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RESUMO 
 

Paracoccidioidomicose (PCM) é epidemiologicamente uma das mais importantes micoses da 
América latina, especialmente no Brasil. A doença ocorre por inalação do fungo 
Paracoccidioides brasiliensis (P. brasiliensis) e o foco primário ocorre no pulmão do hospedeiro. 
A PCM pode ser diagnosticada por observação direta da forma característica leveduriforme em 
amostra clínicas ou de cultura. De forma mais frequente, o diagnóstico é feito de forma indireta 
por exames sorológicos, principalmente por imunodifusão e teste imunoenzimático. O 
diagnóstico da PCM fora dos países endêmicos é difícil. Necessita-se desenvolver um diagnóstico 
mais rápido e específico para PCM. A amplificação circular isotérmica (LAMP) foi usada no 
presente estudo para detecção da presença de P. brasiliensis em amostras de escarro de pacientes 
com PCM crônica, 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 diagnósticos clássicos como o 
histopatológico ou cultura de material biológico e não requer aparato técnico sofisticado. Pode 
constituir-se em um importante auxílio nos casos onde o estabelecimento do tratamento rápido 
pode significar a sobrevida do paciente, especialmente naqueles imunossuprimidos. Apesar dos 
avanços significativos em muitas áreas da micologia médica, a PCM permanece com um 
tratamento de consenso ainda não estabelecido e assim representa a oitava causa comum de morte 
em doenças predominantemente crônicas ou reemergentes, entre as infecciosas e parasitárias e a 
mais elevada taxa de mortalidade entre as micoses sistêmicas. A anfotericina B (AMB) 
permanece como a principal escolha terapêutica para micoses severas. No entanto, sua utilização 
é limitada pela toxicidade. Para melhorar a eficácia terapêutica e reduzir a toxicidade da AMB 
em altas doses, muitas estratégias incluindo a utilização de mudança no sistema de veiculação da 
droga têm sido utilizadas. O complexo anfotericina B-7-dehidrocolesterol (AMB-7DC) é uma 
nova estratégia para AMB para redução de sua toxicidade, utilizando como solvente HCO-60, 
tornando-se mais hidrossolúvel e resistente às variações térmicas. Este trabalho apresenta dados 
preliminares da avaliação de AMB-7DC em relação a anfotericina B comercial (AMB-D, 
Fungizona). Parâmetros in vitro de concentração inibitória mínima (MIC) e teste de hemólise em 
eritrócito de carneiro foram utilizados. Testes in vivo avaliaram a LD50 das drogas, o CFU de 
pulmão em PCM murina, e a taxa de sobrevivência em modelo agudo de criptococose. Os 
resultados indicaram uma baixa toxicidade in vitro para AMB-7DC que não foi hemolítica nas 
concentrações testadas enquanto a AMB-D mostrou atividade hemolítica. O MIC demonstrou 
sensibilidade para ambas as drogas ao Cryptococcus neoformans. Os resultados in vivo em 
relação ao CFU mostraram resultados semelhantes na PCM para ambas as drogas, não havendo 
erradicação do fungo. Já os dados da criptococose foram favoráveis ao grupo tratado com AMB-
D, havendo dose dependência para ambas. O presente estudo indica que AMB-7DC possui 
potencial de utilização e, sendo assim, mais estudos são indicados para sua melhor avaliação. 
 

Palavras-chaves: Paracoccidioides brasiliensis, LAMP, anfotericina B, anfotericina B-7-
dehidrocolesterol, Cryptococcus neoformans. 

 
 
 



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. 

 

Key-words: Paracoccidioides brasiliensis, LAMP, amphotericin B, Amphotericin B-7-

dehydrocholesterol, Cryptococcus neoformans. 

 
 
 
 
 
 
 
 



 

1 - INTRODUÇÃO 
__________________________________________________________________________________________ 
 

1.1. Paracoccidioidomicose: visão geral  

 

A paracoccidioidomicose (PCM), observada pela primeira vez no Brasil por 

Adolpho Lutz em 1908, é considerada uma micose sistêmica de ocorrência endêmica. É 

prevalente na América Latina onde o fungo Paracoccidioides brasilienis (P. brasiliensis), agente 

etiológico desta micose sistêmica, provavelmente encontra seu habitat, com exceção de poucos 

países, 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 é conhecido 

apenas em sua forma assexuada ou imperfeita. Apresenta uma forma miceliana (M), aderente ao 

meio de cultura, à temperatura de 25°C e uma forma de levedura (L), como células globosas com 

múltiplos brotamentos, nos tecidos hospedeiros ou a 37° em meio de cultura; sendo este um 

processo de transformação reversível e dependente de regulação termo-enzimática, com síntese 

de glucanas que modificam sua parede celular. Sabe-se que uma α-1,3-glucana está presente na 

fase L e uma β-1,3-glucana a substitui, como polímero 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 epidemiológicos realizados com paracoccidioidina no 



Brasil, Venezuela, Colômbia e Argentina, apontam que, em torno de 50% dos habitantes de zonas 

endêmicas possivelmente já foram expostos ao agente desta micose. Felizmente, apenas uma 

proporção muito pequena de indivíduos que tem contato com o fungo desenvolve alguma 

manifestação clínica (RESTREPO, 1985; CADAVID & RESTREPO, 1993; ZEMBRZUSKI, 

1996; VAN GELDEREN DE KOMAID et al., 1999; KALMAR et al., 2004; CERMEÑO et al., 

2005; MOREIRA, 2008). 

Casos da doença têm sido descritos em outros países da Europa, África, Ásia e 

América do Norte; nesses casos os pacientes relatam contato com regiões endêmicas da América 

Latina havendo períodos de latência longos, podendo manifestar a doença anos após a possível 

infecção (AJELLO & POLONELLI, 1985; BRUMMER et al., 1993). A maior incidência é na 

população masculina adulta, naqueles que trabalham em atividades agrícolas (MCEWEN et al., 

1995; BRUMMER et al., 1993; BLOTTA et al., 1999). Os baixos índices na população feminina 

são atribuídos ao efeito inibidor do hormônio β-estradiol na transformação micélio-levedura 

(RESTREPO et al., 1984). 

