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RESUMO

Paracoccidioidomicose (PCM) ¢ epidemiologicamente uma das mais importantes micoses da
América latina, especialmente no Brasil. A doenga ocorre por inalacdo do fungo
Paracoccidioides brasiliensis (P. brasiliensis) e o foco primario ocorre no pulmao do
hospedeiro. A PCM pode ser diagnosticada por observacdo direta da forma caracteristica
leveduriforme em amostra clinicas ou de cultura. De forma mais frequente, o diagndstico ¢
feito de forma indireta por exames soroldgicos, principalmente por imunodifusdo e teste
imunoenzimatico. O diagnostico da PCM fora dos paises endémicos ¢ dificil. Necessita-se
desenvolver um diagnostico mais rapido e especifico para PCM. A amplifica¢do circular
isotérmica (LAMP) foi usada no presente estudo para detec¢do da presenga de P. brasiliensis
em amostras de escarro de pacientes com PCM cronica, suspeitos para PCM e controle
negativo. O gene alvo gp43 de P. brasiliensis foi amplificado em menos de quatro horas em
11 amostras de escarro. O método LAMP possui a vantagem da velocidade e simplicidade
quando comparado aos diagndsticos cldssicos como o histopatoldgico ou cultura de material
bioldgico e ndo requer aparato técnico sofisticado. Pode constituir-se em um importante
auxilio nos casos onde o estabelecimento do tratamento rapido pode significar a sobrevida do
paciente, especialmente naqueles imunossuprimidos. Apesar dos avangos significativos em
muitas areas da micologia médica, a PCM permanece com um tratamento de consenso ainda
ndo estabelecido e assim representa a oitava causa comum de morte em doengas
predominantemente cronicas ou reemergentes, entre as infecciosas e parasitarias e a mais
elevada taxa de mortalidade entre as micoses sistémicas. A anfotericina B (AMB) permanece
como a principal escolha terapéutica para micoses severas. No entanto, sua utilizagao ¢
limitada pela toxicidade. Para melhorar a eficicia terapéutica e reduzir a toxicidade da AMB
em altas doses, muitas estratégias incluindo a utilizacdo de mudanca no sistema de veiculagdo
da droga tém sido utilizadas. O complexo anfotericina B-7-dehidrocolesterol (AMB-7DC) ¢
uma nova estratégia para AMB para redu¢do de sua toxicidade, utilizando como solvente
HCO-60, tornando-se mais hidrossoluvel e resistente as variagdes térmicas. Este trabalho
apresenta dados preliminares da avaliacio de AMB-7DC em relagdo a anfotericina B
comercial (AMB-D, Fungizona). Parametros in vitro de concentragdo inibitoria minima
(MIC) e teste de hemolise em eritrocito de carneiro foram utilizados. Testes in vivo avaliaram
a LD50 das drogas, o CFU de pulmiao em PCM murina, e a taxa de sobrevivéncia em modelo
agudo de criptococose. Os resultados indicaram uma baixa toxicidade in vitro para AMB-7DC
que ndo foi hemolitica nas concentragdes testadas enquanto a AMB-D mostrou atividade
hemolitica. O MIC demonstrou sensibilidade para ambas as drogas ao Cryptococcus
neoformans. Os resultados in vivo em relagdo ao CFU mostraram resultados semelhantes na
PCM para ambas as drogas, ndo havendo erradica¢do do fungo. Ja os dados da criptococose
foram favoraveis ao grupo tratado com AMB-D, havendo dose dependéncia para ambas. O
presente estudo indica que AMB-7DC possui potencial de utilizacdo e, sendo assim, mais
estudos sao indicados para sua melhor avaliagao.

Palavras-chaves: Paracoccidioides brasiliensis. LAMP. Anfotericina B. Anfotericina B-7-
dehidrocolesterol. Cryptococcus neoformans.
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ABSTRACT

Paracoccidioidomycosis (PCM) is one of the most epidemiological important systemic
mycoses in Latin America, especially in Brazil. The disease is thought to be acquired by
inhaling P. brasiliensis fungi and the primarily infection is in the host’s lungs. PCM can be
diagnosed by direct observation of the characteristic yeast forms in clinical specimens or in
culture. More frequently, diagnosis is inferred from indirect evidence obtained via serological
exams, mainly immunodiffusion and immunoenzymatic assays. The diagnosis of PCM is
sometimes difficult outside endemic countries, since the disease is uncommon. Certain and
rapid diagnosis for PCM is eagerly requested. The loop mediated isothermal amplification
method (LAMP) was used in the present study to detect the presence of P. brasiliensis in
sputa samples from patients with chronic PCM, suspected PCM and a negative control. The
target P. brasiliensis gp43 gene was amplified in less than four hours in 11 sputa samples.
The LAMP method has the advantage of speed and simplicity compared to the classic
diagnostic methods such as the histopathological test or biological material culture and did not
require sophisticated technical apparatus. It would be an important aid in cases where
immediate treatment would mean patient survival, especially in immune suppressed patients.
Despite the significant advances in medical mycology areas of knowledge, no adequate
treatments have yet been established for PCM and it represents the eighth most common
cause of death from predominantly chronic or recurrent types of infectious and parasitic
disease. Amphotericin B (AMB) remains the principal therapeutic choice for severe mycosis.
However, its application is limited by toxicity. To improve the therapeutic efficacy and to
reduce the toxicity of AMB even at high doses, several strategies including the use of the
changes in the drug delivery system have been used. The complex amphotericin B-7-
dehydrocolesterol (AMB-7DC) is a new and water soluble strategy to AMB reduce toxicity.
This study presents the preliminary data of evaluation the AMB-7DC compared to
commercial Amphotericin B (AMB-D, Fungizone). In vitro parameters of minimum inibitory
concentration (MIC) and hemolysis test in sheep erythrocytes were used. Tests assessed in
vivo the DL50 of the drugs, lung CFU in murine paracoccidioidomycosis and the test range of
survival in an acute cryptococcosis model. The results indicated the lower in vitro toxicity of
AMB-7DC that was not hemolitic in tested concentrations; while the AMB-D revealed
hemolitic activity. The MIC demonstrated the sensibility of C. neoformans to both drugs. The
results were similar in vivo for CFU in paracoccidioidomycosis, for both drugs but the fungi
were not eradicated. The cryptoccocosis evaluations demonstrated more survival time for the
AMB-D group and there was dose dependence for both drugs. The present study indicated
that AMB-7DC is potentially useful, and therefore further evaluation of this compound is
warranted.

Keywords: Paracoccidioides brasiliensis. LAMP. Amphotericin B. Amphotericin B-7-
dehydrocholesterol. Cryptococcus neoformans.
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1 INTRODUCAO

1.1 PARACOCCIDIOIDOMICOSE: VISAO GERAL

A paracoccidioidomicose (PCM), observada pela primeira vez no Brasil por
Adolpho Lutz em 1908, ¢ considerada uma micose sistémica de ocorréncia endémica. E
prevalente na América Latina onde o fungo Paracoccidioides brasilienis (P. brasiliensis),
agente etioldgico desta micose sistémica, provavelmente encontra seu habitat, com excecao de
poucos paises, indo do México (23° L-N) até a Argentina (34° L-S) (RESTREPO, 1985;
BRUMMER et al.; 1993; TALHARI et al., 1988; BLOTTA et al., 1999; ZEMBRZUSKI et
al., 1996).

O fungo P. brasiliensis apresenta dimorfismo termo dependente e ¢
conhecido apenas em sua forma assexuada ou imperfeita. Apresenta uma forma miceliana
(M), aderente ao meio de cultura, a temperatura de 25°C e uma forma de levedura (L), como
células globosas com multiplos brotamentos, nos tecidos hospedeiros ou a 37° em meio de
cultura; sendo este um processo de transformacdo reversivel e dependente de regulacdo
termo-enzimatica, com sintese de glucanas que modificam sua parede celular. Sabe-se que
uma a-1,3-glucana esta presente na fase L e uma [-1,3-glucana a substitui, como polimero de
glicose, na forma M. Ambas as formas possuem quitina na parede (BRUMMER et al., 1993;
LACAZ et al., 1991; SAN-BLAS et al., 1993).

Dados de inquéritos epidemioldgicos realizados com paracoccidioidina no
Brasil, Venezuela, Colombia e Argentina, apontam que, em torno de 50% dos habitantes de
zonas endémicas possivelmente ja foram expostos ao agente desta micose. Felizmente, apenas
uma proporc¢ao muito pequena de individuos que tem contato com o fungo desenvolve alguma
manifestagdo clinica (RESTREPO, 1985; CADAVID; RESTREPO, 1993; ZEMBRZUSKI,
1996; VAN GELDEREN DE KOMAID et al., 1999; KALMAR et al., 2004; CERMENO et
al., 2005; MOREIRA, 2008).

