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DESENVOLVIMENTO DE NANOPARTICULAS PARA O CARREAMENTO DE
FLUCONAZOL

NOWACZYK, Suelen Patricia’ (Campo Real)
CAMPOS, Lais de Almeida? (Campo Real)

RESUMO

As infecgbes fungicas sao responsaveis por altas taxas de mortalidade,
principalmente em grupos considerados de risco como imunodeprimidos e
imunossuprimidos. As leveduras do género Candida sp s&0 comensais e s&o
frequentemente associadas a estas elevadas taxas de mortalidade e morbidade,
sendo considerada a terceira septicemia mais frequente, podendo apresentar
resisténcia a medicamentos. O fluconazol € um farmaco que tem apresentado
reducdo da suscetibilidade em Candida sp. Por conta disso, o desenvolvimento de
estratégias terapéuticas para melhorar a entrega de farmacos com perfil de
resisténcia tém sido as nanoparticulas, por permitirem uma liberacdo modificada e
reducado da dose necessaria para eficacia. Nesse sentido, o objetivo deste trabalho
foi desenvolver uma nanoparticula de albumina pelo método de dessolvatacao
contendo fluconazol, realizar a caracterizagao fisico-quimica e avaliar a eficacia
frente a cepa de Candida albicans ATCC 10231 através da microdiluigdo em caldo. A
caracterizagao fisico-quimica revelou um diametro das nanoparticulas de 550 *
28,56 nm, potencial zeta de -10,8 mV e eficiéncia de encapsulagdo de 82%. As
nanoparticulas contendo fluconazol apresentaram inibicido de C. albicans com
Concentragao Inibitéria Minima (MIC) de 23,75 pg/mL, enquanto o fluconazol livre
em 47,5 ug/mL. Portanto, a abordagem nanoparticulas de fluconazol oferece um
caminho promissor para o tratamento de infecgdes fungicas resistentes, permitindo
maior eficacia em menor dose

Palavras-chave: Infec¢des fungicas, Candida sp, nanotecnologia, nanoparticulas

ABSTRACT

Fungal infections are responsible for high mortality rates, especially in high-risk
groups such as immunocompromised and immunosuppressed individuals. Yeasts of
the Candida genus are commensals and are frequently associated with these
elevated mortality and morbidity rates, being considered the third most common
cause of sepsis, and may exhibit drug resistance. Fluconazole is a drug that has
shown reduced susceptibility in Candida species. As a result, the development of
therapeutic strategies to improve drug delivery in the presence of resistance profiles
has focused on nanoparticles, as they allow for modified release and reduced
dosages necessary for efficacy. In this context, the objective of this study was to
develop an albumin nanoparticle by the desolvation method containing fluconazole,
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perform physicochemical characterization, and evaluate its efficacy against the
Candida albicans ATCC 10231 strain through broth microdilution. The
physicochemical characterization revealed a nanoparticle diameter of 550 + 28.56
nm, a zeta potential of -10.8 mV, and an encapsulation efficiency of 82%.
Nanoparticles containing fluconazole demonstrated inhibition of C. albicans with a
Minimum Inhibitory Concentration (MIC) of 23.75 ug/mL, while free fluconazole
showed an MIC of 47.5 ug/mL. Therefore, the fluconazole nanoparticle approach
offers a promising path for the treatment of resistant fungal infections, allowing for
greater efficacy at a lower dose.

Keywords: Fungal infections, candida sp, nanotechnology.



1. INTRODUGAO

Infecgbes fungicas sao responsaveis por cerca de 6,5 milhdes de infecgdes
fatais atualmente no mundo, com taxas de mortalidades muito variadas entre 20% a
95% (Schaefer et al., 2024). Leveduras do género Candida spp respondem por
cerca de 80% das infec¢des ocorridas por fungos em ambiente hospitalar, sendo
encontradas no tubo digestivo em 50% a 70% de pessoas adultas saudaveis
(Rocha, 2021).

