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RESUMO

A Paracoccidioidomicose (PCM) é uma doenca fungica crénica que causa significativos impactos
a saude. E endémica na América do Sul, com o Brasil registrando o maior nimero de casos. Entre
os estados brasileiros, 0 Tocantins é considerado uma area endémica para a doenca. A transmissao
se da pela inalagdo de conidios e hifas do fungo dimdrfico Paracoccidioides brasiliensis e afeta
homens que trabalham no campo e com idade superior a 60 anos. A micose apresenta forma
aguda ou croénica, se instalando principalmente no sistema respiratério superior e podendo se
disseminar para outros tecidos, formando granulomas que podem levar o hospedeiro a ébito. O
tratamento de escolha para PCM é o Itraconazol (ITZ) por via oral, geralmente a longo prazo de
uso, causando efeitos colaterais como distdrbios géastricos, hepaticos e renais. Dessa forma, faz-se
necessaria a adocao de novos meios de tratamento que visem maior seguranga para o paciente em
tratamento. O objetivo deste trabalho foi avaliar o perfil hematoldgico e biogquimico de
camundongos infectados com P brasiliensis e tratados com nanoparticulas de ITZ por via
inalatéria. Foram utilizados 20 camundongos Balb/c, divididos em 4 grupos: controle positivo
(infectados e ndo tratados), controle negativo (ndo infectados), tratados com ITZ oral com
1mg/animal/ SID e tratados com nanoparticulas de 1TZ na dose de 1mg/animal/SID. Apds 14 dias
de infeccdo os animais foram tratados durante 7 dias. Ao final do tratamento os animais foram
eutanasiados e coletado amostra de sangue para avaliacdo dos parametros hematologicos e de
biomarcadores de danos hepéticos e renais. Os camundongos tratados com nanoparticulas de
itraconazol apresentaram poliglobulia, eosinofilia, linfocitose, monocitose, hipertransaminosemia
e hipercreatininemia, demostrando ter efeitos minimos quando comparados ao grupo sem
tratamento e tratados com itraconazol por via oral. Dessa forma, este tratamento pode ser utilizado
como alternativo, com menor potencial toxico.

Palavras-chave: eritrdcitos; enzimas. Balb/c; paracoccidioidomicose; tratamento; antiflngico



ABSTRACT

Paracoccidioidomycosis (PCM) is a chronic fungal disease that significantly impacts health. It is
endemic in South America, with Brazil reporting the highest number of cases. Among the Brazilian
states, Tocantins is considered an endemic area for the disease. Transmission occurs through the
inhalation of conidia and hyphae of the dimorphic fungus Paracoccidioides brasiliensis, and it
primarily affects men who work in rural areas and are over 60 years old. The mycosis presents in
either acute or chronic form, mainly affecting the upper respiratory system and potentially
spreading to other tissues, forming granulomas that may lead to the host’s death. The treatment of
choice for PCM is oral itraconazole (ITZ), usually administered over a long term, which can cause
side effects such as gastric, hepatic, and renal disorders. Thus, it is necessary to adopt new treatment
approaches that offer greater safety for patients undergoing therapy. This study aimed to evaluate
the hematological and biochemical profile of mice infected with P. brasiliensis and treated with
ITZ nanoparticles via inhalation. Twenty Balb/c mice were used, divided into four groups: positive
control (infected and untreated), negative control (uninfected), treated with oral ITZ at a dose of 1
mg/animal/once daily (SID), and treated with ITZ nanoparticles at a dose of 1 mg/animal/SID.
Fourteen days after infection, the animals were treated for seven days. At the end of the treatment,
the animals were euthanized and blood samples were collected for the evaluation of hematological
parameters and biomarkers of hepatic and renal damage. Mice treated with itraconazole
nanoparticles showed polycythemia, eosinophilia, lymphocytosis, monocytosis, elevated
transaminases, and increased creatinine levels, indicating minimal effects when compared to the
untreated group and the group treated with oral itraconazole. Thus, this treatment may be used as
an alternative with lower toxic potential.

Keywords: erythrocytes; enzymes; Balb/c; paracoccidioidomycosis; therapeutics; antifungal
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CAPITULO 1

1 INTRODUCAO

A Paracoccidioidomicose (PCM), causada por um fungo dimorfico termo-dependente
Paracoccidiodes brasiliensis, € uma doenca sistémica de grande importancia a saide publica,
sendo a oitava causa mais comum de morte por doencas infecciosas cronicas e recorrente no Brasil
(Silvaetal., 2021). E a infeccdo fungica mais importante da América Latina (Palmeiro et al., 2005)
e o Brasil lidera em nimero de casos (Maluf et al., 2003) e a regido norte do estado do Tocantins,
reconhecidamente uma &rea endémica (Santos-Janior, 2019).

A maior prevaléncia desta doenca esta principalmente relacionadas a trabalhadores rurais
do sexo masculino de meia idade, devido a fase filamentosa destes fungos habitar solos férteis e
ricos em vegetacdo (Silva et al., 2021). Tem como principal via de infeccdo a via aerdgena,
acometendo o sistema respiratdrio superior e pulmdes (Santos et al., 2019), mas pode disseminar-
se para outros orgaos pela via linfo-hematogénica (Santos-Janior, 2019). O estabelecimento da
doenca depende da interacdo do fungo e a resposta imunoldgica do hospedeiro, podendo a partir
desta apresentar-se sintomatica ou assintomatica. (Santos et al., 2019).

O tratamento da PCM consiste na reducédo da carga parasitaria, recuperacdo da imunidade
celular do hospedeiro, e manutencdo terapéutica. Sendo utilizados principalmente 3 grupos de
drogas: anfotericina B, sulfamidicos e azélicos (Franz et al., 2022). O agente P. brasiliensis é
susceptivel a maior parte dos antifungicos, porém o tratamento prolongado pode causar efeitos
adversos como reacdes de hipersensibilidade, sintomas gastrintestinais, anemia hemolitica e
possivel potencial para desenvolver lesdes no SNC (Santos et al., 2019).

A administragdo por via inalatoria de antibioticos ja é descrita desde a década de 1940 com
a utilizacdo de farmacos projetados para via parenteral, e mais tarde em 1997, a utilizagdo de
tobramicina por via inalatdria foi aprovada pela Food and Drug Administration (FDA), trazendo
grande avanco terapéutico (Shikanai-Yasuda et al., 2008).

Os estudos de novas vias de administracdo de medicamentos s&o necessarios para auxiliar
na melhora da farmacocinética e terapéutica de drogas, buscando menores efeitos colaterais (Yang
etal., 2010). A utilizagdo de nanoparticulas de itraconazol por via inalatéria para o tratamento de

aspergilose pulmonar se mostrou eficaz em papagaios e falcoes, visto o objetivo de concentrar a



acdo do farmaco no sitio da infecgdo, proporcionando diminuicdo dos efeitos colaterais e
exposicéo sistémica (Wlaz et al., 2015).

As pesquisas com nanoparticulas de itraconazol ainda sdo incipientes e por conta disso sao
necessarios estudos mais aprofundados para avaliar as alteracdes ocasionadas pelo tratamento
inalatorio e verificar sua eficdcia. Uma das formas de avaliacdo do potencial toxico de uma
medicacdo é através da andlise do perfil hematoldgico e bioquimico do individuo, sendo a
avaliacdo de tais parametros nos animais de laboratorio de suma importancia, visto que estes
servem como base na avaliacdo das alterac6es funcionais dos 6rgdos (Barbosa et al., 2017).

Resultados importantes obtidos pelo nosso grupo de pesquisa, como redugéo significativa
de granulomas nos pulmdes de camundongos experimentalmente infectados com P. brasiliensis e
tratados com nanoparticulas de itraconazol por via inalatéria, nos direcionam para uma analise
mais aprofundada da utilizacdo desta medicacao por esta via, necessitando-se de mais informacgoes
acerca do potencial toxico das nanoparticulas de itraconazol por via inalatéria no tratamento da
PMC.

Assim, a avaliacdo dos perfis hematoldgico e bioguimico de camundongos durante
infeccdo e tratamento da PMC pela via e medicacao propostas por nds é de extrema necessidade e
importancia no cendrio da Salde Publica, visando principalmente minimizar os efeitos colaterais
do uso do ITZ durante o tratamento e consequentemente diminuir a evasdo de pacientes em

tratamento de paracoccidioidomicose.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Avaliar o perfil hematologico e bioquimico de camundongos infectados por
Paracoccidiodes brasiliensis submetidos ao tratamento inalatério com nanoparticulas de

itraconazol.

2.2 Objetivo especifico

(i) Avaliar os pardmetros hematoldgicos de camundongos infectados por Paracoccidiodes
brasiliensis e tratados por via inalatéria com nanoparticulas de itraconazol.

