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Resumo

O desenvolvimento de nanoparticulas poliméricas tem se tornado uma importante
estratégia para otimizacdo da eficacia terapéutica de inumeros farmacos, podendo ampliar sua
atividade e reduzir sua toxicidade. A nanoestruturacdo da Anfotericina B (NANO-D-AMB),
importante antifingico usado no tratamento de algumas micoses sistémicas, como a
paracoccidioidomicose e a candidiase, apresentou eficicia no tratamento da
paracoccidoidomicose (PCM) experimental, com atividade antifingica similar a da anfotericina
B deoxicolato (D-AMB) e possibilitando um menor niimero de aplicagdes. Nesse contexto, o
objetivo deste estudo foi determinar a capacidade antifungica e biocompatibilidade desta nova
formulagdo in vitro, bem como comparar a eficacia terapéutica de diferentes doses de NANO-
D-AMB com D-AMB e Ambisome® no combate a PCM murina. Para isso, determinou-se in
vitro a concentracdo minima inibitéria de NANO-D-AMB em leveduras de Paracoccidioides
brasiliensis e avaliou-se sua capacidade hemolitica e citotoxica em macréfagos peritoniais.
Realizou-se também a infec¢do de camundongos BALB/c e posteriormente o tratamento com as
nanoparticulas em diferentes doses, D-AMB e Ambisome®. Foi observado que NANO-D-AMB
apresentou eficacia antifingica in vitro similar a Ambisome®, bem como menor indugdo de
hemolise e menor citotoxicidade em comparagdo a D-AMB. Além disso, foi observada similar
capacidade antifungica in vivo em relagdo a D-AMB e Ambisome®, sem induc¢do de alteracdes
histologicas e nas funcgdes renais e hepaticas, com a vantagem de permitir uma diminui¢ao em
25% na quantidade de anfotericina B injetada. O tratamento com NANO-D-AMB e
Ambisome® ajudaram a modular positivamente a resposta imunoldgica em favor do
hospedeiro. Além disso, verificou-se que o uso de sobredoses ndo provocou toxicidade aguda.
Juntos esses resultados sugerem NANO-D-AMB como uma alternativa ao uso de D-AMB e
Ambisome®.

Palavras-chave: nanoparticulas poliméricas, PLGA, anfotericina B, paracoccidioidomicose.
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Abstract

The development of polymeric nanoparticles has become an important strategy for
optimizing the therapeutic efficacy of many drugs, as it may expand their activities and reduce
their toxicity. The nanostructuring of Amphotericin B (NANO-D-AMB), an important
antifungal agent used to treat some systemic mycoses such as paracoccidioidomycosis and
candidiasis, showed efficacy in treating experimental paracoccidoidomicose (PCM), with
antifungal activity similar to that of amphotericin B deoxycholate (D-AMB) and allowing a
fewer number of applications. In this context, the aim of this study was to determine the
antifungal activity of this new formulation and its biocompatibility in vitro and to compare the
efficacy of different doses of NANO-D-AMB between D-AMB and Ambisome® in combating
murine PCM. For this, it was determined in vitro minimum inhibitory concentration of NANO-
D-AMB in Paracoccidioides brasiliensis yeasts, and it was evaluated its hemolytic and
cytotoxic activities in peritoneal macrophages. Also, BALB/c mice were infected and then
treated with the nanoparticles in different doses, D-AMB and Ambisome®. It was observed that
NANO-D-AMB exhibited in vitro antifungal efficacy similarly to Ambisome® and induced
lower hemolysis and cytotoxicity compared to D-AMB. Moreover, it was observed similar in
vivo antifungal capacity in relation to D-AMB and Ambisome® without inducing changes in
renal and hepatic histology and function, with the advantage of a 25% decrease in the amount of
amphotericin B injected. Treatment with NANO-D-AMB and Ambisome® helped to positively
modulate the immune response in favor of the host. Furthermore, it was found that the use of
overdoses did not cause acute toxicity. Together, these results suggest NANO-D-AMB as an
alternative to the use of D-AMB and Ambisome®.

Key words: polymeric nanoparticles, PLGA, amphotericin B, paracoccidioidomycosis.
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1 INTRODUCAO

1.1 NANOTECNOLOGIA E SUA APLICACAO BIOMEDICA

Segundo preconizado pelas “Diretrizes para a Pesquisa em Nanotecnologia”,
Nanotecnologia ¢ a criacdo e a utilizagdo de materiais, dispositivos e sistemas na escala
nanométrica (ROCO, M C et al., 1999). A nanotecnologia ¢ uma area de pesquisa inter ¢
multidisciplinar, envolvendo diversos campos da ciéncia, dentre os quais a quimica, fisica,
biologia e medicina (LEE, D.-E. et al., 2012). O ramo da nanotecnologia que aplica seus
principios e técnicas na compreensdo ¢ transformacdo dos sistemas bioldgicos e que também
utiliza ferramentas e materiais biologicos para criar novos dispositivos e sistemas integrados em
escala nanométrica ¢ denominado nanobiotecnologia (ROCO, MIHAIL C, 2003). A
nanotecnologia tem sido frequentemente usada em varias aplicagdes, como na industria de
fibras e téxteis, agricultura, eletronica, ciéncias forenses e espaciais e medicina terapéutica
(KUMARI;, YADAV, S. K.; YADAYV, S. C., 2010). Dentre os tipos de nanomateriais que vem
sendo desenvolvidos, podemos citar os lipossomas, nanoparticulas metdlicas (como
nanoparticulas de ouro e de 6xido de ferro), os “quantum dots” e os fulerenos ou “buckyballs”,
nanotubos de carbono (KIM, B. Y. S. et al., 2010), e em especial as nanoparticulas poliméricas,
incluindo micelas poliméricas, dendrimeros, farmacos conjugados e nanoparticulas baseadas em
polipeptideos e polissacarideos (ALEXIS et al., 2008).

Segundo o relatério citado acima, os nanomateriais possuem entre 1 a 100nm de
diametro (ROCO, M C et al., 1999). No entanto, dentre a comunidade biomédica, particulas
maiores, com até 1000nm, também sao consideradas devido a sua semelhanca em tamanho com
nanoparticulas naturais importantes como os virus e outras moléculas biologicas, como o DNA
e proteinas (NUNE et al, 2009; SOPPIMATH et al, 2001). Com essas dimensdes, os
nanomateriais apresentam propriedades unicas que os tornam excelentes candidatos para uso na
biomedicina (JAIN, K. K., 2010; LEE, D.-E. et al., 2012; NUNE et al., 2009) e abrem caminho

para o estabelecimento de um novo campo de estudos na ciéncia: a nanomedicina. Atualmente



nanomedicina € um tema prevalente na literatura e uma area de pesquisa que cresce rapidamente
a cada dia (DOANE; BURDA, 2012). Os nanomateriais vém sendo desenhados com intuito de
transportar agentes terapéuticos (“nanofarmacos”) e de diagndstico pelas barreiras bioldgicas,
acessar ¢ quantificar moléculas, mediar interagdes moleculares, detectar mudangas moleculares
com alta sensibilidade (KIM, B. Y. S. et al., 2010) e até mesmo realizar nanocirurgias no
organismo humano (JAIN, K. K., 2010).

Nanofarmacos utilizados no tratamento de doencas severas como o cancer (MU; FENG,
S.S.,2003), AIDS (COESTER et al., 2000), diabetes (DAMGE et al., 2007), malaria (DATE et
al., 2007), tuberculose (AHMAD et al., 2006), leishmaniose (COSTA LIMA et al., 2012;
SANCHEZ-BRUNETE et al., 2004) e diversas micoses (AMARAL, A C et al., 2009; ITALIA,
JAGDISHBHAI L et al., 2011) estdo em diferentes fases de ensaios clinicos e alguns ja sdo
comercializados (KUMARI; YADAYV, S. K.; YADAV, S. C., 2010). E possivel citar ainda:
nanoparticulas para uso como biossensores para detec¢do de tumores, sua visualizagdo e
destrui¢do; sondas nanoencapsuladas para a localiza¢do e quantificagdo de analitos em células
vivas; nanomateriais conjugados a DNA que reconhecem fragmentos especificos para a
genotipagem de polimorfismos de até mesmo um nucleotideo; particulas bacterianas magnéticas
funcionais integradas em nanomateriais com anticorpos € receptores para Seu UusoO em
imunoensaios na determinagdo de insulina e do horménio gonadotropina coridénica humana
(SPRINTZ, 2004).

Algumas propriedades dos nanomateriais permitem criar solugdes e alternativas ao
diagndstico e terapéutica tradicionais (LEE, D.-E. et al., 2012). A primeira delas ¢ a facilidade
de modificacdo, ja que se comportam como plataformas para a constru¢do de estruturas
multifuncionais bem definidas com elevada estabilidade, podendo facilmente integrar mais de
um agente terapéutico e/ou de imagem (DOANE; BURDA, 2012; LEE, D.-E. et al., 2012). Sua
estabilidade e versatilidade se complementam a uma elevada razdo superficie/volume, o que
permite o armazenamento ¢ o carrecamento de elevadas quantidades de um principio ativo
(DOANE; BURDA, 2012; KIM, B. Y. S. et al., 2010; LEE, D.-E. et al., 2012). A forma

também possui efeito direto em como as nanoparticulas funcionam in vivo, influenciando sua



interiorizagdo pelas células e seu acimulo no organismo (CHITHRANI et al., 2006; DOANE;
BURDA, 2012; GRATTON et al., 2008), que sdo bem exemplificados no efeito de
permeabilidade e retencdo aumentadas (enhanced permeability and retention effect — EPR), no
qual nanoparticulas maiores tendem a acumular-se em locais onde ha uma vascularizagdo
anormal (como em tumores so6lidos) muito mais que as nanoparticulas menores (DOANE;
BURDA, 2012; JAIN, R. K.; STYLIANOPOULOS, 2010; MAEDA et al., 2000; NUNE et al.,
2009). Por fim, o acoplamento a moléculas especificas ou a otimizagdo fisico-quimica das
propriedades de tamanho e superficie permitem o direcionamento das nanoparticulas, levando
ao aumento do tempo de circulagdo no sangue, protegdo contra a opsonizagdo e captura pelo
sistema reticuloendotelial, prevencdo de seu metabolismo rapido e depuracao, encaminhamento
eficaz e acimulo em locais especificos (KIM, B. Y. S. ef al., 2010; LEE, D.-E. et al., 2012).
Todas essas propriedades (multifuncionalidade, elevada area superficial e diversidade estrutural
e fisico-quimica) tornam o campo da nanomedicina diverso e atrativo para a inovagdo e
otimizagdo de métodos terapéuticos (DOANE; BURDA, 2012; LEE, D.-E. et al., 2012) e para o
desenvolvimento de técnicas de diagnostico por imagem, que permitem a avaliacdo da funcdo
celular e de processos moleculares nos organismos vivos sem os influenciar (NUNE et al.,
2009; WEISSLEDER, 2006).

Um dos maiores desafios no aperfeicoamento de terapias para uma variedade de
doengas humanas ¢ o carrecamento e liberacdo eficientes de farmacos a alvos especificos
(DOANE; BURDA, 2012). Nesse sentido, os nanotransportadores sdo promissores no aumento
da eficacia dos farmacos, pois podem ultrapassar multiplas barreiras biologicas e otimizar a
liberacdo do farmaco, além de possibilitar o direcionamento ao alvo especifico e protecao contra
a inativacdo e eliminagdo prematuras dos farmacos (ALEXIS et al., 2008; DOANE; BURDA,
2012). Além disso, os nanofarmacos podem permitir uma diminuicdo dos efeitos adversos
prevenindo a captura nao especifica dos agentes terapéuticos em tecidos saudaveis e facilitando,
assim, a adesdo do paciente ao tratamento (ALEXIS et al., 2008; KIM, B. Y. S. et al., 2010).

Apo6s quase 50 anos de desenvolvimento da nanomedicina, mais de 40 produtos

completaram sua jornada do laboratério para o uso clinico de rotina (DUNCAN, RUTH;



GASPAR, 2011). Mas apesar dos muitos avanc¢os, pouco se conhece sobre os efeitos adversos
do uso das nanoparticulas, ¢ ainda ha inimeros desafios a serem enfrentados na pesquisa
nanomédica e sua subseqiiente utilizacao na clinica (DOANE; BURDA, 2012; KIM, B. Y. S. et
al., 2010). Compreender as caracteristicas unicas dos nanomateriais € suas interagdes com o0s
sistemas bioldgicos ¢ a chave para a implementagcdo segura desses materiais na medicina de
diagnostico e terapéutica (KUNZMANN et al., 2011). Para sua aplicagdo com seguranga em um
ambiente clinico, caracteristicas com a biodistribuicdo, biocompatibilidade ¢ biodegradagdo
desses nanomateriais devem ser cuidadosamente avaliados (KUNZMANN et al., 2011). O papel
de algumas propriedades das nanoparticulas, como o formato, a cobertura ¢ a carga superficial
tém sido explorados na determinagdo de quais propriedades especificas ditam a interagdo das
nanoparticulas com as células e influenciam na sua eliminagdo do organismo (DOANE;
BURDA, 2012).

Uma questdo importante a ser considerada ¢ a de que os nanomateriais, mesmo que
sejam fabricados de elementos inertes, tornam-se altamente reativos por suas dimensdes
nanométricas, o que pode resultar em efeitos toxicos (Al et al., 2011; MEDINA et al., 2007).
Fatores imunologicos, patologicos, farmacologicos e farmacodinamicos controlam o
comportamento ¢ a biodistribuicdo de nanoparticulas pelo organismo e por isso devem ser muito
bem monitorados (Al ef al., 2011). Atualmente pouco se conhece sobre as conseqiiéncias
negativas da terapia com nanofarmacos. Um dos principais problemas estd relacionado a sua
captura por fagbcitos e conseqiiente liberacdo de mediadores inflamatdrios, ocasionando
respostas imunologicas de padroes diversos que podem nao ser desejadas e/ou controlaveis (Al
et al., 2011; MEDINA et al., 2007). A ocorréncia de agregacdo plaquetdria e conseqiiente
trombose e a inducdo de estresse oxidativo também podem ser ocasionados pelo tratamento com
alguns tipos de nanomateriais (MEDINA ef al., 2007). Dessa forma, para ocorrer a tradugdo da
pesquisa nanomédica no uso clinico, as pesquisas devem otimizar os nanomateriais e aplicé-los
inicialmente em modelos animais de pequeno porte até extrapolar para modelos de primatas ndo

humanos, a fim de conhecer todos seus efeitos e determinar a seguranca de sua utilizagao (KIM,



B. Y. S. et al., 2010). Estes estudos devem fornecer uma base solida para a progressdo da
nanotecnologia como uma area nova ¢ eficaz na pratica médica. (KIM, B. Y. S. et al., 2010).
Enquanto alguns nanomateriais ainda estdo em fase de estudo in vitro e em modelos
experimentais, outros ja estdo sendo estudados em ensaios clinicos e, no presente momento,
dentre duas ou trés dezenas de nanomateriais utilizados em diagndstico ou terapia foram
aprovados pela agéncia norte-americana FDA (US Food and Drug Administration) (KIM, B. Y.
S. etal.,2010; LEE, D.-E. et al., 2012). Desses produtos, a maioria ¢ composta por formulagdes
simples e sem especificidade (por exemplo, Doxil®, Abraxane®, ou Feridex®) e sdo
considerados nanomedicamentos de primeira geragdo (KIM, B. Y. S. et al., 2010; LEE, D.-E. et
al., 2012). O sucesso dessas formulacdes tem estimulado a investigagdo e o desenvolvimento de
diferentes tipos de nanoestruturas com alta especificidade e algumas vezes, com mais de um

proposito clinico (ALEXIS et al., 2008; LEE, D.-E. et al., 2012).

1.2 NANOPARTICULAS BIODEGRADAVEIS PARA CARREAMENTO DE

FARMACOS

Nas ultimas décadas, houve um interesse consideravel no desenvolvimento de
nanoparticulas de polimeros biodegradaveis como dispositivos para a liberagdo de farmacos
(SOPPIMATH et al., 2001). Uma quantidade cada vez mais crescente de polimeros terapéuticos
tem entrado no uso clinico como medicamentos nanoestruturados, inicialmente como agentes
anticancerigenos mas atualmente para uma grande variedade de doencas e diferentes rotas de
administracdo (DUNCAN, RUTH, 2011). Os polimeros biodegradaveis possuem baixa
imunogenicidade e toxicidade, excelente biocompatibilidade e cinética de biodegradacdo (JAIN,
R. A., 2000). Com isso as nanoparticulas poliméricas t€ém a capacidade de carrear uma grande
variedade de farmacos para diversas areas do corpo, por periodos prolongados de tempo
(HANS; LOWMAN, 2002) e de maneira alvo-especifica, podendo assim minimizar efeitos
adversos e aumentar o beneficio terapéutico (KREUTER, JORG, 1994; SOPPIMATH et al.,

2001).