Casos da doenca tém sido descritos em outros paises da Europa, Africa,
Asia e América do Norte; nesses casos os pacientes relatam contato com regides endémicas
da América Latina havendo periodos de laténcia longos, podendo manifestar a doenca anos

apods a possivel infeccdo (AJELLO; POLONELLI, 1985; BRUMMER et al., 1993). A maior
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incidéncia ¢ na populagdo masculina adulta, naqueles que trabalham em atividades agricolas
(MCEWEN et al., 1995; BRUMMER et al., 1993; BLOTTA et al., 1999). Os baixos indices
na populagdo feminina sdo atribuidos ao efeito inibidor do hormdnio [-estradiol na
transformag¢ao micélio-levedura (RESTREPO et al., 1984).

Ap0s penetrar no organismo, o fungo inalado forma um complexo priméario
no pulmdo e dissemina-se por via linfatica e hematogénica onde manifestagdes polimoérficas
sdao freqiientes e acompanhadas quase sempre da formagdo de ulceragdes na mucosa oral
(LACAZ, 1991; SCULLY; ALMEIDA, 1992). As lesdes iniciais podem ndo causar sinais €
sintomas, tornando-se clinicamente inaparentes. E a chamada PCM-infeccdo, durante a qual
pode ocorrer resposta imune-especifica, com o aparecimento de anticorpos circulantes e
positivagdo de testes de reagdo intradérmica (FRANCO, 1987; LACAZ, 1991). Esta fase
inicial assintomatica pode evoluir de trés maneiras: a) lesdes do complexo primario e
eventuais focos metastaticos involuem, podendo ocorrer lesdes cicatriciais estéreis com cura
espontanea; b) as lesdes involuem e cicatrizam permanecendo como focos quiescentes,
podendo ocorrer reativagdo destes focos numa forma secundaria por reinfecgdo endogena; c)
ha a evolugdo das lesdes do complexo primario e dos eventuais focos metastaticos aparecendo
as manifestagoes clinicas da PCM-doenga (LACAZ, 1991).

Uma vez estabelecida a PCM-doenga, ela pode evoluir de duas formas
distintas: forma progressiva aguda (ou juvenil) e forma progressiva cronica (do adulto). A
forma aguda representa menos de dez por cento da casuistica geral desta patologia, sendo
considerada mais grave e progride rapidamente com disseminacao linfatica e hematogénica do
fungo para o sistema fagocitico mononuclear envolvendo figado, bago, linfonodos e medula
Ossea e podendo levar a deterioracdo rapida da condicdo do paciente. Altos titulos séricos de
anticorpos especificos e depressao grave da imunidade celular sio comumente observados
(FRANCO et al., 1987; LACAZ, 1991). A adulta representa 90% dos casos e afeta, em geral,
individuos adultos do sexo masculino com mais de 30 anos de idade. Pode comprometer um
unico 6rgao (unifocal) ou disseminar-se para outros 6rgdos ou sistemas (multifocal). Sua
gravidade ¢ varidvel, dependendo dos achados clinicos e das condi¢des gerais do paciente,
sendo classificada como leve, moderada ou grave. Tem curso indolente e manifesta-se por
ulceragdes nas mucosas da orofaringe e lesdes cutaneas nodulares verrugosas ou ulceradas. Os
locais menos freqiientes de acometimento sdo trato gastrointestinal, adrenais, testiculos,
epididimo e esqueleto (BRUMMER et al., 1993; DISMUKES, 1997; SEVERO et al., 1996;
SPOSTO et al., 1993). E raro no sistema nervoso central e ocular. Nio ¢ considerado fungo

oportunista, mas ha relatos de casos em pessoas infectadas pelo virus HIV e transplantados
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(SHIKANAI-YASUDA et al., 1995; GOLDANI et al.; 1991; GOLDANI; SUGAR, 1995). O
tipo de patologia tecidual e seu espectro de doenca estdo intimamente relacionados a
imunidade celular do hospedeiro (LACAZ et al., 1991; MARQUES; SHIKANAI-YASUDA,
1994).

1.2 DIAGNOSTICO

A demonstrag¢do de leveduras com brotamentos multiplos de P. brasiliensis
em esfregacos a fresco ou preparacgdes de escarro, pus ou outros liquidos corporais com KOH,
ou ainda por coloragdes especiais para fungos na amostra de bidpsia, aliada a cultura positiva
de liquidos corporais ou amostra de tecidos, ¢ base do diagnostico micologico (LACAZ et al.,
1991; MATTOS et al.,, 1991). Dependendo da amostra obtida, estes exames oferecem
dificuldades ou falso-negativo pela pequena concentragdo de P. brasiliensis, escassa
quantidade de material para exame ou formas muito pequenas de P. brasiliensis que podem
ser confundidas com outros microorganismos

A busca de um antigeno especifico para ser usado principalmente em testes
sorologicos, como a glicoproteina de 43 kDa (gp43), tem sido alvo de muitos estudos
(BLOTTA; CAMARGO, 1993; MENDES-GIANNINI, 1989; MENDES-GIANINNI et al.,
1990; MOURA CAMPOS et al., 1995; STAMBUK et al., 1988; STRAUS, et al., 1996). A
gp43 ¢ um componente da superficie celular com atividade proteinase em meio acido
(PUCCIA et al., 1986; PUCCIA; TRAVASSOS, 1991) e, em trabalho de Camargo et al.
(1988), ela apresentou reconhecimento em 100% dos soros de pacientes testados. Apresenta
atividade via receptor laminina e pode ser responsabilizada pela adesdo de leveduras de P.
brasiliensis a membrana basal e invasdo de células do hospedeiro que expressem esse receptor
(VICENTINI et al., 1994). Essa glicoproteina ¢ continuamente secretada pela forma
leveduriforme de P. brasiliensis em sua fase exponencial de crescimento quando em meio de
cultivo (STAMBUK et al., 1988). Pode ser processada e secretada através do reticulo
endoplasmatico e secretado por simples exocitose ou através de lamossoma (CAMPO-
AASEN et al, 1980; STAMBUK et al., 1988; STRAUS et al, 1996). Os perfis
conformacionais diferentes da gp43 podem refletir diferencas na infectividade entre os
isolados, demonstrado por Souza et al. (1997), que sugerem que nem todos os epitopos

antigénicos estdo igualmente presentes nos isolados estudados.
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1.2.1 Diagnostico Imunologico

Durante a infecgdo por P. brasiliensis, o sistema imune humoral responde a
estimulacdo antigénica produzindo anticorpos especificos. Estes anticorpos sdo utilizados em
sorodiagndstico da PCM para monitoramento da doenga e da resposta ao tratamento. Na PCM
a producdo de anticorpos ndo se mostra deficiente, mas, sim, com hiperatividade - aumento de
IgG, imunoglobulina E (IgE), imunoglobulina A (IgA) - indicando uma ativac¢ao policlonal,
especialmente durante a fase mais severa da doenga (BIAGIONI et al., 1984; CHEQUER-
BOU-HABIB et al., 1989). Os autores Mendes-Giannini et al. (1990) demonstraram que 1gG
e IgA antigeno-especificas sdo produzidas tanto na fase aguda como cronica da PCM e a IgM
¢ mais freqiiente na fase aguda o que poderia levar a utilizagdo das duas primeiras
imunoglobulinas em sorodiagnosticos.

Através de ELISA de captura, Mamoni et al. (2001), monitoraram 32
pacientes e constataram que nivel de IgE foi decrescendo em pacientes com a forma juvenil
da PCM durante o tratamento enquanto na forma adulta, manteve-se baixo e constante;
confirmando a relagdo entre nivel de IgE anti-P. brasiliensis e a severidade da doenga.

A IgA pode ser encontrada na forma adulta; relacionada a persisténcia de
lesdes na mucosa, onde ha rica presenga de células de Langerhans (BAIDA et al., 1999;
MIURA et al., 2001).

Ao analisarem IgG anti-gp43 e suas subclasses, Baida et al. (1999),
relataram que hd uma diferenca na magnitude da produgdo e distribuicao variada de acordo
com a forma clinica da PCM. A forma juvenil apresentou nivel de IgG total maior que a
adulta; corroborando com a maior disseminagdo fungica. IgGl mostrou-se similar nas duas
formas. A forma juvenil mostrou nivel de IgG4 maior e concomitantemente nivel de 1gG2
menor; a forma adulta praticamente ndo tinha IgG4 e produzia IgG2. Considerando que a
mudanca para subclasse 1gG4 depende de interleucina-4 (IL-4) - citocina do tipo T-helper 2
(Th-2) - e IgG2 de interferon-y - tipo Th-1- e que Th-2 regula predominantemente a forma
juvenil; a constatacdo da IgG2 na forma adulta sugere uma capacidade de se montar uma
resposta Th-1 o que contribui para uma evolu¢do mais benigna da doenca. Além do mais,
pode-se conjecturar que, na forma juvenil, a IgG4 serve como mecanismo de evasdo para P.
brasiliensis porque competindo com IgG1 pelo mesmo antigeno, pode bloquear a opsonizagao
feito por ela na fase inicial da infec¢do, interferindo com a acdo de leucdcitos

polimorfonucleares anti-P. brasiliensis.
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Diversos métodos sorologicos para deteccdo de anticorpos foram
desenvolvidos como auxiliares no diagndstico € como ferramentas para o seguimento do
tratamento. Estes testes incluem imunodifusdo, fixagdo de complemento, eritroimunoensaio,
ensaio imunoenzimatico (ELISA), ELISA de inibi¢do (inh-ELISA), imunoblot, dot-blot, teste
imunoradiométrico (IRMA), contra-imunoeletroforese (BUENO et al., 1997; CAMARGO et
al., 1984; DEL NEGRO et al., 1991; FERREIRA da CRUZ et al., 1991; FREITAS-DA-
SILVA; ROQUE-BARREIRA, 1992; HAMILTON, 1998; MARTINS et al., 1997; SAN-
BLAS, 1993; TABORDA; CAMARGO, 1993).