(if) Avaliar biomarcadores de danos renais (ureia e creatinina) de camundongos infectados por
Paracoccidiodes brasiliensis e tratados por via inalatéria com nanoparticulas de itraconazol.

(iii) Avaliar biomarcadores de danos hepaticos (Alanina aminotransaminase, Aspartato
aminotransaminase e Fosfatase Alcalina) de camundongos infectados por Paracoccidiodes

brasiliensis e tratados por via inalatéria com nanoparticulas de itraconazol.



3 REVISAO DE LITERATURA

3. 1 Paracoccidioidomicose

A paracoccidioidomicose € uma doenca fungica crénica que afeta principalmente paises da
América Latina, como o Brasil, onde é endémica. A doenca foi descrita pela primeira vez em 1908
por Adolf Lutz, que relatou o desenvolvimento de lesdes cutaneas, em mucosas e linfonodos de
pacientes acometidos (Lutz, 1908).Posteriormente, observou-se a presenca de uma forma
disseminada da doenca acometendo outros 6rgdos como os pulmdes e outros tecidos (Azevedo e
Lisboa, 1980).

A identificacdo do agente causador da PCM evoluiu ao longo do tempo, inicialmente como
Zymonema brasiliensis por Alfonso Splendore e posteriormente como Paracoccidioides
brasiliensis por Floriano Paulo de Almeida (Lacaz, 1983).

A nomenclatura e a compreensdo da doenca também mudaram ao longo dos anos. A PCM
é conhecida por véarios nomes, incluindo blastomicose brasileira, blastomicose sul-americana,
doenca de Lutz e doenca de Lutz-Splendore-Almeida. Essas mudancas refletem a evolucdo do
conhecimento da doenca e as diferentes contribuicdes dos pesquisadores ao longo do tempo (Lacaz,
1983; Bocca et al., 2013).

Inicialmente, diagnosticar e compreender os granulomas associados a PCM foi um desafio,
sendo necessario desenvolver métodos de observacdo de fungos para confirmar o diagndstico da
doenca (Carandina e Magaldi, 1974). Além disso, os sinais clinicos da PCM, especialmente o
envolvimento pulmonar, inicialmente considerados raros, tornaram-se mais bem compreendidos a
medida que as pesquisas avancaram. Essas investigacGes aprofundadas contribuem para uma
melhor compreensdo da PCM, seus mecanismos de transmissao e seu impacto na salde publica
(Canelas et al., 1951).

3. 2 Etiologia

Paracoccidioides brasiliensis é o principal agente etioldgico da PCM, que pode ir de uma
doenca aguda ou subaguda até uma doenca cronica progressiva (Santos-Junior, 2019). Esta
amplamente distribuido pelo territorio brasileiro, sendo responsavel pelo desenvolvimento de uma

doenca inflamatoria cronica granulomatosa, com predisposic¢do principalmente aos individuos de



sexo masculino provenientes de zona rural que possuem contato frequente e direto com vegetacgoes
e solo (Brummer et al., 1993,Ramos - e - Silva e Saraiva, 2008).

P. brasiliensis apresenta genética heterogénea com reagrupamento resultando na formacéo
de uma nova espécie, como P. lutzii, que também é responsavel pelo desenvolvimento de quadro
de PCM, fator este, que prejudica a identificacdo soroldgica desta enfermidade (Taborda et al.,
2015; Silva et al., 2016).

Este agente etiologico apresenta dimorfismo em resposta as modificacGes de temperatura,
podendo ser encontrado em duas fases: a miceliana, considerado um fungo filamentoso, que pode
ser observado na natureza, mas também reproduzido em cultivo in vitro em temperaturas em torno
de 28° C, e na forma de levedura, que esté associado aos tecidos infectados e na reproducao in vitro
em temperaturas de 36 °C (San-Blas, 1993). Na forma parasitaria, pode apresentar-se com
multiplos brotamentos (roda de leme- seta ) ou brotamento duplo (cabeca de Mickey — cabeca de
seta) (Figura 1), exoesporulagdo, membrana birrefrigerante e uma cromatina bastante evidente,
além disso ha a sugestdo que em termos praticos essas leveduras se assemelhem a uma roda de
leme e que pode ser isolado a partir do solo e animais (Almeida et al., 2009; Furtado et al., 1967;
San-Blas, 1993)

Figura 1 — Fotomicrografia de P. brasiliensis recuperado a partir de inéculo de PbD22
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Seta demonstra brotamento multiplo em ‘roda de leme’ €, a cabeca de seta, brotamento duplo em ‘cabega
de Mickey’. Fotomicrografia em aumento de 1000x. Fonte: Arquivo pessoal (2024)

3. 3 Epidemiologia

A paracoccidioidomicose é uma doenga endémica em varios paises da América Latina, com
maior incidéncia no Brasil, onde é considerada uma doenca negligenciada e representa um
problema de satde puablica, especialmente em areas rurais e regides tropicais do pais (Martinez,
2010).

A distribuicdo geografica da PCM no Brasil estd associada a fatores ambientais, como a
presenca do fungo P. brasiliensis em solos ricos em matéria organica (Bagagli et al., 1998). As
regides sul e sudeste sdo as mais afetadas, seguidas pela regido centro-oeste e norte, sendo
endémica nessas regides (Shikanai-Yasuda et al., 2018).

A exposicdo ao P. brasiliensis ocorre principalmente por meio da inalacdo de esporos
presentes no ambiente suspensos no ar devido a manipulacdo do solo, especialmente durante
atividades agricolas, onde o ser humano pode ter contato com o solo contaminado. As pessoas mais
suscetiveis a infeccdo sdo aquelas que trabalham em atividades rurais, como agricultores,
trabalhadores da pecuaria e catadores de palha (Silva et al., 2021). Além disso, a PCM € mais
comum em homens do que em mulheres, seguindo a razéo de aproximadamente 10:1, que sugere
que além da maior ocorréncia esta relacionado ao trabalho do homem do campo, ha também a
influéncia de fatores hormonais na susceptibilidade a infeccdo (Martinez, 2017).

O Brasil possui registro de altos indices de mortalidade, sendo considerado o centro
endémico para a doenca, com uma média de 171 6bitos por ano, destacando os estados da regido
sudeste e sul, como Séo Paulo e Parana (Coutinho et al., 2002) e da regido norte com Tocantins
(Santos-Junior, 2019).

A doenca afeta principalmente adultos jovens na faixa etaria de 30 a 50 anos, é rara em
criancas, sendo a forma cronica a apresentagdo mais comum da PCM. Afeta principalmente os
pulmdes, mas pode se disseminar e a infeccdo envolver outros 6rgdos, como pele, mucosas,
linfonodos e érgdos viscerais (Martinez, 2017). Em sua forma crbnica pode apresentar um curso
clinico lento e progressivo, resultando em sintomas respiratorios cronicos, lesées cutaneas, fadiga
e perda de peso (Shikanai-Yasuda et al., 2017).

A distribuicdo geogréfica de P. brasiliensis estd diretamente relacionada com fatores

climéticos onde os locais de vegetacdo tropical e subtropical sdo preferiveis e favoraveis para o seu
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desenvolvimento. Em levantamento e comparacdo do nimero de casos relatados por Veronesi e
Focaccia (2005), observa-se que cerca de 80% dos casos diagnosticados na América Latina
ocorreram no Brasil, sendo o pais mais acometido pela infeccéo, sequido por Venezuela, Colémbia,
Equador, Bolivia e Argentina. Em areas endémicas € estimado que até 70% da populacdo
susceptivel esteja acometida pela infeccdo (Marques et al., 2007).

Estudos de prevaléncia como os desenvolvidos por Magalh&es et al. (2014), mostram que
a idade pode ser um fator predisponente a ocorréncia da doenca, sendo observado com ela uma
relacdo direta, sem dados significativos sobre a relacdo entre o alcool e o tabagismo. Segundo
Martinez (2017), a doenca clinica estd mais presente quando relacionada a fatores genéticos,
alcoolismo e tabagismo, além de fatores de imunossupressao.

Assentamentos rurais sdo locais com elevada importancia no desenvolvimento da PCM em
criancas (Marques et al., 2013). Lavouras de café e fumo, e demais atividades agricolas que
relacionam o trabalho direto com o solo, incidem na maior ocorréncia desta doenga (Martinez,
2017).

No estado do Tocantins, a paracoccidioidomicose configura-se como um agravo de salde
relevante, especialmente quando observada na macrorregido Norte. A introducdo da PCM na lista
de doencas de notificacdo compulséria no ambito estadual reforca a importancia da vigilancia
epidemioldgica para a doenca (Tocantins, 2016). Segundo os dados de um estudo conduzido por
Fernandes (2023), a Regido de Saude Médio Norte do Araguaia apresentou uma incidéncia média
anual de aproximadamente 2,40 casos/100.000 habitantes, destacando variacdes que podem ser
associadas a fatores sazonais e as atividades agropecudrias intensas na regido. Araguaina, em
particular, emerge como 0 municipio com maior concentracdo de casos, respondendo por 41,46%
do total observado na amostra. Esta cidade apresentou uma incidéncia média de 2,58 casos por
100.000 habitantes ao longo do periodo estudado, com o pico marcante de 5,36 casos/100.000 em
2018. Tais dados epidemioldgicos ressaltam a importancia da implementacdo de estratégias de

salde publica direcionadas a PCM (Fernandes, 2023).