Nanoparticulas biodegradaveis podem ser fabricadas de polimeros naturais ou sintéticos
e podem ser utilizadas para o carreamento de drogas hidrofilicas, hidrofobicas, proteinas,
vacinas e macromoléculas biologicas (HANS; LOWMAN, 2002). Devido a seu tamanho sub-
celular e sub-micrométrico, as nanoparticulas podem penetrar profundamente nos tecidos
através de capilares finos, atravessar as fenestragcdes presentes no revestimento epitelial e
geralmente serem capturadas de forma eficiente pelas células, permitindo assim uma liberagao
eficiente de agentes terapéuticos ao sitio-alvo no corpo (PANYAM; LABHASETWAR, 2003).
Modulando as caracteristicas do polimero, é possivel controlar a liberagdo de um agente
terapéutico das nanoparticulas, a fim de alcangar o nivel desejado no tecido alvo e a duragéo
necessdria para eficicia terapéutica otima (PANYAM; LABHASETWAR, 2003). Esses
sistemas podem ser utilizados em geral para promover a liberagdo direcionada de drogas a
tecidos ou células, aperfeicoar a bioviabilidade, aprimorar a sua interagdo com o ambiente
bioldgico, sustentar o efeito do agente no sitio-alvo e aumentar sua absor¢ao, solubilizar drogas
para liberagdo intravascular ¢ melhorar a estabilidade de agente terapéuticos contra degradagao
enzimatica (nucleases e proteases) prematura, especialmente farmacos de proteinas, peptideos e
acidos nucléicos (KUMARI; YADAV, S. K.; YADAV, S. C., 2010; PANYAM;
LABHASETWAR, 2003). Com isso, as formulagdes nanoestruturadas permitem aumentar a
eficacia terapéutica, especificidade, indice terapéutico e tolerabilidade dos farmacos
correspondentes, além de reduzirem os custos do paciente e riscos de toxicidade (KUMARI;
YADAYV, S. K.; YADAV, S. C., 2010), fazendo com que esses sistemas ganhem cada vez mais
uma atengao especial como dispositivos de carreamento de drogas (SOPPIMATH et al., 2001).

No processo de preparagao das nanoparticulas biodegraddveis, o farmaco pode ser
dissolvido, retido, encapsulado ou anexado em uma matriz polimérica (KUMARI; YADAV, S.
K.; YADAYV, S. C., 2010; PANYAM; LABHASETWAR, 2003; SOPPIMATH et al., 2001),
formando nanoparticulas, nanoesferas ou nanocapsulas (SOPPIMATH et al, 2001).
Nanocapsulas sdo sistemas vesiculares nos quais a droga € confinada em uma cavidade
envolvida por uma membrana polimérica nica, enquanto as nanoesferas sdo sistemas de matriz

nos quais a droga ¢ fisicamente e uniformemente dispersada (SOPPIMATH et al., 2001). O



mecanismo de liberagdo pode ser modulado através da massa molecular do polimero usado
(KUMARI;, YADAV, S. K.; YADAV, S. C,, 2010; ZAMBAUX et al., 1999). Atualmente uma
variedade de polimeros tem sido utilizados na formulacdo de nanoparticulas biodegradaveis,
sendo eles sintéticos, como os polimeros de acido poli-latico (PLA), poli-glicolico (PLG), poli-
acrilatos e poli-caprolactonas, ou naturais, tais como albumina sérica bovina, coldgeno, gelatina,
e quitosana (JAIN, R. A., 2000; MOGHIMI er al., 2001; PANYAM; LABHASETWAR, 2003).
Dentre estes, os poliésteres PLA, PGA e especialmente o co-polimero de acido poli-lactico-co-
glicdlico (PLGA) tém despertado grande interesse devido a sua excelente biocompatibilidade e
biodegradabilidade, sendo um dos polimeros biodegradaveis mais investigados para o
carreamento de farmacos (JAIN, R. A., 2000; MAHAPATRO; SINGH, D. K., 2011;

PANYAM; LABHASETWAR, 2003).

1.2.1 Nanoparticulas de PLGA

O PLGA ¢ um poliéster, formado pela polimerizacdo dos acidos lactico (PLA) e
glicolico (PGA) (Figura 1) (HANS; LOWMAN, 2002; MAHAPATRO; SINGH, D. K., 2011;
PANYAM; LABHASETWAR, 2003). Estes polimeros sdo conhecidos tanto por sua
biocompatibilidade e eliminagdo através de vias naturais (HANS; LOWMAN, 2002). No
organismo, o co-polimero sofre hidrélise natural, formando porgdes biologicamente compativeis
e metabolizaveis que sdo eventualmente removidas do corpo através do ciclo do acido citrico na
forma de didxido de carbono e agua (JAIN, R. A., 2000 MAHAPATRO; SINGH, D. K., 2011;
PANYAM; LABHASETWAR, 2003). A degradagdo lenta ndo afeta a funcdo celular normal
(PANYAM; LABHASETWAR, 2003), incluindo também o fato de que o PLA e PLG sao
normalmente encontrados no organismo ¢ participam de uma série de vias fisiologicas e
bioquimicas, havendo um minimo de toxicidade sistémica associada ao uso do PLGA para o

carreamento de drogas (MAHAPATRO; SINGH, D. K., 2011).
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Figura 1. Estrutura quimica do PLGA e seus constituintes, em que X € y representam respectivamente as quantidades
de acido latico (PLA) e acido glicélico (PLG). O PLGA ¢ biologicamente hidrolisado em PLA e PLG, os quais sao
metabolizados no Ciclo do Acido Citrico (KUMARI; YADAV, S. K.; YADAYV, S. C., 2010).

Um dos principais métodos de preparacdo de nanoparticulas de PLGA ¢ a emulsificacao
e evaporacdo do solvente (JAIN, R. A., 2000; KUMARI; YADAYV, S. K.; YADAV, S. C., 2010;
MAHAPATRO; SINGH, D. K., 2011; PANYAM; LABHASETWAR, 2003). Nessa técnica, o
polimero ¢é primeiramente dissolvido em um solvente organico, como o diclorometano,
cloroformio ou acetato etilico (MAHAPATRO; SINGH, D. K., 2011; SOPPIMATH et al.,
2001). A droga ¢é entdo dissolvida ou dispersa na solug¢@o polimérica pré-formada e em seguida a
mistura ¢ emulsificada usando um agente surfactante/emulsificante (geralmente alcool
polivinilico) de modo a formar uma emulsdo 6leo/dgua (MAHAPATRO; SINGH, D. K., 2011;
PANYAM; LABHASETWAR, 2003; SOPPIMATH et al., 2001). Ap6s a formagao da emulsdo
estavel, o solvente orgénico ¢ evaporado aumentando-se a temperatura ou pressdo com continua
agitacdo da solugdo (MAHAPATRO; SINGH, D. K., 2011; SOPPIMATH et al., 2001). Os
parametros do processamento como a concentragdo dos polimeros ou do agente estabilizante e a
velocidade de agitacdo possuem importante influéncia no tamanho das nanoparticulas formadas
e em sua degradacdo (JAIN, R. A., 2000; MAHAPATRO; SINGH, D. K., 2011; SOPPIMATH
et al., 2001). O farmaco retido na matriz de PLGA tem uma liberagdo sustentada, pela difusdo
da droga na matriz polimérica e sua degradacdo, que podem ser manipulados através da

variagdo da proporcdo de PLA (aumento da hidrofobicidade) ou do PGA (aumento da



hidrofilicidade) e do peso molecular, podendo variar de dias a meses (HANS; LOWMAN,
2002; PANYAM; LABHASETWAR, 2003; SHIVE; ANDERSON, 1997).

As nanoparticulas de PLGA tém sido usadas no desenvolvimento de nanomedicamentos
baseados em proteinas, peptideos € genes como sistemas de liberacdo in vivo (MAHAPATRO;
SINGH, D. K., 2011). Alguns estudos demonstraram sua eficacia como carreadoras de agentes

anticancerigenos, anti-hipertensivos, imunomoduladores e hormonios (BALA et al., 2004).

1.3 INFECCOES FUNGICAS

Os fungos sdo eucariotos heterotroficos conhecidos por sua biologia fascinante, por suas
contribuicdes na fabricacdo de produtos alimenticios, como vinhos e queijos, e antibidticos, e
por sua importancia como patogenos de animais e plantas (ROMANI, 2011). Existem mais de
50 mil espécies, menos que 300 sdo patogénicos € pouco menos de uma duzia causam 90% de
todas as infecgdes fingicas existentes (CHAKRABARTI, 2005; TUREL, 2011). Esses
microorganismos estdo associados com uma ampla variedade de doencas em humanos e
animais, desde manifestagdes pulmonares agudas auto-limitadas, alergias e lesdes cutaneas em
individuos imunocompetentes a doencas inflamatodrias e infecgdes graves com risco de vida em
pacientes imunossuprimidos (ROMANI, 2011). A incidéncia de doengas fingicas aumentou
significativamente nos ultimos anos, como conseqiiéncia do aumento de individuos
imunossuprimidos em decorréncia de doengas como o céncer e doengas autoimunes e o0s
avancos no transplante de 6rgdos (ROMANI, 2011). Em virtude disso, as micoses, em especial
as invasivas, tém se tornado um importante problema de saude publica, tornando-se uma das
principais causas de morte em pacientes imunocomprometidos (CARRILLO-MUNOZ et al.,
2006).

Clinicamente, ha duas categorias de doengas fingicas: as micoses superficiais, que
envolvem pele ou mucosas; e as infec¢des invasivas ou sistémicas, caracterizadas pelo
envolvimento de multiplos 6rgdos (ALMIRANTE; RODRIGUEZ, 2007). A maioria das

infeccdes superficiais sdo causadas por dermatofitos e leveduras, e sdo encontradas tanto na



comunidade quanto em pacientes hospitalizados, com facil resolucdo e cura (ALMIRANTE;
RODRIGUEZ, 2007). J& as micoses invasivas sdo potencialmente fatais em individuos
criticamente doentes e imunocomprometidos (ALMIRANTE; RODRIGUEZ, 2007,
CHAKRABARTI, 2005).

De modo geral, as micoses sist€émicas sdo as que contribuem de modo mais relevante
para o aumento dos nimeros de mortes em decorréncia destas doengas (CHAKRABARTI,
2005). Sua etiologia pode ser classificada em dois grupos: as micoses endémicas causadas por
fungos patogénicos “verdadeiros” e as causadas por fungos “oportunistas”, que incluem uma
vasta gama de fungos saprofiticos e comensais (CHAKRABARTI, 2005). Os fungos
patogénicos “verdadeiros” sdao termodimorficos, apresentando-se em duas formas morfoldgicas
distintas: uma forma infectiva, encontrada no hospedeiro ou a 37°C; e na forma de micélio, em
cultura a 25-30°C. Estes fungos sdo causadores de micoses endémicas, que costumam ter
distribuicdo geografica restrita e sdo causadas por espécies como Histoplasma capsulatum,
Histoplasma duboisii, Blastomyces dermatitidis, Coccidioides immitis, Paracoccidioides
brasiliensis, Penicillium marneffei, and Sporothrix schenckii (CHAKRABARTI, 2005).
Contudo, no inicio dos anos 60, espécies como Candida, Aspergillus e Cryptococcus
comecaram a causar doencas sist€micas invasivas no mundo inteiro, em pacientes
transplantados ou em tratamento para o cancer, diabetes e imunodeficiéncias, estabelecendo o
inicio de uma intensa batalha contra os fungos “oportunistas” (CARRILLO-MUNOZ et al.,

2006, CHAKRABARTI, 2005).

1.3.1 Agentes antifiingicos

Assim como as células humanas, os fungos sdo organismos eucarioticos, o que torna
mais dificil sua eliminacdo devido a problemas como toxicidade, resisténcia e eficacia
terapéutica (CARRILLO-MUNOZ et al., 2006; TUREL, 2011). A maioria dos agentes
antifungicos interferem na biossintese ou integridade do ergosterol, o principal esterol na
membrana celular fingica, enquanto outros causam a destruicdio da parede celular

(ALMIRANTE; RODRIGUEZ, 2007). Atualmente a terapia antifingica ¢ conduzida através de
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um numero reduzido de drogas antifungicas, como a anfotericina B, o fluconazol e o
itraconazol, embora novos agentes antifungicos venham sendo introduzidos como opg¢do de
tratamento, a citar o voriconazol e a caspofungina (CARRILLO-MUNOZ et al., 2006). Embora
a anfotericina B ainda seja considerada a droga de escolha no tratamento de micoses severas,
seus graves efeitos toxicos agudos e cronicos, tais como a insuficiéncia renal, limitam o seu uso
clinico. Por outro lado, a baixa suscetibilidade de fungos patogénicos emergentes
(principalmente fungos filamentosos) aos derivados azodlicos classicos, como fluconazol ou
cetoconazol, ampliou interesses de pesquisa para muitos outros compostos quimicos com
melhores perfis antimicrobiolégicos (CARRILLO-MUNOZ et al., 2006) e novas formulacdes
de medicamentos pré-existentes, apresentando-se como importante alternativa a

nanoestruturacdo de farmacos.

1.3.1.1 Anfotericina B

A anfotericina B ¢ um antifiingico natural, da classe dos polienos, muito utilizada no
controle de infecg¢des fingicas sistémicas severas (LANIADO-LABORIN; CABRALES-
VARGAS, 2009) além de possuir atividade contra protozoarios (espécies de Leishmania) e
amebas (espécies de Naegleria) (BARRATT, GILLIAN; BRETAGNE, 2007). A anfotericina B
¢ uma molécula ciclica assimétrica com uma face hidrofobica e outra hidrofilica, ¢ um grupo
micosamina (Figura 2) (BARRATT, GILLIAN; BRETAGNE, 2007). Possui amplo espectro de
acdo e ha poucos exemplos de resisténcia micologica a esta droga (ELLIS, 2002; LANIADO-
LABORIN; CABRALES-VARGAS, 2009). Em sua forma pura e pH fisiologico, é pouco
solivel em solugdes aquosas e, por isso, requer conjugagdo com outro agente para
administragio clinica, como o deoxicolato de sodio (LANIADO-LABORIN; CABRALES-
VARGAS, 2009). Seu uso se da principalmente pela administracdo intravenosa, que se torna
inconveniente por longos periodos devido a necessidade de internacdo e necessidade de acesso
venoso prolongado, além dos efeitos adversos e da toxicidade relacionados ao uso continuo da

anfotericina B (ELLIS, 2002; LANIADO-LABORIN; CABRALES-VARGAS, 2009).
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Figura 2. Estrutura quimica da Anfotericina B (LEMKE et al., 2005).

O mecanismo de agdo da anfotericina B, que é comum aos polienos em geral, ¢ baseada
na ligacdo de sua por¢ao hidrofobica ao ergosterol presente na membrana celular dos fungos ¢
responsavel (BRAJTBURG; BOLARD, 1996), formando canais trans-membranicos que levam
a despolarizagdo da membrana e aumento de permeabilidade, ocasionando o extravasamento de
contetidos citoplasmaticos e posterior morte celular (BARRATT, GILLIAN; BRETAGNE,
2007; ELLIS, 2002; LANIADO-LABORIN; CABRALES-VARGAS, 2009). Embora com
menor afinidade, a anfotericina B também possui a habilidade de ligar-se ao colesterol das
membranas celulares de mamiferos, principal motivo de seu potencial téxico (BARRATT,
GILLIAN; BRETAGNE, 2007; LANIADO-LABORIN; CABRALES-VARGAS, 2009). Dentre
os principais efeitos adversos agudos relacionados a administragdo parenteral de anfotericina B
deoxicolato, pode-se citar nauseas, vOmitos, febre, hipertensdo/hipotensdo e hipoxia
(LANIADO-LABORIN; CABRALES-VARGAS, 2009). J& o uso prolongado provoca
importante nefrotoxicidade, levando a insuficiéncia renal, perda urinaria de potassio e
hipocalemia, perda de magnésio, acidemia metabolica distal devido a acidose tubular renal e
politria devido as diabetes insipidus nefrogénica (DERAY et al., 2002; LANIADO-LABORIN;
CABRALES-VARGAS, 2009).

A anfotericina B ¢ uma molécula anfipatica e possui baixa solubilidade e
permeabilidade, resultando em minima absor¢do quando administrada oralmente (BARRATT,
GILLIAN; BRETAGNE, 2007; LANIADO-LABORIN; CABRALES-VARGAS, 2009).
Avangos nos sistemas de liberacdo de farmacos tém contornado alguns dos problemas de

solubilidade que impedem a biodisponibilidade oral e novas formulacdes estdo atualmente em
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desenvolvimento (LANIADO-LABORIN; CABRALES-VARGAS, 2009; THORNTON;
WASAN, 2009). Inimeras sdo as tentativas de aprimorar as preparagdes de anfotericina B,
objetivando melhor eficacia, mais tolerabilidade e menor toxicidade (especialmente renal)
(LANIADO-LABORIN; CABRALES-VARGAS, 2009). A maior parte das abordagens ¢é

focada na conjugacdo da anfotericina B a lipidios e polimeros (VEN et al., 2012).

Formula¢des comerciais para a anfotericina B

A primeira formulagdo para a anfotericina B e ainda hoje considerada como “padrdo
ouro” ¢ a anfotericina B deoxicolato (antigo Fungizone®), uma dispersdo micelar coloidal
hidrofilica obtida a partir da associagdo da anfotericina B com o deoxicolato de sodio
(BRAJTBURG; BOLARD, 1996; KLEINBERG, 2006; TORRADO et al, 2008). Essa
formulagdo convencional esta disponivel no mercado desde 1958 para o tratamento de micoses,
mas infelizmente seu uso apresenta sérias desvantagens com a ocorréncia de efeitos adversos
importantes, como foi citado acima (LEMKE et al, 2005; TORRADO et al., 2008). Sua
toxicidade ¢ devida a associacdo da anfotericina B com lipoproteinas de baixa densidade (LDL)
e sua subseqiiente captura pelas células renais (VEN et al., 2012; VYAS; GUPTA, S., 2006).