Os testes de ELISA possuem uma gama variada de opgdes e padronizagdes
havendo variagdo na técnica, na sensibilizacao da placa e emprego de diferentes anticorpos
monoclonais e a possibilidade de analise de diferentes tipos de amostras (CAMARGO et al.,
1994; GOMEZ et al., 1997; SALINA et al. 1998). Todavia, alguns pacientes podem
apresentar niveis baixos ou auséncia de anticorpos detectaveis (DEL NEGRO et al., 1991;
DEL NEGRO et al., 1995). Apesar da melhoria na sensibilidade, a ocorréncia de reagao
cruzada principalmente com antigenos da histoplasmose, doenga de Jorge Lobo, criptococose,
candidiase e esporotricose consiste num impedimento para uso como método diagndstico
unico (CAMARGO et al., 1998; MENDES-GIANINNI et al, 1984; PUCCIA e
TRAVASSOS, 1991). A absor¢ao prévia dos soros com células de Histoplasma capsulatum
(H. capsulatum) diminui essa reagdo cruzada (MENDES-GIANINNI et al., 1984; MENDES-
GIANNINI et al, 1990). Nao obstante a existéncia dessa reagdo cruzada, mesmo utilizando
antigeno especifico gp43 ou Ag7 (exoantigeno), o ELISA ¢ utilizado com determinacdo de
uma zona de corte ("cut off"") que permite distingdo de outras doencas fungicas (STRAUSS et
al., 1996). Diante das diferentes preparacdes de antigeno empregadas (parcialmente
purificado, extratos brutos) torna dificil a comparagdo de resultados entre os métodos
descritos (BRUMMER et al., 1993; CAMARGQO et al., 1991; CASOTTO, 1990).

Por haver dificuldades para o estabelecimento do diagnostico da PCM em
exame imunologico Unico, ¢ a obtengdo muitas vezes demoradas e complexas das
caracteristicas morfologicas e fisioloégicas que definam de pronto o diagnéstico, torna-se
importante o desenvolvimento de ensaios adicionais como detec¢do de antigenos soliveis ou
complexo imune (MIURA et al., 2001), e, principalmente, de testes moleculares que uma vez
padronizados, diminuissem esses problemas por basear-se na deteccdo de determinada
seqiiéncia nucleotidica, Unica para P. brasiliensis (GOLDANI et al., 1995; GOMES et al.,
1999). Além disso, os testes de deteccdo de DNA podem distinguir organismos

morfologicamente ou antigenicamente similares, além do que os parasitas ndo precisam ser
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viaveis ou cultivaveis.

1.3 UTILIZACAO DE TECNICAS MOLECULARES

O desenvolvimento da Biologia Molecular, com suas técnicas que
possibilitam a amplificagdo do DNA in vitro, proporcionou o diagnostico direto de diversos
agentes etioldgicos de enfermidades de importancia sanitaria e econdOmica para humanos e
animais (WILLIAMS, et al.,, 1990; CONRAD et al.,, 1992; AZAMBUIJA et al.,, 1994;
BIRKENHEUER et al., 2003; LEW; JORGENSEN, 2005; SPEERS, 2006).

Uma das primeiras metodologias da biologia molecular empregadas foram
sondas de DNA marcadas com P32 ou biotina, que reconhecem ¢ hibridizam com seqiiéncias
alvos espécies-especificas ou género-especificas (MCLAUGHLIN et al., 1986; SINGH,
1997). No incremento da sensibilidade das reagdes baseadas em DNA, Miillis et al. (1986)
desenvolveram a reacdo da polimerase em cadeia (PCR) que é um processo enzimatico in
vitro para a sintese de milhares de copias de uma regiao especifica do DNA alvo.

O PCR com uso de oligonucleotideos especificos ¢ uma técnica sensivel,
especifica e rapida para deteccdo de muitos microorganismos (EISENTEIN et al., 1990;
GOLDANI; SUGAR; 1998; SANDHU et al., 1995; SANDHU et al., 1997, WHITE et al.,
1992). Essas caracteristicas sao desejaveis diante do incremento da incidéncia da Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA), do aparecimento de novos tratamentos oncologicos e de
transplantes de 0rgdos que elevam o niimero de pacientes imunossuprimidos e a necessidade
de um diagndstico claro de infec¢des fungicas oportunistas e reemergentes. Na PCM, a
principal vantagem seria na maior rapidez e especificidade do teste (GOLDANI et al., 1991;
SANDHU et al., 1995).

Além disso, formas alternativas de PCR como nested-PCR tém sido
desenvolvidas e aplicadas ao diagnostico com a finalidade de prover a essa técnica uma
sensibilidade e aplicabilidade maior (FIGUEROA et al., 1993). A reacdo de nested-PCR ¢
uma alternativa de execugdo de PCR que visa proporcionar uma maior sensibilidade onde o
produto amplificado (amplicon) ¢ submetido a um segundo processo de amplificagdo
utilizando oligonucleotideos iniciadores homologos as seqiiéncias internas do segmento ja
amplificado. Geralmente na primeira PCR ¢ utilizado um oligonucleotideo iniciador género-

especifico e na segunda PCR um oligonucleotideo iniciador espécie-especifico do parasita em
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estudo (ITANO et al., 2002; RAMPERSAD et al., 2003; QUEIROZ et al., 2004).

Em estudo utilizando isolado Pb0O1, Motoyama et al. (2000) descreveram
dois pares de oligonucleotideos, ITS1-OL5 e OL3-UNIR, para utilizagio em PCR.
Amplificaram e seqlienciaram genes DNA ribossomal 5.8S e 28S e regides intergénicas do
fungo. Recomendaram sua aplicacdo no diagnostico de PCM e em estudos ecologicos,
moleculares e epidemioldgico de P. brasiliensis. Demonstraram que os oligonucleotideos
ITS1 e OLS sdo capazes de identificar P. brasiliensis, incluindo diferentes isolados. Apesar
ndo haver reagdo cruzada com outros fungos como Aspergillus fumigatus, Candida albicans,
Coccidioides immitis, Saccharomyces cerevisiae e nem com DNA humano, apresentavam
com H. capsulatum e por isso desenvolveram outro par OL3-UNIR. Propuseram, entéo, o uso
de duplo PCR com esses dois pares de oligonucleotideos para identificacdo especifica de P.
brasiliensis.

Trabalhos também foram desenvolvidos com fins diagnosticos, como a
detecgdo em escarro por PCR de P. brasiliensis com sensibilidade de 10 células fingicas/mL
de escarro (GOMES et al., 2000); a detec¢do em amostra de soro de PCM experimental de 10
picogramas (pg) de DNA (GOLDANI; SUGAR, 1998); a utilizacdo de nested-PCR em
amostras de tecido parafinizado ou homogenizado de pulmao utilizando seqiiéncia da gp43 ou
de RNA ribossomal ITS1-5.8S-ITS2 (BIALEK et al., 2000; SANO et al., 2001). Além disso,
avancos com outras ferramentas moleculares como a utilizacdo de polimorfismo de DNA
amplificado ao acaso (RAPD), permitem a caracterizacdo genotipica de diferentes isolados e
diferencia¢do do grau de viruléncia (MOLINARI-MADLUM et al., 1999; SOARES et al.,
1995). Trabalhos recentes utilizam de técnica molecular para classificar os isolados de P.
brasiliensis em trés espécies filogenéticas distintas, a saber: S1, PS2 ¢ PS3 (MATUTE et al.,
2005; MATUTE et al., 2006; MATUTE et al., 2007) além de possibilitar caracterizacdo de
isolado atipico (TAKAYAMA et al., 2009). A utilizacdo de sondas marcadas permite a
identificacdo precisa do fungo (SANDHU et al, 1997); e o desenvolvimento de
oligonucleotideos especificos com potencial uso em estudos ecologicos (DIEZ et al., 1999;
IMALI et al., 2000; MCEWEN et al., 1995; MCEWEN et al., 2000; SANO et al., 1999a;
SANO et al.; 1999b), demonstram os avangos dos estudos moleculares nos ultimos tempos ¢ a
consolidagdao da importancia destas pesquisas.

Notomi et al. (2000) desenvolveram uma técnica de alta especificidade que
amplifica DNA com eficiéncia e rapidez sob condi¢des de isotermia (aproximadamente 60°C
a 65°C). Esse método denominado amplificacdo circular isotérmica (“Loop mediated

isothermal amplification” - LAMP) utiliza DNA polimerase e quatro conjuntos de
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oligonucleotideos especificos que reconhecem um total de seis seqiiéncias distintas no DNA
molde. Uma das primeiras aplicagdes da LAMP foi para diagndstico do virus da hepatite B
(NOTOMI et al., 2000). Encontra-se em uso na detecgdo direta do complexo Mycobacterium
tuberculosis, Mycobacterium avium, Mycobacterium intracellulare em amostras de escarro
(IWAMOTO et al., 2003) e Plasmodium falciparum (POON et al., 2006). Para a PCM, o
primeiro trabalho utilizando LAMP foi de Endo et al. (2004), onde se comprovou a
especificidade detectando o gene da gp-43 em um tempo de apenas trés horas e, ndo obstante
a aplicagdo em uma unica amostra de tecido processado, indicou a perspectiva de sua
utilizacdao em diagnostico clinico.