11

3. 4 Patogenia

Inicialmente, acreditava-se que a infecgdo humana pela PCM ocorria predominantemente
por via oral, pois muitos pacientes que relatavam o habito de mascar capins apresentavam lesées
na mucosa oral (Moreira, 2008). No entanto, estudos classicos de Gonzales-Ochoa e Gonzalez-
Mendoza (1960) consolidaram que a principal via de infec¢do ocorre por inalacdo de conidios
fangicos. Uma vez no hospedeiro, a temperatura corporal ativa sistemas enzimaticos do patégeno,
induzindo sua conversdo para a forma parasitaria (Figura 2). Assim, as manifestacfes
mucocutaneas sdo secundarias a disseminacdo linfo-hematogénica (Gonzalez-Ochoa; Gonzéalez-
Mendoza, 1960).

Apobs a inalacdo, o fungo pode ser eliminado no parénquima pulmonar por células
fagociticas inespecificas ou estabelecer um foco infeccioso, que posteriormente drena para
linfonodos regionais no hilo pulmonar, configurando o complexo primario da PCM (Moreira,
2008). Em individuos imunocompetentes, as lesdes podem regredir espontaneamente ou evoluir
para uma forma subclinica, caracterizada pela persisténcia do fungo em estado latente (Motta,
1935).

Figura 2 — Ciclo de vida de Paracoccidioides em humanos

Inalagdo de conideos e
fragmentos hifalicos
de P, brasiliensis

Estabelecimento
da PCM

Transigdo para forma

Ativagdo do sistema - C
parasitdria

imunoldgico

Fonte: Arquivo Pessoal (2024)
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A patogénese da PCM envolve multiplos fatores relacionados ao fungo e ao hospedeiro.
Apos a inalacdo, o fungo sofre uma transicdo dimorfica induzida pela temperatura corporal (37°C),
diferenciando-se para a forma de levedura, que é mais resistente a resposta imune do hospedeiro
(Shikanai-Yasuda et al., 2017). A aderéncia as células epiteliais pulmonares facilita a colonizacao
e subsequente disseminagdo (Mendes-Giannini et al., 2006). O Paracoccidioides spp. modula a
resposta imune inata, inibindo a fagocitose e interferindo na producédo de citocinas inflamatorias
(Oliveira et al., 2015). A parede celular do fungo contém a-1,3-glucana, que confere resisténcia a
degradacédo enzimatica e € um importante fator de viruléncia (Brito et al., 2024).

A disseminacdo ocorre majoritariamente pelos sistemas linfatico e hematogénico,
permitindo que o fungo atinja diversos 6rgdos, incluindo mucosas, pele, linfonodos, glandulas
adrenais e sistema nervoso central (Oliveira et al., 2015). A variabilidade clinica e a gravidade da
PCM dependem da interacdo entre a viruléncia do fungo e a resposta imunoldgica do hospedeiro.
Individuos com resposta imune celular eficaz apresentam formas localizadas e menos severas,
enquanto aqueles com deficiéncia na imunidade celular desenvolvem formas disseminadas e

potencialmente fatais (Benard, 2008).

3. 5 Patologia

A PCM é caracterizada por uma resposta inflamatéria granulomatosa cronica que pode
comprometer maltiplos érgdos e sistemas (Shikanai-Yasuda et al., 2017). A infeccdo tem inicio
com a inalacdo de conidios, que se diferenciam em leveduras nos pulmdes. O fungo pode
disseminar-se por via linfatica ou hematogénica, levando a formacédo de granulomas epitelioides
compostos por células gigantes multinucleadas contendo leveduras (Teixeira et al., 2009). A
resposta imune do hospedeiro tem papel determinante na progressédo da doenca. A imunidade
celular, especialmente mediada por linfocitos Thl, é essencial para o controle da infeccéo.
Pacientes com predominancia da resposta Th2 apresentam niveis elevados de anticorpos e evoluem
para formas mais graves da PCM (Benard, 2008).

As lesdes variam conforme o 6rgao acometido e a fase da infeccdo. Nos pulmdes, as lesdes
iniciais caracterizam-se por infiltrados inflamatérios agudos que evoluem para granulomas
organizados, compostos por macrofagos ativados, células epitelioides e linfocitos (Oliveira et al.,
2015). Com o tempo, a fibrose progressiva pode resultar em alteragdes estruturais significativas do

parénquima pulmonar e levar a insuficiéncia respiratoria crénica (Costa et al., 2013).
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Nas formas disseminadas, as lesdes cutaneas e em mucosas sdo frequentes e compartilham
caracteristicas histopatolégicas com as pulmonares como infiltrados inflamatdrios, formacéo de
granulomas, contendo leveduras birrefringentes com brotamento mdaltiplo. Na pele, observa-se
hiperplasia pseudoepiteliomatosa associada a microabscessos intraepidérmicos, dermatite
ulcerativa e granulomatosa (Marques, 2013) (Figura 3). Nas mucosas, particularmente na cavidade
oral, as lesGes podem variar de Ulceras superficiais a formagdes vegetantes e infiltrativas profundas
(estomatite moriforme) (Figura 4). O envolvimento do sistema nervoso central pode resultar na
formacéo de lesdes granulomatosas cerebrais ou meningite crénica (Pedroso et al., 2009).

Figura 3 — Dermatite ulcerativa ne paracoccidioidomicose

Fonte: Armas et al. (2012)
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Figura 4 — Estomatite moriforme na Paracoccidioidomicose

~

-
Fonte: Dutra et al. (2018)

A formacéo de granulomas representa uma tentativa do sistema imune de conter a infeccéo.
Essas estruturas sdo compostas por macréfagos ativados, células epitelioides e células gigantes
multinucleadas, circundadas por linfécitos e plasmaocitos. No centro do granuloma, frequentemente
observam-se células fangicas em diversos estagios de degradacdo (Mendes et al., 2017). Conforme
o nivel de imunidade, os granulomas podem ser extensos, contendo macréfagos, linfocitos e
plasmdcitos dispersos. Em contrapartida, pacientes imunocomprometidos podem apresentar
reacfes pneuménicas, caracterizadas por alveolite difusa, predominantemente composta por
neutrofilos, afetando tanto as regides hilares quanto as periféricas dos pulmdes (Tuder et al., 1985).

O equilibrio entre as respostas imunes Thl e Th2 influencia a organizagdo e eficacia dos
granulomas. Uma resposta Th1l predominante estd associada a granulomas bem estruturados e
maior controle do fungo, enquanto uma resposta Th2 resulta em granulomas desorganizados,

menos eficazes na contencdo da infecgdo (Calich et al., 2008).
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3. 6 Alteracbes hematoldgicas na Paracoccidioidomicose

As alteracBes hematoldgicas sdo manifestagdes comuns e significativas, refletindo tanto a
resposta do organismo a infeccdo quanto os efeitos sistémicos do fungo. A anemia é uma das
alteracdes hematoldgicas mais prevalentes (Brito et al., 2024; Venturini et al., 2014). Esta alta
prevaléncia destaca a importancia de monitorar os parametros hematoldgicos em pacientes
afetados. A anemia associada & PCM ¢é frequentemente caracterizada como anemia da inflamacéo
ou doenca crbnica. Esta condicdo estd relacionada a alteracdes no metabolismo do ferro, um
aspecto crucial da resposta do organismo a infec¢do fangica. Estudos focados nos disturbios do
metabolismo do ferro em pacientes cronicos tém enfatizado a necessidade de compreender 0s
mecanismos subjacentes da anemia para melhorar o manejo dos pacientes (Brito et al., 2023).

As contagens de glébulos brancos também podem ser afetadas e, a depender do estagio e
da gravidade da doenca, os pacientes podem apresentar leucocitose ou leucopenia (Marques, 2013).
Estas alteracdes sdo cruciais para entender a resposta imunoldgica em pacientes afetados por P.
brasiliensis e para adaptar estratégias de tratamento apropriadas. Uma alta razéo entre neutréfilos
e linfocitos pode ser indicativa de uma doenca mais grave, pois fornece um marcador hematoldgico
que pode ser usado na avaliacdo clinica da gravidade da PCM, potencialmente influenciando as
diretrizes de manejo (Queiroz-Telles e Escuissato, 2011).