Apos alguns anos de estudos, trés formulagdes lipidicas foram desenvolvidas e hoje sao
permitidas para uso clinico: a AmBisome®, a Amphotec® e a Abelcet®. A AmBisome® ¢
composta por pequenas vesiculas lipidicas unilamelares de aproximadamente 80nm que formam
uma bicamada estavel, com elevado tempo de circulagdo sanguinea e penetracao nos tecidos, o
que reduz drasticamente seus efeitos toxicos (ADLER-MOORE; PROFFITT, 2002; VYAS;
GUPTA, S., 2006). A Amphotec® ¢ composta de complexos constituidos de sulfato de
colesterilo e Anfotericina B, formando discos finos com cerca de 120nm de didmetro; embora o
tamanho nanométrico, seu tempo de circulacdo ¢ muito menor que o de AmBisome® e ha
rapida liberagdo as células fagociticas (GUO, L. S. S.; WORKING, 1993; VYAS; GUPTA, S.,
2006). A Abelcet® é composta de dois fosfolipidios sintéticos que formam fitas de até 10 um de
comprimento, sendo também rapidamente acumulados pelo sistema fagocitico mononuclear

(JANOFF et al., 1993; VYAS; GUPTA, S., 2006). Essas formulagdes lipidicas sdo melhor
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toleradas que a anfotericina B deoxicolato e tém sido usadas principalmente em pacientes
intolerantes a formulagdo convencional ou com fungdo renal ja comprometida (HIEMENZ;
WALSH, 1996; LANIADO-LABORIN; CABRALES-VARGAS, 2009; OSTROSKY-
ZEICHNER et al., 2003). No entanto, devido ao alto custo e a existéncia de terapias
antifungicas alternativas como os azdis e as equinocandinas, as formulagdes lipidicas sdo
geralmente utilizadas como segunda linha terapéutica (FLUCKIGER et al., 2006; LANIADO-
LABORIN; CABRALES-VARGAS, 2009). Estudos propondo novas formulagdes lipidicas
orais e uso de nanoparticulas tém demonstrado eficacia antifingica e menor toxicidade, além de
permitirem aumento da acessibilidade do farmaco a 6rgéos e tecidos especificos (LANIADO-

LABORIN; CABRALES-VARGAS, 2009).

Novas formulagdes para a anfotericina B — nanoparticulas poliméricas

A anfotericina B é um dos primeiros agentes terapéuticos a serem marcadamente
comercializados em formula¢des nanométricas, nas quais a droga € associada com lipidios ou
polimeros, reduzindo-se a toxicidade renal e melhorando o indice terapéutico (BARRATT,
GILLIAN; BRETAGNE, 2007). Inimeras formulagdes tém sido propostas, visando reduzir a
concentracdo de anfotericina B livre no sangue ¢ fazé-la alcangar a area alvo na sua maxima
concentragdo (CARRILLO-MUNOZ et al., 2006). Além de lipidios, a anfoterina B vem sendo
conjugada a diversas macromoléculas, especialmente polissacarideos, com o objetivo de
aprimorar sua solubilidade e biodisponibilidade (BARRATT, GILLIAN; BRETAGNE, 2007).
Em geral, tais abordagens permitem aumentar a dose tolerada da anfotericina B, enquanto a
atividade antimicrobiolégica ¢ mantida ou melhorada em relagdo a anfotericina B deoxicolato.

E crescente a quantidade de estudos aprimorando a eficacia da anfotericina B em
formulagdes nanoestruturadas com polimeros biodegradaveis. As primeiras tentativas de
nanoestruturagdo em PLGA (VENIER-JULIENNE et al, 1995) e poli(e-caprolactona)
(ESPUELAS et al., 2003) ndo demonstraram resultados promissores (BARRATT, GILLIAN;
BRETAGNE, 2007; KUMARI; YADAV, S. K.; YADAV, S. C., 2010). A associagdo aos

polissacarideos de cargas opostas como a quitosana e sulfato de dextrana levaram a menor
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toxicidade renal, mas devido ao tamanho das estruturas, sua eficicia poderia ficar restrita a
determinados orgdos, como figado e baco (BARRATT, GILLIAN; BRETAGNE, 2007;
TIYABOONCHAIL, LIMPEANCHOB, 2007). Alguns estudos demonstram a eficacia de
microesferas contra Leishmania spp: microsferas de albumina tiveram toxicidade reduzida e
aumento de capacidade antimicrobiana, com esperado acumulo no figado e bago (SANCHEZ-
BRUNETE et al, 2004) e diminuigdo de citocinas antiinflamatérias e aumento de
proinflamatérias, o que possivelmente contribuiu para sua eficacia (RAMA INIGUEZ et al.,
2006); outros polimeros como o PLGA e poli-anidrido também foram avaliados, mas se
demonstraram inferiores as microesferas de albumina (BARRATT, GILLIAN; BRETAGNE,
2007; SANCHEZ-BRUNETE et al., 2005).

Em 2003, foi demonstrado que nanoesferas lipidicas de anfotericina B apresentaram a
mesma atividade antifingica e menor indugdo de hemolise in vitro e menor toxicidade renal in
vivo do que o tratamento com o farmaco livre (FUKUI, 2003). O mesmo foi verificado para uma
formulagdo de anfotericina B em nanoparticulas de gelatina, cuja utilizagdo apresentou menor
inducdo de hemolise in vitro e baixos niveis séricos de uréia e creatinina, sugerindo baixa
nefrotoxicidade in vivo (NAHAR; MISHRA, D.; DUBEY; JAIN, NARENDRA KUMAR,
2008). Nanoparticulas de anfotericina B apresentaram maior eficacia in vitro do que a
anfotericina convencional contra Leishmania donovani, levando a uma maior supressdo da
replicacdo do parasito no bago e a uma menor citotoxicidade contra macrofagos da linhagem
J774A (MANANDHAR et al., 2008). O tratamento com anfotericina B nanoestruturada em
polimeros de PLGA de modelo murino aprimorou a biodisponibilidade oral do farmaco e
apresentou nefrotoxicidade reduzida em comparacdo com a anfotericina convencional pela via
intravenosa (ITALIA, J L; YAHYA; SINGH, D.; RAVI KUMAR, 2009). Por fim, diversos
trabalhos recentes mostram a nanoestruturacdo da anfotericina B em polimeros de poliéster
(ITALIA, J L et al., 2012), gelatina (JAIN, S. et al., 2012; NAHAR; MISHRA, D.; DUBEY;
JAIN, NARENDRA KUMAR, 2008), poli-(butyl-cianocrilato) (XU et al., 2011), alginato
(SINGODIA et al., 2011), poli(e-caprolactona) (FALAMARZIAN; LAVASANIFAR, 2010;

SHIM et al., 2011; SINGH, P. ef al., 2011) e em especial de PLGA (AMARAL, A C et al.,
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2009; COSTA LIMA et al., 2012; ITALIA, J L; YAHYA; SINGH, D.; RAVI KUMAR, 2009;
ITALIA, JAGDISHBHAI L et al., 2011; NAHAR; JAIN, NARENDRA K, 2009; VEN et al.,
2012; VERMA et al.,, 2011) como uma alternativa promissora para contornar os efeitos
adversos induzidos pelo tratamento utilizando este farmaco.

Recentemente, Amaral et al. (2009) investigaram a atividade terapéutica de uma nova
formulagdo para a anfotericina B associada ao acido dimercaptosuccinico em mistura polimérica
de PLGA (NANO-D-AMB) para o tratamento da paracoccidioidomicose experimental murino.
Esta formulagdo foi capaz de reduzir o nimero de aplicacdes de uma dose diaria para uma
injecdo a cada trés dias, mostrando a mesma eficacia terap€utica do que a formulagdo
convencional de anfotericina B deoxicolato (AMARAL, A C et al., 2009; P10700446-0). Estes

resultados preliminares motivaram a continuag@o dos ensaios utilizando NANO-D-AMB.

1.3.2 Paracoccidioidomicose

A paracoccidioidomicose (PCM) é uma micose sistémica endémica da América Latina
caracterizada como uma infec¢do granulomatosa e cronica, causada pelo fungo termo-dimoérfico
Paracoccidioides brasiliensis (BONIFAZ et al., 2011; FERREIRA, M. S., 2009; SHIKANAI-
YASUDA et al., 2006). Acredita-se que a infec¢@o se da pela inalagdo de propagulos do fungo
(conidios) ou injurias de pele e mucosas, que sdo encontrados no ambiente natural na forma
filamentosa (25°C), e no hospedeiro humano (37°C) se transformam em leveduras com
multiplos brotamentos que constituem a forma parasitaria nos tecidos (BONIFAZ et al., 2011,
FERREIRA, M. S., 2009; SHIKANAI-YASUDA et al., 2006). O habitat do fungo na natureza
ndo ¢ totalmente conhecido, mas o microorganismo pode ser isolado de matéria organica
presente nos solos de regides endémicas, especialmente em areas de cultivo de café e cana de
aguicar, e possivelmente por essa razdo a doenca ¢ prevalente em trabalhadores rurais
(BONIFAZ et al., 2011; FERREIRA, M. S., 2009; SHIKANAI-YASUDA et al., 2006).

Os humanos foram os primeiros hospedeiros naturalmente infectados identificados, mas
atualmente ha relatos de outros animais portadores da infec¢do, como tatus e caes (FERREIRA,

M. S., 2009; SHIKANAI-YASUDA et al., 2006). Os individuos infectados possuem faixa etaria
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entre 30 e 50 anos de idade, e mais de 90% dos casos s@o do sexo masculino (SHIKANAI-
YASUDA et al., 20006), ja que hormodnios femininos inibem a transi¢do morfologica de conidio
para levedura (BONIFAZ et al., 2011). De modo geral, os individuos acometidos por essa
micose estdo na fase de maior produtividade, e por isso a doenga leva a impacto social e
economico (SHIKANAI-YASUDA et al., 2006).

A PCM ¢ comumente manifestada como uma pneumopatia de curso cronico,
freqiientemente associada com lesdes nas mucosas e pele, e eventualmente com lesdes
disseminadas extra-pulmonares (MARTINEZ, 2010). Quase sempre, a doenga ¢ assintomatica
(BONIFAZ et al., 2011). A forma cronica é a mais prevalente, representando 90% dos pacientes
com esta micose. Neste caso, acomete principalmente adultos homens entre os 30 e 60 anos de
idade e sua progressdo ¢ lenta, principalmente com manifestagdes pulmonares, mas podendo
ocorrer disseminagdo para mucosas ¢ pele (SHIKANAI-YASUDA et al., 2006). Ja em criangas
e adultos com menos de 30 anos € menos incidente e apresenta-se na forma aguda ou subaguda,
caracterizando-se por linfadenomegalia, manifestacdes digestivas, hepatoesplenomegalia,
envolvimento Osteo-articular ¢ lesdes cutineas (SHIKANAI-YASUDA et al., 2006),
representando apenas 5% dos casos. Caso nao diagnosticada e tratada adequadamente, as lesoes
podem tornar-se mais graves ¢ letais, com rapido e progressivo envolvimento de pulmdes,
tegumento, ganglios, baco, figado e 6rgdos linfoides do tubo digestivo (BONIFAZ et al., 2011,
SHIKANAI-YASUDA et al., 2006).

O controle da infeccdo se da principalmente através de uma resposta imune celular
efetiva de padrdo Thl, com a presenca de citocinas como as Interleucinas 2 (IL-2) e 12 (IL-12) e
Interferon gama (IFN-y), que ativam macrofagos e linfocitos T CD4" e CD8" resultando na
formagdo de granulomas compactos (FERREIRA, M. S.; 2009; SHIKANAI-YASUDA et al.,
2006). No entanto, apesar de ser possivel o controle da replicacdo do fungo através de uma
resposta imune celular eficiente, formas quiescentes podem persistir no interior do granuloma
(SHIKANAI-YASUDA et al., 2006). Ocorrendo uma depressdo da resposta Thl e
predominancia de Th2, com ativag@o de linfécitos B, hipergamaglobulinemia e altos titulos de

anticorpos especificos, leucocitose e eosinofilia, o paciente infectado evolui para a doenca ativa,
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quadro que pode ser revertido através de tratamento adequado (FERREIRA, M. S., 2009;
SHIKANAI-YASUDA et al., 2006).

A PCM requer tratamento prolongado, podendo exceder mais de um ano, sendo que
relapsos, complicacdes e seqiiclas anatdmicas e funcionais, como a temida fibrose pulmonar e
conseqiiente insuficiéncia respiratdria, ocorrem em aproximadamente 20% dos pacientes
(MARTINEZ, 2010). Diversas drogas estdo disponiveis para a terapéutica, como as
sulfonamidas, anfotericina B, cetaconazol e derivados triazdlicos (itraconazol, fluconazol,
voriconazol) (FERREIRA, M. S., 2009). As sulfas foram as primeiras a serem utilizadas no
tratamento desta micose ¢ ainda hoje sdo medicamentos ativos na infecgdo, especialmente a
associacdo sulfametoxazol/ trimetoprim em casos severos (FERREIRA, M. S., 2009). A
anfotericina B deoxicolato ¢ a opgdo terapéutica para as formas severas, ¢ € utilizada como
primeira escolha na terapia intravenosa até a remissao da doenga, em que o paciente deve ser
transferido para a fase de manuteng@o com o uso de drogas orais (FERREIRA, M. S., 2009). No
entanto, devido aos efeitos colateriais da anfotericina B, ela deve ser utilizada com cautela
(FERREIRA, M. S., 2009). Com o advento do imidazol e de derivados triazdlicos, houve uma
revolugdo no tratamento desta doenga, pois essas drogas sdo orais ¢ facilmente administradas,
com excelente atividade contra P. brasiliensis, bem toleradas e com poucos efeitos adversos, e,
além disso, em alguns paises, os tratamentos com fluconazol, voriconazol e itraconazol estdo
disponiveis em formulagoes intravenosas (FERREIRA, M. S., 2009). Apesar de haver poucos
estudos de comparagdo com diferentes esquemas terapéuticos, o itraconazol ¢ sugerido como a
opgdo para controle de formas leves ¢ moderadas da doenga, podendo ser substituido pela
combinagdo sulfametoxazol-trimetroprim (SHIKANAI-YASUDA et al., 2006). Ja em pacientes
com formas mais graves e com necessidade de internagdo, a anfotericina B ou a associagdo de
sulfametoxazol-trimetroprim por via endovenosa sdo as mais recomendadas (SHIKANAI-
YASUDA et al., 2006). A duracdo do tratamento relaciona-se a gravidade da doenca e ao tipo
de droga utilizada, e em geral ¢ de longa duracdo, para permitir o controle das manifestacdes

clinicas e evitar as recaidas (SHIKANAI-YASUDA et al., 2006). O paciente deve permanecer
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em tratamento e acompanhamento até a obtencao dos critérios de cura, com base nos pardmetros
clinicos, radioldgicos e soroldgicos (SHIKANAI-YASUDA et al., 2006).

A PCM ¢ considerada a infeccao sistémica mais prevalente no Brasil e foi recentemente
incluida na lista de doengas negligenciadas cujo impacto na satide publica ainda ndo foi
quantificado devido a falta de dados estatisticos (MARTINEZ, 2010). Dados epidemioldgicos
baseados em resultados de testes dérmicos de sensibilidade a paracoccidioidina no Brasil,
Venezuela, Colombia e Argentina, apontam que mais de 50% dos habitantes de zonas
endémicas tenham sido expostos ao agente desta micose (MARTINEZ, 2010; SHIKANAI-
YASUDA et al., 2006), e no Brasil, estima-se que aproximadamente 10% da populacdo esteja
infectada (MARTINEZ, 2010). Se essa estimativa ¢ real, a prevaléncia da PCM seria similar a
da Doenga de Chagas na América Latina e superior a de outras doencas negligenciadas como
esquistossomose ¢ leishmaniose (MARTINEZ, 2010). A Faculdade de Medicina de Ribeirdo
Preto da Universidade de Sao Paulo registra aproximadamente 40 novos casos a cada ano
(MARTINEZ, 2010). No Brasil, o dado mais recente de mortalidade foi determinado no periodo
de 1996 a 2006, sendo 1 a cada 1 milhdo de habitantes (MARTINEZ, 2010). Dentre as mais
relevantes micoses sistémicas, a PCM foi responsavel pela maior parte das mortes, com uma
média anual de 168 mortes durante 1996 a 2006 (MARTINEZ, 2010). Apds 100 anos de sua
descoberta, ainda hé a necessidade de se implantar um programa efetivo e permanente para a
prevencao e diagnéstico da PCM e para a provisdo de agentes antifungicos e assisténcia aos

pacientes com complicagdes e seqiielas (MARTINEZ, 2010).

1.3.2.1 Modelo experimental

Vérios modelos animais de infeccdo por P. brasiliensis ja foram descritos, mas
atualmente o que representa melhor a PCM humana ¢ a infeccdo em camundongos. Os
camundongos sdo infectados pela via intratraqueal, intranasal ou endovenosa, reproduzindo
tanto a doenga pulmonar quanto a disseminada. No entanto, até¢ entdo ndo ha um modelo animal

que simule a doenca fatal humana.
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A doenca murina pode ser induzida tanto pela infeccdo por leveduras como por
conidios, esta ultima simulando a contaminagao natural. Assim como ocorre em outras micoses,
o controle da infec¢do depende principalmente da interacdo inicial do fungo com os
mecanismos de defesa do hospedeiro. Neste modelo, a cinética da resposta inflamatoria
pulmonar consiste em trés estigios: (1) um estdgio inflamatério inicial com a presenga de
polimorfonucleares e estidcitos; (2) um estagio granulomatoso misto, com concomitante
presenga de polimorfonucleares; e (3) um estagio granulomatoso e fibroso, caracterizado pela
presenca de células gigantes, estiocitos, macrofagos e tecido conjuntivo fibroso (COCK et al.,
2000; KERR et al., 1988; RESTREPO, S. et al., 1992).

