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Resumo
Cromoblastomicose é uma micose crbnica que acomete a pele e o tecido
subcutaneo. Varios tratamentos tém sido utilizados, mas a eficacia é extremamente
baixa, ndo permitindo eleger uma terapia de escolha. No presente trabalho foram
realizados: | — ensaios de suscetibilidade in vitro de agentes da cromoblastomicose
contra antifingicos comerciais; Il - caracterizagcdo molecular de amostras oriundas
de casos clinicos, bem como a descricdo destes casos; Ill - a producdo e
caracterizacao de duas nanoemulsdes, uma de anfotericina B e uma de itraconazol
produzidas pela técnica de homogeneizagcdo a alta pressdo; IV - a avaliagdo da
atividade antifingica destas nanoemulsdes in vitro e in vivo em agentes da
cromoblastomicose; V - a verificagdo do nivel de comprometimento renal e hepético
causados pelas nanoemulsbes; VI - a avaliagdo da toxicidade das formulacdes
produzidas. De modo geral, os agentes da cromoblastomicose, apresentaram maior
suscetibilidade a terbinafina e ao itraconazol, respectivamente. A combinacdo de
anfotericina B e terbinafina foi sinérgica para quatro dos cinco grupos avaliados.
Quanto aos casos clinicos, no primeiro foi identificada uma infeccdo por E. spinifera
e no segundo uma por Fonsecaea monophora. As nanoemulsées foram elaboradas
com composicao passivel de administracdo parenteral, uma de anfotericina B e uma
de itraconazol, pelo método de homogeneizacdo a alta pressdo. Nao foi possivel
determinar as CIMs da nanoemulsdo de anfotericina B e Abelcet® in vitro, enquanto
gque a nanoemulsdo de itraconazol apresentou CIMs muito semelhantes as do
farmaco livre. Em modelo animal de cromoblastomicose, a nanoemulsdo de
anfotericina B foi mais ativa que o farmaco livre, Fungizone® e Abelcet®. A
nanoemulsdo de itraconazol também apresentou melhor atividade quando

comparada com o farmaco livre. Os niveis de uréia foram mais elevados nos animais



que receberam anfotericina B livre e Fungizone®. A enzima alanina aminotransferase
foi encontrada em niveis menores nos animais tratados com a nanoemulsdo de
itraconazol do que naqueles que receberam itraconazol livre. A anfotericina B livre e
Fungizone® causaram graves danos aos rins. Nos animais tratados com Abelcet® e
com a nanoemulséo de anfotericina B foi possivel verificar apenas necrose focal. Da
mesma forma, a nanoemulsdo de itraconazol protegeu os animais contra danos
hepaticos quando comparada com o farmaco livre. Em relacdo aos ensaios de
toxicidade, a anfotericina B foi citotoxica em concentracdes a partir de 4ug/mL,
sendo que com a nanoemulsdo esta toxicidade nao foi observada em concentracdes
mais elevadas. O itraconazol foi citotoxico, sendo que este efeito ndo foi visto com a
nanoemulsdo. E de extrema importancia a avaliacio da suscetibilidade dos agentes
da cromoblastomicose a fim de orientar a clinica. A identificacdo molecular de
agentes isolados de casos clinicos pode contribuir para delinear o perfil
epidemiologico da doenca. As nanoemulsdes de anfotericina B e itraconazol
apresentaram atividades superiores in vivo quando comparadas aos demais
tratamentos e foram capazes de reduzir os efeitos adversos causados por estes
antifingicos. Através de ensaios in vitro foi confirmada a reducédo da citotoxidade do
farmaco quando veiculado na nanoemulsdo. Assim, as nanoemulsdes produzidas

poderiam ser alternativas terapéuticas para o tratamento da cromoblatomicose.



PALAVRAS-CHAVE: Cromoblastomicose, F. monophora, Exophiala spinifera,
suscetibilidade in vitro, antifUngicos, marcadores moleculares, atividade antifingica

in vivo, nanoemulséo, anfotericina B, itraconazol, nanotoxicologia.



Abstract

Chromoblastomycosis is a chronic mycosis that affects the skin and subcutaneous
tissue. Various treatments have been used, but the efficacy is extremely low and
does not allow choosing a therapy of choice. In the present work was performed: | -
in vitro susceptibility testing for chromoblastomycosis agents against commercial
antifungal; 1l - molecular characterization of samples from clinical cases as well as
the description of these cases Il - production and characterization of two
nanoemulsions , one of amphotericin B and one of itraconazole, produced by high
pressure homogenization technique; IV - assessing the in vitro and in vivo antifungal
activity of these nanoemulsions against chromoblastomycosis agents; V - checking
the level of impairment caused in the kidney and liver by nanoemulsions; VI -
evaluation of toxicity of the formulations produced.

In general, the chromoblastomycosis agents showed greater susceptibility to
terbinafine and to itraconazole, respectively. The combination of amphotericin B and
terbinafine was synergistic to four of the five groups. As for clinical cases, in the first
was identified an infection by E. spinifera and in the second one by Fonsecaea
monophora. The nanoemulsions were prepared with composition amenable of
parenteral administration, one of amphotericin B and one of itraconazole, by the at
high pressure homogenization method. Could not be determined the MIC of
amphotericin B nanoemulsion and Abelcet® in vitro, while the itraconazole
nanoemulsion showed MICs very similar to free drug. In a chromoblastomycosis
animal model, the amphotericin B nanoemulsion was more active than free drug,
Abelcet® and Fungizone®. The nanoemulsion of itraconazole also showed better
activity compared to the free drug. Urea levels were higher in the animals receiving

amphotericin B free and Fungizone®. The enzyme alanine aminotransferase was



found in lower levels in animals treated with itraconazole nanoemulsion than in those
who received itraconazole free. Amphotericin B free and Fungizone® caused severe
damage to the kidneys. Already in animals treated with Abelcet® and the
amphotericin B nanoemulsion was verified only focal necrosis. Likewise, the
itraconazole nanoemulsion protected against liver damage when compared with the
free drug. Regarding toxicity assays, amphotericin B was cytotoxic at concentrations
from 4 pg/mL, while with the nanoemulsion this toxicity was not observed at higher
concentrations. Itraconazole was cytotoxic, and this effect was not observed with the
nanoemulsion. It is extremely important to evaluate the susceptibility of
chromoblastomycosis agents to guide the clinic. Molecular identification of agents
isolated from clinical cases can contribute to outline an epidemiological profile of the
disease. The amphotericin B and itraconazole nanoemulsions showed higher
activities in vivo when compared to other treatments and were able to reduce the
adverse effects caused by these antifungals. Through in vitro assays were confirmed
the reduction of the cytotoxicity of the drug when vehiculated in the nanoemulsion.
Therefore, the nanoemulsions may be produced therapeutic alternatives for the

chromoblastomycosis treatment.

KEYWORDS: Chromoblastomycosis, F. monophora, Exophiala spinifera, in vitro
susceptibility, antifungals, molecular markers, in vivo antifungal activity,

nanoemulsion, amphotericin B, itraconazole, nanotoxicology.
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1. Introducéo

A cromoblastomicose € uma infecgéo crbnica, granulamotosa da pele e tecido
subcutaneo, decorrente da implantagdo traumatica transcutanea de propagulos de
diversas espécies de fungos filamentosos pertencentes a familia

Herpotrichiellaceae.*®

Os principais agentes etiologicos desta patologia sdo Fonsecaea pedrosoi e
Cladophialophora carrionii. Também sdo causadores desta micose o0s fungos
Phialophora verrucosa, Rhinocladiella aquaspersa, Exophiala spinifera. *® Estes
fungos encontram-se em saprofitismo na natureza, ocorrendo na vegetacao e no
solo. "

A cromoblastomicose € uma patologia essencialmente de adultos. A maior
parte dos casos é diagnosticada em individuos com 30 anos de idade ou mais, 0 que
explica parcialmente a cronicidade desta doenca. Afeta, principalmente,
trabalhadores de zonas rurais, tendo predominancia em homens. As lesdes
concentram-se principalmente nos membros inferiores. A morbidade nesta doenca
surge de infeccbes bacterianas secundarias, da inabilidade da parte do corpo

afetada ou da transformacéo das células escamosas em carcinoma. ##!

Clinicamente, a doenca é caracterizada pelo desenvolvimento de verrucose,
placas escamosas, bem como de manchas atroficas e de lesdes ulcerativas.
Também estdo presentes estruturas arredondadas de coloracdo marrom,
conhecidas como células muriformes, que podem ser visualizadas através do exame

micoldgico direto ou cortes histoldgicos. °!

Os pacientes com cromoblastomicose sdo um desafio terapéutico. Dos

medicamentos e procedimentos descritos na literatura para o tratamento desta
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doenca, nenhum podem ser considerado de escolha, devido ao baixo indice de
eficacia em longo prazo.®® A cura espontanea da doenca é rara. O tratamento é
longo e sujeito a recidiva na maior parte dos casos. As opcdes de terapia antifungica
incluem anfotericina B, itraconazol, tiabendazol, 5-fluorotosina, terbinafina,
fluconazol e cetoconazol. Todos estes farmacos estdo associados a efeitos adversos

e requerem acompanhamento das funcées renal e hepatica. *°

Os ensaios de atividade antifangica in vitro tém avancado consideravelmente
nos ultimos anos, levando-se em conta que a primeira metodologia padronizada
para teste com fungos filamentosos foi disponibilizada apenas em 2002. Devido ao
recente desenvolvimento de testes de suscetibilidade antifingica, a disponibilidade
de dados in vitro de fungos dematidceos é relativamente escassa e, na maior parte
das vezes, apresenta um nimero pequeno de isolados por espécie. ¥ Estes ensaios
sao importantes para o conhecimento do perfil de suscetibilidade dos isolados, bem

como identificar agentes etiolégicos resistentes e predizer a resposta clinica. 24

A identificacdo molecular dos isolados de agentes da cromoblastomicose é
importante para fins epidemiologicos. No género Fonsecaea, houve uma recente
revisdo taxonbmica, sendo que atualmente sdo reconhecidas cinco espécies:
Fonsecaea pedrosoi, F. monophora, F. nubica, F. multimorphosa e F. brasiliensis.
Estas espécies sdo morfologicamente similares, mas os aspectos clinicos das

infeccbes causadas pelas mesmas diferem ligeiramente. 5%

Na identificacéo
molecular dos agentes da cromoblastomicose de modo geral, uma das técnicas
amplamente utilizadas estd o sequenciamento da regido ITS (Internal Transcribed
Spacer) do DNA ribossomal. 2% 21

Ha poucos modelos animais utilizando fungos dematiaceos. Estes estudos

sdo importantes para a avaliacdo de farmacos ou formula¢des novas, a fim de se ter
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conhecimento do comportamento destes tratamentos quando aplicados em um
organismo complexo, variaveis que, muitas vezes, ndo podem ser reproduzidas com

rigor em modelos in vitro. ??

Exophiala spinifera é um fungo dematidceo associado tanto a
cromoblastomicose como a feohifomicose, mas de rara ocorréncia, com menos de

30 casos relatados em todo o mundo. (4!

A nanotecnologia é uma area da ciéncia dedicada a concepcéo, construcdo e
utiizacdo de estruturas funcionais na escala nanométrica. O campo da
nanotecnologia aplicada na terapéutica, denominada por muitos autores como
nanomedicina, esta crescendo rapidamente e a aplicacdo da nanotecnologia nesta
area levou a avancos em sistemas de entrega de farmacos, biomateriais e

dispositivos biomédicos. *!

Nanoemulsdes sdo dispersdes termodinamicamente estaveis, formadas por
duas fases liquidas, nas quais uma geralmente consiste de uma solu¢cdo aquosa
contendo uma mistura de tensoativos e eletrélitos e a outra, uma fase organica.
Macroscopicamente a nanoemulsdo se apresenta com aspecto homogéneo e
isotropico e, microscopicamente constante de milhares de goticulas estabilizadas
pela adsorcdo de surfactantes na interface entre os dois liquidos. Em funcdo da
natureza do sistema, as goticulas tém distribuicdo de tamanho entre 50-200 nm,
podendo ter até 500 nm. 242"

A homogeneizacao a alta pressdo € uma técnica amplamente empregada no
preparo de nanoemulsdes, que permite a obtencdo de sistemas monodispersos, de

diametro reduzido e em larga escala. *®
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O primeiro farmaco comercializado em nanossistemas foi a anfotericina B. A
formulacdo (Ambisome®) utiliza como nanocarreador os lipossomas. Outras duas
formulacdes nanoestruturadas sdo comercializadas: Abelcet® e Amphocil®
(Amphotec®). Para todas estas formulacdes é relatada a manutencéo ou o aumento
da atividade do farmaco e reducdo drastica dos efeitos adversos, quando
comparadas com a formulagdo convencional (Fungizone®). 232 A anfotericina B,
pelo fato de ser um farmaco antifiangico de grande eficacia na clinica, mas com
efeitos adversos associados gravissimos, em especial a nefrotoxicidade foi o foco de
muitos estudos que produziram formulagdes nanoestruturadas de anfotericina B.
(3334 Quanto & utilizacdo das formulacdes comerciais em infecces por agentes da
cromoblastomicose, apenas dois relatos foram encontrados com resultados
contrastantes. >

O itraconazol € um farmaco antifingico amplamente empregado na clinica,
assim como a anfotericina B. Possui grande atividade contra agentes da

37381 Em alguns paises é comercializado em nanossistemas,

cromoblastomicose.
principalmente devido ao fato de apresentar biodisponibilidade erratica quando
administrado na forma convencional pela via oral e ter como efeito adverso a
hepatotoxicidade. Entretanto, o nanocarreador empregado apresenta toxicidade

0. %4 N3o ha relato na literatura

associada, o que impulsiona estudos neste sentid
de utlizacdo das nanoformulagbes comerciais de itraconazol em casos de

cromoblastomicose.

A nanotoxicologia, outra vertente da nanotecnologia, tem por funcdo abordar
especificamente os efeitos adversos para a saude que possam ser causados por
nanomateriais, a fim de resolver as lacunas do conhecimento nesta area. 2 A

nanotoxicologia engloba determinantes fisico-quimicas, vias de exposicao,
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biodistribuicdo, determinantes moleculares, genotoxicidade e aspectos regulatorios.
Além disso, a nanotoxicologia esta envolvida em propor protocolos de testes
confiaveis e robustos para os nanomateriais, na avaliacdo de risco ambiental e
humano. “>*¥ Dentre os testes amplamente utilizados nesta avaliacdo estdo o teste
clonogénico, teste de mutacdo reversa bacteriana e ensaio cometa. **® Apesar da
utiizacdo de materiais biocompativeis na producdo de nanocarreadores de
farmacos, é imprescindivel avaliar sua toxicidade. ! Além disso, a anfotericina B e o
itraconazol possuem toxicidade intrinseca " e, é imprescindivel avaliar se esta
toxicidade € reduzida quando estes farmacos estdo incorporados em um

nanosistema.
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2. Revisao da Literatura
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2.1 Cromoblastomicose
2.1.1 Aspectos Gerais

A Cromoblastomicose foi observada pela primeira vez no Brasil em 1911 por
Moraes Pedroso, mas somente em 1920 os casos foram publicados por Pedroso e
Gomes. ™8 Em 1914, Max Rudolph publicou os primeiros casos de
cromoblastomicose, que a descreveu como uma doenca exotica chamada “figueira”
que acometia trabalhadores rurais do interior do Estado de Minas Gerais. [***” O

B sendo

termo "cromoblastomicose"” foi introduzido por Terra et al. em 1922,
considerado adequado por McGinnis ® no intuito de diferenciar a doenca das
demais causadas por fungos negros. Esta denominacao é indicada pela International

Society for Human and Animal Mycology desde 1992. 5

As micoses subcutaneas representam um grupo heterogéneo de infeccdes,
resultantes, geralmente, da penetracdo direta do fungo na pele através de
traumatismo, espalhando-se pelos tecidos proximos a area de implantacdo.t
Juntamente com a esporotricose e 0 micetoma, a cromoblastomicose é uma das
micoses subcutaneas mais frequentemente encontrada. °+%°!

A cromoblastomicose € uma micose cutanea e subcuténea, cronica,
progressiva, causada pela implantacéo transcutanea de diversos géneros de fungos
dematiaceos. Todos os agentes causadores geram as mesmas formas parasitarias,
conhecidas como células muriformes, fumagodides ou corpos de Medlar. A marca
desta doenca é a presenca destas estruturas, incorporadas em uma reacao tecidual

granulomatosa e supurativa. +>°¢57

Esta micose também é caracterizada por
lesGes nodulares verrucosas, geralmente envolvendo os membros inferiores. A
maioria dos pacientes sdo homens imunocompetentes, trabalhadores agricolas com

histéria de trauma causado por madeira ou vegetacao. [38]



25

2.1.2 Epidemiologia

A cromoblastomicose tem uma distribuicdo mundial e aparece com maior
frequéncia nas zonas rurais das regibes de climas tropicais e subtropicais da
América Latina, Africa e Asia. Os paises com as maiores taxas de prevaléncia
relatadas sdo Madagascar, Africa do Sul, Brasil e Costa Rica. No continente
americano, casos também foram diagnosticados nos Estados Unidos, México,
Venezuela, Republica Dominicana, Cuba e Coldmbia. ®"® O Brasil merece
destaque por ser o pais do continente americano com o maior nimero de casos. »¢”!
No Extremo Oriente, os casos foram mais frequentemente relatados do Japao,

[61-65

China, India e Malasia. ! Os poucos casos relatados na Europa tém sido da

Russia, Franca, Republica Checa, Roménia, e da ex-Alemanha Oriental. [#366:¢7]
Casos sdo vistos com frequéncia nos paises localizados nas zonas central e sul do

continente Africano. (8% Alguns casos também foram relatados na Australia. ["*

No Brasil, a cromoblastomicose apresenta casos distribuidos por todas as
regides geograficas. Entretanto, Rio Grande do Sul, Sdo Paulo, Rio de Janeiro,

Minas Gerais e Estados da regido Amazénica s&o areas endémicas. 87174

No Rio Grande do Sul, foram levantados 100 casos de pacientes entre 1963 e
1998. Houve a predominancia da doenca no sexo masculino, entre lavradores e as

lesdes localizadas nos membros inferiores. A maioria dos casos foi proveniente da

(71]

regido norte do Estado. ¥ Matte et al., realizaram a revisdo de 12 casos entre

1988 e 1995, também oriundos deste Estado, e encontraram resultados

semelhantes. Em outros dois trabalhos prévios realizados no Estado por Bopp e

5l & Londero e Ramos [®

Bernadi , 0S quais revisaram 130 e 73 casos,

respectivamente, também verificaram a predominancia de pacientes da regido norte



26

do Estado. Bopp e Bernardi associaram a presenca dos agentes da
cromoblastomicose no Rio Grande do Sul aos fatores climaticos, revestimento e
composicdo do solo, os quais poderiam favorecer a proliferacdo destes fungos.
Ainda foi destacado que nesta regido predomina a pequena propriedade rural, sendo
um habito do agricultor executar o trabalhar descalco, com contato direto na terra, o
que favorece ainda mais a contaminacao por estes agentes etioldgicos.

A cromoblastomicose € essencialmente uma doenca de adultos, cuja
frequéncia maxima é encontrada apos a idade de 30 anos, um fato que pode ser
explicado, em parte, pela cronicidade da doenca. Trata-se de uma infeccéo
ocupacional que afeta principalmente homens. Este fato esta relacionado com
fatores hormonais e genéticos, que podem desempenhar um papel na adaptacdo do
hospedeiro flingico nos tecidos. %781 A majoria dos pacientes é de baixa renda e
trabalham em atividades relacionadas com a agricultura, como por exemplo,
agricultores, cortadores de madeira e vendedores de produtos agricolas. Uma
caracteristica constante € a falta de calcados de protecdo e vestuario adequado.
Deste modo, o principal sitio anatémico afetado sdo os membros inferiores. [>*® Esta
doenga ocorre com igual frequéncia em pessoas da Europa, Asia, América Latina e
da Africa, bem como seus descendentes. Assim, todas as ragas parecem ser
suscetiveis. ['®™ Pode afetar qualquer idade, mas é raramente é vista antes da

adolescéncia, além de ser incomum entre as mulheres. 580

2.1.3 Etiologia

A cromoblastomicose € causada por fungos filamentosos da familia
Herpotrichiellaceae. Os principais agentes etiolégicos sdo: Fonsecaea pedrosoi e
Cladophialophora carrionii. Dentre os menos comuns podemos destacar Phialophora

verrucosa, Rhinocladiella aquaspersa e Exophiala spinifera. Todos estes agentes
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sdo ascomicetos e pertencem a uma unica ordem, a Chaetothyriales. Estes fungos
assemelham-se na pigmentacdo, estrutura antigénica, morfologia, propriedades

fisiolégicas e formacao de conidios. !

No mundo todo, a identificacdo género Fonsecaea dava-se exclusivamente
pela visualizacdo os corpos de frutificacdo, através de microcultivo do fungo.
Entretanto, houve uma recente revisdo taxondmica deste género *** e com base
em dados obtidos por sequenciamento, atualmente s&o reconhecidas cinco
espécies: F. pedrosoi, F. monophora, F. nubica, F. multimorphosa e F. brasiliensis.
Estas espécies sdo morfologicamente idénticas, porém com aspectos clinicos
diferenciados. Apenas as trés primeiras espécies foram encontradas como
causadoras de micoses em humanos. F. pedrosoi e F. nubica sdo encontradas
restritas a pele e ao tecido subcutaneo, causando cromoblastomicose, enquanto F.
monophora aparece também causando abcessos cerebrais, acometimento de

linfonodos e na bile. #8484

Dentre as metodologias mais empregadas para a
identificagcdo molecular dos agentes da cromoblastomicose estd o sequenciamento
da regido ITS do DNA ribossomal. 2°?*#2 A identificacdo molecular de isolados de
agentes da cromoblastomicose € importante para se conhecer a real epidemiologia
desta doenca. Em trabalhos em que foi realizada a avaliacdo molecular destes
agentes originarios do Brasil, foram encontrados resultados discrepantes. Em estudo

[l que avaliou 18 casos de cromoblastomicose,

realizado por Mouchalouat et al.,
oriundos da regido sudeste do Pais, encontrou em 14 destes, agentes do género
Fonsecaea, sendo confirmado molecularmente, que todos eram F. pedrosoi.

Najafzadeh et al. 1

realizaram um estudo de epidemiologia molecular com o
género Fonsecaea no mundo, encontraram dentre 13 isolados brasileiros, de

origens clinica e ambiental, 2 F. nubica, 4 F. pedrosoi e 7 F. monophora. No mundo,
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F. pedrosoi apareceu em numero semelhante a F. monophora (36 vs 34) e F. nubica
em numero bem inferior, com apenas 9 isolados.

Em outro estudo que utilizou 7 amostras brasileiras do género Fonsecaea,
através de analise filogenética, encontraram apenas 2 F. pedrosoi, 1 Fonsecaea sp.

Y No Rio Grande do Sul, em trabalho realizado por nosso

e 4 F. monophora.
laboratério, verificamos o primeiro isolado de F. monophora deste Estado e o

primeiro caso por este agente causal com recidivas das lesdes no Brasil. 4

2.1.4 Habitat

Os fungos que causam a cromoblastomicose sdo encontrados em espinhos
de plantas xerofilas, no solo, vegetacdo em decomposicao, sob forma saprofitica.

[3,7,54,85,86, 87]

Estudos demonstraram o isolamento dos diversos tipos de fungos causadores
da cromoblastomicose em varias espécies vegetais. No Brasil, Salgado et al. &
identificou F. pedrosoi nos espinhos de Mimosa pudica, popularmente conhecida

como dormideira ou ndo-me-toque. Silva et al. [©°

sugeriram relacdo entre a
ocorréncia de lesdes nas naddegas e o habito de sentar nas cascas de babacu
(Orbignya phalerata). O isolamento de F. pedrosoi também foi verificado em
diferentes amostras desta espécie vegetal, tais como troncos e folhas em
decomposicdo. P. verrucosa foi isolada em diversos paises de materiais como
plantas, gramineas e solo. 8 Ja C. carrionii foi encontrado em cactos e espinhos de

uma zona endémica semi-arida da Venezuela. ¥ Tanto F. pedrosoi quanto C.

carrionii sdo encontrados em regides tropicais e subtropicais, entretanto F. pedrosoi
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estd mais presente em areas umidas, enquanto que C. carrionii € mais prevalente

em climas semi-aridos. °%

2.1.5 Patogenia

A infeccdo geralmente é adquirida apos traumatismo da pele e inoculacéo
acidental percutanea de conidios ou hifas. ®®! Geralmente os pacientes ndo se
recordam de traumas ou injurias na pele, devido ao fato de que as manifestacdes da

1.2874 Uma vez

doenca ocorrem algum tempo ap0s a exposicdo ocupaciona
incorporado no tecido, o fungo transforma-se na fase parasitaria caracteristica da
doenca, uma estrutura multicelular, com 4 a 12 um de diametro, de paredes
espessas e de cor acastanhada, denominada de célula muriforme ou fumagoide.
Esta estrutura, quando madura, desenvolve septos paralelos e perpendiculares, 0s
quais levam & sua fragmentacdo e consequente multiplicacdo. ™?°® Tais células
constituem as formas fangicas presentes no hospedeiro e representam uma forma
vegetativa intermediaria entre o conidio e a hifa. Em seres humanos, ndo é
conhecido em quanto tempo esse dimorfismo ocorre. Além disso, a diferenciacdo
das hifas ou conidios em células muriformes, no tecido do hospedeiro, € um aspecto
biolégico interessante, cujo mecanismo ainda ndo esta totalmente esclarecido. %!
Em meio de cultura especifico é possivel obter tais células em 48h. %

A melanina pode desempenhar um papel importante na patogénese de
infec¢cbes causadas por fungos dematidceos. Este pigmento que esta presente na
parede das células parasitarias e vegetativas dos agentes da cromoblastomicose,

tendo como funcédo proteger o fungo contra fatores ambientais agressivos como luz,

acidez e calor. Além disso, atua também como um fator de viruléncia, estando
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relacionada com o padrdo de resposta inflamatoria granulomatosa e a cronicidade
da doenca. ™! Ja foi verificado que os neutréfilos ndo conseguem combater fungos
dematiaceos, por meio de oxidacao, devido & presenca da melanina. * Além disso,
o fungo F. pedrosoi ndo é digerido por macréfagos mesmo, estes ultimos, estando
ativados. Entretanto, o englobamento do fungo por estas células retarda a
germinacdo e o desenvolvimento das hifas. °Y As leses consistem de abscessos,
com resposta granulomatosa tecidual, ndo contagiosas, cronicas e de dificil manejo,
especialmente em infeccdes avancadas. °® Os componentes granulomatosos e
supurativos dos tecidos infectados consistem de linfocitos, plasmacitos, eosindfilos e
células de Langerhans. As células fungicas podem estar livres, no interior de células
fagociticas ou em ambas as formas. ®® Em relacdo & natureza resistente das células
escleroticas, ja foi observado que estas células permanecem viaveis por até 18
meses apds a coleta do tecido do paciente. ®® A infeccdo evolui de forma lenta no
transcorrer dos anos, a medida que o agente etiolégico adapta-se as condi¢cdes do

hospedeiro. [*°

O alto indice de fibrose em conjunto com o infiltrado inflamatoério crénico
aumenta a suscetibilidade de ocorréncia de infecgbes secundérias e leva ao
desenvolvimento de linfoedema nos locais afetados. Em decorréncia do linfoedema,
ocorre uma diminui¢ao da circulacao local, o que gera atrofia da pele e dos tecidos
moles, causando deformidades e anquilose das articulagdes. Isso conduz a invalidez

permanente do membro afetado. ?
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2.1.6 Caracteristicas Clinicas

As lesbes geralmente sao unilaterais, isoladas e restritas aos membros
inferiores. Em regides cujo principal agente etioldgico € C. carrionii, as lesdes podem

ocorrer nos membros superiores. %9971

A leséo inicial apresenta-se como uma
pequena lesédo de pele, com superficie rosada, lisa e papular. As papulas aumentam
gradualmente ao longo de algumas semanas, podendo haver a formagéo de uma
superficie escamosa. Com o tempo, a lesdo pode evoluir para varios tipos de lesdes

%91 para melhor descrever os

de pele conduzindo a um aspecto clinico polimorfico.
aspectos clinicos da cromoblastomicose, varias classificacdes foram propostas por
diferentes autores durante o século passado. *'% Entre estas, a classificacdo

introduzida por Carrién,

€ a mais aceita e caracteriza as lesées em cinco tipos
diferentes: nodular, placa, tumoral, cicatricial e verrucosa. Os tipos nodular, tumoral,
placa e verrucosa (Figura 1) séo os mais frequentes. ®°® Em casos avancados, mais
gue um tipo de lesdo podem ser observadas no mesmo paciente. Além disso, as
lesbes podem ser classificadas de acordo com sua gravidade: leve, moderada e

severa. Este dltimo tipo tende a ser ndo responsiva ou responder lentamente a

terapia antifingica. °¢-88.101]
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Figura 1: Principais tipos de lesdes observadas na cromoblastomicose: A) nodular,

B) verrucosa, C) tumoral e D) placa.

