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RESUMO

O uso de anfotericina B (Anf-B)um antibiotico poliénico e antifungico, usado como a
primeira opcdo de escolha para o tratamento da fungemia em pacientes criticos,
especialmente a candidemia. Dessa forma, o presente trabalho teve como objetivo avaliar
os efeitos toxicogenéticos da Anf-B nanoparticulada. Para tanto, foi utilizado o teste de
letalidade de A. salina para verificar a toxicidade da substancia, bem como o teste de
fragmentacdo de DNA para verificar danos ao material genético de células humanas
(leucocitos- GM16000). Para o teste de A.salina, foi utilizado dois tempos de exposicdo
(TE: 24h e 48h), com Anf-B. No TE 24h, a EC50 da anfotericina B foi de 67,3 pg/ml..
No TE 48h, todas as concentracfes da substancia foram altamente tdxicas, com EC50 de
0,1ng/ml. Na fragmentacdo de DNA (TE: 48h), verificou-se que a Anf-B mostrou pouca
ou nenhuma genotoxicidade para os leucocitos humanos. Pelos testes avaliados, a
anfotericina B mostrou-se um medicamento toxico, porém mais estudos sao necessarios
para verificar os riscos do tratamento com Anf-B e a possibilidade do uso de substancias

gue possam atenuar a toxicidade sem diminuir sua acéo.

PALAVRAS CHAVES: Anfotericina B; fungicida; Toxicidade.
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ABSTRACT

The use of amphotericin B (12xt-B), a polyene and antifungal antibiotic, as the first choice
for the treatment of fungemia in critically ill patients, especially candidemia. Thus, the
present study aimed to evaluate the toxicogenetic effects of 12xt-B. Therefore, the A.
salina lethality test was used to verify the toxicity of the substance, as well as the DNA
fragmentation test to verify damage to the material. Gene of human cells (leukocytes-
GM16000). For the A.salina test, two exposure times were used (TE: 24h and 48h), with
12xt-B. At ET 24h, the EC50 of amphotericin B was 67.3 pg/ml. At ET 48h, all
concentrations of the substance were toxic. In DNA fragmentation (TE: 48h), it was found
that 12xt-B showed little or no toxicity to human leukocytes. By the tests evaluated,
amphotericin B proved to be a toxic drug, but more studies are needed to verify the risks
of treatment with 12xt-B and the possibility of using substances that can attenuate toxicity

without reducing its action.

KEYWORDS: Amphotericin B; fungicide; toxicity.
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O desafio de atenuar a toxicidade de medicamentos ainda insubstituiveis na
pratica clinica tem estimulado uma grande variedade de estudos para identificar
estratégias processuais ou farmacologicas. Neste cenario, destaca-se 0 uso de
anfotericina B (Anf-B), um antibidtico poliénico e antifingico, como a primeira op¢éo de
escolha para o tratamento da fungemia em pacientes criticos, especialmente em casos de
candidemia, devido ao seu amplo espectro de acdo e também pelo baixo custo.
(LANIADO; LABORIN 2009) Apesar do uso recorrente, sabe-se que a terapia deve ser
cuidadosamente monitorada devido a alta incidéncia de reacfes adversas como nausea,
vomitos, febre, hipertensdo ou hipotensao hipdxia e eventos mais graves como a lesédo
renal aguda. (HASLAM, 1996)

Multiplos agentes farmacologicos séo utilizados para a assisténcia, tratamento e o
diagnostico de pacientes hospitalizados, sendo que as reacfes adversas sao frequentes
(PERAZELLA 2009). Entende-se por reagdo adversa ao medicamento, qualquer efeito
prejudicial ou indesejado que se torna presente apds a administracdo de doses do
medicamento normalmente utilizadas na préatica clinica. Neste contexto, insere-se a
nefrotoxicidade induzida por agentes antimicrobianos, quimioterapicos, analgésicos e

Imunossupressores.

A nefrotoxicidade induzida pela Anf-B é muito frequente. Isso se deve ao
mecanismo de acimulo de medicamentos nos tabulos renais, visto que 25% do débito
cardiaco destina-se ao suprimento do fluxo sanguineo renal, somado a capacidade de
excrecdo do 6rgdo (PERAZELLA 2009). Tem sido demonstrado que a administracéo de

Anf-B em altas doses resulta em reacdo adversa dose-dependente.