Esse modelo experimental proporcionou a maior parte do conhecimento sobre as
respostas imunolégicas elicitadas pelo fungo. Calich et al. (CALICH et al, 1985)
desenvolveram um modelo murino isogénico no qual a linhagem B10.A ¢ suscetivel, enquanto
camundongos A/Sn sdo resistentes a P. brasiliensis. Como ocorre em humanos, camundongos
resistentes apresentam eficiente ativagdo de macrofagos, presenga de resposta de
hipersensibilidade tardia, baixos niveis de anticorpos especificos e uma tendéncia a resolugao da
doenga. Por outro lado, camundongos susceptiveis parecem montar uma resposta imune de
padréo Th2, com ativagdo ineficiente de macréfagos, baixa resposta de hipersensibilidade tardia
e altos niveis de anticorpos especificos, resultando em doenga progressiva (GONZALEZ, A.;
RESTREPO, ANGELA,; ef al., 2008; SINGER-VERMES et al., 1993). Neste estudo utilizou-se
a linhagem BALB/c, que possui uma susceptibilidade intermediaria & doenca (CALICH et al.,

1985).

1.4 JUSTIFICATIVA

O desenvolvimento de novos medicamentos contra as micoses ¢ uma necessidade para a
saude mundial, principalmente pelo crescente nimero de casos de resisténcia surgidos em
pacientes imunocomprometidos, o que requer um aumento nas doses dos antiflingicos atuais,

resultando em sérios efeitos toxicos. Uma solugdo encontrada para reverter este problema ¢é o
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desenvolvimento de novas formulagdes para medicamentos convencionais usando a
nanobiotecnologia, permitindo, por exemplo, diminuir o nimero de aplicagdes do farmaco
durante a terapia (AMARAL, A C et al., 2009).

Nosso grupo tem estudado o efeito de algumas formulagdes nanoestruturadas para
vacinas (RIBEIRO, A. et al., 2012), peptideos (AMARAL, A C et al., 2010) e farmacos
antifungicos (AMARAL, A C et al., 2009; CUNHA-AZEVEDO et al., 2011) no tratamento de
micoses com resultados promissores. Em 2009, Amaral et al. demonstraram que a
nanoestruturagdo da anfotericina B em PLGA (NANO-D-AMB) levou a redugdo da carga
fingica no hospedeiro, além de ndo apresentar os efeitos adversos causados por este farmaco na
sua forma convencional, incluindo a importante vantagem de reduzir o nimero de aplicagoes e
manter a mesma a eficacia terapéutica (AMARAL, A C et al., 2009).

Baseando-se nesse estudo preliminar, ¢ utilizando-se das propriedades das formulagdes
nanoestruturadas, tais como a liberacdo sustentada, considerou-se que esta estratégia poderia ser
usada para diminuir ainda mais a quantidade necessaria de anfotericina B a ser injetada durante
o combate as infecgOes fingicas e, assim, garantir a seguran¢a farmacéutica em pacientes
imunocomprometidos, que ja estdo sob uso de outros medicamentos. Dessa forma, este estudo
teve como foco principal aprimorar o tratamento experimental com NANO-D-AMB
desenvolvido por Amaral et al. (2009), afim de consolidar esta formulacdo como uma nova
opg¢do ao uso da anfotericina B. Este é um projeto de cunho biotecnologico, que envolveu a
realizacdo de etapas de Pesquisa, Desenvolvimento e Inovacdo, e passivel de resultar em um
produto que podera ser usado para melhorar a qualidade de vida e a seguranca no tratamento de

pacientes acometidos pelas doencas fungicas.
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1.5 OBJETIVOS

1.5.1 Objetivo geral

Avaliar a eficacia terapéutica da anfotericina B nanoestruturada (NANO-D-AMB)

utilizada em diferentes doses no tratamento da paracoccidioidomicose experimental, no que diz

respeito a capacidade antifungica e inducdo de efeitos adversos.

1.5.2 Objetivos especificos

1)

2)

3)

4)

5)

Verificar in vitro a eficacia antifingica de NANO-D-AMB em comparacdo a D-
AMB e AMBISOME® em leveduras de P. brasiliensis.

Comparar in vitro a inducdo de toxicidade de NANO-D-AMB em relagdo a D-AMB
e AMBISOME® em células sanguineas humanas e macr6fagos peritoniais murinos.
Comparar a eficacia terapéutica de trés doses decrescentes de NANO-D-AMB com
a anfotericina B livre (D-AMB) no tratamento da paracoccidioidomicose
experimental, por meio da quantificacao de carga fungica pulmonar, histopatologia,
quantificagdo de pardmetros bioquimicos de toxicidade renal e hepatica e analise de
genotoxicidade.

Comparar o tratamento da paracoccidioidomicose experimental utilizando NANO-
D-AMB ¢ a anfotericina B lipossomal (AMBISOME®), avaliando-se a eficacia
antifungica por meio da quantificacdo da carga fiingica pulmonar e histopatologia, e
a habilidade de ambas as formulagdes em modular a resposta imunologica,
avaliando-se a capacidade linfoproliferativa diante de antigenos especificos e as
algumas citocinas no pulmao.

Avaliar a inducdo de toxicidade aguda in vivo por sobredoses de NANO-D-AMB
em comparacdo a D-AMB, por meio de andlise histopatologica, quantificacdo de
parametros bioquimicos de toxicidade renal e hepatica, analise da populacdo de

leucdcitos peritonais e de genotoxicidade.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 AGENTES ANTIFUNGICOS

2.1.1 Anfotericina B deoxicolato (D-AMB)

Neste estudo, para representar a formulagdo convencional utilizada nos tratamentos com
anfotericina B, utilizou-se a anfotericina B deoxicolato (Sigma, EUA) contendo ~45% de
anfotericina B pura e ~35% de deoxicolato de sodio, referida aqui como formulacdo “livre”.
Respeitando-se a dose diaria de D-AMB recomendada (2 mg/kg) (DERAY et al., 2002;
DUPONT, 2002; KLEINBERG, 2006) para terapia sem ocorréncia de efeitos adversos e
considerando o peso médio de um camundongo BALB/c (20 g), injetou-se 40 ug por dia em
cada animal. Para isso, uma solu¢do contendo 0,4 mg/mL de anfotericina B deoxicolato de
sodio em PBS foi mantida a 4 °C no escuro por até uma semana, aplicando-se 100 uL (40 ug)

em cada animal pela via intraperitonial diariamente.

2.1.2 Ambisome® (AMBISOME)

A formulagdo comercial lipossomal de anfotericina B Ambisome® (Gilead, EUA)
também foi utilizada neste estudo. Tratando-se de uma formula¢do melhor tolerada e visando
uma comparacdo direta com a formulacdo nanoestruturada a ser estudada neste trabalho, os
tratamentos com Ambisome® ocorreram utilizando-se uma dose 3 vezes maior que a de D-
AMB, ou seja, 6mg/kg. Para isso, uma solugdo contendo 1,2 mg/mL de anfotericina B
lipossomal em PBS foi mantida a 4 °C no escuro por até uma semana, aplicando-se 100 pL (120

ug) em cada animal pela via intraperitonial a cada trés dias.

2.1.3 Anfotericina B nanoestruturada em polimeros de PLGA-DMSA (NANO-D-
AMB)

A formulacdo da anfotericina B em mistura polimérica contendo 120 pg/100 pL de

anfotericina B deoxicolato (~45% de anfotericina B pura ¢ ~35% de deoxicolato de sodio,
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Sigma, EUA) foi preparada pela equipe do professor Dr. Anténio Cladudio Tedesco da
Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto/SP (AMARAL, A C et al., 2009).

Para a fabricagcdo das nanoparticulas foram utilizados os polimeros pré-formados dos
acidos poli-lactico (PLA, 15 a 75%) e poli-glicolico (PGA, 15 a 75%) e o acido
dimercaptosuccinico (DMSA, 0,05M), todos da marca Sigma (EUA). O processo de preparacao
e a sua utilizagao estdo protegidos pelo deposito da patente no Instituto Nacional de Propriedade
Intelectual (INPI, Brasil) sob registro PI # 0700446-0. Resumidamente, os polimeros pré-
formados foram primeiramente dissolvidos em diclorometano com 50 mg de PLA e 50 mg de
PGA (proporgdo 50:50). A esta solugdo organica foi adicionado poli-vinil alcool (PVA, 1%) ¢
120 mg de anfotericina B deoxicolato de sodio com o aditivo DMSA. O material foi submetido
a agitacdo vigorosa (10000 rpm) para obter a emulsificagdo inicial. O solvente organico foi
removido da solugdo sob agitagdo a temperatura ambiente ¢ evaporagdo sob pressdo reduzida.
As nanoparticulas foram centrifugadas (25°C, 5000 rpm) em intervalos de 10 minutos, lavadas
trés vezes em agua destilada, ressuspensas em 1 mL de PBS estéril e armazenadas a 4°C. Todos
os procedimentos foram realizados em condigdes estéreis. Imediatamente antes do uso, o frasco
contendo as nanoparticulas foi agitado vigorosamente durante dois minutos para ressuspender as
nanoparticulas (AMARAL, A C et al., 2009).

Assim como no trabalho de Amaral et al. (2009), considerou-se que esta formulagao
nanoestruturada era capaz de liberar seu conteido de anfotericina B a cada trés dias, ja que
observagoes preliminares utilizando técnicas de deteccao fluorométrica detectaram esse perfil
(Dr. Claudio Tedesco comunicagdo pessoal). Dessa forma, neste trabalho, além de se repetir a
terapia utilizando 6mg/kg de NANO-D-AMB, utilizou-se ainda as doses menores de 3 e
4,5mg/kg, aplicando-se respectivamente 100 pL (120 pg), 50 pL (60 pg) e 80 puL (96 ng) de
NANO-D-AMB por animal pela via intraperitonial a cada trés dias. Como controle, utilizou-se
nanoparticulas formadas pelo mesmo procedimento sem a adi¢ao da anfotericina B deoxicolato

de sodio (NANO-PLGA).
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2.2 ENSAIOS IN VITRO

2.2.1 Determinacao da Concentracado Minima Inibitéria (CMI) de NANO-D-

AMB em leveduras de P. brasiliensis

Para avaliar a capacidade antifungica de NANO-D-AMB diretamente em leveduras de
P. brasiliensis, realizou-se o ensaio in vitro de determinagao da Concentracdo Minima Inibitoria
(CMI). Esse ensaio tem como objetivo determinar a menor concentragdo da droga testada capaz
de inativar o agente microbioldgico em questdo (NISHI et al., 2009). Para isso, preparou-se um
in6culo de leveduras de P. brasiliensis (Pb18) obtidas apds cultivo por 7 dias em meio BHI
liquido numa concentragdo de 10° células/mL em meio BHI contendo 4% de Glicose e 4% de
Soro Bovino Fetal. Foram plaqueados 100upL/pogo deste indculo em placa de 96 pogos
juntamente com 100uL/pogo de uma solucdo de meio contendo os farmacos em dilui¢des
seriadas nas concentragdes finais entre 1,71 a 600ug/mL de anfotericina B. Considerando os
provaveis tempos de liberacao da anfotericina B da mistura polimérica, apds 24h, 72h e 7 dias
de incubagdo com os farmacos a 37°C e 150 rpm, o conteido de cada pogo foi plaqueado em
meio Agar BHI contendo 4% de Glicose e 4% de Soro Bovino Fetal (ANEXO) e incubado a
37°C por 21 dias. A menor concentragdo de farmaco no cultivo que impediu o crescimento de
leveduras nas placas foi considerada a CMI. O experimento foi realizado trés vezes de forma

independente, sendo que em cada um as amostras foram testadas em duplicata.

2.2.2 Ensaio de hemdlise

Considerando o fato de os tratamentos utilizando anfotericina B serem conduzidos
principalmente pela via endovenosa na clinica médica, foi realizado este ensaio para determinar
a capacidade hemolitica das formula¢des estudadas. Sangue humano fresco, obtido de
voluntarios saudaveis, foi coletado utilizando tubos tratados com EDTA e as células vermelhas
foram obtidas a partir da centrifugacdo a 5000 rpm por 10 minutos. Descartou-se o sobrenadante
e as células foram lavadas com PBS por 3 vezes. Trés partes de células sanguineas foram

diluidas em 11 partes de PBS e utilizou-se 10uL desta solugdo para cada 100ulL de reagdo,
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conforme previamente descrito (ITALIA, J L; YAHYA; SINGH, D.; RAVI KUMAR, 2009;
NAHAR; MISHRA, D.; DUBEY; JAIN, NARENDRA KUMAR, 2008).

Tratou-se as células com agua destilada (considerada amostra controle com 100% de
hemolise), PBS ou com os farmacos nas concentragdes finais variando de 1,56 a 600ug/mL.
Incubou-se a 37°C e apo6s 1, 3,5 e 6 horas as amostras foram centrifugadas a 5000 rpm por 10
minutos. O sobrenadante foi mantido por 30 minutos a temperatura ambiente para oxidag¢do da
hemoglobina e a absorbancia a 540 nm foi determinada utilizando um espectofotometro de
placas (ITALIA, J L; YAHYA; SINGH, D.; RAVI KUMAR, 2009; NAHAR; MISHRA, D.;
DUBEY; JAIN, NARENDRA KUMAR, 2008). O experimento foi realizado trés vezes de
forma independente, sendo que em cada um as amostras foram testadas em duplicata. O célculo
da porcentagem de hemolise foi realizado utilizando-se a seguinte formula:

Apg: Absorbancia da amostra

% hemodlise = (100xAy)/A 20 Aamo: Média das absorbancias das amostras
tratadas com agua destilada

2.2.3 Avaliacao de citotoxicidade em macrofagos peritoniais

Para avaliar a capacidade das formulacdes estudadas de induzir citotoxicidade em
células de mamiferos, foi realizado o ensaio colorimétrico de viabilidade com MTT (brometo de
3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazolio) (MOSMANN, 1983).

Macrofagos peritoniais de camundongos Balb/c sadios foram obtidos por meio de
lavagem peritonial com 10mL de RPMI simples gelado. O lavado foi centrifugado a 1000 rpm
por 10 minutos a 4°C e as células foram ressuspensas em 1mlL/animal de RPMI simples gelado.
A concentracdo de células foi determinada utilizando-se um hemocitémetro ¢ a viabilidade foi
determinada utilizando o corante Azul de Tripan a 0,4%.

Preparou-se uma suspensio contendo 5x10° células/mL e 100pL da mesma foram
plaqueados em placas de 96 pogos de fundo chato. As células foram incubadas por 1 hora a
37°C com 5% CO, e ap0s este periodo o sobrenadante contendo as células mortas/ndo aderentes
foi descartado, acrescentando a cada poco um volume de 200puL. de RPMI suplementado para

cultura de macréfagos (ANEXO).
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Apo6s 24 horas de cultivo, descartou-se novamente o sobrenadante de cada poco e foi
acrescentado 200ul. de RPMI suplementado contendo as solugdes de farmacos numa
concentracdo de 8ug/mL de anfotericina B deoxicolato (D-AMB ou NANO-D-AMB) ou a
quantidade correspondente de NANO-PLGA.

Apo6s 24h, 48h, e 72 horas de incubagcdo com os farmacos, acrescentou-se 22ul de
reagente de MTT a Smg/mL e incubou-se a 37 °C com 5 % CO, por 4 horas no escuro. Em
seguida os sobrenadantes foram descartados ¢ a cada poco acrescentou-se 100uL de DMSO. A
leitura da absorbancia foi feita em espectrofotometro de microplacas a 540nm. Macrofagos
cultivados nas mesmas condigdes sem a presenca de farmacos foram utilizados como controle e
considerados no célculo da porcentagem de viabilidade apds cada tempo de cultivo.
(DENIZOT; LANG, 1986; MOSMANN, 1983; TWENTYMAN; LUSCOMBE, 1987). O
experimento foi realizado duas vezes de forma independente, sendo que em cada um as
amostras foram testadas em triplicata. O calculo da porcentagem de células vivas foi realizado
utilizando-se a seguinte formula:

Avy: Absorbancia da amostra

% células vivas = (100xAy)/Agpyr Agrpmri: Média das absorbancias das amostras
tratadas com RPMI

2.3 ENSAIOS IN VIVO

2.3.1 Animais de experimentacio

Camundongos BALB/c fémeas com 6-8 semanas de idade e pesando 20-22g foram
adquiridos do biotério da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto/Universidade
de Sao Paulo-SP e mantidos em gaiolas de polipropileno em condigdes controladas de
luminosidade e com agua e racdo ad [libitum. Todos os procedimentos realizados neste estudo
estdo de acordo com os protocolos do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal e foram

aprovados pelo Comité de Etica no Uso Animal da Universidade de Brasilia-DF (ANEXO).
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2.3.2 Fungo e infeccio intratraqueal

Leveduras virulentas de P. brasiliensis (isolado virulento Pb18) foram incubadas a 37°C
sob agitacdo de 150 rpm em meio YPD liquido (ANEXO). Apds 7 dias de cultivo, aliquotou-se
a cultura em tubos de 50 mL e centrifugou-se a 2500 rpm por 10 minutos, o sobrenadante foi
descartado e as células foram lavadas duas vezes com solugdo salina tamponada com fosfato
(Phosphate Buffered Saline — PBS, ANEXO) estéril. Ao final as células foram ressuspensas em
20 mL de PBS estéril. A concentragdo de leveduras foi determinada utilizando-se um
hemocitdmetro e a sua viabilidade foi verificada através da coloragdo com Verde Janus a 0,05%
(BERLINER; RECA, 1967), sendo que a porcentagem de leveduras vidveis era maior que 80%.
A concentragio de células foi ajustada para 6x10° leveduras viaveis/mL e esta solugdo foi
utilizada como inéculo para a infecgdo.

Os camundongos foram anestesiados intraperitonialmente com 80 mg/kg de cetamina
(Cetamin®, Rhobifarma, Brasil) e 10 mg/kg de xilazina (Xilazin®, Rhobifarma, Brasil). Uma
incisdo longitudinal foi feita na porcdo ventral do pescogo, de modo a expor a traquéia.
Utilizando uma seringa graduada de 1 mL, injetou-se 50 pL do inéculo (contendo 3x10’
leveduras vidveis) no interior da traquéia do animal. A incisdo foi suturada utilizando fio de
polipropileno n° 6 e os animais foram mantidos em ambiente aquecido até o término da
sedag¢do. Os procedimentos acima descritos foram realizados com base no trabalho de

MARQUES e colaboradores (2008).

