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RESUMO 

A Paracoccidioidomicose (PCM) é uma endemia de relevância na América Latina, 

sendo responsável por 1,45 mortes/milhão de habitantes apenas no Brasil, onde é 

considerada uma doença negligenciada pelo Ministério da Saúde. A atual terapia 

para a PCM recai principalmente em duas classes de antifúngicos: a) os 

imidazólicos, como o itraconazol; e b) os polienos como a anfotericina B, cujos 

tratamentos resultam em graves efeitos colaterais para o paciente e que são 

considerados como os principais selecionadores das formas resistentes de diversos 

fungos patogênicos. Este estudo tem como objetivo avaliar uma nova formulação 

para tratar de infecções fúngicas, pelo uso de itraconazol encapsulado em sistemas 

nanoestruturado de PLGA (polímero derivado ácido lático e ácido glicólico) no 

tratamento da PCM em modelo experimental in vitro e in vivo; comparada com o 

fármaco convencionalmente usado no tratamento desta micose, como estratégia 

para evitar problemas de efeitos colaterais causados pelos antifúngicos atualmente 

usados.  A caracterização das nanopartículas contendo itraconazol (ITZ-NANO) 

mostrou sucesso da técnica de nanoencapsulação com eficiência de encapsulação 

de 72,8 ± 3.50%. As nanopartículas apresentaram formatos esféricos, densidades 

similares, e diâmetro médio de 174 nm. As partículas apresentaram carga negativa (-

40 mV). Por meio do teste de MTT, ITZ-NANO mostrou baixa toxicidade em células 

mesangiais de rim e hepatócitos; e similar eficácia antifúngica comparada ao 

fármaco convencional, através de contagem de unidades formadoras de colônia. A 

biodistribuição de ITZ-NANO foi realizada por meio da marcação das nanopartículas 

com tecnécio e injetadas em camundongos da linhagem Balb C revelando uma 

concentração significativamente maior nos pulmões, fígado e rins após 8 horas da 

administração. Nos testes in vivo, os cortes histológicos dos pulmões dos 

camundongos Balb C após 30 e 60 dias de tratamento mostraram comprometimento 

nos indivíduos de todos os grupos infectados, como intenso infiltrado inflamatório, 

parênquima espesso e presença de granulomas com células fúngicas, porém, nos 

animais tratados com ITZ-NANO, os pulmões estavam mais preservados e não foi 

visto célula fúngica. Nas dosagens de enzimas hepáticas, foram observadas 

alterações depois de 30 dias de tratamento, como aumento da enzima transaminase 

pirúvica no grupo tratado com itraconazol convencional e diminuição da enzima 
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fosfatase alcalina no grupo tratado com ITZ-NANO. Quanto ao aspecto físico dos 

animais, o grupo tratado com itraconazol convencional apresentou alopecia após 30 

dias de tratamento e maior diminuição de seu peso (15%). Os resultados indicam 

que ITZ-NANO apresentou melhor ação que o itraconazol convencional quanto à 

citotoxicidade, in vitro, análises histopatológicas dos pulmões, dosagens de enzimas 

hepáticas e aparência física dos animais, in vivo. 

 

Palavras-chave: Paracoccidioidomicose; PLGA; Nanopartículas; DMSA; 

Itraconazol. 
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ABSTRACT 

Paracoccidioidomycosis (PCM) is an endemic disease of relevance in Latin America, 

being responsible for 1,45 deaths/million of inhabitants only in Brazil, where it is an 

illness neglected by the health authorities. In current days, there are two groups of 

antifungal agents used in the treatments, the imidazoles (itraconazole) and the 

polyenes (amphotericin B), both can result in serious side effects for the patient, and 

are also being considered responsible for the resistant forms of several pathogenic 

fungi. This study aims to evaluate a new formulation against fungal infections by 

means of the sustained release of encapsulated itraconazole in nanostructured 

PLGA in the treatment of paracoccidioidomycosis in an experimental model in vitro 

and in vivo. Through the characterization of nanoparticle itraconazole (ITZ-NANO) 

were identified an encapsulation efficiency of 72.8%, rounded shapes, similar 

densities, average diameter of 174 nm, and also a negatively charged (-40 mV). The 

biodistribution of ITZ-NANO was performed by marking the nanoparticles with 

technetium. This showed a higher concentration in the lungs, liver and kidneys. The 

cytotoxicity assays performed in mesangial cells of kidney and hepatocytes using the 

MTT assay showed that the ITZ-NANO was less cytotoxic than the conventional 

itraconazole. In in vivo tests, histological sections of lungs of animals held at 30 and 

60 days of treatment, showed impairment in individuals of all infected groups, such 

as an intense inflammatory infiltrated, a increased thick parenchyma, and the 

presence of granulomas with fungal cells, on the other hand, in animals treated with 

ITZ-NANO, the lungs were better preserved and were not observed the presence of 

fungal cells. In the dosing of the hepatic enzymes, changes were observed after 30 

days of treatment, such as an increase in the lactate dehydrogenase in the group 

treated with conventional itraconazole, and a decrease of the alkaline phosphatase 

enzyme in the group treated with ITZ-NANO. Regarding the physical appearance of 

animals, the group that was treated with conventional itraconazole it showed alopecia 

after 30 days of treatment, and also a significant decrease of their weight (15%). The 

results suggest that ITZ-NANO showed better action in comparison with the 

conventional itraconazole regarding cytotoxicity in vitro, histopathological analisys of 

the lungs, liver enzyme dosings and in the physical appearance of animals in vivo. 
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1.1 Paracoccidiodes brasiliensis  

 

O P. brasiliensis é um fungo assexuado e dimórfico, ou seja, possui a 

capacidade de crescer em duas formas diferentes conforme as condições 

ambientais: como fungo filamentoso entre 25 a 30ºC e como levedura quando 

incubados entre 35 e 37ºC. A forma de crescimento do fungo está relacionada com a 

proporção dos glicolipídios e polissacarídeos presentes externamente na parede 

celular e de seu arranjo espacial, e particularmente a presença de alfa-1,3-glucana 

na levedura e de beta-1,3-glucana no micélio (1). 

O P. brasiliensis apresenta uma distribuição geográfica limitada, tendo sido 

isolado de plantações em regiões com o clima temperado ou quente, e com verões 

chuvosos e invernos secos; particularmente no solo das plantações de café, pois 

esta cultura é praticada intensivamente em regiões endêmicas (2). Os índices de 

infecção também foram elevados em tribo de índios da Amazônia cuja principal 

cultura é o café (3).                                                                                              

A participação de animais no ciclo biológico do P. brasiliensis é também 

cogitada em razão deste ter sido identificado em fezes de morcego frugívoro (4), 

fezes de pinguim (5), vísceras de macaco (6) e em vísceras de tatu (2). Os isolados 

de P. brasiliensis encontrados em tatu são de grande importância, pois esses 

animais escavam o solo e têm distribuição geográfica semelhante, podendo ter 

alguma relação com o ciclo de vida do P. brasiliensis (3). 

O fungo P. brasiliensis foi classificado taxonomicamente através de estudos 

moleculares baseados nos sequenciamentos e comparações dos genes, 

demonstrando que esse patógeno poderia ser enquadrado no Reino: Fungi Filo: 

Ascomycota, Sub-Filo: Pezizomycotina, Classe: Eurotiomycetes, Sub-Classe: 

Eurotiomycetidae, Ordem: Onygenales, Familia: Ajellomycetaceae, Genero: 

Paracoccidioides, Espécie: P. brasiliensis (7). 

Atualmente foram sequenciados 33.921 nucleotídeos e 213 proteínas. Há 45 

projetos genomas em andamento com 99 sequências genômicas, aproximadamente 

290.000 proteínas e 840.000 nucleotídeos (http://ncbi.nlm.nih.gov/, acessado em 02 

de dezembro de 2010).  

 

http://ncbi.nlm.nih.gov/
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1.2 A PARACOCCIDIOIDOMICOSE  

 

A paracoccidioidomicose (PCM) é uma infecção sistêmica causada por P. 

brasiliensis (4). A PCM é conhecida também como blastomicose sul-americana ou 

moléstia de Lutz-Splendore-Almeida. A primeira descrição da doença e do seu 

agente etiológico foi realizada por Adolpho Lutz no ano de 1908. A PCM ocorre 

como doença endêmica entre 20º ao Norte e 35º ao Sul do Equador, estendendo-se 

do México à Argentina, no Brasil, Venezuela e Colômbia onde está a maior parte dos 

casos já relatados (8,9).  

No Brasil, a incidência e a prevalência desta micose são difíceis de determinar 

porque a notificação de ocorrência não é compulsória. Os cálculos de prevalência, 

incidência e morbidade desta micose, baseiam-se em relatos de inquéritos 

epidemiológicos e de séries de casos. Com base na experiência de serviços de 

referência no atendimento de pacientes com PCM, acredita-se que sua incidência 

em zonas endêmicas varie de 3 a 4 novos casos/milhão até 1 a 3 novos casos por 

100 mil habitantes ao ano. Informações registradas no Ministério da Saúde atestam 

que 3.181 casos de óbito por PCM foram registrados no Brasil entre 1980 e 1995, 

resultando em uma taxa de mortalidade por PCM de 1,45 casos por milhão de 

habitantes. Shikanai-Yasuda et al, 2006 apontaram a PCM como oitava causa de 

mortalidade por doença infecciosa predominantemente crônica entre as doenças 

infecciosas e parasitárias, inclusive maior que a mortalidade por leishmanioses, e a 

mais alta taxa entre as micoses sistêmicas (10). Além disso, um estudo no Rio de 

Janeiro indicou que 14,6% de 500 adultos hospitalizados em vários centros têm 

PCM e cinco novos casos por milhão de pacientes acontecem por ano (11). 

A PCM tem sido observada em pacientes de todas as faixas etárias a partir 

dos três anos de vida e com acentuada predominância entre 30 e 50 anos de idade. 

Até a puberdade, a incidência da moléstia é idêntica para ambos os sexos. Contudo, 

na idade adulta mais de 80% dos pacientes acometidos por esta doença são do 

sexo masculino, sendo 13 vezes mais comum à infecção em homens que em 

mulheres, uma vez que se acredita que a mulher possui uma proteção natural 

conferida por estrógenos. Alguns estudos (12) demonstraram que o estrógeno inibe 

a transição micélio-levedura, porque a infecção aumentou gradativamente em ratos 

machos infectados intranasalmente, enquanto que em fêmeas, a transição não 



4 

 

ocorreu e consequentemente a infecção não se instalou. Estes dados sugerem que 

o hormônio feminino estrógeno é um bloqueador da transição e possivelmente 

responsável pela resistência a infecção em mulheres (13).  

