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RESUMO

A paracoccidioidomicose (PCM) ¢ uma micose sistémica causada pelo fungo Paracoccidioides
brasiliensis que, quando nao diagnosticada e tratada precocemente, pode evoluir para formas
disseminadas graves e letais. A anfotericina B desoxicolato (AMB-D) ¢ a principal opgdo para o
tratamento intravenoso dos casos graves da doenca; no entanto, seu uso ¢ limitado devido a alta
nefrotoxicidade. Este estudo teve como objetivo avaliar a toxicidade in vitro e in vivo do complexo
AMB-7DC—uma formulagao hidrossoluvel e termoestavel resultante da ligagdo da AMB-D ao radical
7-dehidrocolesterol. Essa modifica¢do reduz sua reatividade com o colesterol, o que pode minimizar
os efeitos colaterais. Além disso, foi avaliada a agdo fungicida in vivo contra P. brasiliensis. A
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toxicidade in vitro foi analisada pelo teste de hemolise em eritrocitos de carneiro, enquanto a toxicidade
in vivo foi determinada pela dose maxima tolerada em camundongos BALBc. A eficécia antifungica
foi avaliada por meio da quantificagdo da carga fingica (CFU) em camundongos BALB/c infectados
com P, brasiliensis (1,2 x 10° células/mL) e tratados ou ndo com os antifingicos. O estudo foi aprovado
pelo Comité de Etica em Experimentagio Animal da Universidade Estadual de Londrina (CEEA n°
38/05, processo n° 23944/05). Os resultados indicaram que o AMB-7DC apresentou menor toxicidade
em comparacdo a AMB-D, tanto nos ensaios in vitro quanto in vivo. Em relagdo a carga fungica,
observou-se uma redugdo nos grupos tratados em comparagao ao grupo controle infectado (p < 0,05),
todavia sem diferenca significativa entre os grupos AMB-D versus AMB-7DC (p > 0,05). Com base
nesses achados preliminares, conclui-se que o AMB-7DC mantém sua atividade antifingica contra P.
brasiliensis, apresentando menor toxicidade em comparacdo a AMB-D. Assim, o complexo AMB-
7DC demonstra potencial para o tratamento da PCM, sendo necessarios estudos adicionais para uma
avaliagdo mais aprofundada.

Palavras-chave: Anfotericina B. Complexo anfotericina B-7-dehidrocolesterol.
Paracoccidioidomicose.
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1 INTRODUCAO

A paracoccidioidomicose (PCM), descrita pela primeira vez no Brasil por Adolpho Lutz em
1908, ¢ a micose sistémica mais prevalente na América Latina, sendo frequentemente diagnosticada
no Brasil, Venezuela, Colombia, Equador e Argentina (BRUMMER et al., 1993). Os agentes
etioldgicos da doenga sdo Paracoccidioides brasiliensis € Paracoccidioides lutzii ( BRUMMER et al.,
1993; TEIXEIRA et al., 2013).

A PCM apresenta um amplo espectro de manifestagdes clinicas. A forma cronica, a mais
frequente, pode ser classificada em unifocal ou multifocal, dependendo do niimero de locais
acometidos pelas lesdes (SHIKANAI-YASSUDA et al., 2017). As lesdes podem afetar os pulmdes,
linfonodos, mucosas, vias aéreas superiores, pele, glandulas adrenais, trato gastrointestinal, o0ssos,
articulagdes, sistema nervoso central, olhos, trato urogenital, tireoide e outros 6rgaos (MENDES, 1994;
SHIKANAI-YASSUDA et al., 2017). A gravidade da doenca depende tanto da viruléncia do fungo
quanto de fatores do hospedeiro (BURGER et al.,, 1996, CEZAR-dos-SANTOS et al., 2020;
ASSOLINE et al., 2021, KAMINAMI et al., 2024).

Nos casos graves, a anfotericina B desoxicolato (AMB-D) ¢ a principal op¢ao terapéutica. No
entanto, apesar de sua eficacia, seu uso ¢ limitado pela alta nefrotoxicidade e pela necessidade de
longos periodos de hospitalizagdo para administragdo intravenosa (CAMPOS et al., 1984; BERNARD
etal., 1995; NETO et al., 1998). Para aumentar a especificidade e reduzir a toxicidade da anfotericina
B, diversas formulac¢des lipidicas foram desenvolvidas e testadas, incluindo lipossomas (ex.:
AmBisome), complexos lipidicos (ex.: ABLC) e emulsdoes. Embora essas formulagdes tenham
permitido o uso de doses mais elevadas com menor toxicidade, ainda foram relatados efeitos colaterais,
como ototoxicidade, febre, disfungdo renal e reagdes anafilaticas, atribuidas aos componentes
lipidicos. Além disso, falhas terapéuticas foram documentadas, como no tratamento da PCM juvenil
com anfotericina B coloidal (LAING et al., 1994, DAS et al, 2014, MOEN et. Al, 2009).