Dentro deste contexto, o presente estudo agora comprova a utilizagdo desta

técnica LAMP para o diagnéstico da PCM em amostras de escarro (TATIBANA et al., 2009).

1.4 TRATAMENTO

O tratamento da PCM persiste como ndo estabelecido. Inclui medidas de
suporte as complicagoes clinicas associadas ao envolvimento de diferentes 6rgaos pela micose
além da terapéutica antifungica (SHIKANAI-YASUDA et al., 2006).

Diferente de outros fungos patogénicos, P. brasiliensis ¢ sensivel a maioria
das drogas antifingicas, inclusive aos sulfamidicos. Sendo assim, permite a utilizagdo de um
leque de opg¢des para o tratamento, tais como anfotericina B, sulfamidicos (sulfadiazina,
associa¢do sulfametoxazol/trimetoprim), azélicos (cetoconazol, fluconazol, itraconazol) (DEL
NEGRO; 1987, SHIKANAI-YASSUDA et al, 2006). Estas drogas compreendem entdo, trés
grupos principais: anfotericina B, do grupo de antibidticos poli€nicos; sulfadiazina e outros
compostos sulfanilamidicos; € o grupo de drogas azodlicas com atuagdo sistémica
(MARTINEZ, 2004).

O emprego dos derivados azodlicos como cetoconazol, fluconazol e
itraconazol ¢ eficaz para a PCM. O fluconazol pode ser administrado por via oral ou
intravenosa, a absor¢do ndo ¢ afetada pela alimentacdo ou pelo suco gastrico e
aproximadamente 80% da dose ¢ excretada na urina. A resisténcia fingica a esta droga,
mesmo quando usada por longos periodos, parece incomum, a ndo ser nos casos de portadores
da SIDA (COMO; DISMUKES, 1994; SHIKANAI-YASUDA et al., 2000).

As sulfas também sdo eficazes no tratamento da PCM e podem ser obtidas
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gratuitamente no sistema publico brasileiro. A posologia apresenta a desvantagem de varias
administracdes didrias. Podem ocorrer efeitos colaterais como reagao de hipersensibilidade, e
a duragdo da terapia ¢ mais prolongada quando comparada com outros farmacos
(MARTINEZ, 2004; SHIKANAI-YASUDA, 2006).

O tratamento da PCM consiste geralmente de duas fases distintas: ataque e
manutengdo. O tratamento de ataque objetiva controle imediato dos sinais e sintomas da
doenca,bem como a reducdo da carga parasitaria para a recuperacdo da imunidade celular do
hospedeiro, fundamental para o éxito do tratamento. A terapéutica da manuten¢do ¢ realizada
por tempo longo, até que se obtenham critérios de cura clinica, radiolégica e soroldgica,
buscando reduzir o risco de recidiva da doenga (BISINELLI; FERREIRA, 2002).

Os pacientes com formas graves de PCM, que apresentam indicagdo de
tratamento em regime hospitalar por apresentarem perda de peso maior que dez por cento,
associada a dificuldade de degluticdo, comprometimento do estado geral, insuficiéncia
respiratoria, sinais ou sintomas neurologicos ou evidéncias de comprometimento de adrenais;
recebem a anfotericina B, na dose de Img/kg/dia ou solugdo intravenosa de
sulfametoxazol/trimetoprim, na dose de duas ampolas cada oito horas até melhora clinica do
paciente que permita a introdu¢do da medicagdo antifingica oral (SHIKANAI-YASUDA et
al., 2000).

Ao lado de sua comprovada eficacia, a anfotericina B ¢ uma droga téxica
que requer longo periodo de hospitalizacdo para sua administragdo (CAMPOS et al., 1984).
Os efeitos imediatos da anfotericina B sdo caracterizados por febre, mal—estar geral, calafrios,
taquicardia, taquipnéia e hipertensao arterial. Estas reagdes podem ser minimizadas com uso
de dipirona e diminui¢do da velocidade de infusdo. Especial atencdo deve ser dada a fun¢do
renal, devido a sua alta nefrotoxicidade. Ela causa um decréscimo na taxa de filtragao
glomerular, bem como hipocalemia, hipomagnesemia, acidose tubular renal e nefrocalcinose.
Os niveis séricos de creatinina devem ser medidos semanalmente em pacientes recebendo
anfotericina B (BERNARD et al, 1995, NETO et al.; 1998).

Apesar da indicagdo restrita as formas graves da PCM, sua comprovagao
terapéutica mantém sua indicac¢do. De 29 pacientes avaliados de nove a 14 anos ap6s o uso de
anfotericina B, apresentavam-se clinica, radiologica e sorologicamente curados uma
porcentagem de 51,72% (DILLON, 1972). Vale (1988), em estudo retrospectivo e prospectivo
de 500 casos de PCM tratados com sulfamidicos, anfotericina B, micosel, cetoconazol e
itraconazol e associagdo sulfametoxazol e trimetoprim, conclui que as drogas mostram

eficaicia semelhante. Dillon (1990) na evolugdo terapéutica de doentes de
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paracoccidioidomicose tratados com anfotericina B, sulfamidicos e cetoconazol, observaram
que a melhora clinica com cicatrizagdo de lesdes ¢ melhora radioldgica, ocorre mais
rapidamente com anfotericina B, isto em periodos variaveis de 15 dias a um més com dose de
1,5 mg/kg peso/dia.

Diante desta efetividade terapéutica circunscrita pela toxicologia e reacdes
adversas da droga que nao permitem o uso de doses elevadas, mais efetivas (acima de 1,5
mg/kg/dia), bem como seu uso profildtico; nestes Ultimos anos tém-se buscado formulagdes
lipidicas para veiculagdo da anfotericina. Nessa tentativa de melhorar a especificidade,
diminuindo a reacdo com o colesterol das células mamalias e sua toxicidade, muitos trabalhos
foram direcionados ao desenvolvimento de preparacdes lipidicas, chegando as formulacdes
veiculadas em lipossomas, p. ex. AmBisome (LOPEZ-BERESTEIN et al., 1983;
HOSPENTHAL et al., 1988; HOSPENTHAL et al., 1989; CHOPRA et al., 1991), complexos
lipidicos, p.ex. ABLC (JANOFF et al., 1988; BALAKRISHNAN; EASWARAN, 1993) e
emulsdoes (MIYAZAKI et al., 1990; CHAVANET et al., 1992a; CHAVANET et al., 1992b;
SOUZA et al., 1993). Estas formulacdes sao diferentes em relagdo a estrutura, forma,
tamanho, composicao lipidica e contetido de anfotericina (DISMUKES, 2000).

A possibilidade do emprego de concentragdes mais altas de anfotericina
veiculada em formulagdes lipidicas ainda menos toxicas, tem relevada importancia, contudo,
efeitos indesejaveis como febre, calafrio, rigidez, sonoléncia, discreta elevacao dos testes de
funcdo hepatica, disfuncdo renal e toxicidade cardiopulmonar foram documentadas em
pacientes que receberam AmBisome (WALSH et al., 1998). Além disso, foram constatados
casos de reagdes anafilaticas. O primeiro foi de dois casos em pacientes com candidiase
sistémica e a reacdo foi relacionada aos componentes lipossdmicos, pois apds reverter o
quadro de anafilaxia, o tratamento antifiungico com anfotericina deoxicolato foi retomado e
nao houve mais desenvolvimento de reagdes anafilaticas (LAING et al., 1994). Outros relatos
foram de um caso de uma crianga de dois anos (VAIDYA et al., 2002) e de um paciente com
aspergilose semi-invasiva (LAMPO et al., 2003), que estavam sendo tratados com AmBisome
e ndo eram alérgicos a anfotericina deoxicolato, confirmando a hipotese de a reagdo ter
ocorrido em fun¢ao dos componentes lipidicos da formulagao.

Na PCM, Dietz et al. (1999) relataram a falha terapéutica da anfotericina B
coloidal (Amphocil®), utilizada na dose de 3mg/kg/dia por 28 dias, em quatro pacientes de
forma juvenil, um dos quais portador de co-infegcdo pelo HIV. Apesar da boa resposta inicial,
com cura aparente, os trés pacientes recairam no prazo de seis meses do término do esquema

proposto. Um deles nao respondeu desde o inicio do tratamento.
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Desta forma, na tentativa de aumentar o indice terapéutico da anfotericina,
varios grupos de pesquisadores em todo o mundo continuam desenvolvendo estratégias para
reducdo de toxicidade e manuten¢do do antiflingico mais efetivo para micoses sistémicas.
Dentre estes, da Universidade de Chiba, no Japao, encontra-se os pesquisadores do Centro de
Pesquisa de Micologia Médica que desenvolveram uma formulagdo nova da anfotericina
deoxicolato, denominado Complexo Anfotericina B-7-dehidrocolesterol e que, no presente
trabalho, propde-se, com utilizagdo de parametros “in vitro” e “in vivo”, iniciar sua analise

para futura aplicacdo na terapéutica de PCM.
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2 OBJETIVOS

- Analisar a aplicacao da técnica LAMP no diagnodstico da PCM utilizando amostras clinicas

de escarro.

