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RESUMO
A anfotericina B é um antifingico de amplo espectro e leishmanicida que tem como
mecanismo de acéo a ligacao ao ergosterol culminando na formacdo de canais na membrana
do pat6geno e consequente morte celular. Esse antifingico e leishmanicida vem sendo usado
h& mais de cinquenta anos, considerado tratamento padrdo para muitas doencas, dentre as
quais, as negligenciadas como a leishmaniose. Apesar de ser medicamento padréo ou de
segunda linha para muitas doencas, possui muitos efeitos adversos, dentre os quais, a
nefrotoxicidade. Contudo, dependendo da formulacdo usada, a toxicidade renal é variavel.
A Fungizone®, a primeira a ser desenvolvida, possui maior toxicidade que a AmBisome®,
que é recomendada por a ONU para muitas doencas negligenciadas. Apesar dessa
formulacdo ser menos toxica, ela apresenta valor de custo elevadissimo o que inviabiliza
como forma de tratamento para as populacbes mais carentes. Tendo em vista essa
problematica da toxicidade de uma e do elevado custo da outra, muitos grupos de pesquisas
vém estudando novas formulagdes que sejam eficazes e menos tdxicas, como a formulacéo
Anf@C-Dots, soluvel em agua, a qual foi desenvolvida no Laboratorio de Inorganica e
Materiais (LIMA) do Instituto de Quimica da UnB. Essa formulacdo foi testada em
experimento pré-clinico e esta em processo de registro de patente. Realizou-se experimento
pré-clinico com camundongos Balb/c em que dentre os parametros avaliados incluem-se as
diferencas de nefrotoxicidade entre as formulacdes que foi o objetivo deste trabalho. Os
animais foram divididos em 6 grupos, trés deles foram tratados com as trés formulacbes
citadas, um com C-Dots e 0s outros consistiam em grupos controles. Apos 10 dias de
tratamento, os camundongos foram eutanasiados e tiveram coletados o pulmao, baco, figado
e rins. Neste trabalho foram preparadas laminas para andlises histopatologicas da estrutura
renal, enfocando-se particularmente nos Tubulos Contorcidos Distais e glomérulos,
estruturas nas quais é possivel detectar o desenvolvimento da Necrose Tubular Aguda,
decorrente de danos nos tubulos e isquemia glomerular. O resultado das analises
histopatolégicas ndo indicou toxicidade renal para a formulagdo AnB@C-Dots, Fungizone®
e AmBisome® e para os C-Dots. Para melhor caracterizacio de possivel toxicidade da
formulacdo ensaiada, serdo realizadas analises histopatoldgicas de outros 6rgdos e testes de

toxicidade aguda.

Palavras chaves: Anfotericina B, histopatologia, nefrotoxicidade.
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1. INTRODUCAO

Na década de 1950 foi isolada da espécie Streptomyces nodosus a molécula de
anfotericina B (anf B) (Figura 1), a qual € um macrolideo poliénico que possui atividade
antifungica de amplo espectro e atividade leishmanicida (AVERSA et al., 2017; LANZA et
al., 2019; RIBEIRO et al., 2014). Esse principio ativo insolivel em &gua, precisa estar em
solucdo ausente de eletrolitos para ndo precipitar, dessa forma o solvente ou diluente é dgua
para injetaveis (FANOS, CATALDI, 2000; KDIGO, 2012; MAYER et al.,, 2002;
PUBCHEM, 2019).

Figura 1: Estrutura molecular da Anfotericina B.
OH

HOW OH
NH,

Fonte: (DRUGBANK.CA, 2019)

O seu mecanismo de acdo deve-se a sua ligagdo com o ergosterol presente na
membrana celular desses patégenos, formando canais que causam extravasamento celular
de eletrdlitos levando a morte celular. Na Figura 2 esta representada a ligagcdo da anf B com
o ergosterol e a formacdo do canal na membrana celular. Um de seus mecanismos de
toxicidade esta diretamente ligado ao seu mecanismo de a¢éo, pois, o principio ativo liga-se
ao colesterol presente em células de mamiferos também. O outro mecanismo de toxicidade
é a vasoconstricdo de arteriolas aferentes dos glomérulos renais. Apesar de os efeitos
adversos serem conhecidos, o processo em si do mecanismo de acdo ainda ndo foi
completamente esclarecido (AVERSA et al., 2017; FANOS, CATALDI, 2000; LANZA et
al., 2019; PALACIOS et al., 2011; RIBEIRO et al., 2014).



Figura 2: Ligacdo da anf B com o ergosterol - A) anfotericina B interagindo com ergosterol. B)
Complexo anfotericina B e ergosterol formando canais na membrana plasmatica.