Após penetrar no organismo, o fungo inalado forma um complexo primário no 

pulmão e dissemina-se por via linfática e hematogênica onde manifestações polimórficas são 

freqüentes e acompanhadas quase sempre da formação de ulcerações na mucosa oral (LACAZ, 

1991; SCULLY & ALMEIDA, 1992). As lesões iniciais podem não causar sinais e sintomas, 

tornando-se clinicamente inaparentes. É a chamada PCM-infecção, durante a qual pode ocorrer 

resposta imune-específica, com o aparecimento de anticorpos circulantes e positivação de testes 

de reação intradérmica (FRANCO, 1987; LACAZ, 1991). Esta fase inicial assintomática pode 



evoluir de três maneiras: a) lesões do complexo primário e eventuais focos metastáticos 

involuem, podendo ocorrer lesões cicatriciais estéreis com cura espontânea; b) as lesões involuem 

e cicatrizam permanecendo como focos quiescentes, podendo ocorrer reativação destes focos 

numa forma secundária por reinfecção endógena; c) há a evolução das lesões do complexo 

primário e dos eventuais focos metastáticos aparecendo as manifestações clínicas da PCM-

doença (LACAZ, 1991). 

Uma vez estabelecida a PCM-doença, ela pode evoluir de duas formas distintas: 

forma progressiva aguda (ou juvenil) e forma progressiva crônica (do adulto). A forma aguda 

representa menos de dez por cento da casuística geral desta patologia, sendo considerada mais 

grave e progride rapidamente com disseminação linfática e hematogênica do fungo para o sistema 

fagocítico mononuclear envolvendo fígado, baço, linfonodos e medula óssea e podendo levar a 

deterioração rápida da condição do paciente. Altos títulos séricos de anticorpos específicos e 

depressão grave da imunidade celular são comumente observados (FRANCO et al., 1987; 

LACAZ, 1991). A adulta representa 90% dos casos e afeta, em geral, indivíduos adultos do sexo 

masculino com mais de 30 anos de idade. Pode comprometer um único órgão (unifocal) ou 

disseminar-se para outros órgãos ou sistemas (multifocal). Sua gravidade é variável, dependendo 

dos achados clínicos e das condições gerais do paciente, sendo classificada como leve, moderada 

ou grave. Tem curso indolente e manifesta-se por ulcerações nas mucosas da orofaringe e lesões 

cutâneas nodulares verrugosas ou ulceradas. Os locais menos freqüentes de acometimento são 

trato gastrointestinal, adrenais, testículos, epidídimo e esqueleto (BRUMMER et al., 1993; 

DISMUKES, 1997; SEVERO et al., 1996; SPOSTO et al., 1993). É raro no sistema nervoso 

central e ocular. Não é considerado fungo oportunista, mas há relatos de casos em pessoas 

infectadas pelo vírus HIV e transplantados (SHIKANAI-YASUDA et al., 1995; GOLDANI et al.; 



1991; GOLDANI & SUGAR, 1995). O tipo de patologia tecidual e seu espectro de doença estão 

intimamente relacionados à imunidade celular do hospedeiro (LACAZ et al., 1991; MARQUES 

& SHIKANAI-YASUDA, 1994). 

 1.2. Diagnóstico   

 

A demonstração de leveduras com brotamentos múltiplos de P. brasiliensis em 

esfregaços a fresco ou preparações de escarro, pus ou outros líquidos corporais com KOH, ou 

ainda por colorações especiais para fungos na amostra de biópsia, aliada à cultura positiva de 

líquidos corporais ou amostra de tecidos, é base do diagnóstico micológico (LACAZ et al., 1991; 

MATTOS et al., 1991). Dependendo da amostra obtida, estes exames oferecem dificuldades ou 

falso-negativo pela pequena concentração 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 antígeno específico para ser usado principalmente em testes 

sorológicos, como a glicoproteína 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 é um 

componente da superfície celular com atividade proteinase em meio ácido (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 adesão de leveduras de P. brasiliensis à membrana 

basal e invasão de células do hospedeiro que expressem esse receptor (VICENTINI et al., 1994). 

Essa glicoproteína é 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 retículo endoplasmático 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 diferenças na infectividade 

entre os isolados, demonstrado por Souza et al. (1997), que sugerem que nem todos os epítopos 

antigênicos estão igualmente presentes nos isolados estudados.  

1.2.1. Diagnóstico imunológico  

 

Durante a infecção por P. brasiliensis, o sistema imune humoral responde à 

estimulação antigênica produzindo anticorpos específicos. Estes anticorpos são utilizados em 

sorodiagnóstico da PCM para monitoramento da doença e da resposta ao tratamento. Na PCM a 

produção de anticorpos não se mostra deficiente, mas, sim, com hiperatividade - aumento de IgG, 

imunoglobulina E (IgE), imunoglobulina A (IgA) - indicando uma ativação policlonal, 

especialmente durante a fase mais severa da doença (BIAGIONI et al., 1984; CHEQUER-BOU-

HABIB et al., 1989). Os autores Mendes-Giannini et al. (1990) demonstraram que IgG e IgA 

antígeno-específicas são produzidas tanto na fase aguda como crônica da PCM e a IgM é mais 

freqüente na fase aguda o que poderia levar à utilização das duas primeiras imunoglobulinas em 

sorodiagnósticos. 



Através de ELISA de captura, Mamoni et al. (2001), monitoraram 32 pacientes 

e constataram que nível 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 

relação entre nível de IgE anti-P. brasiliensis e a severidade da doença.  