A infecção pulmonar adquirida pelos seres humanos ocorre por inalação dos 

pequenos conídios de 4μm de diâmetro oriundo da forma filamentosa encontrada no 

solo. Ao alcançar as porções distais do parênquima pulmonar, os conídios se 

transformam em leveduras que podem permanecer confinadas localmente, 

causando uma infecção crônica, ou disseminar para órgãos distantes no caso da 

doença disseminada progressiva, denominada infecção aguda ou juvenil. A doença 

não tratada adequadamente pode comprometer um ou mais órgãos e evoluir para 

óbito (14).  

 

1.2.1 A forma aguda da Paracoccidioidomicose 

 

A forma aguda ou subaguda da doença compromete em geral crianças, 

adolescentes e adultos jovens. A forma aguda progride com rapidez, cerca de um a 

dois meses e a doença é amplamente disseminada. O comprometimento nos 

pulmões é raro, lesões mucosas são pouco frequentes, mas o envolvimento com os 

órgãos do sistema reticuloendotelial e a disfunção da medula óssea podem ser tão 

graves que simulam doenças linfoproliferativas. Esta forma da PCM pode ser 

classificada em moderada ou grave e não apresenta forma leve, pois o período de 

latência é curto e o envolvimento imune celular intenso (2,4,15). A forma aguda da 

PCM pode estar associada com outras doenças infecciosas como a Síndrome da 

Imunodeficiência Adquirida (AIDS) que ocorre principalmente em indivíduos que 

vivem em regiões endêmicas na América Latina (16). Também é de grande 

importância a associação entre a tuberculose e a PCM, sendo que esta associação 

pode induzir o erro no diagnóstico e na conduta terapêutica. O comprometimento 

pulmonar por tuberculose pode preceder, suceder ou ser simultâneo ao da PCM e é 

observado em 5,4 a 10% dos casos (2). 
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1.2.2 A forma crônica da Paracoccidioidomicose 

 

A forma crônica da doença acomete, em geral, adultos com idade superior a 

30 anos. O quadro clínico progride lentamente com frequência acima de seis meses 

e permanece restrita aos pulmões causando lesões nodulares, infiltrativas, fibróticas 

ou cavitárias (14). A fibrose grave, que leva à doença pulmonar obstrutiva crônica e 

o aumento ventricular direito, devido às alterações funcionais e estruturais dos 

pulmões chamada de cor pulmonale, é considerada uma sequela fatal. As lesões de 

pele, mucosa nasal e oral são usualmente encontradas em pacientes com a forma 

crônica multifocal (17). 

A doença crônica pode ser classificada quanto à gravidade em leve, 

moderada ou grave, segundo o estado geral e o nível imunológico do paciente. As 

formas leves apresentam envolvimento pulmonar discreto, não exibem 

acometimento com os outros órgãos. Nas formas graves há lesões extensas nos 

pulmões, lesões tegumentares, podendo ocorrer lesões em outros órgãos. Já as 

formas moderadas consistem em um grupo de pacientes heterogêneos que não 

apresentam todos os critérios para serem classificados quanto à forma leve (18). 

 

1.3 TRATAMENTO DA PARACOCCIDIOIDOMICOSE 

 

A escolha da droga a ser usada no tratamento da PCM é feita de acordo com 

o estado do paciente e requer, além de um longo período de tratamento, o 

monitoramento para avaliar a eficácia e a tolerância ao antifúngico (19). Os fármacos 

usados na terapêutica para a PCM são os das seguintes classes: Imidazólicos 

(itraconazol, fluconazol, ketoconazol), Polienos (anfotericina B) e Sulfas 

(sulfadiazina). Destes, os mais utilizados são o itraconazol e a anfotericina B (10, 

14). 
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1.4 ITRACONAZOL  

 

1.4.1 Estrutura química e características físico-químicas 

 

A unidade estrutural básica dos antifúngicos azóis é a presença de cinco 

membros do tipo azol, unidos por uma ligação do nitrogênio com o carbono aos 

outros anéis aromáticos (Figura 1).  

 

Os imidazóis (cetoconazol, miconazol e clotrimazol) apresentam dois átomos 

de nitrogênio no anel azol, e os triazóis (fluconazol e itraconazol) contém três 

átomos de nitrogênio no mesmo anel (20). O itraconazol é uma mistura racêmica 

1:1:1:1 de quatro diasteroisômeros (dois pares enantoméricos), cada um possuindo 

três centros quirais. Apresenta fórmula molecular de C35H38Cl2N8O4 e massa 

molecular de 705,64. É um pó branco ligeiramente amarelado, insolúvel em água, 

ligeiramente solúvel nos álcoois e altamente solúvel em diclorometano; possui pKa 

3.70 e coeficiente de partição de 5.66 em pH de 8.1 (21). 

 

1.4.2 Indicações terapêuticas 

 

Apresenta amplo espectro de ação, sendo empregado no tratamento das 

micoses sistêmicas, como: aspergilose, blastomicose, candidíase, cromomicose, 

esperotricose, histoplasmose e pararacoccidioidomicose. Nas micoses superficiais é 

empregado no tratamento da candidiase oral e vulvovaginal, ceratite micótica, 

 
Figura 1- Estrutura química do itraconazol. 
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dermatofitoses, onicomicoses, pitiríase versicolor, Tinea cruris, Tinea manuum e 

Tinea pedis (21). 

 

 

1.4.3 Propriedades farmacocinéticas do itraconazol 

 

O itraconazol apresenta biodisponibilidade média de 55% com pico de 

concentração plasmática de 150 ng/mL, em cerca de 3 a 4 horas após a 

administração oral de uma dose única de 100 mg e se distribui amplamente pelo 

organismo humano e se acumula nos tecidos em concentrações 3 a 20 vezes 

superiores aquelas do plasma (22). É altamente lipofílico, se liga 99,8% às proteínas 

plasmáticas especialmente a albumina, e apresenta volume de distribuição médio de 

11 L/kg (23, 24). 

O itraconazol é biotransformado extensivamente no fígado, 

predominantemente pelo citocromo P450 3A4, resultando na formação de vários 

metabólitos (21, 23, 24) Dentre estes, o hidroxitraconazol, formado pela oxidação do 

grupo 1-metilpropil, é de particular interesse pela sua atividade antifúngica in vitro, 

com concentrações plasmáticas duas a três vezes superiores ao fármaco original, 

contribuindo, provavelmente, para o efeito terapêutico (25). 

 

1.4.4 Mecanismo de ação do itraconazol 

 

O mecanismo de ação do itraconazol baseia-se na inibição do sistema do 

citocromo P-450, responsável pela desmetilação do lanosterol, precursor do 

ergosterol, um componente vital da membrana celular do fungo. Deste modo, o 

medicamento inibe a biossíntese do ergosterol na membrana citoplasmática e 

conduz ao acúmulo de lanosterol e 14-alfa-metilesteróis, os quais podem desagregar 

o arranjo compacto das cadeias acíclicas dos fosfolipídios, comprometendo as 

funções de determinados sistemas enzimáticos ligados à membrana, como a 

ATPase e enzimas do sistema do transporte de elétrons, inibindo, 

consequentemente, o crescimento dos fungos (Figura 2) (25, 26). 

. 
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Figura 2- Desenho esquemático do mecanismo de ação do Itraconazol. Adaptado de 

http://www.doctorfungus.org/thedrugs/antif_pharm.htm, acessado em 28 de novembro de 
2010. 

http://www.doctorfungus.org/thedrugs/antif_pharm.htm
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1.4.5 Efeitos colaterais do uso do itraconazol 

 

Como todo tratamento antifúngico, o itraconazol é utilizado em altas doses e 

por um tempo prolongado, levando a incidências de efeitos colaterais, como: 

náuseas, vômitos, dor abdominal, diarréia, leve alopecia e cefaléia; podendo causar 

também hepatotoxicidade dose-dependente, incluindo falência hepática e óbito, cujo 

mecanismo ainda permanece desconhecido. Com o aumento da dose podem ser 

observados níveis elevados de alanina aminotransferase (ALT) e fosfatase alcalina 

(ALP), além de necrose hepatocelular, degeneração dos hepatócitos, hiperplasia do 

ducto biliar e cirrose (27, 28). Este fármaco também pode ocasionar efeitos sérios e 

raros envolvendo baço, pele e sangue, sendo classificado pelo Food and Drug 

Administration (FDA) como um agente da categoria C, ou seja, contra indicado para 

pacientes que estão grávidas, haja vista ser teratogênico em ratos e camundongos, 

ocasionando má formação óssea, encefaloceles e macroglossia (29). 

Desse modo, o desenvolvimento de novas formas farmacêuticas, tais como 

os nanocarreadores que possibilitem uma ação direcionada do fármaco no tecido 

alvo, proporcionando um tratamento mais eficaz e com menor probabilidade de 

ocorrência de efeitos adversos, torna-se um importante aliado na resolução das 

dificuldades terapêuticas mencionadas. 

 

1.5 CARREAMENTO E VETORIZAÇÃO DE FÁRMACOS 

 

Uma forma de modificar e melhorar a biodistribuição de fármacos é associá-

los a nanocarreadores (30), como vesículas lipídicas (lipossomas) e nanopartículas 

poliméricas (Figura 3).  Ao associar um fármaco, já conhecido e aprovado pelas 

agências reguladoras, em um sistema nanoestruturado, ou seja, na escala 

nanométrica, as suas propriedades cinéticas ou dinâmicas podem ser modificadas 

para melhorar a sua resposta farmacológica (30). 
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 Desse modo, a associação de fármacos a esses nanocarreadores apresenta 

diversas vantagens em relação ao tratamento convencional:  

 

 

a) diminuição da toxicidade; b) maior eficácia terapêutica devido à liberação 

progressiva e controlada do fármaco; c) alvo-especificidade, isto é, as 

nanopartículas podem ser direcionadas ao local de ação da droga; d) maior tempo 

de permanência na circulação; e) administração conveniente e segura; f) redução 

das dosagens de fármaco empregadas, bem como a frequência de administração e, 

consequentemente; g) redução do custo da terapia (30, 31, 32). 

Estes sistemas podem ser aplicados, principalmente, para formulações cujo 

princípio ativo requer mais do que uma aplicação ao dia no paciente para atingir a 

eficácia do tratamento. Deste modo, a droga é liberada de maneira lenta e gradual, 

permanecendo por um maior período de tempo no organismo sem ser degradada, 

diferentemente do que aconteceria com as formulações convencionais (33, 34). 

Além disso, para a maioria dos fármacos utilizados atualmente, a atividade 

contra certas doenças ou sítios patológicos não é baseada na sua capacidade de 

acumular-se seletivamente no órgão patológico, tecido ou célula. Usualmente, o 

agente farmacológico é uniformemente distribuído pelo organismo. Assim, para 

alcançar o sítio de ação, o fármaco precisa atravessar muitas barreiras biológicas, 

tais como outros órgãos, células e compartimentos intracelulares, onde o referido 

 
Figura 3- Exemplo de nanocarreadores. Adaptado de http://www.zangani.com/node/491, 

acessado em 02 de novembro de 2008. 
 

http://www.zangani.com/node/491
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fármaco pode ser inativado ou induzir efeitos indesejados nos órgãos e tecidos que 

não envolvem processos patológicos (35). 

