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RESUMO

A anfotericina B (AmB) ¢é farmaco "padrdo ouro™ para o tratamento de infeccdes fungicas
invasivas desde 1960. Entretanto, a anfotericina B apresenta elevada toxicidade, que se
manifesta mais freqlientemente nos rins (nefrotoxicidade) e com menor frequéncia no figado
(hepatotoxicidade). E sabido, desde 1985, que a auto-oxidacio da anfotericina B origina
diferentes formas de espécies reativas oxidativas e estas seriam responsaveis, em parte, pela
toxicidade. Agentes antioxidantes, tais como a hesperidina e rutina, poderiam contribuir, por
meio do decréscimo do estresse oxidativo, para a protecdo renal e contra a injdria gerada pela
isquemia. Tal fato e o envolvimento da anfotericina B na geragdo de radicais livres tornam
interessante a avaliacdo do efeito da hesperidina, rutina e anfotericina B (isoladamente ou
associadas) frente a espécies reativas do oxigénio e radicais livres, bem como o estudo das
mesmas em modelos de toxicidade. No teste antifingico a associacdo com a hesperidina
mostrou sinergismo. Nos testes em sistemas oxidativos, frente ao ABTS™, a hesperidina
apresentou I1Csp= 0,0044mg/mL, a rutina 1C5=0,0023mg/mL e a anfotericina B
IC50=0,0124mg/mL  (isolada), 1Csy=0,0003mg/mL  (associada a hesperidina) e
IC50=0,0014mg/mL (associada a rutina). No ensaio do DPPH’ apenas a rutina mostrou ag&o.
Frente ao HOCI, a hesperidina apresentou 1C5,=0,01009, a rutina 1C5,=0,0025 e a anfotericina
B apresentou 1C5,=0,0056 (isolada), 1Cs,=0,0023mg/mL (associada com a hesperidina) e
IC50=0,0036 (associada com a rutina). No ensaio com o O," as amostras ndo foram efetivas.
Na inibicdo da cinética da MPO/H,0,/Guaiacol somente a rutina promoveu inibigcdo. Frente
aos eritrocitos, a anfotericina promoveu lise de modo dose-dependente. Utilizando as células
HUVEC, as associa¢des diminuiram a viabilidade celular. Entretanto, no ensaio de toxicidade
com a Artemia salina as amostras associadas foram capazes de diminuir a toxicidade da
anfotericina B. Para finalizar, nos testes com os animais a anfotericina B causou leucopenia,
monopenia e gerou dano renal, o qual pode ser revertido utilizando a hesperidina em
associacdo. Com estes resultados pode-se sugerir que a associa¢do de um produto natural com
a anfotericina B poderia diminuir a toxicidade causada por este antinfingico, sendo que sua
utilizacdo concomitante podera ser promissora.

Palavras-chave: hesperidina, anfotericina B, rutina, estresse oxidativo, citotoxicidade,
nefrotoxicidade.



ABSTRACT

Amphotericin B (AmB) is drug "gold standard™ for the treatment of invasive fungal infections
since 1960. However, amphotericin B has high toxicity, which manifests itself most
commonly in the kidneys (nephrotoxicity) and less frequently in the liver (liver toxicity). It is
known since 1985 that self-oxidation of amphotericin B gives different forms of reactive
oxidative species and these are responsible in part by toxicity. An antioxidant, such as
hesperidin and rutin, could contribute, through the reduction of oxidative stress, and to protect
against renal injury generated by ischemia. This fact and the involvement of amphotericin B
in the generation of free radicals make it interesting to evaluate the effect of hesperidin, rutin
and amphotericin B (alone or associated) against reactive oxygen species and free radicals, as
well as the study of the same models in toxicity . In testing the antifungal combination with
hesperidin showed synergism. In tests oxidative systems, opposite the ABTS™, the hesperidin
showed [ICsp= 0,0044mg/mL, rutin  1C5=0,0023mg/mL and amphotericin B
1C50=0,0124mg/mL (isolated), 1Cs50=0,0003mg/mL (associated with hesperidin) and
1C50=0,0014mg/mL (associated with rutin). In the DPPH’ assay only rutin was action. Front
HOCI, hesperidin showed 1C5,=0,0109, rutin 1C5,=0,0025 and amphotericin B showed
IC50=0,0056 (isolated) 1Cs5,=0,0023mg/mL (associated with hesperidin) and 1Cs5,=0,0036
(associated with rutin). In the trial with O, the samples were not effective. In inhibition
kinetics MPO/H,0,/Guaiacol only rutin promote inhibition. Front to erythrocytes,
amphotericin promoted lysis in a dose-dependent manner. HUVEC cells using the
associations decreased cell viability. However, in the toxicity test with Artemia salina
associated samples were able to lower the toxicity of amphotericin B. To conclude, in tests
with animals amphotericin B caused leukopenia, monopenia generated and renal damage,
which can be reversed using hesperidin in combination. With these results, we suggest that
the combination of a natural product with amphotericin B could decrease the toxicity caused
by this antinfungico, and concomitant use could be promising.

Keywords: hesperidin, amphotericin B, rutin, oxidative stress, cytotoxicity, nephrotoxicity.
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1.1  ANFOTERICINA B

A anfotericina B (AmB), cuja estrutura molecular € apresentada na Figura 1, € um
agente antifangico poliénico, que foi isolado pela primeira vez do Streptomyces nodosus em
1955 (KLEINBERG, 2006). Sua molécula é ciclica assimétrica, apresenta um grupo
aminoacutcar e contém uma face hidrofobica e outra hidrofilica. Esta molécula apresenta um
perfil de solubilidade muito limitado, sendo quase completamente insollvel em agua, pouco
solavel em alcoois e sollvel em solventes organicos, tais como dimetilsulfoxido (DMSO)
(BARRAT; BRETAGNE, 2007). Em agua, forma agregados e sua baixa solubilidade é
responsavel pela baixa biodisponibilidade por via oral. Seu uso é, portanto, limitado a infusao
intravenosa e aplicacdo local. A formulagdo convencional da AmB (Fungizone®) é de
micelas mistas com o desoxicolato de sodio, e desta forma é o farmaco de escolha para
infeccdes sistémicas para espécies de fungos sensiveis (BARRAT; BRETAGNE, 2007).
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Figura 1 - Estrutura molecular da Anfotericina B

A anfotericina B € um antifingico "padrdo ouro” para infec¢fes fangicas invasivas
desde 1960 (KHAN; OWAIS, 2006) pois, em geral, apresenta um amplo espectro de atividade
e tem sido eficaz no tratamento da Candidiase, Criptococose, Aspergilose, Histoplasmose,
Blastomicose, Coccidioidomicose, Zigomicose, Esporotricose, Fusariose e Feohifomicose.
Uma formulacdo de AmB na forma multiagregada é especialmente interessante no tratamento
contra a Leishmaniose visceral (MULLEN et al., 1997).

A atividade farmacoterapéutica da anfotericina B € maxima na faixa de pH 6,0 a 7,5 e
a acdo pode ser fungistatica ou fungicida, dependendo da concentracdo sérica e tecidual do
antifangico e da suscetibilidade do patdégeno (FILLIPIN; SOUZA, 2006). Entretanto, os
efeitos celulares da AmB s&o complexos e dependem de uma variedade de fatores, tais como
a fase de crescimento das células, a dose e a forma de administragdo (BRAJTBURG et al.,
1990).

E amplamente aceito que as moléculas de AmB interagem com membranas celulares e

formam canais idnicos transmembrana. De acordo com a teoria mais popular (“hipétese do
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esterol”), a presenca de ester6is na membrana celular é necessaria para a manifestacdo
quimioterapéutica relevante da atividade formadora de canais idnicos pela AmB (CZUB et al.,
2007).

A anfotericina B exerce efeito sobre as células fungicas formando complexos com o
ergosterol e fosfolipidios da membrana, permitindo o escape de fons (Na', K* e Mg*?) e
outros componentes vitais para a célula (LINCOPAN et al., 2005). O dominio hidrofobico
poliénico da AmB promove a ligacdo a bicamada lipidica em membranas de fungos e sua
insercdo na mesma. Na presenca do ergosterol da membrana de fungos, monémeros de AmB
sofrem nucleacdo para formar poros multiméricos de AmB com as cadeias poliénicas
lipofilicas externas do poro que estdo em contato com a membrana lipidica. As cadeias poli-
hidroxilicas formam as paredes internas hidrofilicas destes poros (KLEINBERG, 2006).

Brajtburg et al. (1990) propuseram que os efeitos da AmB em células leveduriformes
podem ser divididos em diferentes estagios dose-dependentes: estimulacdo, permeabilizacdo e
letalidade. O efeito estimulatério ocorre em baixas concentracGes, inferiores aquelas
necessarias para induzir a permeabilizagdo. O efeito letal, por outro lado, ocorre em
concentragdes de AmB superiores aqueles necessarios para induzir aumento da
permeabilidade da membrana celular. Desta forma, a letalidade das células fungicas ndo é
uma simples consequiéncia de mudancas na permeabilidade das membranas celulares
(BRAJTBURG et al., 1990). Alem disso, Palacios et al. (2007) observaram que a formacao de
poros na membrana das leveduras ndo € essencial para a agdo fungicida da AmB.

A aplicacdo terapéutica da AmB é baseada em sua maior reatividade contra
membranas contendo ergosterol (principal esterol em fungos) do que membranas que
contenham colesterol (esterol de mamiferos). Entretanto, este efeito diferencial da AmB entre
células fungicas e de mamiferos € muito pequeno, o que caracteriza a baixa seletividade
responsavel pela toxicidade da AmB (CZUB et al., 2007).

A anfotericina B apresenta dois tipos de toxicidade principais: i) a toxicidade aguda,
relacionada a infusdo, que se manifesta clinicamente com calafrios e hipotensdo, e ii) a
toxicidade cronica, que manifesta-se mais freqlientemente nos rins (nefrotoxicidade) e com
menor frequéncia no figado (hepatotoxicidade) (PEIXOTO, 2008).

A nefrotoxicidade é o principal efeito colateral dose-limitante do uso de anfotericina B
(AmB), sendo geralmente reversivel. Porém, 15% dos pacientes podem necessitar de dialise,
resultando num maior tempo de internacdo do paciente e aumento da mortalidade. A
nefrotoxicidade alta acarreta a duplicagdo dos niveis de creatinina (FONTINHA, 2010).

Considerando que a urina apresenta baixos valores de pH (5,5 a 6,0), o ambiente das

células epiteliais tubulares nos rins influencia na toxicidade da AmB, a qual é elevada em
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meios cujo pH encontra-se abaixo de 6,0 (WALEV; BHAKDI, 1996). Com isso, a abertura de
poros pela AmB nas células renais agravaria a sua toxicidade, pois elevaria a permeabilidade
das mebranas aos ions H*/OH", o que, consequentemente, acidificaria mais o meio (COHEN,
1998). Além disso, a afinidade da AmB por lipidios permite que a mesma seja rapidamente
incorporada as lipoproteinas plasmaéticas, particularmente a lipoproteina de baixa densidade
(LDL). O englobamento de particulas de LDL contendo AmB pelas células epiteliais renais,
mediado por receptores de LDL, é um dos mecanismos de toxicidade renal (BARRAT,;
BRETAGNE, 2007).

A nefrotoxicidade, secundéria a vasoconstricdo renal, causa dano tubular e,
consequentemente, diminuicdo da taxa de filtracdo glomerular (ODABASI et al., 2009). Da
acdo conjunta destes dois processos resultam a diminuicdo da taxa de filtracdo glomerular e os
disturbios hidroeletroliticos e &cido-basicos (BERDICHEVSKI; MANFRO, 2003).

Essa nefrotoxidade ocorre devido a dois mecanismos basicos: i) disfungdo do fluxo
vascular renal e ii) lesdo direta na celula tubular. Embora a anfotericina B possua maior
afinidade por ergosterol, muitos dos efeitos toxicos que lhe sdo atribuidos sdo resultados da
sua capacidade em ligar-se ao colesterol e outros constituintes da membrana celular de
mamiferos (FILLIPIN; SOUZA, 2006). A AmB causa vasoconstri¢do e consequiente isquemia
por interacdo direta com as membranas das células epiteliais promovendo deficiéncia tubular
(FONTINHA, 2010). Com a funcéo renal diminuida, pode ocorrer cardiotoxicidade, com uma
arritmia ventricular devido a hipocalemia causada pela nefrotoxicidade (FILLIPIN; SOUZA,
2006).