Com o objetivo de minimizar a interacao da anfotericina B com o colesterol das membranas
celulares dos mamiferos e, consequentemente, reduzir seus efeitos colaterais, foi desenvolvido o
complexo anfotericina B-7-dehidrocolesterol (AMB-7DC). Esse composto resulta da ligacdo da
anfotericina B comercial (AMB-D) ao radical 7-dehidrocolesterol (patente n° 2915296; Nipro Co.
Ltda, Japao). Testes in vitro demonstraram que o AMB-7DC apresenta menor toxicidade sem
comprometer sua atividade antifungica contra Candida albicans, C. parapsilosis, C. glabrata, C.
brucei, C. tropicalis, C. stellatoidea, C. guilliermondii e Cryptococcus neoformans (UNO et al.,
2001). Diferentemente da AMB convencional, esse complexo mostrou-se altamente hidrossoltivel e
resistente a luz e a variagdes térmicas. Este estudo teve como objetivo avaliar a toxicidade e a eficacia
do AMB-7DC na atividade antifingica contra o fungo P. brasiliensis utilizando modelo de PCM

experimental.
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2 METODOLOGIA
2.1 DROGAS TESTADAS

As drogas utilizadas nos testes in vivo e in vitro foram AMB-D (Fungizona, Bristol-Myers

K.K., Toéquio, Japao) e AMB-7DC (Nipro Co. Ltda., Japao).

2.2 AVALIACAO DA TOXICIDADE IN VITRO

A toxicidade in vitro foi avaliada seguindo o protocolo de LARABI et al. (2003), com algumas
modificacdes. Eritrocitos de carneiro (ECs) foram suspensos em tampao salina fosfato (PBS, 5% v/v),
lavados duas vezes no mesmo tampao e centrifugados a 3.000 % g por 10 minutos. A reagdo de hemolise
foi realizada em tubos contendo 0,1 mL de AMB-D (Grupo AMB-D) ou AMB-7DC (Grupo AMB-
7DC), além do grupo controle, contendo apenas a suspensdo de ECs. As concentracdes testadas
variaram de 2 mg/mL a 0,0019 mg/mL, em diluicdo seriada 1:2, em uma suspensdo de 0,9 mL de ECs
a 2% (aproximadamente 2 x 108 células/mL). Os resultados foram avaliados por espectrofotometria a

550 nm (Multiskan® EX, Thermo Scientific) ap6s uma hora de incubacdo a 37°C em banho-maria.

2.3 AVALIACAO DA TOXICIDADE IN VIVO
Camundongos BALB/c machos (~30 g) foram injetados por via endovenosa com diferentes
concentracdes de AMB-D e AMB-7DC (dose Unica). A sobrevivéncia dos animais que receberam a

dose méxima tolerada (DMT) foi monitorada por 7 dias.

2.4 MODELO EXPERIMENTAL DE PARACOCCIDIOIDOMICOSE (PCM)

Camundongos BALB/c foram inoculados com 100 pL de uma suspensdao contendo P
brasiliensis (isolado Pb18) na concentragdo de 1,2 x 10°¢ células/mL. Os animais foram divididos em
cinco grupos (n = 5 por grupo):

e (- (Controle negativo): nao infectados e ndo tratados.

e (C+ (Controle positivo): infectados e ndo tratados.

e AMB-D: infectados e tratados com AMB-D (1 mg/kg de peso corporal/dia).

e AMB-7DC: infectados e tratados com AMB-7DC (1 mg/kg de peso corporal/dia).

Os tratamentos foram iniciados 72 horas apés a infec¢ao, administrados em dose unica diaria,
em dias alternados, totalizando nove doses. Apos a tltima dose, aguardou-se 48 horas para a eutandsia
dos animais.

O pulmao foi removido, pesado e processado para quantificacdo da carga fangica (CFU),
conduzida em meio agar BHI suplementado com 4% de soro de cavalo e 5% de filtrado de P.
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brasiliensis, conforme descrito por Singer-Vermes et al. (1992). A avaliacdo do CFU foi realizada apds
14 dias de incubaco.