2.3.3 Grupos experimentais e tratamentos

2.3.3.1 Comparacio da eficacia de diferentes doses de NANO-D-AMB no tratamento da
PCM

Visando comparar a eficacia de doses diferentes de NANO-D-AMB com a formulagéo

livrte D-AMB, os camundongos foram infectados e ap6s 30 dias foram distribuidos nos grupos

experimentais enumerados abaixo e iniciaram-se os respectivos tratamentos. Os animais foram

submetidos a 60 dias de tratamento pela via intraperitonial ¢ em seguida foram eutanasiados.
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Como controle utilizou-se camundongos ndo infectados e ndo tratados. O experimento foi

realizado trés vezes de forma independente, com um nimero de 5 camundongos por grupo.

1. SADIOS: animais ndo infectados e ndo tratados.

2. D-AMB 2mg/kg/dia: animais infectados e tratados diariamente com uma dose de
40png/100pL de D-AMB.

3. NANO-D-AMB 6mg/kg/3dias: animais infectados e tratados a cada trés dias com uma
dose de 120ng/100uL. de NANO-D-AMB.

4. NANO-D-AMB 4,5mg/kg/3dias: animais infectados e tratados a cada trés dias com uma
dose de 96ug/80uL. de NANO-D-AMB.

5. NANO-D-AMB 3mg/kg/3dias: animais infectados e tratados a cada trés dias com uma
dose de 60 pug/50uL. de NANO-D-AMB.

6. NANO-PLGA: animais infectados e tratados a cada trés dias com uma dose de 100uL de
nanoparticulas sem anfotericina B (NANO-PLGA).

7. PBS: animais infectados e tratados a cada trés dias com 100uL de PBS.

2.3.3.2 Comparacdo da eficdacia terapéutica de NANO-D-AMB e Ambisome® na PCM
Visando comparar a eficacia de NANO-D-AMB com a formulagdo lipossomal

Ambisome®, paralelamente, outro ensaio foi conduzido de forma independente iniciando-se o

tratamento ap6s 60 dias de infecg@o. Os animais foram infectados, como descrito anteriormente,

e distribuidos nos grupos experimentais enumerados abaixo e iniciaram-se 0s respectivos

tratamentos. Os animais foram submetidos a 30 dias de tratamento e em seguida foram

eutanasiados. O experimento foi realizado uma vez, com um nimero de 5 camundongos por

grupo.

1. SADIOS: animais ndo infectados e nao tratados.

2. AMBISOME: animais infectados e tratados com uma dose de 6mg/kg (120 ng/100uL) a

cada trés dias de Ambisome®.
3. NANO-D-AMB: animais infectados e tratados com uma dose de 6mg/kg (120 pg/100uL) a

cada trés dias de NANO-D-AMB.
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4. PBS: animais infectados e tratados com uma dose de 100pL a cada trés dias de PBS.

2.3.3.3 Avaliacdo de toxicidade in vivo de sobredoses de NANO-D-AMB e D-AMB

Neste estudo, objetivou-se verificar a inducdo de efeitos adversos de sobredoses de
NANO-D-AMB e D-AMB. Camundongos sadios foram distribuidos nos grupos experimentais
enumerados abaixo e submetidos a uma dose intraperitonial dos respectivos tratamentos. A
eutanasia foi realizada 3 dias apds o tratamento. O experimento foi realizado trés vezes de forma

independente, com um niimero de 3 camundongos por grupo.

1. D-AMB 1x: animais sadios tratados com dose unica de 6mg/kg (120ng/100uL) de D-
AMB.

2. D-AMB 5x: animais sadios tratados com dose unica de 30mg/kg (600ng/500nL) de D-
AMB.

3. NANO-D-AMB 1x: animais sadios tratados com dose Unica de 6mg/kg (120ug/100uL) de
NANO-D-AMB.

4. NANO-D-AMB 5x: animais sadios tratados com dose tunica de 30mg/kg (600ng/500uL) de
NANO-D-AMB.

5. NANO-PLGA 1x: animais sadios tratados com dose unica de 100pL. de NANO-PLGA.

6. NANO-PLGA 5x: animais sadios tratados com dose unica de 500pL. de NANO-PLGA.

7. PBS 1x: animais sadios tratados com dose tinica de 100pL de PBS.

8. PBS 5x: animais sadios tratados com dose Unica de 500uL de PBS.

2.3.4 [Eutanasia e coleta de tecidos

Ap6s a finalizagdo dos tratamentos, os animais foram anestesiados pela via
intraperitonial com 80 mg/kg de Cetamina e 10 mg/kg de Xilazina, e iniciou-se a coleta de
tecidos e orgaos.

O sangue foi coletado a partir do plexo venoso retro-orbital ¢ mantido a 37°C por 30

minutos até formagdo do coagulo. A fase liquida foi coletada e centrifugou-se a 5000 rpm por
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10 minutos. O soro (aproximadamente 200 uL) foi recolhido ¢ mantido a -20°C para posterior
dosagem de pardmetros bioquimicos de toxicidade renal e hepatica.

O lavado peritonial foi recolhido injetando-se 10 mL de PBS na cavidade peritonial dos
animais com uma seringa, ¢ apos uma massagem para despregar as células residentes, recolheu-
se todo o liquido de volta para a seringa. O lavado de todos os animais de cada grupo foi
reunido em tubo conico e centrifugado a 1000 rpm por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi
desprezado e uma aliquota de 10 uL das células foi colocada sobre uma ldmina histoldgica
juntamente com 10 pL. de Soro Bovino Fetal (SBF), realizando-se uma extensdo celular e
coloragdo com corante/fixador hematoldgico Giemsa-Wright-Metanol (ANEXO) para contagem
diferencial de leucocitos.

Os dois lobos do pulmao foram retirados assepticamente e mantidos em placa de Petri
contendo PBS. Coletou-se um fragmento transversal mediano de cada um dos lobos, que foram
fixados em formol tamponado (ANEXO) para posterior processamento histopatologico. Apenas
no experimento utilizando NANO-D-AMB ¢ Ambisome® no tratamento da PCM murina,
reuniu-se os fragmentos restantes do pulmado de todos os animais de cada grupo, que foram
pesados e macerados em 2 mL de PBS estéril e mantidos em gelo. Parte do macerado foi
utilizado na quantificacdo de Unidades Formadoras de Colonia por grama de tecido pulmonar
(UFC/g). O restante do macerado foi centrifugado a 2500 rpm por 10 minutos a 4°C e o
sobrenadante resultante foi armazenado a -20°C para posterior dosagem de citocinas in situ por
meio de ensaio imunoenzimatico.

Os rins e o figado foram retirados dos animais e mantidos em placa de Petri contendo
PBS. Em um dos rins foi realizado um corte longitudinal e o outro foi deixado inteiro; coletou-
se um fragmento transversal mediano do figado; por fim, os tecidos foram fixados em formol
tamponado para posterior processamento histopatologico.

No experimento utilizando diferentes doses de NANO-D-AMB em comparacdo a D-
AMB, os dois fémures de cada animal foram retirados e as células da medula foram removidas.

As células foram centrifugadas a 2500 rpm por 3 minutos a 4°C e o sobrenadante descartado. As
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células foram lavadas 2 vezes com PBS e ao final ressuspensas em 1 mL de etanol a 70%
gelado. As amostras de cada animal foram mantidas a -20°C até a analise.

No experimento de comparacdo da eficacia terapéutica de NANO-D-AMB e
Ambisome®, realizou-se cultura primaria de esplenocitos. O bago foi coletado assepticamente ¢
armazenado em meio RPMI simples e mantido em gelo até posterior processamento para ensaio

de linfoproliferacao.

2.3.5 Quantificacio de carga fungica no tecido pulmonar

Para quantificagdo de carga fungica pulmonar, o macerado do pulmao foi diluido 10
vezes em PBS. Uma aliquota de 500 pL do macerado e de cada uma das dilui¢des foi semeada
em placa contendo meio Agar BHI contendo 4% de Soro de Cavalo e 5% de Fator de
Crescimento de Pb192 (SINGER-VERMES ef al., 1992) em duplicata (ANEXO). As placas
foram mantidas a 37°C por 21 dias e apos esse periodo a quantidade de coldnias por placa foi
determinada. A quantificagdo da carga microbiana foi determinada utilizando a seguinte
formula:
C: Quantidade de coldnias na placa
D: Fator da diluicao

P: Peso do pulmao (g)
V: Volume plaqueado

UFC/g = (CxDxV)/P

2.3.6 Histopatologia

As amostras de pulmido, figado e rins fixadas em formol tamponado foram
encaminhadas para o Laboratorio de Imunopatologia de Brasilia Ltda. (LIB), Brasilia/DF, onde
foram processadas. Os fragmentos foram embebidos em parafina e secgdes seriadas de Sum
foram coradas utilizando procedimentos padrio com Hematoxilina-Eosina (HE) ou prata

(Grocott) para posterior avaliacdo das células fingicas por microscopia Optica.

2.3.7 Quantificacio de parametros bioquimicos de toxicidade renal e hepatica
Com a finalidade de avaliar possiveis danos no figado e rins dos animais submetidos ao

tratamento com NANO-D-AMB, foram avaliados parametros bioquimicos de toxicidade renal
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(Uréia, Creatinina e Acido Urico) e hepatica (Aspartato aminotransferase-AST e Alanina
aminotransferase-ALT). Os soros dos animais foram encaminhados ao Laboratério de Analises
Clinicas do Hospital Universitario de Brasilia, Brasilia/DF, onde foram realizadas as dosagens

pelo método colorimétrico de Jaffé.

2.3.8 Analise de genotoxicidade em medula dssea por citometria de fluxo

Para avaliar possiveis efeitos genotoxicos dos tratamentos utilizados, realizou-se a
avaliacdo de fragmentacdo do DNA por citometria de fluxo através de marcagdo com iodeto de
propidio (MILNER et al., 1987). O iodeto de propidio € um corante anidnico que se intercala
entre os pares de bases do DNA; quanto mais material genético possui a célula, maior ¢ a
incorporagdo do corante. Neste ensaio, as células estudadas sdo lisadas, e os nucledides
liberados sdo marcados com iodeto de propidio e avaliados por citometria de fluxo. Dependendo
da quantidade de material genético e fase de ciclo celular, obtém-se um histograma em que os
nucleodides se distribuem em picos com diferentes intensidades de fluorescéncia. Em células
diploides em condi¢des saudéveis, o histograma possui dois picos: o primeiro corresponde as
células na fase GO/G1 do ciclo celular, em que o conteido de DNA ¢ 2n; o segundo pico com
menos células corresponde aquelas que estdo na fase G2/M, com 4n de material genético; uma
banda entre ambos os picos corresponde a fase S. Quando eventos sdo detectados na regido com
intensidade de fluorescéncia abaixo da fase G1 (primeiro pico) eles sdo considerados nucleodides
com DNA fragmentado, indicando possivel genotoxicidade (BLONDIN et al., 1996).

Neste estudo, as amostras de medula fixadas com etanol foram centrifugadas a 2500
rpm por 3 minutos a 4°C e as células foram lavadas duas vezes com PBS e ao final
ressuspendidas em um volume de 500 pL. A uma aliquota de 100 puL. de cada amostra
adicionou-se 200uL de tampao de lise contendo iodeto de propideo (ANEXO). Apds 30
minutos ao abrigo da luz, as amostras foram lidas em Citémetro de Fluxo (FACSCaliburTM,
Becton Dickson, EUA) utilizando o canal FL2 (para comprimentos de onda variando entre 560
a 580 nm). A porcentagem de fragmentacdo foi determinada utilizando o animal sadio ndo

tratado como padrdo. Camundongos submetidos ao tratamento com Ciclofosfamida (Genuxal®,
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Baxter, Brasil) em dose unica de 40 mg/kg foram sacrificados no dia seguinte ao tratamento e
utilizados como controle positivo de fragmentacdo do DNA. Os resultados foram apresentados
como porcentagem relativa de DNA fragmentado em relacdo aos animais sadios. As analises
foram realizadas utilizando-se o software FlowJo versdo 8.7 (Tree Star Inc, EUA, 2008).

(BLONDIN et al., 1996)

2.3.9 Contagem diferencial de leucdcitos no lavado peritonial

A fim de avaliar se o tratamento intraperitonial com as formulacdes estudadas seria
capaz de induzir recrutamento de células inflamatdrias, realizou-se a contagem diferencial de
leucocitos no lavado peritonial. Apos a secagem das laminas histologicas contendo o estirago do
lavado  peritonal, incubou-se as mesmas com corante hematologico  de
Giemsa& Wright&Metanol por 1 minuto, € em seguida com agua corrente por 3 minutos. As
laminas foram deixadas a secar e posteriormente foi realizada a visualizagdo das células em
aumento de 1000x com o6leo de imersdo. Contou-se um total de 100 células por ladmina,
diferenciando neutréfilos, monocitos e linfocitos e determinou-se assim a porcentagem de cada

tipo celular presente no lavado peritonial.

2.3.10 Ensaio de linfoproliferaciao de esplendcitos

Visando avaliar o estado imunolégico dos animais, realizou-se o ensaio de
linfoproliferacdo de esplendcitos. Os bagos dos animais de cada grupo foram reunidos e
divulsionados, liberando as células presentes no tecido. Os esplendcitos foram entdo
armazenados em meio RPMI 1640 simples (ANEXO), centrifugou-se as amostras a 1200 rpm
por 10 minutos a 4°C ¢ descartou-se o sobrenadante, repetindo a lavagem mais duas vezes. Ao
final as células foram ressuspensas em 1 mL/baco de RPMI suplementado para cultura de
linfocitos (ANEXO) e uma diluigdo em 100 vezes foi feita em liquido de Tiirk para lise das
hemécias presentes nas amostras. A concentracdo de linfocitos vidveis foi determinada
utilizando um hemocitometro. Plaqueou-se 5x10° células/pogo em placas de cultura de 96 pogos

em triplicata, adicionando-se subseqiientemente o estimulo inespecifico Concanavalina-A (Con-
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A, Sigma, EUA) na concentragdo final de 4ug/mL ou antigenos de extrato protéico de P.
brasiliensis na propor¢ao 1uL para cada 500uL (EP 1:500), num volume total de 200uL/pogo.
(RIBEIRO, ALICE M et al., 2009; RIBEIRO, ALICE MELO et al., 2010)

A resposta proliferativa de células T & Concanavalina-A foi estudada pela técnica de
incorporagdo de timidina tritiada ([H’]-timidina). Apés 48 horas de incubagio a 37°C ¢ 5% CO,,
as amostras foram pulsadas com 1uCi/pogo de timidina tritiada. A incorporagdo de timidina foi
determinada utilizando um contador de beta-cintilagdo liquida. Os dados foram expressos como
contagens por minutos (cpm) da incorporagdo de [H’]-timidina. Os sobrenadantes da cultura dos
esplenocitos foram utilizados para dosagem da citocina IL-10 através do método de ELISA.

(RIBEIRO, ALICE M et al., 2009; RIBEIRO, ALICE MELO et al., 2010)

2.3.11 Dosagem de citocinas

Considerando a importancia da resposta imunolégica do hospedeiro no controle da
PCM, avaliou-se a presenca de tré€s citocinas: IL-12 ¢ TNF (citocinas da resposta imune de
padrdo Thl, responsaveis pela resisténcia ao fungo) e IL-10 (citocina da resposta imune de
padrdo Th2, responsaveis pelo exacerbagdo da doenca). Dessa forma, para determinar o perfil de
citocinas no pulmio e na cultura de linfocitos, o sobrenadante de macerado de pulmio e o
sobrenadante de cultura de esplendcitos foram utilizados na dosagem de citocinas pelo método
de ELISA (Enzyme-Linked Immunoabsorbent Assay).

As citocinas quantificadas no macerado de pulmao foram IL-10, IL-12 ¢ TNF-a, € no
sobrenadante de cultura dos esplendcitos dosou-se apenas IL-10. As dosagens foram conduzidas
utilizando-se kits comerciais (BD Pharmigen, San Diego, CA, USA) padronizados para cada
grupo de citocinas seguindo protocolo fornecido pelo fabricante. O nivel absoluto de citocinas
(em pg/mL) presente nas amostras foi calculado com base em curva padrdo fornecida com o kit

comercial.

35



2.4 ANALISE ESTATISTICA

Para determinar as diferengas entre os grupos experimentais foi utilizada a analise da
varidncia (ANOVA), seguida pelo método Bonferroni (pds-teste), realizado no programa
estatistico GraphPad Prism, versdo 5.0 (GraphPad Software, EUA, 2007). Os dados foram
considerados significativos quando p < 0,05. Os graficos e tabelas mostram os valores das

replicatastdesvio padrao da média (SEM).
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3 RESULTADOS

3.1 ENSAIOS IN VITRO

Os ensaios in vitro foram conduzidos com a finalidade de responder aos seguintes
questionamentos: (1) qual a concentracdo de NANO-D-AMB necessaria para eliminar o fungo,
(2) qual a concentracdo capaz de ocasionar hemolise e (3) se NANO-D-AMB induz menor

toxicidade que D-AMB em células de mamiferos?