As altas doses e longos periodos de utilizacdo da Anf-B na clinica resultam em
indices alarmantes de nefrotoxicidade. A busca por uma alternativa de intervencao
terapéutica que obtenha resultados promissores no desenvolvimento e agravamento da
lesdo renal aguda abre oportunidades para novos estudos que disponibilizem dados com
impacto para melhoria de protocolos assistenciais, destinados a pacientes criticos em uso

de medicamentos nefrotoxicos.

A fim de descobrir os efeitos adversos de infusGes medicinais, é importante a
realizacdo de testes que assegurem que as substancias tenham fins terapéuticos, e assim
se possa chegar a novos medicamentos. Os testes toxicogenéticos possuem papeis

importantes e fundamentais nas fases precoces do desenvolvimento de novos farmacos,
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sendo que adianta os riscos e, portanto, reduzem as possibilidades de que um novo
farmaco promissor falhe em etapas mais avancadas. Assim proporciona a seguranca de
que a satde do ser humano ndo seja colocada em risco (CUNNIHGAM, 2000; DORATO
e BUCKLEY, 2006).

O trabalho justifica-se pela necessidade de realizar testes para avaliar os efeitos

toxicogeneticos, a nivel celular, da Anfotericina B em diferentes ensaios pré-clinicos.

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Avaliar os efeitos toxicogenéticos, a nivel celular, de um polimero

nanoparticulado de angico associado a Anfotericina B em diferentes ensaios pré-clinicos.

2.2. Objetivos especificos

. Avaliar a toxicidade do farmaco nanocapsulado através de testes de
letalidade do microcrustaceo A.salina;
. Verificar os danos causados ao material genético por intermédio do

método de fragmentacdo do DNA em gel de agarose.

3,REVISAO BIBLIOGRAFICA

A anfotericina B agrupa-se, juntamente com a nistatina, aos antibidticos
poliénicos, cuja estrutura é macrociclica e caracterizada por atomos de carbono divalentes
dispostos em série. Atua como fungicida ligando-se ao ergosterol, esterdide presente na
membrana de fungos sensiveis, alterando a permeabilidade desta e causando a perda de
constituintes citoplasmaticos. Adicionalmente, leva a uma leséo oxidativa que resulta em

alteracfes metabdlicas prejudiciais a sobrevida celular. (MARTINEZ 2006).
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A anfotericina B (AmB) é um antimicrobiano da classe dos polienos, isolado pela
primeira vez em 1955 a partir de culturas de Streptomyces nodosus obtidas no delta do
rio Orinoco, na Venezuela. A baixa solubilidade € uma caracteristica dos antimicrobianos
polienos (KLEINBERG et al).

A formulacdo convencional da anfotericina B, para uso medico, associa a esta
droga o desoxicolato de sodio, cuja finalidade é solubiliza-la em &gua e estabilizar a
suspensdo na forma de miceélios. A aplicacdo por via endovenosa, em infusdo lenta, é
necessaria para se obter niveis uteis no sangue e tecidos. (SCIELO 2006).

A anfotericina é uma molécula anfipatica, ou seja, possui uma regido hidrofilica e
uma regido hidrofdbica, esta ultima a torna insoltvel em meios aquosos. A solubilidade
aquosa € adquirida através da formulacdo com o deoxicolato de sodio ou uma variedade
de carreadores lipidicos. A anfotericina B produz freqlentes efeitos adversos, quer
relacionados a infusdo, quer tardios, por toxicidade celular e tecidual.

O principal efeito adverso associado ao uso de anfotericina B é a nefrotoxicidade.
Além da nefrotoxicidade, outros efeitos adversos, como rea¢des agudas infusionais,
anemia, neutropenia, plaguetopenia e alteraces de enzimas hepaticas, estdo descritos. Os
efeitos adversos da anfotericina B, especialmente a nefrotoxicidade, limitam seu uso de
forma importante, pois trazem consequéncias significativas do ponto de vista de
desfechos clinicos e custos hospitalares (BATES 2001). A intensidade dessas reagdes
adversas varia conforme o paciente diminui com a progressdo do tratamento. Os efeitos
adversos tardios relacionam-se diretamente com a dose cumulativa recebida de
anfotericina B e, também com a sensibilidade e condigdes organicas do paciente.