B)

ergosterol

Fonte: Adaptado (PALACIOS et al., 2011)

Tendo em vista a sua toxicidade, foram criadas diferentes formulagdes como
tentativas de contornar esse problema, a formulacdo mais antiga ¢ a de anf B com
desoxicolato, a Fungizone®. Na década de 1990 foi desenvolvida a formulag&o lipossomal
AmBisome® (Figura 3) a qual se mostrou menos toxica, e em seguida outras formulagdes
lipossomais foram desenvolvidas, entretanto ndo apresentaram a mesma eficiéncia e menor
toxicidade (ADLER-MOORE, GANGNEUX, PAPPAS, 2016; AHMED, BROCCHINI,
CROFT, 2012; LANZA et al., 2019). Devido a diferenca de toxicidade, as formulacbes de
desoxicolato e de lipossomos ndo sdo intercambiaveis entre si, por exemplo, para a
leishmaniose mucocutanea, a dosagem da Fungizone® é de 0,5 a 1 mg.kg™.dia’ e a dose
cumulativa é entre 20-45 mg.kg? enquanto que a dosagem de AmBisome® é de
aproximadamente 3 mg.kgt.dia?* e dose cumulativa entre 20 e 60 mg.kg? (ARONSON,
HERWALDT, LIBMAN, 2016; CHAVEZ-FUMAGALLI et al., 2015; DNDi, 2017; FOLK

etal., 2017).
Figura 3: Frasco-ampola da formulagao lipossomal de anf B, a AmBisome®.
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Fonte: Fotografia disponibilizada pelo Hospital das Forcas



A diferenca de toxicidade das formulagcdes de desoxicolato de sodio para as
formulac@es lipossomais, principalmente a AmBisome®, deve-se a presenca de colesterol na
membrana bilipidica dos lipossomas, pois, a anf B possui maior afinidade ao ergosterol,
portanto ficara ligado ao esteroide do lipossoma e s6 deixara de interagir com essa molécula
por outra de maior afinidade. Assim, a toxicidade da formulacéo lipossomal € menor, pois
as moleculas de colesterol das células de mamiferos interagem menos com a anf B (CZUB,
BAGINSKI, 2006; NEUMANN, WIECZOR, ZIELINSKA et al., 2016).

Existem vérias formulagdes de anf B - Fungizone®, AmBisome®, Fungisome®,
Albecet®, Anforincin B®, dentre outras - as quais ndo sdo intercambiaveis entre si, ja que
apresentam niveis de toxicidade diferentes, e a diferenca de nefrotoxicidade é fator
importante cuja influéncia impacta na eficiéncia do tratamento e na posologia (CHAVEZ-
FUMAGALLI et al., 2015; DNDi, 2017; FOLK et al., 2017). A menor toxicidade da anf B
decorre da ligacdo do principio ativo ao colesterol nos lipossomas, reduzindo assim a
interacdo da anf B com o colesterol das células epiteliais dos tubulos renais (AHMED,
BROCCHINI, CROFT, 2012; AZANZA, SADABA, REIS, 2015; RIBEIRO et al., 2014;
SOUZA et al., 2018).

Os efeitos adversos decorrentes do uso da primeira formulacdo de anf B, a
Fungizone®, demandou o protocolo de medicacio para contornar esses danos. Haveria
necessidade de ser administrado antipirético, como paracetamol, e anti-inflamatérios nédo
esteroidais, e a infusdo deveria ser lenta, o paciente deveria ser bem hidratado e dependendo
da reacdo do paciente, administrar-se-ia um corticoide, como hidrocortisona (FANOS,
CATALDI, 2000; KDIGO, 2012; MAYER et al., 2002). Assim, quando foi desenvolvida a
formulacéo lipossomal houve significativa mudanca, pois, a eficacia melhorou e a toxicidade
caiu drasticamente, porém a dosagem a ser usada € maior e o custo muito elevado (AVERSA
etal., 2017; AZANZA, SADABA, REIS et al., 2015; SUNDAR, CHAKRAVARTY, 2010).

Um dos principais efeitos toxicos causados pela anf B é a nefrotoxicidade. Muitos
trabalhos, como o de Aversa e colaboradores (2017), relatam alteracdes renais atestadas em
exames bioquimicos e analises histopatoldgicas. Os niveis séricos de creatinina e
eritropoietina encontram-se abaixo do nivel de referéncia, e em analises de cortes
histoldgicos de rins percebe-se danos nos Tubulos Contorcidos Distais (TCD) e também
alteracdes glomerulares, acarretando em Leséo Renal Aguda (LRA) (AVERSA et al, 2017;
KDIGO, 2012; MAYER et al., 2002; PATZER, 2008).