Portanto, para alcançar a concentração terapêutica requerida do fármaco em 

certo compartimento do organismo, deve-se administrá-lo em grandes quantidades, 

dessa forma, a concentração do ativo na corrente sanguínea apresenta um 

aumento, atinge um pico máximo e então declina. Desde que cada composto 

sempre possui uma faixa de ação terapêutica acima da qual ela é tóxica e abaixo da 

qual ela é ineficaz, os níveis plasmáticos são dependentes das dosagens 

administradas. Isto será problemático se a dose efetiva estiver próxima à dose tóxica 

e também pelo fato de haver acúmulo de fármaco e/ou metabólitos também tóxicos. 

Desse modo, o objetivo de um sistema de liberação controlada é manter a 

concentração do fármaco entre estes dois níveis (ou seja, na faixa terapêutica) por 

um tempo prolongado, utilizando-se de uma única dosagem (36). A diferença da 

variação de concentração plasmática efetiva em função do tempo, entre sistemas 

convencionais e de liberação controlada, pode ser melhor visualizado na Figura 4. 

 

 

 

 
 

Figura 4: Perfis de liberação de drogas em função do tempo: convencional x controlada. 
Desenhada por Cunha-Azevedo E.P. 
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1.5.1 Nanopartículas poliméricas 

 

Os carreadores podem ser classificados em microparticulados quando 

possuem diâmetro superior a 1 μm ou nanoparticulados se apresentarem diâmetro 

na ordem nanométrica (entre 10 e 1000 nm) (37). Dentre os principais 

nanocarreadores encontram-se os lipossomas e as nanopartículas poliméricas 

(nanocápsulas e nanoesferas).  

Essas nanopartículas, constituídas por polímeros biodegradáveis, têm atraído 

maior atenção dos pesquisadores em relação aos lipossomas devido às suas 

potencialidades terapêuticas, à maior estabilidade tanto nos fluidos biológicos 

quanto durante o processo de armazenamento (38). As nanopartículas poliméricas 

diferem entre si segundo a composição e organização estrutural. As nanocápsulas 

são constituídas por uma parede polimérica disposta ao redor de um núcleo oleoso, 

podendo o fármaco estar dissolvido neste núcleo e/ou adsorvido à parede 

polimérica. Por outro lado, as nanoesferas são formadas por uma matriz polimérica, 

onde o fármaco pode ficar retido ou adsorvido (39). 

As aplicações de nanopartículas poliméricas estão presentes nas áreas de 

terapia gênica, entrega de proteínas, e terapias de combate ao câncer, devido às 

suas propriedades biocompatíveis e biodegradáveis (39). 

Os polímeros utilizados na preparação dessas nanopartículas são moléculas 

orgânicas de alta massa molecular, constituídos em geral, por mais de 50 

monômeros. Ao se agregarem em um padrão regular, formam uma matriz ou 

reservatório onde a droga estará inserida. A liberação da droga é facilitada pela 

dissolução gradual da matriz e é controlada pela solubilidade e porosidade da 

mesma (34). Os polímeros mais usados para síntese de nanopartículas podem ser 

naturais, como a quitosana e o alginato, ou sintéticos, como o ácido poli lático (PLA), 

ácido poli glicólico (PGA) e o co-polímero ácido poli lático-glicólico (PLGA). Esses 

polímeros são conhecidos por sua biocompatibilidade e sua reabsorção através das 

vias naturais (32, 40). 

Alguns estudos mostraram a utilização de nanopartículas poliméricas como 

carreadores de fármacos antifúngicos, como a incorporação de itraconazol a 

emulsões parenterais por meio da tecnologia SolEmuls® que utilizou diferentes 

concentrações do fármaco. A incorporação do fármaco na camada de lecitina 
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aumentou o efeito de dispersão e a formulação permaneceu estável por 3 meses à 

temperatura ambiente (41).  

Miyamoto et al, 1997 avaliaram a  viabilidade do uso de um implante escleral 

polimérico contendo fluconazol como sistema de liberação controlada. Nesse 

trabalho, o copolímero PLGA foi utilizado para encapsular  10, 20, 30 e 50% de 

fluconazol e avaliar suas taxas de liberação in vitro e in vivo . O estudo sugeriu que o 

implante polimérico contendo fluconazol pode ser promissor no tratamento de 

endoftalmite fúngica (42). Além disso, um estudo feito em colaboração com nosso 

laboratório demonstrou que a anfotericina B associada a nanopartículas de PLGA 

apresenta mais efiência contra a Paracoccidiodomicose em experimentos in vitro e 

in vivo, diminuindo significativamente a toxicidade e aumentando a eficácia do 

fármaco (43). Além disso, diferentes tipos de nanopartículas de PLGA podem ser 

preparadas modificando suas propriedades de superfície, para auxiliar no 

direcionamento e estabilidade por conjugação com peptídeos (44), proteínas (45) ou 

ácido dimercaptosuccínico (DMSA) (43).  

O ácido meso-2,3-dimercarpatosuccínico (DMSA) apresenta grandes 

vantagens quando utilizado como cobertura de nanopartículas. Ele é capaz de 

formar complexos fortes com a superfície das nanopartículas (46). Além disso, é 

possível imobilizar moléculas na superfície devido aos seus grupamentos químicos 

disponíveis. As coberturas nas nanopartículas são essenciais para a estabilização 

das mesmas. Para as aplicações in vivo e in vitro, as nanopartículas devem estar 

dispersas em soluções fisiológicas, porém na presença de sal elas tendem a 

aglomerar, resultando em efeitos diferentes de quando não aglomeradas. A 

estabilização das nanopartículas é, portanto, é essencial para obter formulações que 

não agreguem em meio biológico e, além da cobertura, o conteúdo do meio de 

dispersão também é capaz de estabilizá-las (47). Alguns estudos, como Chaves et 

al, 2005 (48); Garcia et al, 2005 (49) e Valois et al 2009 (50), demonstraram que 

nanopartículas magnéticas recobertas com DMSA apresentam uma distribuição 

preferencial para o pulmão. 
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1.5.2 Nanopartícula de poli (láctico-co-glicólico) (PLGA) 

 

O ácido poli(láctico-co-glicólico) (PLGA) é um copolímero formado por dois 

monômeros, o ácido láctico (PLA) e do ácido glicólico (PGA) em diferentes 

proporções (Figura 5). Os dímeros cíclicos destes ácidos são ligados 

randomicamente por meio de ligações do tipo éster, resultando em um poliéster de 

cadeia alifática (51, 52).  

Durante a síntese deste polímero, pode-se definir a sua cinética de 

degradação do sistema e de liberação da droga incorporada através da massa 

molecular, do grau de cristalinidade e da relação entre a quantidade de PLA e PGA 

utilizada para a síntese do PLGA (52, 53). 

 

As nanopartículas biodegradáveis de PLGA são utilizadas no sistema de 

liberação controlada devido a sua biocompatibilidade e biodegradabilidade. Os 

produtos de degradação do PLGA, que incluem os ácidos lático e glicólico, são 

componentes normais do ciclo de Krebs e são subsequentemente eliminados como 

o dióxido de carbono e água sem afetar as funções celulares normais (40, 54). 

 

1.5.3 Biodegradação Polimérica 

 

A biodegradação é um termo utilizado para descrever a degradação dos 

sistemas poliméricos quando ocorridos in vivo. Embora os mecanismos de 

biodegradação ainda não estejam muito bem descritos, sabe-se que a clivagem da 

 
Figura 5- Estruturas químicas dos poliésteres do ácido glicólico (PGA), ácido láctico (PLA) e 

poli(láctico-co-glicólico) (PLGA). Adaptado de (40). 
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cadeia polimérica ocorre pela hidrólise das ligações éster. A hidrólise resulta em 

uma clivagem da cadeia de oligômeros principais produzindo olígomeros menores e, 

finalmente, monômeros (55). 

As maneiras pelas quais pode ocorrer a biodegradação são as seguintes: (a) 

toda a área da matriz polimérica está sujeita às reações de hidrólise e a 

nanopartícula sofre erosão das porções mais internas para as mais externas; (b) a 

biodegradação do polímero pode estar limitada à superfície da nanopartícula 

exposta ao meio e tem início das camadas mais superficiais para as mais internas 

(35, 40) (Figura 6). 

 

 

 

As características do polímero determinarão qual o tipo de biodegradação que 

ocorrerá. Se a água penetrar facilmente no centro do polímero, toda a matriz 

polimérica é rapidamente hidratada e ocorre erosão de dentro para fora. Caso 

contrário, se a água não conseguir penetrar no centro, a erosão acontece na 

superfície da matriz de fora para dentro (35, 52). 

 

 
Figura 6- Exemplo de biodegradação de polímero e liberação da droga. Adaptado de 

http://www.devicelink.com/mpb/archive/97/11/003.html, acessado em 30 de novembro de 
2008. 

http://www.devicelink.com/mpb/archive/97/11/003.html
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1.6 JUSTIFICATIVA 

 

O desenvolvimento de novas formas de administração que aumentem a 

eficiência terapêutica de drogas utilizadas para o tratamento das micoses é uma 

necessidade para a saúde humana, principalmente em vista dos graves efeitos  

colaterais provocados pelos fármacos clássicos. O uso de sistemas 

nanoestruturados pode representar uma melhora na sua eficiência, na medida em 

que diminue suas concentrações circulantes e reduz sua administração terapêutica, 

minimizando portanto, seus já conhecidos efeitos colaterais, e aumentando a 

eficácia do tratamento  (56). 



17 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2 OBJETIVOS 
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2.1 OBJETIVO GERAL 

  

O objetivo geral deste estudo é avaliar a eficácia e eficiência de uma 

formulação de itraconazol encapsulado em nanopartículas a base de PLGA e 

recobertas com DMSA (ITZ-NANO), para aplicação no tratamento da 

Paracoccidioidomicose em modelo experimental murino. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

a. Caracterizar a ITZ-NANO quanto ao diâmetro, carga, eficiência de 

encapsulação e estabilidade; 

b. Investigar a eficácia da ITZ-NANO contra o fungo Paracoccidioides 

brasiliensis, in vitro; 

c. Verificar a citotoxicidade da ITZ-NANO em cultura de diferentes 

linhagens celulares; 

d. Investigar a biodistribuição da ITZ-NANO em camundongos Balb C; 

e. Comparar, em modelo experimental murino, a eficácia terapêutica da 

ITZ-NANO com a formulação de itraconazol livre no tratamento da 

Paracoccidioidomicose; 

f. Avaliar in vivo os efeitos resultantes do uso da ITZ-NANO durante o 

tratamento da PCM com relação a aspectos clínicos e hepatotoxicidade. 
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3 MÉTODOS 
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3.1 ITRACONAZOL NANOESTRUTURADO (ITZ-NANO) 

 

O Itraconazol nanoestruturado foi preparado pela equipe do Prof. Antônio 

Cláudio Tedesco da USP/RP, na concentração de 60µg de itraconazol em 300µL da 

suspensão aquosa de nanopartículas de PLGA (200 µg ITZ/mL). 