Fonte: Adaptado de Martinez & Tovar 2007, Ameen, 2009, Queiroz-Telles et al.

2009, [2:55.102]
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2.1.7 Diagnostico

Independente do agente causador, esta micose é considerada bem definida e
individualizada no ponto de vista clinico, anatomopatoldgico e micolégico. O achado
caracteristico nos raspados de pele é a presenca das células esclerdticas
visualizadas através do exame micolégico direto com KOH (Figura 2 A). Hifas
também podem ser encontradas. As culturas podem ser obtidas por inoculagédo de
amostras da pele lesionada em agar Sabouraud dextrose ou agar Sabouraud
dextrose com antibioticos, e incubadas a 25 - 28 °C, sendo que estes
microorganismos sao de crescimento lento (acima de 10 dias) (Figura 2B). Todos o0s
agentes, com excecao de E. spinifera produzem colbnias aveludadas, que
inicialmente sdo verde oliva e mais tarde tornam-se negras. > ™ As coldnias de E.
spinifera apresentam-se inicialmente com aspecto leveduriforme e com o passar do
tempo tornam-se filamentosas, sendo que em ambas as fases as colonias sdo de

coloracéo negra.

Os raspados ou material de biopsia devem ser coletados de areas onde
manchas escuras sao visiveis na superficie da pele lesionada, o que contribui para

um melhor diagnéstico. ¥

As biopsias coradas com hematoxilina-eosina demonstram um infiltrado
inflamato6rio caracterizado por células multinucleadas, fibrose, acantose,
papilomatose, hiperqueratose e hiperplasia pseudo-epiteliomatosa. As células

escleréticas também s&o visualizadas por este método (Figura 2 C). 27
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Figura 2: A) Visualizacao de células escleréticas por exame micoldgico direto (x 40);
B) Cultura de agente da cromoblastomicose com crescimento de 30 dias em Agar

Sabouraud. C) Corte histologico com célula de Langerhans contendo varias células

muriformes (coloracdo Hematoxilina-Eosina (H&E), x 100).

r % = h - [
= g - e

Fonte: Adaptado de Martinez e Tovar, 2007 e Zaitz et al. 2004.1#1%3]

Para fins de identificacdo da espécie, tradicionalmente é realizada através da
visualizacdo microscopica das estruturas de reproducéo assexuada, obtidas atraves
da técnica de microcultivo. Em isolados de P. verrucosa (Figura 3 C) é possivel
verificar a presenca de fialides com fialoconidios; Em relagédo as espécies do género
Fonsecaea spp. (Figura 3 A) sao visualizadas predominantemente células
conidiogénicas com curtas cadeias de conideos, enquanto que para C. carrionii
(Figura 3 B) as cadeias de conidios sdo exclusivamente longas. No microcultivo de
R. aquaspersa (Figura 3 D) sao vistas estruturas denteadas que correspondem aos
conidios simpodiais originarios das células conidiégenas. Em Fonsecaea spp. €

possivel visualizar também estruturas caracteristicas dos géneros Cladosporium,
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Rhinocladiella e Phialophora. E. spinifera, que é um agente causador tanto de
cromoblastomcose quanto de feohifomicose, forma estruturas retas e compridas,
semelhante a espinhos, com conidiéforos septados. Os conidios sdo obovoides e
localizados nos vértices das células conidiogénicas, bem como em locais

intercalares (Figura 3E). 101103

Figura 3: A) Corpo de frutificacdo predominante de Fonsecaea spp. (azul de
lactofenol, x 40) B) Corpos de frutificacdo de C. carrionii (azul de lactofenol, x 100) ;
C) Estrutura de reproducdo assexuada de P. verrucosa (x 100); D) Estrutura de
reproducdo assexuada de R. aquaspersa (azul de lactofenol, x 40); E) Corpo de

frutificacdo de E. spinifera (x 40).

Fonte: Adaptado de Martinez & Tovar, 2007; Zaitz et al. 2004; Daboit et al. 2012.

[2,14,103]



36

Mais recentemente, técnicas de biologia molecular ganharam cada vez mais

importancia na definicdo da taxonomia exata do agente causal. **!

A técnica de “rolling circle amplification” (RCA) foi desenvolvida para a

deteccao rapida de fungos do género Fonsecaea. **¥

O sequenciamento da regido ITS do DNA ribossomal € utilizado para um
rapido diagnostico clinico, ambiental, e em estudos retrospectivos com amostras

arquivadas. 141684

Um estudo com um antigeno metabdlico denominado a cromomicina foi
realizado a fim de detectar hipersensibilidade tardia a F. pedrosoi em pacientes com
cromoblastomicose. Este teste apresentou sensibilidade de 90% e especificidade de
98,8%. O trabalho sugere que este antigeno pode ser utilizado como um diagnostico
auxiliar e também em estudos epidemiolégicos a fim de determinar a prevaléncia da

cromoblastomicose em areas endémicas. 1%

Os testes sorolégicos tais como Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
(ELISA), podem ser Uteis na avaliacdo da resposta terapéutica, mas, como o

sequenciamento, ndo sdo amplamente disponiveis em areas endémicas. %1%

Em relacdo a diagndsticos diferenciais, os mais importantes sdo tuberculose
verrucosa, esporotricose fixa, lacaziose, leishmaniose, blastomicose, feohifomicose,
paracoccidioidomicose e carcinoma de células escamosas. O exame microscopico
direto de raspado de pele ou bidpsia deve ser suficiente para descartar estas outras
patologias, no entanto, a identificacdo cultural € o Unico meio confiavel para o

diagnéstico definitivo. !
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2.1.8 Tratamento

7

A cromoblastomicose € uma doenca associada a baixas taxas de cura e
grande numero de recidivas, particularmente em casos crénicos com lesdes de
grande extensdo. A escolha do tratamento esta relacionada com agente etioldgico,
o tamanho e extensdo das lesdes, a topografia clinica, além da presenca de
complicacdes, tais como fibrose dérmica e edema, que atuam reduzindo os niveis de

farmaco nos tecidos. 10%107]

E relatado que infeccbes por Fonsecaea spp. sdo mais dificeis de serem

tratadas quando comparadas as causadas por C. carrionii e P. verrucosa.l*% 1%

O objetivo do tratamento de lesdes pequenas ou iniciais deve ser a cura. No
entanto, no caso de infeccOes extensas o objetivo € de reduzir e controlar doenca,
impedindo a difusdo e prevenindo complicacdes. A cura clinica € definida como a
extincdo completa das lesbes com cicatrizes e a cura micoldgica € definida como

microscopia e cultura negativas. %2

Assim como outras micoses endémicas, estudos clinicos comparativos nao
estdo disponiveis, muito em funcdo da natureza esporadica da doencga. Deste modo,
ndo ha tratamentos de escolha para esta micose, mas uma série de opc¢les
terapéuticas, eleitas com base em casos clinicos. O tratamento pode ser dividido em
trés grupos: tratamentos fisicos, quimioterapicos e a combinac¢do dos dois primeiros

grupos. %

Nas fases iniciais da doenca, as lesdes respondem a excisao cirargica, mas a
medida que aumenta a severidade, melhores resultados sao alcancados com

antifingicos sistémicos. A terapia com farmacos por seis meses ou menos pode



38

levar a resultados clinicos favoraveis, entretanto recidivas sdo comuns antes e apés

o tratamento. 0

Dentre as terapias fisicas, destacam-se a utilizacdo de curetagem,
eletrodissecacao e criocirurgia. Esta modalidade de tratamento tem a vantagem de
ter menor custo e ser de facil administragdo. Pode ser uma opcao Util para pacientes

que ndo podem utilizar a medicacéo sistémica. "

Com relagdo aos farmacos antifungicos, ainda hoje poucas opc¢des estdo
disponiveis. A terapia com estes agentes consiste em longos periodos com doses
elevadas. Sao utilizados no tratamento desta micose a 5-fluorocitosina, o
itraconazol, a terbinafina, o fluconazol, o tiabendazol, o cetoconazol, e a anfotericina
B. [69109112] Tados estes agentes estdo associados a efeitos adversos significativos e
requerem monitoramento apropriado das funcbes hepética e renal. 1131 Na dltima
década houve o desenvolvimento de novos representantes da classe dos azdlicos, o
voriconazol e o posaconazol, que também passaram a ser utilizados em casos de
cromoblastomicose, mas a experiéncia de tratamento é limitada pelo custo elevado

[10.1141 Até 0 presente momento os farmacos com melhores

destes antifungicos.
resultados no tratamento desta micose sdo o itraconazol e a terbinafina. M A
anfotericina B ndo é considerada uma terapia de primeira linha devido a sua
significativa nefrotoxicidade, o que ndo permite a sua utilizagdo em longo prazo. A
forma recomendada de utilizagdo é a administracdo intravenosa associada com

aplicacdes intralesionais. [#°%°°]

Atualmente esquemas com fluorocitosina em
monoterapia, tiabendazol, fluconazol e cetoconazol ndo s&o frequentemente

empregados.
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Para o adequado manejo do paciente com cromoblastomicose, deve-se
considerar o estado geral de saude do paciente, as suas condi¢cdes
socioeconbmicas, bem como a sua adesdo a terapéutica. Além disso, 0
monitoramento quanto ao surgimento de resisténcia aos farmacos bem como o
tratamento de comorbidades e complicacbes deve ser realizado, pois nenhum dos
tratamentos disponiveis atualmente produz resultados completamente satisfatorios

em todos os casos. &

2.1.9 Ensaios de suscetibilidade aos antifungicos

Os testes de suscetibilidade antifungica ndo sao tdo comumente realizados
como os testes de suscetibilidade antibacteriana. A utilizacdo de métodos confiaveis
e reprodutiveis de avaliacdo da suscetibilidade antifungica, bem como mais estudos
sobre o papel destes testes na assisténcia ao paciente, sdo necessarios a fim de
fornecer informac&es que podem ser traduzidos em resultados clinicos positivos. ¢!

Existem poucos dados sobre a sensibilidade in vitro de fungos dematiaceos
aos farmacos disponiveis #1722 e ainda menos sobre a utilizacdo de combinacées
de antifiingicos in vitro para estes fungos. [12212¢!

O primeiro teste padronizado de avaliagdo de atividade antifingica surgiu em
1997, para leveduras. Antes disso, os testes de suscetibilidade para fungos néao
possuiam nenhuma regulamentacdo e sem padronizacdo pelos diferentes
laboratorios, o que dificultava correlacionar resultados. A partir de entédo, testes para
fungos dematidceos, em especial os agentes da cromoblastomicose, comecaram a
ser realizados com adapta¢gfes, mas geralmente com um numero reduzido de

isolados. 2! Em 2002 foi publicada pelo National Committee for Clinical Laboratory
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Standards (NCCLS), a primeira edi¢do do protocolo de testes de suscetibilidade para
fungos filamentosos, mas nada constava a respeito de fungos dematiaceos. *?”! No
documento M38-A2 emitido em 2008, pelo Clinical Laboratory Standards Institute
(CLSI), foram inclusos os fungos do género Exophiala e Cladophialophora. 28! Com
base nas informacdes contidas neste ultimo protocolo, apenas quatro estudos foram
realizados. Através destes estudos, pode-se verificar que ndo ha diferenca de
suscetibilidade entre as diferentes espécies do género Fonsecaea. Além disso, ha
diferenca de suscetibilidade aos diferentes antiflingicos nos diferentes géneros. %
1221 Concentragdes inibitdrias Minimas (CIM) < 1 pg/mL geralmente sdo utilizadas
como um indicador de potencial suscetibilidade para a maioria dos farmacos

utilizados no tratamento de infec¢cdes por fungos dematiaceos. Tipicamente, CIM

mais baixas sugerem melhor atividade. "

Ensaios neste sentido sdo importantes para conhecer o perfil de
suscetibilidade dos isolados, identificar microrganismos resistentes e muitas vezes
predizer a resposta clinica, principalmente pelo fato da cromoblastomicose ser uma

doenca em que o tratamento ndo é padronizado. %14

2.1.10 Modelos animais de cromoblastomicose

Os avancos conquistados pela micologia médica s&o provenientes, em
grande parte, de estudos em modelos animais. A realizacdo de testes in vitro para
avaliar a atividade de farmacos antifingicos permite definir concentragfes efetivas
em meios de cultura previamente definidos. Porém, pela limitacdo dos testes em
simular os aspectos complexos envolvidos no estudo in vivo faz-se necessario

determinar a eficacia destes antif(ingicos utilizando-se modelos animais. #?
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Ha poucos estudos em animais com agentes da cromoblastomicose. Um
grande desafio no caso desta micose € encontrar um modelo adequado e
reprodutivel para cromoblastomicose experimental cronica, que seria de grande
utiidade para o estudo da resposta imunolégica e para testar novas terapias
antifingicas. A presenca de formas parasitarias conhecidas como células
escleroticas nos tecidos € um sinal tipico da forma humana da doenca. No entanto,
as formas de fungos envolvidos em estabelecer a infeccdo e o mecanismo da sua
adaptacdo ao parasitismo permanecem desconhecidas. ***) Neste sentido, ha uma

grande dificuldade em se obter estes modelos.

Ha relativamente poucos modelos de cromoblastomcose na literatura. Um
dos primeiros modelos animais de cromoblastomicose foi desenvolvido por Borelli.
130 Foj realizada inoculagdo intraperitoneal de F. pedrosoi e C. carrionii em
camundongos de 7 dias. Nas primeiras semanas, apos a inoculacdo dos patdgenos,
estes foram encontrados em grande parte do térax e érgdos abdominais. Mais tarde,
C. carrionii so foi encontrado nos pulmdes como células escleréticas, e no abdémen.
F. pedrosoi manteve-se em quase todos os 0rgaos, entretanto na forma de hifas. No

final do primeiro més, os ndédulos escuros tornaram-se visiveis ao longo da cauda,

nas articulacdes, no escroto e na face dos animais.

Outro estudo realizou um modelo murino de infecgcdo com F. pedrosoi em
animais pré e poOs-tratados com cortisona. As caracteristicas das lesdes
apresentadas por este modelo ndo estavam em total conformidade com a infec¢do
por F. pedrosoi em humanos em termos de localizacdo anatbmica das lesoOes.
Algumas semelhancas sdo de que as lesdes produzidas localizavam-se na pele e

tecido subcutaneo, além da presenca de ceélulas escleréticas. Neste modelo,
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verificaram que 5-fluorocitosina em altas doses reduziu ou inibiu totalmente os

sintomas crénicos da cromoblastomicose. %%

Cardona-Castro et al. *?°

realizou um modelo animal com camundongos
BALBI/c e testou Vvarios locais de inoculacéo. Elegeram a inoculagcdo abdominal, pois
apenas neste local os ndOdulos permaneceram. Em exame histopatolégico

encontraram a presenca de hifas e células escleroticas. Na avaliagdo da atividade

de antifungicos, o itraconazol levou a cura micoldgica 44% dos animais testados.

O desenvolvimento de cromoblastomicose cronica foi obtido em modelo
murino com camundongos imunocompetentes realizado por Cardona-Castro &

Agudelo-Fléres. 3

Foi encontrado que a inoculacdo em 5 pontos da regiao
abdominal com um inéculo contendo 10° UFC/mL, foi a melhor condigédo para o

desenvolvimento de cromoblastomicose cronica.

Células escleroticas também foram visualizadas no figado e no bacgo, quando
administrado 1mL de um in6culo contendo 10° UFC/mL e realizada uma avaliacdo

apos 30 e 60 dias da inoculacéo inicial. ™%

Um inéculo preparado a partir de fungo cultivado por longo periodo (6 meses)
foi utilizado na realizagdo de um modelo de cromoblastomicose cronica.
Camundongos BALB/c foram infectados por via subcutanea nas patas, sendo que
lesbes ativas foram observadas até sete meses ap0s a infecgdo, em particular nos
animais inoculados em ambas as patas. Os cortes histolégicos revelaram
caracteristicas fortemente semelhantes com a forma humana da doencga, tais como
a hiperplasia do tecido, granulomas com microabscessos e células escleréticas. 13

Em outro trabalho do mesmo grupo foi verificada a infeccdo prolongada apdés a co-

estimulagéo antigénica por inoculacdo do fungo F. pedrosoi (10° UFC/mL) em dois
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locais diferentes em trés tipos de camundongo (BALB/c, Swiss e C57BL/6). Usando
este modelo murino de infec¢do, mostrou-se que a inducdo da infeccdo em mais de
um local simultaneamente (pata e peritdnio) conduziu a um aumento no tempo de

infeccado. 3¢

(1371 também obtiveram a infeccéo cronica em ratos Wistar

Xie e colaboradores
fémeas. Foi mimetizado o mesmo quadro clinico de humanos com a aplicacédo
intracutanea do in6culo, na regido dorsal dos animais, 0 que somente foi obtido

neste estudo.

Calvo et al. [*38

nao observaram sinais de cromoblastomicose apds 4 meses
da inoculacdo de 10° UFC/mL, pela via intraperitoneal em camundongos
imunocompetentes. A inoculacdo subcutanea do fungo em camundongos
imunocompetentes produziu lesdes, contudo, eles curavam-se espontaneamente
apos algumas semanas. O modelo escolhido foi a inoculacdo subcutanea em
camundongos CD-1 atimicos com o fungo F. pedrosoi, uma vez que este método foi
capaz de produzir uma infeccdo crénica nos animais, com a presenca de lesdes
tipicas de cromoblastomicose na area de inoculagcédo. Tais lesdes persistiram por
pelo menos 1 ano apos a inoculagdo. Em outro estudo realizado pelo mesmo grupo,
utilizando camundongos atimicos e um indculo produzido a partir de uma cepa de C.

carrionii com 10’ UFC/mL, lesdes tipicas, bem com células escleréticas e hifas foram

visualizadas em até 4 meses da inoculagéo. '3
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2.2 Feohifomicose

A feohifomicose € um grupo heterogéneo de infec¢des fungicas, causadas por
uma variedade de fungos pigmentados. E uma doenca rara, sendo mais comum em
individuos imunocomprometidos. Esta infeccdo afeta tecidos superficiais, tais como
a pele, cérnea e o tecido subcutaneo. Também pode acometer tecidos profundos, tal

como o cérebro ou apresentar-se na forma disseminada. *4%

A feohifomicose cutédnea e subcutanea é similar a cromoblastomicose em
varios aspectos, entretanto sao diferenciadas pelo fato de que na primeira ndo ha a
transformacdo dos propagulos dos fungos nos tecidos em células muriformes. Em
exame micologico direto sdo encontradas hifas melanizadas e por vezes

blastoconideos, nos casos de feohifomicose. 14

Durante as ultimas décadas, a feohifomicose tem sido atribuida a mais de 100
espécies e 60 géneros de fungos em diversas manifestacdes clinicas, que variam de

ceratite e nédulos subcutaneos solitarios a infeccéo disseminada fatal. "> A maioria

7

das espécies é considerada patbgenos oportunistas, embora alguns possam ser

agentes patogénicos verdadeiros. 4% 14

A feohifomicose é vista em todo o mundo, mas é mais comum em climas

tropicais e subtropicais. %3

Ocorre pela implantacdo traumatica de fungos
dematidceos presentes em solos e vegetacbes. E esporadica, sendo que
geralmente acomete homens idosos com atividade vinculada a terra ou a material
vegetal, como por exemplo agricultores e carpinteiros. Pode se manifestar tanto em

s. 14319 yando nao

individuos imunocompetentes quanto em imunocomprometido
ocorre de forma disseminada, € caracterizada por ser uma infeccdo crbnica da

derme e do tecido subcutaneo. Uma massa assintomatica ou nédulo Unico no local
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do trauma, que evolui até formar um abscesso cistico indolor. Eventualmente, placas
eritematosas podem estar presentes. Os locais mais comuns de infeccdo sé&o

bracos, pernas, maos, pés e cabeca. 143145146l

Os tratamentos empregados nesta micose sao o itraconazol e a anfotericina

B. O posaconazol é utilizado em pacientes refratarios a outros tratamentos. Excisdo
Co L [143,145-147]

cirdrgica completa também é empregada. Dentre os fungos causadores

mais frequentes estdo Exophiala jeanselmei, Exophiala moniliae, Bipolaris spp.,

Exophiala (Wangiella) dermatitidis e Cladophialophora spp. ™!

Um fungo causador esporadico de feohifomicose é E. spinifera, que pode
aparecer acometendo tanto individuos imunocompetentes quanto
imunocomprometidos, causando lesfes cutaneas e subcutaneas e até mesmo a
forma disseminada. *'*® E relatado que este fungo também foi encontrado como
causador de cromoblastomicose. ® Na literatura de lingua inglesa sdo relatados

apenas 26 casos de infeccdes por este agente etiolégico no mundo inteiro. 4 149152

[14,148,153

No Brasil, foram relatados trés destes casos. ! Em poucos casos foi

realizada a identificagdo molecular do fungo ou a avaliacdo da suscetibilidade do

mesmo aos antif(ingicos. 49154

2.3 Farmacos antifungicos
2.3.1 Anfotericina B

Os poliénicos macrolideos compdem a classe mais antiga de agentes
antifngicos. A anfotericina B, o principal representante desta classe, foi isolada pela

primeira vez em 1959 de culturas de Streptomyces nodosus. E uma molécula ciclica
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alongada constituida por dominios polihidroxil hidrofilico e poliénico hidrofébico
(Figura 4A). Tem como mecanismo de acao a formacédo complexa com o ergosterol,
presente na membrana plasmatica fangica, o que produz poros ou canais. Isso
resulta em um aumento da permeabilidade da membrana, levando a grande perda
de conteudo intracelular e a morte da célula (Figura 4B). A anfotericina B possui
também alta afinidade ao colesterol, o que resulta em alta toxicidade contra as

células dos mamiferos. 3715

Pelo fato deste farmaco ser pouco hidrossoluvel, ele é pouco absorvido
guando administrado por via oral. Desta forma, a anfotericina B € geralmente
administrado pela via intravenosa. Para solubilizi-la € adicionado na formulagdo um
agente tensoativo denominado desoxicolato de soOdio. Esta combinacdo € a

formulacdo mais utilizada deste farmaco na pratica clinica. *°

A anfotericina B € considerada o padrao ouro da terapia antifingica, apesar

do desenvolvimento de novos farmacos. 15715

Pelo seu mecanismo fungicida apresenta maior espectro que os demais
antifingicos clinicamente disponiveis. Possui satisfatoria atividade in vitro contra os
fungos dematiaceos de maior importancia clinica, podendo ser utilizado em

pacientes instaveis, com graves infecgdes. **2°)

Entretanto, é associada com alta toxicidade, o que limita seu uso. Os
principais efeitos adversos sdo nefrotoxicidade, hipocalemia, hepatotoxicidade e

reacdes relacionadas com infusao (febre, calafrios, hipdxia).



47

Figura 4: Mecanismo de acao e estrutura molecular da anfotericina B: A) Molécula;

B) Local de acdo do antifungico.
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2.3.2 Itraconazol

> Parede Celular

} Membrana Celular -

bicamada de
fosfolipideos com
proteinas e ergosterol
intercalado — alvo dos
poliénicos

Os antifungicos azodlicos sdo uma grande classe de compostos sintéticos

heterociclicos em uso clinico, que atuam inibindo a lanosterol 14a-demetilase, uma

enzima do citocromo P- 450 fungico, bloqueando, desta forma, a demetilacdo do

lanosterol em ergosterol (Figura 5A). Isso resulta na deplecdo do ergosterol e sua

substituicdo por esterdis anormais, 0 que altera a permeabilidade e a fluidez normal

da membrana, com consequéncias secundarias para enzimas de membrana, como

as envolvidas na sintese de parede celular. 371%916%

Com excec¢ao do cetoconazol, os demais imidazolicos tém seu uso limitado

ao tratamento de micoses superficiais. Ja os triazolicos tém grande aplicacéo, tanto

em micoses superficiais, quanto em sistémicas. °%
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O itraconazol é um triazolico (Figura 5B) de primeira geracao livre de efeitos
endécrinos. ™" Apresenta um espectro mais amplo que o fluconazol, sendo ativo
tanto contra leveduras quanto contra fungos filamentosos. *®* Devido a sua alta
lipossolubilidade, alcanca altas concentracdes nos tecidos com alta concentragcéao de
lipideos, enquanto que sua penetracdo nos fluidos aquosos é limitada. ©° Sua
biodisponibilidade € erratica quando administrado na forma de capsulas por via oral.
Recomenda-se, por isso, seu monitoramento terapéutico. De forma semelhante ao
cetoconazol, este farmaco necessita da acidez gastrica e refeicdes ricas em lipidios
para méxima absorcao. *°? O desenvolvimento de preparacdes intravenosa e oral
com absorcdo melhorada, fez com que os problemas relativos a biodisponibilidade

fossem superados. (163164

O itraconazol € principalmente metabolizado pelo citocromo CYP450 3A4, e
por essa razdo, apresenta muitas interacdes medicamentosas com outros farmacos.
Atua aumentando o0s niveis plasmaticos do tacrolimus, da ciclosporina, dos
inibidores de protease, das estatinas, dos blogueadores dos canais de calcio, da
digoxina, da quinidina, da carbamazepina e da pimozida, fazendo-se necessario um
ajuste de dose destes medicamentos, pois podem alcancar niveis toxicos. Ainda,
diminui a concentragdo plasmatica da isoniazida, da rifampicina, da rifabutina, da
nevirapina e da fenitoina, além dos niveis de itraconazol serem aumentados por co-
administracdo de macrolideos e inibidores de protease. Deve-se por isso avaliar as

potenciais interacées medicamentosas antes de prescrevé-lo. 15

Em relacdo aos efeitos adversos, o uso de itraconazol foi associado com
casos sérios de hepatotoxicidade, incluindo faléncia hepatica e 6bito. O mecanismo
para isso ainda permanece desconhecido, no entanto, sabe-se que é dose-

dependente. Com o aumento da dose podem ser observados niveis elevados de
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alanina aminotransferase e fosfatase alcalina, além de necrose hepatocelular,
degeneracdo dos hepatdcitos, hiperplasia do ducto biliar e cirrose. % Este
medicamento € classificado pelo Food and Drug Administration (FDA) como um
agente da categoria C, ou seja, contra indicado para pacientes que estdo gravidas,
por ser teratogénico em ratos e camundongos, ocasionando ma formacao 0ssea,

encefaloceles e macroglossia. *¢”]

Figura 5: Mecanismo de acado e estrutura molecular do itraconazol A) Local

de atuacao dos azolicos; B) Molécula do itraconazol.
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2.4 Nanotecnologia - Nanomedicina

A nanotecnologia pode ser definida como a ciéncia envolvida no
desenvolvimento, sintese, caracterizacdo e aplicacdo de materiais e dispositivos
cuja menor organizacdo funcional, em pelo menos uma das dimensfes, € na escala

nanométrica. 168!