- Investigar a toxicidade e aplicabilidade terapéutica da nova formulagdo AMB -7-DC em

infeccoes fungicas: PCM e criptococose experimental murina.
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Detection of Paracoccidioides brasiliensis gp43 Gene in Sputa
by Loop-Mediated Isothermal Amplification Method
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The fungus Paracoccidioides brasiliensis is
the pathogen of paracoccidicidomycosis
(PCM), a systemic mycosis prevalent in
Latin America. The loop-mediated isother-
mal amplification method (LAMP) was used
in this study to detect the presence of
P. brasiliensis in sputa samples from patients
with chronic PCM, suspecled PCM, and a
negative control. The target P. brasiliensis
gp43 gene was amplified in less than 4hr in
11 of 18 sputa samples tested. The LAMP

method had the advantage of speed and
simplicity compared with the classic diag-
nostic methods such as the histopathologi-
cal test or biological material culture
and did not require sophisticated technical
apparatus. It would be an important
aid in cases where immediate treatment
would mean patient survival, especially
in immune-suppressed patients. J. Clin.
Lab. Anal. 23:139-143, 2009. i 2009
Wiley-Liss, Inc.

Key words: gp43 gene; Paracoccidicides brasiliensis, paracoccidiomycosis; LAMP

INTRODUCTION

Paracoccidioidomycosis (PCM) is a systemic mycosis
caused by the Paracoccidiodes brasiliensis (P. brasifien-
sis) fungus. To date, the natural habitat and saprophytic
life conditions of P. brasiliensis have not been totally
clarified (1). There are reports of isolation [rom penguin
feces from Antarctica (2), soil samples (3), dog meal,
soil-contaminated (4), fructivore bat gut (5), and
armadillo gut (6).

The geographic distribution of the mycosis is re-
stricted to Latin American countries (5,7). As it is not a
disease with obligatory notification, its true prevalence
cannot be calculated. In endemic countries, such as
Brazil, it is estimated that the annual rate of incidence in
the population is 1-3 per 100,000 inhabitants and
mortality of 0.14 per 100,000 inhabitants (8). It is
estimated that in these regions there are approximately
10 million persons infected by P. brasiliensis and most
have no clinical symptoms (1).

The PCM infection mechanism occurs by conidia
installation, which can be destroyed in the lung
parenchyma or produce a focus of infection drained to
the lymph node region, forming the primary infection
complex. It can disseminate by the hematogenic and/or

© 2009 Wiley-Liss, Inc.

lymphatic path, reaching other organs and causing the
juvenile or acute form (9) or remain with a primary scar
focus with viable fungi called a “quiescent lesion,”
which evolves to chronic PCM (10).

Diagnosis is based on culture, histopathology, and
antibody detection in clinical samples. The latter can be
problematic depending on the antigen used, with the
occurrence of cross-reaction, and false-positive or false-
negative results (11). In cases of patients with immune
problems, although it is not considered an opportunist
fungus, immunological diagnosis can be hindered by
reduced antibody production. In histological sections,
P. brasiliensis might be missed or confused with
other dimorphic fungi such as Histoplasma spp. or
Coccidioides immitis (12).

In non-endemic areas, diagnosis is problematic for
clinicians, pathologists, and microbiologists unfamiliar
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with PCM and its etiological agent (13). To improve
the sensitivity and specificity of PCM diagnosis,
P. brasiliensis identification has been attempted by
molecular techniques. Recently the LAMP technique
was used by Endo et al. (14) to identify the species-
specific gene gpd3 of P. brasiliensis without cross-
reaction with other fungus isolates. Using only one
sample of histological cuts, it was suggested that the
method could be used in other types of clinical samples.

The LAMP method was assessed in this study for
PCM diagnosis in human sputa samples using the same
primers that were used by Endo et al. (14). It is a fast
and specific alternative method; the use of sputa is a
non-invasive sample collection technique and does not
expose the patients to risks. It can be used as a
complementary technique especially in cases where a
delay in diagnosis may put patients at risk.

MATERIALS AND METHODS
Clinical Sputa Specimens

The sputa samples obtained from 17 patients with
chronic PCM (male, aged 28-72 years) with a diagnosis
established by X-ray, clinical data, and isolation by
culture and/or serological tests (Table 1, samples 2-16
and 18-19), one suspected PCM (Table 1, sample 17)
and 01 negative PCM control (Table 1, sample 20)
from the Pneumology and Infectious Disease Sector,

TABLE 1. Patient’s backgrounds and results of diagnoses
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University Hospital, State University of Londrina.
Londrina, Parand, and Sanitary Pneumology Sector of
Integral Infection-contagious Center, Municipal Health
Service, Londrina, Parani were collected in Brazil
between November 2000 and June 2003. The back-
grounds are shown in Table | (Samples 2-20). The sputa
were defrosted and fixed with 70% ethanol overnight,
dried in Brazil at room temperature, and analyzed in
Japan. The dried sputa were washed with distilled water
three times with centrifuging, and processed for DNA
extraction,

A 44-year-old male who was 3rd generation of
Japanese-descendant Brazilian was diagnosed with
PCM by clinical manifestation, cytological observation
of the sputum, and fungal culture in Japan (15). The
preliminary study for detection of gp43 of P. brasiliensis
from the sputum by the LAMP method was positive
(Table 1, sample 1). The sputum was fixed with 70%
ethanol for overnight, rinsed with distilled water three
times, and processed for DNA extraction.

Extraction of DNA From Sputa

DNA was extracted with DEXPAT@® (TaKaRa
Biomedical, Inc.. Ohtsu, Japan) according to the
manufacturer’s instructions. Five hundred microliters
of the extract solution was added to the washed pellet of
sputum, whose volume was approximately 50 ul. The
mixture was incubated at 100°C for 10min and

Immunological test

Sample number Age Involvement Chest X-ray ELISA 1D Cytology or biopsy Fungal isolation LAMP
1 44 P + ND ND i + +
2 65 M + 1/800 1/16 + +

3 46 M + 1/400 1/4 + = <
4 45 MP ¥ 1/200 1 + - +
3 50 M + 1/400 1/8 + — +
6 72 P + 1/800 1/16 - = -
7 53 P + 1/400 = = N +
8 G5 L o 17200 1/8 - - +
9 46 M + 1/200 - + - +
10 67 M + 1/800 1/8 - - +
11 70 P + 1/800 - + — +
12 52 P + 1/800 1/16 + - -
13 5 M + 1/800 1/4 + - -
14 41 P + 1/200 1/4 - = +
15 50 M + 1/400 - — = +
16 50 M + 1/800 1 + + -
i7 0 P + 1/800 — - - -
18 40 P + 1/200 - - - +
19 77 P + 1/800 I — - -
20 28 Control - - - ND ND -
All patients are male. P= pulmonary in M = mucoc ous invel . and L = lynphatic involvements (ND = not dong;

— = negative result). 1 = Patient diagnosed in Japan, 2-19 = paticnt diagnosed in Brazil, and 20 = healthy control.
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centrifuged at 12,000rpm (13,201 g) for 10min. The
supernatant was then processed for the LAMP.

LAMP Method

The LAMP method used in this study was developed
by Endo et al. (14) and detects the gpd3 gene with a
combination of F3 for LAMP, B3, FIP, and BIP primers
designed from the partial sequence of gp43 (GenBank
accession number U26160) by a registration system
primer designing web site (FUJITSU Lid., Tokyo, Japan:
“LAMP PIMER EXPLORER" web site in “Netlabora-
tory” homepage http://venus.netlaboratory.com/partner/
lamp/index.html). These primers recognize an area of
gp43 where variation among strains has not been
reported.

The primer sequences were as [ollows: F3 for LAMP,
5-TCA CGT CGC ATC TCA CAT TG-3 used in the
species-specific forward primer; B3, 5-AAG CGC CTT
GTC CAA ATA GTC GA-3 used in the species-specific
reverse one; FIP, 5-TGG CTC CAG CAA TAG CCA
CCC GTC AAG CAG GAT CAG CAA T-3 designed
from the forward sequence ol 425th-445th and the
complementary sequence of 464th-485th; and BIP:
5'-CAT GTC AGG ATC CCG ATC GGG CCT TGT
ACA TAT GGC TCT CCC T-3 designed from
the forward sequence from 648th to 668th and the
complementary sequence from 691st to 7I2th. One
microliter of 10 ng/ml DNA template, and 40 pmol each
of the FIP and BIP primers, and 5pmol each of the F3
for LAMP and B3 primers were mixed with 12.5pl of 2
reaction mix in the kit (Loop AMP, Eiken Chemical
Co., Ltd., Tokyo, Japan) in a final volume of 23.0ul.
DNA mixtures were incubated at 63°C for 120 min. The
reaction was stopped by heating the mixture at 80°C for
2 min to inactivate the enzyme of LAMP amplification.
The amplified products were electrophoresed in 1.0%
agarose gels in TAE buffer (40mM Tris base. 20mM
acetic acid, and 1mM EDTA) and stained with
ethidium bromide. DNA extracted from a P. brasiliensis
isolate (IFM 41621, Pb-18) was used as a positive
control for the amplification.