Essas espécies sdo consideradas comensais, que se tornam patégenos por
conta da baixa imunidade de seus hospedeiros, sendo assim esse género €
considerado a terceira septicemia mais frequente do mundo (Silva et al., 2021).
Podem se alojar em diferentes sitios, como no trato urinario, gastrointestinal,
cavidade oral e mucosa vaginal (Alves, 2023). O diagndstico desse patdégeno pode

ser dificil devido a falta de sintomas que evidenciam a doenca (Dadar et al., 2018).

As medicagdes mais utilizadas para o tratamento dessas infec¢des fungicas
podem ser da classe dos polienos, equinocandinas ou azois (Feng et al., 2023). Um
dos medicamentos pertencentes a classe dos azois é o fluconazol, antifungico que
inibe o crescimento e desenvolvimento dos fungos. Pode ser administrado por via
oral ou parenteral no tratamento de diversas infecgdes fungicas. Entre seus
possiveis efeitos adversos destacam-se nauseas, vomitos, diarreia e, mais

raramente, hepatotoxicidade. (Mello, 2022).

O fluconazol atua inibindo a enzima lanosterol 14-a demetilase no complexo
citocromo p-450 dos fungos (Alkhalidi et al., 2020). Essa enzima converte lanosterol
em ergosterol, e sua inibicdo leva a perda da integridade da membrana que recobre
o fungo ( Santos, 2005). Alguns fungos apresentam mecanismos de resisténcia para
este antifungico como a C. albicans, cryptococcus e candida, histoplasma (Vieira et
al., 2017). As espécies C. albicans apresentam o gene RTA2, que pode estar
envolvido na resisténcia deste por meio da regulagdo da calcineurina que € uma
fosfatase que esta presente em células eucariontes, atuando na sinalizacdo da
célula fungica. Isso reduz a suscetibilidade destas cepas a este medicamento (Vieira
etal., 2017).
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Como alternativa terapéutica, as nanoparticulas sao formas farmacéuticas

em tamanho na escala nanométrica, sendo muito utilizadas quando ha uma certa
resisténcia ao farmaco (Barbieri,2019). Seu pequeno tamanho tem beneficios com
seu uso, como o aumento da permeacido no tecido alvo e aumentar a eficacia do
medicamento (Monteiro, 2012). Com isso, minimizando efeitos colaterais que o
farmaco pode ocasionar no paciente (Moazeni et al., 2016). Com o medicamento
encapsulado na nanoparticula pode haver uma melhora de alguns fatores como a
biodisponibilidade do medicamento, protegendo o farmaco e controlando sua

liberagao (Fonseca, 2007).

A albumina sérica bovina (BSA) tem caracteristicas como hidrossolubilidade,
atoxidade e imunogenicidade (Caparica, 2019). A BSA é facilmente adaptavel ao
organismo humano, considerada segura para o uso e atraente para transportar

farmacos (Fonseca, 2016).

Com base nesse contexto, o objetivo do presente trabalho foi desenvolver
uma nanoparticula contendo fluconazol e avaliar a inibicdo de crescimento frente a
cepa de C. albicans ATCC 10231 em comparagdo com o tratamento de fluconazol

livre.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 METODO ANALITICO PARA QUANTIFICACAO DO FLUCONAZOL

A curva analitica foi construida para a quantificacao do fluconazol presente
na nanoparticula desenvolvida a partir da preparagdo de cinco concentragdes
diferentes (80 pg/mL, 60 ug/mL, 40 pg/mL 20 ug/mL e 10 pg/mL) de fluconazol em
metanol e leitura da absorbancia em espectrofotometro com comprimento de onda
261 nm. Cada uma dessas concentracdes foi realizada em triplicata. Os valores de
absorbancia resultantes foram utilizados para a construcdo da curva analitica,
obtendo-se uma equacio da reta. Foi calculado também o coeficiente de correlagao

linear (R?), considerando-se um valor acima de 0,99 adequado para o experimento.