Além das alteragdes mais comuns, esta afeccdo pode ocasionalmente levar a complicagdes
hematol6gicas mais graves. Por exemplo, um relato de caso documentou um paciente com PCM
que desenvolveu necrose da medula 6ssea, uma complicacdo hematoldgica rara, mas severa
(Resende et al., 2009). Isto destaca o potencial da infec¢do por P. brasiliensis em causar distdrbios

hematol6gicos significativos além da anemia.

3. 7 Alterac6es bioquimicas na Paracoccidioidomicose

O envolvimento hepatico na PCM é particularmente notavel, manifestando-se através de
elevacdes significativas nas enzimas hepaticas no plasma sanguineo. Os mecanismos pelos quais
Paracoccidioides brasiliensis causa danos hepaticos sdo numerosos decorrentes de invaséo direta
do tecido pelo agente, resposta inflamatdéria exacerbada, toxinas flngicas e alteracBes na
microcirculacdo hepética (Shikanai-Yasuda et al., 2017). Estudos tém consistentemente
demonstrado aumento plasmatico nas transaminases (AST e ALT), fosfatase alcalina e gama-
glutamil transferase (GGT) em pacientes doentes, indicando dano hepatocelular e colestase
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(Bellissimo-Rodrigues et al., 2011; Queiroz-Telles e Escuissato, 2011). Estas alteracOes
enzimaticas ndo apenas refletem o grau de comprometimento hepatico, mas também fornecem uma
janela para a avaliacdo da eficécia do tratamento antifungico, uma vez que a normalizacdo destes
parametros frequentemente correlaciona-se com a resolucéo da infeccao (Costa et al., 2013).

O metabolismo do ferro é significativamente alterado na PCM, apresentando um padrao
caracteristico de anemia na doenga cronica, frequentemente apresentando niveis elevados de
ferritina sérica, reducdo da capacidade total de ligacdo do ferro (TIBC) (para casos crénicos) e
diminuicdo dos niveis de ferro sérico (Brito et al., 2024; Weiss e Goodnough, 2005). Este perfil
bioquimico ndo apenas contribui para a anemia observada em muitos pacientes, mas também reflete
a complexa interacdo entre o sistema imunoldgico do hospedeiro e o patdgeno fangico. Essas
alteracdes no metabolismo do ferro sdo consistentes com o padrdo de anemia da doenca cronica,
onde o ferro é redistribuido do compartimento funcional para o compartimento de armazenamento.
Este processo € mediado por citocinas inflamatorias e resulta em uma disponibilidade reduzida de
ferro para a eritropoiese, apesar dos estoques de ferro adequados ou elevados no organismo (Ganz
e Nemeth, 2009).

O envolvimento renal, embora menos frequente que o hepatico, pode resultar em alteracGes
bioquimicas significativas que requerem monitoramento cuidadoso. Estudos tém documentado
elevacBes nos niveis séricos de ureia e creatinina, bem como a ocorréncia de proteindria e
alteracfes no sedimento urindrio em casos mais graves (Armas et al., 2012; Pontes et al., 2015;
Shikanai-Yasuda et al., 2017). Estas manifestacfes renais ndo apenas refletem o potencial de
disseminacdo sistémica, mas também alertam para a necessidade de ajustes na dosagem de
medicamentos com excrecao renal (Kyriakopoulos e Gupta, 2024), incluindo alguns antifingicos
comumente utilizados no tratamento da doenca. A avaliacdo regular da funcédo renal é, portanto,
um componente essencial no manejo de pacientes com PCM, especialmente aqueles submetidos a
terapias prolongadas ou com comorbidades que aumentam o risco de nefrotoxicidade

(Pyrpasopoulou et al., 2019).
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3. 8 Diagnostico

O diagndstico da PCM, assim como em outras micoses, pode ser realizado através do
isolamento em meio de cultura, assim como por biopsia , que também constitui uma importante
ferramenta diagnostica para a doenca (Mendes-Giannini e Melhem, 2001).

Durante andlise direta de amostras obtidas através de liquido do lavado broncoalveolar,
puncéo de linfonodo com agulha fina, raspagem de pele ou mucosas, é possivel encontrar o agente
Paracoccidioides sp. Também h& como isolar este agente diretamente de pulmdes enddulos
linfaticos através de histopatologia, sendo uma das técnicas de primeira escolha, recomendada
quando ndo é possivel realizar o diagnostico microbiolégico (Pecanha et al., 2017; Shikanai-
Yasuda et al., 2018).

A deteccdo histopatologica das células fungicas em "roda de leme™ é um critério
fundamental para o diagndstico definitivo da PCM (Marques, 2012). Métodos avangados, como a
imuno-histoquimica, tém sido cada vez mais utilizados para aumentar a sensibilidade e
especificidade diagndstica, permitindo a identificacdo de antigenos fungicos especificos em
amostras de tecido (Hahn et al., 2022).

O diagnostico sorologico pode ser realizado através da pesquisa de anticorpos e antigenos
relacionados ao agente etioldgico. O teste de ELISA é utilizado como triagem, além dos testes de
Western-Blot e Pesquisa direta de antigeno especifico. A Imunodifusdo Dupla em Gel de Agar, é
uma das opg¢des mais utilizadas, sendo considerada a mais especifica (ELIAS et al., 2000; Shikanai-
Yasuda et al., 2018). Além das metodologias convencionais, a utilizacdo denanoparticulas de ouro
é uma possibilidade inovadora que tem como objetivo melhorar a eficiéncia e sensibilidade na
deteccdo das biomoléculas (Silva Ferreira et al., 2016).

Podem ser considerados diagnésticos diferenciais: outras doencas micéticas, tuberculose,
leishmaniose, histoplasmose, sifilis, sarcoide e granulomatose de Wegener, devido estas afeccdes
terem similaridade dos sinais clinicos (Bicalho et al., 2001; Blotta et al., 1999; Mendes-Giannini e
Melhem, 2001).

3. 9 Tratamento
O tratamento da Paracoccidioidomicose consiste no uso prolongado de antifingicos por via
oral ou endovenosa (Shikanai-Yasuda et al., 2018) de eficacia comprovada, entretanto, casos de

recidiva ou resisténcia do fungo aos farmacos utilizados podem ocorrer. O uso prolongado de
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agentes antifingicos por essas vias acarreta efeitos colaterais, sendo evidenciadas principalmente
alteracdes do trato gastrointestinal e de fungéo renal. Em pacientes graves, que estejam submetidos
a ventilacdo pulmonar invasiva, a administracdo inalatoria de medicamentos € uma alternativa
eficaz (Palmer e Smaldone, 2014).

Os farmacos mais comumente utilizados para o tratamento de PCM sdo o itraconazol e o
sulfametoxazol+trimetoprima. Pacientes que apresentem casos mais severos devem ser tratados no
hospital com anfotericina-B na dosagem de 1mg/kg/dia por via intravenosa até a melhora clinica
satisfatoria, a fim de permitir o tratamento por via oral com comprimidos. O tratamento pode ser
prolongado, a depender da gravidade e do tempo de desenvolvimento da doenca, geralmente de 6
meses quando na forma mais branda, e até 24 meses em sua forma mais severa (Marques et al.,
2013).

O tratamento utilizando-se de nanoparticulas de itraconazol por via inalatéria permite uma
ampliacdo das vias de administragdo medicamentosa, reduzindo drasticamente os efeitos colaterais
provenientes do uso por via oral ou por via endovenosa, sendo assim considerada uma excelente
alternativa nos tratamentos dos casos de doencas flngicas que exigem tratamento prolongado
(Santos, 2021).

As nanoparticulas sdo materiais de tamanho reduzido (< 1000 nm), que tém um relagdo
fisico-quimica singular estrita e especifica, 0 que permite a utilizacdo desses materiais como
tecnologia farmacéutica (Medina et al., 2007). Rudramurthy et al. (2016) (Rudramurthy et al.,
2016) cita que se faz necessario buscar novas alternativas terapéuticas, que visem sanar
problematicas relacionadas a determinados tipos de tratamentos, como a resisténcia microbiana a
medicamentos disponiveis hoje no mercado, permitindo assim que os investimentos em pesquisas
e tecnologias, como as de nanoparticulas, reflitam positivamente com a salde publica ,trazendo
inovacOes e novas solucdes para problemas atuais, auxiliando na prevencdo de problematicas
futuras.