A IgA pode ser encontrada na forma adulta; relacionada à persistência de lesões 

na mucosa, onde há rica presença 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 há uma diferença na magnitude da produção e distribuição variada de acordo com a forma 

clínica da PCM. A forma juvenil apresentou nível de IgG total maior que a adulta; corroborando 

com a maior disseminação fúngica. IgG1 mostrou-se similar nas duas formas. A forma juvenil 

mostrou nível de IgG4 maior e concomitantemente nível de IgG2 menor; a forma adulta 

praticamente não tinha IgG4 e produzia IgG2. Considerando que a mudança para subclasse IgG4 

depende de interleucina-4 (IL-4) - citocina do tipo T-helper 2 (Th-2) - e IgG2 de interferon-γ - 

tipo Th-1- e que Th-2 regula predominantemente a forma juvenil; a constatação da IgG2 na forma 

adulta sugere uma capacidade de se montar uma resposta Th-1 o que contribui para uma evolução 

mais benigna da doença. Além do mais, pode-se conjecturar que, na forma juvenil, a IgG4 serve 

como mecanismo de evasão para P. brasiliensis porque competindo com IgG1 pelo mesmo 

antígeno, pode bloquear a opsonização feito por ela na fase inicial da infecção, interferindo com a 

ação de leucócitos polimorfonucleares anti-P. brasiliensis. 



Diversos métodos sorológicos para detecção de anticorpos foram desenvolvidos 

como auxiliares no diagnóstico e como ferramentas para o seguimento do tratamento. Estes testes 

incluem imunodifusão, fixação de complemento, eritroimunoensaio, ensaio imunoenzimático 

(ELISA), ELISA de inibição (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 opções e padronizações 

havendo variação na técnica, na sensibilização da placa e emprego de diferentes anticorpos 

monoclonais e a possibilidade de análise de diferentes tipos de amostras (CAMARGO et al., 

1994; GÓMEZ et al., 1997; SALINA et al. 1998). Todavia, alguns pacientes podem apresentar 

níveis baixos ou ausência de anticorpos detectáveis (DEL NEGRO et al., 1991; DEL NEGRO et 

al., 1995). Apesar da melhoria na sensibilidade, a ocorrência de reação cruzada principalmente 

com antígenos da histoplasmose, doença de Jorge Lobo, criptococose, candidíase e esporotricose 

consiste num impedimento para uso como método diagnóstico único (CAMARGO et al., 1998; 

MENDES-GIANINNI et al., 1984; PUCCIA e TRAVASSOS, 1991). A absorção prévia dos 

soros com células de Histoplasma capsulatum (H. capsulatum) diminui essa reação cruzada 

(MENDES-GIANINNI et al., 1984; MENDES-GIANNINI et al, 1990). Não obstante a existência 

dessa reação cruzada, mesmo utilizando antígeno específico gp43 ou Ag7 (exoantígeno), o 

ELISA é utilizado com determinação de uma zona de corte ("cut off") que permite distinção de 

outras doenças fúngicas (STRAUSS et al., 1996). Diante das diferentes preparações de antígeno 

empregadas (parcialmente purificado, extratos brutos) torna difícil a comparação de resultados 



entre os métodos descritos (BRUMMER et al., 1993; CAMARGO et al., 1991; CASOTTO, 

1990).   

Por haver dificuldades para o estabelecimento do diagnóstico da PCM em 

exame imunológico único, e a obtenção muitas vezes demoradas e complexas das características 

morfológicas e fisiológicas que definam de pronto o diagnóstico, torna-se importante o 

desenvolvimento de ensaios adicionais como detecção de antígenos solúveis ou complexo imune 

(MIURA et al., 2001), e, principalmente, de testes moleculares que uma vez padronizados, 

diminuíssem esses problemas por basear-se na detecção de determinada seqüência nucleotídica, 

única para P. brasiliensis (GOLDANI et al., 1995; GOMES et al., 1999). Além disso, os testes de 

detecção de DNA podem distinguir organismos morfologicamente ou antigenicamente similares, 

além do que os parasitas não precisam ser viáveis ou cultiváveis. 

1.3. Utilização de técnicas moleculares  

 

O desenvolvimento da Biologia Molecular, com suas técnicas que possibilitam 

a amplificação do DNA in vitro, proporcionou o diagnóstico direto de diversos agentes 

etiológicos de enfermidades de importância sanitária e econômica para humanos e animais 

(WILLIAMS, et al., 1990; CONRAD et al., 1992; AZAMBUJA 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 e hibridizam com seqüências 

alvos espécies-específicas ou gênero-específicas (MCLAUGHLIN et al., 1986; SINGH, 1997). 

No incremento da sensibilidade das reações baseadas em DNA, Müllis et al. (1986) 

desenvolveram a reação da polimerase em cadeia (PCR) que é um processo enzimático in vitro 

para a síntese de milhares de cópias de uma região específica do DNA alvo. 

O PCR com uso de oligonucleotídeos específicos é uma técnica sensível, 

específica e rápida para detecção de muitos microorganismos (EISENTEIN et al., 1990; 

GOLDANI & SUGAR; 1998; SANDHU et al., 1995; SANDHU et al., 1997; WHITE et al., 

1992). Essas características são desejáveis diante do incremento da incidência da Síndrome da 

Imunodeficiência Adquirida (SIDA), do aparecimento de novos tratamentos oncológicos e de 

transplantes de órgãos que elevam o número de pacientes imunossuprimidos e a necessidade de 

um diagnóstico claro de infecções fúngicas 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 têm sido 

desenvolvidas e aplicadas ao diagnóstico com a finalidade de prover a essa técnica uma 

sensibilidade e aplicabilidade maior (FIGUEROA et al., 1993). A reação de nested-PCR é uma 

alternativa de execução de PCR que visa proporcionar uma maior sensibilidade onde o produto 

amplificado (amplicon) é submetido a um segundo processo de amplificação utilizando 

oligonucleotídeos iniciadores homólogos às seqüências internas do segmento já amplificado. 