2.2 DESENVOLVIMENTO DE NANOPARTICULAS DE ALBUMINA
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A sintese das nanoparticulas foi iniciada com o preparo da albumina sérica
bovina 10 mg/mL (m/v) em agua destilada, a solugdo resultante foi submetida a
agitacado constante por um periodo de 30 minutos, até completa solubilizagdo. A fase
organica foi preparada contendo 10 mg de fluconazol em 3 mL de etanol 95%. A
solucdo com o medicamento foi gotejada lentamente gota a gota na mistura de
albumina, sob agitagdo por 10 minutos. Posteriormente, uma solugao de lecitina de
soja 4 mg/mL preparada contendo agua destilada foi preparada sob agitagao, e,
aquecendo-se a uma temperatura de 40°C. A solugao de lecitina foi adicionada por
gotejamento a solugao anterior, mantendo-se a agitagdo por mais 10 minutos. Em
seguida, foi adicionado um agente reticulante para a estabilizagdo de nanoparticulas,
contendo glutaraldeido 25%. A solugao final foi mantida em agitagdo de 150 rpm por 2
horas. Por fim, a solugdo resultante foi centrifugada a 4000 rpm por 30 minutos. O
sobrenadante foi retirado cuidadosamente com auxilio de uma pipeta e armazenado
para quantificacido da eficiéncia de encapsulacao, e o precipitado foi ressuspendido
com 2 mL de agua destilada sob agitagdo. Durante todo o processo de realizagao da
nanoparticula o pH foi medido, considerando um pH neutro (pH 7) como o ideal para
o experimento. O pH neutro demonstra uma estabilidade e homogeneidade melhor

em nanoparticulas (Kudlacik et al., 2021).

2.3 DETERMINACAO DE PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS

2.3.1 Diametro médio (DM)

Foi utilizada a espectroscopia de correlagdo de fétons (ECS) através do
equipamento ZetaSizer (Malvern®), para medir o didmetro das nanoparticulas e o
indice de polidispersdo, esta metodologia considera o movimento browniano das
particulas que se movem aleatoriamente no liquido, causando colisbes. Para a
realizacdo das medidas foram utilizadas cubetas, em que a suspensdo de

nanoparticula foi transferida sem realizar diluicao.

2.3.2 Potencial zeta

Para analise do potencial zeta, as nanoparticulas foram diluidas (1:200) em
solugdo de Cloreto de Potassio (KClI) 1mM e analisadas através da mobilidade

eletroforética, com aplicagdo de um campo elétrico na amostra, através do
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equipamento ZetaSizer (Malvern®). Todas as analises fisico-quimicas foram

realizadas com auxilio do Centro de Ciéncias Moleculares e Nanotecnologia do
Campus CEDETEG da Universidade Estadual do Centro-Oeste.

2.4 EFICIENCIA DE ENCAPSULACAO (EE%)

Para a realizacdo da Eficiéncia de encapsulagdo (EE%) foi utilizado o
sobrenadante obtido apds a etapa de centrifugagédo da nanoparticula a 4000 rpm por
30 minutos. A absorbéancia foi medida com um comprimento de onda de 261 nm. A
quantificacdo da concentracdo de fluconazol no sobrenadante foi realizada a partir
da equacdo da reta obtida no método analitico desenvolvido. E a EE% foi

determinada a partir da Equagéao 1:

Equacgéo 1: EE%= (Quantidade de fluconazol no sobrenadante/Quantidade

de fluconazol adicionado) 100%

2.5 ATIVIDADE ANTIFUNGICA IN VITRO

Para realizar a atividade antifungica foi preparado o indculo através da
levedura da cepa de C. albicans ATCC 10231, cultivada em agar Sabouraud
Dextrose (ASD). Utilizando uma alca bacterioldgica foi transferida uma quantidade
da levedura para solugéo salina 0,85% (m/v) a fim de obter um ajuste na turbidez do
indculo que devera ser aproximadamente 1 x 10° UFC/mL e para a diluigao final do
in6culo deve ser de 0,5 x 10° a 2,5 x 10° UFC/mL. Para obter esse resultado foi
realizado diluicbes de 1:20 e 1:50 (CLSI, 2017). Em seguida foi realizada uma
diluicdo com azul de trypan (1:2) para realizagao da contagem de células a partir da
camara de Neubauer. Foi realizada a contagem de leveduras vivas e mortas,
calculado assim a viabilidade do inoculo (Equagéo 2). O inéculo foi considerado, se

a viabilidade estava acima de 95%.
Equacao 2: (N° de células vivas/n® de células totais (vivas e mortas) x 100%

Apods a obtencao do indculo, a placa de 96 pocos foi organizada de modo a
se ter uma coluna de controle positivo (levedura e caldo caso), uma coluna de

controle negativo (uma coluna apenas com caldo caso), e fileiras com fluconazol e
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nanoparticulas nas concentragdes de 380 ug/mL, 190 ug/mL, 95 pg/mL, 47.5 pg/mL,

23.75 pyg/mL, 11.87 pg/mL, 5.93 ug/mL, 2.96 ug/mL, 1.48 uyg/mL e 0,74 ug/mL. Todos

os experimentos foram realizados em ftriplicata e em dois ensaios independentes.

As placas foram incubadas na estufa a 37°C por 24 horas. Posteriormente,
adicionou-se 20 pL de solugao de resazurina (0,02%), para identificar a inibigdo que
ocorreu em cada pogos, e incubou-se a placa por 24 horas. A presenga de coloragao
rosa nos pogos indica crescimento de levedura, enquanto coloragao azul sugere a
inibicdo do crescimento. A determinagc&o da Concentragéo Inibitéria Minima (CIM) foi
realizada a partir de observacao visual. Além disso, foi realizada a técnica de
carimbo que consiste na divisdo da placa de agar em varias se¢des e com auxilio de
uma alca foram transferidas amostras dos pogos para a placa de ASD, permitindo

visualizar nitidamente qual era a Concentragao Fungicida Maxima (CFM).

2.6 ESTABILIDADE

Para avaliar a estabilidade da nanoparticula foi realizada a medida do
didmetro e potencial zeta apdés 30 dias com as amostras mantidas sob refrigeragéao
(8°C), verificando também se n&o houve precipitagdo da nanoparticula neste

periodo.

2.7 ANALISE DE DADOS

Os dados foram analisados quanto a média e desvio-padrao

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 LINEARIDADE

A determinacdo do método analitico permitiu a obtencdo da equacao da
reta, sendo expressa por: y=0,025x + 0,0011, com RZ? de 0,9993 (Figura 1). Esse
valor demonstra uma linearidade, o que indica uma confiabilidade no resultado
obtido por conta do valor acima de 0,99 (Anvisa, 2017). Ao comparar com 0 com

outros estudos, observa-se que o resultado obtido por Souza (2007) obteve o0 R2da
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curva analitica de 0,9992, demonstrando também uma o6tima exatiddao no valor

resultante na pesquisa.

Figura 1: Curva analitica do fluconazol em metanol (1 mg/mL) obtida por
Espectrofotometria a 261 nm.