A hipocalemia, freqlientemente associada ao tratamento com anfotericina B, é
resultante da lesdo direta as células renais. Esta hipocalemia é apontada como um fator
importante em algumas nefropatias agudas. Estes efeitos agudos podem ter um papel na
nefrotoxicidade crénica (SABRA et al., 1990).

Além da nefrotoxicidade, a anfotericina B também pode causar hepatotoxicidade. Ela
eleva as concentracfes séricas da fosfatase alcalina, aspartato aminotransferase, alanina
aminotransferase, lactato desidrogenase e bilirrubina sem, no entanto, causar hepatotoxicidade
severa (INSELMANN et al., 2002).

A anfotericina B também age de forma concentracdo-dependente sobre 0s eritrocitos,
sendo que em baixos niveis provoca permeabilizacdo reversivel nas membranas destas
células, enquanto em concentracGes maiores causa lise (BRAJTBURG et al.,1985).

Desta forma, mesmo que a AmB tenha maior afinidade pelo ergosterol do que pelo
colesterol, ainda assim, ha a formacdo de poros nas membranas do hospedeiro (FONTINHA,

2010), demonstrando que a afinidade da AmB pelo ergosterol ndo € absoluta.
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Diferentes estratégias foram estudadas para diminuir a toxicidade da preparacéo
comercial de AmB (Fungizone®). Uma delas foi aquecer a preparacdo a fim de induzir a
agregacao de AmB (GABORIAU et al., 1997; VAN ETTEN et al., 2000; HARTSEL et al.,
2001). Formulages lipidicas associadas @ AmB sdo formulagGes menos nefrotoxicas que
foram desenvolvidas com sucesso, mas a sua utilizacdo pode ser limitada por seu alto custo
(DIX; ANDRIOLE, 2001). Recentemente, Damasceno et al. (2012) sugeriram que a
microemulsdo seria um sistema carreador para a anfotericina B ou a outras moléculas de agua
insoluveis com potencial de aplicacdo contra células fungicas, tendo apresentado uma nova
formulacéo de Anfotericina B em microemulséo.

A menor toxicidade de novas formulacbes de AmB como a lipossomal pode ser
explicada devido a liberagdo gradativa de mondémeros de AmB a partir de complexos. Como
os agregados de AmB ndo sdo formadores de canais especificos ao contrario da AmB
monomeérica, qualquer método que reduz a concentracdo de AmB livre também reduz sua
toxicidade. Além disso, sistemas lipossomais podem modificar a toxicidade da AmB por meio
de ligacéo diferenciada as lipoproteinas séricas (WASAN et al., 1994; KENNEDY; WASAN,
1999; HARTSEL et al., 2001).

Hartsel et al. (2001) demonstraram maiores estabilidades cinética e termodindmica dos
complexos, bem como menor atividade intrinseca formadora de canais em modelo de
membranas de mamiferos. Além disso, estes autores ainda observaram que o complexo se liga
menos a LDL sérica do que seu monémero, além de apresentar menor atividade estimulante
de mondcitos humanos.

Czub et al. (2007) propuseram que a modificacdo quimica parece ser a estratégia mais
promissora para alteracdo dos efeitos toxicos da AmB, mas afirmam ser esta uma tarefa dificil
devido, ndo somente aos problemas relacionados ao proprio processo de modificacdo
molecular, mas também ao conhecimento inadequado acerca do mecanismo de agdo da AmB,
especialmente em relacdo a natureza molecular da toxicidade seletiva deste farmaco.

Diante do exposto, 0 uso da anfotericina B tende a causar danos renais importantes no
paciente em terapia antifungica (ODABASI et al., 2009) e a utilizagdo concomitante de um
agente protetor contra estes danos poderia favorecer maior eficiéncia do esquema terapéutico
e menor dano ao paciente.

Além disso, a resisténcia aos antifangicos tem representado um grande desafio a
pratica clinica. O uso extensivo e freqiente do fluconazol para o tratamento comum de
infeccBes fungicas tem resultado no surgimento de cepas azolicas resistentes de fungos. A
anfotericina B ¢ um agente antifingico classico, mas que tem sua eficiéncia reduzida em

alguns casos (NETO et al., 1999). Dentre alguns dos fungos resistentes a AmB incluem-se
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Trichosporon spp., Aspergillus terreus, Scedosporium spp. e Malassezia furfur
(KLEINBERG, 2006). Os mecanismos de resisténcia a AmB entre fungos varia, mas Sokol-
Anderson et al. (1988) observaram que a resisténcia das cepas de C. albicans ao dano
dependente de oxidacdo promovido pela AmB, provavelmente, contribui para a diminuicdo da
eficacia deste farmaco.

1.2 ANFOTERICINA B E ESPECIES REATIVAS DO OXIGENIO

Um namero crescente de evidéncias sugere que o estresse oxidativo esta envolvido na
patogénese de vérias doencas, incluindo hipertensdo, diabetes tipo Il, hipercolesterolemia,
aterosclerose, insuficiéncia cardiaca, neoplasias, doencas neurodegenerativas e inflamacGes
cronicas (FILIPIN et al., 2008). O estresse oxidativo é a exposiGao excessiva as especies
reativas de oxigénio (ERO) e resulta do desequilibrio entre os niveis de pro-oxidantes e
antioxidantes (CHEN et al., 2010). Em determinadas condi¢cdes, pode ocorrer elevacdo na
producdo de ERO, levando ao estresse oxidativo, no qual as espécies reativas podem produzir
danos, tais como a peroxidacdo em membranas celulares (VELLOSA, 2007).

Sendo assim, o estresse oxidativo é caracterizado como um excesso de formacédo de
moléculas altamente reativas, tais como ERO, e/ou remoc&o insuficiente destas (JOHANSEN
et al., 2005). Esse desequilibrio leva a danos em biomoléculas e células, com impacto em todo
0 organismo (DURACKOVA, 2010).

As ERO sdo produtos do metabolismo celular normal e apresentam papel vital na
estimulagdo das vias de sinalizacdo de céelula em resposta a mudangas em condigdes intra e
extracelulares (JABS, 1999). A maioria das ERO é gerada pela cadeia respiratoria
mitocondrial, durante a transferéncia de elétrons para o oxigénio (POYTON et al., 2009). Os
organismos possuem sistemas de defesa para escapar das consequéncias de danos as células
causados pelas ERO, incluindo enzimas, tais como a catalase e superdxido dismutase, e
compostos de baixo molecular, como, por exemplo, a glutationa (VELLOSA, 2007).

Embora sejam estudadas separadamente, as vias metabdlicas e imunes do organismo
humano sdo interdependentes, visto que hormonios, citocinas, fatores de transcricdo e
proteinas de sinalizagcdo atuam em ambas as vias, visando a homeostase do organismo. A
integracdo entre metabolismo e imunidade, que em condi¢Ges normais tende a resultar na
manutencdo de um estado de salde adequado, pode ndo ser efetiva em algumas condicdes,
tais como na imunossupressao (GERALDO et al., 2009). Na defesa contra infec¢fes fungicas,

naturalmente, ha producdo de NO, dentre outros compostos, que sdo secretados pelos
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fagécitos. Também ha a participagdo de INF-y, o qual atua como agente estimulador de
neutrofilos e macrofagos (MACHADO et al., 2004).

A AmB apresenta agdo modulatoria sobre o sistema imunoldgico, particularmente
sobre macréfagos, interferindo em muitas das atividades de leucdcitos, como na quimiotaxia,
producdo de anticorpos e fagocitose, com consequente interferéncia na destruigdo de fungos,
tais como Candida albicans. Em macrofagos, a AmB estimula a producdo de IL-1, TNF-a,
ERO e NO. Tais propriedades contribuem com sua atividade antimicrobiana, mas podem
também aumentar sua toxicidade (BARRATT; BRETAGNE, 2007).

Alguns estudos demonstraram que a capacidade antifingica da anfotericina B é muito
mais complexa do que a simples formacédo de poros na membrana celular do microrganismo,
indicando que a formacdo destes poros ndo € essencial para o efeito fungicida da AmB,
enquanto outros estudos concluiram que a ocorréncia de estresse oxidativo por meio da
liberacdo de espécies reativas de oxigénio melhora a acdo da AmB no dano celular a C.
albicans e C. neoformans (GONZALEZ-PARRAGA et al., 2011). A geracdo em excesso de
radicais livres e acumulo de célcio, consequentes da acdo da AmB, desencadeia a morte
celular via apoptose e necrose (BERDICHEVSKI; MANFRO, 2003).

A geracdo de radicais livres pode ser consequéncia da abertura de poros nas
membranas celulares. A anfotericina B desencadeia aumento da permeabilidade a ions
intracelulares, que por sua vez, sdo perdidos para 0 meio extracelular, o que ativa a bomba
Na'/K" ATPase. Para manter os niveis de ATP intracelulares, a célula intensifica a respiragdo
mitocondrial e eleva o consumo de oxigénio. Desta forma, quando a demanda supera a
capacidade de producdo de ATP, ocorre deplecdo energética, formacdo de radicais livres e
acumulo de célcio intracelular (BERDICHEVSKI; MANFRO, 2003).

Sokol-Anderson et al. (1986; 1988) concluiram que, por meio da geragédo de radicais
livres, h4 melhora na acdo da anfotericina. Como consequéncia, ha lise da célula e aumento
dos niveis extracelular e intracelular de catalase e superdxido dismutase. ConcentracGes
intermediarias do antifungico (0,02-0,10 pug de AmB/mL) séo suficientes para promover o0
aumento da permeabilidade de ions, e altas concentragdes (>0,30 pg de AmB/mL) causam a
lise completa e morte da levedura (SOKOL-ANDERSON et al., 1988).

Entretanto, Osaka et al. (1997A) observaram que a AmB apresenta, também, acdo
como antioxidante, na medida em que a mesma inibiu a oxidacdo do acido cis-parinarico em
modelos de estudo aquosos e lipofilicos (membrana). Estes pesquisadores ainda observaram
que a acdo antioxidante da AmB era bloqueada na presenca de colesterol, o que poderia
indicar afinidade relativamente elevada deste farmaco pelo colesterol.
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Diferentes estudos demonstraram que o0 paraquat (agente gerador de anion
superdxido), o t-butil-hidroperoxido (agente acelerador de peroxidacédo lipidica) e a alicina
(eficaz agente antibacteriano presente no alho e que induz a peroxidacdo de fosfolipidios na
membrana plasmatica) apresentaram significativo efeito sinérgico com a AmB in vitro e em
um modelo de candidiase disseminada em ratos (ENJALBERT et al., 2006; OKAMOTO et
al., 2004; AN et al., 2009).

A AmB é tida como agente pro-oxidante de membranas que causa estresse oxidativo
devido a geracdo de radicais livres (OSAKA et al., 1997B). De acordo com Wilson et al.
(1991), a anfotericina também é uma substéncia pré-oxidante na medida em que é capaz de
ativar macrdéfagos e aumentar a producdo de anion superoxido. O estimulo deste “burst”
oxidativo em macrofagos pode sugerir que anfotericina B ativaria estas células via efeito
direto na membrana plasmética (FILLIPIN; SOUZA, 2006). Por outro lado, Fillipin e Souza
(2006) demonstraram a ocorréncia de inibicdo do “burst” oxidativo gerador de ERO em
leucdcitos polimorfonucleares, quando incubados com anfotericina desoxicolato, o que
poderia ser prejudicial a defesa antimicrobiana e demonstra complexicidade na definicdo dos
mecanismos relacionados as propriedades antifangicas da AmB.

Segundo Osaka et al. (1997B), o fato de que os antioxidantes parecem proteger
eritrocitos da lise induzida pela AmB tem sido usado para apoiar a idéia de que 0s
antioxidantes podem ser eficazes contra os efeitos nocivos da AmB.

Sabe-se, desde 1985, que a auto-oxidacdo da AmB origina diferentes formas de
espécies reativas oxidativas e estas, por serem tdxicas para a célula, seriam responsaveis pela
hemolise (BRAJTBURG et al.,1985). Kudva et al. (2011) verificaram que a presenca do
produto natural curcumina reduziu significativamente a lise dos glébulos vermelhos
promovidos pela anfotericina B, indicando a possibilidade de moderar os efeitos toxicos da
mesma. Desta forma, a associacdo de um agente scavenger de radicais livres ou antioxidante,
tal como a hesperidina, poderia reduzir a atividade hemolitica da AmB.