Uma das principais areas da nanotecnologia € denominada nanomedicina. As
definicbes de nanomedicina continuam a ser controversas, sem uma classificacédo
universalmente aceita. Uma das definicbes mais aceitas € de que a nanomedicina é
a utilizacdo de materiais em nanoescala ou nanoestruturados em medicina,
modificados para terem efeitos terapéuticos baseados nas suas estruturas, com uma

dimensdo caracteristica de até 300 nm. [16%

As nanomedicinas apresentam a
vantagem de dois fendmenos gerais que ocorrem na escala hanométrica: transicoes
nas propriedades fisico-quimicas e transicdes nas interacoes fisioldégicas. Muitas das
definicbes iniciais de nanotecnologia empregam um ponto de corte em torno de 100

nm (incluindo a do National Nanotechnology Initiative). =

No entanto, o
comportamento fisico-quimico Unico, por vezes, surge para 0S nanomateriais com
tamanho superior a 100 nm. Muitos dos beneficios das nanomedicinas estédo
relacionados com as interacdes fisiologicas Unicas que surgem na transi¢cao entre as
escalas molecular e microscopica. Em nivel sistémico, a biodisponibilidade do
farmaco € aumentada devido a grande area superficial dos nanocarreadores e tem
sido demonstrado, por exemplo, que os lipossomas com cerca de 150 nm a 200 nm
de diametro, permanecem na corrente sanguinea mais tempo do que aquelas com
diametros menores que 70 nm. 72 A nivel de tecidos, os produtos da

nanomedicina alcancam passivamente os sitios alvo pelo aumento do efeito de

permeabilidade e retencdo, com tamanhos tipicamente em torno de 100 nm a 200
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nm. A nivel celular, vias de captacdo e processamento de nanocarreadores
dependem de muitas propriedades, mas o tamanho é um fator critico. Macréfagos
podem facilmente fagocitar esferas de poliestireno de até 200 nm. 273174 Assim,
embora muitos nanocarreadores empregados na terapéutica possuam tamanhos de
100 nm ou menos, este ponto de corte exclui muitas aplicagbes com consequéncias
significativas para este campo. Assim, optou-se pela faixa até 300 nm para melhor

abranger o comportamento fisiolégico Gnico que ocorre nessas escalas. %%

Dentre os principais focos da nanomedicina em nivel de pesquisa estdo as
doencas infecciosas, campo este que sO perde para a area de produtos voltadas
para o tratamento do cancer. Além disso, com relacdo as vias de administracéo, o
maior nimero de estudos esta em produtos para a via parenteral, em especial a via

intravenosa. 6%

Um dos principais beneficios oferecidos pelas estruturas em nanoescala é a
capacidade de alcancar perfis de biodistribuicdo Unicos que ndo sdo possiveis com
um “delivery” puramente molecular ou em microescala. Um dos fatores importantes
para determinar o perfil de biodistribuicdo resultante é a via de administracdo. ™%
Pelo fato dos nanossistemas possuirem uma grande area superficial, ocorre um
aumento na solubilidade dos farmacos em meio fisiologico e consequentemente
aumenta sua biodisponibilidade, melhorando o controle do tempo de liberacdo e
oferecendo maior precisdo na entrega dos farmacos em maiores extensodes. Isto é
particularmente interessante quando ha necessidade de utilizar farmacos de alto

custo ou com alta toxicidade associada. ™!

A condicao fisiopatologica e as alteragbes anatbmicas de tecidos doentes ou

inflamados oferecem muitas vantagens para a entrega de varios sistemas
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nanoestruturados. A fisiologia dos tecidos doentes é modificada por uma variedade
de condicdes e pode ser explorada no direcionamento passivo de farmacos. 7®
Assim, sdo exploradas as diferencas anatdomicas entre tecidos normais e doentes
para conseguir a entrega direcionada e especifica de farmacos. O aumento da
permeabilidade vascular associada a uma drenagem linfatica deficiente permite uma
maior penetracdo e ocorre o efeito de retencdo dos nanosistemas nos tecidos
inflamados. *'" Assim, esta oportunidade fisiopatolégica permite o extravasamento

dos nanosistemas e sua localizacdo seletiva nos tecidos inflamados. 18" Esta é

uma condicdo presente na cromoblastomicose. ©
2.4.1 Nanoemulsbes

Existem varios nanocarreadores utilizados na veiculacdo de farmacos. Dentre
eles estdo as nanoemulsdes, também chamadas de microemulsdes. Nanoemulsdes
sdo preparacdes farmacéuticas obtidas pela dispersdo de duas fases liquidas
imisciveis ou praticamente imisciveis com auxilio de um sistema emulsionante
adequado, com tamanho de goticula na faixa de 50 a 500 nm. Geralmente
apresentam aspecto leitoso e possuem compatibilidade com o diametro dos vasos

sanguineos. [2427 180

Estas formulagbes tém sido utilizadas ha mais de 40 anos como fonte de
calorias e acidos graxos em pacientes que necessitam nutricdo parenteral. Além
disso, por aproximadamente 30 anos, vem sendo investigado o0 uso de
nanoemulsdes para a administracdo parenteral de farmacos. Emulsbes 6leo/agua
sdo utilizadas como sistema de entrega preferencialmente quando o farmaco é
sollivel na fase oleosa da emulsdo. Também podem ser utilizadas no caso de

farmacos com fraca solubilidade em meio aquoso e organico, mas que podem ser
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"solubilizados" por se localizarem na camada interfacial da emulsdo. Um bom

exemplo é a anfotericina B. %8

Existem, atualmente, varios métodos de fabricacdo de nanoemulsdes
descritos na literatura, dentre eles, um dos mais empregados € a homogeneizacao a
alta pressdo. Nesta técnica, uma emulsdo grosseira € forcada, sob alta pressao,
através de um espaco anular entre uma valvula de ajuste (movel) e o suporte da
vélvula (fixo), denominado “lacuna homogeneizadora”. Quando a formulacéo entra
neste local, ha um rapido aumento na velocidade e uma diminuicdo na pressédo. A
energia liberada causa turbuléncia e diferengcas de pressao localizadas, que
resultam no rompimento das goticulas. A formulacdo homogeneizada choca-se ao
anel de impacto e sai a uma pressao suficiente para mover-se ao préximo estagio de

processamento. (18118

Geralmente, os parametros de fabricacdo (pressao, temperatura e nimero de
ciclos de homogeneizac¢ao), influenciam o tamanho das goticulas obtidas por este
processo. O aumento no numero de ciclos leva a uma reducdo no tamanho de
goticula até um limite, em que a diminuicdo se torna irrelevante. O aumento da
pressdo, assim como o da temperatura, leva a diminuicdo no tamanho de goticula
formada, porém, uma alta pressao leva a um alto gasto de energia, havendo maior

vantagem em realizar um maior niimero de ciclos a uma presséo moderada. °!

Esta técnica possui como vantagens o fato de ser um método fisico capaz a
obtencdo de emulsdes monodispersas, mas principalmente o fato de haver grande
disponibilidade de equipamentos com diferentes capacidades de producéo,

possibilitando o escalonamento. 8!
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2.4.2 Formulagbes nanoestruturadas comerciais de an  fotericina B

A anfotericina B, em sua forma de apresentacdo convencional, (Fungizone®),
uma dispersdo coloidal de anfotericina B com desoxicolato sédico tem seu uso
clinico limitado, por causar reacdes adversas severas, em especial, nefrotoxicidade.

Isso a tornou alvo de inimeros estudos em nanotecnologia. 18788

Foram desenvolvidas e séo atualmente comercializadas, trés diferentes
formulacées lipidicas nanoestruturadas de anfotericina B. S&o elas: Abelcet®,

Amphocil® Amphotec® e Ambisome®. !

Abelcet® (Enzon Pharmaceuticals, Piscataway, NJ, USA) é constituida de
complexos lipidicos, um conjunto de estruturas em forma de fita, formadas por uma
membrana bicamada por combinacdo de L-a-dimiristoilfosfatidilcolina e L-a-
dimiristoilfosfatidilglicerol, na proporcdo molar 7:3 e anfotericina B, sendo a

proporcao farmaco: lipideos 1:1. 2%3!

Amphocil® e Amphotec® (Amphocil, Intermune, Inc., Burlingame, Califérnia,
USA; Amphotec, Ben Venue Laboratories, Inc., Bedford, Ohio, USA) sao
suspensOes coloidais compostas de estruturas discoidais de sulfato colesterila

complexado com anfotericina B, na propor¢édo molar 1:1. 2%

Ambisome® (Fujisawa Healthcare, Inc. Deerfield, lllinois, USA) é uma
formulacdo composta por lipossomas, que consistem em pequenas vesiculas
unilamelares formadas por uma membrana bicamada de fosfatidilcolina hidrogenada
de soja e distearoilfosfatidilglicerol estabilizado com colesterol, combinadas com

anfotericina B na proporg&o 2:0,8:1. 2%
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Estas formulacbes tém por finalidade melhorar a tolerabilidade, pela
minimizacdo dos efeitos adversos, enquanto mantém ou melhoram o perfil de

eficacia comparadas com a anfotericina B convencional. 2

Os sistemas nanocarreadores das formulagbes comerciais diferem em
tamanho, estrutura, forma, composicao lipidica e conteddo molar de anfotericina B.
Apesar de todas estas diferencas, a anfotericina B em qualquer destes veiculos é

menos téxica as células dos mamiferos que a forma convencional. ¥

A complexacdo com lipidios parece atuar estabilizando a anfotericina B em
um estado de auto-associacdo, ndo a deixando disponivel para interagir com o
colesterol das membranas celulares dos mamiferos, diminuindo, assim, sua
toxicidade. Outra hipOtese para a reduzida toxidade das formulacdes lipidicas de
anfotericina B é a ligacao preferencial as lipoproteinas de alta densidade. Quando
ligadas a estas proteinas, a liberacdo de anfotericina B para os rins ocorre mais
lentamente ou em menor grau, sendo assim especialmente indicadas em casos de
insuficiéncia renal pré-existente, ou ainda, quando o risco de nefrotoxicidade for

elevado. &9

Inidmeros estudos in vivo e clinicos foram realizados com as formulacdes
lipidicas para verificar sua atividade, toxicidade, farmacocinética frente a anfotericina

B convencional ou até mesmo entre as diferentes formulacdes lipidicas. 90194

Uma revisdo sistematica indicou que ndo ha diferencas significantes entre as
formulagdes lipidicas e a anfotercina B convencional, quanto a eficacia, mas havia
reducdo em cerca de 30% na mortalidade, quando utilizadas formulagdes lipidicas.
Pelo fato do resultado clinico estar diretamente relacionado com a tolerabilidade, a

diferenca entre as formulaces quanto a esse critério tem grande importancia. 12
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A principal desvantagem na utilizacdo das formulacbes lipidicas de
anfotericina B sdo seus altos custos, quando comparadas com Fungizone®. Esta

questdo é a maior limitagéo na clinica. 8718

2.4.3 Nanoemulsdes de anfotericina B

A fim de diminuir a toxicidade atribuida a anfotericina B véarios trabalhos
testaram sua veiculacdo em sistemas nanoestruturados, como nanoemulsdes,
lipossomas, complexos de inclusdo empregando ciclodextrinas e nanoparticulas.
[187.188,193.194] Com relagdo & nanoemulsdes, nas Ultimas décadas, houve um aumento
crescente de estudos relativos ao desenvolvimento desses sistemas

nanoestruturados contendo anfotericina B.

s %! desenvolveram nanoemulsdes de uso intravenoso por

Yu e colaboradore
processo de emulsificagdo espontdnea, sendo um dos farmacos utilizados a
anfotericina B. Nesta formulacdo foram utilizadas as matérias-primas: 6leo de soja,
Miglyol 812, glicerol, lecitina de soja, copolimeros de éxido de etileno e 6xido de

propileno, e dgua. Apresentou tamanho de goticula médio de 309 nm, mostrando-se

estavel e adequada para administracao parenteral.

Tabosa do Egito e colaboradores 1%

tiveram como objetivo o
desenvolvimento de uma nanoemulsédo para administracdo parenteral composta por
Miglyol 812, Lipoid E80, Synperonic F68 e agua destilada, por duas técnicas de
preparo distintas. As nanoemulsdes apresentaram tamanho de goticula em torno de
360 nm e em ambas as técnicas houve a producédo de formulacdes estaveis. Esta

nanoemulsdo foi avaliada in vitro quanto a toxicidade em eritrécitos humanos e

guanto a atividade antifungica contra Candida albicans, sendo menos toxica que a
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formulacdo convencional, mas igualmente eficaz. A dose maxima tolerada da
nanoemulséo foi de 2 mg/kg e de 1 mg/kg para Fungizone®. Além disso, em modelo
murino de candidiase, a dose de 0,8 mg/kg da nanoemulsdo e da formulacéo
convencional aumentaram a sobrevida dos animais e igualmente efetivas na
reducdo de unidades formadoras de colonia presentes no rim, quando comparadas

com o controle.

Moreno e colaboradores % produziram uma nanoemulsdo liofilizada de
anfotericina B, composta por polissorbato 80: agua (1:3), lecitina dispersa em
miristato de isopropila (1:1) e anfotericina B na concentracdo final de 2 mg/mL. O
tamanho de goticula apds reconstituicao foi de aproximadamente 21nm. A toxicidade
aguda foi avaliada, sendo a dose letal 50 para a nanoemulsao de 4 mg/kg, enquanto
que para Fungizone® foi de 1mg/kg. A nanoemulsdo foi considerada um bom
sistema de entrega para a anfotericina B, por ser de facil manuseio e ter um baixo
custo de fabricacdo, estdvel, com caracteristicas reolégicas adequadas para
administragao parenteral e com a possibilidade de administrar maiores doses de
anfotericina B, aumentando, assim sua eficicia e diminuindo o desenvolvimento de

resisténcia pelos agentes fungicos.

Brime e colaboradores 7!

produziram uma nanoemulsdo como alternativa a
Fungizone®. A formulacdo foi desenvolvida testando-se diferentes concentracées de
agua, lecitina, miristato de isopropila e surfactante (Brij® 96V). A incorporacéo do
farmaco foi feita por inversdo de fases ou, quando a anfotericina B nao era
adequadamente incorporada, esta era dissolvida em 2mL de NaOH 0,1 M,
misturada com a fase aquosa e lecitina e por ultimo adicionada a fase oleosa. O

tamanho médio de goticula obtido para a formulacdo produzida pela primeira técnica

foi de 52,5 nm e pela segunda técnica foi de 46,2 nm. Em avaliacdo da toxicidade
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aguda in vivo, a dose letal 50 para a nanoemulséao foi de 2,9 mg/kg, enquanto que
para Fungizone® foi de 1,4 mg/kg. Pela baixa toxicidade apresentada e
caracteristicas fisico-quimicas adequadas, esta formulacdo poderia ter aplicacéo
terapéutica. Esta mesma formulacéo foi comparada com Fungizone® em modelo
murino imunocompetente e neutropénico de candidiase sistémica. A nanoemulsao
foi bem tolerada em doses até 3 mg/kg e com poucos efeitos toxicos. Os grupos
tratados com a nanoemulsdo (tanto imunocompetente quanto neutropénico) tiveram
maior tempo de sobrevida, menor mortalidade e carga flingica. **® Além disso, foi
avaliada a toxicidade multidose da nanoemulsédo desenvolvida, que demonstrou néo
causar danos histolégicos nos rins ou mudancas em parametros bioquimicos,

quando comparado com Fungizone®. %

Darole e colaboradores ®° visavam a obtencdo de uma nanoemulsdo e
compararam a sua toxicidade com Fungizone®. O produto desenvolvido foi um
liofiizado de anfotericina B, com uma mistura de Oleo e surfactante, para
reconstituicdo com agua, resultando na concentracdo de 5 mg/mL. Foi composto de
monoleato de (glicerila, estearato de polietilenoglicol 40 e hidroestearato de
polietilenoglicol 15. O tamanho de goticula apds dispersao foi de 84 nm. In vitro, o
percentual de hemélise da nanoemulsdo foi 92% inferior & Fungizone®. Além disso,
obteve-se in vitro, para a formulacdo, uma atividade antifungica semelhante a

Fungizone® e & anfotericina B dissolvida em dimetilformamida.

Filippin e colaboradores ¥ desenvolveram uma nanoemulsdo para utilizagdo
parenteral, composta por triglicerideo caprico/caprilico, lecitina de soja e colesterol
dissolvidos em cloroformio:metanol (2:1) e anfotericina B (100mg), sendo a
proporcao de anfoterina B:lipideos de 1:11. O tamanho de goticula médio obtido foi

de 137,2 nm. A concentragdo inibitéria minima obtida in vitro para a nanoemulsdo
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em C. albicans foi inferior que a de anfotericina B dissolvida em dimetilsulféxido

(DMSO) e Fungizone®.

Pestana e colaboradores B4 produziram uma nanoemulsdo composta por
matérias-primas biocompativeis. Sao elas: fosfatidilcolina de soja: polissorbato 20
(1:1), propilenoglicol dicaprato/ dicaprilato e tampao fosfato 10 mM pH 7,2. O
contetdo de anfotericina B encapsulado foi dependente de proporcdo
Oleo/surfactante, sendo a concentracdo méaxima obtida de 6,8 mg/mL e tamanho de
goticula na faixa de 150 nm. Apresentou alta estabilidade, sendo promissora para a

administracdo de anfotericina B.

2.4.4 Utilizacdo de formulacbes nanoestruturadas de anfotericina B no

tratamento da cromoblastomicose

Quanto a utlizacdo de formulacdes lipidicas de anfotericina B em
cromoblastomicose, apenas dois casos clinicos foram encontrados na literatura e
com resultados variaveis. Lundstrom e colaboradores ¥ utilizaram anfotericina B
lipossomal no tratamento de um paciente com neutropenia prolongada, apés
transplante de medula 6ssea autélogo. A formulacao foi administrada do dia +33 ao
dia +72. Entretanto paciente morreu no dia +74, por hemorragia traqueal. Verificou-
se através de autopsia que 0 microrganismo presente na traquéia era P. verrucosa.
Ensaios de suscetibilidade foram realizados e demonstrou-se que o microrganismo
era suscetivel a anfotericina B in vitro, mais in vivo, ndo se obteve a acéo antifingica
esperada. Park e colaboradores *®, em caso de cromoblastomicose em area nao
exposta causada por P. verrucosa, verificaram que anfotericina lipossomal
administrada juntamente com 5-fluorocitosina resultou em regressédo visivel das

lesGes e em cura micoldgica.
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2.4.5 Formulagbes nanoestruturadas comerciais de it ~ raconazol

O itraconazol vem sendo comercializado, em duas formulagbes
nanoestruturadas: uma para utilizagdo por via intravenosa e outra, para via oral
(Sporanox®), nos Estados Unidos e em outros paises que n&o o Brasil. Entretanto, a
formulagédo intravenosa tem como contraindicagdo seu uso em pacientes com
comprometimento renal, além de causar ataxia e esplenomegalia. A solucéo oral,
por sua vez, tem relatada como reacdo adversa a diarréia. Isso é decorrente do
sistema nanoestruturado utilizado, a 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina, a qual esta

associada a toxicidade e aos efeitos adversos. [

A formulacdo intravenosa de itraconazol foi comparada com a anfotericina
convencional em tratamento empirico de sepse neutropénica. A mortalidade foi
semelhante, mas o itraconazol apresentou menos efeitos adversos e menor nimero
de interrupcdes no tratamento devido a esses. Y A formulacdo de itraconazol
intravenosa é aprovada para o tratamento de aspergilose pulmonar e extrapulmonar
em pacientes intolerantes ou que apresentam infeccdes refratarias a anfotericina B.
(164 Entretanto, a substituicio do nanocarreador atualmente utilizado por outra
tecnologia se faz necessaria, tanto para a diminuicdo dos efeitos adversos
relacionados com este, quanto para solucionar o problema da biodisponibilidade
reduzida do farmaco ndo encapsulado, que esta relacionado com sua baixa
solubilidade em agua. Além da questdao solubilidade, também é preciso avaliar a
necessidade da utilizacdo segura de altas doses do farmaco. 920292l Assim, varios
estudos vém sendo desenvolvidos com o intuito de melhorar a eficdcia, mas,

sobretudo, de aumentar a seguranca de formulacdes com este farmaco. %4202
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2.4.6 Nanoemulsdes de itraconazol

Quanto a trabalhos que desenvolveram nanoemulsdes de itraconazol para

utilizacao parenteral, apenas dois trabalhos foram localizados na literatura.

Akkar e Muller ¥ desenvolveram uma emulsdo de itraconazol para uso
parenteral, fazendo uso uma formulacdo comercial (Lipofundin®) e utilizando a
tecnologia SolEmuls® para o preparo, onde o farmaco fica localizado na camada de
lecitina interfacial da emulsdo, por homogeneizacdo de uma dispersédo hibrida de
goticulas de 6leo e nanocristais de farmaco em agua. Foi obtido um tamanho médio
de goticulas de aproximadamente 200 nm apdos 15 ciclos de homogeneizacdo. A
capacidade maxima de farmaco na nanoemulsdo foi de 10mg/mL. A formulacéo

mostrou-se estavel por 3 meses a temperatura ambiente.

Em estudo realizado por Rhee et al. ?°® foi desenvolvida uma formulacdo
parenteral aquosa contendo itraconazole, utilizando uma microemulsdo O/A . Uma
mistura de alcool benzilico e de trigliceridios de cadeia média (3/1) foi escolhida
como a fase oleosa e a mistura de monooleato de polioxietileno (50) 6leo de ricino
hidrogenado e de etanol (3/1) como tensoativos. O tamanho médio das goticulas das
microemulséo foi <150 nm, além desta formulacdo ndo causar hemolise em teste in

vitro.

2.4.7 Utilizagao de formulagbes nanoestruturadas de itraconazol no tratamento

da cromoblastomicose

N&o foram encontrados na literatura relatos de utilizacdo das formulacdes
nanoestruturadas comerciais de itraconazol no tratamento da cromoblastomicose.
Isso se deve, em grande parte, a disponibilidade destas formulacoes em apenas

alguns paises.
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2.4.8 Propriedades biolégicas das principais matéri as-primas a serem

utilizadas nas nanoemulsdes desenvolvidas

Na elaboracdo das formula¢des foram utilizados os 6leos de oliva e de peixe.
O odleo de oliva apresenta o composto fendlico oleocantal, que possui atividade anti-
inflamatoéria, atuando na inibicdo da cicloxigenase, enzima responsavel pela

[204

biossintese de prostaglandinas. Y O 6leo de peixe é rico em dmega 3 (4cidos

graxos poliinsaturados), sendo que estes compostos atuam inibindo enzimas pro-

[205]

inflamatérias. Estas propriedades sao interessantes no tratamento da

cromoblastomicose, visto a presenca de reacao inflamatoéria crénica.
2.4.9 Toxicologia dos sistemas nanoestruturados

As nanoparticulas de diversas origens vém sendo utilizadas na terapéutica.
Estas nanoestruturas podem ser subdivididas nos seguintes grupos: lipossomas,
emulsdes, poliméricas, ceramicas, metais, e as de carbonos (fulerenos e
nanotubos). Apesar do amplo desenvolvimento da nanotecnologia, 0 conhecimento
sobre o efeito das nanoparticulas sobre a satde humana € praticamente ausente.
[208] No entanto, mesmo os primeiros estudos revelaram novas propriedades gerais e
bioldgicas para materiais conhecidos, que sédo adquiridas quando estas matérias-
primas sdo transformadas em nanoparticulas. Por exemplo, elas penetram nas
células e sdo seletivamente acumuladas em varios tipos de células ou em
compartimentos celulares distintos. As nanoparticulas podem atravessar as células
epiteliais e endoteliais por transcitose. Além disso, estes sistemas percorrem as
células nervosas, 0s vasos sanguineos e linfaticos provocando estresse oxidativo e

0. [207,208]

inflamacgéa Entdo, houve o surgimento de uma nova éarea de estudo dentro

na nanotecnologia, a denominada nanotoxicologia, que é a ciéncia que examina 0s
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efeitos de nanoestruturas artificialmente projetadas e os nanomecanismos sobre 0s

organismos vivos. 28!

De forma geral, os efeitos bioldégicos e toxicos das
nanoparticulas sdo em funcdo da sua forma, tamanho, origem, material, area de
superficie, carga elétrica, particularidades fisico-quimicas da estrutura, dosagem, via

de administrac&o, concentragéo no 6rgéo alvo e duracgéo de agéo. **

Ha uma preocupacdo em estudos pré-clinicos de avaliar a toxicidade das
substancias empregadas para a producdo das nanoparticulas, mas ndo do
nanossitema propriamente dito. As preparagfes terapéuticas e nanoparticulas
podem ter propriedades toxicas diferenciadas devido a particularidades na sua
cinética e biodisponibilidade in vivo e, possivelmente, devido a integracéo dos efeitos
toxicos e farmacoldgicos da substancia quimica inicial e da nanoparticula

208209 s estudos de toxicidade sdo essenciais ndo sé para

propriamente dita.
avaliar o potencial de perigo provocado pelos nanossistemas, mas também para
entender como suas propriedades fisico-quimicas podem afetar as respostas
bioldgicas apds a administracdo in vivo. X Neste contexto, ha varias respostas
diferentes que os nanomateriais podem induzir quando em contato com as células,
dentre eles: danos ao DNA, bem como mutacdes, injarias por estresse oxidativo,
apoptose, danos a membrana ou seu rompimento, ligacdo a proteinas, o que leva a
perda de funcdo destas Ultimas, inflamacdo e danos lisossomais. Assim, uma

caracterizagdo completa do perfil toxicolégico de quaisquer nanomateriais €,

portanto, crucial em estudos pré-clinicos. %

Muitos métodos tém sido utilizados na caracterizacdo das propriedades das

nanoestruturas, bem como o0 seu impacto toxicoldgico a niveis celular, tecidual e de

[211-214

orgaos. I Muitos ensaios in vitro que utilizam células sdo empregados, e

incluem a avaliagcdo da proliferacdo, viabilidade, necrose, apoptose, analise de
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estresse oxidativo (espécies reativas de oxigénio e de oOxido nitrico), a sintese e
fragmentacdo do DNA, andlise de ciclo celular, expressao de proteinas e ensaios de
ligacdo, opsonizacdo, imunoensaios, inflamacdo celular e verificacdo morfologica
das culturas de células individuais ou de co-culturas. A simplificagdo dos modelos in
vitro permite a selecéo dos parametros que serdo avaliados, havendo deste modo,
uma maior facilidade em desvendar mecanismos causais. Por isso, 0s estudos in
vitro representam uma primeira investigagdo o para a compreensao dos mecanismos
que resultam em interacdes entre a célula e o nanossitema, antes de serem
utilizados ensaios in vivo. ?°® No entanto existem algumas limitacdes em ensaios de
viabilidade celular, onde técnicas colorimétricas de avaliacdo de citotoxicidade, tal
como MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio), apresenta
interferéncias provocadas pelos nanocarreadores. ?*° As avaliacdes in vitro sdo mais
econbmicas e mais rapidas do que experimentos in vivo. Além disso, sdo mais
vantajosas e éticas do que testes em animais. Entretanto ensaios in vivo também
sdo necessarios para a melhor compreeensdo da acdo do nanossistema no

organismo animal. 2%6:216]

O maior foco de investigacéo toxicoldgica em relacdo aos nanossistemas sédo
agueles produzidos a base de polimeros, substancias inorganicas (prata, ouro, 6xido

). [206. 2172201 payido ao

de titanio, por exemplo) e de carbono (Nanotubos, fulerenos
fato de se pensar que a utilizacdo de materiais biocompativeis estaria isentando
nanocarreadores de possiveis efeitos toxicolégicos, pouco € avaliado com relacéo a
este quisito em carreadores produzidos a base de lipideos, como por exemplo, as
nanoemulsdes. " Apesar da utilizacdo de materiais biocompativeis, é necessario

avaliar a citotoxicidade, a genotoxicidade e a mutagenicidade dos sistemas

nanoestruturados. **” Estes testes s&@o recomendados pelas agéncias reguladoras
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para novos farmacos e tem sido amplamente utilizados na triagem de farmacos que

causam danos genéticos. 2%

Dentre os testes in vitro utilizados para a avaliacdo de nanossistemas estao o

ensaio clonogénico, o ensaio cometa e o teste Salmonella/microssoma. 444!

O ensaio clonogénico avalia a citotoxicidade de um produto. E um teste de
viabilidade celular que verifica a abilidade de uma Unica célula crescer e formar

colonia. [#2#224]

O ensaio cometa € um teste amplamente empregado para a avaliacdo da
genotoxicidade, que é a capacidade que algumas substancias possuem de causar
danos na molécula de DNA. A presenca de quebras simples, sitios labeis alcalinos e
crosslinks resultantes da acdo de compostos genotoxicos, altera a estrutura do DNA
das ceélulas, que normalmente esta superenrolado e fortemente compactado,
causando relaxamento em partes da molécula que migram em direcdo ao anodo.
Desta forma, apoOs aplicacdo de corantes especificos, pode-se visualizar em
microscopio de fluorescéncia a migracdo do DNA, que se assemelha a um cometa.
A capacidade que o DNA tem de migrar é funcdo tanto do tamanho da molécula
como da quantidade de extremidades livres (quebras, por exemplo) que, mesmo
ligadas a segmentos maiores, migram numa distancia pequena do corpo do cometa.
O tamanho da cauda inicialmente aumenta proporcionalmente a quantidade de
danos, mas a migracdo maxima € determinada pelas condi¢des da eletroforese, ndo
o tamanho dos fragmentos. A intensidade da fluorescéncia na cauda em relacéo
aguela do corpo do cometa fornece informacdes sobre a quantidade de quebras no

DNA. Assim, pode-se avaliar o dano genético tanto através da medida do
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comprimento da cauda do cometa, como atraves da quantidade de DNA presente,

sendo ambos em funcao das doses de exposicao. [#2522°]

O ensaio Salmonella/microssoma € o mais utilizado atualmente e o Unico
validado em larga escala por diversos laboratorios no mundo todo. O teste emprega
linhagens de Salmonella typhimurium derivadas da linhagem parental LT2,
auxotrodficas para histidina (his-), especialmente construidas para detectar mutacoes
do tipo deslocamento de quadro de leitura ou substituicdo de pares de base no DNA.
Essas linhagens sdo incapazes de crescer em meio de cultura minimo, sem
histidina, a menos que ocorram mutacbes que restaurem a sintese deste
aminoacido. A frequéncia de mutacdo reversa € facilmente medida pela contagem
do namero de colénias que crescem em meio minimo ap0s a exposicdo de uma
populacdo de células a um agente mutagénico. O teste é feito com e sem ativacao

metabdlica. ??7!