Todos os procedimentos envolvendo animais foram conduzidos de acordo com as diretrizes
do Comité de Etica em Experimentacdo Animal da Universidade Estadual de Londrina (CEEA n°
38/05, processo n° 23944/05). Os resultados foram expressos como o numero de CFUs viaveis de P.

brasiliensis por mg de tecido.

3 RESULTADOS
3.1 AVALIACAO DA TOXICIDADE IN VITRO

A toxicidade in vitro foi determinada por meio da hemolise dos eritrocitos (ECs). Para a analise,
utilizou-se o teste de Kruskal-Wallis no software SPSS, versdo 15.0. Observou-se diferenca
significativa (p < 0,05) entre o grupo AMB (0,287 + 0,316) e o grupo AMB-7DC (0,067 + 0,043),

sendo o grupo AMB o mais hemolitico (Figura 1).

FIGURA 1. Determinagdo da toxicidade in vitro pela hemolise de eritrdcitos de carneiro: grupo AMB (m), grupo AMB-
7DC (A), Controle (o)
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Os resultados apresentados na Tabela 1 indicam que o complexo AMB-7DC apresenta menor

toxicidade aguda em relagdo ao AMB-D. A dose méxima tolerada (DMT) para AMB-D foi de 4,0

3.2 AVALIACAO DA TOXICIDADE IN VIVO

mg/kg, enquanto para AMB-7DC foi de 25 mg/kg de peso corporal.

TABELA 1. Toxicidade aguda do complexo AMB-D e AMB-7DC em camundongos BALB/c
Distribuicdo de morte
Porcentagem
— Hora Dias sobrevivéncia
0
Droga Dose (mg) N” animais 1 1 2 3 7 (%)
2.0 5 0 0J]o]oO]oO 100
4.0* 5 0 0J]o]oO]oO 100
AMB-D 8.0 5 1 3 ) _ _ 20
8.0 5 0 0J]o]oOo]oO 100
25* 5 0 0|0|O0]O 100
AMB-7DC 50 5 1 2 ]o]o]o 40
* DMT, dose maximal tolerada. AMB-D=Fungizone, complexoAMD-7DC Anfotericina B-7-dehidrocolesterol

3.3 AVALIACAO DO EFEITO DAS DROGAS AMB-D E AMB-7DC NA PCM EXPERIMENTAL

Para avaliar o efeito das drogas na PCM, utilizou-se como parametro 0 nimero de unidades
formadoras de colénia (CFU) no pulméo de camundongos infectados e tratados com AMB-D ou AMB-
7DC, além de um grupo controle inoculado com PBS estéril. As fracbes pulmonares (0,2 g de
tecido/ml) de todos os grupos foram homogeneizadas, semeadas em meio de cultura agar BHI e
incubadas a 37°C por 14 dias. As CFUs foram contadas e os resultados expressos como CFUs por mg
de tecido. No grupo controle, ndo houve crescimento fangico. Nos grupos tratados, apenas duas placas
apresentaram crescimento zero (uma no grupo AMB-7DC1 e outra no grupo AMB-7DC). Nos demais
grupos, foram encontrados fungos viaveis, indicando que ndo houve erradicacdo completa do fungo.
A anélise estatistica utilizando o teste de normalidade de Shapiro-Wilk, seguido de ANOVA
unidirecional e teste de comparagdes multiplas de Tukey, revelou diferenca significativa entre o grupo
infectado e os grupos tratados (p < 0,05), mas ndo houve diferenca significativa entre os grupos tratados
(p > 0,05) (Figura 2).
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Figura 2 - Unidade formadora de col6nia de P. brasiliensis (CFU) nos pulmdes de grupos de camundongos infectados
com P. brasiliensis (Pb), infectados com P. brasiliensis e tratados com AMB-D (Pb/AMB-D) e infectados com P.
brasiliensis e tratados com AMB-7DC (Pb/AMB-7DC). Os resultados sdo expressos como o nimero de CFUs viaveis de
P. brasiliensis por mg de tecido apds 14 dias de incubagdo em meio agar BHI.
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4 DISCUSSAO

Os fungos, por serem organismos eucaridticos como os seres humanos, apresentam
semelhancas fisiologicas e bioquimicas que impdem limitagdes a terapia medicamentosa. A
anfotericina B (AMB), o primeiro antifungico comercialmente significativo, esta disponivel ha mais
de 60 anos e possui 0 mais amplo espectro de a¢do entre os antifingicos, sendo especialmente indicada
para infec¢des flingicas invasivas. Sua atividade abrange fungos como Histoplasma capsulatum,
Paracoccidioides brasiliensis, Blastomyces dermatitidis, Cryptococcus neoformans, Sporothrix
schenckii, Candida spp., Aspergillus fumigatus, além de protozodrios como Leishmania donovani e
Leishmania brasiliensis (GALLIS et al., 1990; GALLIS et al., 1995; DUPONT, 2002).