3.1.1 Concentracao Minima Inibitéria (CMI) de NANO-D-AMB em leveduras de

P. brasiliensis

Para determinar a menor concentragdo de NANO-D-AMB capaz de matar leveduras de
P. brasiliensis por 24h, 72h e 7 dias foi realizado o ensaio in vitro de determinacdo da CMI.
Ap6s 24h e 72h de tratamento, foi observado que a CMI de NANO-D-AMB e de Ambisome®
foi de 75 pg/mL. Apods 7 dias, a CMI de NANO-D-AMB caiu para 37,5ug/mL, enquanto
AMBISOME® apresentou CMI de 18,75ug/mL. Nos trés tempos de tratamento, a CMI de D-
AMB foi de 9,37ug/mL.

Esse resultado demonstra que o encapsulamento da anfotericina B em lipossomas ou em
matriz polimérica de PLGA pode afetar seu efeito antifungico direto, ja que o farmaco encontra-
se menos acessivel. De qualquer modo, foi constatada a efic4cia antifungica de NANO-D-AMB
in vitro e demonstrou-se ainda uma liberacdo mais lenta da anfotericina B, ja que a CMI diminui
com o tempo, enquanto a CMI de D-AMB, embora menor, permanece constante ao longo dos

dias.

3.1.2 Ensaio de hemdlise
Ap6s verificar a CMI das formulagdes estudadas, avaliamos sua capacidade de inducdo
de hemolise apo6s 1h, 3h30 e 6h de tratamento. Observou-se que a formulacdo D-AMB foi a

mais hemolitica, induzindo hemolise nos trés tempos (1h, 3h30 e 6h) em concentragdes de 50,
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25 e 12,5 pg/mL, respectivamente (Figura 3). As outras formulagdes testadas foram hemoliticas
apenas em concentracdes muito elevadas.

Esse resultado demonstra uma maior seguranca na utilizacdo de Ambisome® e NANO-
D-AMB, ja que mesmo em concentragdes elevadas como 200ug/mL elas ndo induziram

hemolise.

3.1.3 Citotoxicidade em macrofagos peritoniais pelo ensaio do MTT

Avaliando a influéncia dos tratamentos com D-AMB, Ambisome®, NANO-D-AMB e
NANO-PLGA apos 24, 48 e 72 horas na viabilidade de macrofagos peritoniais na concentracdo
de 8ug/mL, foi verificada atividade citotoxica apenas por D-AMB (Figura 4). Nos outros
grupos nao foi observada atividade citotoxica. Esse resultado demonstra uma maior seguranca
na utilizacdo de Ambisome® ¢ NANO-D-AMB, ja que induziram menor citotoxicidade nos

macrofagos do que D-AMB (Figura 4).
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Figura 3. Porcentagem de hemolise induzida apés 1h, 3h30 e 6 horas de tratamento com 600 — 1,56pg/mL de
anfotericina B deoxicolato de s6dio na forma livre (D-AMB), lipossomal (AMBISOME) ou nanoestruturada em
PLGA (NANO-D-AMB). Tratamentos utilizando nanoparticulas sem anfotericina B (NANO-PLGA) foram utilizados

como controle. Os resultados foram expressos como a média £ SEM. "p<0,05, “p<0,01 ¢ *"p<0,001 em relagio as

amostras tratadas com PBS.
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Figura 4. Porcentagem de macrofagos viaveis apos 24, 48 ¢ 72 horas de tratamento com 8 pg/mL de anfotericina B
deoxicolato de sddio na forma livre (D-AMB), lipossomal (AMBISOME) ou nanoestruturada em PLGA (NANO-D-
AMB). Tratamentos utilizando nanoparticulas sem anfotericina B (NANO-PLGA) e com meio de cultura RPMI
foram utilizados como controle. Os resultados foram expressos como a média £ SEM. **p<0,01 ¢ ***p<0,001 em

relagdo aos demais grupos.

3.2 DETERMINACAO DA EFICACIA TERAPEUTICA DA NANO-D-AMB EM

DIFERENTES DOSES NO TRATAMENTO DA PCM MURINA

3.2.1 Quantificacdo da carga fungica pulmonar

A avaliagdo da atividade antifingica das formulagdes estudadas foi realizada com base
na quantificacdo de Unidades Formadoras de Colénia recuperadas por grama de tecido
pulmonar (UFC/g) e avaliagdo histopatologica do pulmio dos camundongos. Os animais foram
infectados e apos 30 dias iniciaram-se os tratamentos, que tiveram duragdo de 60 dias. Apds este
periodo, verificou-se uma redugdo significativa da carga microbiana encontradas nos grupos
tratados tanto com anfotericina B deoxicolato (D-AMB) quanto com a formulagdo
nanoestruturada (NANO-D-AMB) em relagdo ao grupo tratado com PBS (Figura 5). A redugéo
da carga fungica foi similar nos grupos tratados com D-AMB 2mg/kg/dia (851£350 UFC/g) e
com NANO-D-AMB nas doses de 6mg/kg/3dias (1541+429 UFC/g) e 4,5mg/kg/3dias
(2112+119 UFC/g). A dose de NANO-D-AMB 3mg/kg/3dias (15348+1553 UFC/g) foi capaz

de reduzir a carga fungica de modo significativo em comparacdo ao grupo tratado com PBS
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(30745+4677 UFC/g), embora ndo tenha alcangado a mesma eficacia de D-AMB ou da NANO-
D-AMB nas outras doses. O tratamento com nanoparticulas sem anfotericina (NANO-PLGA,
40000+3535 UFC/g) levou a uma carga fingica similar a do grupo tratado apenas com PBS. O
tratamento com NANO-D-AMB 1,2mg/kg/3dias ndao demonstrou eficacia antifungica no

primeiro experimento (dados ndo mostrados) e, portanto, esse grupo foi retirado dos estudos.

50000+
40000

30000+

20000+

10000+

UFC/g de tecido pulmonar

Figura 5. Quantificagdo de carga fungica no tecido pulmonar em animais infectados com P. brasiliensis apos 60 dias
de tratamento com anfotericina B deoxicolato de sédio na forma livre (D-AMB) ou nanoestruturada em PLGA
(NANO-D-AMB) em diferentes doses. Animais tratados apenas com PBS ou com nanoparticulas sem anfotericina B
(NANO-PLGA) foram utilizados como controle. O resultado aponta redug¢do de UFC/g nos animais tratados com D-
AMB e NANO-D-AMB, e intensa carga fungica pulmonar nos animais tratados com NANO-PLGA e PBS. Os
resultados foram expressos como a média+SEM. “p<0,001 em relagio aos grupos NANO-PLGA e PBS. #p<0,01
em relacdo aos grupos D-AMB ¢ NANO-D-AMB 6mg/kg/3dias e 4,5mg/kg/3dias.

Para corroborar os resultados de quantificagdo de carga flungica, avaliou-se a
histopatologia do pulmao nos diferentes grupos. O pulmao dos animais SADIOS apresentava-se
com as caracteristicas histologicas tipicas, ressaltando a presenca de raros infiltrados
inflamatérios peribronquicos comuns nesta espécie. Também foi identificada de forma mais
intensa a presenca desses infiltrados nos grupos tratados com D-AMB (Figura 6A) ¢ NANO-D-

AMB (Figura 6B-F) nas trés doses; no entanto, ndo foram observados granulomas nem
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leveduras nos fragmentos analisados. Ja os animais tratados com NANO-PLGA (Figura 6G) e
PBS (Figura 6H) possuiam pulmdes com caracteristicas histopatologicas tipicas da PCM
murina: presenca macica de lesdes granulomatosas e intenso infiltrado inflamatério comuns em
estagios avangados da doenga, indicando a persisténcia do fungo.

Desse modo, podemos concluir que os tratamentos com D-AMB e NANO-D-AMB nas
doses de 6mg/kg/3dias e 4,5mg/kg/3dias apresentaram eficacia similares na reducdo da carga
fingica pulmonar. Além disso, o uso de NANO-D-AMB a 4,5mg/kg/3dias se apresentou como
o tratamento mais vantajoso, ja que: (1) permitiu a reducdo da quantidade de doses injetadas nos
camundongos de 60 (D-AMB, uma dose a cada dia) para 20 doses (NANO-D-AMB, 1 dose a
cada trés dias) e ainda (2) possibilitou a diminui¢cdo em 25% da quantidade de anfotericina B
injetada em relagdo ao grupo NANO-D-AMB 6mg/kg/3dias.

Para verificar a ocorréncia de recidiva apos os tratamentos com as nanoparticulas,
quantificou-se a carga fingica pulmonar nos camundongos 60 dias apos a ultima dose. Apenas
foi observado crescimento de colonias nos grupos tratados com NANO-PLGA (3635+129
UFC/g) e PBS (27551244 UFC/g); sendo que nos demais grupos niao houve crescimento
fingico. Dessa maneira, podemos concluir que o uso das formulagdes com anfotericina B
mantiveram o quadro de melhoramento da doenca, evitando a recidiva apds o fim dos

tratamentos.
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Figura 6. Fotomicrografia dos pulmdes de animais infectados com P. brasiliensis apds 60 dias de tratamento com
anfotericina B deoxicolato de sodio na forma livre (D-AMB, A) ou nanoestruturada em PLGA (NANO-D-AMB) nas
doses de 6mg/kg/3dias (B), 4,5mg/kg/3dias (C) e 3mg/kg/3dias (D). Animais tratados apenas com PBS (F ¢ H) ou
com nanoparticulas sem anfotericina B (NANO-PLGA, E e G) foram utilizados como controle. As setas pretas
mostram infiltrados inflamatorios, e os circulos e setas vermelhas mostram respectivamente granulomas e leveduras.
As imagens A-F foram coradas com HE, enquanto as imagens G-H foram coradas com prata (Grocott), todas em
aumento de 100x. Verifica-se presenca de infiltrados inflamatorios mononucleares focais nos animais do grupo
tratados com D-AMB e NANO-D-AMB. Lesdes granulomatosas e leveduras sdo encontradas nos grupos NANO-
PLGA e PBS.
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3.2.2 Avaliacio de danos hepaticos e renais

A fim de verificar a indu¢do de danos renais e hepaticos pelos tratamentos, foram
realizadas as dosagens de Uréia, Acido drico, Creatinina, Aspartato aminotransferase (AST) e
Alanina aminotransferase (ALT) séricos. Ocorreu uma diminui¢do dos niveis de Uréia e de
Acido trico nos camundongos dos grupos NANO-D-AMB 4,5mg/kg/3dias e 3mg/kg/3dias,
NANO-PLGA e PBS (Tabela 1). A produgdo de Creatinina também foi reduzida nos grupos
NANO-PLGA e PBS (Tabela 1). Nao foram observadas diferencas significativas quanto a
medida das enzimas AST e ALT (Tabela 1). Por fim, ndo foi observada nenhuma alteragdo

histopatoldgica nesses tecidos em nenhum dos grupos estudados.

Tabela 1. Niveis de Uréia, Creatinina, Acido urico, AST e ALT em animais infectados com P. brasiliensis e tratados
com diferentes formulagdes de anfotericina B.

GRUPOS UREIA CREATININA ACIDO URICO AST ALT
(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (U/L) (U/L)
SADIOS 64,80+2,13 0,44+0,02 3,64+0,22 106,2+5,36  14,60+1,50
D-AMB 73,67+2,60 0,40+0,00 3,40+0,20 108,7+2,02  17,00+1,00
2mg/kg/dia
NANO-D-AMB  57,75+1,88 0,45+0,02 2,97+0,06 107,0+7,72  19,75+2,86
6mg/kg/3dias
NANO-D-AMB  50,25+2,49% 0,40+0,00 2,75+0,17* 116,045,46  29,00+5,58
4,5mg/kg/3dias

NANO-D-AMB  51,25+1,49* 0,40+0,00 2,1754£0,12***  114,0£19,85 23,50+4,51
3mg/kg/3dias

NANO-PLGA  49,00+1,49% 0,30+£00%** 2,15£0,45%*  91,50+4,50  12,00+2,00

PBS 49,20+3,42** 0,30+00%** 1,84+0,10%** 131,849,98  20,80+3,72

Os resultados foram expressos como a média £ SEM. *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001 em relagdo ao grupo
SADIOS.

3.2.3 Genotoxicidade em células de medula ¢ssea
A capacidade dos tratamentos em induzir fragmentacdo de DNA nas células totais da
medula 6ssea foi avaliada através da marca¢do com iodeto de propideo e analise por citometria

de fluxo. Nao foram encontradas diferencas significativas na quantidade de DNA fragmentado
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dentre os grupos, sugerindo ndo ocorrer indu¢do de genotoxicidade pelos tratamentos (Figura

7).
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Figura 7. Porcentagem relativa de fragmentagdo do DNA em animais infectados com P. brasiliensis apos 60 dias de
tratamento com anfotericina B deoxicolato de sddio na forma livre (D-AMB) ou nanoestruturada (NANO-D-AMB)
em diferentes doses. Animais ndo infectados (SADIOS) ou infectados e tratados com PBS (PBS) ou com
nanoparticulas sem anfotericina B (NANO-PLGA) foram utilizados como controle. Nao foram observadas diferengas

significativas dentres os grupos. Os resultados foram expressos como a média + SEM.

3.3 COMPARACAO DA EFICACIA ANTIFUNGICA DE AMBISOME® E

NANO-D-AMB NO TRATAMENTO DA PCM

3.3.1 Quantificacdo da carga fingica pulmonar

Para comparar a eficdcia antifungica de Ambisome® e da formulacdo nanoestruturada
proposta neste trabalho, quantificou-se as unidades formadoras de colénia recuperadas dos
pulmdes de animais infectados por P. brasiliensis e tratados por 30 dias com os farmacos na
dose de 6mg/kg/3dias, além de analise histopatoldgica.

Tanto o tratamento com Ambisome® (670+£78 UFC/g) quanto com NANO-D-AMB

(1101£245 UFC/g) foram capazes de reduzir de modo similar a carga fingica dos pulmdes em
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mais de 20 vezes em relagdo a encontrada nos animais cujo tratamento se deu apenas com PBS

(280261096 UFC/g), como mostra a Figura 8.
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Figura 8. Quantificagdo de carga fungica no tecido pulmonar recuperadas em camundongos infectados com P.
brasiliensis e tratados com anfotericina B lipossomal (AMBISOME) ou nanoestruturada em PLGA (NANO-D-
AMB). Camundongos tratados com PBS foram utilizados como controle. Os grupos NANO-D-AMB ¢ AMBISOME
apresentaram cargas fingicas similares e significativamente menores que o grupo PBS. Os dados estdo representados

como Média e Erro Padrdo da Média; ***p<0,001 em relagdo ao grupo PBS.

Em todos os grupos foram encontrados infiltrados inflamatérios peribronquicos (Figura
9), sendo que nos grupos NANO-D-AMB ¢ AMBISOME nao foi detectada presenga de
granulomas nem leveduras, enquanto no grupo PBS, foram encontradas inimeras lesdes
granulomatosas com presenga de fungos em seu interior, evidenciando a persisténcia do
patogeno no tecido.

Desse modo, ¢ possivel concluir através na quantificacdo de carga fingica e da andlise
histopatologica, que os animais tratados com Ambisome® e NANO-D-AMB apresentaram
menor carga fingica pulmonar, com menor comprometimento do tecido pulmonar em

comparagdo aos animais do grupo PBS.
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Figura 9. Fotomicrografia dos pulmdes de animais infectados com P. brasiliensis apds 30 dias de tratamento com
anfotericina B lipossomal (AMBISOME, A) ou nanoestruturada em PLGA (NANO-D-AMB, B). Animais tratados
apenas com PBS (C-D) foram utilizados como controle. As setas pretas mostram infiltrados inflamatorios, e os
circulos e setas vermelhas mostram respectivamente granulomas e leveduras. Todos os cortes foram corados com HE;
A-C estdo em aumento de 40x, enquanto D estd em aumento de 100x. Verifica-se presenga de infiltrados
inflamatérios mononucleares focais nos animais dos grupos AMBISOME e NANO-D-AMB. Lesdes granulomatosas

e leveduras sdo massivamente encontradas no grupo PBS.

3.3.2 Avaliacio da resposta imunoldgica apds os tratamentos

Para avaliar se os tratamentos utilizados neste estudo eram capazes de influenciar a
resposta imunologica dos camundongos e com isso auxiliar a resolugdo da doenga, foi realizada
a dosagem de citocinas no pulmédo, além da quantificacdo da capacidade de proliferagdo celular
de esplenocitos. Foi observada uma produgdo elevada de IL-12 nos animais tratados com
NANO-D-AMB (Figura 10A) ¢ de TNF (Figura 10B) no grupo AMBISOME, enquanto nao

houve diferenca na produgao de IL-10 entre os grupos (Figura 10C).
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Figura 10. Quantificagdo por ELISA de IL-12, IL-10 ¢ TNF no macerado de pulmao em camundongos infectados
com P. brasiliensis apds 30 dias de tratamento com anfotericina B lipossomal (AMBISOME) ou nanoestruturada em
PLGA (NANO-D-AMB). Animais ndo infectados (SADIOS) ou infectados e tratados com PBS foram utilizados
como controle. Observou-se elevada producdo de IL-12 no grupo NANO-D-AMB ¢ de TNF e no grupo
AMBISOME. Nao houve diferengas nos niveis de IL-10 dentre os grupos. Os resultados foram expressos como a

média + SEM. **p<0,01 e ***p<0,001 em relagdo ao grupo SADIOS.