Geralmente na primeira PCR é utilizado um oligonucleotídeo iniciador gênero-específico e na 



segunda PCR um oligonucleotídeo iniciador espécie-específico do parasita em estudo (ITANO et 

al., 2002; RAMPERSAD et al., 2003; QUEIROZ et al., 2004).  

Em estudo utilizando isolado Pb01, Motoyama et al. (2000) descreveram dois 

pares de oligonucleotídeos, ITS1-OL5 e OL3-UNIR, para utilização em PCR. Amplificaram e 

seqüenciaram genes DNA ribossomal 5.8S e 28S e regiões intergênicas do fungo. Recomendaram 

sua aplicação no diagnóstico de PCM e em estudos ecológicos, moleculares e epidemiológico de 

P. brasiliensis. Demonstraram que os oligonucleotídeos ITS1 e OL5 são capazes de identificar P. 

brasiliensis, incluindo diferentes isolados. Apesar não haver reação 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, então, o uso de duplo PCR com esses dois pares de oligonucleotídeos 

para identificação específica de P. brasiliensis. 

Trabalhos também foram desenvolvidos com fins diagnósticos, como a 

detecção em escarro por PCR de P. brasiliensis com sensibilidade de 10 células fúngicas/mL de 

escarro (GOMES et al., 2000); a detecção em amostra de soro de PCM experimental de 10 

picogramas (pg) de DNA (GOLDANI & SUGAR, 1998); a utilização de nested-PCR em 

amostras de tecido parafinizado ou homogenizado de pulmão utilizando seqüência da gp43 ou de 

RNA ribossomal ITS1-5.8S-ITS2 (BIALEK et al., 2000; SANO et al., 2001). Além disso, 

avanços com outras ferramentas moleculares como a utilização de polimorfismo de DNA 

amplificado ao acaso (RAPD), permitem a caracterização genotípica de diferentes isolados e 

diferenciação do grau de virulência (MOLINARI-MADLUM et al., 1999; SOARES et al., 1995). 



Trabalhos recentes utilizam de técnica molecular para classificar os isolados de P. brasiliensis em 

três espécies filogenéticas distintas, a saber: S1, PS2 e PS3 (MATUTE et al., 2005; MATUTE et 

al., 2006; MATUTE et al., 2007) além de possibilitar caracterização de isolado atípico 

(TAKAYAMA et al., 2009). A utilização de sondas marcadas permite a identificação precisa do 

fungo (SANDHU et al., 1997); e o desenvolvimento de oligonucleotídeos específicos com 

potencial uso em estudos ecológicos (DÍEZ et al., 1999; IMAI et al., 2000; MCEWEN et al., 

1995; MCEWEN et al., 2000; SANO et al., 1999a; SANO et al.; 1999b), demonstram os avanços 

dos estudos moleculares nos últimos tempos e a consolidação da importância destas pesquisas. 

Notomi et al. (2000) desenvolveram uma técnica de alta especificidade que 

amplifica DNA com eficiência e rapidez sob condições de isotermia (aproximadamente 60°C a 

65°C). Esse método denominado amplificação circular isotérmica (“Loop mediated isothermal 

amplification” - LAMP) utiliza DNA polimerase e quatro conjuntos de oligonucleotídeos 

específicos que reconhecem um total de seis seqüências distintas no DNA molde. Uma das 

primeiras aplicações da LAMP foi para diagnóstico do vírus da hepatite B (NOTOMI et al., 

2000). Encontra-se em uso na detecção 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 três horas e, não obstante a aplicação em uma única amostra de tecido 

processado, indicou a perspectiva de sua utilização em diagnóstico clínico. 

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



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

 

1.4. Tratamento  

 

O tratamento da PCM persiste como não estabelecido. Inclui medidas de 

suporte às complicações clínicas associadas ao envolvimento de diferentes órgãos pela micose 

além da terapêutica antifúngica (SHIKANAI-YASUDA et al., 2006).  

Diferente de outros fungos patogênicos, P. brasiliensis é sensível à maioria das 

drogas antifúngicas, inclusive aos sulfamídicos. Sendo assim, permite a utilização de um leque de 

opções para o tratamento, tais como anfotericina B, sulfamídicos (sulfadiazina, associação 

sulfametoxazol/trimetoprim), azólicos (cetoconazol, fluconazol, itraconazol) (DEL NEGRO; 

1987, SHIKANAI-YASSUDA et al, 2006). Estas drogas compreendem então, três grupos 

principais: anfotericina B, do grupo de antibióticos poliênicos; sulfadiazina e outros compostos 

sulfanilamídicos; e o grupo de drogas azólicas com atuação sistêmica (MARTINEZ, 2004). 

O emprego dos derivados azólicos como cetoconazol, fluconazol e itraconazol é 

eficaz para a PCM. O fluconazol pode ser administrado por via oral ou intravenosa, a absorção 

não é afetada pela alimentação ou pelo suco gástrico e aproximadamente 80% da dose é 



excretada na urina. A resistência fúngica a esta droga, mesmo quando usada por longos períodos, 

parece incomum, a não ser nos casos de portadores da SIDA (COMO & DISMUKES, 1994; 

SHIKANAI-YASUDA et al., 2006). 

As sulfas também são eficazes no tratamento da PCM e podem ser obtidas 

gratuitamente no sistema público brasileiro. A posologia apresenta a desvantagem de várias 

administrações diárias. Podem ocorrer efeitos colaterais como reação de hipersensibilidade, e a 

duração da terapia é mais prolongada quando comparada com outros fármacos (MARTINEZ, 

2004; SHIKANAI-YASUDA, 2006). 

O tratamento da PCM consiste geralmente de duas fases distintas: ataque e 

manutenção. O tratamento de ataque objetiva controle imediato dos sinais e sintomas da 

doença,bem como a redução da carga parasitária para a recuperação da imunidade celular do 

hospedeiro, fundamental para o êxito do tratamento. A terapêutica da manutenção é realizada por 

tempo longo, até que se obtenham critérios de cura clínica, radiológica e sorológica, buscando 

reduzir o risco de recidiva da doença (Bisinelli & Ferreira, 2002). 