Entretanto, a AMB apresenta toxicidade significativa, exigindo cuidados rigorosos na aplicacédo
clinica (DUPONT, 2002; CHAPMAN et al., 2008, LOUCAO et al., 2018). Mas com o0 aumento dos
casos de pacientes imunocomprometidos e da carga crescente de infec¢des fungicas sistémicas, a AMB
convencional tem sido amplamente utilizada devido ao seu amplo espectro de acdo. Para reduzir seus
efeitos colaterais, diversos novos agentes antifungicos derivados da AMB foram desenvolvidos nos
ultimos anos (PATRICK & SHALAL 2009.

Sabe-se que as formulacdes lipidicas da AMB mantiveram ou melhoraram significativamente
o indice terapéutico (GALLIS, 1996; DUPONT, 2002; DILLON, 1986, PATRICK & SHALAL 2009).
No entanto, seu uso clinico ainda € limitado devido ao alto custo, restringindo o0 acesso para pacientes
que dependem do sistema publico de saude. Alem disso, ha relatos de anafilaxia apos a administracdo
de AmBisome em pacientes sem historico de alergia a AMB-D (LAING et al., 1994).

From Knowledge to Innovgtion: The Multidisciplinary Journey
ESTUDO IN VITRO E IN VIVO DE FORMULACAO ANTIFUNGICA COMPLEXO ANFOTERICINA B-7-DEHIDROCOLESTEROL:
TOXICIDADE E ACAO NA PARACOCCIDIOIDOMICOSE EXPERIMENTAL



\

Diante desse cenario, uma nova formulacdo, a AMB-7DC, surge como uma alternativa
promissora para estudo, visando estabelecer uma dosagem segura e eficaz para o tratamento de
diferentes patologias. Além disso, busca-se avaliar sua adequacdo para pacientes
imunocomprometidos, que representam a principal indicacdo da AMB-D.

Neste estudo, conforme esperado, a AMB-7DC apresentou menor toxicidade em comparagédo
a AMB-D, tanto em testes in vitro quanto in vivo. Esses resultados tornam-se ainda mais relevantes ao
considerar que a AMB-7DC ¢ hidrossoluvel e termicamente mais estavel do que a AMB convencional
(UNO et al., 2001). Essa caracteristica permite seu aquecimento, reduzindo os cuidados necessarios
para transporte e armazenamento. A menor toxicidade da AMB-7DC pode possibilitar o uso de doses
mais elevadas em estudos in vivo, prolongando a circulacdo da droga, favorecendo maior acimulo nos
tecidos afetados e estendendo o tempo de tratamento, o que demanda investigagdes adicionais.

A AMB-7DC demonstrou atividade antifungica contra Candida albicans, C. parapsilosis, C.
glabrata, C. brucei, C. tropicalis, C. stellatoidea, C. guilliermondii e Cryptococcus neoformans (UNO
et al., 2001). No presente trabalho, evidenciamos que sua atividade antifingica também se mantém
contra P. brasiliensis, conforme demonstrado pela analise da contagem de unidades formadoras de
coldnia (CFU) nos pulmoes de camundongos infectados.

Nas condigdes deste estudo, ndo foi possivel erradicar P. brasiliensis (Pbl8), uma cepa
altamente virulenta (BURGER et al., 1996) nas condigdes do experimento. Dessa forma,
investigacdes com periodos de tratamento mais prolongados seriam pertinentes. Vale destacar que,
mesmo na PCM humana, a AMB ¢ utilizada como terapia de ataque nos casos graves, sem o objetivo
inicial de erradicagdo do fungo, mas sim para promover a recuperacdo da imunidade celular,
permitindo posteriormente a transi¢do para um tratamento de manutengdo prolongado com outra

medicacdo (MACKINNON, 1958; SHIKANAI-YASUDA et al., 2017).

5 CONCLUSAO

Com base nesses achados preliminares, concluimos que a AMB-7DC mantém sua atividade
antifingica contra P. brasiliensis e apresenta menor toxicidade em comparacdo a AMB-D, com
vantagem de ser mais termoestavel. Assim, esse complexo demonstra potencial para o tratamento da

PCM, sendo necessarios estudos adicionais para uma avalia¢do mais aprofundada.
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