3.2 PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS

3.2.1 Didametro médio (DM)

A caracterizacdo de nanoparticulas com fluconazol revelou um DM de 550
nm %28,56 nm. O indice de polidispersdo (IPD) obtido foi de 0,2. Ao analisar o
estudo de Martinez et al., (2017), obteve um resultado medindo nanoparticulas de
albumina com uma variagdo de tamanho de 300 a 500 nm, com o indice de
polidispersao entre 0,1 e 0,4, indicando uma dispersdo moderada com algumas
variagbes de tamanho. Em geral, o valor de IPD varia de 0,0 a 1,0, em que valores
mais baixos indicam uniformidade no tamanho de particula, considerando o valor de
0,2 aceitaveis na pratica de nanoparticulas (Danaei et al., 2018). Outro estudo
relevante, foi o desenvolvido por demonstrou valores de IPD entre 0.19 e 0.26,
indicativos de uma boa homogeneidade, caracteristicas de nanoparticulas bem

formuladas.
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A determinagdo do DM das nanoparticulas, influencia diretamente nas

propriedades fisico-quimicas, se baseando na intensidade de luz dispersa pelas
particulas (Oliveira, 2014). No estudo realizado por Teran-Saavedra et al., (2019)
foram encontrados didmetros entre 539 a 560 em nanoparticulas de albumina, que
podem evitar a rapida eliminacdo devido seu tamanho e maior estabilidade. Ja o
estudo desenvolvido por Martins et al (2014) obteve um resultado 558 + 13 nm e 561
+ 19 nm apresentando nanoparticulas relativamente uniformes conforme seu desvio

padrao.

3.2.2 Potencial zeta

A técnica de mobilidade eletroforética foi utilizada e obteve um resultado de
-10,8 mV, indicando que houve repulsdo entre as particulas por conta do valor
atribuido a carga superficial negativa. Essa repulsdo pode estar relacionada a
estabilidade fisica da dispersdo ao longo do tempo (Soares, 2009). O estudo
realizado por Apriani et al., (2022) o potencial zeta obtido foi de -10,63 com uma
carga de repulsdo moderada. Em comparagdo, o resultado de zeta realizado por
Tarhini et al (2018) tiveram variagdes de potencial zeta de -13 mV a -10 mV em
nanoparticula de albumina com concentragdo de 2% utilizando um agente
reticulante. Ja no estudo de Eldabousy et al., (2025) obteve um resultado de -1,74
mV. Valores proximos de 1 indicam menor estabilidade da molécula evitando
agregacao (Almuhaysh et al., 2025). Esses resultados demonstram que houve uma
estabilidade por conta das cargas negativas que favorecem a repulsdo evitando a

agregacao em funcao de colisdes ocasionadas (Schaffazick et al., 2003).

3.3 EFICIENCIA DE ENCAPSULACAO (EE%)

O resultado da EE% foi 82%, revelando no sobrenadante 1,8 mg/mL do
medicamento, indicando que nos 10 mg/mL utilizados no processo de obtencao das
nanoparticulas 8,2 mg/mL continuaram nela apds a centrifugacdo e a retirada do
sobrenadante. Ao comparar com achados cientificos, pode-se notar uma variagao na
eficiéncia de encapsulagado. Sousa (2007) obteve um resultado de 48,9%, colocando
que pode haver muita variagdo na EE%, por conta da formulagcdo utilizada e a
estabilidade do farmaco que em alguns casos prefere ficar na fase aquosa e ndo nas

nanoparticulas.
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No estudo conduzido por Ukherjee et al., (2018), os autores demonstraram

uma variagao na eficiéncia de encapsulagao de 72,85% e 95,01%, que foi associada
a variacao do didmetro das nanoparticulas formadas que foram 261,5 nm e 951,4
nm respectivamente. Em comparagao, no artigo de Dawoud et al., (2023) obteve
uma EE% de 88% indicando que a maior parte do farmaco foi retida dentro das

nanoparticulas.
3.4 ATIVIDADE ANTIFUNGICA IN VITRO

A atividade antifungica revelou que a formulagdo com nanoparticula com
fluconazol demonstrou inibigdo do crescimento fungico até a concentragcdo 11.87
Mg/mL, evidenciado pela coloragdo azul. Os pogos subsequentes apresentaram
coloragao rosa, indicando o crescimento do fungo. Em comparagéo, o fluconazol
isolado apresentou inibicao até a concentragao de 23.75 pg/ml com os demais com
coloracao rosa. A nanoparticula sem o farmaco nao apresentou atividade inibitdria,

com o crescimento observado em todos os pogos (Figura 2).