Além disso, Lamy-Freund et al. (1985) propuseram que esta auto-oxidacdo da AmB
poderia ser a responsavel também pela sua inativacdo, o que estimula a idéia de que a AmB
associada a um antioxidante poderia ter sua atividade favorecida e/ou prolongada. Entretanto,
deve ser destacado que a a auto-oxidagdo da AmB deve-se ao fato de a mesma possuir sete
ligacGes duplas conjugadas (Figura 1), o que também resultaria em um efeito antioxidante

coerente com o dos carotenoides e retindides (OSAKA et al., 1997B).
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1.3  ANTIOXIDANTES

Antioxidantes podem ser definidos como substancias que reagem com radicais livres
impedindo ou diminuindo o estresse oxidativo (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2000). O uso
de antioxidantes presentes na dieta ou na forma de agentes terapéuticos pode oferecer
protecdo contra 0 dano induzido pelos radicais livres. Dentre os antioxidantes mais
conhecidos estdo as vitaminas, principalmente C e E (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2000;
HALLIWELL, 2006).

O sistema de defesa antioxidante do organismo pode agir como um sistema inicial de
defesa contra infeccbes antecedendo a formacdo de anticorpos (FOSTER, 2007).
Considerando esta informacdo, ndo seria errado propor que em alguns tipos de infeccdes em
que o agente infeccioso se sobrepde ao sistema imunoldgico, também haveria a evolugdo da
doenca em detrimento do sistema antioxidante. Desta forma, a associacdo de agentes
antioxidantes a agentes antimicrobianos pode ser uma estratégia terapéutica interessante.

Muitas pesquisas demonstraram o potencial do uso de flavondides como sequestrantes
de radicais livres, prevenindo o dano oxidativo. (VAN ACKER et al., 2000). Tais substancias
tém apresentado propriedades benéficas contra varias doencas, assim como atividades
bioldgicas em experimentos com animais, células e ensaios in vitro (KOYUNCU et al., 1999).
As flavonas, por exemplo, flavonodides mais abundantes em frutas do género Citrus, ndo
apenas tém um importante papel fisioldgico e ecolégico, mas também apresentam interesse
comercial por suas multiplas aplicacdes nas industrias alimenticias e farmacéuticas (MARIN
et al., 2007).

A hesperidina (hesperitina-7-ramnoglucosideo), cuja estrutura molecular também é
apresentada na figura 2, € um subproduto barato e abundante do cultivo de Citrus e é o
flavonoide majoritario da laranja e do lim&o. Em laranjas imaturas representa até 14% do peso
da fruta fresca. (BARTHE et al., 1988).
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Figura 2 - Estrutura molecular da Hesperidina



28

A hesperidina é isolada em grandes quantidades da casca de Citrus aurantium, C.
sinensis e C. unshiu. Também é encontrada em outros géneros das familias Fabaceae,
Betulaceae, Lamiaceae e Papilionaceae (PRADEEP, 2008).

Tém sido relatadas varias propriedades da hesperidina, tais como hipocolesterolémica
(SON et al., 1991), analgésica (GALATI et al., 1994), antifungica (KROLICKI; LAMER-
ZARAWASKA, 1984) e anticarcinogénica (YANG et al., 1997). A acdo antiinflamatoria da
hesperidina também é conhecida e foi relatada por Jain e Parmar (2011), que observaram a
reducdo do grau de inflamacdo em ratos sem a ocorréncia de toxicidade.

Os bioflavondides parecem promover aumento da resisténcia da parede vascular, com
diminuicao da permeabilidade capilar consequente a inibicdo da hialuronidase. Alguns, como
a diosmina e a hesperidina, apresentam também atividade flebotdnica (PITTA et al., 2003). A
suplementacdo com hesperidina atua contra a permeabilidade capilar anormal responsavel por
causar dores, fraqueza e cdibras nas pernas. A suplementacdo com hesperidina também
auxilia na reducdo do edema em membros inferiores (CHEN et al., 2010). O uso na medicina
tradicional, geralmente, é feito de modo combinado com a diosmina. Estudos experimentais
sugerem que a associacdo destas duas substancias potencializa a acdo vasoconstritora da
noradrenalina (PITTA et al., 2003).

Segundo Jovanovic et al. (1994) a hesperidina tem a propriedade de neutralizar o
anion superoxido, o oxigénio singlete e o radical hidroxil, contribuindo significativamente
com o sistema de defesa antioxidante intracelular. Flavondides apresentam propriedades
antioxidantes por diferentes mecanismos: i) agdo scavenger de radicais livres, ii) quelacdo de
fons metalicos, como o ferro e o cobre, que sdo de grande importancia para as
reacbes de iniciacdo radicalares, iii) inibicdo de enzimas responsaveis pela
geracdo de espécies reativas e iv) a facilitacdo do sistema de defesa (BENAVENTE GARCIA
etal., 1997; CHEN et al., 2010).

A disfuncdo endotelial é observada em pacientes com hipertensdo e em modelos
animais de hipertensdo essencial (PANZA et al., 1993). A mais proeminente causa
fisiopatologica da disfuncdo endotelial € a diminuicdo da biodisponibilidade de éxido nitrico
(NO*). A inativacdo do NO* provavelmente resulta da sua interacdo com o anion superoxido
(02*), gerado por sistemas enzimaticos, como a NADPH oxidase e xantina oxidase (CAl,
HARRISON, 2000). De fato, em pacientes com hipertensdo essencial, € observado o aumento
do estresse oxidativo (ZALBA et al., 2000). A glucosil-hesperidina, um derivado
hidrossoltvel da hesperidina, quando ingerida de forma continua, reduziu o estresse oxidativo
por meio da inibicdo da expressdo da NADPH oxidase nos vasos sangiineos, amenizando a

disfuncdo endotelial em ratos com hipertenséo essencial (YAMAMOTO et al., 2008).



29

A isquemia e reperfusdo de um 6rgdo podem gerar ERO, que ativam a liberagdo de
mediadores inflamatorios. O aumento do estresse oxidativo resulta no distdrbio da integridade
das células endoteliais e isso é refletido pelo aumento da permeabilidade e pode gerar
hemorragia renal (CARDEN, 2000).

Pickelmann et al. (1999) demonstraram que a hesperidina, em sua forma comercial,
combinada com a diosmina, reduziu significativamente a infiltracdo de leucocitos apds a
isquemia induzida em camundongos. Posteriormente, Unlii et al. (2003) confirmaram que a
hesperidina combinada com diosmina, reduziu os niveis de H,O,, aumentou a glutationa
reduzida, e também diminuiu a infiltracdo por leucocitos em areas perivasculares no rim, em
ratos expostos a isquemia e, em seguida, a reperfusdo. Considerando tais resultados e que a
AmB causa vasoconstricdo e consequente isquemia (FONTINHA, 2010), pode-se sugerir
como sendo interessante o estudo da hesperidina sobre esse mecanismo de toxicidade da
AmB.

Os resultados obtidos por Unli et al. (2003) indicam que a hesperidina contribui, por
meio do decréscimo do estresse oxidativo, para a protecao renal e contra a injdria gerada pela
isquemia. Tal fato e o envolvimento da AmB na geracdo de radicais livres (SOKOL-
ANDERSON et al.,, 1988; WILSON et al., 1991; BERDICHEVSKI; MANFRO, 2003;
FILLIPIN; SOUZA, 2006) também torna interessante a avaliacdo do efeito da hesperidina e
AmB (isoladamente e associadas) frente a especies reativas do oxigénio e radicais livres.

O estresse oxidativo € reconhecido com um fator presente em muitas doencas
hepaticas (KAPLOWITZ, 2000). Kaur et al., (2006) observaram que a hesperidina é capaz de
atenuar a hepatotoxicidade induzida por lipopolissacarideo por meio da agdo contra 6xido
nitrico e radicais livres derivados do oxigénio o que sugere o potencial hepatoprotetor desta
molécula. Chen et al. (2003) demonstraram que a hesperidina protege significativamente os
hepatdcitos contra a citotoxicidade induzida por oxidacéo através do terc-butil hidroperéxido
(t-BuOOH). Os hepatdcitos tratados com hesperidina foram protegidos contra os radicais
livres por meio da inducdo da expressdo do gene citoprotetor heme-oxigenase (HO-1). Isto
sugere que a hesperidina tem potencial como agente terapéutico no tratamento de disfuncgdes
hepéticas (CHEN et al., 2010), sendo, desta forma, interessante sua associagdo com farmacos
hepatotdxicos, tais como a AmB.

Considerando-se que 0 estresse oxidativo poderia apresentar envolvimento
importante na historia natural da infeccdo fangica, torna-se interessante avaliar: i) a interacéo
antifungico — sistemas oxidativos e ii) a interacdo antifingico — antioxidante. Além disso, é
importante estudar o efeito de produtos naturais a protecdo sobre o dano renal e hepético

decorrentes da administracao de anfotericina B.
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2 JUSTIFICATIVA
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Apesar de ser amplamente divulgado o mecanismo de acdo e a toxicidade da
anfotericina como decorrente da interagdo com membranas biologicas, ainda ha um
mecanismo complementar que corre simultaneamente e em decorréncia do primeiro. Tal
mecanismo refere-se a geracdo de espécies reativas do oxigénio (ERO) e radicais livres (RL)
oriundos da auto-oxidagdo da anfotericina B e da desestabilizagdo metabdlica conseqtiente do
desarranjo da membrana plasmatica.

Da mesma forma que RL e ERO s&o importantes na defesa contra microrganismos, 0s
mesmos podem causar lesdes em um tecido ou células especificos, tais como eritrdcitos,
hepatdcitos ou células renais. A anfotericina em sua auto-oxidacéo pode desencadear, dentre
outros, lipoperoxidacdo das membranas biologicas que, juntamente com a abertura de poros
nas membranas, propagaria a lesao.

Diante do exposto, torna-se interessante investigar o envolvimento direto da AmB e de
produtos naturais que possuem propriedades antioxidantes, tais como a hesperidina e rutina,
com as ERO. Cabe ainda ressaltar a existéncia de poucos trabalhos correlacionando o uso de
produtos naturais para tentar minimizar os danos que a anfotericina causa no organismo.

Desta forma, o presente estudo justifica-se, dada a importancia do uso terapéutico da
anfotericina B em muitos casos de infec¢fes fungicas e também em virtude dos efeitos
toxicos advindos de seu uso, sendo ainda interessante avaliar se a hesperidina ou a rutina
alteram os efeitos toxicos da anfotericina. Para tanto, a fim de esclarecer tais interacdes, sdo
propostos neste projeto, ensaios modelo amplamente utilizados com a finalidade de se estudar
as interacbes de diferentes farmacos e outras moléculas (tais como antibidticos,

antiinflamatdrios e antioxidantes) com radicais livres e espécies oxidantes ndo-radicalares.
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3.1 OBJETIVO GERAL

E objetivo geral deste trabalho a avaliacio dos efeitos da associacdo da hesperidina a

anfotericina em sistemas oxidativos e em modelos de estudo de toxicidade.

3.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

S&o objetivos especificos deste trabalho:

) avaliar as interacdes da AmB com a hesperidina frente a radicais livres e ERO por
meio de sistemas modelo de estudos oxidativos in vitro,

i) avaliar a citotoxicidade destes componentes isoladamente e das associagdes entre
AmB e a hesperidina,

iii)  avaliar o estatus antioxidante de soro de ratos tratados e ndo-tratados com anfotericina
e/ou hesperidina, e, ainda,

Iv) avaliar a hepatotoxicidade e nefrotoxicidade nos ratos tratados e ndo-tratados com
anfotericina e/ou hesperidina determinando-se os niveis de fosfatase alcalina,

transaminases, acido Urico, uréia e creatinina nos soros destes animais.
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41  MATERIAIS

Os reagentes utilizados apresentam pureza analitica e alta qualidade e fornecidos pelas
empresas Sigma e Merck, salvo quando indicado de outra forma.

A anfotericina (disponibilizada pela Pharmanostra®), por ter caracteristica anfotérica,
se dissolve tanto em meio acido como alcalino. Entretanto, ela é insolivel na maioria dos
solventes (FONTINHA, 2010), o que motiva a utilizacdo do dimetilsulfoxido (DMSQO) como
solvente das amostras, pois este € um dos poucos solventes em que a anfotericina é soltvel
(FONTINHA, 2010).

A hesperidina (Sigma-Aldrich®) também foi dissolvida em DMSO, e em todos 0s
testes foram realizados controles utilizando o solvente, para certificar se este ndo causava
interferéncia.

Os equipamentos utilizados para realizar as leituras foram o espectrofotdmetro de
cubetas da PerkinElmer Lambda® 25 UV-VIS e espectrofotdmetro de placas da BioTeck

HQuant®.