Segundo Medina et al. (2007) as nanoparticulas podem ainda ser utilizadas na formulacao
de biomarcadores celulares, no diagnostico molecular e na formulagdo de novas terapias
medicamentosas. Dessa forma, Santos-Junior (2019) propds a formulagdo de nanoparticulas de
itraconazol, a ser utilizada em um modelo murino, onde camundongos foram experimentalmente
infectados com P. brasiliensis e tratados com nanoparticulas por via inalatéria, que obteve éxito e

demonstrou a eficacia do tratamento quando comparado ao tratamento convencional.
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CAPITULO 2

Perfil hematoldgico e biomarcadores de danos renais e hepaticos em camundongos
infectados por Paracoccidioides brasiliensis e tratados com nanoparticulas de itraconazol
por via inalatéria

RESUMO

A paracoccidioidomicose, causada pelo fungo Paracoccidioides brasiliensis, € a micose sistémica
mais frequente na América Latina, com alta mortalidade e morbidade. O tratamento convencional
com itraconazol via oral é limitado pela baixa biodisponibilidade pulmonar, necessidade de
tratamentos prolongados e efeitos adversos sobre o sistema gastrintestinal, indicando a necessidade
de novas abordagens terapéuticas. O objetivo deste estudo foi avaliar o perfil hematoldgico e
biomarcadores de lesdo hepatica e renal em camundongos infectados por P. brasiliensis e tratados
com nanoparticulas de itraconazol. Camundongos Balb/c, machos, de 8 semanas foram divididos
em quatro grupos experimentais: controle negativo (nédo infectado e néo tratado), controle positivo
(infectado e ndo tratado), tratamento oral tradicional (infectado e tratado com itraconazol oral na
dose de 1mg/animal/SID) e tratamento inalatorio (infectado e tratado com itraconazol em
nanoparticulas por via inalatdria na dose de 1mg/animal/SID). Apos o periodo de tratamento, foram
coletadas amostras sanguineas para analise dos perfis hematolégico (eritrograma, leucograma e
plaquetas) e biomarcadores bioquimicos hepaticos e renais (ALT, AST, FA, Ureia e Creatinina).
Os camundongos tratados com nanoparticulas apresentaram alteracbes em seus perfis
hematoldgicos com quadro de poliglobulia, eosinofilia, linfocitose e monocitose, alteragdes
bioquimicas como hipertransaminosemia e hipercreatininemia. Estes resultados demonstram que o
tratamento com nanoparticulas de itraconazol por via inalatoria pode ser uma alternativa ao
tratamento convencional, mesmo apresentando alteracdes minimas, mas com menor potencial
toxico quando comparado aos efeitos adversos oriundos do uso via oral do itraconazol.

Palavras-chave: Balb/c; hematologia; bioquimica; infeccdo; paracoccidioidomicose.
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ABSTRACT

Paracoccidioidomycosis, caused by the fungus Paracoccidioides brasiliensis, is the most frequent
systemic mycosis in Latin America, with high mortality and morbidity rates. Conventional
treatment with oral itraconazole is limited by low pulmonary bioavailability, the need for prolonged
treatment, and adverse effects on the gastrointestinal system, indicating the need for new
therapeutic approaches. The aim of this study was to evaluate the hematological profile and
biomarkers of liver and kidney injury in mice infected with P. brasiliensis and treated with
itraconazole nanoparticles. Male Balb/c mice, 8 weeks old, were divided into four experimental
groups: negative control (uninfected and untreated), positive control (infected and untreated),
traditional oral treatment (infected and treated with oral itraconazole at a dose of 1 mg/animal/once
daily - SID), and inhalation treatment (infected and treated with itraconazole nanoparticles via
inhalation at a dose of 1 mg/animal/SID). After the treatment period, blood samples were collected
for analysis of hematological profiles (erythrogram, leukogram, and platelets) and biochemical
biomarkers of liver and kidney function (ALT, AST, ALP, urea, and creatinine). Mice treated with
nanoparticles showed changes in their hematological profiles, including polycythemia,
eosinophilia, lymphocytosis, and monocytosis, as well as biochemical changes such as elevated
transaminases and increased creatinine levels. These results demonstrate that treatment with
inhaled itraconazole nanoparticles may be an alternative to conventional treatment, presenting only
minimal changes but with lower toxic potential when compared to the adverse effects associated
with oral itraconazole administration.

Keywords: Balb/c; hematology; biochemistry; infection; paracoccidioidomycosis.
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1 INTRODUCAO

A paracoccidioidomicose (PCM) é a micose sistémica mais prevalente na América Latina,
causada pelo fungo dimérfico Paracoccidioides brasiliensis, apresentandoalta incidéncia em
regides tropicais e subtropicais (Shikanai-Yasuda et al., 2018).

No Brasil, as micoses sistémicas ndo estdo incluidas na lista nacional de agravos de
notificagdo compulsoria, sendo que apenas alguns estados realizam a vigilancia epidemiolégica
dessas infec¢cdes (Nucci et al., 2009; Silva et al., 2021).

A infeccdo ocorre principalmente por via aerégena, com a inalagdo de conidios que atingem
0 sistema respiratorio superior e 0s pulmdes. Uma vez no organismo, o fungo pode se disseminar
para outros 6rgdos atraves da via linfo-hematogénica, resultando em lesGes granulomatosas em
diversos tecidos (Martinez, 2015).

O manejo antifungico € indispensavel nos casos clinicos de PCM, apesar de ndo garantir a
erradicacdo completa do fungo ao término do tratamento (Bocca et al., 2013). A fase inicial da
terapia varia entre dois e seis meses, conforme a gravidade da condicédo e a resposta do paciente,
sendo frequentemente baseada no uso de derivados da sulfa, como sulfadiazina, sulfadoxina,
sulfametoxipiridazina, cotrimazina e trimetoprima-sulfametoxazol, anfotericina B, azdis
(cetoconazol, itraconazol, fluconazol, voriconazol e posaconazol) ou terbinafina. Apds essa etapa
intensiva, € comum a necessidade de tratamento prolongado, que pode se estender por dois anos
ou mais, devido a alta propensdo da doenca a recidivar (Restrepo; McEwen; Castafieda, 2001;
Shikanai-Yasuda et al., 2008).

O itraconazol é um dos antifingicos mais utilizados no tratamento da PCM, destacando-se
por sua eficacia no controle da infeccdo em suas formas aguda e cronica. Apesar de amplamente
empregado devido a sua capacidade de inibir o crescimento do fungo, seu uso prolongado esta
associado a potenciais efeitos toxicos, como alteraces hepaticas e interacbes medicamentosas
significativas. Além disso, o itraconazol apresenta um perfil de absorcdo variavel, exigindo
monitoramento cuidadoso para evitar subdosagem ou toxicidade. (Thakare et al., 2019).

ReacOes adversas pelo uso do itraconazol incluem reagdes medicamentosas, desconforto
gastrointestinal (nausea, dor abdominal, constipacdo), cefaleia, tontura, trombocitopenia,
ginecomastia, edema reversivel das extremidades e efeitos metabolicos, como hipocalemia e
hipertrigliceridemia. Os niveis de transaminases hepaticas aumentam em cerca de 1%-5% dos

pacientes que receberam terapia continua com itraconazol sisttmico (Thakare et al., 2019). Esses
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aspectos reforcam a necessidade de atencdo durante o tratamento, especialmente em pacientes que
demandam terapias prolongadas para alcangar a remisséo da doenca (Andrade et al., 2024; Grisolia
et al., 2023; Meinerz et al., 2007).

Essas limitacGes tém motivado o desenvolvimento de abordagens terapéuticas inovadoras,
incluindo a utilizagdo de nanoparticulas para administracdo de antifingicos. FormulagGes
nanoparticuladas permitem a entrega direcionada do farmaco ao pulméo, o 6rgdo-alvo da PCM,
reduzindo efeitos colaterais sistémicos e aumentando a biodisponibilidade no sitio da infeccéo
(Rudramurthy et al., 2016; Santos-Janior, 2019). Estudos recentes tém explorado a administracao
de itraconazol em nanoparticulas por via inalatéria em modelos experimentais de infecgdes
fangicas apresentado resultados promissores que incluem a reducdo significativa de granulomas
pulmonares (Santos, 2022). Esses achados reforcam o potencial das nanoparticulas como uma
alternativa terapéutica viavel para a PCM.

A avaliacdo do perfil hematolégico e bioquimico € amplamente utilizado como ferramenta
para monitorar alteracdes sistémicas em modelos experimentais, fornecendo informacdes criticas
sobre o impacto do tratamento na funcéo hepatica, renal e na homeostase geral dos animais. Na
PCM, essas analises permitem avaliar ndo apenas a eficacia antifungica, mas também os potenciais
efeitos adversos associados a novas formulacgdes terapéuticas (Araujo, 2012; Brito et al., 2024b;
Mossalam; Yousuf, 2021).