 

3.2 ITRACONAZOL LIVRE (ITZ) 

 

O Itraconazol livre foi comprado na farmácia de manipulação 

Farmacotécnica® sob a responsabilidade do farmacêutico Gabriel Oliveira Monteiro 

– CRF/DF 3164, na concentração de 10 mg/mL. Concentração usada de acordo com 

dados publicados por McEwen et al, 1985 (57). 

 

3.3 EQUIPAMENTOS, MATERIAIS E REAGENTES UTILIZADOS. 

 

Equipamento Fabricante 

Câmara de Neubauer C. A. Hausser & Son, EUA 

Câmara Digital Zeiss, ALE 

Centrífuga Mikro 22 R Andreas Hettich GmbH & Co KG, ALE 

Estufa Tecnal, BRA 

Estufa com Shaker Certomat- Biotech International 

Fluxo Laminar Veco, BRA  

Homogeinizador Quimis Aparelhos Científicos, BRA 

Leitora de Microplacas Modelo 3550-V BioRad, EUA 

Microscópio Axiophot Zeiss, ALE 

Micrótomo Leica,  

Shaker Nova Técnica, BRA 
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Materiais Fabricante 

Frascos de Cultura TPP, ALE 

Lâmina Perfecta, BRA 

Lamínula Perfecta, BRA 

Placas de 96 poços TPP, ALE 

Placas de Petri  Prolab, BRA 

Tubos Falcon de 15 e 50 mL TPP, ALE 

 

Reagentes Fabricante 

Ácido Dimercaptosuccínico (DMSA) Sigma, USA 

Álcool  Zulu, BRA 

Antibiótico (Penicilina e Estreptomicina) Gibco, USA 

Azul Tripan Sigma-Aldrich Co., EUA 

Corante Verde Janus Sigma-Aldrich, EUA 

Dimercaptosuccínico (DMSA) Signa-Aldrich, EUA 

Dimetilsulfóxido (DMSO) Sigma-Aldrich Co., EUA 

DMEM ( Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) Gibco, USA 

Itraconazol Sigma-Aldrich, EUA 

Meio BHI Hymedia 

Meio RPMI Invitrogen, EUA 

MTT (3(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide 

Invitrogen, EUA 

Parafina Vetec, BRA 

Paraformaldeído Vetec, BRA 

Soro de Cavalo Gibco, USA 

Soro Fetal Bovino Gibco, USA 

Tampão fosfato-salina (PBS) Laborcllin, BRA 

Tripsina  Sigma-Aldrich, EUA 

Xileno Vetec, BRA 
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3.4 CARACTERIZAÇÃO DE ITZ-NANO 

 

3.4.1 Microscopia Eletrônica de Transmissão (MET) 

 

As nanopartículas foram caracterizadas quanto à morfologia e tamanho por 

microscopia eletrônica de transmissão (MET). As amostras foram preparadas 

adicionando-se uma gota de uma dispersão de uma solução estoque sobre grade de 

cobre recoberta com filme de carbono, seguido da secagem. As análises foram 

realizadas em um equipamento Electron Microscope JEOL JEM 1200 operando a 

100 kV. As medidas de tamanho foram realizadas com a utilização do software 

Image-ProPlus versão 5.1. 

 

3.4.2 Medida de tamanho e dispersão 

 

A distribuição de tamanho e dispersão das partículas foi feita usando o 

aparelho NanoSight (NanoSight LM20), onde um feixe de laser incide sobre a 

amostra de nanopartículas e várias fotos são tiradas em sequência. O resultado é 

um vídeo, onde é possível vê-las se movimentando caoticamente (com uma 

trajetória que descreve um fractal). Assim, uma gota da solução estoque foi inserida 

no aparelho e em seguida, analisada. Foram analisadas 900 estruturas pelo 

aparelho e uma média dos valores obtidos foi retirada.  
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3.4.3 Eficiência de encapsulamento 

 

Para determinação da eficiência de encapsulamento foi utilizado o método de 

espectrofotometria no ultravioleta em um comprimento de onda de 262 nm 

(linearidade 3.0-17.0 µg.mL-1; y = 6.75 x 10-2 X – 4.51, r = 0.999). Para isso, as 

alíquotas contendo ITZ-NANO foram dissolvidas em DMSO (1:1, v/v) e sonicadas 

por 5 minutos para liberar todo o ITZ contido. As amostras foram então, diluídas em 

acetonitrila, com volume final de 3 mL, e filtradas em membrana de 0,4 µm.  A 

eficiência de encapsulação do ITZ nas nanopartículas foi determinada usando a 

equação abaixo: 

E.E. (%) = CN / CTH x 100 

Onde E.E. significa eficiência de encapsulação de ITZ, CN é a concentração 

de ITZ nas nanopartículas, e CTH é a concentração teórica de ITZ. As análises 

foram realizadas em triplicatas e a média ± desvio padrão foi mostrada. Experimento 

realizado no Laboratório de Fotobiologia e Fotomedicina do Profº Antônio Cláudio 

Tedesco na USP/RP. 

 

3.4.4 Análise do Potencial Zeta de ITZ-NANO 

 

O potencial zeta de ITZ-NANO foi medido usando anemometria laser dopler 

(zeta plus, zeta potential analyzer, Brookhaven instruments corporation). Uma 

suspensão das nanopartículas foi diluída em água deoneizada antes de fazer as 

medidas. Cada amostra foi submetida a sete medidas e foi realizada a média das 

medidas para serem utilizadas como resultado final. Experimento realizado no 

Laboratório de Fotobiologia e Fotomedicina do Profº Antônio Cláudio Tedesco na 

USP/RP. 

3.4.5 Estudo da Estabilidade de ITZ-NANO 

 

Para avaliar a estabilidade de ITZ-NANO, foram realizados experimentos para 

verificar o potencial zeta, a citotoxicidade e a eficácia antifúngica nos tempos 0, 15, 

30 e 60 dias após a preparação das nanopartículas, que ficaram estocadas em 

geladeira sob a temperatura de 4ºC. Os testes foram realizados usando os mesmos 

protocolos descritos aqui anteriormente (Análise do Potencial Zeta, página 26) e 
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alguns que serão descritos posteriormente (Eficácia Antifúngica, página 27 e 

Citotoxicidade, página 28).  

 

3.5 ENSAIOS IN VITRO 

 

3.5.1 Preparação do inóculo 

 

O isolado virulento Pb18 do fungo P. brasiliensis da coleção de fungos do 

laboratório de Patologia Molecular da UnB foi cultivado em meio de cultura líquido 

YPD (10g yeast, 20g dextrose, 20g peptona bacteriológica, 1L água destilada) a 36o 

C em shaker rotatório (220 rpm). Após 5 dias de cultivo, a cultura foi centrifugada a 

1000 rpm durante 3 minutos e o sedimento de células ressuspendido em PBS estéril 

(pH 7,4). A viabilidade celular foi determinada pelo corante Verde-Janus para 

preparar uma suspensão de fungos contendo 5 x 104 células viáveis/mL para o teste 

de microdiluição de drogas. 

 

3.5.2 Concentração Mínima Inibitória (MIC) 

 

A determinação da concentração mínima inibitória (MIC) foi feita com base no 

protocolo M-27A do NCCLS (“National Committee for Clinical Laboratory Standards”) 

para microdiluição seriada de drogas. Este ensaio é usado para investigar a 

capacidade de a célula fúngica crescer em outro meio após ter sido exposta a uma 

molécula tóxica para ela.  

As amostras do ITZ-NANO e ITZ  foram diluídas em meio RPMI 1640 nas 

seguintes concentrações: 100 µg/mL, 50 µg/ml, 25 µg/mL, 12,5 µg/mL, 6,25 µg/mL, 

3,125 µg/mL, 1,56 µg/mL, 0,8 µg/mL, 0,4 µg/mL, 0,2 µg/mL, 0,1 µg/mL.  

O ensaio foi realizado em placas de 96 poços de fundo chato adicionando 100 

μL das amostras diluídas e 100 μL da suspensão de P.brasiliensis. Uma placa 

adicional foi feita apenas com as células fúngicas, como controle, para verificar a 

viabilidade e crescimento do fungo. As placas foram, então incubadas por 24 hrs a 

36o C sob agitação de 40 rpm em estufa com shaker. Após este período, 100 μL de 

cada poço foram adicionados em placas de Petri de vidro contendo meio BHI 

suplementado. Essas placas foram incubadas durante 5 dias, conforme descrito 
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acima, e então realizado o MIC pela contagem das unidades formadoras de colônia 

do fungo.  

Para testes de estabilidade de ITZ-NANO, o MIC foi feito nos tempos 0, 15, 30 

e 60 dias após a preparação da solução de ITZ-NANO. 

 

3.5.3 Citotoxicidade in vitro de ITZ-NANO 

 

O teste de citotoxidade celular foi avaliado pelo método de MTT conforme 

estabelecido na literatura (58). Em células viáveis, enzimas mitocondriais, como a 

succinil-desidrogenase, reduzem o substrato MTT (3(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

diphenyltetrazolium bromide), formando cristais de formazan, que é um produto de 

cor azulada. Desta forma, a quantificação da produção desses cristais por células 

submetidas a determinado tratamento está correlacionada com sua viabilidade.  

As células mesangiais de rim humano (CM) e hepatócitos AML12 (alpha 

mouse liver 12) foram cultivadas em meio de cultura DMEM (tamponado com 

bicarbonato de sódio, suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de 

antibiótico) e tratadas com ITZ NANO e ITZ. Após o período de incubação de 24 

horas, o meio de cultura das placas foi removido e 150 µL de solução de uso de 

MTT (15 µL de MTT 5mg/mL diluídos em 135 µL de DMEM completo) foram 

adicionados em cada poço. As células foram incubadas por 3 horas em estufa a 37o 

C e 5% de CO2. Em seguida, o meio de cultura foi removido e 200 µL de DMSO 

foram adicionados em cada poço para dissolver os cristais de formazan formados. A 

quantificação foi feita pela medida da absorbância dos poços em comprimento de 

onda de 595 nm em espectrofotômetro. Os resultados foram expressos em 

porcentagem, o controle foi considerado 100% de células vivas. 