4.2 METODOS

[ Hesperidina }{AnfotericinaB]

N
[ Antifangico ] [ In vitro ] [ Ex vivo [ In vivo ]
J
4 N o )
e ABTS™ * Eritrocitos e Artemia salina
e DPPH® [ eHUVEC e Ensaio animal
« HOCI / (ratas)
<0,
e MPO
- /

Fluxograma 1: Delineamento experimental
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4.2.1 Ensaio Antifangico

O ensaio antifangico realizado foi baseado no documento M27-A2 (2002) do CLSI
(Manual Clinical and Laboratory Standards Institute) com modificagcbes. Foram utilizadas
culturas de Candida albicans ATCC 14053, Candida albicans ATCC 64546 e Candida krusei
ATCC 6258, de modo que para cada cultura foi preparado um inéculo em NaCl 0,85%, estéril
e este medido em espectrofotbmetro no comprimento de onda de 530nm. Este inoculo
apresentou absorbancia entre 0,08 e 0,1. Apds definida a suspenséo fungica, foram realizadas
duas diluigdes sucessivas, a primeira de 1:50 seguida de uma dilui¢do de 1:20 da suspenséo-
padrdo com meio liqguido RPMI, que gera uma suspensdo fangica com concentragédo entre 5,0
x 10% a 2,5 x 10° células por mL. Deste preparado, foram pipetados 100 pL do indculo em
cada poco na placa de 96 pocos.

Para preparar as amostras, levou-se em conta o MIC (Concentracao Inibitoria Minima)
da Anfotericina B para a levedura. E a partir deste MIC prepararam-se concentracdes iguais e
inferiores ao MIC. Para a hesperidina, preparou-se 3 concentragcdes (5mg/mL, 2,5mg/mL e
1mg/mL) que foram testadas isoladas e associadas com a Anfotericina B.

Ap0s 24 horas realizou-se o plagueamento das amostras, em que foi feita uma diluicéo
1:20 de cada poco e foi plaqueada por técnica de esgotamento em Agar Sabouraud-Dextrose.

Depois de 24 horas novamente, foi feita a contagem de col6nias na placa.

4.2.2 Avaliagdo in vitro em sistemas oxidativos
4.2.2.1 Acdo scavenger das amostras sobre o radical ABTS™

A acio das amostras frente ao radical ABTS®" (2,2’-Azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-
6°-sulfonic acid) - Sigma-Aldrich®) foi verificada sequndo metodologia descrita por Pellegrini
et al. (1999), com pequenas modificacdes. Os ensaios foram realizados em tampé&o fosfato de
sodio 10mM (pH 7,0) por meio do decréscimo da absorbancia em 734 nm, de acordo com
Vellosa et al. (2007).

4.2.2.2 Acdo scavenger das amostras sobre radical DPPH*

A acdo das amostras sobre radicais livres foi avaliada por meio do decréscimo da
absorbancia em 531nm da solu¢do de DPPH® (2,2 Diphenyl-1-picrylhydrazyl - Sigma-Aldrich)

na concentracdo de 60 LM em etanol absoluto, segundo Soares et al. (1997).
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4.2.2.3 Atividade scavenger das amostras sobre 0 HOCI

As reacdes foram feitas de acordo com Costa et al. (2004), com algumas modificacgdes.
A concentracdo da solugio de HOCI (Acido Hipocloroso) €é determinada
espectrofotometricamente em 295nm. As reacOes foram realizadas em tampéo fosfato de
sodio 50mM, pH 7,4 com incubacdo de 10 minutos das amostras com HOCI (30 uM) e por
mais 5 minutos apos adicdo de TMB (3’,5,5’-Tetramethyl-benzidine - Sigma-Aldrich) na

concentragédo de 2,8 mM. A leitura das absorbancias foi feita em 652nm.

4.2.2.4 Atividade scavenger sobre o anion superdxido

Este ensaio foi realizado de acordo com Kakkar (1984). O anion superoxido reage com
o NBT (Nitro blue tetrazolim - Sigma Chemical®) para formar o croméforo (formazana) cuja

intensidade de cor, medida em 560 nm, € diretamente proporcional a concentracéo do radical.

4.2.2.5 Inibicdo da mieloperoxidase

A cinética de oxidacdo do guaiacol (70 mM) pela MPO humana (EMD Chemicals®)
na concentracdo de 8 nM, H,0, (0,3 mM), foi feita em tampéo fosfato de sédio 50mM, pH
7,4, 37°C. A reacéo foi seguida & 470nm por 1 minuto (KHALIL, 2005). Determinou-se Vo na

auséncia e na presenca das amostras.

4.2.2.6 Acdo sobre eritrocitos

O ensaio foi realizado segundo Vellosa (2008) com modificagdes. O sangue total foi
coletado de pessoas higidas e centrifugado a 1500 rpm por 10 minutos, em que o soro foi
retirado das hemacias e estas lavadas utilizando uma solucdo de tampédo Fosfato de sddio
10mM/NaCl 150mM. Apds, preparou-se uma suspensao de eritrocitos 5%, a hemdlise foi
determinada na presenca das amostras e auséncia de radical livre. Também foram avaliadas as
acbes dos compostos (anfotericina e hesperidina) na presenca de 2'-azo-bis (2-
amidinopropane) dihydrochloride (AAPH - Sigma-Aldrich®) 50 mM, em suspensdo de
eritrocitos 5%. Estas amostras foram incubadas por 5 horas a 37°C. Apds este tempo, foram
centrifugadas (10 minutos- 2500 rpm) e o sobrenadante teve a absorbancia lida em 414 nm.
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Aprovado no Comité de Etica da Universidade Estadual de Ponta Grossa sob o niimero
190.375.

4.2.3 Ensaio utilizando linhagem celular
4.2.3.1 Células endoteliais HUVEC (ATCC® CRL-2873™)

As células HUVEC (células endoteliais de veia umbilical humana), gentilmente
cedidas pela Profa. Dra. Ddlcinéia Saes Parra Abdalla da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Sdo Paulo — USP, foram mantidas em meio RPMI (RPMI Medium 1640 —
Sigma) suplementado com 10% de soro fetal bovino, 1% de solugcdo de
antibioticos/antimicoticos (Sigma), 1% de L-glutamina 200mM, 2g de bicarbonato de sodio e
4,689 de HEPES, e mantidas em estufa de 5% CO, a temperatura de 37°C. Para utilizacéo, as
garrafas de cultura celular de 75cm?®, foram tripsinizadas com 2mL de Tripsina 1x (Sigma) por
5min, em seguida, foi adicionado 4mL de meio RPMI completo. As células foram
centrifugadas a 200 x g por 10min & temperatura ambiente. O sobrenadante foi descartado e o
sedimento celular foi lavado com PBS pH 7,4 e centrifugado nas mesmas condi¢fes acima. O
sobrenadante foi descartado e as células foram ressuspendidas em 1mL de PBS pH 7,4, e
entdo diluidas na proporc¢édo de 1:10 em azul de Trypan 0,04% para a contagem em camara de
Neubauer, onde também se analisou a viabilidade celular, e o volume final foi acertado para a

concentracdo desejada.

4.2.3.2 Avaliacdo da citotoxicidade — Método MTT

Para o ensaio de citotoxicidade, utilizou-se 0 método baseado na capacidade que as
células viaveis tém em clivar o anel tetrazdlico presente no MTT (brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazolio) pela acdo de enzimas desidrogenases contidas na
mitocondria ativa, formando cristais de formazana (MOSMANN, 1983).

A uma placa de microtitulacdo de 96 cavidades de fundo plano (Corning, Inc.) foram
distribuidos 200uL de uma suspensdo & 5x10° céls HUVEC (células aderentes)/mL, dispersas
em meio de cultura completo apropriado (RPMI-1640-C) (C = completo - contendo soro fetal
bovino e mix de antibidticos e antimicdticos) por cavidade. A placa foi incubada por 24h, a
37°C, em estufa sob tensdo constante de 5% de CO, (Forma Scientific, EUA).

O sobrenadante das células aderentes foi vertido e 0s compostos em varias

concentragdes foram adicionados. O controle negativo foi constituido somente de meio de
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cultura completo apropriado adicionado a placa, equivalendo a 100% de viabilidade celular. A
placa foi novamente incubada em estufa por 24h, a 37°C e 5% de CO,. Apds esta incubacao, o
sobrenadante das células aderentes foi descartado e foi adicionado aos orificios da placa
100uL de uma solucdo de MTT (Sigma) a Img/mL em meio apropriado incompleto, ou seja,
sem soro fetal e a placa foi, entdo, incubada por 3h nas mesmas condicdes de incubacdo
anteriores.

Os sobrenadantes de cultura foram, entéo, descartados e adicionou-se a cada cavidade
100uL de alcool isopropilico (Mallinckrodt Chemical) para solubilizar os cristais de
formazana formados. A leitura da densidade Otica (absorbancia) foi determinada em
espectrofotdmetro (Multiskan Ascent, Labsystems) em UV/visivel, a 540nm, com filtro de
referéncia de 620nm. A viabilidade celular foi calculada em porcentagem, considerando-se o
controle negativo como 100% de viabilidade.

Ambos os ensaios foram realizados em triplicata e em trés ensaios independentes.

4.2.4 Estudos de toxicidade
4.2.4.1 Artemia salina

Atualmente, tem-se observado uma tendéncia a busca pela substituicdo de animais em
laboratdrio por técnicas toxicoldgicas alternativas que reduzam o custo dos experimentos e 0
sofrimento animal. Tais testes podem ser empregados a fim de reduzir 0 numero de animais
utilizados, reduzir a dor e o estresse e, até mesmo, substituir a experimentacdo animal por
completo (PARRA et al., 2001).

Desta forma, preliminarmente, foi feito ensaio de triagem, por meio do estudo com
Artemia salina baseado na técnica descrita por Meyer et al. (1982), no qual definir-se-a a
concentracdo letal para 50% das larvas (CLsp). Este teste € de grande importancia, pois como
descrito por Parra et al. (2001), a CLso é pardmetro importante para a definicdo das doses a
serem utilizadas em ensaios com ratos (PARRA, 2001).

Para o teste com Artemia salina, utilizou-se 100 mg de ovos do microcrustaceo em
4gua salinizada na proporcdo de 38g de sal marinho (Red Sea®) por litro. A temperatura foi
mantida entre 28 a 30°C, pH entre 8 e 9 e iluminacéo artificial. O estado de saturagdo de
oxigénio foi atingido com auxilio de uma bomba. Apos 48 horas, as larvas atingem o estagio
de metanauplio do microcrustaceo, que é mais sensivel ao tratamento, em que elas ndo sédo

alimentadas. O bioensaio com Artemia salina consistiu em distribuir 10 larvas (n=10) em
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cada tubo de ensaio com 5 mL da solugéo salina nas concentrac6es graduais de 25, 50, 100,
150, 250, 500, 750 e 1000ug/mL de hesperidina e anfotericina B avaliadas separadamente. No
controle negativo ndo foi adicionada nenhuma substéncia e o dicromato de potassio a 0,1%
nas mesmas concentrages acima foi utilizada como controle positivo. Ap6s 24h e 48h as
larvas vivas foram contadas e a CLsg foi estimada pelo método estatistico de Probits e analise

de regressao.

4.2.4.2 Avaliagéo da nefrotoxicidade e hepatotoxicidade

Neste estudo foram avaliados os efeitos renais e hepaticos da anfotericina e da
hesperidina, utilizando 35 ratas (Rattus Norvergicus albinus Wistar) com 90 dias de idade,
pesando em média 200-250 gramas. O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica Animal
(COBEA) da Universidade Estadual de Ponta Grossa, sob o numero 13926/2012. A
manipulacdo dos animais seguiu-se um protocolo de acordo com as recomendacbes do
SBCAL (Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratdrio).

Na primeira etapa foi induzido um dano renal com anfotericina B (3mg/kg/dia) para
numa segunda etapa avaliar os efeitos da hesperidina nas doses de 50, 100 e 200mg/kg/dia. Os
parametros renais e hepaticos da anfotericina B e da hesperidina foram avaliados por meio da
determinacdo laboratorial de fosfatase alcalina, transaminases hepaticas (AST e ALT), acido
drico, uréia e creatinina. Também foram avaliados todos os pardmetros hematoldgicos.