As reacOes imediatas a infusdo decorrem da liberacdo de interleucinas e
prostaglandinas, manifestando-se como febre, calafrios, taquicardia, hipertensao arterial,
nauseas e vomitos. A intensidade dessas reaces imediatas varia conforme o paciente e
diminui com a progressdo do tratamento. Os efeitos adversos tardios relacionam-se
diretamente com a dose cumulativa recebida de anfotericina B e, também, com a
sensibilidade e condicdes organicas do paciente. Mais comuns séo a nefrotoxicidade e a
anemia, que requerem correcao de doses e de intervalos da administracdo e eventualmente
obrigam a uma suspensdo da terapia. (CARVALHO 1998)

A toxicidade da anfotericina B pode ser dividida em efeitos agudos (reacGes
agudas infusionais) e subagudos (toxicidade renal, hematologica e hepatica). Reacdes
agudas infusionais sdo caracterizadas por sintomas como calafrios, febre, nduseas e

vomitos, cefaleia, hipotensdo, taquicardia e dispneia, que ocorrem durante a
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administracdo de anfotericina B. Tais reacdes frequentemente requerem atencdo médica
e uso de medicamentos, tais como dexclorfeniramina ou meperidina.

A nefrotoxicidade ¢ um evento adverso, bastante conhecido, da terapia com
anfotericina B. A perda de funcéo renal € uma complicacdo relativamente comum, assim
como outros eventos, como hipocalemia, hipomagnesemia, acidose metabdlica devido a
acidose tubular renal distal e polidria devido a diabetes insipidus nefrogénico.
(DERAY,2002).

A despeito da disponibilidade de novas drogas antifigincas, este medicamento
ainda exerce um papel importante na pratica clinica, particularmente em ambientes onde
os recursos financeiros séo limitados, como na maioria dos hospitais publicos brasileiros.
(KLEINBERG,2006)

O termo “Nanoparticula”, aplicado literalmente, compreende uma particula que,
independentemente da sua constituicdo, forma, tipos de interacoes e aplicacdes, apresenta
um tamanho nanométrico. As nanoparticulas sdo uma inovacdo em ciéncias
farmacéuticas. Permitem ultrapassar as limitacdes de sistemas de veiculagdo classicos,
desenvolver novas estratégias de diagndstico e tratamento, assim como abrir caminho
para uma melhor compreensdo de mecanismos bioldgicos. (FRANCO 2013)

As nanoparticulas apresentam caracteristicas muito Uteis, principalmente para a
ciéncia. Podem aumentar os limites de sensibilidade e a especificidade de testes
bioquimicos e métodos analiticos, permitir a visualizacdo de tecidos e células marcadas
com as nanoparticulas em técnicas de imagiologia, e permitem o aumento da eficacia,
conforto e seguranca dos farmacos, como sistemas de veiculacdo de farmacos. (FRANCO
2013). Séo formadas por materiais diversos, como 0 ouro, a prata, o carbono, o0 zinco, a
argila, dentre varios outros. Dessa forma, possuem utilidade devido a relacdo entre a area

e o volume gue apresentam.

O termo ‘“nanoparticula” engloba dois tipos de estruturas diferentes,
nomeadamente nanocéapsulas e nanoesferas, as quais diferem entre si segundo a sua
composicao e organizacdo estrutural. As nanocapsulas constituem sistemas reservatorios
onde é possivel identificar-se um nucleo liquido diferenciado (6leo ou agua) rodeado por
material solido (involucro polimérico). Neste caso a substancia ativa pode encontrar-se
dissolvida no nucleo e/ou incluida ou adsorvida na parede polimérica. As nanoesferas sdo
sistemas formados por matrizes poliméricas que, contrariamente as nanocapsulas nédo

apresentam um nucleo diferenciado. As substancias ativas neste tipo de nanoparticulas
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encontram-se frequentemente distribuidas/encapsuladas de forma homogénea no interior
da matriz, sendo libertadas por difusdo, podendo ainda encontrar-se adsorvidas a
superficie da nanoesfera (COUVREUR et al., 1995, 2002; SCHAFFAZICK et al., 2003;
GUTERRES, 2007, STEICHEN et al., 2013).

A proposicdo de nanocépsulas como sistemas capazes de controlar limitagdes
associadas a terapéutica convencial estd principalmente relacionada com suas
propriedades de controle da liberacdo e transporte de farmacos para sitios de acao
especificos, o que leva, consequentemente, a um aumento da eficacia terapéutica e
reducdo dos efeitos adversos (BARRATT, 2000; NIMESH et al., 2006; RAO;
GECKELER, 2011). Além disso, as nanocapsulas sdo potencialmente capazes de
proteger o farmaco contra a degradacdo quimica enzimatica ou imunoldgica (MORA
HUERTAS;FESSI; ELAISSARI, 2010; RFO; GECKELLER, 2011; WU; ZHANG,;
WATANABE, 2011).