Os pacientes com formas graves de PCM, que apresentam indicação de 

tratamento em regime hospitalar por apresentarem perda de peso maior que dez por cento, 

associada à dificuldade de deglutição, comprometimento do estado geral, insuficiência 

respiratória, sinais ou sintomas neurológicos ou evidências de comprometimento de adrenais; 

recebem a anfotericina B, na dose de 1mg/kg/dia ou solução intravenosa de 

sulfametoxazol/trimetoprim, na dose de duas ampolas cada oito horas até melhora clínica do 



paciente que permita a introdução da medicação antifúngica oral (SHIKANAI-YASUDA et al., 

2006).  

Ao lado de sua comprovada eficácia, a anfotericina B é uma droga tóxica que 

requer longo período de hospitalização para sua administração (CAMPOS et al., 1984). Os 

efeitos imediatos da anfotericina B são caracterizados por febre, mal–estar geral, calafrios, 

taquicardia, taquipnéia e hipertensão arterial.  Estas reações podem ser minimizadas com uso de 

dipirona e diminuição da velocidade de infusão. Especial atenção deve ser dada à função renal, 

devido a sua alta nefrotoxicidade. Ela causa um decréscimo na taxa de filtração glomerular, bem 

como hipocalemia, hipomagnesemia, acidose tubular renal e nefrocalcinose. Os níveis séricos de 

creatinina devem ser medidos semanalmente em pacientes recebendo anfotericina B (BERNARD 

et al, 1995, NETO et al.; 1998). 

Apesar da indicação restrita às formas graves da PCM, sua comprovação 

terapêutica mantém sua indicação. De 29 pacientes avaliados de nove a 14 anos após o uso de 

anfotericina B, apresentavam-se clínica, radiológica e sorologicamente curados uma porcentagem 

de 51,72% (DILLON, 1972). Vale (1988), em estudo retrospectivo e prospectivo de 500 casos de 

PCM tratados com sulfamídicos, anfotericina B, micosel, cetoconazol e itraconazol e associação 

sulfametoxazol e trimetoprim, conclui que as drogas mostram eficácia semelhante. Dillon (1990) 

na evolução terapêutica de doentes de paracoccidioidomicose tratados com anfotericina B, 

sulfamídicos e cetoconazol, observaram que a melhora clínica com cicatrização de lesões e 

melhora radiológica, ocorre mais rapidamente com anfotericina B, isto em períodos variáveis de 

15 dias a um mês com dose de 1,5 mg/kg peso/dia. 



Diante desta efetividade terapêutica circunscrita pela toxicologia e reações 

adversas da droga que não permitem o uso de doses elevadas, mais efetivas (acima de 1,5 

mg/kg/dia), bem como seu uso profilático; nestes últimos anos têm-se buscado formulações 

lipídicas para veiculação da anfotericina. Nessa tentativa de melhorar a especificidade, 

diminuindo a reação com o colesterol das células mamálias e sua toxicidade, muitos trabalhos 

foram direcionados ao desenvolvimento de preparações lipídicas, chegando às formulações 

veiculadas em lipossomas, p. ex. AmBisome (LOPEZ-BERESTEIN et al., 1983; HOSPENTHAL 

et al., 1988; HOSPENTHAL et al., 1989; CHOPRA et al., 1991), complexos lipídicos, p.ex. 

ABLC (JANOFF et al., 1988; BALAKRISHNAN & EASWARAN, 1993) e emulsões 

(MIYAZAKI et al., 1990; CHAVANET et al., 1992a; CHAVANET et al., 1992b; SOUZA et al., 

1993). Estas formulações são diferentes em relação à estrutura, forma, tamanho, composição 

lipídica e conteúdo de anfotericina (DISMUKES, 2000). 

A possibilidade do emprego de concentrações mais altas de anfotericina 

veiculada em formulações lipídicas ainda menos tóxicas, tem relevada importância, contudo, 

efeitos indesejáveis como febre, calafrio, rigidez, sonolência, discreta elevação dos testes de 

função hepática, disfunção renal e toxicidade cardiopulmonar foram documentadas em pacientes 

que receberam AmBisome (WALSH et al., 1998). Além disso, foram constatados casos de 

reações anafiláticas. O primeiro foi de dois casos em pacientes com candidíase sistêmica e a 

reação foi relacionada aos componentes lipossômicos, pois após reverter o quadro de anafilaxia, o 

tratamento antifúngico com anfotericina deoxicolato foi retomado e não houve mais 

desenvolvimento de reações anafiláticas (LAING et al., 1994). Outros relatos foram de um caso 

de uma criança 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 não eram alérgicos 



à anfotericina deoxicolato, confirmando a hipótese de a reação ter ocorrido em função dos 

componentes lipídicos da formulação. 

Na PCM, Dietz et al. (1999) relataram a falha terapêutica 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-infeçção pelo HIV. Apesar da boa resposta inicial, com cura 

aparente, os três pacientes recaíram no prazo de seis meses do término do esquema proposto. Um 

deles não respondeu desde o início do tratamento. 

Desta forma, na tentativa de aumentar o índice terapêutico da anfotericina, 

vários grupos de pesquisadores em todo o mundo continuam desenvolvendo estratégias para 

redução de toxicidade e manutenção do antifúngico mais efetivo para micoses sistêmicas. Dentre 

estes, da Universidade de Chiba, no Japão, encontra-se os pesquisadores do Centro de Pesquisa 

de Micologia Médica que desenvolveram uma formulação nova da anfotericina deoxicolato, 

denominado Complexo Anfotericina B-7-dehidrocolesterol e que, no presente trabalho, propõe-

se, com utilização de parâmetros “in vitro” e “in vivo”, iniciar sua análise para futura aplicação na 

terapêutica de PCM. 