As doses das amostras testadas foram escolhidas com base em artigos que tenham
previamente testado tais produtos, ou similares, em ratos ou outros roedores tais como
Pradeep et al., (2008) e Jain et al. (2011). Pradeep et al. (2008) e Jain et al.(2011) utilizaram
salina (NaCl 0,9%) como veiculo para administragdo via oral da hesperidina. Baseando-se
nestes trabalhos, realizamos o ensaio dividindo-se em grupos:

G1) animais tratados por via oral (v.0) durante 5 dias somente com o veiculo (salina 0,9%);
G2) animais tratados via i.v com anfotericina B 3mg/kg/dia e v.0. com hesperidina
50mg/kg/dia durante 5 dias;

G3) animais tratados via i.v com anfotericina B 3mg/kg/dia e v.0. com hesperidina
100mg/kg/dia durante 5 dias;

G4) animais tratados via i.v com anfotericina B 3mg/kg/dia e v.0. com hesperidina
200mg/kg/dia durante 5 dias;

G5) animais tratados via i.v com anfotericina B 3mg/kg/dia durante 5 dias;

G6) animais tratados v.o com hesperidina 200mg/kg/dia durante 5 dias.
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No sexto dia os animais foram anestesiados para coleta de sangue (puncéo cardiaca)
para analise dos parametros biogquimicos. Para isso, foi utilizado como anestésico uma mistura
contendo quetamina (90 mg/kg) e xilazina (15 m/kg), injetados via intraperitoneal. Apds 0s
animais foram sacrificados por decaptacdo. Apos o sacrificio foram retirados 0s rins e 0
figado para anélises histoldgicas.

4.2.4.2.1 Determinagéo da capacidade antioxidante do soro

O sistema antioxidante de defesa do ser humano compreende muitos componentes
(ZARAGOZA et al., 2000) e desta forma, a deficiéncia de um destes componentes pode
provocar reducdo no estatus antioxidante global do individuo. Tal situacdo pode estar
implicada em muitas doengas, tais como cancer e doencas cardiovasculares (HU et al., 2000).
A capacidade antioxidante total sérica foi determinada conforme procedimento descrito no
item 4.2.2.1 (ABTS™), utilizando o soro diluido 1:30, conforme padronizagdo em nosso

laboratorio.

4.3  ANALISE ESTATISTICA

Todas as analises foram realizadas em triplicata e os resultados séo apresentados como
Média + DP. Foram realizadas as andlises de variancia (ANOVA) considerando-se p<0,05,
pelo teste de uma via de Tukey, e o grafico construido utilizando o programa OriginPro 8.

Para a analise dos resultados no teste de avaliagho da nefrotoxicidade e
hepatotoxicidade, foi utilizado o programa Prisma® para a confeccdo dos gréficos e em todos
foram aplicados ANOVA de uma via seguida por Dunett, em que se comparam todos 0s
resultados com o controle. Para representar a diferenca estatistica foi utilizada a seguinte
simbologia *p<0,05, ** p<0,01 e *** p<0,001.
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RESULTADOS E DISCUSSAO
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5.1  Ensaio Antifungico

A leitura dos resultados (ensaio em triplicata) foi realizada apos 24 horas de
incubacdo, visto que, para a maioria dos isolados, a diferenca entre leitura apds 24 horas ou 48
horas € minima e ndo altera a categoria de interpretacdo (CLSI, 2002). Os resultados foram
dispostos através dos resultados qualitativos de analise de turbidez, Concentracdo Inibitoria
Minima (MIC) e UFC/mL.

Na Tabela 1 sdo apresentados os dados do estudo qualitativo sobre a turvacgao de 24h
das espécies Candida albicans ATCC 14053, Candida albicans ATCC 64546 e Candida
krusei ATCC 6258. Em relacdo a Candida albicans ATCC14053 e ATCC64546 a
anfotericina B associada a hesperidina teve uma acdo bem melhor do que isolada, apesar de a
hesperidina ndo ter apresentado agdo antifungica nas concentragdes testadas. O mesmo ndo foi
observado para a cepa de Candida Krusei sendo que as amostras ndo apresentaram agéo o que
indica a necessidade de se testar concentracGes maiores do que as utilizadas neste estudo.

A Concentracdo Inibitéria Minima (MIC) encontrada da anfotericina B para Candida
albicans ATCC 14053 e Candida albicans ATCC 64546 foi de 0,025ug/mL. Entretanto no
estudo de Khan e Owais (2006) encontrou-se um MIC de 0,25mg/L (0,25ug/mL), ou seja,
uma concentracao dez vezes maior. Segundo Karlowski et al. (2006) o MIC para anfotericina
B testado em Candida albicans foi 0,5mg/L ou 0,5 pg/mL. As diferencas entre os resultados
obtidos nos diferentes estudos poderia ser explicada em fungdo de particularidades
relacionadas as cepas do microrganismo estudado e a manutengdo dos mesmos em laboratorio
ou ainda, pela solubilidade das preparac6es de anfotericina testadas nos estudos.

Quando a Anfotericina B (0,0063ug/mL) foi associada com a hesperidina (125ug/mL)
0 MIC diminuiu para 0,0063ug/mL (Tabela 2), demonstrando que a associagdo com um
produto natural, que ndo possui acdo antifungica, € capaz de aumentar a efetividade da AmB.
Khalil et al. (2012) j& haviam demonstrado que a associacdo de uma substancia com
propriedades antioxidantes (&cido ascorbico) a um composto antifungico (curcumina)
favorece a acdo do mesmo de forma sinérgica.

Finalmente, na Tabela 4, apresentam-se 0s resultados quantitativos expressos em
UFC/mL, em que com isto pode-se perceber como a hesperidina melhorou a agdo da
anfotericina B, afirmando os resultados expressos nas demais tabelas. A AmB na
concentracdo de 0,0125pg/mL obteve 7,38 . 10°UFC/mL e quando associado com a
hesperidina (125ug/mL) ndo houve o crescimento de nenhuma coldnia na placa, e mesmo
com as outras concentragdes de hesperidina (62,5 e 25 pg/mL) o crescimento de coldnias
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baixou para 9,5 . 10° e 1,23 . 10°UFC/mL respectivamente. O mesmo ocorreu com as outras

concentragdes testadas, demonstrando um sinergismo entre a AmB com hesperidina.



6258 com contagem de coldnias em Agar Sabouraud-Dextrose apds 24horas do plagueamento

Amostra Candida albicans ATCC 14053 | Candida albicans ATCC 64546 Candida krusei ATCC 6258
Anfotericina 0,025 pg/mL Sem turvacdo Sem turvacgdo Turvo
Anfotericina 0,0125 pg/mL Turvo Pouco turvo Turvo
Anfotericina 0,0063 pg/mL Turvo Turvo Turvo
Anfotericina 0,0031 pg/mL Turvo Turvo Turvo
Anfotericina 0,0016 pg/mL Turvo Turvo Turvo
Anfotericina 0,0008 pg/mL Turvo Turvo Turvo
Hesperidina 125pg/mL Turvo Turvo Turvo
Hesperidina 62,5ug/mL Turvo Turvo Turvo
Hesperidina 25ug/Ml Turvo Turvo Turvo
Anfo 0,025ug/mL + Hesp 125ug/mL Sem turvacdo Sem turvacdo Turvo
Anfo 0,025pg/mL + Hesp 62,5ug/mL Sem turvacdo Sem turvacdo Turvo
Anfo 0,025pg/mL + Hesp 25pug/mL Sem turvacdo Sem turvacdo Turvo
Anfo 0,0125ug/mL + Hesp 125ug/mL Sem turvacdo Sem turvacgdo Turvo
Anfo 0,0125pug/mL + Hesp 62,5pg/mL Pouquissima turvagdo Sem turvacdo Turvo
Anfo 0,0125pug/mL + Hesp 25ug/mL Pouquissima turvacéo Pouquissima turvacéo Turvo
Anfo 0,0063pg/mL + Hesp 125ug/mL Sem turvacdo Sem turvacdo Turvo
Anfo 0,0063ug/mL + Hesp 62,5ug/mL Pouquissima turvacéo Pouquissima turvacéo Turvo
Anfo 0,0063ug/mL + Hesp 25ug/mL Pouquissima turvacéo Pouquissima turvacéo Turvo
Anfo 0,0031pg/mL + Hesp 125ug/mL Pouquissima turvagédo Pouquissima turvagdo Turvo
Anfo 0,0031pg/mL + Hesp 62,5ug/mL Pouco turvo Pouquissima turvacéo Turvo
Anfo 0,0031pg/mL + Hesp 25pg/mL Turvo Turvo Turvo
Anfo 0,0016ug/mL + Hesp 125ug/mL Pouquissima turvacéo Turvo Turvo
Anfo 0,0016pg/mL + Hesp 62,5pg/mL Pouco turvo Turvo Turvo
Anfo 0,0016pg/mL + Hesp 25pg/mL Turvo Turvo Turvo
Anfo 0,0008ug/mL + Hesp 125ug/mL Pouquissima turvacéo Turvo Turvo
Anfo 0,0008ug/mL + Hesp 62,5pg/mL Turvo Turvo Turvo
Anfo 0,0008ug/mL + Hesp 25ug/mL Turvo Turvo Turvo
Controle Positivo Turvo Turvo Turvo
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Tabela 1 - Avaliacdo do crescimento em cultivo de 24horas em placa de 96 pocos com meio RPMI de C. albicans ATCC 14053, C. albicans ATCC 64546 e C. krusei ATCC
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Tabela 2 - Concentracdo Inibitéria Minima (MIC) da Anfotericina B e hesperidina, isoladas e associadas, para

Candida albicans ATCC 14053 e Candida albicans ATCC 64546

MIC (ug/mL)
Compostos Candida albicans Candida albicans
(ng/mL) ATCC 14053 ATCC 64546
Anfotericina 0,025 0,025
Hesperidina > 125 > 125
Anfo + Hesp (125) 0,0063 0,0063
Anfo + Hesp (62,5) 0,025 0,0125
Anfo + Hespe (25) 0,025 0,025

Tabela 3 - Quantidade de coldnias observadas para anfotericina B e hesperidina, isoladas e associadas, para

Candida albicans ATCC 14053

Compostos Contagem de colbnias

(Mg/mL) (UFC/mL)
Anfotericina (0,025) 1,34 . 10°
Anfotericina (0,0125) 7,38.10°
Anfotericina (0,0063) 7,75 . 10°
Anfotericina (0,0031) >8,5.10°
Anfotericina (0,0016) >8,5.10°
Anfotericina (0,0006) >8,5.10°
Hesperidina >8,5.10°
Anfo(0,025) + Hesp (125) 0
Anfo(0,025) + Hesp (62,5) 6,5.10°
Anfo(0,025) + Hesp (25) 74 .10°
Anfo(0,0125) + Hesp (125) 0
Anfo(0,0125) + Hesp (62,5) 95.10°
Anfo(0,0125) + Hesp (25) 1,23.10°
Anfo(0,0063) + Hesp (125) 1,09 . 10°
Anfo(0,0063) + Hesp (62,5) 2,37 .10°
Anfo(0,0063) + Hesp (25) 4,06 . 10°
Anfo(0,0031) + Hesp (125) 1,05 . 10°
Anfo(0,0031) + Hesp (62,5) 3,9.10°
Anfo(0,0031) + Hesp (25) 7,72.10°
Anfo(0,0016) + Hesp (125) 1,61.10°
Anfo(0,0016) + Hesp (62,5) 3,45.10°
Anfo(0,0016) + Hesp (25) 7,84.10°
Anfo(0,0008) + Hesp (125) 4,58 . 10°
Anfo(0,0008) + Hesp (62,5) >8,5.10°
Anfo(0,0008) + Hesp (25) >85.10°

Controle positivo >8,5.10°
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5.2 Avaliacdo in vitro em sistemas oxidativos

5.2.1 Acdo scavenger das amostras sobre o radical ABTS™

O ensaio foi realizado em triplicata, sendo que foi possivel observar que a atividade da
hesperidina (ICsp= 0,0044mg/mL) foi maior que a da anfotericina (1Cs,=0,0124mg/mL,
Gréafico 1 e Tabela 4), em que as duas substancias obtiveram uma boa acdo na captura do
radical ABTS™.