Neste estudo, avaliamos o impacto do tratamento com nanoparticulas de itraconazol por
via inalatéria no perfil hematolégico e bioguimico de camundongos Balb/c infectados
experimentalmente por P. brasiliensis. Resultados obtidos anteriormente (Santos, 2022) indicaram
uma reducdo significativa dos granulomas pulmonares em animais tratados com essa abordagem,
reforcando seu potencial como alternativa ao tratamento convencional. Contudo, para
compreender plenamente a seguranca e eficacia dessa estratégia, realizamos uma analise detalhada
dos pardmetros hematoldgicos e bioguimicos, fundamentais para avaliar possiveis efeitos toxicos
e alteracdes sistémicas associados ao uso das nanoparticulas. Este estudo apresenta dados que
contribuem para a validagdo dessa abordagem terapéutica, destacando sua relevancia no avango

do manejo da paracoccidioidomicose e no contexto da Saude Publica.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 Local de estudo

O estudo foi realizado no Laboratorio de preparacdo histologica do Centro de Ciéncias
Agrérias, campus da Universidade Federal do Norte do Tocantins, no municipio de Araguaina,
regido norte do estado do Tocantins. O municipio possui uma extensao territorial de 4000,4 Kmz,
altitude de 236m e o clima ¢ do tipo Tropical Umido, com temperatura média de 28° C. Sua
populacéo estimada em 2021 era de 186 245 habitantes (IBGE, 2023).

2.2 Animais e Declaracéo Etica

Para o experimento foram utilizados 20 camundongos da linhagem Balb/c, machos,
saudaveis, com peso meédio de 359 e idade média de 8 semanas adquiridos do biotério da
Universidade Federal de Goias (UFG). Foram divididos aleatoriamente em grupos de 5 animais,
dispostos em gaiolas separadas, expostos a ciclos claro/escuro de 12 horas, tendo dgua e alimento
ad libitum e temperatura ambiente controlada a 23°C + 5°C. Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité
de Etica no Uso de Animais - UFT (CEUA — 23101.002945/2018-61).

2.3 Formulagao de nanoparticulas de itraconazol

Dez miligramas de itraconazol foram dissolvidos em 100 pl (1% do volume da solugéo
final) de propilenoglicol (Sigma Aldrich) e 36 pl de acido cloridrico (HCI) (Sigma-Aldrich) a
36,5% (3,6 ul/ml da solucdo final). A seguir foi adicionado o itraconazol dissolvido em
propilenoglicol (Sigma-Aldrich) acidificado por microgotejamento a solucdo de ciclodextrina
aquosa e mantido sob agitacdo magnética (Velp scientifica ARE Heating Magnetic Stirrer) por 1
hora a temperatura ambiente (25 °C). Apds esse periodo, adicionou-se NaOH (Cromoline) a
solucdo sob agitacdo e, com o auxilio de um medidor de pH (Thermo Scientific Orion Star A211),
corrigiu-se o pH para 7,0 £ 0.1. Apo6s a correcdo do pH, as solucdes foram mantidas sob

refrigeracdo a 8 °C (Figura 1).



30

Figura 1. Esquema de formulagdo de nanopaticulas de itraconazol
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Fonte: Arquivo Pessoal (2025)

2.4 Preparacdo do inoculo

Para o preparo do in6culo foi utilizado o isolado de Paracoccidioides brasiliensis (PbD22 — isolado
clinico genotipo S1a) fornecido pelo Instituto de Biociéncias da Universidade Federal Estadual de
Sdo Paulo campus Botucatu (UNESP- Botucatu) e cultivado no laboratério de microbiologia da
Universidade Federal do Norte do Tocantins. O isolado foi mantido em Agar Saboround, em estufa
(Hydrosan) a 37°C sob forma de levedura e repicado a cada 15 dias (Santos, 2022). O fungo foi
inoculado em meio de cultura RPMI 1640 e mantido por 7 dias a 35°C, com umidade de 45%, sob
agitacdo de 60 rpm em uma incubadora shaker (Hydrosan Biosan) para cultura de P. brasiliensis.
A cultura foi entdo centrifugada por 5 minutos a 4000 rpm, desprezado o sobrenadante, e
ressuspendida em PBS estéril. O processo foi realizado trés vezes (Figura 2). A suspensao
resultante foi colocada em agitador vortex durante 15 segundos e a densidade celular ajustada a
uma absorbancia de 0,1 em 625 nm em espectrofotdmetro, acrescentando PBS estéril suficiente
para obter absorcdo equivalente de uma solugdo-padréo no valor de 0,5 da escala de McFarland,
obtendo-se, assim, uma suspensdo-padrdo de 1x10° a 5x10° células por ml. A viabilidade do
indculo foi determinada por meio da coloragdo Azul de Tripan (aliquotas de 50 puL da suspensdo
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celular foram incubadas com 50 pL da solugdo do corante a 0,02%) (Oliveira, 2014). A viabilidade
foi determinada pela coloragdo e considerada viavel quando 80% ou mais da amostra ndo se deixou

corar pela cor azul.

Figura 2. Esquema de recuperacao de P. brasiliensis a partir do RPMI
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Fonte: Arquivo Pessoal (2025)

2.5 Infeccéo experimental

Os camundongos foram anestesiados com uma solugdo contendo cetamina (120mg/kg) e
xilazina (8mg/kg) e, em seguida, foi feita laringoscopia direta e inoculacédo intratraqueal com 50 pl
do in6culo na concentragdo de 1 x 10° a 5 x 10° células/ml de levedura de P. brasiliensis em 15
animais. Os animais, pertencentes ao grupo controle, receberam 50 pul de PBS por via intratraqueal.
Em seguida, foi realizada insuflagdo com 100 pl de ar para garantir a correta dispersdo do indculo
pelos pulmdes e possivel desobstrucdo da via aérea principal. Os animais foram acompanhados até

a recuperacao anestésica.
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2.6 Tratamento experimental

Os animais iniciaram o tratamento 14 dias apds a infeccdo experimental. Estes foram
divididos em 4 grupos com 5 animais cada: Grupo Controle Negativo (GCN), Grupo Controle
Positivo (GCP), Grupo Tratamento Nanoparticulas por via inalatéria (GTN) e Grupo Tratamento
Oral (GTO), mantidos sob as mesmas condigdes ambientais. O GCN ndo foi infectado e néo
recebeu nenhum tipo de tratamento e o GCP foi infectado, mas ndo recebeu nenhum tipo de
tratamento. Enquanto os grupos GTN e GTO foram infectados e receberam os tratamentos de
nanoparticulas e por via oral, respectivamente. O GTO recebeu itraconazol oral na dose de 1mg/ml,
SID, durante 7 dias (Figura 3). O GTN recebeu o tratamento com o preparado de nanoparticulas
através do uso do nebulizador ultrassonico Incoterm NB1100 de rede vibratoria (tecnologia mesh),
acoplado a uma camara de nebulizacdo com exposicdo exclusiva das narinas (Figura 4), na
dosagem e 1mg/animal, SID, em solucdo de 3 mg/ml, velocidade de nebulizacdo de 0,25ml de

solucdo por minuto e volume padronizado de 1 ml/animal, durante 7 dias ( Santos-Junior, 2019).

Figura 3 — Tratamento via oral com itraconazol em camundongo Balb/c

Fonte: Arquivo Pessoal (2024)
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Figura 4 — Camara de nebulizagdo com exposicao exclusiva para narinas. Tratamento de

camundongos Balb/c através de nebuliza¢cdo com nanoparticulas de itraconazol

\

Fonte: Arquivo Pessoal (2024)

2.7 Eutandsia e necropsia
Apos 7 dias de tratamento os animais foram submetidos a eutanasia utilizando-se sobredose
de xilazina e cetamina por via intraperitoneal seguido do deslocamento de cervical apo6s a

confirmacéo da perda do reflexo total em digito (CEUA, 2024).

2.8 Coleta de sangue

A coleta do sangue foi realizada por puncéo cardiaca. Imediatamente apds eutanasiados, 0s
animais foram posicionados em decubito dorsal em superficie plana com os membros presos por
barbante. Foi realizada a assepsia com alcool etilico 70%, e a agulha introduzida préximo a base
do esterno, no lado esquerdo da cartilagem xifoide, em angulo de 20 a 30 graus e realizada a pun¢éo
cardiaca (Hu et al., 2024). Foram coletados entre 0,5 e 1 ml de sangue por animal e acondicionados
em microtubos contendo EDTA. Para os exames bioquimicos, foram fracionados de cada amostra,
entre 0,1 e 0,3ml de sangue de cada animal e colocados em microtubos que serviram de pool para
representacdo soroldgica bioquimica de cada grupo. Esfregacos sanguineos foram realizados e

corados com pandtico rapido para confirmacdo dos parametros hematoldgicos.
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2.9 Avaliacao hematoldgica

A avaliacdo hematologica foi feita através do hemograma, incluindo contagens globais de
hemacias (RBC), leucocitos (WBC), plaquetas (PLT), determinacdo do hematdcrito (HCT) e da
concentracdo de hemoglobina (HGB). A partir dos valores obtidos para hemaécias, hematdcrito e
hemoglobina, foram calculados os indices hematimétricos: volume corpuscular médio (VCM),
hemoglobina corpuscular média (HCM) e concentracdo de hemoglobina corpuscular média
(CHCM). As analises hematoldgicas foram realizadas manualmente através do esfregaco
sanguineo corados com Pandtico Rapido . Foram realizadas contagens diferenciais de leucdcitos,
enumerando-se 100 células e estabelecendo-se as formulas leucocitérias relativas e absolutas,

conforme descrito por (Barbosa et al., 2017).