A toxicidade da anf B pode ser avaliada em experimentos in vivo, por analises
histoldgicas, como em estudos em camundongos Balb/c. Nesses animais observa-se em
cortes histologicos de rim a nivel macroscopico, a formacdo de depoésitos de coldgeno,
caracterizando fibrose renal devido a injuria causada pela medicacdo (FOLK et al., 2017;
MAYER et al., 2002), em decorréncia da formacdo de poros nas membranas das células
epiteliais tubulares com consequente morte celular (ADLER-MOORE, GANGNEUX,
PAPPAS, 2016; AZANZA, SADABA, REIS, 2015; SOUZA et al., 2018).

Os danos histoldgicos nos rins causados pela anf B variam muito dependendo da
formulagdo. A mesma concentracdo de diferentes formulagdes ndo causa 0 mesmo dano,
mostrando a n&o intercambialidade das formulagdes (ADLER-MOORE, GANGNEUX,
PAPPAS, 2016; AZANZA, SADABA, REIS, 2015). Apesar do avanco que houve com 0
desenvolvimento da AmBisome®, existem muitos estudos procurando desenvolver
formulagdes de anf B menos toxicas e de menor custo, pois, esse medicamento & muito
utilizado em doencas negligenciadas (LANZA et al., 2019; DNDi, 2017; WHO, 2015).

A maioria das doencas para as quais a anf B é usada sdo doencas negligenciadas,
como as leishmanioses, e ainda em coinfeccdo com HIV (do inglés, Virus da
Imunodeficiéncia Humana), as InfeccBes Fungicas Invasivas (IFI) como a candidiase
invasiva, a histoplasmose disseminada, a aspergilose que também sdo comuns em
imunocomprometidos (ADLER-MOORE, GANGNEUX, PAPPAS, 2016; AHMED,
BROCCHINI, CROFT, 2012; AVERSA et al., 2017; BERN et al., 2006).

A Organizagdo das Nagbes Unidas (ONU) recomenda a AmBisome® como
farmacoterapia, contudo também incentiva que haja estudo para o desenvolvimento de novas
medicacdes, o que tem estimulado bastante pesquisas com esse principio ativo (BERN et al.,
2006; DNDi, 2017; RIBEIRO et al., 2014). Encontrar novas moléculas para desenvolver
novas medicacGes leva muito tempo, por isso muitos grupos de pesquisa procuram
desenvolver novas formulag¢6es de moléculas de modo que a nova formulacéo tenha menor
custo (AHMED, BROCCHINI, CROFT, 2012; LANZA et al., 2019; ROCHELLE et al.,
2018; WHO, 2015).

O Brasil é um dos paises com maior incidéncia de leishmaniose, tanto a visceral
guanto as cutanea e mucocutanea. Conforme os dados divulgados pela ONU sobre 0s casos

reportados de leishmania em 2016 (Figura 4), a leishmaniose mucocutanea é endémica no



pais e 0 nimero de casos reportados sdo os mais altos do mundo (OPAS/WHO, 2019; PAHO,
2019), com énfase até 2017 nas regides do Centro-Oeste e Norte como pode-se perceber na
Figura 5 (OPAS/WHO, 2019).

Figura 4: Estado de endemicidade para Leishmaniose no mundo em 2016.
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Il >5000

B 1000-4999

B 00666 I No autochthonous cases reported
=1 <100 [ No data

o [] Not applicable

Fonte: Adaptado (OPAS/WHO, 2019).

Para as leishmanioses mucocutdneas, como a causada pela Leishmania (V)
brasiliensis, é recomendada a terapia sistémica, de preferéncia com a anf B lipossomal.
Apesar de geralmente haver tratamento tépico para as formas cutineas da doenca, €



recomendado ainda 0 AmBisome® visto que os parasitas circulam pela linfa e pelo sangue,
alcangando os tecidos nasofaringeos (BERN et al., 2006; ARONSON, HERWALDT,
LIBMAN, 2016; BURZA, CROFT, BOELAERT, 2018).

No Brasil, os precos dos medicamentos séo controlados pela Camara de Regulagéo
do Mercado de Medicamentos (CMED) que é um 6rgdo interministerial responsavel pela
regulacdo econdmica do mercado de medicamentos e a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) que exerce o papel de Secretaria-Executiva da CMED. Segundo a Lista
de Precos maximos divulgada no site da ANVISA, um frasco-ampola de AmBisome® de 50
mg é vendido a preco de fabrica por R$ 15.330,66 (quinze mil e trezentos e trinta reais e
sessenta e seis centavos) e um frasco-ampola de Anforicin B® (formulagéo com desoxicolato
de sddio) de 50 mg da Cristalia é vendido a preco de fabrica por R$ 20,74 (vinte reais e
setenta e quatro centavos) (ANVISA, 2019). Mesmo sendo a AmBisome® a recomendagio
de tratamento para muitas doencas negligenciadas, acaba tornando-se economicamente
inviavel, pois muitas pessoas acabam padecendo por ndo conseguirem tratar-se. Por isso é
grande o incentivo da ONU para que sejam produzidas formulagdes mais econémicas,

acessiveis a populacéo.