No ensaio de linfoproliferagdo, tanto nas amostras nao estimuladas quanto nas
estimuladas com Concanavalina-A (mitogeno inespecifico) e Extrato Proteico de P. brasiliesis
(resposta antigeno-especifica) foi observada uma diminuicdo consideravel na capacidade
proliferativa dos esplendcitos no grupo tratado com PBS, enquanto os tratamentos com
Ambisome® e NANO-D-AMB pareceram recuperar essa fungfo, ainda que parcialmente,
comparando-se com os animais sadios (Figura 11). Nao houve diferenca na producdo de IL-10

por estes linfocitos em nenhum dos grupos (dados nao apresentados).
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Figura 11. Quantificacdo da capacidade linfoproliferativa de esplendcitos em camundongos infectados com P.
brasiliensis apds 30 dias de tratamento com anfotericina B lipossomal (AMBISOME) ou nanoestruturada em PLGA
(NANO-D-AMB). Animais ndo infectados (SADIOS) ou infectados e tratados com PBS foram utilizados como
controle. Os esplendcitos foram tratados com Concanavalina-A a 4ug/mL (Con-A) ou Extrato Protéico de P.
brasiliensis na propor¢do de 1/500 (EP 1:500). Os resultados foram expressos como a média £ SEM. *p<0,5 em

relagio aos grupos AMBISOME e NANO-D-AMB. “p<0,001 em relagdo ao grupo SADIOS.

Os resultados de dosagem de citocinas no pulmao e linfoproliferagdo demonstram que
os tratamentos com Ambisome® e NANO-D-AMB restabeleceram parcialmente a imunidade

celular que ¢é reprimida pela persisténcia de P. brasiliensis no hospedeiro, o que ndo foi

observado no grupo PBS.

3.4 AVALIACAO DE TOXICIDADE IN VIVO

Para determinar a capacidade de indugdo de toxicidade aguda de NANO-D-AMB,
camundongos sadios foram tratados com uma superdosagem das formulagdes contendo
anfotericina B. Os animais foram tratados com uma dose unica de 6mg/kg (1x) ou 30mg/kg

(5x), e apos 3 dias foram sacrificados.
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3.4.1 Avaliaciao de danos hepaticos e renais

A fim de verificar possiveis danos hepaticos e renais induzidos pelos tratamentos, foi
realizada analise histopatoldgica de pulmio, rins e figado e quantificacdo de parametros
bioquimicos no soro. Na avaliagdo histopatologica, ndo foram observadas alteragdes
morfologicas e estruturais no pulmao, rins e figado em nenhum dos grupos (Figura 12A-D). No
entanto, apareceram pequenos infiltrados inflamatorios com presenca de polimorfonucleares e
linfocitos nos figados dos animais tratados com NANO-PLGA 1x (Figura 12C) e com maior
intensidade nos grupos NANO-D-AMB 5x (Figura 12B) ¢ NANO-PLGA 5x (Figura 12C). A
quantificagdo dos pardmetros bioquimicos no soro evidenciou apenas uma diminui¢io do Acido
urico no grupo NANO-PLGA 5x (Tabela 2), sendo que ndo foram observadas alteragdes quanto
ao0s outros parametros.

Desse modo ¢é possivel concluir que ndo houve indugdo de alteragdes estruturais nem
prejuizo das fungdes renais e hepaticas, apesar da diminui¢ao do acido trico no grupo NANO-
PLGA 5x e do aparecimento dos infiltrados inflamatérios no figado dos animais tratados com

NANO-PLGA.
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Figura 12. Fotomicrografia dos figados de animais sadios 3 dias ap6s tratamento com D-AMB (A), NANO-D-AMB
(B) e NANO-PLGA (C) nas doses de 6mg/kg (1x) ou 30mg/kg (5x). Animais tratados apenas com 100 pL (1x) ou 500
pL de PBS (D) foram utilizados como controle. Os circulos pretos mostram infiltrados inflamatorios. Todos os cortes
foram corados com HE; 25x%, 40x, 100x e 400x identificam os aumentos em que as imagens sdo visualizadas em cada

coluna. Verifica-se presenga de pequenos infiltrados inflamatdrios com neutrofilos e linfocitos nos animais dos grupos

NANO-D-AMB 5x e NANO-PLGA 1x e 5x.
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Tabela 2. Niveis de Uréia, Creatinina, Acido trico, AST e ALT em animais sadios 3 dias apos tratamento com D-

AMB, NANO-D-AMB e NANO-PLGA nas doses de indicadas.

GRUPOS UREIA  CREATININA ACIDO URICO AST ALT

(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (U/L) (U/L)
PBS 1x 69,13+3,16 0,43+0,03 2,75+0,14 97,25+13,63  15,14+43,15
D-AMB 1x 71,22+5,52 0,41+0,01 2,57+0,19 111,00£17,41  20,43+12,28
NANO-D-AMB 1x 66,33%4,163 0,37+0,02 2,64+0,19 98,56+8,39  27,44+8.15
NANO-PLGA 1x  62,56+£7,20 0,44+0,04 2,52+0,24 84,89+14,06  23,33+4,33
PBS 5x 54,89+3,32 0,43+0,01 2,35+0,12 86,56+7,68  22,44+0,81
D-AMB 5x 55,56+1,84 0,50+0,02 2,50+0,14 83,2247,69  22,2242,13
NANO-D-AMB 5x  68,13+4,17 0,38+0,01 2,54+0,16 82,63+530  23,75+2,10
58,40+2,15 0,38+0,02 1,62+0,12%* 58,80+6,56  12,20+1,98

NANO-PLGA 5x

Os resultados foram expressos como a média + SEM. **p<0,01 em relagdo ao grupo SADIOS.

3.4.2 Contagem diferencial de células inflamatorias no peritonio

Para avaliar a inducdo de processo inflamatorio pelo tratamento usando as sobredoses

das formulacdes testadas, quantificaram-se os leucdcitos presentes no lavado peritonial dos

camundongos no terceiro dia apos o tratamento. Foi observado um aumento consideravel do

nimero de neutréfilos e reducdo no nimero de linfocitos no grupo tratado com D-AMB 5x

(Figura 13). Nos demais grupos ndo foram verificadas diferencas na populacao de leucocitos.
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Figura 13. Contagem diferencial de leucdcitos peritoneais em animais sadios 3 dias apos tratamento com D-AMB,
NANO-D-AMB e NANO-PLGA nas doses de 6mg/kg (1x) ou 30mg/kg (5x). Animais tratados apenas com 100 pL
(1x) ou 500 pL (5x) de PBS foram utilizados como controle. O grupo D-AMB 5x apresentou um numero elevado de
neutrdfilos e diminuigdo do numero de linfécitos, enquanto nos demais grupos ndo foi verificada diferenca na
presenga de leucocitos. Os resultados foram expressos como a média + SEM. ***p<0,001 em relagdo ao grupo

SADIOS.

3.4.3 Genotoxicidade em células de medula 6ssea

A avaliacdo de danos ao DNA foi realizada através de citometria de fluxo pela
marca¢do com iodeto de propideo. A Ciclofosfamida ¢ um farmaco genotdxico e foi utilizada
aqui como controle, e os animais que receberam este tratamento apresentaram elevado indice de
fragmentacdo do DNA (Figura 14). Nos demais tratamentos, ndo foram observadas diferengas
significativas na porcentagem de DNA fragmentado, demonstrando que ndo sdo genotoxicos

(Figura 14).
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Figura 14. Porcentagem relativa de fragmentacdo do DNA em animais sadios 3 dias apos tratamento com D-AMB,
NANO-D-AMB e NANO-PLGA nas doses de 6mg/kg (1x) ou 30mg/kg (5x). Animais tratados apenas com 100 pL
(1x) ou 500 pL (5x) de PBS e Ciclofosfamida a 40 mg/kg foram utilizados como controle. Ndo foram observadas
diferengas entre a porcentagem de DNA fragmentado dentre os grupos, com excecdo dos animais tratados com
Ciclofosfamida, que apresentaram elevado indice de dano genético. Os resultados foram expressos como a média +

SEM. ***p<0,001 em relagdo aos demais grupos.
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4 DISCUSSAO

Doengas fungicas invasivas representam um problema de saude grave e crescente e sdo
a principal causa de morte no mundo (BORGES-WALMSLEY ef al., 2002), sendo os fungos a
quarta causa de infecgdes em pacientes hospitalizados (PAULO et al., 2010; WISPLINGHOFF
et al., 2004). O manejo das doengas fingicas é um grande desafio que vem estimulando clinicos
a adotarem diversas estratégias, profildticas e empiricas, na administracio de agentes
antifungicos (PAUW, 2011). A falta de um rapido diagnoéstico, as opgdes terapéuticas limitadas
devido a toxicidade, eficacia restrita, custos e resisténcia clinica, além da impossibilidade de
controlar os fatores de predisposi¢do, como a imunossupressao, sdo exemplos das dificuldades
encontradas durante o combate a estas infecgdes (CARRILLO-MUNOZ et al., 2006; PAUW,
2011). O aumento dramatico na incidéncia de micoses invasivas e severas devido a maior
vulnerabilidade de pacientes imunossuprimidos, ao desenvolvimento de resisténcia fingica aos
az6is associada ao seu uso profilatico, além da impossibilidade de administrar-se doses
adequadas de anfotericina B por sua baixa tolerabilidade motivam a procura por novos farmacos
e novas formula¢des de medicamentos pré-existentes de modo a aperfeigoar a janela terapéutica
e diminuir os riscos e seqiielas (PAUW, 2011).

Embora os fungos venham chamando cada vez mais a atencdo na investigagdo
biomédica, as pesquisas se concentram em fungos causadores de doencas em paises de primeiro
mundo, como a Candida albicans, enquanto outros fungos que predominam nos paises em
desenvolvimento sdo negligenciados (BORGES-WALMSLEY et al., 2002). Um deles é o
Paracoccidioides brasiliensis, causador de uma das micoses sistémicas mais prevalentes no
Brasil e em toda a América Latina, a paracoccidioidomicose (PCM) (MARTINEZ, 2010). Esta
micose foi recentemente incluida na lista de doencas tropicais negligenciadas, e seu impacto na
saude publica ainda ndo ¢ bem conhecido devido a falta de levantamentos estatisticos (HOTEZ
et al., 2008; MARTINEZ, 2010). O tratamento da PCM se da através de uma série de

medicamentos: sulfanamidas (incluindo co-trimoxazol), cetoconazol e derivados triazdlicos
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(itraconazol, fluconazol, voriconazol) e a anfotericina B deoxicolato (FERREIRA, M. S., 2009).
A anfotericina B deoxicolato (D-AMB) costuma ser utilizada nos casos mais severos, como
terapia endovenosa inicial até a remissao da doenca, quando o paciente ¢ transferido para a fase
de manuten¢do com a administragdo de drogas orais (FERREIRA, M. S., 2009).

Desde sua introdugdo em 1959, a anfotericina B deoxicolato (D-AMB) tem sido uma
droga revolucionaria, com inquestionavel eficicia antifingica, mas também com comprovada
toxicidade (OSTROSKY-ZEICHNER et al., 2003). Apesar da introdugdo subseqiiente de outros
agentes antifungicos, D-AMB permanece como tratamento de escolha para diversas infec¢des
fingicas graves em hospedeiros vulneraveis, devido a seu amplo espectro de agdo e a baixa
freqliéncia de resisténcia (GALLIS et al., [S.d.]; OSTROSKY-ZEICHNER ef al., 2003;
VANDEN BOSSCHE et al., 1998). No entanto, a tolerancia problematica a este farmaco, que
inclui efeitos adversos relacionados a perfusdo e a toxicidade renal, torna-se um grande
obstaculo em seu uso e limita suas aplicacdes clinicas (THORNTON; WASAN, 2009). Para
amenizar os problemas com o uso de D-AMB, a nanoestruturacdo desse farmaco vem sendo
intensamente estudada, demonstrando a capacidade de potencializar o efeito da droga e reduzir
sua toxicidade. Algumas preparagdes lipidicas de anfotericina B melhoraram a toxicidade
associada e se mostraram tao eficazes quanto a formulagdo padrdo de D-AMB; no entanto, essas
formulagdes sdo de alto custo e isso restringe seu uso generalizado (GULLO, 2009; PAUW,
2011; THORNTON; WASAN, 2009). A nanoestruturacio com polimeros biodegradaveis
também tem sido uma abordagem bastante explorada, em especial utilizando o PLGA como
componente da matriz polimérica, por promover uma liberagdo sustentada do farmaco e assim
reduzir o nimero de aplicagdes a que o paciente ¢ submetido (DERAY et al., 2002; DU et al.,
2006). Além disso, ja foi demonstrado que nanoparticulas de PLGA sdo endocitadas e assim
podem eficientemente realizar a liberagdo intracelular do farmaco (ZHANG et al., 2007).

O primeiro trabalho utilizando nanoparticulas com atividade antifingica contra P.
brasiliensis e seu uso terapéutico durante a PCM experimental foi conduzido por Amaral et al.
em 2009. A nanoestruturagdo em polimeros de PLGA (NANO-D-AMB) teve como objetivo

promover uma liberacdo sustentada deste farmaco, de modo que uma dose administrada de
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NANO-D-AMB (120ug/100uL, correspondendo a 6mg/kg em camundongo BALB/c) possuia
uma quantidade trés vezes maior do que a dose administrada de D-AMB (40pg/100uL, que
corresponde a 2mg/kg em camundongo BALB/c). Isso permitiu uma redugdo do nimero de
aplicagdes em trés vezes, ja que as injecdes eram realizadas uma vez a cada trés dias para os
animais tratados com NANO-D-AMB, enquanto a administracio de D-AMB era diaria. No
estudo de Amaral et al. (2009) foi demonstrado que NANO-D-AMB apresentou eficacia
antifiingica similar a de D-AMB e, embora a maior quantidade de anfotericina B administrada, a
seguranca terapéutica foi mantida sem a indu¢do de efeitos adversos.

A formulagdo de anfotericina B deoxicolato nanoestruturada utilizada no presente
trabalho é a mesma do estudo por Amaral et al. em 2009. Nos ensaios in vitro foi demonstrado
que a Concentragdo Minima Inibitoria (CMI) de NANO-D-AMB e de Ambisome® em
leveduras de P. brasiliensis foi de 75ug/mL durante os 3 primeiros dias de cultivo, e caiu para
respectivamente 37,5ug/mL e 18,75ug/mL no sétimo dia. Enquanto isso, a CMI de D-AMB
manteve-se constante (9,37ug/mL) nos trés tempos analisados. Este resultado demonstra a
liberagdo mais lenta do agente antifingico em NANO-D-AMB (KOHANE et al., 2006) em
meio de cultura, e ainda, que a nanoestrutura¢do da anfotericina B nos lipossomas ou na mistura
polimérica torna seu acesso as leveduras mais dificil (DUPONT, 2002; ESPUELAS et al., 2003;
GONZALEZ, G. M. et al., 2004). Desse modo, faz-se necessario um maior tempo de contato ou
uma maior concentracdo das nanoformulagdes para alcancarem a mesma capacidade antifiingica
que D-AMB. Estudos sobre o perfil de liberacdo da anfotericina B na NANO-D-AMB estdo
sendo conduzidos e poderdo elucidar melhor sua cinética de dissociacdo da matriz polimérica.

Ap6s a injecdo peritonial, as nanoparticulas podem ser drenadas pelos ductos linfaticos
e entdo podem cair na circulagdo sanguinea (TSAI et al., 2007), simulando um tratamento
endovenoso (VEN et al., 2012). Por isso, o estudo da hemolise e da citotoxicidade in vitro sdo
um importante pardmetro para deduzir a toxicidade da perfusdo (VEN et al., 2012). Neste
estudo foi possivel constatar a maior capacidade hemolitica e maior citotoxicidade de D-AMB

em relacdo as demais formulagdes (VEN et al., 2012). Isso pode ser explicado pelo fato de D-
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AMB rapidamente se dissociar em deoxicolato e anfotericina B quando em meio aquoso,
formando monomeros e oligdmeros. Os oligomeros possuem grande afinidade pelo colesterol, e
assim causam danos em membranas celulares de mamiferos (BRAJTBURG; BOLARD, 1996;
GOLENSER; DOMB, 2006; TORRADO et al., 2008; VEN et al., 2012). Enquanto isso,
Ambisome® e NANO-D-AMB sdo estdveis em meio aquoso, liberando gradualmente pequenas
quantidades de anfotericina B, na maior parte monomérica (BRAJTBURG; BOLARD, 1996;
LEGRAND et al., 1997; TORRADO et al., 2008; VEN et al., 2012). Certamente, a liberagdo
mais lenta dos monomeros de anfotericina B em lipossomas ou nanoparticulas poliméricas pode
justificar a ocorréncia de uma menor indu¢do de hemolise e citotoxicidade em macrofagos dos
nanofarmacos, enquanto D-AMB mostra-se menos segura, como ja foi demonstrado em outros
trabalhos (DUNCAN, R et al., 2001; GOMES et al., 2008; VEN et al., 2012).

Nossos resultados in vivo demonstram que € possivel reduzir a quantidade de
anfotericina B administrada em 25%, ja que camundongos tratados com uma dose de 4,5
mg/kg/3dias de NANO-D-AMB apresentaram reducdo da carga fingica similar a de animais
tratados com NANO-D-AMB a 6mg/kg/3dias e D-AMB 2mg/kg/dia. Isso pode ser devido a
interiorizagdo das nanoparticulas por células fagociticas, que apos a captura acabam servindo
como um reservatorio secundario para a liberacdo lenta da anfotericina B na circulagdo, e assim,
prolongar seus efeitos (LEMKE et al., 2005; VEN et al., 2012; VYAS; GUPTA, S., 2006).
Além disso, considerando que P. brasiliensis pode infectar fagdcitos (BORGES-WALMSLEY
et al., 2002), a interiorizagdo das nanoparticulas poderia amplificar sua atividade perante as
leveduras existentes dentro destas células (GUO, L. S., 2001; LEMKE et al., 2005). Alguns
relatos afirmam que formulagdes coloidais sdo mais facilmente internalizadas do que a
formulacdo livre de anfotericina B deoxicolato (LEGRAND; BOLARD, 1996; VEN et al.,
2012), demonstrando que a fagocitose das nanoparticulas pode ser uma grande aliada na
ampliacdo de sua atividade antifiingica.