Nanocapsulas poliméricas vém sendo estudadas extensivamente para liberacéo de
farmacos por diversas vias de administracdo. Atualmente a nanoencapsulacdo de
farmacos é considerada o meio mais eficiente de assegurar liberacdo controlada,

direcionamento especifico e reducdo dos efeitos adversos.

Existem alguns métodos desenvolvidos para a preparacdo de nanoparticulas
poliméricas descritos na literatura. De uma maneira geral estes podem ser classificados
em duas grandes categorias, dependendo se as nanoparticulas sao preparadas diretamente
através de reacdes de polimerizacdo de mondmeros ou através de polimeros, sintéticos ou
naturais, pré-formados (COUVREUR et al., 1995).

Os métodos que envolvem reacdes de polimerizacdo de mondmeros, tais como
polimerizacdo interfacial e polimerizacdo por meio de emulsfes (aquosas ou organicas),
frequentemente requerem a realizacéo de processos adicionais de purificagdo do material
coloidal obtido de forma a eliminar moléculas residuais do meio de polimerizacdo, que
podem ser eventualmente toxicas, tais como mondmeros, ou surfactantes (COUVREUR
etal., 1995; REIS et al., 2006).

A nanomedicina surgiu como uma nova ferramenta para alavancar os avangos das
aplicacdes de nanomateriais na medicina tradicional. Com isso, inUmeras aplicagfes de
nanomateriais para diagndstico e tratamento tém sido descritas na literatura desde seu
surgimento (BLANCO et al., 2011; CARUSO et al., 2012; PERINOTTO et al., 2008). A
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entrega de medicamentos foi uma das primeiras areas a crescer neste cenario, e uma das
que mais se desenvolveu ao longo dos anos (COUVREUR 2012) Consequentemente, a
ideia de aliar diagndstico e entrega do ativo para o tratamento pontual tem avancado.
(LIU; ROBINSON; TABAKMAN 2011).

A utilizacdo de nanomateriais em medicina faz com que as instrumentagdes e
metodologias tradicionais de analise sejam melhoradas a cada nova descoberta. (KRANZ;
MIZAIKOFF 2011). Por isso, a utilizacdo de técnicas de diagndstico baseadas em
nanoparticulas oferece uma alta sensibilidade, como no caso do diagnostico de canceres
em estagios iniciais. (BLANCO 2011). Por exemplo, se uma nanoparticula for
suficientemente seletiva na marcacao de uma célula cancerigena e esta for diagnosticada
por imagem ou outra técnica analitica altamente sensivel, aumentara as chances do
paciente ter a cura completa da doenca sem atingir os outros niveis da doenca, como a
metastase. (CANCINO; MARANGONI; ZUCOLOTTO 2013).

Nanoparticulas sdo tipicamente referidas como particulas microscépicas com
tamanho entre 1 nm e 100 nm (LAURENT; MAHMOUDI, 2011). Algumas das
caracteristicas das particulas como tamanho, area superficial da particula, composi¢do
quimica da superficie, dosagem e producédo de radicais livres tém papel importante no
comportamento, estabilidade e nanotoxicidade das nanoparticulas (LAURENT;
MAHMOUDI, 2011). Uma reducdo no tamanho dessas particulas aumenta a superficie
de contato e, portanto, mais moléculas quimicas podem se ligar a essa superficie,

aumentando sua reatividade e/ou seus efeitos toxicos. (NOBREGA, 2019).

As nanoparticulas usadas na liberacdo vetorizada de farmacos podem ser
classificadas como passivas ou ativas. Na liberacdo passiva, as nanoparticulas sdo
planejadas de modo que seu tamanho ou caracteristicas da superficie facilitem a
acumulacdo das particulas no érgdo alvo passivamente. Por exemplo, nanoparticulas
podem alvejar tumores através do efeito de permeabilidade e retencdo aprimoradas (EPR
effect). Para a vetorizacdo ativa as nanoparticulas sao conjugadas com moléculas-ligantes
ou sistemas carregadores que interajam com receptores associados no tecido-alvo
(SINGH; LILLARD, 2009; BERTRAND et al., 2014; TROIANO et al., 2016; LEE;
YEO, 2015).