2.10 Avaliacdo bioguimica

As amostras de sangue de cada grupo foram centrifugadas por 5 a 1200 g por 10 min para
obtencdo do plasma, a partir do qual foram dosados ureia, creatinina, alanina aminotransaminase
(ALT), aspartato aminotransaminase (AST), fosfatase alcalina (FAL). Todas as analises
bioquimicas foram validadas e realizadas por meio de espectrofotometria, utilizando-se o
analisador bioguimico automatico IDEXX Catalyst One e slides reagentes CLIP Chem 10 e CLIP
NSAID 6.

2.11 Anélise estatistica

Os dados foram analisados utilizando teste one-way ANOVA, e ap6s o post-hoc Tukey,
através do software GraphPad Prisma e as diferengas foram consideradas significativas quando
p<0,05.
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3 RESULTADOS
3.1 Perfil hematologico

Os parametros hematoldgicos dos camundongos pertencentes aos diferentes grupos estao
descritos na Tabela 1. Os resultados demonstram que 0S grupos que receberam tratamento
apresentaram aumento dos niveis de hemoglobina quando comparados ao grupo controle positivo,
sugerindo poliglobulia. Observou-se também diminui¢cdo de HCM no grupo controle positivo em
relacdo ao controle negativo, sem alteracBes dos grupos que receberam tratamento, sugerindo

anemia.

Tabela 1 — Média, desvio padrdo e valores de referéncia de parametros hematolégicos de camundongos

Balb/c

Parametro Unidade GCN GCP GTO GTN
ERITROGRAMA
Hemacias 10%/mm3 9.58 £ 0.47 10.05+0.21 10.34 +0.25 9.99 +0.07
Hemoglobina g/dL 13.62 + 0.29% 13.74 £ 0.302 14.06 + 0.28° 14.38 + 0.29°
Hematdcrito % 47.02+£5.34 52.50 £ 1.57 52.80 +1.33 52.94 +0.16
VCM fL 48.94 + 5.06 51.74 +2.44 51.17 +2.85 51.37+1.18
HCM pg 15.10+0.792 14.24 +0.22° 14.16 £ 0.27%® 14.43 £ 0.25%®
CHCM g/dL 26.94 + 2.33 26.70 £ 2.00 27.12+1.43 27.28 £ 0.41
Plaquetas 103/mm3 803.80 = 983.80 = 1030.40 + 962.20 =

150.81 168.79 114.80 199.30
LEUCOGRAMA
Leucdcitos Totais ~ 10%mm®  5.30 + 2.00 6.38 +2.11 5.88 +1.48 494 +1.49
Basofilos 0 0 0 0
Eosindfilos % 1.00 £ 0.00? 0.20 £ 0.442 1.00 + 0.00% 3.60 +2.51°
Neutréfilos % 23.60 = 3.50? 29.60 + 4.44° 34.00 + 5.94° 23.60 £ 5.51°
Linfécitos % 58.80 +1.10? 59.00 + 7.01° 61.80 + 4.27% 64.20 + 3.44°
Mondcitos % 2.80 £ 0.40? 4.80 + 2.23% 8.20 +1.39° 9.60 +2.97°

Fonte: Silva (2025)



36

VCM= Volume Corpuscular Médio, HCM= Hemoglobina Corpuscular Média, CHCM= Concentracdo da
Hemoglobina Corpuscular Média; a, b: letra diferentes representam diferenca estatistica pelo teste de Tukey (P<0,05),
letras iguais ndo diferem entre si. GCN= Grupo controle negativo, GCP= Grupo controle positivo, GTO= Grupo de
tratamento por via oral e GTN= Grupo tratamento de nanoparticulas por via inalatoria.

No leucograma, observa-se que o grupo de camundongos tratado com nanoparticulas de
itraconazol apresenta eosinofilia, linfocitose, monocitose. Quando comparamos com 0 grupo
controle positivo, também apresenta eosinofilia e, interessantemente, apresenta neutropenia
quando comparado ao grupo de tratamento via oral e mesmo nivel de neutrofilos observado no

grupo controle negativo.
3.2 Marcadores de danos hepéticos e renais
Os parametros bioquimicos dos camundongos pertencentes aos diferentes experimentais

estdo descritos na tabela 2.

Tabela 2 — Média, desvio padrao e valores de referéncia de parametros bioquimicos de camundongos

Balb/c
Parametro Unidade GCN GCP GTO GTN
ALT U/L 90 £ 12,92 170 + 15,8 63 +114° 40+7,1°
AST U/L 150 £ 15,82 187 + 18,70 118 + 14,12 221 +15,8°
FAL U/L 75+£6,5 8857 70+£79 81+7,1
Creatinina mg/dL 0,3+£0,162 2,1+0,29 0,3+0,16? 1,6 £0,21°
Ureia mg/dL 50+ 5,72 45+ 3,7% 62 +7,1° 46 £ 3,72

Fonte: Silva (2025).

ALT= Alanina aminotransferase, AST= Aspartato aminotransferase, FAL= Fosfatase alcalina. a, b: letra diferentes
representam diferenca estatistica pelo teste de Tukey (P<0,05), letras iguais ndo diferem entre si. GCN= Grupo
controle negativo, GCP= Grupo controle positivo, GTO= Grupo de tratamento por via oral e GTN= Grupo
tratamento de nanoparticulas por via inalatéria.

E possivel observar na tabela que os grupos tratados com itraconazol, tanto por via oral
quanto por via inalatdria apresentam diminui¢do ALT, sugerindo que, por um processo crénico,
houve lesdo toxica hepatica. Observamos também diminuicdo de AST nos animais tratados por via
oral e aumento significativo nos animais controle positivo e tratamento de nanoparticulas. Quanto

aos niveis de creatinina, ha aumento de creatinina nos animais tratados com nanoparticulas assim
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como no grupo controle positivo e aumento dos niveis de ureia apenas do grupo tratado por via

oral, sugerindo lesdo toxica renal.

4 DISCUSSAO

As alteracOes observadas no eritrograma mostraram aumento da hemoglobina nos grupos
tratados com itraconazol em relacdo ao grupo controle positivo. A hemoglobina ligeiramente
elevada com contagens de heméacias normais, indica poliglobulia e sugere uma resposta
compensatéria discreta do organismo a infeccéo por P. brasiliensis ou desidratacdo. Este achado é
consistente com estudos anteriores que demonstraram alteracfes hematoldgicas em infeccoes
fangicas sistémicas, incluindo a PCM (Assob et al., 2017; Brito et al., 2024b). A elevacao discreta
pode representar um mecanismo adaptativo do organismo para otimizar a oxigenacdo tecidual em
resposta ao estresse inflamatério e metabdlico causado pela infeccdo (Licker et al., 2017; Pillai et
al., 2025).

A auséncia de alteracdes significativas no Volume Corpuscular Médio (VCM) e
Concentracdo Hemoglobina Corpuscular Médica (CHCM) entre os grupos sugere que o tamanho
dos eritrocitos permanece relativamente estavel durante a infeccdo. No entanto, a diminuicdo de
Hemoglobina Corpuscular Média (HCM) no grupo controle positivo, sugere um quadro de anemia.
Estes achados sdo consistentes com estudos anteriores que relataram anemia hipocrémica em
pacientes com PCM (Cabral et al., 2023; Nogueira; Andrade, 2015). A hipocromia pode ser
atribuida a diversos fatores, incluindo a inflamacdo cronica caracteristica da doenca, o possivel
sequestro de ferro pelo fungo, e potenciais efeitos supressores na medula 6ssea (Benard, 2008;
Parente et al., 2011; Shikanai-Yasuda et al., 2017). Estes resultados sugerem que a resposta
eritropoiética a infeccdo por P. brasiliensis envolve ndo apenas alteragfes quantitativas, mas
também mudancas qualitativas nas células vermelhas, particularmente em relacéo ao seu conteudo
de hemoglobina.

A auséncia de alteracdes significativas na contagem de plaquetas nos grupos experimentais
ndo exclui o importante papel desses elementos na resposta imune a PCM. Estudos recentes tém
demonstrado que as plaquetas participam ativamente na defesa do hospedeiro contra o P.
brasiliensis, independentemente de alteracGes quantitativas. Acorci-Valério et al. (2010)

evidenciaram que as plaquetas podem se ligar ao fungo e liberar fatores antimicrobianos,
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contribuindo para a resposta imune inata. Além disso, a variabilidade nas alteracfes plaquetérias
observada em diferentes estudos sugere que a resposta plaquetaria pode ser influenciada pela forma
clinica e gravidade da infeccdo. Portanto, apesar da auséncia de alteracbes quantitativas
significativas de plaquetas neste estudo, as plaguetas podem estar funcionalmente ativas,
modulando a resposta inflamatoria e imunoldgica contra o patdégeno (Almeida et al., 2004;
Bellissimo-Rodrigues et al., 2011; Venturini et al., 2014).