—m— Anfotericina B
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Gréfico 1 - Acdo scavenger da anfotericina B e hesperidina sobre o radical ABTS™, em tamp&o fosfato de sodio
10mM, pH 7,0

Tabela 4 - Acéo scavenger da anfotericina e hesperidina sobre o radical ABTS™
Concentracdo | Anfotericina B Hesperidina
(mg/mL) | Média | +DP | Média | *DP
0,00001 0,6434 0,0140 0,6503 0,0110
0,00005 0,6117 0,0507 0,65 0,0076
0,0001 0,6423 0,0042 0,6337 0,0012
0,0005 0,6313 0,0015 0,599 0,0061

0,001 0,5987 0,0479 0,5707 0,0025
0,005 0,5093 0,0214 0,3153 0,0346
0,02 0,173 0,0061 0,0107 0,0078

0,05 0 0 0,0193 0,0104
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Quando foram associadas diferentes concentracdes de hesperidina com diferentes
concentragOes de anfotericina B também se pode notar que as duas substancias em conjunto
foram capazes de capturar o radical ABTS™ mais eficientemente, diminuindo a ICsy das
substancias (Grafico 2 e Tabela 5). A anfotericina associada a hesperidina 0,005mg/mL,
0,001mg/mL e  0,0005mg/mL apresentou 1Cs; de 0,0003mg/mL, 0,0074mg/mL e
0,0083mg/mL, respectivamente. Isto demonstra que a presenca do produto natural melhora a
acao na captura de radicais livres do antifungico. Essa acdo em que a AmB associada a um
antioxidante poderia ter sua atividade favorecida ja havia sido proposta por Lamy-Freund et
al. (1985). Desta forma, pode-se sugerir que a associacdo da anfotericina com um produto
natural, obtendo uma boa acdo antioxidante, diminuiria os efeitos nocivos da anfotericina
relacionados a radicais livres (OSAKA et al., 1997B).
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Gréfico 2 - Agdo scavenger sobre o radical ABTS™: hesperidina associada com anfotericina B em diferentes
concentragdes, em tampédo fosfato de sédio 10mM, pH 7,0.

Tabela 5 - Acdo scavenger sobre o radical ABTS™: hesperidina associada com anfotericina B em diferentes

concentragdes
conc. Hesperidina Hesperidina Hesperidina Hesperidina
Anfo. Omg/mL 0,005mg/mL 0,001pg/mL 0,0005mg/mL
(mg/mL) | Média | tDP | Média | +DP | Média | *DP |Média| *DP

0,001 0,5987 10,0479 0,203 0,0177 0,556 0,01 05586 0,008
0,005 0,5093 0,0214 0,1483 10,0110 0,4197 0,0236 0,432 0,0191
0,01 0,173 00061 0,073 0,0118 0,2927 0,0226 0,31 0,0223
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5.2.2 Acdo scavenger das amostras sobre radical DPPH*

Neste ensaio, anfotericina B e hesperidina praticamente ndo apresentaram acao sobre o

radical DPPH® (Gréafico 3, Tabela 6).

—m— Anfotericina B

06 Sé —O— Hesperidina
| ®T=8=—0—0
\I\
05  @
0.4
E -
@° 0.3
0.2
0.14
0.0 T T T T T T T T T T T
0.00 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05
Conoentraggo ( ngfiml)

Grafico 3 - Acdo scavenger da anfotericina B e hesperidina sobre o radical DPPH® (60uM), em etanol absoluto

Tabela 6 - Acdo scavenger da anfotericina B e hesperidina sobre o radical DPPH*
Concentracéo | Anfotericina B Hesperidina
(mg/mL) | Média | +DP | Média | +DP
0,00001 0,576  0,0105 0,578 0,007
0,00005 0,5793 0,0125 0,578 0,0044
0,0001 0,5733 0,0159 0,5757 0,0086
0,0005 0,5717 0,0051 0,5743 0,0091

0,001 0,576 0,0104 10,5713 0,0081
0,005 0,554 0,0147 0,566 0,0165
0,01 X X 0,564 0,0118
0,02 0,5253 0,0067 0,5523 0,0117
0,05 0,486 0,0042 0,4893 0,0125

Como obtido a partir da Tabela 6, as inibicdes maximas nas doses testadas pelas
amostras frente ao DPPH® foram alcangadas na concentracdo de 0,05 mg/mL sendo que a
hesperidina e anfotericina alcancaram 22% de inibicdo. Com 0,02 mg/mL, anfotericina e

hesperidina promoveram respectivamente 15,8% e 11,5% de inibig&o. Jain e Parmar (2011)
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em seus estudos ja haviam demonstrado que a hesperidina ndo possuia a¢do na captura do
radical DPPH".

A anfotericina 0,02 mg/mL quando associada a hesperidina (Grafico 4, Tabela 7)
alcancou 10%, 5% e 4% de inibicdo estando a hesperidina nas concentracdes 0,05, 0,02 e
0,01mg/mL,

hesperidina ndo apresentaram o mesmo potencial individual.

respectivamente, indicando que, quando associadas, anfotericina e/ou
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Gréfico 4 - Acdo scavenger sobre o radical DPPH* (60uM): hesperidina associada com anfotericina B em
diferentes concentracdes

Tabela 7 - Acdo scavenger sobre o radical DPPH* hesperidina associada com anfotericina B em diferentes

concentragdes
conc. Hesperidina Hesperidina Hesperidina Hesperidina
Anfo. Omg/mL 0,05mg/mL 0,02mg/mL 0,01mg/mL
(mg/mL) | Média | +DP | Média | +DP | Média | +DP | Média | +DP
0,001 0,576 0,0104 0,623 0,0072 0,655 0,0045 0,674 0,0118
0,005 0,554 0,0147 0,631 0,0081 0,663 0,0066 0,659 0,0093
0,02 0,5253 0,0067 0,594 0,003 0,6257 0,0065 0,6293 0,0071

5.2.3 Atividade scavenger das amostras sobre o HOCI

Neste ensaio, tanto a anfotericina quanto a hesperidina apresentaram agéo na captura
do HOCI apresentando ICsp de 0,0056mg/mL e 0,0109mg/mL, respectivamente (Gréafico 5,

Tabela 8).
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Porém pode-se notar que a anfotericina apresentou melhor acdo que a hesperidina,
podendo isso ser explicado pela propria estrutura da anfotericina (sete ligacGes duplas
conjugadas), em que esta pode ter uma acdo antioxidante (OSAKA et al., 1997B).

Pode-se comparar essa boa acdo da hesperidina, com a agéo das frutas citricas em que
a hesperidina esta presente. No estudo de Ramful et al. (2010) para a laranja foi encontrada
ICs0 de 3,98mg/mL e para o lim&o ICsy de 10,70mg/mL, valores que quando comparados ao
produto natural isolado sdo relativamente ruins, mas que podem ser explicados pelo
processamento da fruta, conservacgéo ou ainda pela presenca de outros constituintes da mistura

que podem interferir na acéo final.
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Grafico 5 - Acédo scavenger da anfotericina B e hesperidina sobre o HOCI

Tabela 8 - Acdo scavenger da anfotericina B e hesperidina sobre o HOCI
Concentragdo | Anfotericina B Hesperidina
(mg/mL) Media +DP Media | *DP
0,0002 0,4212 0,0120 0,4822 0,0078
0,0004 0,4657 0,0170 0,5067 0,0042

0,002 0,4135 0,0021 0,417 0,0190
0,004 0,3145 0,0064 0,3777 0

0,02 0,1085 0,0332  0,1415 0,0035
0,04 0,0093 0,002 0,0533 0,0014
0,06 0,0612 0,0050 0,0392 0,0219

Na associacdo entre a hesperidina e a anfotericina (Gréfico 6, Tabela 9), frente a
hesperidina 0,004mg/mL e 0,002mg/mL a AmB apresentou valores de 1Csq de 0,0023mg/mL
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e 0,0043mg/mL, respectivamente, aumentando a acdo antioxidante da anfotericina em

relagdo a substancia isolada (ICsp = 0,0056mg/mL).
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Gréafico 6 - Acdo scavenger sobre o HOCI: hesperidina associada com anfotericina B em diferentes
concentragdes

Tabela 9 - Acédo scavenger sobre 0 HOCI: hesperidina associada com anfotericina B em diferentes concentracdes

Concentragio| Hesperidina Hesperidina Hesperidina
Anfotericina Omg/mL 0,002mg/mL 0,04mg/mL
(mg/mL) Media | +DP | Média | *DP Media | +DP
0,002 0,4135 0,0021 0,4243 0,0530 0,3713 0,003
0,004 0,3145 0,0064 0,432 0,0297 0,364 0,0014
0,02 0,1085 0,0332 0,3557 0,0141 0,2997 0,0014
0,04 0,0093 0,002 0,2853 0,0239 0,064 0
0,06 0,0612 0,0050 0,0447 0,0355 0,0192 0,0021

5.2.4 Atividade scavenger sobre 0 anion superoxido

As inibicbes maximas pelas amostras frente ao anion superoxido foram alcancadas na
concentracédo de 0,167mg/mL sendo que a hesperidina alcangou 25,7% (Tabela 10). Na acéo
sobre 0 anion superdxido, as duas substancias testadas isoladamente ou associadas ndo
apresentaram uma atividade consideravel, discordando de Jovanovic et al. (1994), em que

afirmaram que a hesperidina teria a propriedade de neutralizar o anion superéxido.
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Gréfico 7 - Agdo scavenger da anfotericina B e hesperidina sobre o anion superéxido

Tabela 10 - Acédo scavenger da anfotericina B e hesperidina sobre 0 anion superoxido
Concentraggo |_Anfotericina B Hesperidina
(mg/mL) Média | +DP | Média | *DP
0,333 0,3307 0,0200 0,3563 0,0159
0,167 0,3093 0,0120 0,3313 0,0085
0,083 0,3593 0,0141 0,3633 0,0092
0,067 0,3157 0,0066 0,3372 0,0021
0 0,4460 0,0148 0,4460 0,0148

A anfotericina, na maior concentracédo testada, alcancou inibicdes de 26% na auséncia
de hesperidina (tabela 10) e 36,3% (tabela 11) quando associada & mesma, indicando que,

quando associadas, apresentam acao scavenger de radical superéxido aprimorada.
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Gréafico 8 - Acdo scavenger sobre o anion superédxido: hesperidina associada com anfotericina B em diferentes

concentragdes

Tabela 11 - Acédo scavenger sobre 0 anion superdxido: hesperidina associada com anfotericina B em diferentes

concentragdes

Concentragio| Hesperidina Hesperidina
Anfotericina Omg/mL 0,167mg/mL
(mg/mL) Media | +tDP | Média | *DP
0,333 0,3307 0,0200 0,285 0,0050
0,167 0,3093 0,0120 0,2843 0,0154
0,083 0,3593 0,0141 0,307 0,0072
0 0,4460 0,0148 0,4460 0,0148

5.2.5 Inibicdo da mieloperoxidase

De acordo com os resultados apresentados no Grafico 9 e Tabela 12, a anfotericina

ndo é bom agente inibidor da mieloperoxidase a medida que promoveu pequena redugdo nos

valores de vo. Além disso, a hesperidina ndo foi capaz de promover reducdo nos valores de

velocidade de reacdo. Este dado € importante na medida em que tal enzima participa na

resposta a microrganismos, catalisando a producdo de HOCI e em algumas situagOes

exacerbando a resposta inflamatoria e favorecendo o estresse oxidativo.
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Grafico 9 - Inibicao da cinética da MPO/H,0,/Guaiacol pelas amostras anfotericina B e hesperidina

Tabela 12 - Inibicdo da cinética da MPO/H,0,/Guaiacol pelas amostras anfotericina B e hesperidina

Concentragso |_Anfotericina B Hesperidina
(mg/mL) Média| +DP | Média| =DP
0,05 0,0275 0,0007 0,0285 0,0007
0,02 0,0275 0,0021 0,028 0,0014
0,005 0,0265 0,0007 0,028 0,0028
0 0,0305 0,0035 0,0305 0,0035

Como pode ser observado na Tabela 13, a hesperidina quando associada a AmB nao
foi capaz de alterar significativamente a agdo desta ultima frente & MPO, mesmo quando

elevou-se a concentracéo da primeira.

Tabela 13 - Inibicdo da cinética da MPO/H,0,/Guaiacol, associando a anfotericina B com hesperidina

Hesperidina AmB 0,02 mg/mL
(mg/mL) Média \ +DP
0 0,0275 0,0021
0,005 0,027 0,0014
0,002 0,0285 0,0007

0,05 0,02 0,0071
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5.2.6 Acdo sobre os eritrocitos

Na Tabela 14 e Grafico 11, pode-se perceber que a hesperidina ndo apresentou acéo
hemolitica com o passar do tempo. Entretanto, a anfotericina mostrou-se um forte agente
hemolitico com acdo concentracdo-dependente e tempo-dependente (Gréfico 10),
confirmando a pesquisa de Brajtburg et al. (1985) em que a anfotericina, mesmo em pequenas
concentracgdes € capaz de causar lise.