 

3.6 ENSAIOS IN VIVO 

 

3.6.1 Animais de experimentação 

 

Camundongos Balb/C fêmeas com idade de 8 semanas foram adquiridos do 

CEMIB, UNICAMP. Os animais foram acomodados em gaiolas de polipropileno e 

mantidos em condições controladas de luminosidade, com livre acesso à água e a 
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comida e alojados no alojamento de animais da Faculdade de Medicina da 

Universidade de Brasília – UnB. As técnicas utilizadas para infecção, administração 

dos tratamentos e sacrifício dos animais foram seguidas de acordo com as normas 

éticas de manuseio de animais, os quais foram aprovados pelo Comitê de Ética da 

UnB. 

 

3.6.2 Biodistribuição de ITZ-NANO marcadas com Tecnécio 99 (99mTc) 

 

Para a marcação do DMSA foi utilizado um kit liofilizado contendo: 

 DMSA ------------------- 1,0 mg 

 SnCl2.2H2O ------------- 0,4 mg 

 

Esse kit foi radiomarcado com 370 MBq (10 mCi) de 99mTc, em 1 mL de salina 

(Na99mTcO4). Após adição do Na99mTcO4 aguardou-se 10 minutos em temperatura 

ambiente para efetiva ligação do radionuclídeo ao fármaco. 

Para marcação da ITZ-NANO foi adicionada à suspensão de 200 µg/mL uma 

solução de 370 MBq de 99mTc-DMSA e a mesma foi colocada sob agitação durante 1 

hora para adsorção do radiofármaco, obtendo-se, assim, as nanopartículas 

radiomarcadas. As ITZ-NANO marcadas e o 99mTc-DMSA livre foram injetados, por 

via intravenosa, em camundongos machos BALB/c (n=3). Transcorridas 1, 2, 4, 6 e 8 

horas, imagens cintilográficas foram obtidas em gama-câmara. Após o tempo de 8 

horas, os animais foram anestesiados e sacrificados, retirando-se sangue, pulmões, 

fígado, baço, rins e bexiga para a determinação da radioatividade em contador de 

radiação gama. 

 

3.7 PREPARAÇÃO DAS SUSPENSÕES PARA A INFECÇÃO CRÔNICA 

 

Preparou-se uma suspensão de 3x107 células viáveis/mL de P. brasiliensis 

(isolado Pb18) em PBS estéril (pH 7,4). Os animais foram anestesiados e inoculados 

com 100 µL da suspensão de células por via endovenosa (retro-orbital). 
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3.8 GRUPOS EXPERIMENTAIS 

 

Os grupos experimentais para os ensaios tiveram n= 10 animais. No 30º dia 

após serem infectados, como descrito acima, os animais foram divididos em grupos 

que receberam tratamento por 30 (5 animais/grupo) e 60 dias(5 animais/grupo) com 

diferentes doses das formulações propostas, sendo: 

 

o  Grupo 1 - animais sadios; 

o  Grupo 2 - animais infectados e sem tratamento; 

o  Grupo 3 - animais infectados e tratados com ITZ; 

o  Grupo 4 – animais infectados e tratados com ITZ-NANO. 

 

No grupo 3 foi administrada diariamente, via intragástrica, 100 µL da 

suspensão de ITZ. Numa dose de itraconazol 1 mg/100 µL ou 10 mg/mL. 

No grupo 4 foi administrado a cada três dias via intraperitoneal, 300 µL da 

suspensão de ITZ-NANO. Numa dose de itraconazol 60µg/ 300 µL ou 200 µg/mL.  

Grupos de animais controle (grupo 1 e 2) receberam 100 µL PBS via 

intraperitoneal todos os dias.  

Ao final de cada tratamento, os animais foram sacrificados para avaliação dos 

efeitos dos tratamentos aplicados.  

 

3.9 HISTOPATOLOGIA 

 

A análise histopatológica foi usada para observar a formação de granulomas 

e a presença de células fúngicas nos animais após os tratamentos.  

Após cada período de tratamento (30 e 60 dias) os camundongos foram 

sacrificados por deslocamento cervical e fragmentos dos pulmões foram coletados e 

fixados em paraformaldeído tamponado em PBS (4%), para serem processados de 

acordo com as técnicas de inclusão em parafina. Foram realizados cortes de 5 µm 

de espessura em micrótomo. A coloração usada foi a hematoxilina-eosina (HE) para 

avaliar a morfologia e resposta inflamatória do órgão e Grocotti-Gomori para 
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identificação do fungo. Os cortes histológicos foram fotografados em Microscópio 

Zeiss, sendo as imagens capturadas pelo programa Axio Vision 40v 4.6.1.0. 

Copyright ©. 

 

3.10 ASPECTOS FÍSICOS 

 

Para avaliar os aspectos clínicos durante os tratamentos, os animais tiveram 

suas massas corporais monitoradas antes do início dos tratamentos e no dia de 

cada sacrifício. Além disto, os animais foram fotografados para registrar a aparência 

física após receberem as diferentes formulações farmacológicas.  

 

3.11 DOSAGEM DE ENZIMAS HEPÁTICAS 

 

O sangue de cada animal foi coletado e o soro separado por centrifugação e 

armazenado a -80ºC. Os títulos séricos de: Transaminase Glutâmica Pirúvica, 

Desidrogenase Lática e Fosfatase Alcalina foram medidos para comparar os efeitos 

do ITZ e ITZ-NANO. As análises foram realizadas no laboratório de Patologia Clínica 

Sabin®. 

 

3.12 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Os dados foram analisados utilizando-se o programa Prism 3.0. Para os 

resultados envolvendo 2 grupos empregou-se o teste t de Student não-pareado. Já 

comparações entre 3 ou mais grupos foram tratadas por análise de variância com o 

teste de Tukey. Os resultados foram considerados significantes quando P < 0,05 

(5%). 

 

3.13 APROVAÇÃO DO PROJETO PELO COMITÊ DE ÉTICA 

 

O projeto de pesquisa desenvolvido na presente tese foi avaliado e aprovado 

pelo Comitê de Ética no uso Animal (CEUA) do Instituto de Ciências Biológicas da 

Universidade de Brasília (anexo 1). 
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4 RESULTADOS 
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Figura 7- Microscopia eletrônica de transmissão de ITZ-NANO: as figuras A e B mostram 
partículas com formatos arredondados, densidades similares, e tamanho médio de 174 nm. Barra 

de: 0.2 μm. 

4.1 CARACTERIZAÇÃO DAS NANOPARTÍCULAS 

 

4.1.1 Microscopia Eletrônica de Transmissão (MET) 

 

A morfologia e o tamanho das nanopartículas foram analisados por meio de 

microscopia eletrônica de transmissão (MET), onde se observou semelhança na 

forma dessas nanopartículas, as quais apresentaram formatos regulares, esféricos e 

tamanhos em torno de 174 ± 86 nm (média ± DP), como mostrado nas Figuras 7A e 

7B. 

A B 
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4.1.2 Medida de tamanho e dispersão 

 

Por meio de análises de monitoramento realizadas no aparelho NanoSight, 

observou-se que a ITZ-NANO apresentou um tamanho médio de 170 ± 83 nm, com 

picos de 209 nm (Figura 8). 

 

4.1.3 Eficiência de encapsulamento 

 

Por meio do método de espectrofotometria por UV observou-se que o 

itraconazol foi encapsulado de maneira eficiente nas nanopartículas com uma 

eficiência de 72,8 ± 3,50% (média ± DP). 

 
 

Figura 8- Medida de tamanho e dispersão pelo aparelho NanoSight: o gráfico apresenta 
medidas de ITZ-NANO, com média de 170 nm e picos de 209 nm. 
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4.1.4 Análise do Potencial Zeta de ITZ-NANO 

 

Por meio de anemometria laser doppler, a ITZ-NANO se mostrou com carga 

negativa cujo valor médio foi de -40mV.  

 

4.2 ESTABILIDADE DE ITZ-NANO 

 

Realizaram-se testes para verificar o potencial zeta, a citotoxicidade e a 

eficácia antifúngica de ITZ-NANO nos tempos 0, 15, 30 e 60 dias após a preparação 

das nanopartículas. 

 

4.2.1 Potencial Zeta 

 

A medida de potencial zeta mostrou que as nanopartículas apresentaram uma 

carga negativa de -40mV nos tempos 0, 15 e 30 dias. Contudo, no tempo 60 dias, 

houve uma mudança na carga, passando para -50 mV (Figura 9). 

 

 

 

 
 

Figura 9- Potencial zeta de amostras de ITZ-NANO monitoradas durante 60 dias: mostra 
que as nanopartículas apresentaram uma carga negativa e que após 30 dias de estoque 

essa carga diminuiu. 
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4.2.2 Eficácia Antifúngica de ITZ-NANO 

 

Avaliou-se a eficácia antifúngica de ITZ-NANO por meio do teste MIC nos 

tempos 0, 15, 30 e 60 dias. Os resultados mostraram que no tempo zero e no tempo 

15 dias, obteve-se um MIC de 6,25 µg/mL. Após 30 dias, a sua efetividade foi maior, 

na medida em que a concentração de inibição das colônias se reduziu para 0,8 

µg/mL. No tempo 60 dias, essa efetividade aumentou ainda mais, já que a 

concentração de inibição das colônias caiu para 0,4 µg / mL.  

Desse modo, após 60 dias, a ITZ-NANO se mostrou tão efetiva quanto o ITZ 

na redução do crescimento do fungo. O ITZ apresentou o mesmo resultado (0,4 µg / 

mL) em todos os tempos estudados (Figura 10). 

 

 

 

 
 

Figura 10- Atividade antifúngica de ITZ-NANO e ITZ contra P.brasiliensis nos tempos 0, 15, 
30 e 60 dias. A concentração mínima inibitória (MIC) foi determinada por contagem de 
colônias após 24 horas de incubação do fungo com diferentes concentrações de droga. 
Cada concentração de ITZ-NANO e ITZ  foram testadas em duplicata e repetidas duas 
vezes em experimentos separados. Os resultados estão apresentando a menor 
concentração necessária para reduzir o número de colônias a zero. 
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4.2.3 Citotoxicidade de ITZ-NANO 

 

Avaliou-se, por meio de ensaios de MTT, a citotoxicidade de ITZ-NANO e ITZ 

(Figuras 11A e 11B) e verificou-se que a ITZ-NANO mostrou menor toxicidade em 

células mesangiais de rim (CM) e hepatócitos em comparação com o ITZ.  

Nos testes em CM, com as concentrações de 200 µg/ mL de ITZ-NANO e de 

ITZ, encontrou-se 83% e 20% de viabilidade celular, respectivamente (P <0,05). Em 

uma concentração maior, de 400 µg / mL, constatou-se que ambas as amostras 

apresentaram citotoxicidade mais elevada. Contudo, a ITZ-NANO se mostrou menos 

citotóxica, com 45% de viabilidade celular, enquanto o ITZ apresentou viabilidade de 

apenas 11%. 