 

2 - OBJETIVOS 
 
__________________________________________________________________________________________ 

 

- Analisar a aplicação da técnica LAMP no diagnóstico da PCM utilizando amostras clínicas de 
escarro. 
 
 
- Investigar a toxicidade e aplicabilidade terapêutica da nova formulação AMB -7-DC em 
infecções fúngicas: PCM e criptococose experimental murina.  
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RESUMO 
 
 
Este trabalho apresenta dados da avaliação do complexo anfotericina B-7-dehidrocolesterol (AMB-7DC) frente à 

anfotericina B comercial (AMB-D, Fungizona). Utiliza como parâmetro dados in vitro de concentração inibitória 

mínima (CIM) e teste de hemólise em eritrócitos de carneiro. Para a avaliação in vivo, foi determinada a DL50 das 

drogas, CFU de pulmão na paracoccidioidomicose murina e teste de sobrevivência em modelo agudo de 

criptococose. Os resultados apontam para uma baixa toxicidade da droga AMB-7DC in vitro nas concentrações 

testadas; enquanto a AMB-D mostrou-se com atividade tóxica a partir da concentração de 0,0156 até 2 mg/mL em 

teste de hemólise. O CIM apontou sensibilidade para ambas as drogas frente ao Cryptococcus  neoformans. Os 

resultados in vivo em relação ao CFU foram semelhantes na paracoccidioidomicose para ambas as drogas, não 

havendo erradicação do fungo. Já os dados da criptococose mostraram-se favoráveis ao grupo tratado com AMB-D, 

havendo dose dependência para ambas. O presente estudo indica que AMB-7DC possui potencial de utilização e, 

sendo assim, mais estudos são indicados para sua avaliação. 
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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. 
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neoformans 
 
 



 

1.INTRODUÇÃO 
 
 
 A anfotericina B (AMB) é antibiótico poliênico de administração intravenosa em uso há mais de 40 anos. 

Sendo droga de escolha no tratamento de micose sistêmica humana, apesar de baixa solubilidade e diversos efeitos 

colaterais, a droga permanece indicada principalmente em casos extremos de infecções fúngicas, em estado mórbido 

e em hospedeiros imunossuprimidos devido ao amplo espectro de ação aliado a baixos níveis de resistência 

encontrados (1,2). 

 Para melhorar a eficácia terapêutica e reduzir toxicidade de AMB, tem sido desenvolvido novos sistemas de 

veiculação da droga, baseado em formulações lipossomais. (AmBisome); complexos lipídicos (ABLC); emulsões e 

dispersões coloidais, com aplicabilidades clínicas já definidas (3, 4, 5,6). 

 O complexo anfotericina B-7-dehidrocolesterol (AMB-7DC) é produzido a partir da ligação da anfotericina 

B comercial (AMB-D, Fungizona, Bristol-Myers K.K., Tóquio, Japão) com o radical 7-dehidrocolesterol utilizando 

como solvente HCO-60 (patente número 2915296; Nipro Co. Ltda, Japão). A ligação com o radical 7-

dehidrocolesterol objetiva produzir um composto com menor reatividade com o colesterol da membrana célular de 

mamífero diminuindo os efeitos colaterais inerentes ao uso da AMB deoxicolato. Teste de hemólise in vitro 

utilizando célula de mamífero e AMB-7DC demonstraram a redução da toxicidade, sem diminuir a atividade 

antimicótica frente à 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 

hidrossolúvel e adequadamente resistente à luz e às variações térmicas (7). 

 Apresentam-se no presente estudo, os resultados das provas in vitro de toxicidade e concentração inibitória 

frente a C. neoformans e demonstram os dados preliminares da ação in vivo do complexo AMB-7DC na criptococose 

e na paracoccidioidomicose (PCM), ambas, infecções oportunistas quando associadas à imunodepressão, como na 

SIDA, podendo disseminar-se para o sistema nervoso central (meninges) e outros órgãos após uma fase pulmonar 

primária (8,9). Os agentes etiológicos da criptococose e PCM, respectivamente, são C. neoformans e 

Paracoccidioides brasiliensis (P. brasiliensis). 

 Estes dados sugerem ser a ação do complexo AMB-7DC comparável à tradicional AMB-D com a vantagem 

de apresentar menor efeito tóxico.  

 



2. MATERIAL E MÉTODOS 
 

 

DROGAS TESTADAS 

As drogas utilizadas nos testes in vivo e in vitro foram AMB-D (Fungizona, Bristol-Myers K.K., Tóquio, Japão) e 

AMB-7DC ( Nipro Co. Ltda., Japão).  

 

AVALIAÇÃO DA TOXICIDADE in vitro 

Utilizou-se protocolo segundo Larabi et al. (10), com algumas modificações. Eritrócitos de carneiro (ECs) foram 

suspensos em tampão salina fosfato (PBS, 5% vol/vol), lavados duas vezes no mesmo tampão e centrifugados (3.000 

x g por 10 minutos). A reação de hemólise 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 suspensão de ECs (Grupo controle). As concentrações 

testadas foram de 2 mg/ml~0.0019 mg/ml, em diluição seriada 1:2, em suspensão de 0,9 ml de 2% ECs 

(aproximadamente 2 x 108 cells/ml). Os resultados foram avaliados por espectofotometria à 550 nm (Multiskan® 

EX, Thermo Cientific), após uma hora de incubação a 37°C em banho-maria .  

 

Avaliação da susceptibilidade pela concentração inibitória mínima (CIM) 

 

Os testes de susceptibilidade foram realizados utilizando as duas drogas, AMB-D e 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 solução tampão MOPS [ácido 3-(N-

morfolino) propanosulfônico] (concentração final de 0,165 mol/L, pH 7,0). As diluições das drogas foram 

distribuídas em placas de 96 poços e os inóculos, nas concentrações ajustadas de 103 CFU/mL, foram aplicados em 

alíquotas de 100µL e procedida a incubação a 35°C por 72 horas.  