Acredita-se que isso se deve a auto-oxidacdo da AmB, em que origina diferentes
formas de espécies reativas oxidativas e estas, por serem toxicas para a célula seriam
responsaveis pela hemdlise (BRAJTBURG et al.,1985).

Estes resultados estdo de acordo com o estudo de Khan e Owais (2006) que utilizaram
varias formulacdes de anfotericina e chegaram a conclusdo que a anfotericina deoxicolato

apresenta maior hemolise induzida em eritrocitos humanos de uma maneira dose-dependente.
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Grafico 10 - Acao hemolitica da anfotericina B em funcgdo do tempo
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Gréfico 11 - Efeito da hesperidina sobre eritrécitos em fungéo do tempo

Quando se adicionou o oxidante (APPH) (Tabela 15) elevou-se a lise dos eritrocitos de
modo tempo-dependente sendo que ao se adicionar a hesperidina, a hemélise promovida pelo
radical AAPH foi reduzida de forma concentracdo dependente. Por outro lado, quando a
hesperidina foi associada a Anfotericina B, a hemolise foi exacerbada seja na auséncia do
radical (Tabela 14) ou na presenga do mesmo (Tabela 15).

A hemolise intensificada na presenca de AmB e AAPH indica um possivel
envolvimento de radicais livres no dano as membranas de tal forma que a interagdo entre estes
dois poderia gerar um novo produto radicalar. Além disso, a associacdo da hesperidina
mostrou potencial citotoxico exacerbado a medida que potencializou o dano que a AmB
promoveu isoladamente na auséncia e na presenca do radical livre. Considerando que, em
nossos ensaios quimicos de interacdo com modelos oxidativos, a hesperidina ndo demonstrou
grande potencial antioxidante, pode ser esperado baixa atuacdo frente aos radicais gerados

pela AmB.



Tabela 14 - Acéo sobre os eritrocitos sem AAPH durante 5 horas de incubagéo a 37°C

1 hora 2 horas 3 horas 4 horas 5 horas
Concentracao das amostras
(mg/mL) Média +DP Média +DP Média +DP Média +DP Média +DP
0 0,0733 0,0065 0,055 0,0028 0,087 0,0102 0,0965 0,0021 0,086  0,0085
Anfotericina B 0,002 0,105 0,0120 0,1145 0,0151 0,1992 0,0206 0,3102 0,0361 0,366  0,0742
Hesperidina 0,02 0,102 0,0111 0,0915 0,0064 0,1327 0,0098 0,1513 0,0220  0,1425 0,0162
Hesperidina 0,01 0,0723 0,0115 0,1055 0,0021 0,129 0,0168 0,1425 0,0064 0,1385 0,0078
Hesperidina 0,005 0,0825 0,0050 0,088 0,004 0,126 0,007 0,1375 0,0304 0,141  0,0191
Hesperidina 0,002 0,085 0,0096 0,099 0,0028 0,0985 0,0035 0,0945 0,0050 0,133  0,0212
Anfo.(0,002)+Hesp.(0,02) 0,1405 0,0035 0,501 0,0071 0,7245 0,0813 0,8205 0,1124 0,996 0
Anfo.(0,002)+Hesp.(0,01) 0,1195 0,00495 0,4035 0,0021 1,18 0,1527 1,17 0,5502 1,2815 0,1195
Anfo.(0,002)+Hesp.(0,005)  0,1375 0,0113 0,335 0,0177 0,7142 0,0605 1,0695 0,1344 16125 0,2687
Anfo.(0,002)+Hesp.(0,002) 0,14 0,0066 0,3737 0,0948 0,897 0,2151 1,579 0,1332 1,605 0,0679
Tabela 15 - Acdo sobre os eritrocitos com AAPH durante 5 horas de incubagdo a 37°C
1 hora 2 horas 3 horas 4 horas 5 horas
Concentracéo das
amostras (mg/mL) Média +DP Media +DP Media +DP Média +DP Media +DP
0 0,074 0,004 0,242 0,0057 0,529 0,0212 0,84 0,0474 1,226 0,0297
Anfotericina B 0,002 0,116 0 0,3855 0,0120 0,822 0,0481 1,2765 0,0092 1,98 0,0071
Hesperidina 0,02 0,0957 0,0129 0,1257 0,0093 0,168 0,0014 0,2247 0,0080 0,421 0,0042
Hesperidina 0,01 0,122 0,0028 0,1465 0,0078 0,2365 0,0488 0,49 0,0156 0,8693 0,0523
Hesperidina 0,005 0,1 0,0028 0,165 0,0085 0,4185 0,0035 0,5453 0,0204 0,9605 0,0007
Hesperidina 0,002 0,114 0,0014 0,231 0,0212 0,52 0,0014 0,677 0,0028 1,0835 0,0643
Anfo.(0,002)+Hesp.(0,02)  0,1165 0,0092 0,267 0,0156 0,866 0,0127 0,986 0,0156 1,429 0,0693
Anfo.(0,002)+Hesp.(0,01) 0,124 0,0036 0,4575 0,0375 1,3135 0,0106 1,3325 0,0884 1,971 0,1796
Anfo.(0,002)+Hesp.(0,005) 0,1185 0,0021 0,6285 0,0389 1,5725 0,0714 1,8095 0,0771 2,455 0,0255
Anfo.(0,002)+Hesp.(0,002) 0,144 0,012 0,833 0,1230 1,869 0,0028 1,863 0,0410 2,618 0,2800
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5.3  Ensaio utilizando linhagem de células endoteliais: HUVEC (ATCC® CRL-2873™)

As ceélulas endoteliais vasculares foram escolhidas devido a seu envolvimento na troca
de metabolitos nos tecidos e por apresentarem papel fundamental na fisiologia normal e
fisiopatologia do corpo humano (BALA et al., 2011). No teste de avaliagdo de citotoxicidade
das amostras revelada pelo MTT, a AmB e a hesperidina apresentaram citotoxicidade
consideravel a medida que, com o aumento da concentragdo, houve reducdo no nimero de
células viaveis (Grafico 12).
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Grafico 12 - Efeito das amostras anfotericina B e hesperidina sobre células endoteliais (HUVEC) nativas (sem
estimulo)

Quando as amostras foram associadas (Tabela 16) houve uma diminui¢cdo do nimero
de células viaveis quando comparado as amostras sozinhas, demonstrando que quando

associada a hesperidina, a AmB apresenta maior potencial de citotoxicidade.

Tabela 16 - Viabilidade (%) de células endoteliais (HUVEC) frente a anfotericina B e sua associagdo com
hesperidina, na auséncia de estimulo LPS

Anfotericina Hesperidina Anfo + Hesp
Conc. (0,07810mg/mL)
mg/mL | Média |+DP | Média | +DP | Média | +DP
0,3125 3480 554 59,97 968 29,07 8,19
0,0391 83,03 533 90,67 16,17 36,93 3,72
0,0195 9455 6,29 9323 824 3890 0,46
0,0098 9303 846 9983 0,29 5057 0,76
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Como pode ser observado no Grafico 13 e Tabela 17, quando se estimula as células
com LPS, e, portanto, induz a produgdo de ERO/ERN, hé ligeira alteracdo na morte celular
promovida pelas amostras isoladamente, mas essa citotoxicidade é bastante acentuada quando

as amostras sdo associadas, 0 que parece indicar um envolvimento importante das ERO neste

processo.
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Grafico 13 - Efeito das amostras sobre células endoteliais (HUVEC) estimuladas por lipopolissacarideo (LPS)

Tabela 17 - Viabilidade (%) de células endoteliais (HUVEC) frente a anfotericina e suas associagdes com
hesperidina, na presenca de estimulo LPS

Anfotericina | Hesperidina Anfo + Hesp
Conc. (0,07810mg/mL)
mg/mL | Média | +DP | Média | +DP | Média | +DP
0,3125 3326 412 5446 382 1056 2,13
0,0391 88,93 499 8472 2,57 51,87 1,63
0,0195 98,68 140 96,10 455 6133 3,16
0,0098 99,27 0,89 96,16 1,57 88,89 1,68
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5.4 Estudos de toxicidade
5.4.1 Artemia salina

O método de Probit (Finney, 1971) foi usado para o calculo dos valores da CLso e dos
respectivos intervalos de confianca 95% (IC-95%). O programa StatPlus 2007® foi utilizado
para execucdo das analises de Probit e construgdo das curvas de dose-resposta.

Para obter um resultado mais confiavel, foi testado de forma isolada o DMSO, que é a
substancia utilizada para dissolver as amostras. Pode-se notar que ele sozinho é toxico para as
“artemias” (CLsg = 294,14 em 24h e 172,88 em 48h).

Para uma padronizacdo dos resultados, como base se tem a classificacdo quanto a
atividade citotoxica em Artemia salina feita por David et al. (2001) para classificacdo de
substéncias puras obtidas de extratos de plantas: CLs;>1000ug/ml séo consideradas inativas;
CLs50<100pg/ml sdo muito ativas e CLsp>100ug/ml sdo substancias medianamente ativas.

A anfotericina mostrou-se bastante toxica com as mais baixas ClLsp
(CLsp=25,37ug/mL) enquanto a hesperidina apresentou baixa citotoxicidade
(CLso=423,47ug/mL), sendo considerada medianamente ativa (tabela 18).

Esta acdo do produto natural pode ser comparada ao da quercetina, que também é um
flavonoide isolado, que segundo Harada (2009) possui uma CLsp>250ug/mL, enquanto um
alcaldide, como a duguetina, apresenta toxicidade de 20,8ug/mL, bem préxima da encontrada

para a anfotericina.

Tabela 18 - CLs, (ug/mL) das amostras isoladas avaliadas frente a Artemia salina
CLso: Concentracdo Letal 50

Produto 24h | 48h

DMSO 294,14pL/mL 172,88uL/mL
Anfotericina 25,37ug/mL Todas Mortas*
Hesperidina 423,47ug/mL 232,72ug/mL

*Calculo nao possivel

Quando as amostras foram associadas, conforme apresentado na Tabela 19, na
presenca da hesperidina a toxicidade da anfotericina B diminuiu. O que demonstra que a
hesperidina pode ser capaz de diminuir a toxicidade da AmB, que é o principal problema do

uso deste medicamento.
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Tabela 19 - CLs, (ng/mL) das amostras associadas avaliadas frente a Artemia salina

CLso: Concentracao
Produto Letal 50 (ug/mL)
24h
Anfotericina + Hesperidina 423 pg/mL 334,14
Hesperidina + Anfotericina 90 pg/mL 119,44

5.4.2 Avaliacdo da nefrotoxicidade e hepatotoxicidade

Nesta etapa, 0 hemograma completo e a bioquimica (acido Urico, tgo, tgp, uréia e
creatinina) foram realizados no Laboratério Vicentino em Ponta Grossa.

Nos graficos ndo foram apresentados os valores dos animais tratados apenas com
hesperidina, pois estes ndo apresentaram diferenca em relagcdo ao grupo controle.

Na analise do hemograma é possivel observar que a Anfotericina B causou alteracéo
em todos os parametros, que foram revertidos na presenca da hesperidina. Observando o
Gréafico 14 percebe-se uma reducdo da massa eritrocitaria na presenca do antifungico, que
quando utilizado em associagdo com o produto natural retornou a normalidade. Foi também
possivel observar que a AmB foi capaz de causar uma leucopenia (Gréfico 18) que, na
presenca de hesperidina, foi revertida, sendo que a menor dose utilizada no tratamento
(50ug/mL) foi a mais eficiente. Peixoto (2008), relatou apenas leucopenia nas primeiras
12horas no tratamento utilizando AmB, sendo depois estabilizada. Esta diminuicdo do
namero de leucocitos pode estar diretamente ligada com a diminuicdo linfdcitos que séo
encontrados mais abundantemente no sangue dos ratos (PEIXOTO, 2008). Com esse
resultado pode-se supor que 0 uso da anfotericina B em pacientes imunosuprimidos agravaria
ainda mais o quadro, ocorrendo uma supressdo da medula Ossea. A monocitopenia,
apresentada no Grafico 20, causada pela AmB foi revertida na menor dose de hesperidina
(50ug/mL), entretanto na maior dose (200ug/mL) ndo foi capaz de reverter esse quadro. Essa
monopenia poderia estar diretamente ligada a leucopenia.