Ainda nesse contexto, nos ensaios em hepatócitos, com as concentrações de 

200 µg/ mL de ITZ-NANO e de ITZ, a porcentagem de células vivas foi de 44% e 

15%, respectivamente. Em uma concentração maior, de 400 µg / mL, constatou-se 

que ambas as amostras apresentaram citotoxicidade mais elevada. Contudo, a ITZ-

NANO se mostrou menos citotóxica, com 32% de viabilidade celular, enquanto o ITZ 

apresentou viabilidade de apenas 12%.  
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Figura 11- Citotoxicidade de ITZ-NANO e ITZ nas células mesangiais de rim 
humano (CM) (A) e hepatócitos de rato AML12 (B): a viabilidade celular foi expressa 
em % de células vivas e foi calculado como (Nt / Nc) × 100, onde Nt e Nc é o 
número de células vivas no grupo tratado e no grupo não tratado, 
respectivamente. A viabilidade celular foi determinada pela redução do MTT após 24 
horas de incubação dos tratamentos com as células. Diferentes concentrações de 
nanopartículas foram testadas em triplicata e repetidos duas vezes em experimentos 
separados. Os resultados são expressos como média ± D.P. de células vivas. 

*a: p <0,05 controle  vs ITZ-NANO e ITZ 
*b: p <0,05 ITZ-NANO vs ITZ. 
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Os testes de MTT em células mesangiais de rim para avaliar a toxicidade das 

nanopartículas nos tempos 0, 15, 30 e 60 dias, após a sua preparação, mostraram 

que a ITZ-NANO continua apresentando baixa toxicidade nessas células, com 

viabilidade superior a 60% (Figura 12). 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 12- Citotoxicidade de ITZ-NANO em células mesangiais de rim humano (CM) durante 60 
dias: a viabilidade celular foi expressa em % de células vivas e foi calculada como (Nt / Nc) × 
100, onde Nt e Nc é o número de células vivas no grupo tratado e no grupo não tratado, 
respectivamente. A viabilidade celular foi determinada pela redução do MTT após 24 horas de 
incubação dos tratamentos com as células.  Os resultados são expressos como média ± D.P. de 
células vivas. 
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4.3 BIODISTRIBUIÇÃO DE ITZ-NANO  

 

Marcou-se a ITZ-NANO com radioisótopo tecnécio 99 (99mTc-DMSA). Desse 

modo, os dados indicaram que houve captação estatisticamente maior das ITZ-

NANO para pulmões (13,44 ± 0,69%) e fígado (9,25 ± 0,32%) quando comparados 

com o 99mTc-DMSA livre (3,53 ± 0,19%) e (6,62 ± 0,19%), respectivamente. Por 

outro lado, a captação das ITZ-NANO (36,74 ± 5,65%) foi estatisticamente menor 

nos rins em relação ao 99mTc-DMSA livre (55,19 ± 2,85%) (Figura 13).  

As imagens cintilográficas ressaltaram a captação renal do 99mTc-DMSA livre, 

característica deste radiofármaco. Entretanto, quando se utilizou as ITZ-NANO 

observou-se maior concentração de radioatividade nas regiões abdominal e torácica, 

sugerindo captação pelo fígado e pulmões (Figura 14). 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 13- Perfil de biodistribuição de ITZ-NANO
99m

Tc-DMSA e 
99m

Tc-DMSA livre. 
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4.4 ATIVIDADE ANTIFÚNGICA DE ITZ-NANO IN VIVO 

 

Após 30 dias da infecção experimental com P. brasiliensis em camundongos 

Balb C, iniciou-se o tratamento com doses diárias de ITZ e doses de ITZ-NANO a 

cada 3 dias. 

A fim de avaliar a eficácia antifúngica de ITZ-NANO e ITZ, após 30 dias do 

início do tratamento, realizaram-se análises histopatológicas nos pulmões dos 

animais experimentais. Na Figura 15, pode-se observar fotomicrografias de pulmões 

de animais sadios com aparência e morfologia normais e livres de infecção (15A). As 

 
 

Figura 14- Imagens da biodistribuição de ITZ-NANO
99m

Tc-DMSA e 
99m

Tc-DMSA livre nos tempos  
1, 2, 4, 6 e 8 horas após a injeção endovenosa. 
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figuras 15B e 15C mostram pulmões com parênquima espesso, presença de 

infiltrado inflamatório e granuloma com células fúngicas, característico de animais 

infectados com P. brasiliensis. 

 

A análise histopatológica dos pulmões dos animais tratados por 30 dias com o 

ITZ mostrou comprometimento do órgão com grandes infiltrados inflamatórios, 

parênquima espesso e granulomas com presença de células fúngicas (Figura 16).  

 
 

Figura 15- Fotomicrografias dos pulmões de animais sadios (grupo 1) e infectados sem tratamento 
(grupo 2). Em A, órgão normal sem infecção (HE). Em B, órgão infectado sem tratamento, com 
parênquima espesso e infiltrado inflamatório intenso (seta) (HE). Em C granuloma com presença de 
células fúngicas (seta), corados com HE. 

 
 
 

 
 

Figura 16- Fotomicrografias dos pulmões de animais infectados e tratados com ITZ: a figura A 
apresenta o órgão infectado e tratado com ITZ, mostrando massa de fungos (seta) corados com 
Grocotti e a mesma identificação corada com HE (B). Em C, massa de fungos (seta) e parênquima 
livre infiltrado inflamatório (Grocott).  
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 O tratamento efetuado com ITZ-NANO por 30 dias, revelou um moderado 

comprometimento dos pulmões caracterizado por infiltrado inflamatório, mas não se 

viu granulomas e nem células fúngicas, como observou-se nos pulmões dos animais 

tratados com ITZ (Figura 17). 

Nos tratamentos efetuados por 60 dias, observou-se uma melhora no grupo 

tratado com ITZ-NANO, no qual se notou clara redução nas regiões com infiltrado 

inflamatório do órgão, que se apresentou com parênquima sem alterações e 

alvéolos livres. O grupo tratado com ITZ permaneceu com infiltrado inflamatório e 

parênquima espesso, contudo, não se viu granulomas com células fúngicas (Figura 

18). 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 17- Fotomicrografias dos pulmões infectados e tratados com ITZ –NANO: em A, B e C, 
órgão infectado e tratado com ITZ-NANO; parênquima com pouco infiltrado inflamatório (seta) e 
corados com HE (A) e, outra região livre de infiltrado inflamatório (HE) (B). A figura C mostra duas 
regiões, uma com pouco infiltrado inflamatório (seta) e outra com alvéolos livres de infiltrado, 
corado com Grocott. 
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4.5 DOSAGENS DAS ENZIMAS HEPÁTICAS 

 

As análises bioquímicas das enzimas: Transaminase Pirúvica, Gama Glutamil 

Transferase, Fosfatase Alcalina e Desidrogenase Lática realizadas 30 dias após o 

início dos tratamentos não mostraram diferenças significativas em nenhum dos 

grupos estudados (Tabela 1).  

 
 

Figura 18- Fotomicrografias dos pulmões com 60 dias de tratamento: em A e B, órgãos 
infectados e tratados com ITZ, com parênquima espesso e infiltrado inflamatório (A). Em B, 
outra área do corte, mostrando uma região livre de infiltrado inflamatório. Em C e D, órgão 
infectado e tratado com ITZ-NANO, mostrando um pouco infiltrado (seta) (C) e outra área, 
aparentemente normal (D). 
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Tabela 1- Quantificação das enzimas hepáticas após 30 dias de tratamento com ou sem 

ITZ-NANO e ITZ. Os resultados mostram a média ± DP. Os valores estão expressos em U/L. 

 

  
Grupos 

Transaminase 
Pirúvica 

Desidrogenase 
Láctica 

Fosfatase 
Alcalina 

Gama 
Glutamil   

  Sadio 52 ± 3,55  2.277 ± 379 70 ± 15,4 3 ± 0,44   

  Infectado 50,75 ± 9,79 1.836 ± 403 60 ± 2,70 2,5 ± 0,38   

  ITZ 57,6 ± 19 2.536 ± 450 41 ± 18 2,4 ± 0,8   

  ITZ-NANO 51,25 ± 14 2.332 ± 621 27,75 ± 8,5 1,5 ± 0,78   

 

Por outro lado, no tratamento de 60 dias, as enzimas Desidrogenase Lática e 

Fosfatase Alcalina se mostraram alteradas (Tabela 2). O grupo tratado com ITZ 

apresentou uma maior produção de Desidrogenase Lática que os demais grupos 

(p<0,05). E o grupo tratado com ITZ-NANO apresentou a enzima Fosfatase Alcalina 

diminuída em relação aos outros grupos (p<0,05). A quantidade de soro não 

suficiente para dosar a enzima Gama Glutamil. 

 

Tabela 2- Quantificação das enzimas hepáticas após 60 dias de tratamento com ou sem 

ITZ-NANO e ITZ. Os resultados mostram a média ± DP. 

*p <0,05. Os valores estão expressos em U/L 

 

  
Grupos 

Transaminase 
Pirúvica 

Desidrogenase 
Láctica 

Fosfatase Alcalina 
  

  Sadio 51,5 ± 4,7  1.450 ± 375 63,75 ± 24   

  Infectado 48 ± 8 1.433 ± 288 58,6 ± 4,5   

  ITZ 68 ± 20 1.802 ± 145 * 45,8 ± 18    

  ITZ-NANO 50 ± 15 1.700 ± 180 25,8 ± 8 *   
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4.6 AVALIAÇÕES DA MASSA CORPORAL DOS ANIMAIS 

 

Monitorou-se a massa corporal dos animais antes e ao final do tratamento. 

Desse modo, pode-se observar (Tabela 3) que a massa corporal dos animais não 

infectados, aumentou cerca de 6% enquanto a massa corporal dos animais 

infectados e sem tratamento aumentou 3%. Contudo, nos animais infectados e 

tratados com ITZ-NANO observou-se uma pequena redução na massa corporal de 

cerca de 2%. Por outro lado, essa alteração foi mais significativa nos animais 

tratados com ITZ, que perderam em torno de 15% de massa corporal ao final de 60 

dias de tratamento. 