Entretanto para nanoemulsbes ndo foram encontrados relatos da realizagcao

destes testes.
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3. Objetivos
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3.1 Objetivo principal

Preparar e caracterizar nanoemulsdes de uso parenteral contendo
anfotericina B e itraconazol, verificar sua atividade antifingica in vitro frente a
isolados de agentes da cromoblastomicose e avaliar sua atividade e o nivel de

comprometimento renal e hepatico in vivo em modelo animal de cromoblastomicose.

3.2 Objetivos secundarios

* Preparar nanoemulsdes de anfotericina B e itraconazol com composi¢cao
passivel de administracdo parenteral, composta por 6leos que apresentam
acao anti-inflamatéria, pelo método de homogeneizacao sob alta presséo.

» Caracterizar as nanoemulsdes através de ensaios fisico-quimicos.

» Avaliar a atividade antifingica apresentada pelas formula¢des desenvolvidas
in vitro por metodologia padronizada e comparar com as obtidas por Abelcet®,
Fungizone®, anfotericina B e itraconazol na forma de farmacos puros, em 60
isolados de agentes da cromoblastomicose.

» Verificar a eficacia terapéutica das formulagbes nanoestruturadas de
anfotericina B e itraconazol desenvolvidas quando administrada por via
parenteral, comparando-se com Abelcet®, Fungizone®, anfotericina B e
itraconazol na forma de farmacos puros, em modelo animal de
cromoblastomicose.

* Avaliar o nivel de comprometimento renal e hepatico, bem como parametros

bioquimicos indicativos de dano renal e hepatico, obtidos com as
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nanoemulsdes desenvolvidas comparando-se com Abelcet®, Fungizone®,
anfotericina B e itraconazol na forma de farmacos puros, quando
administradas em modelo animal de cromoblatomicose.

Avaliar a toxicidade ocasionada pelas formulacdes desenvolvidas e seus
respectivos farmacos livres.

Caracterizar amostras fungicas de Fonsecaea spp. e Exophiala spp. oriundas
de casos clinicos por meio de ferramentas moleculares e quanto a sua
suscetibilidade aos farmacos isoladamente e em combinagéo.

Avaliar o perfil de suscetibilidade in vitro de 60 amostras de agentes da
cromoblastomicose a cinco antifingicos comercialmente disponiveis e avaliar

o efeito da combinacgéo de anfotericina B e terbinafina.
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Capitulo I: Nanoemulséo de anfotericina B: avaliacdo da atividade antifingica in
vitro e in vivo em agentes da cromoblastomicose (Artigo Formatado de Acordo com

as Normas da Revista Antimicrobial Agents and Chemotherapy)
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Resumo

Uma nanoemulsdo de anfotericina B passivel de administracdo parenteral foi
satisfatoriamente produzida pelo método de homogeneizacédo a alta pressdo. Esta
nanoemulsao foi avaliada quanto a sua atividade antifungica por método in vitro e in
vivo em agentes da cromoblastomicose. Pelo método in vitro ndo foi possivel
determinar a atividade antifingica tanto da nanoemulséo de anfotericina B quanto de
Abelcet®. J4 no ensaio in vivo, a nanoemulsdo apresentou atividade superior a
anfotericina B livre e Fungizone®, além de reduzir significativamente o nimero de
colonias quando comparada ao controle. Na dosagem dos niveis sericos de uréia foi
observado um aumento significativo nestes niveis quando administrada anfotericina
B livre e Fungizone, enquanto os niveis obtidos com a nanoemulsdo de anfotericina
B e Abelcet foram semelhantes ao controle, sugerindo uma protecéo renal conferida
com estes ultimos tratamentos. Na analise histopatoldgica foi possivel verificar que a
nanoemulsdo reduz a nefrotoxicidade causada pela anfotericina B, quando
comparada com Fungizone® e o farmaco livre. HA uma tendéncia de que a
nanoemulsdo de anfotericina B e Abelcet® causem um percentual de hemédlise
inferior & anfotericina B livre e Fungizone®. A anfotericina B livre foi citotoxica para
células V79 em concentracfes a partir de 4ug/mL e apresentou IC50 de 2,65 pg/mL,
enquanto que com a nanoemulsdo nao foi observada toxicidade na mesma faixa de
concentracéo aplicada a anfotericina B livre e néo foi possivel determinar o IC 50. A
nanoemusao de anfotericina B produzida poderia ser, no futuro, uma alternativa de

tratamento para a cromoblastomicose.
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Introducao

A cromoblastomicose € uma micose cutanea e subcuténea, cronica,
progressiva, causada pela implantacéo transcutanea de diversos géneros de fungos
dematiaceos (1-3). Esta doenca € associada a baixas taxas de cura e grande
namero de recidivas, particularmente em casos crénicos com lesbes de grande
extensao (4, 5).

Assim como outras micoses endémicas, estudos clinicos comparativos nao
estédo disponiveis, muito em funcédo da natureza esporadica da doenca. Deste modo,
ndo ha tratamentos de escolha para esta micose, mas uma série de opcbes
terapéuticas, eleitas com base em casos clinicos. Os tratamentos atualmente
empregados sao dividido em trés grupos: tratamentos fisicos, quimioterapicos e a
combinacéo dos dois primeiros grupos (6). Com relacdo aos farmacos antifungicos,
ainda hoje poucas opcdes estao disponiveis. A terapia com estes agentes consiste
de longos periodos com doses elevadas. Dentre os antifungicos utilizados no
tratamento desta doenca estdao o itraconazol, a terbinafina e a anfotericina B. Todos
estes agentes estdo associados a efeitos adversos significativos e requerem
monitoramento apropriado das fungBes hepatica e renal (7, 8). Neste sentido, o
desenvolvimento de novos farmacos ou formulacées que melhorem o tratamento
desta micose é fundamental.

A anfotericina B é considerada o padrdo ouro da terapia antifingica, apesar
do desenvolvimento de novos farmacos (9, 10). Nao é considerada uma terapia de
primeira linha na cromoblastomicose devido a sua significativa nefrotoxicidade, o
que nao permite a sua utilizacdo a longo prazo. Além disso, alguns fungos

dematiaceos apresentam resisténcia a este antifungico (6, 8). Assim, o0
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desenvolvimento de formulacbes que melhorem a atividade do farmaco e reduzam
os efeitos adversos sdo extremamente importantes para a terapéutica.

Recentes descobertas no campo da nanotecnologia tém aumentado
drasticamente a pesquisa em sistemas de entrega de farmacos (11). Nanoemulsdes
sao dispersdes termodinamicamente estaveis, formadas por duas fases liquidas, nas
quais uma geralmente consiste de uma solucdo aquosa contendo uma mistura de
tensoativos e eletrolitos e a outra, uma fase organica. Sao sistemas amplamente
empregados na veiculacdo de farmacos, em especial para a via parenteral (12-16).

A nanotoxicologia, uma vertente da nanotecnologia, tem por funcédo abordar
especificamente os efeitos adversos para a saude que possam ser causados por
nanomateriais, a fim de resolver as lacunas do conhecimento nesta area (17).
Apesar da utilizacdo de materiais biocompativeis na producédo de nanocarreadores
de farmacos, € imprescindivel avaliar sua toxicidade (18). Além disso, pelo fato da
anfotericina B possuir toxicidade intrinseca (19) € necessario avaliar se esta
toxicidade é reduzida quando este farmaco esta incorporado em um nanossistema.

Deste modo, o objetivo deste trabalho foi avaliar a suscetibilidade de agentes
da cromoblastomicose a nanoemulsdo de anfotericina B por nds produzida por
metodologias in vitro e in vivo, comparando com uma formulacdo nanoestruturada
comecial (Abelcet®), com a formulagéo convencional (Fungizone®) e com o farmaco
livre. Além disso, foram avaliados parametros toxicoldgicos da nanoemulsao quando

comparada ao farmaco livre.
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Materiais e Métodos
Farmacos e produtos quimicos

As preparacbes farmacéuticas de anfotericina B foram obtidas de Bristol-
Myers Squibb, Princeton, NJ, EUA (Fungizone ®) e de Enzon Pharmaceuticals,
Piscataway, NJ, EUA (Abelcet ®). Anfotericina B, Pluronic® F-68, meio RPMI 1640,
MOPS foram adquiridos de Sigma (St Louis, MO, EUA). Lipoid ® S-40, 6leo de oliva
e 6leo de peixe purificados foram adquiridos Lipoid ® GmbH (Ludwigshafen, RP,
Alemanha), glicerina e DMSO de Synth ® (Diadema, SP, Brasil); vitamina E p6 da
Galena Quimica e Farmacéutica (Campinas , SP, Brasil). Agar batata e &agar
Sabouraud foram de BD Difco ™ (Franklin Lakes, NJ, EUA). Todos 0s outros
solventes e reagentes utilizados no estudo eram da mais alta qualidade disponivel

comercialmente.

Preparacao da nanoemulséo de anfotericina B

Na elaboracdo da nanoemulsdo foram utilizadas matérias-primas aprovadas
pelo Food and Drug Administration (FDA) para administracdo parenteral, em
concentragbes também aprovadas por este 6rgdo. A composi¢cdo da nanoemulsédo
foi baseada em férmulas empregadas em nutricdo parenteral, com matérias-primas
gue tivessem alguma atividade intrinseca que pudesse contribuir com o tratamento

da cromoblastomicose.

Inicialmente foram preparadas duas fases distintas, uma fase orgéanica
composta por: 6leo de peixe (2,0%), 6leo de oliva (8,0%), Lipoid® S-40 (1,0%) e
vitamin E p6 (0,05%), que foi levada a banho-maria com agitacao a fim de solubilizar
0S componentes até a temperatura de 40°C. Apds esta fase foi arrefecida a

temperatura ambiente, adicionada a anfotericina B (0.5 mg/mL) e mantida sob
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agitacdo. A fase aquosa, composta por Pluronic® F-68 (1,0%), glicerina (2,5%) e
agua Milli Q® em quantidade suficiente para 100 mL, também foi aquecida até a
temperatura de 40°C para a solubilizagcdo dos componentes.

Para formacao da pré-emulséo, as fases foram misturadas e homogeneizadas com
auxilio do Ultra-Turrax (T25, Ika), a 16000 rpm por 5 min. Apds, a emulsdo grosseira
obtida foi homegeneizada a alta pressdo com refrigeracdo (Panda 2K NS1001L,
Niro Soavi) aplicando-se 3, 6 e 9 ciclos de 500 bar. Foi preparada a mesma
nanoemulsdo sem a presenca de farmaco (nanoemulsdo branca) para fins de

comparacao. As preparacdes foram armazenadas a 4°C.

Caracterizacdo da Nanoemulséo
A nanoemulsdo produzida foi caracterizada segundo tamanho de goticula e
polidispersao, potencial zeta, pH, viscosidade, taxa de associacdo, concentracdo de

farmaco e quanto a presenca de possiveis fendbmenos de instabilidade.

A determinacéo do diametro e da polidispersdo da nanoemulsédo foi realizada
pela técnica de difracdo de laser (Mastersizer 2000, Malvern), microscopia eletronica
de transmisséo (Jeol, JEM 1200 ExIl) e confirmada através de espalhamento de luz

dinamico (Zetasizer® nano-ZS modelo ZEN 3600, Malvern).

O pH foi mensurado em potencibmetro (B474 Micronal) diretamente na

nanoemulsao.

O potencial zeta da nanoemulsdo foi obtido através de eletroforese
(Zetasizer® nano-ZS modelo ZEN 3600, Malvern), ap6s diluicio da mesma (500
vezes, v/v) em solugcdo de NaCl 10 mM previamente filtrada através de membrana

0,45 um.
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A viscosidade da nanoemulsdo foi determinada com auxilio de viscosimetro
rotacional Brookfield, modelo LVDV-ll+ Pro com spindle ULA. Para as
determinacdes, a amostra foi acondicionada no dispositivo acoplado a banho de

agua termostatizado circulante a 25 °C + 1 °C.

O conteudo declarado de anfotericina B foi verificado na formulacéo testada.
Para isso, a dispersao coloidal foi tratada com metanol a fim de extrair o ativo da
nanoemulsdo ApOs a extracdo, uma aliquota da amostra foi analisada por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) (Perkin Elmer Series 200, UV/Vis, A=
360 nm) para determinacdo quantitativa do ativo. A fase movel utilizada era
composta de acetonitrila, metanol e EDTA 0,0025M, na propor¢cdo de 40:45:15. O

método analitico foi devidamente validado.

A concentragdo de ativo associado aos coldides foi avaliada considerando-se
a diferenca entre a concentragdo total de anfotericina B na formulagdo e a
concentracéo de anfotericina na forma livre presente na fase aquosa da disperséo. A
determinacdo do ativo livre foi realizada através de ultrafiltracdo-centrifugacdo da
dispersdo (membrana de nylon - porosidade 0,45 um) quantificando-se a anfotericina

B livre no ultrafiltrado por CLAE.

Possiveis fendmenos de instabilidade da nanoemulsdo de anfotericina B
foram avaliados através de retroespalhamento de luz (Turbiscan Lab®). As analises

foram conduzidas a 25 °C por 1h com scans a cada 5 minutos.

A estabilidade da nanoemulsédo foi analisada ao longo do tempo, através do

doseamento da nanoemulséo e avaliagcdo do tamanho de goticula.
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Avaliacdo da atividade antifungica in vitro

Para avaliacdo da suscetibilidade dos agentes da cromoblastomicose a
nanoemulsdo de anfotericina B produzida foi utilizado o documento M38-A2 do
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) (20). Os isolados foram cultivados
em agar batata (BD, Franklin Lakes, USA) por 7 dias a 35°C e os indculos foram
preparados por adicdo de solucéo salina 0,85% sobre as col6nias fungicas, as quais
foram levemente raspadas com auxilio de uma pipeta estéril. Apds, deixou-se em
repouso durante 3 a 5 minutos, em temperatura ambiente, para a deposicdo das
particulas de maiores dimensdes, e a concentracdo de esporos no sobrenadante foi
ajustada espectrofotometricamente (530 nm). Para os fungos Fonsecaea spp.
(n=44), P. verrocosa (n=6), C. carrionii (n=6) e R. aquaspersa (n=2), os inéculos
foram padronizados na faixa de transmitancia de 68-70%, enquanto que para E.
spinifera (n=2) foi utilizada a faixa de transmitancia de 80-82%, que correspondem a
uma concentracdo final na placa de 1.5 x 10* to 4 x 10* UFC/mL. A viabilidade dos
indculos foi confirmada por plagueamento e contagem do nimero de colonias. Para
fins de comparacdo, foram avaliadas as atividades antifingicas de Abelcet®,
Fungizone®, anfotericina B solubilizada em DMSO e nanoemuls&o branca. A faixa de
concentracdo avaliada para a nanoemulsdo de anfotericina B e Abelcet® foi de 0,5 -
256 pg/mL, enquanto que para Fungizone® e anfotericina B solubilizada em DMSO,
a faixa de concentracdo avaliada foi de 0,03 - 16 pug/mL. A nanoemulsdo branca foi
avaliada em volume idéntico ao volume utilizado de nanoemulsdo de anfotericina B.
As placas foram incubadas a 35°C por até 120 h. As Concentracdes Inibitorias
Minimas (CIM) foram determinadas visualmente por comparacdo com crescimento
nos poc¢os contendo o farmaco com o controle sem tratamento e o controle de

esterilidade, e foi definida como a menor concentracdo de farmaco que impediu
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qualguer crescimento visivel, isto é, que produziu 100% de inibicdo. Candida krusei
ATCC 6258 foi utilizada como controle de qualidade e incluida em cada ensaio

realizado.

Determinacéo da atividade antifngica in vivo

A amostra Fonsecaea pedrosoi ATCC 46428 foi cultivada em agar batata por
10 dias a 26 °C para induzir a formacdo de conidios. Com solugdo salina 0,85%
estéril foi preparada uma suspenséao de esporos e hifas a partir da cultura, a qual foi
quantificada em hemocitdmetro e ajustada em 10’ UFC/mL. Apds, esta suspensao
de esporos foi inoculada em trés pontos da regido dorsal, pela via subcutanea, em
camundongo BALB/c. O camundongo foi mantido por 21 dias e apés eutanasiado. A
amostra de fungo coletada do animal foi semeada em agar Sabouraud- dextrose
acrescido de cloranfenicol e procedeu-se da mesma forma que foi descrito
anteriormente para outros trés animais. Este procedimento foi realizado a fim de
melhorar a viruléncia da amostra fungica. ApOs este processo, esta cepa foi
cultivada novamente em agar batata por 10 dias a 26°C e desta foi produzida uma
suspensao de esporos a qual foi semeada em placas de agar sangue e crescidas a
26 °C por 10 dias. A partir destas culturas foi produzida uma suspensao de esporos
contendo 10° UFC/mL, a qual foi inoculada em camundongos Balb/c machos com 6
a 8 semanas, pesando em média 29 g, intraperitonialmente (100 pL) e em cada uma
das patas traseiras do animal (50 pL). A diluicdo da suspenséo original foi cultivada
em placas de Agar batata para testar a viabilidade. Apés 15 dias da inoculagéo foi
iniciado o tratamento dos animais, até o 30° dia. Os animais foram divididos
randomicamente em sete grupos contendo nove animais em cada. Os animais foram

mantidos em caixas de polipropileno, em fotoperiodo de 12 horas de claro / 12 horas
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de escuro, temperatura controlada de 24 °C, alimentados com racdo padrdo para
roedores e agua ad libitum. Foram realizadas administragdes diarias, sendo quatro
administracdes intralesionais, realizadas mediante anestesia dos animais com
isoflurano, intercaladas com administracdes intraperitoniais e no restante dos dias
foram feitas apenas aplicacdes intraperitoneais. A dose de anfotericina B
(anfotericina B livre, Fungizone®, nanoemulsdo de anfotericina B e Abelcet®) foi de
1mg/kg/dia, dose esta, compativel com as utilizadas em humanos. No 31° dia, apés
anestesia com isoflurano, foi retirado o sangue destes animais pela via intracardiaca,
para realizacdo de exames bioquimicos (creatinina pelo método Jaffé sem
desproteinizacdo, alanina aminotransferase pelo método UV cinético e uréia pelo
meétodo enzimatico UV), e apds os animais foram eutanaziados em camera de CO..
Foram separadas as patas, sendo que uma foi inoculada, apds maceracao, em agar
Sabouraud-dextrose acrescido de cloranfenicol e incubada a 26 °C por 10 dias e
com a outra foi realizada uma analise histopatolégica. A eficacia dos diferentes
tratamentos foi avaliada pela contagem do n° de colbnias obtidas em relagédo aos
controles sem tratamento. Os rins e o figado dos animais também foram avaliados
histopatologicamente. Para os estudos histopatologicos, as pec¢as foram fixadas com
formalina tamponada 10%. As amostras foram devidamente tratadas e cortadas. Por
fim foram realizadas as coloragbes hematoxilina e eosina (H&E) para todos os
orgdos avaliados e coloracdo Grocott exclusivamente para as patas. Todas as
laminas foram examinadas por microscopia éptica. Foram incluidos como controle,
animais infectados sem tratamento, animais que receberam agua glicosada
(utilizada para a diluicdo das medicacdes) e animais que receberam a nanoemulsao
branca. Todos os procedimentos com animais foram aprovados pelo comité de ética

da Universidade Federal do Rio Grande do Sul e do Hospital de Clinicas de Porto
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Alegre (HCPA). Os ensaios foram supervisionados pela equipe técnica da Unidade

de Experimentacdo Animal do Centro de Pesquisa do HCPA

Ensaio de hemolise

Foram isolados eritrocitos de sangue fresco de um voluntério sadio nao identificado.
As hemacias foram lavadas trés vezes com tampéo fosfato (PBS, pH 7,4) e, em
seguida, suspensas em PBS com 5% de hematdcrito. Os tratamentos foram
adicionados a suspensdo de eritrécitos e diluidos com PBS para resultar em
concentracbes finais de anfotericina B de 6,25-50 pg/mL. As hemécias foram
incubadas por 1 h a 37 °C em uma incubadora com agitacdo. A hemdlise foi
interrompida por imersdo dos tubos de amostra em banho de &gua gelada. As
hemécias nao lisadas foram removidas por centrifugacdo a 3000 rpm por 5 min. e a
concentragdo de hemoglobina, que foi liberada das células lisadas no sobrenadante
foi determinada pela medicdo da sua absorvancia a 540 nm. O percentual de
hemodlise foi calculado de acordo com a seguinte equagao:
%Hemolise = 100 x (Abs - Absg) / (Absigo - Absy)

onde Abs; € absorvancia da amostra tratada com cada um dos diferentes
tratamentos, Abs;go absorvancia de 100% das amostras lisadas tratadas com agua
destilada/deionizada, Abs, € a absorvancia da amostra néo lisada tratada com PBS,

pH 7,4.

Avaliacéo da Citotoxicidade e Mutagenicidade
A nanoemulsdo de anfotericina B produzida foi avaliada quanto a seu

potencial citotéxico e mutagénico, quando comparado com o farmaco livre.
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Células V79 (fibroblastos de pulm&o de hamster chinés) foram mantidas em
cultura continua em garrafas de 25 cm? O cultivo foi realizado em meio DMEM,
suplementado com 10% de soro bovino fetal, 100 Ul/mL de penicilina e 100 pg/mL
de sulfato de estreptomicina (0,2 mg/mL L-glutamina, incluido no protocolo de
formacado de coldnia). A incubacéo foi a 37°C sob atmosfera imida (90%) com 5%
de CO,/ar. Para desgrudar as células dos frascos de cultura foi utilizado tratamento

com 0,15% de tripsina e 0,08% de EDTA em PBS.

Em seguida, a linhagem V79 foi incubada em placas para cultura de células
com seis pog¢os na concentracdo de 200 células por poco, sendo trés pocos por
grupo de tratamento. As células foram crescidas em 2 mL de meio de cultura DMEM
(Dulbecco's Modified Eagle's Medium, high glucose - Gibco), suplementado com
soro bovino fetal e antibiéticos por 24 + 1 horas a 37 £ 1 °C e 5% de CO,. No
experimento Clonogénico — Escolha de Doses, as células foram incubadas em meio
de cultura por 24 £ 1 horas a 37 £ 1 °C e 5 % de CO, com o controle negativo ou
com a substancia teste (anfotericina B livre ou nanoemulsdo de anfotericina B). No
experimento Clonogénico — Citotoxicidade, as células também foram tratadas por 24
+ 1 horas a 37 £ 1°C e 5 % de CO, com o controle negativo (DMSO 0,5%),
substéancia teste e com o controle positivo (DMSO nas concentracdes de 0,5, 1, 2, 4
e 8 %). Apds os tratamentos, o meio de cultura foi aspirado, as células foram
lavadas com PBS e reincubadas com meio de cultura a 37 £ 1 °C e 5 % de CO2.
Apos sete dias do inicio do ensaio, 0 meio de cultura foi aspirado, as células foram
fixadas e coradas com uma solugcédo de cristal violeta 0,1 % e as coldnias visiveis

foram contadas.
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O Teste Salmonella/microssoma foi realizado com diferentes concentragdes
da amostra, utilizando as linhagens TA98, TA100, TA97a, TA1535 e TA102 na
presenca e auséncia de fracdo pés-mitocondrial de figado - S9 (Moltox™). As
linhagens serdo incubadas por 20-30 minutos com a amostra na presenca e
auséncia de ativacdo metabdlica, sendo posteriormente homogeneizadas com agar
de superficie e espalhado em placas de meio minimo para incubacao por 48-72
horas a 37°C. Foram usadas placas em triplicata, incluindo os controles negativo e
positivo Apdés o periodo de incubacdo, o numero de colbnias revertentes sera
contado. O teste Salmonella/microssoma — Escolha de doses foi realizado da

mesma forma, mas utilizado apenas a linhagem TA 100.

Analises estatisticas

Na caracterizacdo da nanoemulsdo sdo empregados os valores de média e

desvio-padrao referentes a trés lotes distintos.

Na determinacdo da concentracdo inibitéria minima, avaliagdo quantitativa
das col6nias obtidas do macerado das patas e no ensaio de hemdlise foi utilizado o
teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis com teste Post-Hoc de Dunn. Quando

p<0,05, as diferencas foram consideradas estatisticamente significantes.

Com relacdo aos dados de ensaios com células V79 foram expressos em
meédia e desvio padrdo e analisados estatisticamente por ANOVA de uma via com
teste de Tukey de comparagdes multiplas, utilizando o software GraphPad Prism

4,00. Diferencas foram consideradas significativas quando P <0,05.

Dados de mutagenicidade em bactérias foram analisados usando o software

Salmonel. Um composto foi considerado positivo para mutagenicidade apenas
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quando: (a) o numero de revertentes foi de pelo menos o dobro do rendimento
espontaneo (IM = 2 - indice mutagénico: niumero de colbnias induzidas na amostra /
namero de coldnias espontaneas no controle negativo), (b) uma resposta significante
foi determinada por analise de variancia (p < 0,05), e (c) quando houve uma dose-

resposta positiva reprodutivel (P < 0,01).

Resultados

Preparacao e caracterizacado da nanoemulséo de anfot ericina B

Em relagédo ao preparo foram avaliados os efeitos dos ciclos realizados no
homogeneizador a alta presséo na reducdo do tamanho de goticula e polidisperséo.
Verificou-se através da técnica de espalhamento de luz dindmico que a formulagéo
com 3, 6 ou 9 ciclos (Figura 1) apresentou populacédo exclusivamente nanométrica,
entretanto de 3 para 6 ciclos houve uma diminuigdo no tamanho de goticula médio
(de 182 nm para 166 nm ) e na polidispersao (1,782 para 1,612), enquanto que
entre 6 e 9 ciclos ndo houve alteragdo em nenhum dos parametros avaliados.
Determinou-se, entdo, que a formulacdo empregada nos experimentos seria
produzida com 6 ciclos de 500 bar. Assim, o tamanho de goticula foi de 166 £ 5 e

polidispersao de 1,612 + 0,01.

Quanto a caracterizacao fisico-quimica, foi avaliado o potencial zeta, o qual
foi de -23,6 + 1,02 mV, valor este considerado adequado para manter o sistema sem
agregacao e precipitacdo das nanoestruturas, devido a repulséo eletrostatica que as

mesmas apresentam, resultante da carga de superficie.

O pH 6,5 + 0,1 é condizente com as matérias-primas e método de preparo
empregado. O teor experimental obtido foi préximo ao valor teérico (0,575 + 0,05

mg/mL e 0,5 mg/mL respectivamente). Com relacdo a taxa de associacao, esta foi
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de 80,87%. Quanto ao perfil reolégico da nanoemulsdo produzida, este se
apresentou como newtoniano (2 = 0,1 cP), onde a viscosidade é constante com o
aumento da taxa de cisalhamento e os valores de tensédo e taxa de cisalhamento

apresentam-se diretamente proporcionais.

Uma nanoemulsédo branca, sem anfotericina B, foi igualmente preparada e
caracterizada. O didmetro médio obtido foi de 171 £ 3 nm e polidispersao 1,637 *
0,01, o potencial zeta -22,7 + 1,07 mV , pH foi de 6,22 + 0,1 e viscosidade (2 + 0,1
cP). Estes resultados indicam que a presenca da anfotericina B na nanoemulsao néo

modifica as caracteristicas fisico-quimicas analisadas.