Um exemplo de estudos de desenvolvimento de novas formulacGes € a que vem
sendo realizada no Laboratorio de Inorganica e Materiais (LIMA) do Instituto de Quimica
(1Q), que é a AnB@C-Dots. Essa nova formulacgéo € feita com nanoparticulas de carbono do
tipo Carbon Dots (C-Dots) juntamente com o principio ativo anf B. A AnB@C-Dots é
soltvel em &gua, pois a anf B € carreada pelos C-Dots. Os C-Dots possuem boa estabilidade
quimica, sdo biocompativeis e apresentam baixa toxicidade, em vista disso podem ser usados
em varias aplicacdes biomédicas como carreadores de farmacos e bioimageamento
(RODRIGUES et al., 2015; SINGH et al., 2018; ZHENG et al., 2015; WANG et al., 2015).

Observou-se em ensaios in vivo com camundongos Balb/c e IRC tratados com C-
Dots que ndo houve toxicidade renal conforme os resultados das analises bioquimicas e
histopatoldgicas. Da mesma forma, ensaios in vitro com diversas linhagens celulares, como
células humanas de cancer de endométrio (HeLa), células humanas de carcinoma hepatico
(HepG2), células hepaticas embrionarias (HL-7702), células de cancer de mama (MCF-7) e
endotélios de vasos umbilicais (HUVEC), foram tratadas com as C-Dots observando-se
baixa toxicidade (RODRIGUES et al., 2015; SINGH et al., 2018; ZHENG et al., 2015;
WANG et al., 2015).



Portanto, necessita-se urgentemente de novos tratamentos para essas doengas
negligenciadas, que sejam eficientes, de menor toxicidade e acessiveis & populacdo. A
recomendagdo da ONU sobre o uso da AmBisome® mostra-se pouco aplicavel devido o
elevado custo do medicamento, o que o torna inviavel para muitos paises pobres, apesar de
ser menos nefrotoxica comparada a Fungizone® e as outras formulacdes (BERN, ADLER-
MOORE, BERENGUER et al., 2006; AHMED, BROCCHINI, CROFT, 2012; DNDi, 2017;
PAHO, 2017; WHO, 2015). Por isso é importante o investimento em pesquisas quer seja
promovendo novos medicamentos ou o desenvolvimento de novas formulagGes de principios

ativos ja conhecidos.



2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar por meio de analises histoldgicas a nefrotoxicidade de camundongos Balb/c
tratados com a nova formulagdo de Anfotericina B, a AnB@C-Dots, comparando com
formulagdes de convencionais de desoxicolato de sodio e de lipossomas.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analisar os cortes histologicos dos rins de camundongos Balb/c tratados e ndo
tratados com as formulagdes de Fungizone®, AmBisome® e AnB@C-Dots;

e Procurar possiveis danos histolégicos, caracteristicos do principio ativo em estudo,

nos rins de camundongos.



3. METODOLOGIA
Os rins e as amostras de sangue de camundongos Balb/c foram obtidos no
experimento descrito a seguir, o qual foi liderado por MSc. Carime Vitoria da Silva
Rodrigues, como parte de seu projeto de doutorado intitulado “Desenvolvimento de
Nanoformulagdo de Anfotericina B para o Tratamento de Leishmaniose”. Esse trabalho foi
desenvolvido sob orientacdo do prof. Dr. Marcelo Oliveira Rodrigues e co-orientacdo da
profa. Dra. Raimunda Nonata Sampaio. Todos os resultados desse trabalho sdo objeto de
patente em fase final de deposito.
3.1. TIPO DE ESTUDO
Estudo in vivo do tipo experimental ou pré-clinico em camundongos da espécie Mus
musculus, linhagem Balb/c.
3.2. ANIMAIS
Para esse estudo foram usados trinta e seis camundongos fémeas da linhagem Balb/c,
0s quais foram divididos em seis grupos de estudo. Os animais, de 4 semanas
aproximadamente, foram adquiridos do Centro Multidisciplinar para Investigacdo Bioldgica
na Area da Ciéncia em Animais de Laboratérios, da Universidade Estadual de Campinas,
mantidos no biotério da Faculdade de Medicina da UnB, o qual apresenta infraestrutura e
médico veterinario responsavel. O ambiente do biotério possui luminosidade controlada,
com ciclo de 12 horas no claro e 12 horas no escuro. As gaiolas foram forradas com

maravalha. A agua era oferecida ad libitum e racdo a vontade durante todo o experimento.