 

Tabela 3- Avaliação da massa corporal de acordo com cada grupo experimental nos dias 30 

e 60 após o início dos tratamentos: os resultados mostram a média ± desvio padrão do peso 

corporal dos animais 

  Grupos Tempo 0 30 dias 
Variação 

(g) 
60 dias 

Variação 
(g) 

  

  Sadio 22,89 ± 1,22 24,95 ± 0,49 8% 26,50 ± 0,70 6%   

  Infectado  21,33 ± 1,06 22,29 ± 1,01 4% 23,15 ± 0,79 3%   

  ITZ 20,95 ± 1,42 23,80 ± 2,10 13% 20,44 ± 0,89 -15%   

  ITZ-NANO 20,84 ± 2,82 22,98 ± 1,38 10% 22,61 ± 0,32 -2%   

 

4.7 ASPECTOS FÍSICOS DOS ANIMAIS 

 

Monitorou-se o aspecto físico dos animais diariamente após o início dos 

tratamentos. A figura 19 demonstra o animal que melhor representa o seu grupo de 

tratamento. Observou-se que os animais infectados e tratados com ITZ 

apresentaram alopecia em seu ventre e a pelagem do dorso disforme e arrepiada 

após 30 dias. Esse efeito foi observado em todos os animais desse grupo (Figuras 

19A e 19B). Por outro lado, de modo diferente do que se viu nos animais tratados 

com ITZ, os animais infectados que receberam a ITZ-NANO apresentaram um 

padrão de pelagem semelhante ao grupo controle (Figuras 19C e 19D), sem 

alterações em seu aspecto físico. 

* 
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Figura 19- Aspectos físicos dos animais após os tratamentos com ITZ-NANO e ITZ . Em A e B, 
animal tratado com ITZ mostrando alopecia. Animais C e D tratados com ITZ-NANO mostrando 
uma pelagem de aparência saudável. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

A 

B 

C 
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A escolha do fármaco a ser adotado para tratar a PCM requer uma análise do 

estado geral do paciente e do estágio da doença. Em casos graves, é utilizado o 

itraconazol ou a anfotericina B e após o controle da infecção a manutenção do 

tratamento segue com a administração de um derivado sulfonamídico (9). No 

entanto, apesar da variada opção de tratamentos disponíveis, algumas 

desvantagens ainda são observadas em consequência do uso dessas drogas. Por 

exemplo, o itraconazol, apesar da sua eficácia terapêutica e amplo espectro de 

ação, requer cuidados de monitoramento do paciente durante a sua administração 

devido ao seu histórico de efeitos tóxicos adversos (29).  

Deste modo, uma proposta terapêutica atraente que procura melhorar a 

terapia com fármacos tóxicos, como no caso do itraconazol, é a utilização de 

formulações alternativas que visam à administração segura e com maior praticidade.   

Nesse contexto, a nanobiotecnologia possibilita o desenvolvimento de novas 

formulações farmacêuticas para a entrega de fármacos, as quais podem evitar 

muitos dos problemas relacionados à baixa eficiência ou aos efeitos colaterais 

clássicos de fármacos já empregados na prática clínica. Isso se deve em grande 

parte ao fato de que a farmacocinética ou mesmo a farmacodinâmica de um fármaco 

encapsulado em nanopartículas poderem ser modificadas de modo a otimizar suas 

propriedades farmacológicas (59).  

Neste estudo, desenvolveu-se uma nanopartícula de PLGA recoberta com 

DMSA e composta com itraconazol como fármaco de escolha com o objetivo de 

reduzir o número de doses, a concentração do fármaco e também os efeitos 

colaterais desencadeados pela administração do mesmo durante o tratamento da 

infecção fúngica PCM. Essa proposta se baseou nos sistemas de entrega e 

liberação controlada de diferentes classes de fármacos, incluindo antimicrobianos, 

antifúngicos e antagonistas hormonais; com o objetivo de agregar uma quantidade 

de droga acima da dosagem mínima requerida, melhorando a eficácia do tratamento 

e possibilitando a diminuição do número de aplicações do fármaco (60-63).  

Os sistemas de liberação controlada, após injetados no paciente, possuem a 

característica de atuar de forma sistêmica ou em regiões específicas do corpo, onde 

liberam o princípio ativo de maneira gradual e controlada, minimizando os efeitos 

colaterais (64, 65). Cita-se como exemplo do uso dos sistemas de liberação as 

nanopartículas de PLGA carregadas com o antibiótico ciprofloxacina, o qual é 
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liberado por duas semanas, apresentando eficácia superior na inibição do 

crescimento da bactéria Escherichia coli quando comparadas com o fármaco livre; 

outro exemplo é a eficiente entrega de anfotericina B do conjugado PLGA-PEG, que 

mantém o padrão por nove dias após a administração (65). 

Há diversas técnicas disponíveis para encapsulação de fármacos e a decisão 

do método a ser utilizado depende da matriz da nanopartícula, do fármaco, do local 

de ação e do protocolo terapêutico em questão. Qualquer que seja o método de 

escolha faz-se necessária a caracterização das nanopartículas obtidas, o que 

engloba: eficiência de encapsulamento do fármaco, avaliação de diâmetro e 

morfologia, determinação do potencial zeta, estabilidade da preparação em função 

do tempo de armazenamento, dentre outras (38). 

Desse modo, as nanopartículas ITZ-NANO, estudadas nesse trabalho, 

apresentaram uma boa eficiência de encapsulação (72,76 ± 3,50% / Média ± DP), 

resultado que está de acordo com dados publicados por Italia et al, 2007 (55), que 

conseguiram uma eficiência de encapsulação de 79% utilizando o mesmo polímero 

e também uma droga de baixa solubilidade em água, como a utilizada nesse estudo.  

A ITZ-NANO apresentou um diâmetro médio de 174 ± 86 nm (Média ± DP) 

(Figuras 7 e 8), com formatos regulares e esféricos. Em geral, as partículas menores 

(100 a 500 nm) tem a possibilidade de permear através de barreiras fisiológicas 

além de atravessar a membrana de células epiteliais por meio da endocitose (66). 

Além disso, as nanopartículas com diâmetro inferior a 200nm apresentam uma 

tendência de retenção nos pulmões e um maior transporte transepitelial quando 

comparadas com partículas maiores (67). A razão para essa retenção ainda não 

está totalmente esclarecida, embora possa estar relacionada ao diâmetro. Isso pode 

representar um grande potencial de aplicação no sistema de entrega da droga ao 

alvo (68). Desse modo, sugere-se que a utilização de ITZ-NANO com diâmetro 

inferior a 200nm seja capaz de contribuir no direcionamento desse fármaco aos 

pulmões.  

Sabe-se que as nanopartículas compostas pelo copolímero de PLGA 

apresentam carga negativa, haja vista a presença de grupos carboxílicos terminais 

no copolímero (69, 70), fato que foi confirmado pelo potencial zeta das ITZ-NANO 

(média de -40 mV). O potencial zeta reflete o potencial de superfície das partículas, 

o qual é influenciado pelas mudanças na interface com o meio dispersante, em 
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razão da dissociação de grupos funcionais na superfície da partícula ou da adsorção 

de espécies iônicas presentes no meio de dispersão (71). As características de 

superfície das partículas também podem alterar a resposta biológica do fármaco 

associado. Quando se administram intravenosamente sistemas de nanopartículas 

convencionais, estes são rapidamente removidos da circulação sanguínea pela ação 

de células do sistema fagocitário mononuclear, dificultando a chegada do fármaco 

ao sítio de ação. Diferentes estratégias têm sido propostas para modificar a 

distribuição in vivo das nanopartículas, baseadas principalmente na redução da 

hidrofobicidade da superfície das partículas através da adsorção física de uma 

molécula hidrofílica, como o DMSA, que contribuiu também para a carga negativa da 

ITZ-NANO (70, 72, 50).  

Cabe observar que o armazenamento das nanopartículas a 4°C por até 60 

dias, mostrou alterações na carga (potencial zeta) (Figura 9) e aumento da eficácia 

antifúngica (Figura 10) após 30 dias. A diminuição de 20% no potencial zeta da ITZ-

NANO após 30 dias (de -40 para -51 mV), bem como a maior eficácia antifúngica 

relaciona-se, provavelmente, à degradação do polímero, o que aumenta a liberação 

do fármaco no meio, potencializando seus efeitos nas células fúngicas (72, 73), 

apresentando, dessa forma, o mesmo efeito fungistático que o fármaco livre. 

Por outro lado, como citado anteriormente, o itraconazol é um fármaco que, 

embora apresente um excelente espectro de ação fungicida, provoca também 

toxicidade em células normais, especialmente nas hepáticas. Isso ocorre em face da 

sua interação com o citocromo P-450, que causa alterações nas enzimas hepáticas 

e a inibição do sistema enzimático dos mamíferos, tais como aqueles envolvidos 

com a síntese de hormônios esteróides e prostaglandinas, que são dependentes 

dessa estrutura (74-78). 

Assim, para se avaliar a segurança da ITZ-NANO em células normais, 

estudou-se sua citotoxicidade por meio do ensaio de MTT. A incubação da ITZ-

NANO e do ITZ em células normais mostrou perfis diferentes. Com a ITZ-NANO, a 

viabilidade celular foi superior a 83% e 44% em células mesangiais de rim e 

hepatócitos, respectivamente. O ITZ apresentou toxicidade em ambas as linhagens 

celulares (Figuras 11A e 11B), o que resultou em 80% de células mortas. Os 

resultados de MTT feitos apenas com células mesangiais de rim por 15, 30 e 60 dias 

após a síntese das nanopartículas, (Figura 12), mostraram que as mesmas não 
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provocaram significativo aumento da toxicidade nessas células, obtendo mais de 

60% de viabilidade celular, o que demonstra um alto grau de estabilidade do 

preparado, e que condiz com a hipótese de pequena biodegradação do polímero e 

liberação de uma certa quantidade de fármaco para o meio. No entanto, foi visto que 

esta degradação não é suficiente para trazer drástica toxicidade celular. Isso fica 

mais evidente quando se observa os resultados in vivo, nos quais há clara 

diminuição dos efeitos colaterais nos animais. 

Esses resultados indicaram que a incorporação do fármaco em 

nanopartículas de PLGA promoveu proteção contra a toxicidade do mesmo. O que 

está em conformidade com outros estudos realizados em linhagens celulares e com 

fármacos diferentes e que também apresentaram menor toxicidade quando 

encapsulados em nanopartículas de PLGA (77). Além disso, estudos de Yi et al, 

2007  (78) utilizando hemácias, mostraram que o itraconazol em micelas de PLA 

apresentou menor hemólise (18%) em comparação com o fármaco livre (93%).  

Por meio dos experimentos in vitro com a ITZ-NANO, observou-se que essa 

nanopartícula foi tão eficiente quanto o fármaco livre (ITZ) no combate ao P. 

brasiliensis. Além disso, a ITZ-NANO apresentou maior segurança em comparação 

com a droga livre, com menor toxicidade em células renais e hepáticas. Todos os 

resultados in vitro acima descritos, além de se fazerem necessários para o 

desenvolvimento e aplicação de novos fármacos, foram suficientes para a 

continuidade dos estudos in vivo, fornecendo uma base científica considerável.  