Apenas neutrofilos e eosinofilos (Grafico 21 e 22), dos parametros hematoldgicos nao
apresentaram diferenca estatistica. Talvez pelo grupo pequeno (n) apresentado essa diferenca
ndo foi percebida, entretanto, Peixoto (2008) ja havia relatado ndo ter apresentado mudanca
nestes aspectos, mesmo com um tratamento de 80 dias com AmB. Com isso, demonstrou-se
que a menor dose (50ug/mL) do produto natural utilizado foi mais eficiente que a maior dose

(200pg/mL) para reverter este quadro apresentado pelo uso de anfotericina B.



63

10+

**

RBC (/uL)
‘?’

PBS AnfB 50 100 200
Anf.B+hesperidina (mg/kg)

Grafico 14 - Analise do hemograma, parametro contagem de Eritrocitos (RBC) de ratas Wistar tratadas por 5
dias com anfotericina B (3mg/kg/dia, i.v.) sozinha ou associada com hesperidina (50, 100 e
200mg/kg/dia, v.0.)

**p<0,01 com relacdo ao grupo controle
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Gréfico 15 - Anéalise do hemograma, parametro Hemoglobina de ratas Wistar tratadas por 5 dias com
anfotericina B (3mg/kg/dia, i.v.) sozinha ou associada com hesperidina (50, 100 e 200mg/kg/dia,
v.0.)
**p<0,01 com relacdo ao grupo controle
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Grafico 16 - Andlise do hemograma, parametro Hematdcrito de ratas Wistar tratadas por 5 dias com anfotericina
B (3mg/kg/dia, i.v.) sozinha ou associada com hesperidina (50, 100 e 200mg/kg/dia, v.0.)
*p<0,05 com relacéo ao grupo controle
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Gréfico 17 - Analise do hemograma, parametro Plaquetas de ratas Wistar tratadas por 5 dias com anfotericina B
(3mg/kg/dia, i.v.) sozinha ou associada com hesperidina (50, 100 e 200mg/kg/dia, v.0.)
**p<0,01 com relacdo ao grupo controle
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Gréfico 18 - Analise do hemograma, parametro Leucécitos de ratas Wistar tratadas por 5 dias com anfotericina B
(3mg/kg/dia, i.v.) sozinha ou associada com hesperidina (50, 100 e 200mg/kg/dia, v.0.)
**p<0,01 com relagdo ao grupo controle
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Gréfico 19 - Anéalise do hemograma, parametro Linfocitos de ratas Wistar tratadas por 5 dias com anfotericina B
(3mg/kg/dia, i.v.) sozinha ou associada com hesperidina (50, 100 e 200mg/kg/dia, v.0.)
*p<0,05 com relagdo ao grupo controle
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Grafico 20 - Analise do hemograma, parametro contagem de Mondcitos de ratas Wistar tratadas por 5 dias com
anfotericina B (3mg/kg/dia, i.v.) sozinha ou associada com hesperidina (50, 100 e 200mg/kg/dia,
v.0.)
**p<0,01 com relacdo ao grupo controle
*p<0,05 com relagdo ao grupo controle
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Grafico 21 - Analise do hemograma, parametro contagem de Neutrofilos de ratas Wistar tratadas por 5 dias com
anfotericina B (3mg/kg/dia, i.v.) sozinha ou associada com hesperidina (50, 100 e 200mg/kg/dia,
V.0.)
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Grafico 22 - Analise do hemograma, parametro contagem de Eosinofilos de ratas Wistar tratadas por 5 dias com
anfotericina B (3mg/kg/dia, i.v.) sozinha ou associada com hesperidina (50, 100 e 200mg/kg/dia,
v.0.)

Analisando os dados dos parametros bioquimicos, a creatinina (Grafico 23) e a uréia
(Gréfico 24) apresentaram diferenca estatistica entre os animais ndo tratados em relagdo ao
controle, demonstrando que houve um dano renal. Quando os animais foram tratados de
maneira associada entre anfotericina B e hesperidina, esta Gltima na maior concentracéo
(200pg/mL) foi capaz de reverter o dano.

Este dano renal poderia estar ligado a forma de administracdo (intravenosa) e a dose,
pois no estudo realizado por Peixoto (2008) ndo ocorreu dano. Isto se deveu provavelmente
pela via de administracdo utilizada (intraperitonial), pela qual ndo h& boa absorcdo do
medicamento, e a dose 2mg/mL/Kkg.

Com relagéo aos dados bioquimicos que indicam uma possivel doenca hepatica, ndo
foram observadas diferencas estatisticas. A TGO (Gréfico 24), TGP (Gréfico 25) e fosfatase
alcalina (Grafico 26) ndo se apresentaram alterados. Segundo Ozer et.al (2008) a TGP é um
otimo biomarcador para dano hepatico, comprovado histopatologicamente. Entretanto, se a
anfotericina tivesse causado hepatotoxicidade, este poderia, talvez, ser revertido pela
hesperidina dado que alguns estudos indicam que a hesperidina é capaz de combater as
espécies reativas de oxigénio geradas nos hepatocitos (CHEN et al, 2010; KAUR et. al, 2006).
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Gréafico 23 - Analise bioquimica, parametro Creatinina de ratas Wistar tratadas por 5 dias com anfotericina B
(3mg/kg/dia, i.v.) sozinha ou associada com hesperidina (50, 100 e 200mg/kg/dia, v.0.)
**p<0,01 com relacdo ao grupo controle
*p<0,05 com relagdo ao grupo controle
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Gréafico 24 - Analise bioquimica, parametro Uréia de ratas Wistar tratadas por 5 dias com anfotericina B
(3mg/kg/dia, i.v.) sozinha ou associada com hesperidina (50, 100 e 200mg/kg/dia, v.0.)
***p<0,001 com relagdo ao grupo controle
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Gréfico 25 - Analise bioquimica, parametro TGO de ratas Wistar tratadas por 5 dias com anfotericina B
(3mg/kg/dia, i.v.) sozinha ou associada com hesperidina (50, 100 e 200mg/kg/dia, v.0.)
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Gréafico 26 - Analise bioquimica, parametro TGP de ratas Wistar tratadas por 5 dias com anfotericina B
(3mg/kg/dia, i.v.) sozinha ou associada com hesperidina (50, 100 e 200mg/kg/dia, v.0.)
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Gréfico 27 - Anélise bioquimica, parametro Fosfatase Alcalina de ratas Wistar tratadas por 5 dias com
anfotericina B (3mg/kg/dia, i.v.) sozinha ou associada com hesperidina (50, 100 e 200mg/kg/dia,
v.0.)

5.4.2.1 Determinacdo da capacidade antioxidante do soro

Para a determinacdo da capacidade antioxidante do soro foi utilizado o método
ABTS™, e pode-se perceber que o tratamento com hesperidina no alterou a capacidade de
captura de radicais livres, a qual foi maior no soro dos ratos que eram apenas tratados com
Anfotericina B. Isto talvez possa ser explicado pela anfotericina induzir um estresse oxidativo
e no periodo estudado, o organismo tentar reagir ao mesmo elevando o0s niveis de
antioxidantes endogenos. Desta forma, ao se utilizar hesperidina nos animais tratados com
anfotericina, a mesma combateria o0 estresse oxidativo e normalizaria a capacidade
antioxidante do soro restabelecendo os niveis dos antioxidantes endégenos aos niveis do
grupo controle (naive). Esta teoria deve ser comprovada em novos estudados mensurando-se

separadamente os diferentes marcadores antioxidantes endogenos.

Tabela 20 — Capacidade antioxidante do soro dos ratos utilizando o método ABTS™

Meédia da %
Produto de captura +DP
Controle/Naive 34,6145 2,7226
Anfo. 3mg/kg/dia 37,4263 3,5608
Hesp. 200mg/kg/dia 33,9814 2,520

Anfo+Hesp.50mg/kg/dia 35,0272 1,7873
Anfo+Hesp.100mg/kg/dia 34,1862 2,9896
Anfo+Hesp.200mg/kg/dia 32,3028 1,1832
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6 CONCLUSOES
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Em nosso estudo foi possivel avaliar que a associagdo da anfotericina com um produto
natural realmente melhora a a¢do antifingica e pode-se haver uma diminui¢do na toxicidade.

Na associacdo da AmB com a hesperidina, esta foi capaz de aumentar a acéo
antifangica da anfotericina B. As duas substancias também apresentaram uma acgdo
antioxidante relevante associadas e nos ensaios de citotoxidade com a Artemia salina
demonstraram de que associadas sdo menos toxicas do que a AmB sozinha. Porém nos
ensaios celulares as duas substancias se mostraram téxicas, mesmo associadas. No ensaio
animal o resultado ndo foi 0 mesmo que observado com as células. A AmB causou uma lesé@o
renal ja esperada do medicamento e, quando foi utilizado de maneira concomitante a
hesperidina, esta conseguiu reverter este quadro, trazendo a normalidade, mesmo na menor
quantidade testada. Entretanto ndo foi observada hepatotoxicidade provocada pela
anfotericina B.

Entretanto a associacdo da anfotericina B com a hesperidina, esta ultima n&o
apresentou uma acdo antioxidante tdo relevante, e no ensaio celular as duas substancias se
apresentaram toxicas mesmo associadas. Porém nos testes de toxicidade em Artemia salina e
em animais a associacdo foi muito adequada, diminuindo os efeitos colaterais causados pela
AmB. Com isso podemos propor que a associacdo da Anfotericina B com a hesperidina
poderia ser uma solugdo promissora para combater a toxicidade renal e aprimoramento da

acdo antifungica.
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livres.

Objetivo Secundario:

Definir se as amostras apresentam agio hemolitica; Definir se as amostras interferem na hemolise
provocada por radicais livres (modelo AAPH).

Endereco: Av. Gen. Caros Cavalcanti, n® 4748 bl M sala 12
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Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Desconforto minimo para retirada de sangue utilizando somente material descartavel, Risco minimo &
possibilidade de estudar os efeitos de produtos naturais em células humanas. Material descartavel para a
coleta (seringa, agulha, luvas e tubos) protegendo o manipulador & o voluniario.

Durante a manipulacio das amostras sera utilizado luvas descartdaveis para evilar o contato com o sangue.
Os extratos vegetais, os produtos naturais e o xenobidtico utilizado na pesquisa n2c apresentam riscos ao
manipulador.

Beneficios:

E muilo difundido atualmente o uso de plantas e produtos naturais em diferentes terapias. Neste caso busca
-se maior embasamento para justificar um possivel uso de compostos isolados de plantas em terapias
antioxidantes e anti-radicais livres. Ou entfo, caso o resultado seja a exacerbagdo da hemdlise pelos
compostos testados, mostrar o risco do uso dos mesmos em terapias.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Apds a inclusdo das recomendacdes e correcdo das inadequagdes o projeto tem pertinéncia e ha
possibilidade de execugdo. Somente hd necessidade de alterar as datas do cronograma de execugao. O
correto & iniciar apds a aprovagao da COEP.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

O TCLE foi corrigido e esta de acordo.

Recomendages:

Ha necessidade de alterar as datas do cronograma de execugdo. O correlo € iniciar apos a aprovagdo da
COEFP.

Conclusbes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:
Ha necessidade de alterar as datas do cronograma de execugdo. O correto & iniciar apos a aprovacgio da
COEP.

Situacao do Parecer:

Aprovado
Mecessita Apreciagao da CONEP:
Mao

Consideracoes Finais a critério do CEP:
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CARTA DE APROVACAO

Processo CEUA - 23/2012
Protocolo UEPG - 13926/2012

Titulo — “Projeto de Pesquisa intitulado Estudo da associagio entre hesperidina e
anfotericina em danos hepaticos e renal e nas oxidagdes bioquimicas”

Interessado — Prof. José Carlos Rebuglio Vellosa

Data de Entrada — 24/09/2012
Resultado: Aprovado

Data/Prazo — Validade de dois anos para projetos de pesquisa.
23/09/2014

Consideragbes
Prezado Professor,

Em relagéo ao protocolo de pesquisa sob sua responsabilidade a CEUA deliberou o
seguinte:

- APROVADQO, por dois anos, para a utilizagéo de 35 ratos Wistar.

Atenciosamente,

Relatério Final previsto para 90 dias apos término da vigéncia do protocolo ou no
momento da apresentacdo de um novo protocolo.

A QD
i

_Profes of ri Giovani Marino Favero
Coordenador Comisséo de Etica no U? e Animais CEUA-UEPG

b

Av. Gen. Carlos Cavalcanti, n® 4748, CEP 84.030-900 Campus Universitario em Uvaranas ™~/
Ponta Grossa — Parand
Bloce da Reitoria - anexo a PROPESP
Fone: (042) 3220-3264
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