Neste estudo, os tratamentos com D-AMB, NANO-D-AMB e Ambisome® nédo foram
capazes de eliminar completamente a presenca do fungo nos pulmdes dos animais, mas foram

capazes de reduzir significativamente a carga fiingica como comprovam os valores da contagem
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de leveduras vidveis no tecido pulmonar. Embora os granulomas sejam importantes estruturas
que promovem a contencdo da proliferagdo de P. brasiliensis e amenizam sua dissemina¢do no
hospedeiro (CAMARGO, DE; FRANCO, DE, 2000; FORTES et al., 2011), eles também
podem dificultar o acesso pelas nanoparticulas, tanto em animais tratados com a
nanoformulacdo quanto com o farmaco livie (AMARAL, A C et al., 2009). A presenca de
infiltrados inflamatorios peribronquicos nesses grupos pode ser indicio da presenca de
componentes fingicos e leveduras em pequenas quantidades (GONZALEZ, A.; LENZI,
HENRIQUE LEONEL; et al., 2008). Ja a presenca de granulomas bem definidos e os altos
niveis de carga microbiana demonstram a persisténcia de P. brasiliensis nos pulmoes dos
animais tratados com NANO-PLGA ¢ PBS (CAMARGO, DE; FRANCO, DE, 2000;
GONZALEZ, A.; LENZI, HENRIQUE LEONEL; et al., 2008; LINARES; FRIEDMAN, 1972).
E importante citar que, apos 60 dias da interrupgdo dos tratamentos, ndo houve crescimento de
coldnias nos grupos tratados com as nanoformula¢des, indicando a ndo ocorréncia de recidiva,
que costuma ser comum em pacientes tratados com anfotericina B deoxicolato (SCAVONE;
BURGER, EVA, 2004).

Na analise histopatologica, ndo foram identificadas alteragdes morfoldgicas estruturais
indicadoras de toxicidade aguda ou cronica nos tecidos renal e hepatico, tanto dos animais
infectados e tratados pelas formulag¢des propostas, bem como nos tratamentos de animais sadios
com sobredoses. No entanto, ¢ intrigante o achado de pequenos infiltrados inflamatdrios nos
figados dos animais tratados com NANO-PLGA (1x e 5x) e na sobredose com NANO-D-AMB
5x. Isso poderia ser devido a uma agdo pro-inflamatoria dessas nanoparticulas, mas apenas um
trabalho demonstra a imunomodulagdo do sistema imunoldgico por microparticulas de PLGA
(NICOLETE et al., 2011), e ainda ndo existem relatos dessa caracteristica imunomodulatoéria in
vivo. E importante citar que o tratamento prolongado com essas nanoparticulas, realizado neste
trabalho durante 60 dias na dose que seria correspondente a 1x (vide paginas 28 e 43), ndo levou
a ocorréncia desses infiltrados inflamatorios, indicando ser uma reagdo aguda. De qualquer
modo, essa caracteristica deve ser estudada de forma mais profunda, ja que pode representar um

importante efeito adjuvante desta formulagao.
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Um dos sintomas subagudos do tratamento com anfotericina B ¢ o aumento de
creatinina e uréia sérica em decorréncia do prejuizo da fung@o renal (BURGES; BIRCHALL,
1972; LEMKE et al., 2005). No entanto, neste estudo, foram verificadas hipouremia e
hipouricemia nos animais infectados e tratados de forma prolongada com NANO-D-AMB a 4,5
e 3mg/kg/3dias, NANO-PLGA e PBS, além de niveis reduzidos de creatinina nos grupos
NANO-PLGA e PBS. Além disso, ocorreu uma diminui¢do nos niveis de acido urico
encontrada nos animais tratados com NANO-PLGA 5x. As alteracdes bioquimicas encontradas
possivelmente ndo estdo relacionadas com as formulagdes de anfotericina B, ja que animais
tratados com NANO-PLGA e PBS também apresentaram estas alteragdes. Os niveis de AST e
ALT ndo foram alterados em nenhum dos experimentos, indicando ndo haver prejuizo da fungao
hepatica diante do tratamento com as formulagdes testadas (KLEINBERG, 2006).

Neste trabalho, ndo foi observada induc¢ao de danos ao material genético em células da
medula 6ssea em decorréncia do uso de NANO-D-AMB e NANO-PLGA, tanto de forma
prolongada em animais infectados, quanto aguda em sobredoses, ja que os niveis de DNA
fragmentado foram similares aos dos animais SADIOS. Esse resultado corrobora com estudos
na literatura que demonstram ndo haver genotoxicidade induzida nem pela anfotericina B nem
pelo PLGA em modelos experimentais (GABLER et al., 2007, KHANG et al., 2003). No
entanto, o trabalho de Amaral et al. (2009) observou, utilizando o ensaio do microntcleo, que o
tratamento com D-AMB induziu um aumento da freqiiéncia de microntcleos em eritrocitos
normocromaticos, indicando efeito genotdxico deste tratamento, o que ndo foi observado nos
animais tratados com NANO-D-AMB.

Considerando que os tratamentos foram induzidos pela via intraperitonial, foi
questionada a indug¢do de resposta inflamatoria pelas formulagdes através da contagem
diferencial de leucoécitos presentes na cavidade peritonial. Conforme esperado, em todos os
grupos avaliados houve predominio de monocitos em relagdo a linfocitos e neutrofilos. O
tratamento com sobredoses de NANO-D-AMB nio induziu diferenga na populacdo de células
inflamatoérias na cavidade peritonial. No entanto, foi verificada a presenca de maior numero de

neutréfilos e diminui¢do de linfécitos em animais submetidos a sobredose com D-AMB 5x,
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sendo a maior parte deles hipersegmentados. Neste caso, a dose de D-AMB utilizada pode ter
sido suficientemente toxica as células residentes, ¢ possivelmente causou dano celular ou
tecidual, levando ao recrutamento dessas células a fim de fazer a remogao do material biologico
resultante. Como foi feita uma avaliagdo relativa da populacdo peritonial de leucdcitos, o
aumento dos neutrdfilos levou a conseqiiente diminui¢ao da quantidade de linfocitos.

A susceptibilidade & PCM esta atribuida ha uma depressao da resposta imune celular,
com o decréscimo dos niveis de citocinas de padrao Thl, como IL-12, [FNy e IL-2, e elevados
niveis de citocinas do padrao Th2, como IL-4, IL-5 e IL-10 (FORTES ef al., 2011). O TNF tem
o papel de modular e amplificar a resposta imune, promovendo uma reagdo granulomatosa e
estimulando atividade fungicida dos macréfagos (FORTES et al, 2011). Neste estudo,
verificamos que os grupos tratados com NANO-D-AMB e Ambisome® apresentaram
respectivamente niveis elevados de IL-12 ¢ TNF sugerindo um melhoramento da resposta
imunologica em favor ao hospedeiro, provavelmente por influéncia da menor carga fingica
encontrada nesses animais. Outros ensaios devem ser realizados a fim de entender por que os
tipos diferentes de nanoparticulas (NANO-D-AMB e Ambisome®) induziram a uma modulagao
de citocinas diferentes (respectivamente, IL-12 e TNF). Além disso, os grupos tratados com
NANO-D-AMB ¢ Ambisome® apresentaram uma recuperagao da capacidade linfoproliferativa,
que encontra-se reduzida durante a infeccao ndo tratada (grupo PBS), indicando uma melhor
resposta imunoldgica celular para o controle da PCM (RIBEIRO, ALICE M et al., 2009;
RIBEIRO, ALICE MELO et al., 2010).

Este estudo, além de comprovar mais uma vez a eficacia do uso da NANO-D-AMB em
relacio a D-AMB, a apresenta também como alternativa ao tratamento com Ambisome®.
Embora as formulagdes lipidicas exibam um indice terapéutico aperfeicoado, possibilitando a
administracdo de doses maiores e com isso uma eficacia terapéutica melhor, esses produtos sdo
extremamente caros (KLEINBERG, 2006; TORRADO et al, 2008). Além disso, as
nanoparticulas poliméricas possuem algumas vantagens importantes: (1) ajudam a aumentar a
estabilidade das drogas/proteinas; (2) possuem propriedades de liberagdo controlada uteis
(SOPPIMATH et al., 2001); e (3) uma meia vida maior a temperatura ambiente, importante para
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seu manuseio (HANS; LOWMAN, 2002; LEMKE et al., 2005; VEN et al., 2012). Devido a seu
tamanho, os lipossomas sdo rapidamente removidos da circulacdo por células fagociticas,
levando a uma baixa meia-vida da anfotericina na circulagdo, baixa biodisponibilidade e
distribuicdo pelo corpo alterada (TORRADO et al., 2008). Todas essas questdes motivam cada
vez mais a utilizagdo de NANO-D-AMB como uma opg¢do ao uso das formulagoes lipidicas
comerciais, como a Ambisome®.

Ainda que os custos para a fabricacdo de nanoparticulas poliméricas sejam maiores que
o tratamento com D-AMB, levando em consideracdo todos os fatores como tempo de
hospitalizagdo, monitoramento dos efeitos adversos no paciente e possiveis seqiielas devido a
terapia, essa pode muitas vezes ser uma alternativa mais econdmica para a saude publica,
diminuindo os custos do estado em longo prazo (BARRATT, GILLIAN; BRETAGNE, 2007;
KLEINBERG, 2006). Neste caso, sistemas nanoestruturados de liberacdo da anfotericina B
podem ser mais seguros, potentes e possuirem melhor custo-beneficio.

Qualquer que seja o agente antifiingico usado contra uma micose invasiva, a resposta do
hospedeiro dependera da evolugdo dos mecanismos de defesa naturais dos proprios pacientes.
Pesquisas futuras devem focar na estimulacdo do sistema imunoldgico ¢ na exploracdo de
opgoes ¢ limitacdes de agentes antifiingicos combinados com diferentes modos de ag@o.
(PAUW, 2011). Moléculas associadas com Proteinas de Choque Térmico (Heat Shock Proteins-
HSP) tém se mostrado uma opg¢do importante, ja que estdo associadas com diferentes
fenomenos da imunidade inata e adaptativa (FORTES et al., 2011; RIBEIRO, ALICE M et al.,
2009; RIBEIRO, ALICE MELO et al., 2010; SEGAL et al., 2006).

Por fim, corroborando os resultados anteriormente publicados, NANO-D-AMB
apresentou similar capacidade antifungica sem inducdo de efeitos adversos em doses
terapéuticas, permitiu a diminui¢do do nimero de aplica¢des e ainda possibilitou a diminuigdo
em 25% da dose de anfotericina B utilizada no tratamento da PCM murina.Baseados nos dados
aqui apresentados, podemos concluir que a nanoformulagao de anfotericina B em polimeros de
PLGA tratada neste estudo ¢ uma alternativa interessante as formulag¢des ja comerciais, como a

anfotericina B deoxicolato e 0 Ambisome®.
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5 CONCLUSAO

Os resultados apresentados neste trabalho demonstram que NANO-D-AMB ¢ uma
alternativa interessante ao uso das formula¢des de anfotericina B deoxicolato e Ambisome®,
por apresentar similar capacidade antifungica e ndo indugdo de efeitos adversos em doses
terapéuticas, além de permitir a diminui¢do do nimero de aplicagdes ¢ ainda a reducdo em 25%

da dose de anfotericina B utilizada no tratamento da PCM murina.
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8.2 REAGENTES E SOLUCOES

8.2.1 Meio YPD (Yeast Peptone Dextrose)

10 g de extrato de levedura

20 g de bacto-peptona

20 g de glicose

40 pg/mL de gentamicina

e 1 L de agua destilada

Os reagentes foram diluidos na agua destilada (com excegdo da gentamicina) e ajustou-se o
pH para 7,2 com HCI e NaOH. A solucdo foi autoclavada por 15 minutos a 121°C. Apds o meio

resfriar, acrescentou-se a gentamicina. O meio pronto foi armazenado a 4°C até sua utilizacao.

8.2.2 PBS (Phosfate Buffered Saline)

e 136,8 mM de NaCl

e 2.7mM de KCl

e 0,9 mM de fosfato de potassio monobasico

e 6,4 mM de fosfato de sddio dibasico

Os reagentes foram diluidos em agua destilada e ajustou-se o pH para 7,2 com HCI e NaOH.
Para obter o PBS estéril, a solucdo foi autoclavada por 15 minutos a 121°C. Apds o resfriar, a solucao

foi armazenada a 4°C até sua utilizacéo.

8.2.3 Corante/fixador hematologico Giemsa-Wright-Metanol
e 3 gde corante Wright
e 0,33g de corante Giemsa
e 30 mL de glicerina

e | L de metanol PA
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Dissolveu-se os corantes em metanol ¢ em seguida adicionou-se a glicerina, agitando bem por

10 minutos sem parar. A solucdo foi filtrada em papel de filtro e armazenada a temperatura ambiente.

8.2.4 Formol tamponado para fixacao de tecidos

e 100 mL de formaldeido a 35-40%

e 900 mL de agua destilada

e 4 g de fosfato monobasico de sodio

e 6,5 g de fosfato dibasico (anidro) de sodio

Misturou-se os tampdes fosfato em 500 mL de dgua destilada morna para completa dissolugao.
Apos esta solucdo resfriar, adicionou-se o restante de agua destilada (400 mL) e o formaldeido. A

solugdo foi armazenada a temperatura ambiente.

8.2.5 Meio BHI (Brain Heart Infusion)

8.2.5.1 Meio BHI liquido para cultivo do isolado Pb192 de P. brasiliensis

e 37 gde Caldo BHI

e 0,8% de glicose

e 40 ug/mL de gentamicina

e 1 L de 4dgua destilada

Os reagentes foram diluidos na agua destilada (com exce¢do da gentamicina) e ajustou-se o
pH para 7,2 com HCl e NaOH. A solugdo foi autoclavada por 15 minutos a 121°C. Apés o meio

resfriar, acrescentou-se a gentamicina. O meio pronto foi armazenado a 4°C até sua utilizacao.

8.2.5.2 Meio BHI sdlido para recuperacdio de leveduras de P. brasiliensis do pulmao
e 52 gde agar BHI
e 0,8% de glicose
e 5% de sobrenadante de cultura filtrado do isolado de P. brasiliensis Pb 192 (vide abaixo)
e 4% de Soro de Cavalo

e 40 pg/mL de gentamicina
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e 1 L de 4dgua destilada

Os reagentes foram diluidos na agua destilada (com excegdo da gentamicina, do sobrenadante
de cultura de Pb192 e do soro de cavalo) e ajustou-se o pH para 7,2 com HCI e NaOH. A solugédo foi
autoclavada por 15 minutos a 121°C. Apds o meio de cultura resfriar acrescentou-se a gentamicina.
Distribuiu-se 20 mL do meio de cultura a placas de petri descartaveis de 90mmx15mm e apoés

solidificar, o meio pronto foi armazenado a 4°C até sua utilizagdo.

8.2.5.3 Meio BHI sdlido para determinacio de CMI de NANO-D-AMB

52 g de agar BHI

4% de glicose

4% de SBF

40 pg/mL de gentamicina

1 L de agua destilada

Os reagentes foram diluidos na agua destilada (com excegdo da gentamicina) e ajustou-se o
pH para 7,2 com HCl e NaOH. A solucdo foi autoclavada por 15 minutos a 121°C. Apos o meio de
cultura resfriar a uma temperatura de aproximadamente 60°C, os demais reagentes foram
acrescentados a solug@o. Distribuiu-se 20 mL do meio de cultura a placas de petri descartaveis de

90mmx15mm e apds solidificar, o meio pronto foi armazenado a 4°C até sua utilizacao.

8.2.6 Fator de crescimento do isolado de P.brasiliensis Pb192 (FC Pb192)

Leveduras do isolado Pb192 foram inoculadas em 500 mL de meio BHI e crescidas por 15
dias a 37°C sob agitagdo de 150 rpm. Apds esse periodo a cultura foi centrifugada a 4000g por 10
minutos ¢ o sobrenadante foi coletado, armazenado a -20°C ¢ usado como fator de crescimento para

recuperagdo de leveduras no pulmao (SINGER-VERMES et al., 1992).

8.2.7 Tampao de lise com Iodeto de Propideo
e 0,1% de citrato de sddio

e 0,1% Triton X-100
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e 20 pg/ml de iodeto de propideo em PBS
Os reagentes foram diluidos em PBS e ajustou-se o pH para 7,2 com HCl e NaOH. A solugao

foi mantida a 4°C protegida da luz até o momento do uso.

8.2.8 Meio RPMI 1640

8.2.8.1 RPMI simples

RPMI 1640 (p6 pronto, quantidade para 1 L de meio)

10mM de HEPES

2g de bicarbonato de sodio

40 pg/mL de gentamicina

1 L de 4gua Mili-Q
Todos reagentes foram diluidos na agua Mili-Q em recipiente higienizado e ajustou-se o pH
para 7,2 com HCI e NaOH. A solucao foi esterilizada por filtracdo usando membrana de 0,22um e

armazenada em recipiente estéril a 4°C até momento do uso.

8.2.8.2 RPMI suplementado para cultura de linfécitos
e 100 mL de RPMI simples
e 10pg/mL de ciprofloxacina
e 2mM de L-glutamina
e 5% de SBF
e 50uM de 2-mercaptoetanol
e 1mM de piruvato de sodio
e 1% de aminoacidos ndo essenciais
Todos reagentes foram diluidos em RPMI simples de forma asséptica em recipiente estéril e o

meio pronto foi armazenado a 4°C até momento do uso.

8.2.8.3 RPMI suplementado para cultura de macrofagos

e 100 mL de RPMI simples
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e 2mM de L-glutamina
e 10% de SBF
Todos reagentes foram diluidos em RPMI simples de forma asséptica em recipiente estéril e o

meio pronto foi armazenado a 4°C até momento do uso.
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