Double Immunodiffusion in Gel

Six glass slides (2.5 x 7.5cm) were covered with a
3.0 mm-thick layer of agar (1% agar, 0.85% NaCl, and
0.02% sodium azide) with seven wells (one central and
six peripheral). The P. brasiliensis exoantigen sample
was applied to the central well, and serum sample in
duplicate with no dilution, and 1:2-1:32 dilutions were
applied to the peripheral wells. The samples were
incubated in a humid chamber at room temperature
for 24 hr. The gel was washed, dried, and stained with
amido black.
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RESULTS

LAMP-amplified products appeared as a ladder of
bands on electrophoretic gels. The preliminary trial of
the sputum from a Japanese patient is shown in
Figure 1(a). It was possible to amplify the target gene
in 11 out of I8 sputa samples from Brazilian PCM
(Fig. 1: (b, ¢)).

LAMP-positive samples included cases that were
negative by cytology/biopsy and [fungal isolation
(Table 1). Without correlation to LAMP, 12 out of 18
patients were positive in immunodiffusion (ID) test for
PCM. LAMP-negative samples included 8 samples that
are positive by ELISA (Table 1 samples 2, 3, 6, 12, 13,
16, and 19), 7 samples positive by 1D (Table | samples 2,
3.6, 12, 13, 16, and 19), by biopsy (Table 1 samples 2, 3,
12, 13, and 16) and by biological material culture
(Table 1 samples 2 and 16).

DISCUSSION

There is difference in sensitivity and specificity for
immunological test to confirm PCM diagnosis. Mor-
phological and physiological characteristics used in
classic diagnostic methods are complex. Developing
simpler and complementary techniques has become
important, especially due to the increase in the number
of immune-suppressed patients. Therefore, a clear
diagnosis of [ungal infections is necessary.

The certainty diagnosis of PCM consists in showing
the pathogen in histological preparations, visualization
in fresh or in culture exams (16). However, there are
cases where physical or clinical state prevents access to
the lesion because invasive methods are usually used for
collection. In these cases, serological techniques provide
important auxiliary diagnosis. Although the serological
techniques such as 1D and ELISA are used to confirm
PCM diagnosis, the rates of false-positive and false-
negative results are still very high, and the specificity and
sensitivity of the technique are directly related to the
antigen or antibody used (17).

1D was the method used by clinical laboratories because
it is an easy procedure, but the results can vary because of
different parameters, including the antigen preparation,
the form of the disease, and the starting of treatment (18).
The follow-up of patients receiving treatment for PCM
has shown that the antibody titers obtained by the ID test
frequently do not correlate with the clinical status of the
patient (19). In some patients, high antibody titers were
observed until the end of the treatment when the patients
were clinically cured. On the other hand, low antibody
titers are related to the absence of clinical symptoms in
most patients. However, in some cases low titers are
present although clinical symptoms are present (20).

J. Clin. Lab. Anal. DOI 10.1002{jcla
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Fig. 1.
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The detection of gpd3 gene of P. brasiliensis by the LAMP method. (a) | = First PCM case diagnosed in Japan by LAMP; (b, ¢

2-19 = Brazilian PCM paticnts and 20 = Healthy control (Table 1). The specific DNA banding patterns for the gp43 gene of P. brasiliensis:

Pbl = IFM 41621, Pb2 = Pb 18, and M = marker.

The ELISA test has been used to detect antibodies in
most systemic mycosis. In spite of this, compared with
the immune diagnosis of PCM, the technique still offers
high percentages of crossed reactivity, especially in
patients with histoplasmosis, candidiasis, “Jorge Lobo™
disease, and recently against sera from apparently
healthy persons, resident in PCM endemic areas (11).

Against other molecular tests, LAMP has shown the
advantage of greater sensitivity, because using clinical
samples and the same target P. brasiliensis DNA, a
minimum of 1ng was detected by the PCR technique
(21), whereas in LAMP, the minimum sensitivity
reported was 100fg (14). Moreover, LAMP does not
require sophisticated technical apparatus, neither high
biosafety.

In the first instance, the results presented here can be
interpreted as false negatives or with low sensitivity
because from 18 potentially positive samples, 11 were
confirmed. However, when analyzed case-by-case, we
can state that the LAMP method was successful in the
proposed task.

The negative sample by LAMP number 17 (Table 1)
was from a patient who presented a non-specific lung
clinical condition, later diagnosed as candidiasis, which
explained the ELISA reagent by a crossed reaction. This
assertion was supported by the non-demonstration of

J. Clin. Lab. Anal. DO 10.1002/jcla

P. brasiliensis on the histopathological tests and negative
attempt of isolation by culture.

Most samples (Table 1 samples 2, 3, 6, 13, and 16),
before collecting the sputa samples, received medication
treatment with sulfametoxazol and trimetoprima, which
explained the non-presence ol the fungus in sputa but in
the tissues confirmed by the highly reactive ELISA
(majority with 1/800, except for sample 3) and the
positive isolation in two biopsy tissue samples (Table 1,
samples 2 and 16).

In group of negative LAMP, the form classified as
lung (Table 1, sample 6) was negative for culture and for
visualization of the fungus by histopathology, which
was in fact, a sample from a patient considered cured.
Two cases were of tuberculosis, where there was no
P. brasiliensis isolation (Table 1 samples 12 and 19),
only visualizing on a histopathology slide (Table 1
sample 12). This would be expected because the lesions
can remain surrounded by tissue for years in lesions with
viable fungi, which does not mean active fungemia (17).
There is a possibility that, at the moment when the sputa
samples were collected from this group, except on
sample number 3 where the etiological agent was
different, there was a PCM infection. The positive
radiological result in these cases are due to so-called
“radiological lung scars™ (12).

39




On the other hand, the 11 positive samples were of
PCM disease, in its chronic form, with lesions in the
oropharinge, in the process of acute clinical condition.
All these patients were from centers of reference for
long-term PCM treatment, with an average of 10 years
treatment, with previous diagnosis demonstration by
biopsy or culture. Medication treatment was quickly
established, which led to clinical improvement and
normalization of serological tests (data not shown).
Through assertive treatment, the results by culture were
all negative. This supports the need for other techniques
for P. brasiliensis detection, because although it is
considered the diagnostic gold standard, the small trace
of fungus found in the biopsy tissue can lead to non-
isolation (9, 11, 17).

Thus, the LAMP method can complement PCM
diagnosis. It has the advantage that cross-reactivity
does not occur. It is fast, sensitive, and false-positive
results do not occur because it uses a single diagnostic
parameter. It is the detection of the single nucleotide
sequence for P. brasiliensis, unlike some immunological
tests that use indirect detection methodology of micro-
organisms, which depends on many unknown factors of
parasite-host relationship for certain diagnosis.
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RESUMO

Este trabalho apresenta dados da avaliagdo do complexo anfotericina B-7-dehidrocolesterol (AMB-7DC) frente a
anfotericina B comercial (AMB-D, Fungizona). Utiliza como parametro dados in vitro de concentragéo inibitoria
minima (CIM) e teste de hemolise em eritrocitos de carneiro. Para a avalia¢do in vivo, foi determinada a DL50
das drogas, CFU de pulm@o na paracoccidioidomicose murina e teste de sobrevivéncia em modelo agudo de
criptococose. Os resultados apontam para uma baixa toxicidade da droga AMB-7DC in vitro nas concentra¢des
testadas; enquanto a AMB-D mostrou-se com atividade toxica a partir da concentragdo de 0,0156 até 2 mg/mL
em teste de hemolise. O CIM apontou sensibilidade para ambas as drogas frente ao Cryptococcus neoformans.
Os resultados in vivo em relagdo ao CFU foram semelhantes na paracoccidioidomicose para ambas as drogas,
ndo havendo erradicagdo do fungo. Ja os dados da criptococose mostraram-se favoraveis ao grupo tratado com
AMB-D, havendo dose dependéncia para ambas. O presente estudo indica que AMB-7DC possui potencial de

utilizacdo e, sendo assim, mais estudos sdo indicados para sua avaliagao.

Palavras-chave: Paracoccidioidomicose. Anfotericina B. Complexo anfotericina B-7-dehidrocolesterol.
Cryptococcus neoformans
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ABSTRACT

This work presents data of evaluation the Complex amphotericin B-7-dehidrocolesterol (AMB-7DC) front to
commercial amphotericin B (AMB-D, Fungizone). Parameter in vitro of minimum inibitory concentration (MIC)
and hemolysis test in sheep’s erythrocytes were used here. For the in vivo evaluation was found the LD50 of the
drugs, CFU of lung in murine paracoccidioidomycosis and test range of survival in acute model of
cryptococcosis. The results indicated the lower in vitro toxicity of AMB-7DC in tested concentrations; while the
AMB-D revealed toxic activity in the concentration of 0.0156 until 2 mg/mL in hemolysis test. The MIC
demonstrated the sensibility of Cryptococcus neoformans for both drugs. In paracoccidioidomycosis the CFU’s
results showed similar in vivo, for both drugs; not having eradication of fungi. On the other hand, the
cryptoccocosis evaluations demonstrate more survival time for AMB-D group, having dose dependence for both
drugs. The present study indicates that AMB-7DC has potentially useful, and therefore further evaluation of this

compound is warranted.

