginate-based delivery
in vitro and in vivo results for antifungal activities, reduction in the toxicity and the
total drug dosa used in the treatment, and improved bioavailabiiity. This review aims
at discussing the potential use and benefits of alginate-based nanocarriers and other
delivery systems contaning antifungal agents in the therapy of fungal infections.
Koywords: antifungai, alginata, drug delivery systems, nanoparticios, amphotericin B

INTRODUCTION

Fungal infections have become a major public health problem and are growing in number and
severity over the past three decades. The development of new medical treatments, including
therapy with immunosuppressive agents and chemotherapy of cancer, led to a dramatic increase in
the number of immunocompromised individuals who are vulnerable to infections which otherwise
would have been easily resolved (Karkowska-Kuletz et al, 2009). More than 1.7 billion people
worldwide are estimated to suffer from fungal diseases, ranging from superficial to invasive
infections (Brown et al, 2012), and some of these infections cause more deaths per year than
tuberculosis or malaria (Gatfi - Global Action Fund for Fungal Infections, 2016). However, deaths
resulting from invasive or chronic fungal infections are often overlooked, and most public health
agencies present little or no mycological surveillance programs (Brown et al, 2012). Preventive
measures, premature diagnosis, and the availability of appropriate antifungal treatment could
reduce death rates by fungal infections.

The current antifungal therapy is based on three major chemical classes: echinocandins,
polyenes, and azoles. Echinocandins are f(1,3)-glucan synthase inhibitors, disrupting the synthesis
of the cell wall f(13)-p-glucan polymer. Polyenes and azoles alter cytoplasm membrane
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Keywords
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Amifungal

Pamaoocridioidommycosis (M) is a systemic my cosis caused by the dimorphic fungi Forecoccidioides spp.
The duration of antfungal treatment ramges from months to years and relapses may nevertheless coour
despite protracted thempy. Thus, thenes remains an urgent need for new therapeutic options. Milbefosine
[MLT}, an analogue of alkylphospholipids, has antifiangal activity against species of yeast and filamen-
tours fungi The aim of this ﬂmt' was to evaluate the amtifungal sffects of MLT on the yeast forms of
Porocoondinides brelisnss and Poreooo fipides butzii MILT demonstrated nhdbitory actwity from 0012
to | pgfml, which was mi.mmmmﬂurﬂmmmbmmtmwmmhﬂ
was not more effective than itraconazole. The fungicdal activity of MLT coourred at concentrations =1 gl
mL Ultrastructural alterations were ohserved following exposure of the fungus to 2 subinhibitory
comcentration of ML, such 2= cytoplasmic membrane alteration, mitochondrial swelling, electron-
lncemt wvarwale accumulation and increzsing melanosome- ke strochanes. Mislanin prod nction by yeasts
following MLT exposure was confirmed by belling with antibodies to melanin. In addition, the com-
bination of 2 subinhibitory concentration of MLT and tricydamle, an inhibitor of DHN- melanin biosy nthesis,
drastically reduced yeast viability. In condusion, MIT had a fungicidal offect against both Porocoooidinides
spp., and 2 subinhibitory concentration impacted melanogenesis. Thess findings naggest that additional

imvestigations should be pursued to establish a role for MLT in the treatment of PO,
& 217 Elsevier BV. and International Society of Chemotherapy. All nghts reserved.

1. Imroduction

Parococidoides brasiliensis and Parcoccidioides il are dimos-
phic fungi thar are the causative agenis of paracoccdioidomyCosis
{PCM]. which is primarily distributed in Larin America with high
prevalences in Brazil, Colombia, Venezuela and Argentina [ 1] This
SYSIEMIC MyCOSis is initiated by te inhalaton of airbome propa-
gubes from the mycelium phase of Rorecocidioides spp., which rapidhy
undergo phase ransicion inm the parhogenic yeast form [1] PCM
is considersd a seTious public health problem in endemic regions,
wheTe it is the leading cause of dearh due o SySTEmic MyCoses in
immunocomperent patients [2]. Furthermore, PCM is the eighth
MHOST COMMON Cawse of maraliny from chronic infectious diseases
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in Larin America, with reaching rates of 1.65 deachs per million
inhabiranTs |3

Trearment of PCM s usually long-term, ypically ranging from
5 m 24 months; moremvet, there are few dnegs available with proven
efMcacy against Porococoidioides spp. The moso cmmaonly wsed ther
apeurics are irraconazole (ITC), amphowericin B (AmB) and
rimerhoprimy sulf anethecazole ([TMEP]SMX) [1]. However, clinical
failures or relapses are well documented during and after mear-
ment with these drugs [3]. Thus, there is an urgent need o identity
alermnarive antfungals for meamment of POM.

Miltefosine (MLT) i an alkylphospholipid analogue [4- 6], Orig-
inally developed as an antimumour drug, MLT has also shown
inhibitony acrivities against Letshman o spp. and Trypan os6ma ouzi
[4~ 6] In many counmies of Latin AmeTica, India, Germany and others,
MILT is frequendy ussd for the meamment of leishmaniasis and breast
cancer. Recently, MLT was approved by the US Food and Drug Ad-
MinisIarion (FOA) for curaneous and visceral leishmaniasis [7].

In addition m its ANGEPATasitic Aiviy, iMestiganors have dem-
onsrared in vimo antfungal acivites of MLT against dimorphic
tungi such as Cocridinides posadasii |8, Histoplosma capsulanom
and Sporothrix spp., [8-10] clinically relevant moulds such as

D24-B5TSHE 2017 Hlsevier BV, and Ineermarional Sockey of Chemmheragy. All rights resereed
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Antifungal Activity of the
Biphosphinic Cyclopalladate C7a
against Candida albicans Yeast
Forms In Vitro and In Vivo
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Vuhovaginal and invasive candidiasis are frequent conditions in immunocsuppressad
indviduals caused by Candida albicans and non-alfvcans Candida spp. Fluconarole
and Amphotaricin B are the main drugs usad to fight the infection. However, resistance
to fiuconazole and other azole antifungal dnugs is an important clinical problem that
aencourages the search for new therapeutic afternatives. In this work, we evaluata the
antifungal activity of the biphosphinic cyclopaladate Cva in the in vitro and in wivo
modal. Our results showed fungicidal activity, with low values of minimal nhibitory
concentrations and minimum fungicidal concentrations, even for fluconazole andfor
miconazoke resistant Candids isolates. Fluorescencs microscopy and trarsmission
alactron microscopy rovealed that the compound was able o inhibit the formation of
hwphae/peaudotwphas and, moreover, promated monphological alterations in callular
organelles and sitructures, such as disruption of cell wall, apparent mitochondrial
sweling, chromatin margnalization into the nucled and ingreased numbers of electron-
lucent vacucles. CTa significantly decreasad the biofim formation and reduced the
viability of yeast calls in mature biofilms when tested against a vinulent C. afhicans strain.
In vivo assays demonstrated a significant decreasa of fungal burden in local (vaginal
canal) and disseminated (kidneys) infection. In addition, we obsarved a significant
incraasa in tha survival of the systemically infected animals treated with C7a. Our resulis
suggest C7a as a nowel tharapeutic agent for vaginal and disseminated candidiasis, and
an alternative for convantional drug-resistant Candids.
Keywords: Candida spsp., climical antdungal
g yoast

CTa, vaginal candidissis,
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