Os camundongos dos grupos 1 a 5 foram infectados com aproximadamente 10’
formas promastigotas de Leishmania (V.) braziliensis. Os camundongos do controle
negativo, grupo 6, passaram pelo mesmo estresse da inoculacdo, entretanto neles foi
administrado soro fisioldgico a 0,9%. No dia da inoculacdo, os animais tinham 12 semanas
de idade e peso médio de 26,8 + 3,1 ().

Os grupos foram divididos em 6 grupos: grupo 1 - camundongos infectados e tratados
com a AnB@C-Dots; grupo 2 - camundongos infectados tratados com Fungizone®; grupo 3
- camundongos infectados tratados com AmBisome®; grupo 4 - camundongos infectados e
tratados com C-Dots; grupo 5 - controle positivo, camundongos infectados e ndo tratados, o
placebo foi soro fisiolégico a 0,9%; grupo 6 - controle negativo, camundongos nao
infectados e ndo tratados, o placebo foi soro fisioldgico a 0,9%. A divisdo dos grupos e a
farmacoterapia pode ser vista de forma resumida na Tabela 1, assim como a farmacoterapia

utilizada.



3.3. FARMACOTERAPIA
Os camundongos passaram pela confirmacao da infecgdo e no mesmo dia iniciou-se
a farmacoterapia, a qual durou 10 dias, tendo como dose de 1mg.kg*.dial de cada
formulagéo e de C-Dots, e a dosagem cumulativa de todos foi de 10 mg.kg.dia* como pode
ser visto na Tabela 1. A medicacdo foi administrada por via intraperitoneal, os grupos

controles negativo, 5 e 6, receberam soro fisiolégico em vez de medicamento.

Tabela 1: Farmacoterapia com as formulagdes de AnB@C-Dots, Fungizone® e AmBisome®.

Dosagem
Grupo Infectado Tratamento Dosagem cumulativa
1 Sim AnB@C-Dots 1 mg.kg*dia* 10 mg.kg™
2 Sim Fungizone® 1 mg.kg*dia* 10 mg.kg*
3 Sim AmBisome® 1 mg.kg*dia* 10 mg.kg*
4 Sim C-Dots 1 mg.kg*.dia* 10 mg.kg*
. Soro fisiologico a
> Sim 0,9% (controle positivo) a a
L 0
5 NEo Soro fisiolégico a 0,9% B B

(controle negativo)

Fonte: Compilacdo do autor.

No dia da eutanésia, apds o fim da farmacoterapia, 0s animais foram anestesiados
com cloridrato de xilasina na dose de 10 mg/Kg e mais quetamina na dose de 90 mg/Kg, por
via intramuscular, e em seguida foi realizada a coleta de uma amostra de sangue por puncéao
intracardiaca, a qual foi usada para exames bioquimicos. Ainda sob o efeito dos anestésicos,
os animais foram levados, individualmente, a cdmara de saturacdo de COa, sendo esta
fechada de maneira a atingir saturacdo superior a 70%. Os camundongos foram a dbito por
parada cardiorrespiratéria, conforme recomendado pela comissao de ética no uso animal. Os
orgaos rins, figado, baco e pulméo foram extraidos para estudos de histopatologia, contudo

neste trabalho foram analisados apenas 0s rins.

O ensaio in vivo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso Animal da UnB,
protocolo n° 8480/2016, e o certificado de aprovacdo encontra-se em anexo (Figura Al).
3.4. HISTOLOGIA
Nesse experimento os rins foram preparados para analise histopatologica. Apds

terem sido coletados de forma mais asséptica possivel, foram lavados com soro fisioldgico
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a 0,9% para retirada do excesso de sangue e rapidamente fixados em paraformaldeido
(Sigma-Aldrich, BRA) a 4% em PBS por trés horas a temperatura ambiente. Depois
passaram pelo processo de desidratacdo em etanol a diferentes concentragdes (70 a 100%),
diafanizacdo ou clarificacdo, em solucéo 1:1 de alcool absoluto e xilol, e também em xilol
puro, por 1h em cada solugdo. As amostras foram entdo incluidas e emblocadas,
individualmente, em parafina (Dindmica Quimica Contemporanea LTDA., BRA). Para
obtencéo dos cortes com 3 a 5um de espessura foi utilizado um micrétomo Leica modelo
RM2125RT (Leica, Alemanha). Neste trabalho fez-se cortes semi-seriados, desprezando 0s

dez cortes seguintes apos a obtencdo de uma lamina com trés cortes.