As caracteristicas quimicas e fisicas das particulas podem ser modificadas para

aumentar sua reatividade com os tecidos do corpo. Mudancas quimicas na superficie das
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particulas podem vetoriza-las a um local de liberacéo especifico (targeting) ou modificar
sua toxicidade (CLIFT 2008; LAURENT; MAHMOUDI, 2011; SINGH; LILLARD,
2009; TROIANO 2016). Sao comumente usados com o objetivo de melhorar a
estabilidade fisico-quimica da droga carregada e, assim, sua biodisponibilidade (SOUTO
etal., 2019).

Além disso, a efetividade das particulas depende também da dosagem prescrita e
das substancias utilizadas. Pesquisas demonstram que uma dose elevada de
nanoparticulas, em particulas pequenas ou grandes, pode ser prejudicial a satde (SINGH
etal., 2007).

O rapido avanco da nanomedicina esta intimamente relacionado com algumas
propriedades dos nanomateriais as quais permitem aplicacGes em diagndsticos e terapias.
(CARUSO; HYEON; ROTELLO; CHEM 2012). Para o desenvolvimento de
nanomateriais com alta especificidade, sejam quais forem as aplicacdes, caracteristicas
como estabilidade, dispersdao de tamanho, morfologia, carga superficial e toxicidade
devem ser bem definidas para que os resultados desejados sejam alcancados.( Boulaiz
2011) Por exemplo, os agentes terapéuticos podem ser encapsulados, ligados
covalentemente ou adsorvidos sobre os nanomateriais, dando origem aos chamados
materiais terandsticos (que servem para terapia e diagnéstico ao mesmo tempo).

(Cancino, Marangoni, Zucolotto 2013).

Bioensaios toxicogenéticos

Um dos ensaios bioldgicos que vem tomando destaque por utilizar apenas morte
ou sobrevivéncia de organismos como Unico parametro de analise, servindo como teste
para o descobrimento de substancias que venham a ter uma possivel atividade biolédgica
com base na toxicidade geral, além de ser de facil manuseio e baixo custo, uma vez que
ndo utiliza de aparelhagem especial e facilmente aloja um alto nidmero de larvas,
possibilitando validacéo estatistica, garantindo um método confiavel, é o bioensaio de
toxicidade frente as larvas de Artemia salina (RAJABI 2015).

A Artemia salina é uma espécie de microcrustaceo da ordem Anostraca,

encontrado em aguas salgadas utilizada como alimento vivo para peixes, sendo seus 0vos
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encontrados em lojas de aquaristas. Essa espécie de microcrustaceo marinho tem sido
utilizada em experimentos laboratoriais como um bioindicador, sendo o seu grau de
tolerancia em relacdo a um fator ambiental reduzido e especifico, de modo que apresenta
uma resposta nitida frente a pequenas variacdes na qualidade do ambiente (ABEL, 1989).

Este microcrustaceo enquadra-se como um organismo regulador hipo / hiper-
osmotico capaz de manter as concentracGes de ions de hemolinfa, dentro de limites
estreitos sobre uma gama de salinidade externa de NaCl a 0,26% em ambientes
supersaturados (CARVALHO et al., 2009; ATES et al., 2013). O uso da Artemia salina
tem relevancia ecoldgica nos ecossistemas marinhos, pois estes organismos sdo uma
representacdo da comunidade zooplancténica e vital na ecologia das praias.

A Artemia salina é conhecida por sua capacidade de se adaptar a diferentes
condi¢cdes ambientais, tornando-se um organismo de teste crucial na ecotoxicologia
(REGUEIRAS et al., 2018). Seus cistos se adaptam ao estresse de varias maneiras. Eles
sdo cercados por uma parede celular rigida impermeéavel a maioria dos compostos
quimicos e que funciona como um escudo contra a radiacdo ultravioleta. Os cistos
de Artemia salina contém grandes quantidades de trealose, um acgucar ndo redutor com
funcdo de preservar membranas e proteinas durante a dessecacdo (MACRAE et al., 2016).
Um fundamento pela ampla utilizacdo deste microcrustaceo esta ligado a disponibilidade
comercial de ovos dormentes, 0s quais sao colhidos em grandes quantidades em lagos de
sal (ARCANJO et al., 2012)

O ensaio de letalidade de Artemia salina € um bioensaio padronizado em pesquisa
marinha e aquatica que tem sido sucessivamente empregado para fornecer dados iniciais
de toxicidade que pode ser apoiada por bioensaios mais especificos e mais sofisticados,
uma vez que 0s compostos ativos tenham sido isolados (REGUEIRAS et al., 2018; APU
etal., 2010).