Foi realizada a andlise de retroespalhamento de luz dindmico. O principio
desta técnica baseia-se na variacdo da fracdo volumétrica da goticula, resultando na
variacao transmissao e do backscattering. Pode-se determinar através desta técnica
fendbmenos de migracao de goticula como cremagem e sedimentacdo e fendbmenos
de alteracdo no diametro como floculacdo e coalescéncia. Aléem disso, é possivel
verificar os fenbmenos de instabilidade muito antes que o analista possa detecta-lo
visualmente. Avaliando a figura 2 pode-se verificar um aumento na variagcdo do
backscattering na base da cubeta e diminuicdo do backscattering no topo desta, que
indicam a migracdo de particulas do topo para a base da cubeta, sugerindo um

possivel fendmeno de sedimentacdo de nanocristais do farmaco.

Realizou-se uma avaliagcdo da formulagdo por microscopia eletronica de
transmissdo. As imagens obtidas sdo condizentes com os dados de tamanho de

particula e polidispersao obtidos por outras técnicas (Figura 3).

Avaliou-se também a estabilidade das formulacbes produzidas. As

nanoemulsdes (anfotericina B e branca) sdo estaveis por 45 dias conservadas em
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geladeira. H4 o surgimento de uma populacdo micrométrica apés 60 dias de

estocagem em geladeira, mas ndo ocorrendo reducéo no teor de farmaco.
Avaliacdo da atividade antifungica in vitro

De acordo com a tabela 1 verificou-se que nédo foi possivel determinar a
concentracdo inibitéria minima para a nanoemulsdo de anfotericina B e Abelcet® em
agentes da cromoblastomicose pela metodologia in vitro. A nanoemulsdo branca nao
apresentou atividade inibitéria. A anfotericina B solubilizada em deoxicolato de sédio
(Fungizone®) possui uma tendéncia de maior atividade antifingica que o farmaco

livre solubilizado em DMSO.
Determinacédo da atividade antifungica  in vivo

A nanoemulsdo de anfotericina B produzida apresentou atividade antifangica
superior ao farmaco livre, Fungizone® e até mesmo & Abelcet®, dados estes que
estdo contidos na tabela 2. A reducdo no n° de colbnias foi estatisticamente
significativa nos animais foram tratados com a nanoemulsdo de anfotericina B,
guando comparados ao grupo controle, ao grupo tratado com agua glicosada e ao

grupo que recebeu a nanoemulsao branca (p<0,01).

Através dos exames bioquimicos pudemos verificar que n&do houve alteragdo nos
niveis de creatinina (0,3 mg/dL) para todos os diferentes grupos e 0s niveis de uréia
foram mais elevados nos animais que receberam anfotericina B Livre e Fungizone®
(tabela 3), sendo que ambos os grupos diferem significativamente dos grupos que
receberam agua glicosada, nanoemulsédo branca e o grupo controle (p< 0,01). Os
niveis foram semelhantes entre a nanoemulsdo de anfotericina B e Abelcet®, os

quais nao diferiram significativamente do controle, sugerindo que houve uma
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protecdo renal com estes tratamentos. Os niveis de alanina aminotransferase nao

foram diferentes do grupo controle, para todos os grupos avaliados.

Com relacdo as analises histopatolégicas, pudemos verificar nas patas de animais
eutanaziados apoés 15 dias da inoculagéo (data do inicio dos tratamentos) que ha a
presenca majoritaria de esporos nos tecidos, proximo a camada cérnea, com raras
hifas, sendo que as estruturas fungicas ndo se transformaram em células
escleréticas. Ha presenca de reacdo granulomatosa e certo grau de fibrose (Figura
4).

Na andlise dos cortes histologcos de rins (Figura 5), pudemos verificar que 0s
veiculos (agua glicosada (b) e Nanoemulsdo Branca(c)) ndo causaram danos renais.
Anfotericina B Livre (d) e Fungizone® {(e) causaram graves danos aos rins, sendo
gue no primeiro tratamento pode-se visualizar necrose tubular aguda grau 3 no
tubulo proximal e no segundo tratamento, necrose tubular aguda grau 2 tanto no
tibulo proximal quanto no coletor. J& nos animais tratados com Abelcet® (f), é
possivel verificar necrose focal no primeiro segmento do tibulo proximal e necrose
tubular aguda grau 2 no tubulo coletor e nos tratados com a nanoemulsdo de
anfotericina B (g), também verificou-se que ha a presenca de necrose focal no tubulo
proximal, mas com menor intensidade, quando comparada com Abelcet® e mantém
a necrose tubular aguda grau 2 no tubulo coletor. Com estes dados podemos afirmar
gue a nanoemulsdo de anfotericina B protegeu os rins quando comparada ao

farmaco livre e Fungizone® e a protecao foi superior & de Abelcet®.

Ja na analise dos figados dos animais tratados verificou-se que a agua glicosada,
veiculo utilizado para diluir as medicacdes (indicada para a anfotericina B, pois
solucédo salina é incompativel), causou danos hepéticos e consequentemente em

todos os tratamentos ha a presenca de certo grau de processo degenerativo
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citoplasmatico. Para o farmaco livre, Fungizone® e a nanoemuls&o de anfotericina B
foi possivel visualizar danos superiores aos causados pela agua glicosada. Ja com a
Abelcet® foi possivel verificar um menor processo de microvacuolizacdo quando
comparada com a agua glicosada e ndo houve presenca de danos quando

administrada a nanoemulsdo branca.

Ensaio de hemolise

Os resultados do ensaio de hemolise estdo contidos na figura 6. H4A uma tendéncia
de reducdo no percentual de hemdlise nos grupos tratados com a nanoemulséo de
anfotericina B e com Abelcet®, quando comparados com os grupos tratados com

Fungizone® e anfotericina B Livre.

Avaliacdo da Citotoxicidade e Mutagenicidade

No experimento Clonogénico — Escolha de Doses, a linhagem foi incubada
com o controle negativo ou com a anfotericina B nas concentracbes de 0,0208,
0,208, 2,08, 20,8, 208 ug/mL. A substancia teste induziu 100 % de citotoxicidade nas
duas maiores concentracdes utilizadas. Além disso, pela aplicacdo da regressao néo
linear o valor de 2,484 pg/mL foi estimado como IC50.

Com base nos resultados do experimento Clonogénico — Escolha de Doses, o
experimento Clonogénico— Citotoxicidade foi realizado com a anfotericina B nas
concentracbes de 0,25, 0,5, 1, 2 e 4 pg/mL. A anfotericina B foi considerada
citotoxica nas concentracdes a partir de 4 pg/mL para fibroblastos de pulméo de
hamster chinés — células V79. Além disso, a substancia teste apresentou o valor de
2,65 pg/mL como valor de IC50, ou seja, a concentragdo minima que induz morte

celular em 50 % da populacgéo tratada.
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No experimento Clonogénico — Escolha de Doses, a linhagem foi incubada
com o controle negativo ou com a nanoemulséo de anfotericina B nas concentracdes
de 0,0001, 0,001, 0,01, 0,1 e 10 pg/mL. Nao foi possivel determinar o IC50.
Baseados neste resultados, o experimento Clonogénico— Citotoxicidade foi realizado
com a nanoemulsdo de anfotericina B nas concentracdes de 0,25, 0,5, 1, 2 e 4
png/mL, mesma concentracao utilizada para o farmaco livre. A hanoemulsao néo se
mostrou citotoxica nestas concentracdes, também ndo sendo possivel determinar o
IC50.

Nos experimentos realizados para a anfotericina B e com a nanoemulséo,
também foi utilizado o controle positivo DMSO nas concentracdes de 0,5, 1, 2, 4 e
8%, sendo que este composto apresentou o valor de IC50 de 2,093% e 2,912%
respectivamente (estimado pela regressédo nao linear). Estes valores sdo similares
aos dados do histérico do laboratorio, o que confirma a validade dos experimentos.

O teste Salmonella/microssoma- Escolha de Doses foi realizado com a
linhagem TA100, em auséncia e em presenca de metabolizacdo, nas mesmas
condicbes descritas para o teste Salmonella/microssoma - Mutagenicidade. As
concentragdes utilizadas de anfotericina B foram de 0,67, 3,33, 16,66, 83,32 e 416,6
Hg/placa em presenca e auséncia de metabolizacdo, sendo a dose maxima testada
determinada conforme o limite da solubilidade da substancia teste. Nenhuma das
concentragbes testadas mostrou toxicidade. Assim, as concentragdes escolhidas
para o teste Salmonella/microssoma — Mutagenicidade foram de 82,3, 166,6, 250,0,
333,3 e 416,6 pg/placa em auséncia e em presenca de metabolizacdo. A substancia
teste ndo apresentou toxicidade em nenhuma das linhagens e concentracdes
testadas no teste Salmonella/microssoma — Mutagenicidade. A anfotericina B

apresentou resultados negativos para mutagenicidade, ndo sendo capaz de induzir
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mutacéo reversa nas linhagens de S. typhimurium TA100, TA98, TA97a, TA102 e
TA1535, quando testadas da concentracdo de 0,67 pg/placa até a concentracédo de
416,6 pg/placa em auséncia e em presenca de fracdo metabolizante de figado de
rato de S9.

O Teste Salmonella/microssoma- Escolha de Doses foi realizado com a
linhagem TA100, em auséncia e em presenca de metabolizacdo, nas mesmas
condicbes descritas para o teste Salmonella/microssoma- Mutagenicidade. As
concentracfes utilizadas de nanoemulsédo de anfotericina B foram de 0,008, 0,04,
0,2, 1 e 5 plL/placa em presenca e auséncia de metabolizacdo, sendo a dose
maxima testada determinada conforme a concentragdo maxima recomendada para
testes com substancias liquidas. Nenhuma das concentracfes testadas mostrou
toxicidade. Assim, as concentracdes escolhidas para o teste Salmonella/microssoma
— Mutagenicidade foram de 1, 2, 3, 4 e 5 yL/placa em auséncia e em presenca de
metabolizacdo. Estes 5uL equivalem a 2,375 pg de anfotericina B. A substancia
teste ndo apresentou toxicidade em nenhuma das linhagens e concentracdes

testadas no teste Salmonella/microssoma - Mutagenicidade .

Discussao

No presente trabalho foram avaliados os efeitos de uma nanoemulsao de
anfotericina B, visando aumentar a atividade antifingica deste farmaco frente a
agentes da cromoblastomicose, bem como reduzir os efeitos adversos causados
pela anfotericina B.

A anfotericina B, por apresentar mecanismo fungicida, possui maior espectro
gue os demais antifingicos clinicamente disponiveis (9, 10). A nefrotoxicidade é o

efeito adverso associado mais comum, fato que limita a utilizacdo de doses maiores,
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além de afetar pelo menos 30% dos individuos tratados e ser responsavel por uma
alta taxa de mortalidade (21-23). Diminuir esta toxicicidade foi o alvo de muitos
estudos baseados na nanotecnologia (24, 25). E relatado na literatura que as
formulacbes nanoestruturadas comerciais de anfotericina B apresentam maior a
tolerabilidade, pela minimizacdo dos efeitos adversos, enquanto mantém ou
melhoram o perfil de eficacia quando comparadas com a anfotericina B convencional
(26). Entretanto, estas formulacbes foram utilizadas em apenas dois casos de
cromoblastomicose na literatura, um com resultado positivo e o outro negativo (27,
28). Assim, ndo sabemos qual € o papel destas formulagcdes no tratamento da

cromoblastomicose.

Nanoemulsdes sdo preparagdes farmacéuticas obtidas pela disperséo
de duas fases liquidas imisciveis ou praticamente imisciveis com auxilio de um
sistema emulsionante adequado, com tamanho de goticula na faixa de 50 a 200 nm
podendo ir até 500 nm. Geralmente apresentam aspecto leitoso e possuem
compatibilidade com o didmetro dos vasos sanguineos (12, 29). Por
aproximadamente 30 anos, vem sendo investigado o uso de nanoemulsdes para a
administracdo parenteral de farmacos. Emulsdes oOleo/agua sé&o utilizadas como
sistema de entrega preferencialmente quando o farmaco € soltvel na fase oleosa da
emulsdo. Também podem ser utilizadas no caso de farmacos com fraca solubilidade
em meio aquoso e organico, mas que podem ser "solubilizados" por se localizarem
na camada interfacial da emulsdo. Um bom exemplo é a anfotericina B (29, 30). Uma
das metodologias empregadas para a producdo de nanoemulsbes € a
homogeneizagdo a alta pressdo. Esta técnica possui como vantagens o fato de ser
um meétodo fisico capaz de obter emulsées monodispersas, mas principalmente o

fato de haver grande disponibilidade de equipamentos com diferentes capacidades
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de producdo, possibilitando o escalonamento, o que pode resultar em formulacdes
com menor valor agregado quando comparadas as formula¢cdes nanoestruturadas
disponiveis comercialmente, onde sdo empregadas outras técnicas de producéo
(29). Geralmente, os parametros de fabricacdo (presséo, temperatura e numero de
ciclos de homogeneizacéo, influenciam o tamanho das goticulas obtidas por este
processo. O aumento no numero de ciclos leva a uma reducdo no tamanho de
goticula até um limite, em que a diminuicdo se torna irrelevante (31). Isso pode ser
observado em nosso estudo onde o aumento de 3 ciclos para 6 ciclos proporcionou
uma diminuicao, entretanto de 6 para 9 ciclos, ndo houve alteracdo no tamanho de
goticula. O aumento da presséo, assim como o da temperatura, leva a diminuicdo no
tamanho de goticula formada, porém, uma alta pressdo e uma alta temperatura
levam a um alto gasto de energia, havendo maior vantagem em realizar um maior
namero de ciclos a uma pressao e temperatura moderadas (31). Entretanto, como
em nosso caso nao haveria a possibilidade de realizar um aumento na temperatura,
visto que a anfotericina B é um farmaco termolabil, o que acarretaria na degradacéo
do farmaco. A nanoemulsdo produzida por esta técnica apresentou caracteristicas
satisfatérias para uma nanoemulsdo para utilizacdo parenteral. A producdo de
nanoemulsdes de anfotericina B sédo relatadas na literatura (32-34), mas nenhuma
foi produzida por esta técnica e nenhuma foi testada contra agentes da

cromoblastomicose.

Alguns estudos realizaram a avaliacdo in vitro da atividade antifingica de
nanoemulsdes de anfotericina B (32, 33, 35). Tabosa do Egito et al. (1994) verificou
atividade similar entre a nanoemulsao produzida e a formulacado convencional (32).
Darole et al. (2008) encontrou 0os mesmos resultados, sendo que além da

nanoemulsao ter atividade igual a formulagdo convencional, apresentou também a
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mesma atividade que anfotericina B solubilizada em dimetilformamida (35). Ja Fillipin
et al. (2008) verificou que a nanoemulsao possuia atividade antifangica superior que
a formulacdo convencional e a anfotericina B solubilizada em DMSO (33). No
entanto, cada estudo utilizou uma metodologia distinta, por isso a discrepancia entre
os resultados. Além disso, utilizaram apenas um isolado para teste, sempre do
género Candida. Estes resultados podem néo ser reproduzidos quando se tem um
namero maior de isolados em teste. Além disso, o que explicar o fato destes estudos
obterem resultados tdo divergentes dos por nés obtidos, € a composicédo da parede
celular da levedura, que pode ser mais permeavel as hanoemulsdes que 0s agentes
da cromoblastomicose e por isso agir com igual ou maior efetividade que a
formulacéo convencional. Em relagdo ao ensaio por nos realizado podemos levantar
algumas hipéteses para nao ter sido possivel determinar a CIM para os agentes da
cromoblastomicose. Tanto na nanoemulséo de anfotericina B quanto em Abelcet®, o
farmaco pode estar intercalado nos fosfolipideos, de tal forma que pode acarretar no
impedimento ou reducédo na liberacdo deste para o meio de cultura para que este
esteja disponivel para atuar. Além disso, ndo ha condi¢édo sink no ensaio utilizado, o
gue também pode contribuir para que o farmaco ndo saia das nanogoticulas. A
anfotericina B solubilizada em deoxicolato sédico (Fungizone®) apresentou maior
atividade antifungica que o farmaco livre solubilizado em DMSO. O deoxicolato
sédico possui propriedades detergentes que podem auxiliar na lise da membrana
celular do fungo e isso explicaria a maior atividade desta formulagdo. O DMSO esta
em quantidade menor que 1% nos ensaios, concentracdo esta que nao interfere no

crescimento fangico.

No modelo in vivo, ndo foi possivel obter as formas escleroéticas. Entretanto o

experimento se mostrou valido por podermos avaliar a atividade de diferentes
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formas de anfotericina B, bem como por podermos avaliar os efeitos destes

tratamentos em um organismo complexo.

Neste estudo seguimos a forma indicada de administracdo de anfotericina B
na cromoblastomicose: associacao de administragcoes sistémicas e administragbes
intralesionais (6, 8). Um fator que pode ter contribuido para o melhor desempenho
da nanoemulsdo de anfoterina B produzida, mesmo em relacdo & Abelcet® é a
composicdo de Oleos utilizadas na primeira formulacdo. Na elaboracdo da
formulag&o foram utilizados os 6leos de oliva e de peixe. O Gleo de oliva apresenta o
composto fendlico oleocantal, que possui atividade antiinflamatéria, atuando na
inibicdo da cicloxigenase, enzima responséavel pela biossintese de prostaglandinas
(36). O 6leo de peixe é rico em édmega 3 (acidos graxos poliinsaturados), sendo que
estes compostos atuam inibindo enzimas pro-inflamatorias (37). A composigcdo de
Oleos por si s6 ndo apresentou atividade antifUngica, mas quando em conjunto a
anfotericina B, pode ter contribuido, de forma sinérgica, com a atividade antifingica
e por isso foram encontradas CIM inferiores para a nanoemulsdo do que com as
demais formulacdes. E conhecido que antiiflamatérios ndo esteroidais, em especial 0
diclofenaco, podem diminuir a producdo de biofimes e formacdo de hifas por
Candida albicans, possivelmente atraves da inibicdo da biossintese de
prostaglandinas (38, 39). Estes relatos sugerem que os antiflamatérios néo
esteroidais podem inibir a morfogénese de hifas e deste modo contribuir com a

eficacia dos antifungicos (40).

Os sistemas nanocarreadores lipidicos das formulacdes comerciais diferem
entre si em varios aspectos, mas apesar disso, a anfotericina B em qualquer um
destes veiculos € menos toxica as células dos mamiferos que a forma convencional

(41). Neste sentido, conseguimos atingir o objetivo de que a formulacdo fosse
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menos téxica aos rins que Fungizone® e a anfotericina B solubilizada em DMSO.
Comparada com Abelcet®, os rins dos animais tratados com a nanoemulsdo
apresentaram maior necrose focal no tubulo proximal. Entretanto comparando os
valores de uréia sanguineo dos dois grupos ndo ha uma diferenca significativa,
mostrando que em ambos o0s grupos a funcdo renal mantém-se semelhante. O
mesmo ocorreu na analise dos figados, em que apesar de todos 0S grupos
apresentarem algum dano, a dosagem de alanina aminotransferase néo foi
significativamente diferente entre os grupos avaliados. E conhecido que muitas
vezes uma lesdo nao representa perda de funcéo do 6rgdo. Os biomarcadores séo

indicadores mais fidedignos da funcao de um érgao (42).

O uso de Fungizone® é limitado também devido & sua intolerancia
hematologica. O ensaio de hemodlise demonstrou que um minimo de hemdlise
quando as hemdacias foram tratadas com Abelcet® e com a nanoemulsdo de
anfotericina B. Outros estudos encontraram resultados similares para hanoemulsdes
e outras formulag@es lipidicas (24, 35). Neste sentido, a formulacdo desenvolvida
pode ser seletiva para células fungicas sobre células dos mamiferos, apesar da
razao para esta seletividade n&do ser totalmente esclarecida. Alguns autores
atribuem para a diminui¢cdo do potencial hemolitico a um aumento na seletividade da

anfotericina B quando complexada para o ergosterol (24, 43).

A reducdo do potencial citotéxico da anfotericina B também pode ser vista
também através do ensaio clonogénico. Enquanto a anfotericina B livre foi citotdxica
em concentragbes a partir de 4ug/mL, com a nanoemulsdo a concentracdo de
10pg/mL ndo apresentou citotoxicidade, além de ndo poder se estimar o IC50. A

anfotericina B ndo se mostrou mutagénica, assim como a nanoemulsao produzida.
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Estes testes ndo sdo comumente utilizados quando s&o utilizados materiais
biocompativeis, aprovados para o uso pelas agéncias reguladoras. Entretanto,
somente sdo conhecida suas caracteristicas toxicologicas isoladamente, ndo quando
em combinacdo com outras matérias-primas (18, 44, 45). Apesar do amplo
desenvolvimento da nanotecnologia, o conhecimento sobre o efeito dos
nanocarreadores sobre a saude humana € praticamente ausente (46). Por isso, a
avaliacao dos sistemas nanoestruturados € necessaria.

Deste modo, pudemos verificar que a nanoemulsdo produzida apresenta
excelente atividade antifungica contra os agentes da cromoblastomicose in vivo,
sendo menos nefrotoxica que a formulacdo convencional. A avaliacdo de sistemas
nanoestruturados quanto a atividade antifingica nao deve ser realizada por métodos
in vitro. Os ensaios toxicolégicos mostram que a utilizacdo da nanoemulsdo seria
segura e a sua producdo ser facilmente escalonada, em virtude da técnica
empregada. Neste sentido, a nanoemulsdo de anfotericina B poderia ser, no futuro,
uma alternativa para o tratamento para cromoblastomicose, uma micose

negligenciada, que carece de opc¢des terapéuticas.
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Tabela 1. Avaliagdo da atividade antifingica de anfotericina B livre, Fungizone®,
Abelcet® e nanoemulsao de anfotericina B em agentes da
cromoblastomicose.Valores expressos em Média Geométrica das Concentracdes

Inibitérias Minimas (MG CIM) .
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MG CIM (ug/mL)

Nanoemulsao de

Anfotericina B Fungizone® Anfotericina B Abelcet®
Livre

Cladophialophora
carrionii (n= 6) 3,175 1,123 > 256 > 256
Fonsecaea spp.
(n=44) 3,937 1,604 > 256 > 256
Exophiala spinifera
(n=2) 4 2 > 256 > 256
Phialophora
verrucosa (n=6) 6,345 1,782 > 256 > 256
Rhinocladiella
aquaspersa (n=2) 4 2 > 256 > 256

Tabela 2. Contagem de colbnias obtidas apés inoculacdo das patas maceradas dos
camundongos BALB/c em Agar Sabouraud acrescido de cloranfenicol e incubadas a

26 °C por 10 dias, para os diferentes tratamentos testados.

Nanoemulsdo Abelcet” Fungizone® Anfotericina Nanoemulséo Agua Controle

Anfotericina B Livre Branca Glicosada
B
N° Colonias 0,33 3,25 3,20 3,40 4,88 4,71 4,88
(média)
Desvio Padrao 0,71 3,33 3,38 3,89 3,14 2,87 3,26

Tabela 3: Niveis de uréia obtidos para os diferentes tratamentos pelo método
enzimatico UV. (Valores expressos em mg/dL de sangue).

Nanoemulsdo Abelcet” Fungizone® Anfotericina Nanoemulséo Agua Controle
Anfotericina B Livre Branca Glicosada
B
Uréia 63,33 61,67 70,13 83,1 54,5 54,43 53,78

Desvio Padrao

2,18 2,18 2,80 2,03 2,20 2,37 2,44
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Figura 1. indice de polidispersdo e tamanho de goticula médio obtido para a

nanoemulséo de anfotericina B em 3 (a), 6 (b) e 9 (c) ciclos de 500 bar.
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Figura 2. Analise de retroespalhamento de luz dindmico obtido para a nanoemulsédo

de anfotericina B.

Figura 3. Microscopia eletrénica de transmissédo da nanoemulsdo de anfotericina B.
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Figura 4. Cortes histoldgicos das patas de camundongos Balb/C machos apés 15

dias da inoculacdo. Presenca majoritaria de esporos. Coloracao Grocott - 100x

Figura 5. Analise histopatol6gica dos rins nos diferentes tratamentos: (a) controle, (b)
agua glicosada, (c) nanoemulsdo branca, (d) anfotericina B livre, () Fungizone®, (f)

Abelcet®, (g) nanoemuls&o de anfotericina B. Coloracdo H&E — 40x.
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Capitulo II: Suscetibilidade in vitro e in vivo de agentes da cromoblastomicoses a
nanoemulséo de itraconazol. (Artigo Formatado de Acordo com as Normas da

Revista Journal of Antimicrobial Chemotherapy)
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Resumo

Objetivos: Uma nanoemulsdo de itraconazol para administracdo parenteral foi
avaliada quanto a sua atividade in vitro e in vivo em agentes da cromoblastomicose,

bem como em relagcéo ao seu potencial toxicoldgico.

Métodos: A nanoemulsdo foi produzida pela técnica de homogeneizacdo a alta
pressdo e caracterizada quanto ao tamanho de goticula e polidisperséao, potencial
zeta, viscosidade, pH, taxa de associacdo, concentracdo de farmaco e quanto a
presenca de fendmenos de instabilidade. Na avaliagdo in vitro da atividade
antifngica foi empregado o protocolo M38-A2 do CLSI. Na avaliacdo in vivo, uma
suspensdo de esporos com concentracdo de 10° UFC/mL da cepa de Fonsecaea
pedrosoi 46428 ATCC foi inoculada em camundongos BALB/c nas patas traseiras e
peritdnio. Apos 15 dias da inoculacdo os animais foram tratados até o 30° dia.
Andlises histopatologicas de rins, figado e patas foram realizadas. Os parametros
bioquimicos (uréia, creatinina e alanina transferase) também foram analisados.
Quanto aos ensaios  toxicoldgicos, foram empregados o0s testes
Salmonella/microssoma e clonogénico.

Resultados: A nanoemusédo produzida mostrou caracteristicas satisfatérias para a

administracdo parenteral, apresentou atividade antifingica in vitro semelhante ao
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farmaco livre. No ensaio in vivo, 0s animais tratados com a nanoemulsédo
apresentaram um menor crescimento de colbnias fungicas e reduzida toxicidade
hepatica quando comparados com os tratados com itraconazol. A reducdo na
toxicidade foi confirmada pela dosagem de alanina aminotransferase. Nos ensaios
toxicoldgicos, o itraconazol foi citotéxico na concentracdo de 0,41upg/mL, enquanto

gue a nanoemulséo nao foi na concentracéo de 4,915 pg/mL.

Concluséo: A formulacéo foi segura e eficaz contra agentes da cromoblastomicose.
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Introducao

A cromoblastomicose é uma infeccdo micotica, cutdnea e subcutanea,
causada por fungos negros sapréfitos, que sdo onipresentes no ambiente. ' A
infecc@o é causada por inoculacdo traumatica do agente etiolégico através da pele,

geralmente por espinhos contaminados ou lascas. 2

Os pacientes com
cromoblastomicose sdo um desafio terapéutico. Dos medicamentos e procedimentos
descritos na literatura para o tratamento desta doenga, nenhum podem ser
considerado de escolha, devido ao baixo indice de eficacia a longo prazo. *® O
tratamento é longo e sujeito a recidivas na maior parte dos casos. Um dos principais
farmacos utilizados no tratamento da cromoblastomicose é o itraconazol. * Este
farmaco pertence a classe dos azolicos, os quais atuam inibindo a lanosterol 14a-
demetilase, bloqueando, desta forma, a demetilacdo do lanosterol em ergosterol, o
que altera a permeabilidade e a fluidez normal da membrana, bem como a sintese
da parede celular fungica. > O principal efeito adverso deste farmaco é a
hepatotoxicidade. ® Além disso, sua biodisponibilidade ndo é adequada quando
administrado na forma convencional por via oral. ° O desenvolvimento de
preparacdes nanoestruturadas para as vias intravenosa e oral, fez com que os
problemas relativos a biodisponibilidade fossem superados. ®° Entretanto o

nanocarreador utilizado, a 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina, esta associado a toxicidade

renal, fazendo com que estudos nesta area sejam necessarios. *°

Nanoemulsdes sdo dispersdes formadas por duas fases liquidas, sendo que
uma delas é uma solucdo aquosa e a outra, uma fase organica. Sao sistemas
nanoestruturados amplamente empregados na veiculacdo de farmacos, em especial

para a via parenteral. 2
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Os nanossitemas de diversas origens vém sendo utilizadas na terapéutica.
Apesar do amplo desenvolvimento da nanotecnologia, o0 conhecimento sobre o efeito
dos nanocarreadores sobre a saide humana é praticamente ausente. ** No entanto,
mesmo o0s primeiros estudos revelaram novas propriedades gerais e biolégicas para
materiais conhecidos, que sdo adquiridas quando estas matérias-primas sao
transformadas em nanoparticulas. ***° Entdo houve o surgimento de uma nova area
de estudo dentro na nanotecnologia, a denominada nanotoxicologia, que € a ciéncia
que examina os efeitos de nanoestruturas artificialmente projetadas e os
nanomecanismos sobre os organismos vivos. *° Neste sentido, até mesmo
formulacdes produzidas com materiais biocompativeis devem ser avaliadas quanto a

toxidade. *°

Assim, o0 objetivo deste trabalho foi produzir uma nanoemulséo de itraconazol
para administracéo parenteral e avaliar sua atividade in vitro e in vivo em agentes da
cromoblastomicose, fazendo-se uma comparagdo com o farmaco livre. Além disso, a

formulacéo sera avaliada toxicologicamente e comparada com o farmaco livre.