Keywords: Paracoccidioidomycosis. Amphotericin B. Complex amphotericin B-7-dehydrocholesterol.
Cryptococcus neoformans
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1.INTRODUCAO

A anfotericina B (AMB) ¢ antibi6tico poli€nico de administragdo intravenosa em uso ha mais de 40 anos. Sendo
droga de escolha no tratamento de micose sistémica humana, apesar de baixa solubilidade e diversos efeitos
colaterais, a droga permanece indicada principalmente em casos extremos de infec¢des fingicas, em estado
moérbido e em hospedeiros imunossuprimidos devido ao amplo espectro de acdo aliado a baixos niveis de
resisténcia encontrados (1,2).

Para melhorar a eficacia terapéutica ¢ reduzir toxicidade de AMB, tem sido desenvolvido novos sistemas de
veiculagdo da droga, baseado em formulagdes lipossomais. (AmBisome); complexos lipidicos (ABLC);
emulsoes e dispersdes coloidais, com aplicabilidades clinicas ja definidas (3, 4, 5,6).

O complexo anfotericina B-7-dehidrocolesterol (AMB-7DC) ¢ produzido a partir da ligagdo da anfotericina B
comercial (AMB-D, Fungizona, Bristol-Myers K.K., Toquio, Japao) com o radical 7-dehidrocolesterol utilizando
como solvente HCO-60 (patente nimero 2915296; Nipro Co. Ltda, Japao). A ligacdo com o radical 7-
dehidrocolesterol objetiva produzir um composto com menor reatividade com o colesterol da membrana célular
de mamifero diminuindo os efeitos colaterais inerentes ao uso da AMB deoxicolato. Teste de hemolise in vitro
utilizando célula de mamifero e AMB-7DC demonstraram a redugdo da toxicidade, sem diminuir a atividade
antimicoética frente a Candida albicans, C. parapsilosis, C. glabrata, C. brucei, C. tropicalis, C. stellatoidea, C.
guiilliermondii e Cryptococcus neoformans (C. neoformans). Diferente de AMB, este complexo mostrou-se
bastante hidrossoluvel e adequadamente resistente a luz e as variagdes térmicas (7).

Apresentam-se no presente estudo, os resultados das provas in vitro de toxicidade e concentra¢do inibitoria
frente a C. neoformans e demonstram os dados preliminares da agdo in vivo do complexo AMB-7DC na
criptococose e na paracoccidioidomicose (PCM), ambas, infec¢des oportunistas quando associadas a
imunodepressdo, como na SIDA, podendo disseminar-se para o sistema nervoso central (meninges) e outros
orgdos apds uma fase pulmonar primdria (8,9). Os agentes etioldgicos da criptococose ¢ PCM, respectivamente,
sdo C. neoformans e Paracoccidioides brasiliensis (P. brasiliensis).

Estes dados sugerem ser a agdo do complexo AMB-7DC comparavel a tradicional AMB-D com a vantagem de

apresentar menor efeito toxico.
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2. MATERIAL E METODOS

DROGAS TESTADAS
As drogas utilizadas nos testes in vivo e in vitro foram AMB-D (Fungizona, Bristol-Myers K.K., Téquio, Japao)

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

AVALIACAO DA TOXICIDADE in vitro

Utilizou-se protocolo segundo Larabi et al. (10), com algumas modifica¢des. Eritrocitos de carneiro (ECs) foram
suspensos em tampao salina fosfato (PBS, 5% vol/vol), lavados duas vezes no mesmo tampao e centrifugados
(3.000 x g por 10 minutos). A reagdo de hemolise foi realizada em tubos contendo 0,1 ml de AMB-D (Grupo
AMB-D) ou AMB-7DC (Grupo AMD-7DC) e controles somente com a suspensao de ECs (Grupo controle). As
concentragoes testadas foram de 2 mg/ml~0.0019 mg/ml, em dilui¢do seriada 1:2, em suspensdo de 0,9 ml de 2%
ECs (aproximadamente 2 x 10° cells/ml). Os resultados foram avaliados por espectofotometria & 550 nm

(Multiskan® EX, Thermo Cientific), apos uma hora de incubagdo a 37°C em banho-maria .

.....

Os testes de susceptibilidade foram realizados utilizando as duas drogas, AMB-D ¢ AMB-7DC. A amostra de
fungo testada foi de C. neoformans (cepas IFM 40215, IFM 40216, IFM 5809). O protocolo seguido foi o
estabelecido pelo documento M27-A2 (11) utilizando meio sintético RPMI (Difco Co, Ltd) e solugdo tampédo
MOPS [4cido 3-(N-morfolino) propanosulfonico] (concentragdo final de 0,165 mol/L, pH 7,0). As dilui¢des das
drogas foram distribuidas em placas de 96 pogos e os indculos, nas concentragdes ajustadas de 10° CFU/mL,

foram aplicados em aliquotas de 100uL e procedida a incubacio a 35°C por 72 horas.

Dose letal 50 (DL50)
Em camundongos ICR (Charles Rever Inc., Japao). administrou-se dose unica pela veia lateral da cauda, AMB-
D (concentragdes de 4 mg/Kg, 5 mg/Kg ¢ 6 mg/Kg, peso corpéreo) e AMB-7DC (25 mg/Kg, 30 mg/Kg, 35

mg/Kg e 50 mg/Kg, peso corporeo) num total de 5 animais por grupo. Os sobreviventes a aplicacdo foram
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monitorados diariamente por sete dias. Decorridos estes prazo foi determinada a DL50, segundo Reed e Miiench

(12).

Paracoccidioidomicose (PCM) experimental

Camundongos BALB/c foram inoculados com 100 pL de suspensdo contendo 1.2 x 10° cells/ml de P.
brasiliensis (isolado Pb18). Foram separados em cinco grupos de nove camundongos cada. Dois grupos foram
controles (C-: ndo infectados e ndo tratados, C+: infectados e néo tratados). Um grupo foi para teste de AMB-D
(AMB-DI1: infectado e tratado com 1mg/Kg de peso corporal/dia) e dois para AMB-7DC (AMB-7DC1:
infectado e tratado com 1 mg/Kg peso corporal/dia e AMB-7DCS: infectado e tratado com 8 mg/Kg peso
corporal/dia). Os tratamentos iniciaram 72 horas apo6s a infec¢do, em dose Unica diaria, em dias alternados,
totalizando nove doses, aguardando-se, da lltima dose, 48 horas para o sacrificio. O pulmao foi removido pesado
e processado para realizacdo do CFU que foi conduzido em meio agar BHI suplementado com soro de cavalo a
4% e filtrado de P. brasiliensis a 5% (13). A avaliagdo do CFU foi feita decorridos quatorze dias. Para analise
estatistica empregou-se o software SPSS (Statistical Package for Social Sciences) versdo 15.0, utilizando o teste

de Kruskal-Wallis seguido do teste de ajustamento para comparagdes multiplas de Bonferroni.

Criptococose experimental

Foram utilizados camundongos machos de quatro semanas, da linhagem ICR (Charles Rever Inc., Japao), livres
de patégenos, pesando 18-20g. Mantidos com &agua e comida ad libitum. Os camundongos foram
imunossuprimidos com uma dose unica de ciclofosfamida (200 mg/Kg peso corporal), produzindo neutropenia
profunda. C. neoformans foi cultivado em agar batata dextrose (Oxoid Ltd, Reino Unido) a 37°C por 10 dias.
Conidios foram coletados em solugdo salina fosfato tamponada contendo 0,05% de Tween 80 (PBS-T),
determinou-se a viabilidade por plaqueamento seriado. Os camundongos foram inoculados por via endovenosa
pela veia lateral da cauda, com suspensio contendo 1x 10° células/mL de C. neoformans em solugio salina
estéril. Cada grupo foi constituido de 10 animais, sendo um grupo controle administrado solucdo salina estéril e
grupos tratamentos de 0,1 mg/Kg peso corpoéreo/dose, 0,25 mg/Kg peso corpéreo/dose e 0,5 mg/Kg peso
corporeo/dose de ambas as drogas, AMB-D e AMB-7DC. O tratamento iniciou-se 18 horas apods a infecgdo e
permaneceu por sete dias consecutivos. A porcentagem de sobrevivéncia foi avaliada num periodo total de 30

dias.
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3. RESULTADOS

Avaliagdo da toxicidade
Foi deterrminada pela hemolise dos ECs. Para sua analise, foi utilizado teste Kruskal-Wallis, software SPSS
versdo 15.0. Houve diferenca significativa (p<0,05) entre o grupo AMB (0,287+0,316) ¢ o grupo AMB-7DC

(0,067+0,043), sendo AMB o grupo mais hemolitico (FIGURA 1).