Varios estudos tem sido desenvolvido utilizando o teste de toxicidade em Artemia
salina, o qual é empregado desde a extratos até substancias isoladas com a finalidade de
encontrar a LCso, justificando assim seu uso como um dos primeiros testes a serem
utilizados na investigacdo da concentragéo a ser utilizada (DO AMARANTE et al., 2011;
ARCANJO et al., 2012; ULLAH et al., 2013), bem como correlacionar a toxicidade do
bioensaio com outras atividades farmacoldgicas, tais como antifungicos, antiviral e
antimicrobiana (MACBAE et al., 1988), antiparasitaria (SAHPAZ et al., 1994),
antitripanossoma (ZANI et al., 1995), antiplasmddica (DO AMARANTE et al., 2011) e
antitumoral (MEYER et al., 1982; MCLAUGHLIN; ROGERS, 1988; NUNES et al.,
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2009; ARCANJO et al., 2012) além de outra possibilidade que pode estar associadas a
investigacdo da ecotoxicidade de nanomateriais em ecossistemas marinhos (ATES et al.,
2013).

4. MATERIAL E METODOS OU METODOLOGIA

Bioensaios de letalidade em Artemia salina (BSLB)

Para tanto, foi utilizado o teste de letalidade de Artemia salina para verificar a
toxicidade de ambas as substancias, bem como o teste de fragmentacdo de DNA para
verificar danos ao material genético de células humanas de sangue (leucdcitos-
GM16000). Para o teste de Artemia salina, foi utilizado dois tempos de exposigéo (TE:

24h e 48h), com diferentes concentracdes de Anfotericina B.

Para a preparacdo da A. salina, os cistos do microcrustaceo foram adquiridos no
mercado central de Teresina-Pl, Brasil. Esta foi uma répida modificacdo do método
descrito por Meyer et. Al. (1982). Foram incubados cistos do microcrustaceo (Artemia
salina) contendo uma mistura 50:50 de solucdo salina (dgua do mar artificial: 23,0 g de
NaCl, 11,0 g de MgCI2.6H20, 4 g de Na2S04, 1,3 g de CaCl2.2H20, 0,7 g de KCIl em
1 L de &gua destilada e ajustado para pH 8,5 utilizando Na2CO3, 1N) e 4gua mineral sob
arejamento constante durante 48 h a 27 + 3° C. Apds incubacdo, os nauplios ativos livres
de conchas do microcrustaceo foram recolhidos a partir da por¢do mais iluminada da
camara de incubacdo e utilizados para o ensaio. Dez nauplios foram retirados por meio
de uma pipeta Pasteur e inseridos em cada tubo de ensaio contendo 5,5 mL da solucéo
salina. Em cada experimento, foi adicionado 0,5 mL da amostra teste (tratamentos) a 5,5
mL de solucdo de salina. Mantendo a mesma temperatura de eclosdo, sob a luz, os
nauplios sobreviventes foram contados. Foram utilizados trés tubos para cada tratamento.
A mortalidade de A. salina foi contada ap6s 24h e 48h de exposi¢do as substancias
testadas. Ao todo foram testados 5grupos experimentais, em dois tempos de exposicao,

sendo 10 nauplios por grupo em trés tubos de ensaio, totalizando 150 nauplios.

Eletroforese em Gel de Agarose para deteccdo de Fragmentacdo de DNA



23

DNA celular total foi exraido de acordo com Smith et al. (1989) ap6s a cultura
de células de leucdcitos (GM16000) por 48hs, na concentragdo de 1x10° células.
Amostras de DNA na concentracdo de 200ng foram aplicadas em gel de agarose 2% e
avaliadas por eletroforese usando TBE 1X por 2hs a 80V e 50mA. Foi utilizado o corante

Diamond dye para revelagdo das imagens em lampada UV.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Artemia salina

No tempo de exposicdo de 24h, a EC50 da anfotericina B foi de 67,3 pg/ml. No
tempo de 48h, todas as concentra¢des das substancias foram toxicas, onde a Anfotericina
B apresentou uma EC50 de 0,0001pg/ml (figural).

Figura 1. Atividade toxica da Anfotericina B em diferentes concentracgdes (ug/ml)

por meio do Bioensaio de Letalidade em Artemia salina (BSLB).