O aumento dos leucocitos observados nos grupos experimentais € consistente com 0s
achados de estudos anteriores sobre PCM, refletindo a resposta imunoldgica caracteristica desta
infecgdo. Andlises hematol6gicas em pacientes infectados frequentemente revelam um aumento
significativo na contagem total de leucdcitos, particularmente durante as fases aguda e subaguda
da doenca, e podem variar conforme a gravidade da infeccdo (Brito et al., 2024; Marques, 2013;
Nery et al., 2021; Shikanai-Yasuda et al., 2018).

Neste estudo, observamos que o grupo tratado com itraconazol por via oral apresentou
neutrofilia. Este resultado pode ser observado em pacientes humanos em estagio cronico da doenca,
mesmo tratados com este antifungico pela mesma via, podendo contribuir para o agravamento da
inflamacéo e para a formacdo de lesdes granulomatosas, o que pode levar a fibrose pulmonar e
perda da funcdo respiratoria (Pino-Tamayo et al., 2016). Fazendo uma comparagdo com 0 grupo
de camundongos tratados com nanoparticulas de itraconazol por via inalatéria, que ndo apresentou
neutrofilia, sugere-se que este € um resultado interessante e promissor, uma vez que esse tipo de
tratamento pode inviabilizar a formacdo dos granulomas pulmonares, retardando ou evitando a
progressao das complicacdes da doenca.

A monocitose observada nos grupos de tratamento via oral e tratamento com nanoparticulas
é uma alteracdo hematoldgica frequentemente observada em infeccdes por Paracoccidioides spp.,
refletindo a intensa ativacao do sistema imunoldgico diante da PCM (Brito et al., 2024b), isso pode
ser explicado por que mondcitos desempenham um papel essencial na resposta imune contra a
infeccdo, sendo responsaveis pela producdo de diversas citocinas pro e anti-inflamatorias, como
TNF-alfa, IL-1beta, IL-6, IL-8, IL-10 e TGF-beta, que sdo encontradas em niveis elevados em
pacientes com PCM ativa (Peracoli et al., 2003). Além disso, a monocitose em casos crénicos da
doenca, juntamente com outras alteracfes hematolégicas como anemia e leucocitose, reforca seu
papel na resposta imune ao fungo e sua possivel contribuicao para a inflamacéo persistente na PCM

(Amorim et al., 2020). Essas evidéncias demonstram que a monocitose ndo apenas reflete a
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ativacdo imune contra o patdgeno, mas também pode estar envolvida na patogénese da doenca,
sendo um achado relevante para a compreensdo dos mecanismos inflamatdrios subjacentes.

A reducdo da atividade enzimatica de ALT observada nos grupos de tratamento estdo
relacionados a fisiopatologia da PCM e as alteracdes hepaticas durante o curso da infeccdo e da
terapia antifingica. Estudos demonstram que a PCM pode levar a envolvimento hepético
significativo, caracterizado por alteracGes histopatoldgicas como hepatite granulomatosa crénica e
degeneracdo gordurosa (Macedo et al., 2017). Além disso, € comum que pacientes apresentem
niveis elevados de ALT e FAL na admissdo, refletindo acometimento hepatocelular e possivel
impacto da doenca sobre a homeostase hepatica (Levorato et al., 2018).

No entanto, ao longo do tratamento, mudancas na resposta inflamatdria e na dinamica da
lesdo hepatica podem contribuir para a normalizacdo ou mesmo a reducdo dos valores enzimaticos,
especialmente em quadros de resolucdo inflamatoria sem progressao para fibrose significativa
(Macedo et al., 2017; Mansano et al., 2014). Embora o itraconazol tenha sido associado a uma
elevacdo persistente das enzimas hepaticas em alguns estudos (Levorato et al., 2018) a
variabilidade individual na resposta ao farmaco e a possivel recuperacdo hepética secundaria ao
controle da infeccdo podem explicar a observacdo de ALT abaixo dos valores de referéncia em
determinados grupos.

Esta diminuicdo de ALT (nos grupos GTO e GTN) em conjunto com niveis normais de
FAL, podem indicar uma fase mais cronica da doenca, com possivel adaptacdo hepatica, tendo
como respaldo os achados de Bellissimo-Rodrigues et al. (2011). Estas variacdes enzimaticas ndo
apenas ilustram diferentes fases e intensidades do comprometimento hepatico na PCM, mas
também podem servir como importantes marcadores prognosticos e de resposta terapéutica.

Os resultados demonstram ainda alteracdes na funcdo renal frente a PCM, com elevacdo
significativa dos niveis de creatinina nos grupos GCP e GTN e aumento de ureia no grupo GTO.
O aumento da creatinina pode estar relacionado ao comprometimento da filtracdo glomerular, uma
vez que esse biomarcador € amplamente utilizado para estimar a taxa de filtracdo glomerular e
avaliar a funcéo renal (Bjornsson, 1979; Doi et al., 2009; Perrone; Madias; Levey, 1992). Estudos
indicam que até pequenas elevagOes da creatinina sérica podem estar associadas a piores desfechos
clinicos e aumento do risco de mortalidade, especialmente em cenéarios inflamatorios sistémicos,
como o observado na PCM (Coca et al., 2007; Praught e Shlipak, 2005). O aumento da ureia pode

estar vinculado ao comprometimento tubular, refletindo um possivel estado catabolico exacerbado
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ou dificuldades na excrecdo renal da substéncia (Cheol Jeong et al.,2022). Além disso, niveis
elevados de ureia tém sido associados a processos inflamatdrios sistémicos e disfungdo endotelial,
fatores que podem contribuir para a progressao do dano renal na PCM (D’ Apolito et al., 2015; Lau;
Vaziri, 2017). Dessa forma, ainda que a literatura sugira que o comprometimento hepatico seja
mais frequente na PCM do que o renal, a presenca dessas alteracdes bioquimicas reforca a
necessidade de monitoramento da funcéo renal em pacientes acometidos pela doenca, considerando
0s potenciais impactos inflamatérios e metabolicos associados a infeccdo por P. brasiliensis
(Armas et al., 2012; Shikanai-Yasuda et al., 2017; Wanke; Aidé, 2009).
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5 CONCLUSAO

Camundongos infectados com P. brasiliensis e tratados com nanoparticulas de itraconazol
por via inalatoria apresentam perfil hematologico de poliglobulia, eosinofilia, linfocitose e
monocitose.

Camundongos infectados com P. brasiliensis e tratados com nanoparticulas de itraconazol
por via inalatéria apresentam danos hepaticos e renais de hipertransaminosemia e

hipercreatininemia, respectivamente.
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CAPITULO 3

CONSIDERACOES FINAIS

A PCM permanece como um desafio significativo de satde publica, principalmente nas
regides endémicas, como o Brasil, devido & sua alta prevaléncia, complexidade clinica e
necessidade de tratamentos prolongados.

O itraconazol, embora amplamente reconhecido como um agente antifangico eficaz para o
tratamento da PCM, tem seu uso associado a efeitos colaterais que podem comprometer a adesao
terapéutica e a qualidade de vida dos pacientes.

A introducdo de novos métodos terapéuticos, como as nanoparticulas de itraconazol
administradas por via inalatéria, mostram-se promissores. Assim como o0s achados desta pesquisa,
0s estudos experimentais em modelos murinos reforcam o potencial dessas formulagdes em superar
as limitagdes das terapéuticas convencionais, apontando para avancos significativos no manejo da
PCM.

Este estudo fornece evidéncias das alteracbes hematoldgicas e bioquimicas associadas a
infeccdo por P. brasiliensis em camundongos Balb/c e o efeito de uma nova abordagem terapéutica.
As mudancas observadas no eritrograma, leucograma e nos parametros bioguimicos refletem a
complexa interacdo entre o patdgeno e o sistema imune do hospedeiro, bem como o impacto
sistémico da infeccdo. Estes achados contribuem significativamente para nossa compreensdo da
patofisiologia da PCM e destacam a importancia do monitoramento hematoldgico e bioquimico no
manejo da doenca. As alteraces observadas podem servir como marcadores potenciais para a
progressao da doenca e a eficacia do tratamento.

Apesar dos avangos, ainda ha a necessidade de aprofundar as pesquisas com nanoparticulas
em modelos clinicos e ampliar o0 acesso as tecnologias emergentes, incluindo insergéo de diferentes
biomarcadores. Assim, a busca por terapias mais seguras e eficazes para a PCM deve continuar
sendo uma prioridade para melhorar os desfechos clinicos e reduzir o impacto da doenga em

populagdes vulneraveis.