O estudo desenvolvido por Musavi et al., (2020) mostra uma inibicao de
nanoparticulas de fluconazol de 32 ug/ml, representando a concentragdo minima
para o crescimento das cepas utilizadas. Ja em estudos desenvolvidos por Hajar et
al., (2020), tiveram valores de 8 a 12 ug/mL, mostrando uma reducéao significativa
em relagao ao fluconazol livre.

Figura 2 — Inibi¢gdo do crescimento de C. albicans ATCC 10231 frente as nanoparticulas de
fluconazol, nanoparticulas vazias e fluconazol livre

Inibic3o do crescimento de C.albicans ATCC Inibicsio em nanoparticulas sem a presenca

10231 frente s nanoparticulas de fluconazol e de fluconazol
fluconazol livre




15

A técnica de carimbo foi realizada para validar os resultados obtidos nas
placas de 96 pocos, e determinar a CFM. No presente estudo, a formulagdo de
nanoparticulas com fluconazol apresentou crescimento fungico com as amostras a
partir da concentragéo de 5,93 ug/mL (Figura 3). Em contraste, o cultivo realizado da
plaquinha contendo apenas o medicamento houve crescimento a partir da
concentracao de 11,87 ug/mL (Figura 3). Conforme esperado, a nanoparticula sem
fluconazol nao apresentou atividade inibitéria, com crescimento fungico de todos os
pocos (Figura 3). No estudo realizado por Meneses et al., (2022) a inibicdo das
nanoparticulas com o farmaco se mostrou maior do que as com o medicamento
isolado.

Figura 3 — Técnica de carimbo nas nanoparticulas de fluconazol, nanoparticulas vazias e
fluconazol livre

Técnica de carimbo com inibigio de Técnica de carimbo com Técnica de carimbo sem
11.87 pg/ml na nanoparticula com inibicio de 23,75 pg/m no inibigio na nanoparticula sem
o Lol
fluconazcl fluconazol, flucenazol

3.5 ESTABILIDADE

Para a avaliacdo da estabilidade da nanoparticula uma nova medida foi
realizada no periodo de 30 dias, os resultados obtidos permaneceram inalterados
com DM 550 nm e IPD 0.2, revelando uma estabilidade durante esse periodo de
tempo. No estudo desenvolvido por Antunes et al., (2019) as nanoparticulas
mantiveram sua estabilidade por 3 meses, demonstrando assim uma 6étima

estabilidade.
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CONCLUSAO

Os resultados obtidos demonstram que as nanoparticulas de albumina
sintetizadas de tamanho na faixa de 550 nm com potencial zeta de -10,8 mV,
indicando que em tais condigbes ela €& considerada estavel. A eficiéncia de
encapsulacéo de 82% e a inibigdo do fungo demonstraram bons resultados para
avaliar a eficacia de tratamento frente a cepas de C. albicans ATCC 0546 em

comparagao com o tratamento de fluconazol livre.

Para aplicagbes futuras, as nanoparticulas apresentam grande potencial
para oferecer tratamentos mais eficazes e seguros, uma vez que permitem a
liberagdo controlada e direcionada de farmacos. Essa abordagem contribui para a
reducao da dose necessaria do medicamento, diminuindo a exposi¢ao do organismo
a substancias potencialmente toxicas e, consequentemente, os efeitos colaterais
associados aos tratamentos convencionais. Além disso, o uso de nanoparticulas
pode ser especialmente benéfico para individuos com o sistema imunoldgico
comprometido, pois possibilita uma agao terapéutica mais precisa, aumentando a

eficacia do tratamento e melhorando a qualidade de vida dos pacientes.
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