10

8 —— Anfotericina B 24h
-©- Anfotericina B 48h

0 ® ® 1
500 1000 1500

Log(ug/mL)

DL50: 67.3pg/ml (24h) e 0.0001png/ml (48h)

Fragmentacdo de DNA por eletroforese em gel de agarose

No teste de fragmentacdo de DNA (TE: 48h), verificou-se que a Anfotericina B nao
apresentou fragmentagcdo do DNA. O teste apresentou uma banda forte de DNA integro, com
pouco arraste por fragmentacéo de DNA. Todos os tratamentos se mostraram muito semelhante
ao controle negativo (CN). Além disso, percebe-se que o controle positivo (Cisplatina 2ug/ml)

apresentou fragmentacdo de DNA (arraste) e banda Unica em menor proporgéo (figura 2).
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Figura 2. Teste de Fragmentacao de DNA por eletroforese em gel de agarose 0,8%.
CP: Controle Positivo (Cisplatina 2u/ml); CN: Controle negativo (solugéo salina).

Nas ultimas décadas a area de liberacdo de farmacos tem recebido crescente
atencdo por parte da comunidade cientifica por varios motivos. Um deles € a questdo da
ndo solubilidade dos farmacos em &gua, quando administrados por via venosa, irritagdo
gastrointestinal durante a administracdo via oral entre outros. Esses problemas ja vém
sendo resolvidos por varias frentes. Uma delas é o uso de nanoparticulas coloidais para a
distribuicdo da droga. As vantagens do uso desse tipo de carreador coloidal séo a protecédo
dos agentes terapéuticos instaveis contra a degradacgdo nas particulas e o controle da taxa

de liberacdo do agente ativo a partir do transportador coloidal.

Os polimeros sdo uma das classes de materiais mais versateis e tém mudado nosso
cotidiano por vérias décadas (PILLAI; PANCHAGNULA, 2001) com importantes
aplicacbes na area médica, agricultura (CHANDRA; RUSTGI, 1998) e engenharia
(LANGER; PEPPAS, 2003). A fusdo da ciéncia de polimeros com as ciéncias
farmacéuticas conduziu para um avango espetacular em termos de “inovagdo”
(flexibilidade no estado fisico, forma, tamanho e superficie) no design e desenvolvimento
de novos sistemas de liberacdo de farmacos (SLFs) (PILLAI; PANCHAGNULA, 2001).
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Polimeros também funcionam como veiculos e podem ser adicionados aos
ingredientes ativos. Esses carreadores podem ser usados para liberar uma grande
variedade de farmacos em uma taxa controlada no trato gastrintestinal (ZHU, 2002).
Devido as suas diversas aplicacBes e funcionalidades, especialmente em terapias de
liberacdo controlada do farmaco, os polimeros estdo dentre os excipientes mais utilizados

para a obtencdo de formas farmacéuticas (RIOS, 2005)

As nanoparticulas poliméricas séo as particulas mais estudadas para o carreamento
de diversos tipos de moléculas terapéuticas, devido a sua excelente biocompatibilidade e
biodegradabilidade, aléem de serem ndo toxicas e ndo imunogénicas. Um dos primeiros
relatos da utilizagdo de nanoparticulas poliméricas para o tratamento de cancer foi em
1979 quando Couvreur et al. Desenvolveram um método simples para a producdo de

nanoparticulas de poli (alquil- -cianoacrilato).

Desde entdo, nanoparticulas desse polimero sdo intensivamente estudadas para o
carreamento e a liberacdo de diversas drogas anticancerigenas. (COEVREUR, 1982).
Além disso, as nanoparticulas poliméricas sdo uma alternativa promissora para a sintese
de transportadores de farmacos, uma vez que muitas dessas estruturas sao bem aceitas

pelo organismo, sejam elas naturais ou sintéticas (DHIVYA et al. 2018).

Os polimeros naturais sdo aqueles que sdo encontrados na natureza como, por
exemplo, proteinas, polissacarideos, acidos nucleicos, amido, latex e algoddo. J& os
polimeros sintéticos sdo derivados de combustiveis fosseis, como o petréleo. Séo
exemplos o poliestireno, o nailon, o polietileno, o polipropileno e o poli(tereftalato de
etileno). (MANO; MENDES, 2004).