Uma vez obtidos os cortes histolgicos, procedeu-se para a coloracdo pelo método
de hematoxilina e eosina (H&E). As laminas selecionadas foram submetidas a processo de
desparafinizacao e hidratacdo no método de coloragéo, onde pode ser visto na Tabela 1, em
que foi usado, além dos corantes H&E, solugbes de xilol (Dinamica
Quimica Contemporéanea LTDA,, Brasil), alcool (Dindmica
Quimica Contemporanea LTDA., Brasil) de 100%, 90% e 70% e agua. Apos o Ultimo banho
de xilol, cobriram-se as laminas com laminulas utilizando-se verniz incolor (Acrilex®, BRA)
e foram colocadas para secar a temperatura ambiente. As laminas foram analisadas e
fotografadas digitalmente com microscopio eletrénico de luz EVOS® FL Auto Imaging
System e usando o software EVOS® FL Auto (Thermo Fisher Scientific, EUA). Os

procedimentos histologicos adotados sao descritos resumidamente no Figura 6.

Figura 6: Esquema do método da histologia.

(o

e @ S EH [

- . . Diafanizacao
Fixacdo Desidratacao ou

clarificacéo

Inclusdo e Microtomia Coloracdo Montagem
mblocament (3a5pm) H&E

Fonte: Compilacéo do autor.
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Tabela 2: Método de coloragdo H&E.

Solvente/Reagente Tempo
1. Xilol 1 1 minuto
2. Xilol 2 1 minuto
3. Xilol 3 1 minuto
4, Xilol:Agua (1:1) 1 minuto
5. Alcool 100% 1 minuto
6. Alcool 90% 1 minuto
7. Alcool 80% 1 minuto
8. Alcool 70% 1 minuto
9. Agua destilada 1 minuto
10. Hematoxilina 3 minutos
11. Agua destilada 1 minuto
12. Eosina 2 minutos
13. Agua destilada 1 minuto
14, Alcool 70% 1 minuto
15. Alcool 80% 1 minuto
16. Alcool 90% 1 minuto
17. Alcool 100% 1 minuto
18. Xilol 1 1 minuto
19. Xilol 2 1 minuto
20. Xilol 3 1 minuto

Fonte: Compilacédo do autor.

12



4. RESULTADOS e DISCUSSAO

A toxicidade renal € avaliada por analise histopatoldgica, considerada o padréo ouro,
e por outros meios de analises que contribuam para concluir o diagnostico, como analise de
analitos séricos que indicam o funcionamento renal. Neste trabalho foram realizadas anélises
histopatoldgicas de rins de camundongos dos grupos 1 a 6, como visto nas Figuras de 7 a
12.

Figura 7: Cortex renal de um representante do grupo 1, tratado com AnB@C-Dots. Aumento de 60x e as setas
indicam glomérulos.

Fonte: Compiac;éo do autor.

A Figura 7 exibe a fotografia da regido mais externa do rim denominada de cortex
renal, obtida com aumento de 60x, na qual observa-se glomérulos normais apontados pelas
setas. Essa imagem foi obtida do grupo 1, o qual foi tratado com AnB@C-Dots tendo como
dosagem cumulativa de 10 mg. kg?. Os cortes histoldgicos analisados desse grupo nio

apresentaram alteragdes morfologicas.

13



Figura 8: Cortex renal de um representante do grupo 2, tratado com Fungizone®. Aumento de 60x e as setas
indicam glomérulos.

Fonte: Compilagéo do autor.

O grupo 2 tratado pela formulagio de anf B desoxicolato, da marca Fungizone® com
dosagem cumulativa de 10 mg. kg™, é representado pela Figura 8. Na imagem, com aumento
de 60x, visualiza-se os glomérulos renais indicados por as setas. Ao redor dos glomérulos
ndo havia presenca de espaco em branco significativo que indicasse isquemia, assim as
analises histopatoldgicas concluiram que ndo houve toxicidade renal. Para fechar o
diagnostico é preciso que as analises séricas de creatinina e ureia sejam analisadas para

corroborar com os dados obtidos nesse estudo.

O rim de mamiferos é dividido em regido cortical e medular, mais externa e interna
respectivamente. Nas andlises morfologicas o enfoque principal foi o cortex renal, onde
dispde-se a maior quantidade de néfrons, que sdo as unidades funcionais que realizam a
filtracdo do sangue, area essa mais afetada por substancias nefrotoxicas. O néfron é
composto pelo glomérulo, TCP, TCD e pela méacula densa — localizada no inicio do TCD
préximo ao glomérulo. A medula renal € subdividida em regido mais interna e mais externa,
nessa regido (a mais externa) apresenta parte dos TCP e TCD, 0s quais comegam no cortex.
Nas imagens obtidas dos cortes histologicos visualizou-se os glomérulos e os TCP e TCD
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normais, sem alteracGes morfoldgicas. Os tubulos de maior Iimen (regido interna do tabulo,
regido mais clara) sdo os TCD que sdo os primeiros e 0s mais afetados pela anf B (KDIGO,
2012; LEVEY, BECKER, INKER, 2015; RIELLA, 2018).