Métodos

Preparo da nanoemulsao de itraconazol

Para a producdo da nanoemulsdo foram utilizadas matérias-primas e
concentracbes aprovadas pelo Food and Drug Administration (FDA) para
administracdo parenteral. A composicdo da nanoemulséo foi baseada em formulas
empregadas em nutricdo parenteral, sendo que o0s Oleos empregados foram

escolhidos por apresentarem atividade antiinflamatéria, para que pudessem atuar
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contribuindo com a reducdo da inflamacdo, geralmente presente na

cromoblastomicose.

Foram preparadas duas fases distintas, uma fase organica composta por:
6leo de peixe purificado (Lipoid ®) (2,0%), 6leo de oliva purificado (Lipoid ©) (8,0%),
Lipoid® S-40 (Lipoid ®) (1,0%) e vitamin E p6 (Galena Quimica e Farmacéutica)
(0,05%), que aquecida até a temperatura de 40°C em banho-maria com agitacao, a
fim de solubilizar os componentes. Apos esta fase foi arrefecida a temperatura
ambiente, adicionado o itraconazol (Sigma®) (1,0 mg/mL) e mantida sob agitacdo. A
fase aquosa, composta por Pluronic® F-68 (Sigma®) (1,0%), glicerina (Synth® )(2,5%)
e agua Milli Q® em quantidade suficiente para 100 mL, também foi aquecida até a
temperatura de 40°C para a solubilizagcdo dos componentes.

Ambas as fases foram misturadas e homogeneizadas com auxilio do Ultra-
Turrax (T25, Ika), a 16000 rpm por 5 min. Apls, a pré-emulsdo obtida foi
homegeneizada a alta pressdo com refrigeracdo (Panda 2K NS1001L, Niro Soavi)
aplicando-se 9 ciclos de 500 bar. Foi preparada uma nanoemulsdo da mesma
forma e com o0s mesmos componentes, mas sem a presenca de farmaco
(nanoemulsao branca) para fins de comparacédo. As preparacdes foram estocadas a

4°C.

Caracterizagcdo da Nanoemulsao

A nanoemulséo de itraconazol produzida foi caracterizada segundo tamanho
de goticula e polidisperséo, potencial zeta, pH, viscosidade, taxa de associacao,
concentracdo de farmaco e quanto a presenca de possiveis fendbmenos de

instabilidade.
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A determinacéo do diametro e da polidispersdo da nanoemulsédo foi realizada
pela técnica de difracdo de laser (Mastersizer 2000, Malvern), microscopia eletronica
de transmisséo (Jeol, JEM 1200 Exll) e através de espalhamento de luz dindmico
(Zetasizer® nano-ZS modelo ZEN 3600, Malvern). O pH foi medido através de
potenciometro (B474 Micronal) diretamente na nanoemulsdo. O potencial zeta da
nanoemulséo foi obtido através de eletroforese (Zetasizer® nano-ZS modelo ZEN
3600, Malvern). A viscosidade foi determinada com viscosimetro rotacional

Brookfield, modelo LVDV-Il+ Pro com spindle ULA.

A quantidade declarada de itraconazol na formulacéo foi avaliada atraveés do
tratamento da mesma com acetonitrila a fim de extrair o ativo da nanoemulséo. Para
quantificacdo do ativo, uma aliqguota do extraido foi analisada por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) (Perkin Elmer Series 200, UV/Vis, A= 263 nm). A
fase movel era composta de acetonitrila e agua na propor¢cao de 60:40, com adi¢éao
de acido fosforico até pH 3,0 . O método analitico foi validado. A concentracdo de
itraconazol associado a nanoemulsdo também foi avaliada, considerando-se a
diferenca entre a concentragéo total de itraconazol na formulacéo e a concentracéo
de itraconazol livre, contida na fase aquosa da formulacdo. Esta determinacao foi
realizada através de ultrafiltracdo-centrifugacéo das dispersfes (membrana de nylon
- porosidade 0,45 um) quantificando-se o itraconazol B livre no ultrafiltrado por
CLAE. A presenca de fendbmenos de instabilidade da nanoemulsédo de itraconazol
foi verificada através de retroespalhamento de luz (Turbiscan Lab®). As analises
foram realizadas a 25 °C por 1h com scans a cada 5 minutos. A estabilidade da
nanoemulsdo também foi avaliada em 15, 30, 45 e 60 dias apds o preparo, através

de doseamento e determinacdo do tamanho de goticula.
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Ensaio de suscetibilidade in vitro

A avaliacdo da atividade antifingica da nanoemulsao de itraconazol frente
aos agentes da cromoblastomicose foi de acordo com o documento M38-A2 do
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). " Uma suspensé&o de esporos foi
preparada a partir de repiques dos fungos crescidos por 7 dias a 35°C em agar
batata (BD, Franklin Lakes, USA). A concentracdo de esporos na suspensao foi
ajustada em espectrofotbmetro em A = 530 nm. Os in6culos de Fonsecaea spp.
(n=44), P. verrocosa (n=6), C. carrionii (n=6) e R. aquaspersa (n=2) foram
padronizados na faixa de transmitancia de 68-70% e para a o inéculo de E.
spinifera (n=2) foi utilizada a faixa de transmitancia de 80-82%, transmitancias estas
que correspondem a uma concentracdo final na placa de 1.5 x 10* to 4 x 10*
UFC/mL. A viabilidade dos inoculos foi confirmada por plagueamento. Também foi
avaliada a atividade do itraconazol livre solubilizado em DMSO e da nanoemulsao
branca. A faixa de concentracdo avaliada para todos os tratamentos foi de 0,03 - 16
png/mL. A nanoemulsédo branca foi avaliada em volume idéntico ao volume utilizado
de nanoemulséo de itraconazol. As placas foram incubadas a 35 °C por até 120 h.
As Concentracdes Inibitérias Minimas (CIM) foram determinadas visualmente por
comparacdo com o controle de crescimento e o controle de esterilidade, e foi
definida como a menor concentracdo de farmaco que produziu 100% de inibicao.
Candida krusei ATCC 6258 foi utilizada como controle de qualidade e incluida em

todos os ensaios realizados.

Determinacédo da atividade antifungica  in vivo

A amostra Fonsecaea pedrosoi ATCC 46428 foi inicialmente inoculada em 4

animais distintos para melhorar sua viruléncia. Para tanto, a amostra foi cultivada em
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agar batata por 10 dias a 26 °C. A patrtir desta cultura foi preparada uma suspensao
de esporos e hifas, que foi quantificada em hemocitbmetro e ajustada em 10’
UFC/mL. Esta suspensdao foi inoculada em trés pontos da regido dorsal, pela via
subcutédnea, em camundongo BALB/c. O camundongo foi mantido por 21 dias e
apos eutanasiado. A amostra de fungo foi coletada do animal e crescida em agar
Sabouraud- dextrose com cloranfenicol. Este procedimento foi realizado para outros

trés animais.

ApOs esta etapa, a linhagem foi cultivada novamente em agar batata por 10
dias a 26°C e a partir destas colbnias foi produzida uma suspenséo de esporos,onde
2 mL desta foram colocados em cada placa de agar sangue e crescidas a 26 °C por
10 dias. A partir destas culturas foi produzida uma suspensao de esporos contendo
10° UFC/mL, a qual foi inoculada em camundongos Balb/C machos com 6 a 8
semanas, pesando em média 29 g, intraperitonialmente (100 pL) e em cada uma das
patas traseiras do animal (50 uL). Diluicbes da suspenséao original foram cultivadas
em placas de Agar batata para avaliacdo da viabilidade. Apos 15 dias da inoculacéo
foi iniciado o tratamento dos animais, até o 30° dia. Os animais foram divididos
randomicamente em cinco grupos contendo nove animais em cada. Os animais
foram mantidos em caixas de polipropileno, em fotoperiodo de 12 horas de claro / 12
horas de escuro, temperatura controlada de 24 °C, alimentados com racdo padrao
para roedores e agua ad libitum. Foram realizadas administra¢des diarias, sendo
quatro administracdes intralesionais intercaladas com administracfes intraperitoniais
e no restante dos dias foram feitas apenas aplicacdes intraperitoneais. A dose de
itraconazol (nanoemulsao de itraconazol e itraconazol solubilizado em DMSO) foi de
2,85 mgl/kg/dia, sendo que esta dose é proporcional a dose empregada em

humanos. Foram incluidos na avaliacdo animais infectados sem tratamento, animais
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gue receberam agua glicosada (utilizada para a diluicdo das medicacdes) e animais
gue receberam a nanoemulséo branca. No 31° dia foi realizada a retirada do sangue
destes animais pela via intracardiaca, apds anestesia com isoflurano, para
realizacdo de exames bioquimicos (creatinina pelo método Jaffé sem
desproteinizacdo, alanina aminotransferase pelo método UV cinético e uréia pelo
meétodo enzimatico UV). Finalizado este processo, 0os animais foram eutanaziados
em camera de CO; e a partir disso, foram separadas as patas traseiras, sendo que
de cada animal, uma das patas foi macerada com solucéo salina estéril e colocada
em agar Sabouraud-dextrose acrescido de cloranfenicol e incubada a 26 °C por 10
dias e com a outra foi realizada uma analise histopatologica. A eficacia dos
diferentes tratamentos foi avaliada pela contagem do n° de colbnias obtidas em
relacdo ao controle sem tratamento. Foram também retirados os rins e o figado dos
animais para avaliacdo histopatoldgica. Para os estudos histopatoldgicos, as pecas
foram fixadas com formalina tamponada 10% e apds foram devidamente tratadas e
cortadas. Foram realizadas as coloragbes hematoxilina e eosina (H&E) para todos
0s Orgdos avaliados e coloragdo Grocott exclusivamente para as patas. As laminas
foram examinadas por microscopia 6ptica. Todos os procedimentos com animais
foram aprovados pelo comité de ética da Universidade Federal do Rio Grande do Sul
e do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA). Os ensaios foram
supervisionados pela equipe técnica da Unidade de Experimentacdo Animal do

Centro de Pesquisa do HCPA.

Avaliacdo da Toxicidade dos Tratamentos
A nanoemulséo de itraconazol foi avaliada quanto a seu potencial citotoxico e

mutagénico, quando comparado com o farmaco livre.
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Células V79 (fibroblastos de pulméo de hamster chinés) foram mantidas em
cultura continua em garrafas de 25 cm? O cultivo foi realizado em meio DMEM,
suplementado com 10% de soro bovino fetal, 100 Ul/mL de penicilina e 100 pg/mL
de sulfato de estreptomicina (0,2 mg/mL L-glutamina, incluido no protocolo de
formacado de coldnia). A incubacéo foi a 37°C sob atmosfera imida (90%) com 5%
de CO,/ar. Para desgrudar as células dos frascos de cultura foi utilizado tratamento
com 0,15% de tripsina e 0,08% de EDTA em PBS. Apoés, a linhagem V79 foi
incubada em placas para cultura de células com seis pog¢os na concentracdo de 200
células por poco, sendo trés pocos por grupo de tratamento. As células foram
crescidas em 2 mL de meio de cultura DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium,
high glucose - Gibco), suplementado com soro bovino fetal e antibioticos por 24 + 1
horas a 37 + 1 °C e 5% de CO,. No experimento Clonogénico — Escolha de Doses,
as células foram incubadas em meio de cultura por 24 + 1 horasa 371 °Ce 5%
de CO, com o controle negativo ou com a substancia teste (itraconazol livre ou
nanoemulsdo de itraconazol). No experimento Clonogénico — Citotoxicidade, as
células também foram tratadas por 24 + 1 horas a 37 £ 1°C e 5 % de CO, com 0
controle negativo (DMSO 0,5%), substancia teste e com o controle positivo (DMSO
nas concentracdes de 0,5, 1, 2, 4 e 8 %). Apds os tratamentos, o meio de cultura foi
aspirado, as células foram lavadas com PBS e reincubadas com meio de cultura a
37 £1°C e 5 % de CO2. Apls sete dias do inicio do ensaio, 0 meio de cultura foi
aspirado, as células foram fixadas e coradas com uma solucéo de cristal violeta 0,1

% e as colbdnias visiveis foram contadas.

No Teste Salmonella/microssoma -Mutagenicidade foram avaliadas diferentes
concentragbes da amostra utilizando as linhagens TA98, TA100, TA97a, TA1535 e

TA102 na presenca e auséncia de fracdo poés-mitocondrial de figado - S9
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(Moltox™). As linhagens serdo incubadas por 20-30 minutos com a amostra ha
presenca e auséncia de ativacdo metabdlica, sendo posteriormente
homogeneizadas com agar de superficie e espalhado em placas de meio minimo
para incubacédo por 48-72 horas a 37°C. Foram usadas placas em triplicata, incluindo
0s controles negativo e positivo Apds o periodo de incubac&o, o nimero de colbnias
revertentes sera contado. O Teste Salmonella/microssoma — Escolha de doses foi

realizado da mesma forma, mas utilizado apenas a linhagem TA 100.

Analises estatisticas

Na caracterizacdo da nanoemulsdo sdo empregados os valores de média e

desvio-padrao de trés lotes distintos.

Na determinacdo da concentracao inibitéria minima, avaliacdo quantitativa
das col6nias obtidas do macerado das patas e no ensaio de hemodlise foi utilizado o
teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis com teste Post-Hoc de Dunn. Quando

p<0,05, as diferencas foram consideradas estatisticamente significantes.

Os dados de ensaios com células V79 foram expressos em meédia e desvio
padrao e analisados estatisticamente por ANOVA de uma via com teste de Tukey de
comparacdes multiplas, utilizando o software GraphPad Prism 4,00. Diferencas

foram consideradas significativas quando P <0,05.

Dados de mutagenicidade em bactérias foram analisados usando o software
Salmonel. Um composto foi considerado positivo para mutagenicidade apenas
qguando: (a) o numero de revertentes foi de pelo menos o dobro do rendimento
espontaneo (IM = 2 - indice mutagénico: nimero de colénias induzidas na amostra /

namero de colénias espontaneas no controle negativo), (b) uma resposta significante
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foi determinada por analise de variancia (p < 0,05), e (c) quando houve uma dose-

resposta positiva reprodutivel (P < 0,01).

Resultados

Preparo e caracterizacdo da nanoemulsao de itracona  zol

A nanoemulsdo de itraconazol produzida possui distribuicdo de tamanho
totalmente na faixa nanométrica, com diametro médio de 181 + 4 nm) e indice de
polispersédo de 1,69 £ 0,01. Apresentou pH 6,0 £ 0,2 , que € € condizente com as
matérias-primas e meétodo de preparo empregado. O potencial zeta encontrado foi
de -28,4 £ 1,01 mV, valor este considerado adequado para manter o sistema sem
agregacao e precipitacdo das nanoestruturas, devido a repulséo eletrostatica que as
mesmas apresentam, resultante da carga de superficie. A viscosidade foi de 1,86 +
0,1 cP, demonstrando um perfil newtoniano. A concentracdo de farmaco na
nanoemulsdo obtida por doseamento foi de 0,972 £ 0,07 mg/mL. Com relacéo a taxa
de associacao, esta foi de 86,1%. Na analise de retroespalhamento de luz dinamico
pode-se verificar que ndo houve variacao do backscattering, o que significa que nao

h& fendmenos de instabilidade nesta formulacéo.

Realizou-se uma avaliagcdo da formulagdo por microscopia eletronica de
transmissdo. As imagens obtidas demonstram estruturas esféricas, bem como
tamanho de particula e polidispersdo condizentes com as outras técnicas

empregadas (Figura 1).

A estabilidade das formulagcbes produzidas foi avaliada. As nanoemulsdes
(itraconazol e branca) sédo estaveis por 30 dias conservadas em geladeira. Ha o
surgimento de uma populacdo micrométrica apds 45 dias de estocagem em

geladeira, mas ndo havendo reducao no teor de farmaco.
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Uma nanoemulsdo branca, sem itraconazol, foi igualmente preparada e
caracterizada. O diametro médio obtido foi de 171+ 3 nm e polidispersado 1,637+
0,01, o potencial zeta -22,7 £ 1,07 mV , pH foi de 6,22 + 0,1 e viscosidade (2 £ 0,1
cP). Estes resultados indicam que a presenca do farmaco na nanoemulsdo néo

altera os parametros analisados.

Ensaio de suscetibilidade in vitro

Pode-se verificar que houve um pequeno incremento na atividade do farmaco
guando em nanoemulsédo nos isolados de Fonsecaea spp., mas de forma geral o
itraconazol livre e a nanoemulsdo possuem atividade antifingica muito semelhante
contra agentes da cromoblastomicose (tabela 1), ndo apresentando diferencas
estatisticas significantes entre o0s dois grupos. A nanoemulsdo branca néo

apresentou atividade antifangica.

Determinacéo da atividade antifungica in vivo

A nanoemulsdo de itraconazol apresentou atividade antifUngica superior ao
farmaco livre, dados estes que estdo apresentados na tabela 2. Através dos exames
bioquimicos pudemos verificar que ndo houve alteracdo nos niveis de creatinina e
uréia nos diferentes tratamentos em relacéo ao grupo controle. Os niveis de alanina
aminotransferase néo foram diferentes do grupo controle, para todos 0s grupos

avaliados.

Pode-se observar através da avaliacdo histopatolégica que nas patas de
animais eutanaziados ap6s 15 dias da inoculacdo (inicio dos tratamentos), h4 a

presenca majoritaria de esporos nos tecidos, proximo a camada cérnea, com raras
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hifas. As células fungicas ndo se transformaram em células escleréticas. H4, ainda,
a presenca de reacdo granulomatosa e certo grau de fibrose (Figura 2).

Com a avaliacdo da enzima alanina aminotransferase (tabela 3), pudemos
verificar que 0s niveis desta enzima encontraram-se menores Nos animais que
receberam a nanoemulsdo de itraconazol quando comparados com 0s animais que
receberam itraconazol livre, sugerindo que a nanoemulsdo reduz os efeitos
hepatotoxicos causados pelo itraconazol. Os demais grupos ndo diferiram em

relacao ao controle.

Na analise dos figados dos animais tratados (Figura 3), verificou-se que a
adgua glicosada, veiculo utilizado para diluir as medicagbes, causou alteracdes
hepéticas e consequentemente em todos os tratamentos ha a presenca de certo
grau de processo degenerativo citoplasmatico. Nos animais tratados com itraconazol
foi possivel verificar a presenca de necrose multifocal. Nos animais tratados com a
nanoemulsdo, eventualmente foi visualizada a presenca de necrose focal,
caracterizada pelo desaparecimento dos nucleos, nas proximidades da veia centro-
lobular (zona 3). Descontando os efeitos da agua glicosada, a maior parte dos
animais tratados com a nanoemulsdo apresentaram figados com caracteristicas
muito semelhantes ao grupo controle. Na analise dos rins ndo foram visualizadas

alteracdes nos diferentes tratamentos em relacédo ao grupo controle.

Avaliacao da Toxicidade dos Tratamentos

No experimento Clonogénico — Escolha de Doses, a linhagem foi incubada
com o controle negativo ou com itraconazol nas concentragbes de 0,0011, 0,011,
0,11, 1,1, 11 pg/mL. A substéncia teste induziu diminuicdo na viabilidade celular de

maneira dose resposta e, pela aplicacdo da regressdo nao linear, o valor de 1,12
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png/mL foi estimado como IC50. Com base nos resultados do experimento
Clonogénico — Escolha de Doses, o experimento Clonogénico— Citotoxicidade foi
realizado com o itraconazol nas concentra¢cdes de 0,14, 0,41, 1,22, 3,67 e 11 pg/mL.
O itraconazol foi considerado citotoxico nas concentracdes a partir de 0,41 pg/mL
para fibroblastos de pulmédo de hamster chinés — células V79. Além disso, a
substancia teste apresentou o valor de 3,77 pg/mL como valor de IC50, ou seja, a
concentracdo minima que induz morte celular em 50 % da populacéo tratada.

No ensaio Clonogénico — Escolha de Doses, a linhagem foi incubada com o
controle negativo ou com a nanoemulsdo de itraconazol nas concentracbes de
0,0004915, 0,004915, 0,04915, 0,4915, 4,915 pg/mL, como concentragdes finais do
principio ativo. A nanoemulsdo nao induziu diminuicdo na viabilidade celular de
maneira dose-resposta e, portanto, ndo foi possivel determinar um valor de 1C50
pela aplicacdo da regressdo nao linear. Com base nos resultados do experimento
Clonogénico — Escolha de Doses, o experimento Clonogénico — Citotoxicidade foi
realizado com a nanoemulsao de itraconazol nas concentragdes de 0,307, 0,614,
1,229, 2,457 e 4,915 pg/mL, como concentragdes finais do principio ativo. Assim a
nanoemulsdo de itraconazol ndo foi considerada citotéxica na faixa de concentracdo
de 0,307 a 4,915 pg/mL, como concentracdes finais do principio ativo, para
fibroblastos de pulméo de hamster chinés.

Tanto nos experimentos realizados com o itraconazol quanto nos realizados
com a nanoemulséo de itraconazol, foi utilizado o controle positivo DMSO nas
concentracdes de 0,5, 1, 2, 4 e 8%. Este composto apresentou o valor de IC50 de
2,15 e 2,18 % respectivamente (estimados pela regressdo nao linear). Estes valores
sdo similares aos dados do histérico do laboratério, o que confirma a validade do

experimento.
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O Teste Salmonella/microssoma- Escolha de Doses foi realizado com a
linhagem TA100, em auséncia e em presenca de metabolizacdo, nas mesmas
condicbes descritas para o teste Salmonella/microssoma- Mutagenicidade. As
concentracbes de itraconazol utilizadas foram de 0,035, 0,176, 0,88, 4,4 e 22
pg/placa em presenca e auséncia de metabolizacdo, sendo a dose maxima testada
determinada conforme o limite da solubilidade da substancia teste. Nenhuma das
concentracfes testadas mostrou toxicidade, porém as concentracfes na faixa de
0,176 - 0,88 pg/placa mostraram aumento no numero de revertentes em auséncia de
metabolizacdo. @ Assim, as concentracbes escolhidas para o0 teste
Salmonella/microssoma — Mutagenicidade foram de 0,2, 0,4, 0,6, 0,8 e 1 pg/placa
em auséncia e 4,4, 8,8, 13,2, 17,6 e 22 ug/placa em presenca de metabolizacdo. O
itraconazol ndo apresentou toxicidade em nenhuma das linhagens e concentragcfes
testadas no teste Salmonella/microssoma — Mutagenicidade. Deste modo, o
itraconazol apresentou resultados negativos para mutagenicidade, ndo sendo capaz
de induzir mutacdo reversa nas linhagens de S. typhimurium TA100, TA98, TA97a,
TA102 e TA1535, quando testadas até a concentragdo de 1 pg/placa em auséncia
de metabolizacdo e 22 pg/placa em presenca de fracdo metabolizante de figado de
rato de S9.

O teste Salmonella/microssoma- Escolha de Doses foi realizado com a
linhagem TA100, em auséncia e em presenca de metabolizacdo, nas mesmas
condicbes descritas para o teste Salmonella/microssoma — Mutagenicidade. As
concentracOes utilizadas foram de 0,008, 0,04, 0,2, 1 e 5 pL/placa em presenca e
auséncia de metabolizacdo, sendo a dose maxima testada determinada conforme o
limite da solubilidade da substancia teste. Nenhuma das concentracdes testadas

mostrou toxicidade. Assim, as concentracbes escolhidas para o teste
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Salmonella/microssoma — Mutagenicidade foram de 1, 2, 3, 4 e 5 plL/placa em
auséncia e em presenca de metabolizagdo. Os 5 pL equivalem a 4,875 ug de
itraconazol. A substancia teste ndo apresentou toxicidade em nenhuma das
linhagens e concentragdes testadas no Salmonella/microssoma — Mutagenicidade.
Assim, a nanoemulsdo de itraconazol apresentou resultados negativos para
mutagenicidade, ndo sendo capaz de induzir mutacdo reversa nas linhagens de S.
typhimurium TA100, TA98, TA97a, TA102 e TA1535, quando testadas até a
concentracdo de 5 pL/placa em auséncia e em presenca de fracdo metabolizante de

figado de rato de S9.

Discussao

Neste trabalho teve-se como objetivo avaliar a atividade antifingica de uma
nanoemulsdo de itraconazol por nos produzida em agentes da cromoblastomicose
através de ensaio in vitro e modelo animal, bem como avaliar a seguranca desta

formulagé@o com relacéo a toxicidade.

O itraconazol é um dos farmacos mais utilizados e com melhor eficacia no
tratamento da cromoblastomicose. * Entretanto, tratamentos com farmacos
antifingicos realizados por 6 meses ou menos podem resultar em resultados clinicos
favoraveis momentaneamente, entretanto redicidivas sdo comuns durante e apés o
término da terapia. ' Assim, verifica-se ser necessario longos periodos de
tratamento, o que leva muitas vezes ao abandono da terapia, muito também em
virtude dos efeitos adversos associados ao farmaco. Em relacdo a estes efeitos, o
uso de itraconazol foi associado com casos sérios de hepatotoxicidade, incluindo
faléncia hepéatica e 6bito. O mecanismo para isso ainda permanece desconhecido,
no entanto, sabe-se que é dose-dependente. Com o aumento da dose podem ser

observados niveis elevados de alanina aminotransferase e fosfatase alcalina, além
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de necrose hepatocelular, degeneracédo dos hepatdcitos, hiperplasia do ducto biliar e
cirrose. ® Além disso, sua biodisponibilidade é erratica quando administrado na forma
de capsulas por via oral. Recomenda-se, por isso, seu monitoramento terapéutico.
De forma semelhante ao cetoconazol, este farmaco necessita da acidez gastrica e
refeicdes ricas em lipidios para méaxima absorcéo. ’ Assim, estratégias que visem a
reducdo das reacdes adversas e atuem solucionando o0 problema na
biodisponibilidade sdo fundamentais. Neste sentido foram desenvolvidas
formulacbes estruturadas com este farmaco. O itraconazol vem sendo
comercializado, em duas formula¢cdes nanoestruturadas: uma para utilizacao por via
intravenosa e outra, para via oral (Sporanox®), nos Estados Unidos e em outros
paises que ndo o Brasil. Entretanto, a formulacdo intravenosa tem como contra-
indicacdo seu uso em pacientes com comprometimento renal, além de causar ataxia
e esplenomegalia. A solucéo oral, por sua vez, tem relatada como reacéo adversa a
diarréia. Isso é decorrente do sistema nanoestruturado utilizado, a 2-hidroxipropil-p3-
ciclodextrina, & qual esta associada & toxicidade e aos efeitos adversos. *° Assim,
muitos estudos vem sendo realizados na area nanotecnologia com este farmaco,
com o intuito de melhorar a eficacia, mas, sobretudo, de aumentar a seguranca de
formulacbes com este farmaco. **?° Entretanto, foram encontrados apenas dois
trabalhos na literatura que fabricaram nanoemulsGes de itraconazol para uso

parenteral, 2%

mas com matérias-primas distintas das por ndés utilizadas.
Nanoemulsbes sdo formulacdes obtidas pela dispersdo de duas fases liquidas
imisciveis ou praticamente imisciveis com auxilio de um sistema emulsionante
adequado, com tamanho de goticula na faixa de 50 a 500 nm. Geralmente
apresentam aspecto leitoso e sdo compativeis com o calibre dos vasos sanguineos.