Os polimeros utilizados industrialmente sdo majoritariamente de origem sintética,
estes sdo bastante resistentes e apds seu descarte, permanecem por muitos anos
quimicamente e fisicamente inalterados, por serem estaveis frente a absor¢éo de radiacao
ultravioleta e a degradacgdo enzimética causada por microorganismos (FECHINE, 2013).
Os polimeros mais utilizados no cotidiano sdo: polietileno (PE), polipropileno (PP),
poliestireno (0s), poli(tereftalato de etileno) (PET) e poli(cloreto de vinila) (PVC)
(LANDIM et al., 2016). Apesar dos inimeros beneficios da utilizagdo desses materiais,
ha alguns problemas associados a relacdo de producdo e consumo, pois as matérias-
primas para a producdo desses materiais sdo de fonte ndo renovavel (petréleo) gerando

problemas para o seu descarte.
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No campo da medicina, as nanoparticulas (NPs) estdo sendo empregados como
um novo sistema de entrega de drogas, proteinas, DNA e anticorpos monoclonais. A
maioria das NPs com aplicacfes médicas sdo lipossomas, polietilenoglicol e dendrimeros
(BAHADAR et al. 2016). Os seres humanos estdo expostos a varios materiais em
nanoescala desde a infancia e 0 novo campo emergente da nanotecnologia tornou-se outra
ameaca a vida humana. Devido ao seu pequeno tamanho, as NPs encontram seu caminho
facilmente para entrar no corpo humano e atravessar as varias barreiras bioldgicas,
podendo atingir os 6rgdos mais sensiveis. Os cientistas propuseram que NPs de tamanho
inferior a 10 nm agem de forma semelhante a um gas e podem entrar facilmente nos
tecidos humanos e podem perturbar o ambiente bioquimico normal da célula
(VISHWAKARMA et al. 2010). Estudos em animais e humanos mostraram que apos a
inalacdo e através da exposicdo oral, os NPs sdo distribuidos para o figado, coracao, baco
e cérebro, além dos pulmdes e do trato gastrointestinal (HAGENS et al. 2007; NEMMAR
et al. 2002; TAKENAKA et al. 2001). Para limpar esses NPs do corpo, 0os componentes
do sistema imunoldgico sdo ativados. A meia-vida estimada de NPs nos pulmdes
humanos é de cerca de 700 dias, representando uma ameaca consistente ao sistema
respiratorio. Durante o metabolismo, algumas das NPs sdo congregadas nos tecidos
hepéaticos (BAHADAR et al. 2016).

Enquanto os estudos in vivo fornecem informacdes criticas para a avaliacdo de
risco, os estudos in vitro nos ajudam a entender os mecanismos moleculares e
bioguimicos da nanotoxicidade e fornecem informacdes sobre as propriedades fisico-
quimicas dos nanomateriais que contribuem para a toxicidade. Por exemplo,
nanoparticulas de 6xido metalico podem elevar o nivel de estresse oxidativo (OS) através
da producéo de espécies reativas de oxigénio (ROS; por exemplo, O2¢—, OHe, H202) de
varias maneiras. Essas espécies de alta energia podem atacar lipidios, acidos nucléicos,
proteinas e outras biomoléculas essenciais. O dano consequente inclui danos a estrutura
mitocondrial, despolarizacdo da membrana mitocondrial e comprometimento da cadeia
de transporte de elétrons. Danos ao DNA, incluindo quebras de fita dupla e fita simples,
sdo identificadas pelo ensaio do cometa e podem levar a parada do ciclo celular ou

apoptose.

O estudo de Soares et al. 2020 mostrou que a avaliagdo da citotoxicidade da
papaina livre em macrdfagos peritoneal de camundongos apresentou baixa citotoxicidade

nas concentrages estudadas (12,— - 800 pug.mL™), porém quando foi associada a um
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nanomaterial, demonstrou citotoxicidade nas concentragdes entre 200-800 pg.mL ™. Pati
et al. 2016 mostram que a viabilidade celular de macrofagos expostos a ZnO de
nanoparticulas € dependente da concentragdo e diminui em 80% a viabilidade celular na
concentracdo de 100 pg.mL—1 de ZnO NPs. Isso ocorre porque as NPs de ZnO provocam
apoptose e autofagia celular, contribuindo para a elevada citotoxicidade (ZHANG et al.,
2012).

6. CONCLUSAO

Pelos testes avaliados, a Anfotericina B apresentou alta toxicidade no teste do
microcrustaceo A. salina. No teste de fragmentacdo de DNA, houve poucos danos ao
material genético de células de sangue periférico humano. Dessa forma, conclui-se que
doses altas dessas substancias podem ser toxicas e perigosas para 0 uso humano, mesmo
que a Anfotericina B tenha um amplo uso para tratamento de diferentes patologias. Dessa
forma o presente estudo aponta que mais estudos sdo necessarios para se verificar 0s
potenciais beneficios da Anfotericina B nanoparticulada e, principalmente, seus riscos

toxicoldgicos.
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