Figura 9: Cortex renal e parte da medula renal de um representante do grupo 3 tratado com AmBisome®.
Aumento de 40x, os sinais de raio indicam glomérulos e as setas os tibulos coletores.

Fonte: Compilacdo do autor.

A imagem do grupo 3 (Figura 9) que foi tratado com a AmBisome® com dosagem
cumulativa de 10 mg. kg%, com aumento de 40x, exibindo areas da regido medular e cortical
do rim. Na imagem identificam-se os glomérulos saudaveis sinalizados pelos sinais de raios
e rodeados de TCD. Na regido medular, identifica-se os tabulos coletores indicados pelas
setas. Os cortes histologicos de rim analisados ndo indicaram nenhuma patologia, contudo

exames biogquimicos sdo necessarios para confirmar alguma patologia como LRA.
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Figura 10: Cértex renal de um representante do grupo 4. Aumento de 60X, as setas indicam os glomérulos e os
sinais de raios indicam os TCD.

Fonte: Compilacéo do autor.

A Figura 10 representa o corte histolégico de um representante do grupo 4, tratados
com C-Dots com dosagem cumulativa de 10 mg. kg?. Na imagem sdo identificados os
glomérulos pelas setas e os sinais de raios indicam os TCD. As analises histoldgicas desse
grupo nao apresentaram danos histolégicos renais, como esperava-se, pois, 0s C-Dots
apresentam baixa toxicidade (RODRIGUES et al., 2015; SINGH et al., 2018; ZHENG et
al., 2015; WANG et al., 2015).
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Figura 11: Cértex renal de um representante do grupo 5 (A), controle positivo, e do grupo 6, controle negativo
(B). Aumento de 40x (A) e aumento de 60x (B), setas indicam glomérulos e sinais de raios indicam TCD.

Fonte: 'Compilagéo do autor




Na Figura 11 encontram-se imagens de tecido renal de um representante de cada
grupo controle, grupo 5 (controle negativo) e grupo 6 (controle positivo), de aumento de 40x
e aumento de 60x respectivamente. Nas imagens percebe-se glomérulos saudaveis indicados

por setas e TCD sem danos, indicados por sinais de raios.

Neste trabalho buscava-se danos histolégicos que progridam de Necrose Tubular
Aguda (NTA) ao desenvolvimento de LRA ou em caso mais grave a IRA. Para isso, uma
série de fatores antecedem e podem surgir com o uso de uma substancia nefrotdxica, como
0 caso em estudo desse trabalho com formulagbes de anf B (KDIGO, 2019; LEVEY,
BECKER, INKER, 2015; PATZER, 2008). Essa molécula causa inicialmente danos em
células epiteliais presentes nos tubulos renais, podendo evoluir paraa NTA, a qual pode ser
detectada em analise histopatologica (FANOS, CATALDI, 2000; FOLK et al., 2017;
LOPEZ-SANCHEZ et al., 2018; PATZER, 2008; RIBEIRO et al., 2014). Essas alteracoes
morfoldgicas acontecem na regido cortical e na parte mais externa da regido medular do rim

e foi a mais pesquisada nesse trabalho.

A anf B ¢ usada h& mais de 50 anos, sendo bem conhecidos seus efeitos adversos
como a nefrotoxicidade, ja tendo sido considerada como padréo ouro para muitas IFI além
de ser eficaz em outras doencas como a leishmaniose (FANOS, CATALDI, 2000; FOLK et
al., 2017; KDIGO, 2012; PATZER, 2008). Sabendo-se da eficacia dessa molécula e de
muitos dados sobre os seus efeitos adversos, muitos pesquisadores buscam fazer
formulacBes da anf B que sejam menos tdxicas, como AnB@C-Dots que foi desenvolvida
por pesquisadores do LIMA. Por enquanto, a AmBisome®, que ja esta no mercado ha mais
de 30 anos ainda lidera o uso terapéutico, apesar do alto custo e de sua dosagem ser maior
que das formulacgdes de anf B desoxicolato (AVERSA et al., 2017).