1112 Dentre as técnicas empregadas para o preparo destas preparacées
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farmacéuticas esta a homogeneizacdo a alta pressdo. Esta técnica possui como
vantagens o fato de ser um método fisico em que se obtém de emulsdes
monodispersas, além da facilidade de escalonamento, pelo fato de haver uma
grande gama de equipamentos com diferentes capacidades de producdo. ** Deste
modo, nanoemulsdo produzida por esta técnica apresentou caracteristicas

satisfatorias para uma nanoemulsdo de uso parenteral.

A avaliagdo da atividade antifungica de nanossistemas contendo itraconazol é
rara na literatura. Nanoemulsdes de itraconazol nunca foram avaliadas quanto a sua
atividade por métodos in vitro. Nanoparticulas poliméricas de itraconazol compostas
por &cido dimercaptosuccinico e poli (DL-lactideo-co-glicolideo) foram avaliadas
quanto a sua atividade in vitro contra uma cepa de Paracoccidioides brasiliensis.
Logo apols o preparo, as nanocapsulas apresentaram CIM de 6,25 mg/L, enquanto
para o itraconazol foi de 0,4 mg/L. Entretanto, apdos 60 dias de estocagem as
nanoparticulas apresentaram a mesma CIM que o farmaco livre. Apesar de
inicialmente se ter uma taxa de encapsulacao de aproximadamente 73%, 0s autores
atribuem este aumento na atividade a degradacdo do polimero ao longo do tempo,
deixando o farmaco disponivel para atuar. > Apesar de termos obtidos uma taxa de
associacao superior, foi possivel obter CIM semelhantes aos farmaco livre para os
diferentes agentes da cromoblastomicose testados. Em outro estudo realizado por
nosso grupo de pesquisa foi possivel verificar que a associacdo a um determinado
veiculo é farmaco-dependente, ou seja, utilizando um mesmo veiculo e farmacos
distintos, é possivel visualizar diferentes taxas de liberacdo, que pode ser medida
pela atividade antifingica encontrada. %*

No modelo in vivo, ndo foi possivel obter as formas esclerdticas,

caracteristicas da cromoblastomicose. Entretanto, o ensaio mostrou-se valido por
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podermos avaliar a atividade da nanoemulséo de itraconazol em comparacédo com o
farmaco livre, bem como por podermos avaliar os efeitos destes tratamentos em um
organismo complexo. Neste ensaio utilizamos uma dose correntemente empregada
no tratamento da cromoblastomicose, correspondente a 200 mg/dia para um
individuo adulto de 70 Kg. Obtivemos um numero inferior de coldénias quando os
animais foram tratados com a nanoemulsao. Isso pode ser atribuido a composicao
de Oleos utilizada no fabrico da nanoemulsdo, 0s quais possuem atividades
antiinflamatorias. E conhecido que aintiinflamatérios ndo esteroidais atuam inibindo a
formacao de hifas em Candida albicans e por isso poderiam atuar potencializando

efeitos dos antiflingicos. %+

7

Para as formulagbes comerciais nanoestruturadas disponiveis é relatada
toxicidade renal em funcéio do nanocarreador. '° Esta toxicidade n&o foi encontrada
com a nanoemulsdo por nés produzida, confirmada tanto através das andlises
histopatolégicas quanto por exames bioquimicos. Com relagédo a andlise dos figados
foi observada uma protecdo hepética nos animais que receberam a nanoemulséo,
guando comparados com 0S animais gque receberam o itraconazol livre, o que foi
corroborado pelos niveis de alanina aminotransferase, os quais foram inferiores no
primeiro grupo. Deste modo, conseguimos reduzir o principal efeito adverso

associado ao itraconazol, a hepatotoxicidade.

As avaliagbes toxicologicas in vitro sdo mais econdmicas e mais rapidas do
gue experimentos in vivo. Além disso, sdo mais vantajosas e éticas do que testes
em animais. *?" A simplificacdo dos modelos in vitro permite a selecdo dos
parametros a serem avaliados, havendo deste modo, uma maior facilidade em
desvendar mecanismos causais. Por isso, 0s estudos in vitro representam uma

primeira investigacdo o para a compreensao dos mecanismos que resultam em
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interac@es entre a célula e o nanossitema, antes de serem utilizados ensaios in vivo.
13 Através destes ensaios foi possivel verificar que o itraconazol livre apresentou
citotoxicidade a partir de 0,41 pg/mL enquanto que a concentracéao de 4,915 pg/mL
de itraconazol na nanoemulséo néo foi citotoxica contra a linhagem celular avaliada.
Nanossistemas lipidicos ndo sdo normalmente avaliados com relacdo a toxicidade,
pelo fato das matérias-primas empregadas serem biocompativeis. ** Neste sentido

este trabalho esta contribuindo para a elucidacdo de uma questao pouco explorada.

Assim, a nanoemulséo de itraconazol produzida mostrou atividade satisfatoria
contra agentes da cromoblastomicose tanto in vitro como in vivo e reduziu a
hepatotoxicidade provocada pelo itraconazol. Além disso, nao foi citotoxica por si s6
e reduziu os efeitos citotdxicos associados ao farmaco. Neste sentido, a
nanoemulsdo de itraconazol estaria apta a ser uma alternativa terapéutica segura e

eficaz para o manejo da cromoblastomicose.
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Tabela 1. Avaliacdo da atividade antifungica de itraconazol e nanoemulsdo de

itraconazol em agentes da cromoblastomicose. Valores expressos em média

geométrica das CIM (mg/L).

Nanoemulsao de

Itraconazol itraconazol
Cladophialophora
carrionii (n=6) 0,0884 0,0992
Fonsecaea spp.
(n=44) 0,1660 0,1396
Phialophora
verrucosa (n=6) 0,1768 0,1768
Rhinocladiella
aquaspersa (n=2) 0,25 0,25
Exophiala spinifera
(n=2) 0,25 0,25

Tabela 2. Contagem de colbnias obtidas apds inoculacdo da pata do camundongo

em Agar Sabouraud acrescido de cloranfenicol, para os diferentes tratamentos

avaliados.
Itraconazol Nanoemulsdao Nanoemulsdo Agua Controle
Livre Itraconazol Branca Glicosada
NO
Colbnias 1,89 0,78 4,88 4,71 4,88
(média)
Desvio 1,54 1,09 3,14 2,87 3,26

Padrao
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Tabela 3: Niveis da enzima Alanina aminotransferase para os diferentes tratamentos

pelo método UV cinético. (Valores expressos em U/L de sangue).

Itraconazol Nanoemulsdo Nanoemulséo Agua Controle
Livre Itraconazol Branca Glicosada
Alanina 42,78 36,33 33,63 34,57 31,56
amino-
transferase
Desvio
Padréo 2,23 1,73 1,41 1,90 1,81

Figura 1. Microscopia eletrbnica de transmissdo da Nanoemulsao de Itraconazol
(100K).
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Figura 2. Cortes histolégicos das patas de camundongos Balb/C machos apés 15

dias da inoculacao. Presenca majoritaria de esporos. Coloracao Grocott - 100x

Figura 4. Andlise histopatologica do figado nos diferentes tratamentos: (a) Controle,

(b) Agua Glicosada, (c) Nanoemuls&o Branca, (d) Itraconazol, (e) Nanoemuls&o de

Itraconazol. Coloracdo H&E — 40x.
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Capitulo Ill: A case of Exophiala spinifera infection in Southern Brazil:
molecular identification and antifungal susceptibility.
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We report a case of an 80-year-old Brazilian man,
farmer, with lesions on the dorsum of the hand. A
direct mycological examination, cultivation and
microculture slide observation was performed. The
sequencing of ITS1-5.8S rDNA-ITS2 region was
carried out and the etiological agent confirmed as
Exophiala spinifera. The in vitro susceptibility of this
isolate to antifungal agents alone and in combination
was evaluated. This is the third case of
phaeohyphomycosis caused by Exophiala spinifera in

Brazil.2012 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Exophiala spinifera is a dematiaceous fungus, with cosmopolitan distribution, but of

rare occurrence, which can cause phaeohyphomycosis and chromoblastomycosis.

Most of these infections are cutaneous and subcutaneous, but systemic infections

are also reported [1-4].

The treatment is not well defined, and it is usually carried out empirically [5].
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Microorganisms of the genus Exophiala are commonly found in the environment in
plant materials, wood and soil [6]. The infection into cutaneous and subcutaneous
tissues typically occurs by traumatic inoculation of fungal propagules, while systemic

cases do not have well-defined portals of entry [7].

The first case of phaeohyphomycosis by Exophiala spinifera in Brazil was reported in
1984 by Lacaz et al. [8], where the mycosis was presented in a disseminated form.
This case occurred in Midwestern Brazil. The second case occurred in the northeast
of the country, where the lesions were in the form of subcutaneous abscesses
involving skin, muscle and bone degeneration [9]. Here we report the third case of
phaeohyphomycosis caused by Exophiala spinifera in Brazil, the first in the South of
the country and the first Brazilian case with molecular identification of the etiologic

agent.

2. Case

JAZ, male, farmer, 80 years, Brazilian, lives in rural area of Nova Santa Rita, Rio
Grande do Sul, Brazil. Four years ago, small cutaneous lesions on the dorsum of his
hand began to appear, which evolved slowly and drained secretion. He was admitted
to a hospital in Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brazil, in August 2011, being treated
twice with antibiotics for cutaneous cellulitis with little response. After 14 days, with
the second antibiotic, the patient showed improvement in 30 percent of the lesions,
clinical stabilization and was discharged. Soon after, he was sent to a dermatologist
for evaluation. In the first consultation, the patient showed a severe edema of the arm

and hand with pseudo skin fistulae, draining serous material upon compression (Fig.
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1a). The clinical aspect of the lesion was of a mycetoma. The patient was sent to the
Dermatology Service of Santa Casa de Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brazil, for
the execution of direct microscopic examination and cultural test. Initially, the
collected material was treated with 20% potassium hydroxide and the presence of
fragments of moniliform dematiaceous hyphae was verified (Fig.1b), while the
presence of melanin was observed after Masson-Fontana staining (Fig. 1c),
indicating a phaeohyphomycosis. Treatment was started with itraconazole at 100mg,
12-12 hours. After 1 month of treatment, the patient had already more than 60

percent improvement in lesion. The patient continued with itraconazole and is

currently cured.

el
Fig. 1 (a) Lesions caused by Exophiala spinifera (74110) in the patient's hand and

arm. (b) Direct microscopic examination (KOH 20%) of material collected from the
lesions revealed fragments of moniliform dematiaceous hyphae (40 X). (c) Direct

microscopic examination using Masson-Fontana staining (40 X)

Mycology

Some of the material collected from the lesions was inoculated on Sabouraud
Dextrose agar and incubated for 15 days at 25 °C (Fig. 2b). The growth of yeast-like,
olivaceous black colonies with black pigmentation on the reverse side was verified.

Microscopic study using slide culture techniques with Potato Dextrose Agar was
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conducted to induce sporulation. In this evaluation, straight, long, spine-like,
brownish and septate conidiophores were observed. The conidia were obovoid and
located at the apices of conidiogenous cells, as well as at intercalary places (Fig. 2a).
Based on the morphological characteristics, the isolate was classified as an
Exophiala species. This clinical isolate was inserted into the culture collection of

pathogenic fungi laboratory of the Federal University of Rio Grande do Sul as 74110.

Fig.2 Exophiala spinifera (74110) (a) Slide culture techniques with Potato Dextrose

agar, where straight, long, spine-like, brownish and septate conidiophores were
observed. The obovoid conidia were located at the apices of conidiogenous cells, as
well as at intercalary places. (b) Culture of the clinical isolate in Sabouraud Dextrose

agar, where it had a yeast-like growth with olivaceous black colonies
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Molecular Identification

For the molecular identification, the strain 74110 was grown aerobically in Sabouraud
broth at 28°C, with shaking at 180 r.p.m., until growth attained mid-log phase. Total
genomic DNA was extracted and purified from 100mL cultures using the UltraClean®
Soil DNA Isolation Kit (Mobio, USA). Sequencing of the ITS1-5.8S rDNA-ITS2 region
was performed using the Universal primers ITS1 (5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-
3) and ITS4 (5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC -3') [10]. The amplification conditions
were: initial denaturation at 94°C for 5 min, 30 cycles of denaturation at 94°C for 1
min, annealing at 55°C for 30 s, extension at 72°C for 1 min, and final extension at
72°C for 10 min. The PCR product was purified by the Ultraclean® PCR Clean-Up Kit
(Mobio, USA), and sequenced at the Biotechnology Center of Federal University of
Rio Grande do Sul (Cbiot/UFRGS), Brazil. The sequence was assembled and
compared with sequences reported in GenBank using the basic local alignment
search tool (BLAST) algorithm. Through this technique, the etiologic agent was
confirmed as Exophiala spinifera, since it had 99% sequence identity with the type

strain of this species (CBS 899.68).

In vitro antifungal susceptibility evaluation

The in vitro sensitivity to antifungal agents of Exophiala spinifera 74110 was
determined by the broth microdilution methodology, according to the M38-A2
document of the Clinical and Laboratory Standards Institute [11]. The clinical isolate
was subcultured onto potato dextrose agar (PDA; Difco) at 35°C for 10 days. The
spore suspension was produced by adding sterile saline solution (0,9%) and slightly

scraping the surface of colonies with a sterile pipette. The homogeneous conidial
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suspension was transferred to sterile tube and the supernatants were adjusted on a
spectrophotometer at 530 nm until to an optical density (OD) that ranged from 0.09—
0.13 (80— 82 T%). The inoculum was prepared by dilution in RPMI 1640 medium
(Sigma, St. Louis, MO, USA) with L-glutamine, without sodium bicarbonate buffered
to pH 7.0 with 165 mM morpholinepropanesulfonic acid (MOPS;Sigma) until a final
concentration of 0.4 x 10 =5 x 10 * CFU/mL. After 5 days of incubation at 35 °C,
the MIC was determined visually by comparison with the drug-free growth control
well. Candida krusei ATCC 6258 was used as quality control. The antifungal agents
assessed were amphotericin B, itraconazole, ketoconazole, terbinafine and
voriconazole, at concentrations between 0.003 and 4 pug/mL for terbinafine and 0.03
and 16 pg/mL for amphotericin B, itraconazole, ketoconazole and voriconazole. Were
included in these trials, besides a microorganism-free control (sterile), an antifungal-
free control (growth control). The isolate was susceptible to itraconazole and
ketoconazole, with minimum inhibitory concentration (MIC) of 0.25 pg/mL and 0.50
ug/mL, respectively, followed by terbinafine with an MIC 2 pg/mL, by amphotericin B

with an MIC 4 pg/mL and by voriconazole with an MIC 8 pg/mL.

In parallel, an evaluation of antifungal agent combinations with the checkerboard
technique [12] was carried out. The concentration ranges of the antifungal used are
the same above mentioned. The interaction coefficient among drugs was
quantitatively evaluated by means of the fractional inhibitory concentration index
(FIC), which was calculated by the following formula: FIC = (MIC A in combination /
MIC A) + (MIC B in combination / MIC B). The interaction was defined as synergistic
if the FIC index was < 0.5, no interaction if 0.5 > FIC < 4.0, and antagonistic if FIC

was > 4.0. The associations of itraconazole and voriconazole (FCI = 0.49), and of
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terbinafine and voriconazole (FCI = 0.375) proved to be synergistic. The other

associations were indifferent.

3. Discussion
Exophiala spinifera is an unusual causative agent of infection both in humans and in
animals [5, 13]. Until recently the identification of these agents was only based on
macroscopic and microscopic aspects of the culture. Because of this, it is believed
that the number of cases is underestimated by the morphological similarity between

the species of the genus Exophiala [4, 14].

There was a significant expansion in the knowledge about this genus with the advent
of techniques of sequencing and the analysis of sequence data of the ribosomal DNA
(rDNA) Internal Transcribed Spacer (ITS) regions [14,15]. Our case report is the
fourth in the literature using molecular tools for identification of this fungus. The use
of these methodologies is of utmost importance in the clinic, because among the
different species there may be different patterns of susceptibility to antifungal agents

[15].

Many drugs are used to treat infections caused by E. spinifera, such as itraconazole,
pozaconazole, voriconazole, ketoconazole, fluconazole, terbinafine, amphotericin B,
5-flucytosine, and physical treatments such as cryosurgery, heat therapy and surgical
excision [1 -5, 8, 9, 16-18]. However, there is currently no standard antifungal therapy
for black fungi and little is known about the correlation between MICs obtained in
tests in vitro and in vivo efficacy [18]. In our case, we can correlate the in vitro
susceptibility and clinical response, in which the itraconazole showed a lower MIC

and was effective against lesions caused by E. spinifera.
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Itraconazole has proven to be the most efficient drug in the treatment of this fungus
[4, 16,17]. The literature reports that itraconazole requires low pH for its proper
absorption. In the elderly, there may be a reduction in the production of gastric juice,
which decreases the bioavailability of the drug, thus compromising its activity [19].

Our patient, despite his advanced age, showed excellent response to this antifungal.

Some studies have reported resistance of E. spinifera to itraconazole [2, 3, 5]. In this
regard the use of combinations of antifungal agents in cases where there is no
response to the antifungal used alone or in severe cases could be an alternative to
increasing the efficacy of each drug and to obtain efficacy
using lower doses [20]. In our study, combinations of antifungals were evaluated, in
which we found that voriconazole, drug that was less active when used alone,
showed synergism when combined with terbinafine and itraconazole, and in case of
resistance, these combinations could have been used. At the clinic it has been
observed that the association of the drugs is positive for the treatment of this etiologic

agent [1].

Infections caused by this black fungi are more common in disseminated form in
children, and cutaneous and subcutaneous forms in adults [9, 4, 18], pattern that is

kept in our case.

Since the patient is a farmer and the fact that E. spinifera is present in the
environment [6], it is probable that the patient has been infected at work, although he

did not relate trauma injuries.

In Brazil, there were two other reported cases of infection caused by E. spinifera
[8,9]. In both, the patients were children (5 - 12 years old) and amphotericin B was

used, resulting in no clinical improvement with this drug. The first case was a
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disseminated phaeohyphomycosis, affecting various points throughout the extension
outside of the body. The patient had a brain tumor, which was not biopsied, but was
probably the source of infection. The patient was lost to follow-up. The second case
reported a phaeohyphomycosis with abscesses that affected first the right side of the
face. After one year, the lesions were also present on the fingers, elbow and left toe.
Over time the abscesses suffered ulceration. By X-rays it was found degradation of
the bone in the affected fingers. The patient died. The case reported by us is quite
different from the other cases that occurred in Brazil, since the patient was an adult,

with only localized cutaneous lesions and responsive to medication.

Based on our case, we can claim to be of extreme importance the molecular
identification of the causative agents of phaeohyphomycosis for correct identification,
as well as the evaluation of in vitro antifungal activity of the clinical isolate, as tools

that can guide the clinical practice.
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Abstract

Chromoblastomycosis is a chronic cutaneous and subcutaneous mycosis. The
management of this infection continues to be challenging because there is no
consensus on the therapeutic regimen. We report here a case of a 69-year-old male
patient with cauliflower-like lesions on his left leg and foot. He had already been
treated with itraconazole at a dose of 200mg/day for 5 months, with mycological cure
of all the affected areas. However, the lesions relapsed at both sites, and treatment
with itraconazole was resumed at the dose previously used. Initially, direct
mycological examination, cultural and microculture slide observation were performed.
Afterwards, sequencing of the ITS1-5.8S rDNA-ITS2 region of the fungal DNA and
evaluation of its susceptibility to antifungal agents alone and in combination were
performed. In direct mycological examination the presence of sclerotic cells was
verified, and the fungus was identified as Fonsecaea based on cultural and
microscopic examinations. Identification as Fonsecaea monophora was confirmed
after sequencing of the ITS region and phylogenetic analysis. The isolate was
susceptible to itraconazole and terbinafine. The combinations of amphotericin B and
terbinafine and terbinafine and voriconazole were synergistic. The use of drugs for
which the causative agent is susceptible to singly or in combination may be an
alternative for the treatment of mycosis. Furthermore, the identification of the agent
by molecular techniques is important for epidemiological purposes. To the best of our
knowledge, this is the first case of relapsed chromoblastomycosis caused by

Fonsecaea monophora in Brazil.

Keywords: checkerboard technique, chromoblastomycosis, Fonsecaea monophora,

in vitro antifungal susceptibility, ITS rDNA, recurrence.
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Introduction

Chromoblastomycosis is a chronic mycosis of polymorphic appearance, slowly
progressing, that affects the skin and subcutaneous tissue. It is caused by several
species of dematiaceous fungi, such as Fonsecaea spp. [1-3]. This mycosis has a
cosmopolitan distribution, being mostly prevalent in tropical and subtropical regions
[4]. Recently, different species within the Fonsecaea genus were described [5-7]. F.
monophora, one of the species, has a distinctive clinical aspect in relation to other
species, appearing as a general opportunist fungus causing, besides cutaneous and
subcutaneous chromoblastomycosis, infections in internal organs, such as the brain
[8-9]. Furthermore, it is reported that this agent has a better response to treatment
compared to F. pedrosoi [9-11], although recently resistance was verified in a case of
chromoblastomycosis caused by F. monophora [12]. Relapse of the infection caused
by this fungus is rarely reported in the literature [13] and, to the best of our
knowledge, this is the first case of relapsing chromoblastomycosis by F. monophora

in Brazil.

Therefore, we report a case of chromoblastomycosis caused by F. monophora in
Brazil where mycological cure was initially achieved with itraconazole, but the lesions
relapsed later. The clinical isolate after the relapse was identified molecularly and
evaluated for its susceptibility to drugs currently used in the clinic, both singly and in

combination.

Case Report
A male 69-year old patient, Brazilian, farmer, presenting lesions in his left leg and

foot with a diagnosis of chromoblastomycosis was sent from a Health Unit of the city
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of S&o Leopoldo, Rio Grande do Sul, Brazil, to the Dermatology Department at Santa
Casa de Misericordia de Porto Alegre Hospital Complex , in the same State, in
January 2011. Prior to referral to the Hospital Complex, the patient had already been
treated with 200mg/day itraconazole for 5 months, showing mycological cure of all
the affected sites. In 2010, there was a recurrence of the lesions, and the treatment
with 200 mg/day itraconazole was retaken . At the Dermatology Service, the patient
denied comorbidities, except for the deformation in the foot. He presented edema in
the left foot and leg, verrucous lesions, and papules on the dorsum of the foot and
heel (Fig. 1a and 1b). For confirmation of the diagnosis, a mycological direct exam
was carried out, with 20% potassium hydroxide, and the presence of sclerotic cells
was verified (Fig. 1c). After confirmation of the presence of fungal material, a sample
was inoculated on Sabouraud agar and incubated for 10 days at 25 °C. Following
incubation, the presence of dark-olivaceous filamentous colonies was observed (Fig.
2b). The culture was observed microscopically with lactophenol cotton blue staining.
Dematiaceous septate hyphae and conidiogenesis were characteristic of the
Fonsecaea species (brown conidiophores and ovoid conidia located either at the end
or at the side of conidiophores) (Fig. 2a). The treatment with itraconazole in the
dosage mentioned above was maintained, with significant regression of lesions after

one month, and the patient was lost to follow-up.

The molecular identification of the isolate was performed from the culture grown
aerobically in Sabouraud broth at 28°C, with shaking at 180 r.p.m. for 4 days. Total
genomic DNA was extracted and purified from 100 mL cultures using the UltraClean®
Soil DNA Isolation Kit (Mobio, USA). The Internal Transcribed Spacer (ITS) region

was PCR amplified as described previously [14]. The PCR product was purified by
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the UltraClean® PCR Clean-Up Kit (Mobio,USA). Cycle sequencing employed
standard protocols with the following primers: ITS1 (5-TCC GTA GGT GAA CCT
GCG G-3) and ITS4 (5-TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-3’). Sequences were
obtained with an ABI-PRISM 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems), according
to the manufacturer's instructions. Alignments and phylogenetic trees were
constructed with MEGA 5 [15], using the neighbor joining method with bootstrap
analysis based on 1,000 random samplings. Gaps were treated as missing data.
Additional sequences were retrieved from GenBank (accession numbers are
indicated on the phylogenetic tree). The isolate was identified as F. monophora after
the phylogenetic analysis (Fig. 3). This strain was added into the culture collection of

pathogenic fungi laboratory of the Federal University of Rio Grande do Sul as 69704.

As there has been a relapse after the first treatment with itraconazole, we made a
proper assessment of the susceptibility profile of this isolate to the antifungal agents

employed either individually or in combination.

The antifungal susceptibility evaluation was performed according to the M38-A2
document of the Clinical and Laboratory Standards Institute [16], and, in parallel, an
evaluation of combinations of the antifungal agents through the checkerboard
technique [17] was carried out. The interaction coefficient among drugs was
quantitatively evaluated by means of the fractional inhibitory concentration index
(FICI), which was calculated by the following formula: FICI = (MIC A in combination /
MIC A) + (MIC B in combination / MIC B). The interaction was defined as synergistic
if the FIC index was < 0.5, no interaction if 0.5 > FICI < 4.0, and antagonistic if FICI
was > 4.0, as applied in recent studies [18-20]. The antifungals itraconazole (ITZ),
voriconazole (VRZ), terbinafine (TRB) and amphotericin B (AMB) were used in the

concentration ranges of 0.015 to 8 ug/mL for the first two, 0.001 to 2 pg/mL for TRB
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and 0.03 to 16 pg/mL for AMB. The isolate was susceptible to ITZ and to TRB, with
minimum inhibitory concentration (MIC) of 0.125 pg/mL, followed by VRZ with MIC of
1 pg/mL and by AMB, with a MIC of 2 pg/mL. In relation to the combinations, the
associations of TRB and AMB (FICI = 0.27) and of TRB and VRZ (FICI = 0.37)
proved to be synergistic, and the first combination showed greater synergism, with a
decrease in the antifungal MICs in combination when compared to the MICs of the

drugs alone. The other associations were indifferent.

Discussion

Fonsecaea spp. are the major etiologic chromoblastomycosis agents in Brazil and
worldwide [3]. Among the most commonly used methodologies for molecular
identification of agents of chromoblastomycosis are the techniques of sequencing
and the analysis of sequence data of the ribosomal DNA (rDNA) Internal Transcribed
Spacer (ITS) regions [15, 21-22]. With these techniques, there was a significant
increase in knowledge concerning the genus Fonsecaea.

There was a recent taxonomic revision of this genus [5-7, 23] and from data obtained
by sequencing, five species are currently recognized: F. pedrosoi, F. monophora, F.
nubica, F. multimorphosa and F. brasiliensis. The first three species were found to
cause fungal infections in humans. These species are morphologically identical, but
appear distinctly in the clinic. Whereas F. pedrosoi and F. nubica seem to be
associated exclusively with chromoblastomycosis, F. monophora was also isolated
from brain abscesses, cervical lymph nodes and bile [8, 13, 24].

The phylogenetic analysis of the ITS sequences demonstrates that F. pedrosoi and
F. monophora form a sister cluster to F. nubica, and are more distantly related to F.
multimorphosa and F. brasiliensis (Fig. 3). As several sequences deposited in

GenBank as F. pedrosoi belong in fact to F. monophora, the identification of strain
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69704 could only be attained after the phylogenetic analysis. Strain 69704 grouped
with the type strain of F. monophora (CBS 269.37").

Usually individuals affected by chromoblastomycosis are farmers, male, with 30
years or more [25], characteristics which are consistent with our patient. Probably he
has been contaminated by contact of an injured foot with soil or organic matter where
fungal propagules were present, due to his occupation.

Many strategies are used in chromoblastomycosis because the treatment of this
disease is extremely difficult. Often patients are refractory to various therapeutic
options and are prone to relapses. In general, the management of this mycosis
should be guided according to clinical, mycological, and histopathological criteria [1,
3]

Among the methods used are the physical therapies, chemotherapy and combination
of both. Concerning the first category, surgical excision, cryotherapy, local therapy
with heat and electrodessication can be highlighted [1, 2]. Regarding chemotherapy,
various drugs have been used, such as ketoconazole, posaconazole, voriconazole,
amphotericin B, 5-flucytosine, terbinafine, and itraconazole [26-31]. Amphotericin B
and 5 - flucytosine are used in combination, as well as terbinafine and itraconazole
[3, 32]. Itraconazole and terbinafine seem to be the drugs with better results for the
treatment of chromoblastomycosis [2, 3, 32]. This was confirmed in our in vitro
susceptibility assays, where these two drugs used alone showed the lowest MICs.
The combination of terbinafine and itraconazole was evaluated in vitro on 18 strains
of F. monophora, and for 12 isolates this combination showed a synergistic effect
and did not show an antagonistic effect [33]. In our study we found that only the
combination of amphotericin B and terbinafine, and terbinafine and voriconazole

were synergistic in vitro. It is interesting that both voriconazole and amphotericin B,
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which had the highest MICs when used alone, have shown synergism when
combined with terbinafine. In this sense, the use of combinations of antifungal agents
in situations where there is no response to drug therapy when used alone or in cases
with high severity, which usually occur in this mycosis, may be an option to enhance
the efficacy of each antifungal and obtain high efficiency using low doses [34].