 

Dose letal 50 (DL50) 

Em camundongos ICR (Charles Rever Inc., Japão). administrou-se dose única pela veia lateral da cauda, AMB-D 

(concentrações de 4 mg/Kg, 5 mg/Kg e 6 mg/Kg, peso corpóreo) e AMB-7DC (25 mg/Kg, 30 mg/Kg, 35 mg/Kg e 50 



mg/Kg, peso corpóreo) num total de 5 animais por grupo. Os sobreviventes à aplicação foram monitorados 

diariamente por sete dias. Decorridos estes prazo foi determinada a DL50, segundo Reed e Müench (12).  

 

Paracoccidioidomicose (PCM) experimental 

Camundongos BALB/c foram inoculados com 100 µL de suspensão contendo 1.2 x 106 cells/ml de P. brasiliensis 

(isolado Pb18). Foram separados em cinco grupos de nove camundongos cada. Dois grupos foram controles (C-: não 

infectados e não tratados, C+: infectados e não tratados). Um grupo foi para teste de AMB-D (AMB-D1: 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-7DC8: infectado e tratado com 8 mg/Kg peso corporal/dia). Os tratamentos iniciaram 72 

horas após a infecção, em dose única diária, em dias alternados, totalizando nove doses, aguardando-se, da última 

dose, 48 horas para o sacrifício. O pulmão foi removido pesado e processado para realização do CFU que foi 

conduzido em meio ágar BHI suplementado com soro de cavalo a 4% e filtrado de P. brasiliensis a 5% (13). A 

avaliação do CFU foi feita decorridos quatorze dias. Para análise estatística empregou-se o software SPSS (Statistical 

Package for Social Sciences) versão 15.0, utilizando o teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de ajustamento para 

comparações múltiplas de Bonferroni. 

  

Criptococose experimental 

Foram utilizados camundongos machos de quatro semanas, da linhagem ICR (Charles Rever Inc., Japão), livres de 

patógenos, pesando 18-20g. Mantidos com água e comida ad libitum. Os camundongos foram imunossuprimidos 

com uma dose única de ciclofosfamida (200 mg/Kg peso corporal), produzindo neutropenia profunda. C. neoformans 

foi cultivado em ágar batata dextrose (Oxoid Ltd, Reino Unido) a 37°C por 10 dias. Conídios foram coletados em 

solução 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 

suspensão contendo 1x 106 células/mL de C. neoformans em solução salina estéril. Cada grupo foi constituído de 10 

animais, sendo um grupo controle administrado solução salina estéril e grupos tratamentos de 0,1 mg/Kg peso 

corpóreo/dose, 0,25 mg/Kg peso corpóreo/dose e 0,5 mg/Kg peso corpóreo/dose de ambas as drogas, AMB-D e 

AMB-7DC. O tratamento iniciou-se 18 horas após a infecção e permaneceu por sete dias consecutivos. A 

porcentagem de sobrevivência foi avaliada num período total de 30 dias.  

 



 

3. RESULTADOS 
 
 

Avaliação da toxicidade 

Foi deterrminada pela hemólise dos ECs. Para sua análise, foi utilizado teste Kruskal-Wallis, software SPSS versão 

15.0. Houve diferença significativa (p≤0,05) entre o grupo AMB (0,287±0,316) e o grupo AMB-7DC (0,067±0,043), 

sendo AMB o grupo mais hemolítico (FIGURA 1).  

 

Avaliação da CIM 

A avaliação da CIM foi realizada para C. neoformans havendo sensibilidade frente a AMB-D, numa concentração de 

0,25 µg/mL (IFM 40215), 0,5 µg/mL (IFM 40216) e 0,06 (IFM 5809), e, para AMB-7DC de 0,03 µg/mL (IFM 

40215 e IFM 5809) e 0,06 µg/mL (IFM 40216), conforme a NCCLS M27-A2, que a define como a menor 

concentração que impede qualquer grau de crescimento discernível. Não houve pontos finais da reação mal definidos 

(TABELA 1). 

 

DL50 

Os resultados são 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 óbitos. Para a AMB-D a LD50 foi de 4,9 mg/kg e a dose letal dentre as avaliadas, 

foi de 6 mg/kg. 

 

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

 

PCM experimental 

Para avaliação do efeito das drogas na PCM, o parâmetro adotado foi o CFU do pulmão (dado não mostrado). Assim, 

no décimo quarto dia foi realizada a contagem do CFU. No C- não houve crescimento. Nos grupos tratados, houve 

apenas duas placas de crescimento zero (uma em cada grupo: AMB-7DC1 e AMB-7DC8). Na análise estatística, não 

houve diferença significativa entre os grupos . Neste parâmetro, erradicação de P. brasiliensis no pulmão, o resultado 

dos grupos de tratamento foram estatisticamente iguais.  

 



Criptococose experimental 

Para avaliação da criptococose, foi acompanhada a sobrevivência num total de 30 dias após a infecção. No grupo 

controle, houve sobrevivência até o dia 12 pós-infecção. Após este dia, não houve sobrevivência (0/10). No grupo 

infectado tratado AMB-D de 0,1 mg/Kg peso corpóreo/dose houve sobrevivência até o dia 21 (0/10). No tratamento 

de 0,25 mg/Kg peso corpóreo/dose, as mortes ocorreram até o dia 26 (5/10). Em 0,5 mg/Kg peso corpóreo/dose, 

somente um não sobreviveu (9/10), observada sua morte 28 dias após a infecção. Já no grupo infectado e tratado com 

AMB-7DC, em 0,1 mg/Kg peso corpóreo/dose houve sobrevivência até o dia 16 (0/10). Para 0,25 mg/Kg peso 

corpóreo/dose as mortes ocorreram até o dia 26 (1/10) com apenas um sobrevivente. E, em 0,5 mg/Kg peso 

corpóreo/dose, houve seis sobreviventes (6/10) (FIGURA 2). 