A diferenca do custo para uma mesma quantidade da AmBisome® das outras
formulac@es de desoxicolato é bastante pronunciada, como visto na lista da CMED presente
no site da ANVISA. O preco da Anforicin B® da Cristalia de R$ 20,74 (vinte reais e setenta
e quatro centavos) representa aproximadamente 0,135% do preco da AmBisome® que ¢ de
R$ 15.330,66 (quinze mil e trezentos e trinta reais e sessenta e seis centavos). Apesar que,
deve-se ressaltar que as posologias de ambas sdo diferentes, a quantidade usada para o
mesmo tipo de doenca ndo é igual e a quantidade usada da formulacdo lipossomal de
referéncia é maior (ARONSON, HERWALDT, LIBMAN, 2016; CHAVEZ-FUMAGALLI
et al., 2015; DNDi, 2017; FOLK et al., 2017). Logo, como questdo de satde publica, urge
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que novas formulagdes eficazes e menos toxicas sejam desenvolvidas. Assim a AnB@C-
Dots foi desenvolvida com objetivo de ser uma formulagdo menos téxica do que a
Fungizone® e mais acessivel que a AmBisome® (RODRIGUES et al., 2015; SINGH et al.,
2018; ZHENG et al., 2015; WANG et al., 2015).

A nefrotoxicidade é um efeito adverso muito comum e um dos primeiros a ser notado
durante o tratamento com formulac@es de anf B. A anélise histopatoldgica é o padréo ouro
para se confirmar a nefrotoxicidade, contudo nem sempre € 0 mais viavel. Assim, uma outra
forma de se avaliar a funcéo renal é pelas dosagens séricas de ureia e creatinina (AHMED,
BROCCHINI, CROFT, 2012; FANOS, CATALDI, 2000; MAYER et al., 2002; LOPEZ-
SANCHEZ et al., 2018; RIBEIRO et al., 2014). Por meio desta tltima possibilita-se estimar
o0 volume da filtrag&o glomerular e assim pode-se avaliar se a fungéo renal esta sendo afetada,
e conforme os resultados obtidos podera indicar alteracGes na farmacoterapia. Dessa forma,
ajustar-se-a a dose do medicamento ou suspender-se-a, para assim evitar o desenvolvimento
de LRA ou que desenvolva algo mais sério como a Injdria Renal Aguda (IRA) (BRITO,
OLIVEIRA, SILVA, 2016; KDIGO, 2012; LEVEY, BECKER, INKER, 2015; PATZER,
2008).

Além da nefrotoxicidade, também outros 6rgdos sdo afetados pela anf B, pois, a
molécula de colesterol encontra-se na membrana de vérias celulas de mamiferos, sendo
assim, outros 6rgdos como figado e coracéo sdo afetados (AHMED, BROCCHINI, CROFT,
2012; AZANZA, SADABA, REIS, 2015; FANOS, CATALDI, 2000; ROCHELLE et al.,
2018).
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5. CONCLUSAO

O trabalho teve como objetivo avaliar, por meio de andlises histoldgicas, a toxicidade
renal decorrente do uso da anf B, que ja é conhecida e bastante relatada na literatura
especializada desde a sua descoberta. As andlises histopatoldgicas realizadas ndo indicaram
nefrotoxicidade nos animais tratados com AnB@C-Dots, Fungizone® e AmBisome®. Como
as formulagdes menos nefrotxicas sdao de alto custo, demanda-se que haja o
desenvolvimento de formulagdes mais acessiveis, principalmente porque a populagdo que

mais necessita dessa medicagdo é a mais carente e suas doencas sdo negligenciadas.

Os resultados aqui apresentados ndo concluem a pesquisa. Portanto, mais 6rgaos
devem ser analisados para avaliar a toxicidade, e o resultados dos exames bioquimicos serdo
analisados e avaliados pelo teste de Analise de Variancia (ANOVA). Iniciou-se a analise dos
rins por serem 0s primeiros a serem afetados, o que ndo exclui outros 6rgdos que também

sofrem com a toxicidade da anf B.
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7. ANEXOS

Figura Al: Declaragio do Comité de Etica no Uso Animal (CEUA) aprovando o uso de camundongos no

estudo deste trabalho.

gt
Universidade de Brasilia

Instituto de Ciéncias Biolégicas
Comissso de Etica no Uso Animal

Brasilia, 07 de agosto de 2017.

DECLARACAO - PRORROGACAO DE PRAZO

Declaramos que o projeto intitulado “AVALAGAO DA NANOFORMULAGAO COMPOSTA POR C-DOTS e ANFOTERICINA B (ANFOB@C-DOT)
NO TRATAMENTO CONTRA LEISHMANIOSE”, Protocolo n.2 8480/2016, sob responsabilidade do Professor Marcelo Oliveira
Rodrigues foi avaliado e aprovado pela Comissdo de Etica no Uso Animal (CEUA) da Universidade de Brasilia. Este projeto foi
aprovado para utilizagdo de: Camundongo BALB/C(36). A presente aprovacao é valida pelo periodo de: 15/04/2016 a
31/08/2019.

‘{/fp_/.ua__

Profa. Dra. Paula Diniz Galera
Coordenadora da CEUA - UnB

*Este documento se restringe a avaliacdo ética do projeto supracitado e nao substitui outras licengas e permissées que porventura se facam necessarias.
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