We know that our patient was previously treated with itraconazole, and had
mycological cure, but suffered relapse. Hypothesis for this recidive are:

1. The use for 6 months or less in antifungal therapy can result in good clinical
results, however relapses during therapy or after are common [3].

2. Itraconazole needs a low pH of the stomach to be properly absorbed [35]. The
elderly may have a decreased production of gastric juice and this results in higher
stomach pH, thus reducing the bioavailability of this drug and hence its activity [36].
3. In elderly, cells of the immune system decrease in number and defense capability,

and there is a decline in the immune response [37].

In the light of the large number of recurrences and the fact that there is no treatment
of choice for this neglected mycosis, the alternating use of antifungal agents which
present satisfactory activity, or even the use of antifungal agents that present
synergistic activity in combined form are possible ways to avoid the relapse problem.
In the present study, the combination of amphotericin B and terbinafine, for example,
which showed the best results in vitro, would be an eligible choice therapy.
Furthermore, the use of molecular tools for proper identification is of utmost
importance in order to generate accurate epidemiological information about the

causative agents of chromoblastomycosis.
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Figure Captions

Fig. 1 (a and b) Lesions caused by Fonsecaea monophora (69704) in the pacient’s
left foot and leg.(c) Direct microscopic examination (KOH 20%) revealed sclerotic

cells (400X)

(a) (b)

“«

Fig. 2 (a) Lactophenol cotton blue-stained microculture of the fungus, showing
septate hyphae with erected conidiophores and ovoid conidia located either at the

end or at the side of conidiophores, characteristic of the genus Fonsecaea. (400X)
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(b) Presence of dark-olivaceous filamentous colonies in Sabouraud dextrose agar

cultured for 10 days, at 25 °C

a7 — Fonsecaea 5. 69704
100 ,_L Fonsecasa monophora CBS 260377 (AYB57511)

L,— Fonsecasa pedrosoi CBS 271.37 (AY366914)

60 L Fonsecaea nubica CBS 269.64" (EU938592)

Fonsecaea mullimorohosa CBS 980.96" (JF2ETB5T)
Fonseceea brasifiensis CBS 1197107 (JM173784)
Cladophialoohora mycetamatis CBS 454 .82 (EU137293)

8|

_—
0.02

Fig. 3 ITS tree showing the phylogenetic relationship among the genus Fonsecaea,
obtained by neighbor-joining analysis using Mega 5.0. The numbers given on the
branches are the frequencies with which a given branch appeared in 1,000 bootstrap
replications. Cladophialophora mycetomatis CBS 454.82 was used as outgroup.

Strain 69704 and Fonsecaea monophora CBS 269.37" are typed in boldface.
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Capitulo V: In vitro susceptibility of chromoblastomycosis agents to five antifungal
drugs and the combination of terbinafine and amphotericin B

Artigo Submetido a Revista Mycoses — Anexo 2.
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Abstract

Chromoblastomycosis is a chronic mycosis that affects the skin and subcutaneous
tissues caused by several genera of dematiaceous fungi. There is not a treatment of
choice. Thus, tools that help to guide clinical practice are fundamental. In this sense,
antifungal activity tests in vitro could be wuseful. However, trials with
chromoblastomycosis agents are scarce. The aim of this study was to evaluate the in
vitro susceptibility of 60 chromoblastomycosis agents to five antifungals and to the
combination of amphotericin B and terbinafine. Terbinafine, itraconazole and
ketoconazole were, in this order, the drugs which showed better activity against the
chromoblastomycosis agents. The less active drugs were voriconazole and
amphotericin  B. The group further differentiated was Exophiala spinifera.
Cladophialophora carrionii and Fonsecaea spp. are significantly more susceptible to
ketoconazole than Phialophora verrucosa, while Cladophialophora carrionii is
significantly more sensitive to voriconazole than Phialophora verrucosa and
Exophiala spinifera. Based on studies with chromoblastomycosis agents in which
their susceptibility was evaluated in vitro and in our study, we consider important to
conduct these tests, because there is a very large discrepancy between susceptibility
of the same genus and inter-genres in different works. This study includes the largest

number of these agents and of genres, among the studies in the literature.
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Introduction

Chromoblastomycosis is a chronic, progressive infection of the cutaneous and
subcutaneous tissues, caused by traumatic transcutaneous implantation of

propagules of several species of fungi belonging to the Dematiaceae family.* 2

The main etiological agents of this mycosis are Fonsecaea spp. and
Cladophialophora carrionii. Among the less common are Phialophora verrucosa,
Rhinocladiella aquaspersa, Exophiala spinifera. * They are found in xerophilous plant
thorns, soil, decaying vegetation, saprophytic form.*® In Brazil, it is endemic in Rio

Grande do Sul, Sdo Paulo, Rio de Janeiro, Minas Gerais and in the Amazon region.

6-9

Generally, it affects males that perform their work barefoot, e.g. farmers,
mainly in the lower limbs. ***° The disease is characterized by the presence of
sclerotic cells (parasitic stage of the fungus) together with suppurative and

granulomatous tissue reaction. > **

Several treatments have been administered, but the long-term efficacy is
extremely low, which inhibits the selection of a procedure or drug of choice. '
Generally, the treatment is long and subject to relapses, and in most cases occurs
the appearance of chronic forms highly resistant to therapy. * ** ** In this sense, the

in vitro susceptibility evaluation of these agents to antifungal drugs may be a way to

guide the treatment of this mycosis.

The in vitro antifungal activity tests have advanced considerably in recent
years, taking into account that before 1997 there was no standardized method
available for testing with yeast, and the first standardized methodology for testing

with filamentous fungi was made available only in 2002. '® Due to the recent
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development of these tests, the availability of in vitro data of dematiaceous fungi,
especially the chromoblastomycosis agents, is relatively scarce. Moreover, much of
the older literature is incoherent with respect to methodology, which makes

correlating results difficult. *’

This study aimed to evaluate the in vitro susceptibility profile of 60 clinical
isolates of chromoblastomycosis agents to five antifungal drugs and to the

combination of amphotericin B and terbinafine.

Materials and Methods
Microorganisms

Sixty samples of chromoblastomycosis agents were evaluated (Fonsecaea
spp. (N = 44), C. carrionii (n = 6), P. verrucosa (n = 6), R. aquaspersa (n = 2), E.
spinifera (n = 2)). Of these, 58 were clinical isolates, and 2 strains were from the
American Type Culture Collection (ATCC). The strain Candida krusei ATCC 6258
was used as quality control.
All samples are from the fungal culture collection of Laboratory of Pathogenic Fungi,
Department of Microbiology, ICBS, Universidade Federal do Rio Grande do Sul.
Antifungal agents and susceptibility testing

The minimal inhibitory concentrations (MICs) were determined by the
microdilution technique according to the M38-A2 protocol of the Clinical and
Laboratory Standards Institute. *® The isolates were cultured on potato dextrose agar
(BD, Franklin Lakes, USA) for 7 days, at 35°C, and their inocula were prepared by
scraping across the surface of the fungal colonies with a pipette sterile and sterile
saline solution (0,85%) . After allowed to stand for 3 to 5 min, at room temperature for

deposition of larger particles, the concentration of spores in the supernatant was
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adjusted spectrophotometrically (530 nm) to a percent transmission in the range 68
to 71 for Fonsecaea spp., C. carrionii, R. aquaspersa and P. verrucosa and in the
range 80 to 82 for E. spinifera, corresponding to 1.5 x 10* to 4 x 10* UFC/m.
Viabilities were confirmed for colony count determination. The antifungals
amphotericin B (AMB; Bristol-Myers Squibb, New York, USA), itraconazole (ITZ;
Jansen-Cilag, Sao Paulo, Brazil), ketoconazole (KTZ; Quimica Farmaceutica, Bayer,
Barcelona, Spain), voriconazole (VRZ; Pfizer Manufacturing Deutschland GmbH,
lllertissen — Alemanha) and terbinafine (TRB; Novartis Research Institute, Vienna,
Austria) were used in the final concentration range of 0.03 to 16 pg/ml. Incubation
was at 35°C for up to 120 h. The MICs were determined visually by comparison of
the growth in the wells containing the drug with the drug-free control, and were
defined as the lowest drug concentration that impeded any visible growth, i.e., 100%
inhibition.

At the same time, the combination of AMB and TRB (combination that was
synergic in vitro, in clinical case - Fonsecaea monophora 69704) '° was evaluated
through the checkerboard technique. ?° The interaction coefficient among drugs was
guantitatively evaluated by means of the fractional inhibitory concentration index
(FICI). The interaction was defined as synergistic if the FICI was < 0.5, no interaction
if 0.5 > FICI < 4.0, and antagonistic if FICI was > 4.0, as applied in recent studies. %"
22
Statistical analysis

To perform the comparison between groups of chromoblastomycosis agents
for different antifungals, the Kruskal-Wallis nonparametric test and Dunn’s Post-Hoc
test were used. Differences between groups were considered significant when p

<0.05.
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RESULTS

The geometric mean of MICs, MICso and the MIC ranges of the evaluated
chromoblastomycosis agents are presented in Table 1.
TRB, ITZ and KTZ were, in this order, the drugs which showed better activity against
the chromoblastomycosis agents, in general, with geometric mean MICs (GM MICs)
lower than 0.5. The drugs less active were, respectively, VRZ and AMB, with GM

MICs 2 2.

Analyzing the different groups of chromoblastomycosis agents individually, we
found that TRB was not the most active drug for C. carrionii and E. spinifera, and, in
both groups, the more active drug was ITZ. The group further differentiated was E.
spinifera, that, besides showing low susceptibility to TRB (GM MICs = 2), which
confirms the statistical test, showed a tendency to be less susceptible to TRB than
Fonsecaea spp. and P. verrucosa. Furthermore, E. spinifera had better sensibility to
AMB than to VRZ (GM MICs = 4.0 and GM MICs = 11.314, respectively). R.
aquaspersa had higher MICs to KTZ (GM >1) than other chromoblastomycosis
agents. C. carrionii and Fonsecaea spp. are significantly more susceptible to KTZ
than P. verrucosa, while C. carrionii is significantly more sensitive to VRZ than P.

verrucosa and E. spinifera.

When testing drug combination of AMB and TRB, synergistic interaction, according to
the FICI (FICI < 0.5), was obtained for 58 strains and indifferent interaction (0.5 >
FICI < 4.0) for 2 isolates, both E. spinifera (Table 2). The greater synergistic effect of
the combination is seen in R. aquaspersa (GM FICI = 0.21), with a statistically
significant difference between FICI obtained for this fungus and FICI obtained by

E.spinifera.
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Discussion

Chromoblastomycosis is extremely difficult to treat because there is no
standard procedure or drug. Besides, it is often unresponsive to multiple therapeutic
approaches. Several treatment options have been applied, but these tend to result in
low cure rates, and frequent relapses. 2

Despite being the most common aetiological agent, Fonsecaea spp. appears
to be less sensitive to treatment with antifungal drugs than other

chromoblastomycosis agents such as C. carrionii and P. verrucosa. %

Management of chromoblastomycosis consists of long courses of antifungal
chemotherapy, often combined with physical treatments such as surgery,
cryotherapy and thermotherapy. ** Regarding the antifungal drugs in the
chromoblastomycosis treatment, we can highlight the use of ITZ and TRB alone or in
combination, posaconazole (PSZ), VRZ, KTZ, AMB and 5-fluorocytosine (5-FC),
being the last two used alone or in combination. # *°

The therapeutic outcomes are variable and are dependent on the site of
infection, the lesion size, and the patient’s general conditions ?°, and also on the
etiological agent. In order to improve antifungal therapy, it is necessary to acquire
more information on the in vitro antifungal susceptibility of chromoblastomycosis

agents to antifungal agents.

Antifungal activity assays are useful for detecting resistance that may arise
during treatment and predicting clinical response.'® % 2® However, few papers deal
with in vitro susceptibility of chromoblastomycosis agents. One of the first attempts at
testing the susceptibility of these agents was reported by Oliveira et al. [26]. This

study evaluated the in vitro susceptibility of strains from patients under treatment with
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5-FC. In two cases it was possible to verify the presence of resistance to this
antifungal, with MIC of 60 and 100 pg/mL, already pointing to the need of these in

vitro tests in clinical practice.

The antifungal activity of AMB was analyzed in F. pedrosoi 46428 ATCC
strain, and the amount of lipids in conidia and hyphae was also studied. >’ The study
found that the first structure had greater quantity of these components. The best
sensitivity of conidia to AMB compared to the hyphae can be attributed to this fact.
Since AMB has the mechanism of action of binding to ergosterol present in the
plasmatic membrane fungal, pores are produced, resulting in loss of intracellular
contents and leading cell to death. ?® The MIC obtained for this strain is consistent
with the results we obtained. This work suggests that there is a difference in the
composition of lipids in the different structures of the same strain, and it may be
found a difference in the composition of these lipids in the different
chromoblastomycosis agents, which would make them more or less susceptible to

AMB.

The susceptibility of a Fonsecaea pedrosoi strain to antifungals KTZ, ITZ and
saperconazole was evaluated by Cardona-Castro et al. [29]. The MICs obtained were
1.0, 0.1 and 0.01 pg/mL, respectively. The MIC obtained for ITZ is consistent with our

results, while for KTZ is much higher than we obtained (GM = 0.1974).

The first study that attempted to adapt, for filamentous fungi, the technique
recommended by the NCCLS (now CLSI) for yeast, evaluated the susceptibility of 12
isolates of F. pedrosoi to AMB, 5-FC, fluconazole (FLZ) and ITZ by broth
macrodilution technique. The ITZ and AMB showed to be more effective against the

fungal isolates tested with ranges of MIC of 0.018-0.6 pg/mL and 0.5-4.0 pg/mL,
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respectively, * results that are close to ours. In 1998, McGinnis et al. [31] evaluated
the antifungal VRZ, ITZ, AMB and FLZ against various filamentous fungi, including
three strains of F. pedrosoi and 1 E. spinifera. This study also conducted an
adaptation of the technique recommended by NCCLS for yeasts. The results they
found were very different from ours, since the MIC for the two species of fungi was
inferior to both AMB and VRZ, and far superior for ITZ. In the same year, McGinnis &
Pasarell [32] also adapted the protocol M27-A (NCCLS), and tested ITZ and TRB
against 21 strains of C. carrionii, 17 of F. pedrosoi and 17 of P. verrucosa. This study

showed results consistent with our study.

The work performed by Caligiorne et al. [33] evaluated the in vitro antifungal
activity of AMB, FLZ, ITZ and 5-FC against 19 dematiaceous fungi, and 15 of these
isolates were chromoblastomycosis agents (9 strains of F. pedrosoi, 2 R.
aguaspersa, 2 C. carrionii and 2 P. verrucosa). AMB and ITZ showed MIC ranges of
1.0 -16 pg/ml and 0.06-1.95 ug/ml respectively, the latter being much higher than that
obtained by us. Four of the strains tested were considered resistant to AMB (MIC =
4.0) and one to ITZ (MIC = 1.0). This study also followed the method recommended

for yeast by NCCLS, with modifications.

An assay of antifungal activity with 14 clinical isolates of F. pedrosoi from 6
patients was performed, * when the activity of the drugs AMB, KTZ, FLZ, 5-FC, ITZ
and TRB was assessed. This work found that FLZ and AMB were the least efficient
antifungal agents. For KTZ and TRB, concentration ranges obtained are consistent
with our work. As for AMB and ITZ, the concentration range for both was much higher
than obtained through our study. In this study, the agar dilution technique was utilized
and these discrepant results may be due to the solubility of these drugs, which is low

in water-based vehicles (Agar), and thus, the drug is not available to act against the
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fungus. An important contribution of this latter work is that it shows that, during
treatment, the clinical isolates decreased their susceptibility to ITZ in vitro, which was

reflected in decreased clinical response to this antifungal.

We can see only three studies in the literature regarding more recent studies
which performed the in vitro evaluation of commercially available antifungal against
chromoblastomycosis agents, and were based on methods recommended by the
CLSI for filamentous fungi (M38-A and M38-A2).'*!® Through the microdilution
method, the antifungal activity of AMB, ITZ, VRZ, FLZ, TRB and 5-FLU was
evaluated against 39 isolates of C. carrionii. ** In vitro, TRB and ITZ were the most
effective antifungals, as found in our study. The correlation with clinical findings
showed that the 6 patients that used the therapy with ITZ and were followed, were
healed with this antifungal drug. However, despite a low MICs in vitro, the use of
TRB, ITZ and cryosurgery was ineffective in the treatment of one patient. Correlating
our results with this study, it can be seen that we obtained far superior GM to VRZ

(1.123 vs. 0.07) and much lower for AMB (9.42 versus 3.175) in C. carrionii isolates.

The antifungal susceptibility of isolates Exophiala spp. was evaluated in vitro.
% Eigth E. spinifera isolates were tested against the antifungals AMB, ITZ, PSZ and
VRZ by microdilution method. In this study, ITZ was found to be one of the most
active drugs for E. spinifera, as observed in our study, with similar MICs. As for AMB

and VRZ the MICs were lower than those obtained by us.

Najafzadeh et al. [36] evaluated 55 Fonsecaea spp. isolates against 8
antifungals, including AMB, ITR and VRZ. They could observe that there was no

significant difference in susceptibility between the different species (F. pedrosoi, F.
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monophora and F. nubica). ITZ was one of the most active drugs, and the

susceptibility obtained by them is similar to our study findings.

The evaluation of drug combinations in vitro against chromoblastomycosis

agents are even scarcer in the literature.

The combination between the drugs AMB, ITZ and TRB have been evaluated
for chromoblastomycosis agents. ** When combination of TRB and ITZ was
assessed, it was synergistic for only one isolate of C. carrionii, while for the others it
was indifferent. The combinations of AMB and TRB and AMB and ITZ were
indifferent for all 53 chromoblastomycosis agents tested (P.verrucosa (20), F.
pedrosoi (11) and C. carrionii (22)). TRB, when evaluated in isolation, revealed GM
consistent with our study. However, ITZ showed GM much higher than the result in
our study, and AMB showed much lower GM for F.pedrosoi and P. verrucosa, but

similar for C. carrionii.

Taking into consideration that TRB and ITZ are drugs widely used for the
treatment of infections caused by representatives of the Fonsecaea genus, Zhang et
al. [38] evaluated the effect of this combination against 18 F. monophora isolates
using the checkerboard technique. For the majority of isolates (12) the combination
was synergistic and for none of them the combination was antagonist. We, as well,

¥ and an

assessed this combination against a clinical isolate of F. monophora
indifferent effect was obtained for this isolate. In the first work, ITZ and TRB were
tested alone to perform the calculation of FICI and MIC ranges obtained were

consistent with our results.

Combinations of TRB with AMB, ITZ and VRZ were evaluated for F. pedrosoi

and other filamentous fungi. The combination of TRB with all the other antifungals
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tested were synergistic for the isolate. However, the FICI found in the combination of
AMB and TRB is much lower (FICI = 0.009) when compared with our study (FICI GM
= 0.32) and the MICs obtained for all drugs alone were also much lower.* In another
work by the same group, six isolates of F. pedrosoi were assessed against the same
combinations tested in the above study, and for all isolates these combinations were
synergistic. However, the FICI range obtained was much lower when compared with

our results (FICI = 0.005 — 0.126 vs FICI= 0.24 - 0.49.%°

Exophiala spinifera was evaluated by Daboit et al. [22] for their susceptibility to
antifungal agents ITZ, VRZ, TRB, KTZ and AMB, singly and in combination. The
results for the 2 strains that were included in this study are consistent with this earlier
study, in which TRB showed low susceptibility alone, ITZ was the most active drug
and the combination of AMB and TRB was indifferent to this fungus. In this study we
observed a correlation between the results of the in vitro and the therapeutic

response.

Analyzing the vast majority of studies that evaluated the in vitro susceptibility of the
chromoblastomycosis agents, we find these tests extremely important because there
is a very large discrepancy in susceptibility among isolates within the same genus
and between different genres. Furthermore, the use of the protocol recommended by
CLSI for filamentous fungi would also help to reduce the differences in MIC values
obtained between different studies. Also we observed that susceptibility testing may
predict clinical response to treatment against these agents, and it is useful to identify
resistant strains. Combinations of drugs are already widely used in clinical practice; it
Is important to evaluate them in vitro, using methods in order to lead the therapy.
Given the difficulty of treating this mycosis, all employed methods that aim to direct

clinical practice are of great value.
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TABLE 1. Geometric mean MICs, MIC ranges and MIC50s obtained through in vitro

chromoblastomycosis agents susceptibility testing to five antifungal agents .

MIC (ug/mL)

Strain (n° strains) and antifungal
drugs Geometric Mean 50% Range
All Chromoblastomycosis strains
(n=60)
Amphotericin B

4.046 4.0 05-16
Itraconazole

0.161 0.125 0.063-0.5
Ketoconazole

0.247 0.25 0.063 -2
Terbinafine

0.121 0.25 0.031-2
Voriconazole

2.639 2.0 05-16
Fonsecaea spp. (n=44)
Amphotericin B 3.937 4.0 0.5-16
Itraconazole 0.166 0.19 0.063-10,5
Ketoconazole 0.1974 0.25 0.063-1
Terbinafine 0.1043 0.125 0.031-0,25
Voriconazole 2.494 2.0 05-16
Cladophialophora carrionii (n=6)
Amphotericin B 3.175 50 1-8
Itraconazole 0.088 0.09 0.063 - 0.125
Ketoconazole 0.158 0.125 0.063-0.5
Terbinafine 0.177 0.125 0.125-1
Voriconazole 1.123 1.0 05-8
Phialophora verrucosa (n=6)
Amphotericin B 6.350 8.0 4-8

ltraconazole 0.177 0.19 0.125-0.25



Ketoconazole

Terbinafine

Voriconazole

Rhinocladiella aquaspersa (n=2)

Amphotericin B
Itraconazole
Ketoconazole
Terbinafine

Voriconazole

Exophiala spinifera (n=2)

Amphotericin B
Itraconazole
Ketoconazole
Terbinafine

Voriconazole

0.794
0.088

5.657

4.000
0.250
1.414
0.177

2.828

4.000
0.250
0,707
2.000

11.314

0.75

0.09

6.0

4.0

0.31

1.50

0.19

3.0

4.0

0.25

0.75

2.0

12.0

213

05-2

0.063 - 0.125

4-8

4-4

0.125-05

1-2

0.125-0.25

2-4

4-4

0.25-0.25

05-1
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TABLE 2. Geometric mean FICIs and FICI ranges for in vitro susceptibility of

chromoblastomycosis agents to amphotericin combined with terbinafine.

FICI
Strain (n° strains) and antifungal drugs
Geometric Range Interpretation

Mean
All Chromoblastomycosis strains
(n=60)
Amphotericin B x Terbinafine

0.32 - Synergistic
Fonsecaea spp. (n=44)
Amphotericin B x Terbinafine 0.32 0.24 -0.49 Synergistic
Cladophialophora carrionii (n=6)
Amphotericin B x Terbinafine 0.32 0.27 -0.37 Synergistic
Phialophora verrucosa (n=6)
Amphotericin B x Terbinafine 0.29 0.24 -0.37 Synergistic
Rhinocladiella aquaspersa (n=2)
Amphotericin B x Terbinafine 0.21 0.18 -0.25 Synergistic
Exophiala spinifera (n=2)
Amphotericin B x Terbinafine 0.53 0.52 -0.53 Indifferent

FICI: fractional inhibitory concentration index.
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6. Consideracfes Finais
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Esta tese teve como objetivo estudar o perfil de suscetibilidade dos diferentes
géneros de agentes cromoblastomicose, avaliar esta caracteristica em casos clinicos
relevantes de micoses causadas por fungos dematiaceos, bem como identificar
molecularmente os agentes etiologicos destas infecgbes. Além disso, avaliar os
efeitos das nanoemulsbes de anfotericina B e itraconazol em agentes da
cromoblastomicose, assim como seus perfis em relagdo a citotoxidade,

genotoxicidade e mutagenicidade.

Como foi exposto ao longo deste trabalho, o tratamento desta micose é um
desafio, e sendo assim este trabalho representa a chave para elucidar questées que

nao foram amplamente exploradas.

A avaliacdo da suscetibilidade in vitro dos diferentes géneros de fungos
causadores da cromoblastomicose mostrou que ha uma diferenca de suscetibilidade
entre eles, sendo necessaria a identificacdo do agente etiolégico previamente ao
inicio do tratamento. Os antifungicos mais ativos, de modo geral, foram terbinafina e
itraconazol, o que corrobora com estudos da literatura e com a pratica terapéutica. A
combinacdo de anfotericina B e terbinafina foi sinérgica para todos os géneros de
agentes da cromoblastomicose avaliados, com excecdo de E. spinifera, a qual
apresentou uma suscetibilidade diferenciada dos demais grupos como um todo. Esta
combinacgao poderia ser empregada na terapéutica da cromoblastomicose. Nenhum
trabalho na literatura contemplou a quantidade de isolados e géneros por nés

testados.

Em relacdo aos casos clinicos, no primeiro caso foi identificada, por

morfologia microscopica e molecularmente, uma infeccdo por E. spinifera, que é
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agente causal tanto de cromoblastomicose quanto feohifomicose. Este foi o terceiro
caso de E. spinifera relatado no Brasil. A amostra clinica apresentou maior
suscetibilidade ao itraconazol no ensaio in vitro e esta suscetibilidade foi confirmada
na clinica. Quando avaliadas as combinagfes de farmacos in vitro, as associagdes
de itraconazol e voriconazol e de terbinafina e voriconazol foram sinérgicas para
este isolado. O uso de combinacbes de farmacos, geralmente utilizadas
empiricamente na clinica, pode perfeitamente ser orientado por ensaios in vitro. No
segundo caso foi diagnosticada uma cromoblastomicose por Fonsecaea spp..
Através de ferramentas moleculares e andlise filogenética foi verificado que a
amostra trata-se de uma F. monophora, primeiro caso relatado de
cromoblastomicose por este agente causal no Brasil com recidiva das lesdes. Este
isolado apresentou maior suscetibilidade ao itraconazol e a terbinafina no ensaio in
vitro, apesar do paciente ter a recorréncia da micose apods tratamento com
itraconazol. Observamos que varios fatores podem ter influenciado esta recidiva,
nao apenas a suscetibilidade do agente causal ao antifungico. Quando avaliadas as
combinacdes de farmacos contra este isolado, as combinacfes de anfotericina B e
terbinafina e de terbinafina e voriconazol mostraram-se sinérgicas. O uso de
associacdo de farmacos pode ser util em casos em que hé resisténcia, o que é muito
comum na cromoblastomicose. Além disso, com identificagcdo molecular em casos

clinicos podemos contribuir para o conhecimento da epidemiologia destes agentes.

Em relacdo as nanoemulsGes produzidas, verificamos que a técnica
empregada foi adequada para a producdo de formulagbes com tamanho de goticula
na faixa nanomeétrica. Na avaliacdo da atividade antifungica in vitro, verificou-se que
a técnica empregada ndo € adequada para a avaliacdo de nanoemulsdes, porque a

atividade foi farmaco-dependente, ou seja, relacionada com a interagdo que ha entre
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o farmaco e o nanossistema. No ensaio in vivo constatamos que as nanoemulsdes
apresentam uma atividade antifungica superior aos demais tratamentos avaliados.
Além disso, as nanoemulsdes protegeram oOrgdos-alvo dos efeitos adversos
intrinsecos aos farmacos, hepatotoxicidade no caso do itraconazol e nefrotoxicidade
para a anfotericina B. Entretanto, ndo basta o nanossistema apresentar atividade
superior e reduzir efeitos adversos. Deve-se conhecer sua toxidade quando
comparado com o farmaco livre, para que se permita uma futura utilizacao na clinica.
Os resultados foram satisfatérios, em que o itraconazol e a anfotericina B
apresentaram efeitos citotoxicos, os quais nao foram visualizados quando utilizadas
as mesmas concentracdes do farmaco veiculado na nanoemulsdo. Assim, as
nanoemulsdes produzidas estariam aptas, para em um futuro préximo, serem

alternativas terapéuticas para o tratamento da cromoblatomicose.
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7. Anexos
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