 
 

4. DISCUSSÃO 
 
 
 Os fungos por serem eucariotos, como o ser humano, apresentam similaridades fisiológicas e bioquímicas 

que impõe limitação à terapêutica medicamentosa. A AMB apresenta o maior espectro de ação entre os antifúngicos, 

sendo particularmente indicada nas infecções fúngicas invasivas. Possui atividade para Histoplasma capsulatum, P. 

brasiliensis, Blastomyces dermatitidis, C. neoformans, Sporothrix schenkii, Candida spp, Aspergillus fumigatus, 

além de protozoários como Leishmania donovani e Leishmania brasiliensis (2, 5, 6). As drogas antifúngicas, 

principalmente a AMB, tendem a apresentar um aspecto tóxico significativo, exigindo muitos cuidados na aplicação 

clínica (1, 4, 6, 14). 

 Na análise dos dados in vitro no presente estudo, AMB-7DC confirmou sua ação com CIM sensível para C. 

neoformans e a baixa toxicidade para célula de mamífero em teste com ECs. A AMB, por sua vez também foi ativa 

para C. neoformas, mas manteve sua característica tóxica (10). Estes dados tornam-se mais interessantes quando 

aliados ao fato da AMB-7DC ser hidrossolúvel e termicamente mais estável do que a AMB, permitindo 

aquecimento, requerendo um menor cuidado no transporte e armazenamento. Pela menor toxicidade AMB-7DC, 

poderá permitir a utilização de doses maiores em estudos in vivo, e com isso um tempo maior de circulação da droga, 

um maior acúmulo nos tecidos afetados e um tempo maior de tratamento, o que requer estudos adicionais. 

 A análise da DL50, confirmou-se a maior segurança de AMB-7DC que apresentou uma concentração seis 

vezes mais segura em relação a AMB-D, nas concentrações testadas. Este resultado foi compatível com o encontrado 

in vitro na avaliação da toxicidade em ECs. 



 Quanto ao parâmetro da erradicação fúngica no pulmão, avaliado pelo CFU na PCM, talvez este não seja o 

melhor critério a ser adotado para esta micose sistêmica que muitas vezes progride para o fenômeno da auto-cura ou 

torna-se crônica, sendo interessante o emprego de outras técnicas para avaliação, como as sorológicas de antigenemia 

ou outra que permitisse uma quantificação de forma mais rápida 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 não sendo 

utilizada objetivando a erradicação de P. brasiliensis neste primeiro momento mas, apoiar uma melhora na 

imunidade celular para depois realizar o tratamento de manutenção de forma prolongada com outra medicação para 

procurar a erradicação do fungo (18, 19).  

 Na avaliação do critério de porcentagem de sobrevivência frente a uma micose aguda, a AMB-D obteve 

melhor resultado, em média com 46,6% de sobrevivência contra 23% obtido pelo AMB-7DC na criptococose. 

Talvez isto esteja correlacionado a baixa concentração utilizada que não permitiu um nível terapêutica ideal, 

necessitando, como em outras formulações lipídicas, uma dose maior (5, 6). Podemos observar a dose dependência 

porque, na AMB-7DC, p. ex, a taxa de sobrevivência torna-se 50% maior dobrando a concentração do tratamento. 

Sendo assim, fica indicado testar-se outras posologias de tratamento. Diante destes resultados, ainda é prematuro 

afirmar que AMB-7DC é efetiva e segura para uso clínico.  

 Sabe-se que o índice terapêutico foi significativamente melhorado com as formulações lipídicas de AMB, 

porém, também houve diminuição da atividade relatada em estudo de avaliação de benefício, limite e indicação 

destas novas formulações de AMB (5, 6, 20). Além disso, há relato de anafilaxia após administração de AmBisome 

em pacientes não anteriormente alérgicos à AMB-D (21). Sendo assim, uma nova formulação, 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 às drogas de referência, avaliando duração ideal da terapia e 

se é apropriada para pacientes imunocomprometidos, a principal indicação da AMB-D. 
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TABELA 1. Determinação da Concentração inibitória mínima para C. neoformans frente as drogas AMB-7DC e 
AMB, conforme NCLLS M27-A2 
 
 
 

          CIM 
(µg/ml)    

 Organismo   AMB-7DC AMB  

      
  

         
  

 

        
Cryptococcus neoformans IFM 40215a  �…≤0.03  0.25  
  IFM 40216a        0.06  0.5  
  IFM 5809b  ��≤0.03  0.06  
               
        
a=cepa de referência, b=isolado. 
 
 
 
 



 
 
TABELA 2.  DL50 em camundongos tratados comAMB-7DC e AMB em dose única de várias concentrações com 
seguimento de sete dias  
 
 
 

AMB-7DC: Complexo anfotericina B-7-dehidrocolesterol, AMB-D: Fungizona. e.v.:endovenosa. 

    
No. de sobreviventes/total  

. Taxa de   
Droga Dose  Dias Sobrevivência DL50 

  (mg/kg, e.v.) 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 2/5 2/5 2/5 2/5 40  

 50 5/5 3/5 0/5 0/5 0/5 0/5 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 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0  
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FIGURA 1. 
Determinação 
da toxicidade 
in vitro pela 
hemólise de 
eritrócitos de 

carneiro: 
grupo AMB 
(■), grupo 

AMB-7DC 
(∆), Controle 
(●) 
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FIGURA 2. Efeito terapêutico de AMB-D (A) e AMB-7DC (B) em criptococose experimental murina avaliando 
porcentagem de sobrevida. －: controle, －○－: 0.1mg/kg, －�－: 0.25mg/kg, －□－: 0.5mg/kg, ▲: infecção, �: 
tratamento. 
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Baixar livros de Literatura
Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matemática
Baixar livros de Medicina
Baixar livros de Medicina Veterinária
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
Baixar livros Multidisciplinar
Baixar livros de Música
Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
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