Baseando-se no propósito de direcionamento das nanopartículas aos 

pulmões, estudou-se a biodistribuição de ITZ-NANO após a marcação das 

nanopartículas com tecnécio 99. Esse radioisótopo tem sido útil na compreensão do 

destino in vivo dos fármacos encapsulados (79). Os resultados obtidos 

demonstraram captação estatisticamente maior das ITZ-NANO pelos pulmões (13,44 

± 0,69%) e pelo fígado (9,25 ± 0,32%), quando comparado com o DMSA livre (3,53 ± 

0,19%) e (6,62 ± 0,19%), respectivamente, após 8 horas da injeção endovenosa das 

nanopartículas (Figura 14). Como observado, essa diferença nas captações para 

pulmões e fígado apresenta um perfil bastante distinto do que normalmente se 

espera do DMSA livre marcado com tecnécio, já que este é preferencialmente 

captado pelos rins (79, 80) (Figura 15).  
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Stevanovi et al, 2008 (81), estudaram a biodistribuição de nanopartículas de 

PLGA sem cobertura, também marcadas com tecnécio 99. Os autores encontraram 

uma captação nos pulmões de apenas 1,97% nos primeiros 30 minutos, 1,44% em 

60 minutos, e 0,80% em 120 minutos, após a aplicação. Resultado semelhante 

também foi apresentado por Mondal et al, 2010 (82), no qual trabalharam com 

nanopartículas de PLGA que mostraram captação de 1,04% para pulmões após 4 

horas da injeção endovenosa. Essa diferença comparada maior quantidade de ITZ-

NANO direcionada para os pulmões indica uma maior afinidade dessas partículas 

por esse órgão, o que pode ser decorrente de dois fatores: i) o seu tamanho - 

partículas menores que 200 nm podem apresentar retenção nos pulmões; e ii) a 

presença do DMSA na superfície das nanopartículas. 

Destaca-se, no entanto, que apesar de as partículas estudadas por Stevanovi 

et al, 2008  e Mondal et al, 2010 apresentarem diâmetro menor que 200 nm, o 

tamanho por si não foi suficiente para direcionar uma maior quantidade de 

nanopartículas para os pulmões, o que reforça a importância da presença do DMSA 

na obtenção de uma maior quantidade de ITZ-NANO para aquele órgão.  

Além disso, estudos anteriores do laboratório demonstraram que 

nanopartículas magnéticas à base de maghemita e magnetita recobertas com DMSA 

tiveram uma distribuição preferencial para os pulmões (49, 50). No entanto, não se 

observou o mesmo resultado quando o núcleo (maghemita e magnetita) foi 

associado com dextran (83), o que sugere ser o DMSA a molécula responsável por 

esse direcionamento.  

Sabe-se que em nanopartículas com a superfície modificada com moléculas 

hidrofílicas, como o DMSA, ocorre uma minimização da opsonização, aumentando o 

tempo de circulação no sangue e eventual diminuição da quantidade de partículas 

que atingem o fígado (70). Dessa forma, poderia ocorrer uma maior retenção nos 

pulmões, talvez, devido à presença de capilares sanguíneos de menor diâmetro 

nesse órgão. Novos experimentos necessitam ser realizados para testar as 

diferentes hipóteses. 

A formulação ITZ-NANO foi desenvolvida para promover uma liberação 

sustentada e gradual do itraconazol após a primeira injeção. À medida que se 

incorporou ao copolímero uma quantidade de itraconazol suficiente para três doses 

em uma única administração, pode-se reduzir o número de injeções da ITZ-NANO. 
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Assim, a ITZ-NANO numa dose terapêutica de 60 µg/300µL, administrada a 

cada três dias, por um período de trinta dias, foi eficaz no controle da infecção 

pulmonar observada na PCM, como se pode observar nas fotomicrografias dos 

pulmões (Figuras 17 e 18), onde se viu infiltrado inflamatório, mas não se observou 

a presença de células fúngicas nesses órgãos. Por outro lado, nos animais tratados 

com o ITZ (1 mg/mL) diariamente, que é uma dose estabelecida para tratamento 

para camundongos (57), foi observado infiltrado inflamatório e granulomas com 

células fúngicas (Figura 16). Isso mostra que o tratamento com a ITZ-NANO 

apresentou um efeito terapêutico melhor que o ITZ, sendo considerado mais efetivo 

já que sua administração foi realizada a cada três dias. 

Com sessenta dias de tratamento, em ambos os grupos de animais (ITZ e 

ITZ-NANO), ainda havia comprometimento dos pulmões, que se caracterizava por 

infiltrado inflamatório e parênquima espesso, porém não foi mais observado a 

presença de células fúngicas nos animais tratados com ITZ. 

Esses resultados com ITZ, estão em conformidade com o estudo feito por 

Naranjo et al, 2010 que utilizou esse fármaco para tratamento da PCM crônica, o 

qual identificou que ocorreu uma redução significativa no infiltrado inflamatório, mas 

apesar de bastante reduzida, ainda havia a presença de células fúngicas nos 

pulmões, após quatro semanas de tratamento (84). 

A administração da ITZ-NANO foi eficiente no tratamento da PCM crônica, 

entretanto, faz-se necessário monitorar os seus efeitos colaterais, já que a utilização 

do itraconazol pode provocar náusea, vômito, dor abdominal, diarréia, dor de cabeça 

e leve alopecia, além de hepatotoxicidade, a qual é monitorada por meio do aumento 

dos níveis de enzimas hepáticas (75, 76). 

A avaliação dos parâmetros bioquímicos em relação à hepatotoxicidade 

mostrou que nos primeiros 30 dias de tratamento, nenhum dos grupos apresentou 

alterações nas enzimas hepáticas (Tabela1). Contudo, após esse período, observou-

se um aumento estatisticamente significativo da enzima desidrogenase lática no 

grupo que recebeu ITZ (Tabela 2), o que demonstra o início de hepatotoxicidade. 

Por outro lado, a ITZ-NANO não causou toxicidade hepática nos animais, 

provavelmente devido à sua baixa concentração efetiva livre circulante que foi 

gradualmente liberada, e/ou uma menor concentração de fármaco livre captado pelo 

fígado. Esta última hipótese se baseia na menor captação de ITZ-NANO marcadas 
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com tecnécio 99 por esse órgão, quando comparamos com trabalhos na literatura 

que demonstram um maior percentual de partículas de PLGA no mesmo (70, 81, 

82). 

Outro dado importante que demonstra a menor toxicidade da ITZ-NANO 

foram as análises observadas quanto aos seus aspectos clínicos. Com 60 dias de 

tratamento, os animais tratados com a ITZ-NANO tiveram uma menor perda do peso 

corporal (2%) quando comparados com os animais que foram tratados com o ITZ 

(15%) (Tabela 3). Os animais tratados com ITZ-NANO também não apresentaram 

alopecia, ao contrário do que foi observado em todos os animais que receberam ITZ 

(Figura 19). Esses dados sugerem que a administração de ITZ-NANO ameniza os 

efeitos colaterais nos animais, o que pode relacionar-se a dois fatores: i) liberação 

controlada do fármaco; e ii) diminuição do estresse dos animais, na medida em que 

receberam uma aplicação de ITZ-NANO a cada três dias. Esses achados 

corroboram ainda mais com a aplicabilidade clínica dos protocolos empregados com 

o uso de nanopartículas e consequentemente da nanobiotecnologia, cujo propósito 

de origem foi exatamente potencializar a especificidade dos tratamentos, 

promovendo maior qualidade de vida aos pacientes por ela contemplados.  

Por meio desses resultados, as metas do trabalho foram alcançadas, uma vez 

que o objetivo da incorporação de fármacos em nanopartículas é, além de promover 

a mesma eficiência de tratamento dos fármacos convencionais, reduzir efeitos 

colaterais e ainda, promover um maior incentivo à adesão dos tratamentos por parte 

dos pacientes. Atualmente o índice de evasão aos tratamentos é muito alto, já que 

são oferecidos sob a forma de administração oral por várias vezes ao dia por um 

longo período do tempo – seis meses ou mais. Com os resultados encontrados, a 

redução no número de administrações possibilita uma maior colaboração dos 

pacientes, o que é um fator determinante no sucesso do protocolo terapêutico que 

muitas vezes é negligenciado durante o tratamento (19). 
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Dessa forma, constatou-se que a ITZ-NANO se apresentou efetiva no 

tratamento da PCM crônica e evitou os conhecidos efeitos colaterais deste. Destaca-

se também, que a concentração de fármaco na ITZ-NANO foi inferior àquela 

administrada no ITZ, o que contribuiria para a redução do custo total do tratamento e 

reduziria o tempo e o estresse causado ao paciente. 
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Os resultados obtidos nos permitem concluir que: 

 

a. A ITZ-NANO apresentou  um diâmetro médio de 174 nm que mostrou 

ser adequado para sua biodistribuição; 

b. A preparação de ITZ-NANO apresentou uma boa eficiência de 

encapsulação da ordem de 72%; 

c. O potencial zeta da ITZ-NANO foi de – 40 mV, e após 30 dias do 

preparo diminuiu para – 50 mV;  

d. Quanto a eficácia antifúngica, a ITZ-NANO mostrou-se tão eficaz 

quanto o ITZ, especialmente após 30 dias de seu preparo; 

e. Os estudos de citotoxicidade demonstraram que a ITZ-NANO foi 

menos citotóxica que o ITZ em células mesangiais de rim e hepatócitos; 

f. A biodistribuição das ITZ-NANO marcadas com tecnécio mostrou uma 

maior captação das nanopartículas pelos pulmões, fígado e rins; 

g. Quanto à eficácia terapêutica, ITZ-NANO se mostrou um sistema de 

liberação de fármacos eficiente, capaz de reduzir a frequência da 

administração da dose itraconazol em três vezes sem afetar a sua eficácia 

farmacológica; 

h. ITZ-NANO apresentou a eficácia terapêutica no modelo murino da 

PCM sem causar toxicidade hepática, além de prevenir a ocorrência de 

efeitos colaterais como a perda de peso e a alopecia. 

 

Diante dos resultados expostos, pode-se concluir que a nanotecnologia 

aplicada à formulação do antifúngico itraconazol no tratamento da 

Paracoccidioidomicose, uma doença comumente negligenciada pelas autoridades 

de saúde no Brasil, torna-se uma alternativa terapêutica de considerável 

importância, uma vez que se apresenta mais eficaz que a formulação convencional, 

além de reduzir de maneira significativa os efeitos adversos e ainda o tempo 

requerido no tratamento. Portanto, os dados acima fornecem bases científicas 

suficientes para o desenvolvimento de novos estudos clínicos que possibilitarão a 

entrada no mercado dessa formulação nanoestruturada. 
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Anexo 1 - Certificado de Aprovação do projeto pelo Comitê de Ética. 

 

Anexo 1 – Certificado de Aprovação do projeto pelo 

Comitê de Ética. 
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