Avaliacdo da CIM

A avaliagdo da CIM foi realizada para C. neoformans havendo sensibilidade frente a AMB-D, numa
concentragdo de 0,25 pg/mL (IFM 40215), 0,5 pg/mL (IFM 40216) ¢ 0,06 (IFM 5809), e, para AMB-7DC de
0,03 pg/mL (IFM 40215 e IFM 5809) ¢ 0,06 pg/mL (IFM 40216), conforme a NCCLS M27-A2, que a define
como a menor concentracdo que impede qualquer grau de crescimento discernivel. Nao houve pontos finais da

reagao mal definidos (TABELA 1).

DL50
Os resultados s@o apresentados na TABELA 2. Para AMB-7DC a DL50 foi de 30,8 mg/kg. Para esta droga a
dose de 50 mg/kg foi letal com 100% de dbitos. Para a AMB-D a LD50 foi de 4,9 mg/kg e a dose letal dentre as

avaliadas, foi de 6 mg/kg.

Avaliacio do efeito das drogas AMB-D e AMB-7DC em PCM e criptococose experimental

PCM experimental

Para avaliagdo do efeito das drogas na PCM, o pardmetro adotado foi o CFU do pulmio (dado ndo mostrado).
Assim, no décimo quarto dia foi realizada a contagem do CFU. No C- n2o houve crescimento. Nos grupos
tratados, houve apenas duas placas de crescimento zero (uma em cada grupo: AMB-7DC1 e AMB-7DC8). Na
analise estatistica, ndo houve diferenca significativa entre os grupos . Neste pardmetro, erradicacdo de P.

brasiliensis no pulmao, o resultado dos grupos de tratamento foram estatisticamente iguais.
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Criptococose experimental

Para avaliagdo da criptococose, foi acompanhada a sobrevivéncia num total de 30 dias ap6s a infeccdo. No grupo
controle, houve sobrevivéncia até o dia 12 pos-infeccdo. Apds este dia, ndo houve sobrevivéncia (0/10). No
grupo infectado tratado AMB-D de 0,1 mg/Kg peso corporeo/dose houve sobrevivéncia até o dia 21 (0/10). No
tratamento de 0,25 mg/Kg peso corporeo/dose, as mortes ocorreram até o dia 26 (5/10). Em 0,5 mg/Kg peso
corporeo/dose, somente um ndo sobreviveu (9/10), observada sua morte 28 dias ap6s a infec¢do. J& no grupo
infectado e tratado com AMB-7DC, em 0,1 mg/Kg peso corporeo/dose houve sobrevivéncia até o dia 16 (0/10).
Para 0,25 mg/Kg peso corpoéreo/dose as mortes ocorreram até o dia 26 (1/10) com apenas um sobrevivente. E,

em 0,5 mg/Kg peso corporeo/dose, houve seis sobreviventes (6/10) (FIGURA 2).

4. DISCUSSAO

Os fungos por serem eucariotos, como o ser humano, apresentam similaridades fisioldgicas e bioquimicas que
impde limitagdo a terapéutica medicamentosa. A AMB apresenta o maior espectro de agdo entre os antifiingicos,
sendo particularmente indicada nas infec¢des fungicas invasivas. Possui atividade para Histoplasma capsulatum,
P. brasiliensis, Blastomyces dermatitidis, C. neoformans, Sporothrix schenkii, Candida spp, Aspergillus
fumigatus, além de protozoarios como Leishmania donovani e Leishmania brasiliensis (2, 5, 6). As drogas
antifingicas, principalmente a AMB, tendem a apresentar um aspecto toxico significativo, exigindo muitos
cuidados na aplicagao clinica (1, 4, 6, 14).

Na analise dos dados in vitro no presente estudo, AMB-7DC confirmou sua agdo com CIM sensivel para C.
neoformans e a baixa toxicidade para célula de mamifero em teste com ECs. A AMB, por sua vez também foi
ativa para C. neoformas, mas manteve sua caracteristica toxica (10). Estes dados tornam-se mais interessantes
quando aliados ao fato da AMB-7DC ser hidrossoluvel e termicamente mais estavel do que a AMB, permitindo
aquecimento, requerendo um menor cuidado no transporte e armazenamento. Pela menor toxicidade AMB-7DC,
podera permitir a utilizagdo de doses maiores em estudos in vivo, e com isso um tempo maior de circulagdo da
droga, um maior acimulo nos tecidos afetados € um tempo maior de tratamento, o que requer estudos adicionais.
A analise da DL50, confirmou-se a maior seguranca de AMB-7DC que apresentou uma concentragio seis vezes
mais segura em relagdo a AMB-D, nas concentragdes testadas. Este resultado foi compativel com o encontrado

in vitro na avaliacdo da toxicidade em ECs.
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Quanto ao parametro da erradicagcdo fungica no pulmdo, avaliado pelo CFU na PCM, talvez este ndo seja o
melhor critério a ser adotado para esta micose sistémica que muitas vezes progride para o fendmeno da auto-cura
ou torna-se cronica, sendo interessante o emprego de outras técnicas para avaliagdo, como as sorologicas de
antigenemia ou outra que permitisse uma quantificagdo de forma mais rapida e ao longo de um tempo de
tratamento maior (14, 15, 16, 17). Mesmo na PCM humana, AMB ainda mantém-se como tratamento de ataque
nos casos graves nao sendo utilizada objetivando a erradicagdo de P. brasiliensis neste primeiro momento mas,
apoiar uma melhora na imunidade celular para depois realizar o tratamento de manuteng@o de forma prolongada
com outra medicagdo para procurar a erradicagdo do fungo (18, 19).

Na avaliagdo do critério de porcentagem de sobrevivéncia frente a uma micose aguda, a AMB-D obteve melhor
resultado, em média com 46,6% de sobrevivéncia contra 23% obtido pelo AMB-7DC na criptococose. Talvez
isto esteja correlacionado a baixa concentragdo utilizada que ndo permitiu um nivel terapéutica ideal,
necessitando, como em outras formulagdes lipidicas, uma dose maior (5, 6). Podemos observar a dose
dependéncia porque, na AMB-7DC, p. ex, a taxa de sobrevivéncia torna-se 50% maior dobrando a concentragéo
do tratamento. Sendo assim, fica indicado testar-se outras posologias de tratamento. Diante destes resultados,
ainda é prematuro afirmar que AMB-7DC ¢ efetiva e segura para uso clinico.

Sabe-se que o indice terapéutico foi significativamente melhorado com as formulagdes lipidicas de AMB,
porém, também houve diminui¢do da atividade relatada em estudo de avaliacdo de beneficio, limite e indicag@o
destas novas formulagdes de AMB (5, 6, 20). Além disso, ha relato de anafilaxia apds administracdo de
AmBisome em pacientes ndo anteriormente alérgicos a AMB-D (21). Sendo assim, uma nova formulagdo, como
a AMB-7DC, apresenta-se como uma alternativa interessante de estudo na busca de dados de dosagem segura e
efetiva para tratamento de diferentes patologias e comparativamente as drogas de referéncia, avaliando duragdo

ideal da terapia e se € apropriada para pacientes imunocomprometidos, a principal indicagdo da AMB-D.
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TABELA 1 - Determinag@o da Concentragio inibitoria minima para C. neoformans frente as drogas AMB-7DC
e AMB, conforme NCLLS M27-A2

CIM
(ng/ml)
Organismo AMB-7DC AMB
Cryptococcus neoformans IFM 40215* 1...<0.03 0.25
IFM 40216 0.06 0.5
IFM 5809" 11003 0.06

“=cepa de referéncia, "=isolado.
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TABELA 2 — DL50 em camundongos tratados comAMB-7DC e AMB em dose tnica de varias concentragdes
com seguimento de sete dias

No. de sobreviventes/total

Taxa de
Droga Dose Dias Sobrevivéncia DL50
(mg/kg,ev.) 1 2 3 4 5 6 7 (%) (mg/kg, e.v.)
25 5/5 5/5  4/5 4/5  4/5  4/5  4/5 80
AMB-7DC 30 5/5 5/5 4/5 3/5 3/5 3/5 2/5 40 30,8
35 5/5 5/5 2/5 25 2/5 25 2/5 40
50 5/5  3/5 0/5 0/5 05 05 0/5 0
4 5/5 5/5 5/5 5/5 5/5 5/5 5/5 100
AMB-D 5 3/5 3/5 2/5 2/5 2/5 2/5 2/5 40 4,9
6 03 03 03 03 03 03 073 0

AMB-7DC: Complexo anfotericina B-7-dehidrocolesterol, AMB-D: Fungizona. e.v.:endovenosa.
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FIGURA 1 - Determinago da toxicidade in vitro pela hemolise de eritrocitos de carneiro: grupo AMB (m),
grupo AMB-7DC (A), Controle (o)
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FIGURA 2 — Efeito terapéutico de AMB-D (A) e AMB-7DC (B) em criptococose experimental murina

avaliando porcentagem de sobrevida. —: controle, —o—: 0.1mg/kg, —A—: 0.25mg/kg, —o—:

0.5mg/kg, A:infecgdo, A: tratamento.
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