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Resumo 

A cromoblastomicose (CBM) é uma micose subcutânea, crônica, de distribuição 

cosmopolita, causada por vários fungos demáceos, pigmentados e dimórficos. Pacientes 

com a doença ainda são tidos como desafio terapêutico, principalmente devido à sua 

natureza recalcitrante. Várias são as opções envolvendo o tratamento dessa micose 

comumente negligenciada, contudo, ainda não há terapia de primeira escolha no 

combate à doença. O itraconazol e a terbinafina foram os que apresentaram os melhores 

resultados no tratamento da CBM, embora a cura de casos severos ainda seja rara. No 

entanto, vários trabalhos relatam as vacinas de DNA como promissoras no tratamento 

de infecções fúngicas, as quais permitem o restabelecimento da imunidade celular 

geralmente deprimida, minimizando os efeitos tóxicos oriundos das terapias 

antifúngicas convencionais. Nesse contexto, o presente trabalho foi conduzido, visando 

estabelecer inicialmente um modelo experimental confiável da CBM, propondo ainda 

novas terapêuticas para a doença, incluindo a utilização da vacina de DNA-hsp65. Por 

meio de análise morfomética, histopatológica e quantificação/recuperação das unidades 

formadoras de colônia, foi possível evidenciar o surgimento de lesões crônicas da CBM, 

embora transitórias, semelhantes às apresentadas em humanos. O esquema de 

tratamento empregando o itraconazol e a anfotericina B, intralesionalmente, mostrou-se 

eficaz no tratamento da CBM experimental, assim como a terapia utilizando a vacina de 

DNA-hsp65, livre. Foi demonstrado ainda, que a associação: quimioterápico + DNA-

hsp65 é eficiente no tratamento da CBM experimental, acelerando o processo de cura da 

doença, mitigando possíveis efeitos tóxicos advindos de quimioterapias prolongadas. 

Palavras chaves: cromoblastomicose, modelo experimental, itraconazol, anfotericina 

B, vacina de DNA, DNA-hsp65. 
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Abstract 

Chromoblastomycosis (CBM) is a chronic worldwide subcutaneous mycosis, caused by 

several dimorphic, pigmented dematiaceous fungi. Patients with the disease are still 

considered as therapeutic challenge, mainly due to its recalcitrant nature. There is no 

treatment of choice for this neglected mycosis, but rather several treatment options. 

Itraconazole and terbinafine showed the best results in treating the disease, although the 

healing of severe cases is still uncommon. However, several studies have reported the 

DNA vaccine as promising in the treatment of fungal infections, which allow the host to 

restore depressed cellular immunity, minimizing the toxic effects from conventional 

antifungal therapies. In this matter, this work was conducted aiming the establishment 

of a suitable model for experimental CBM, suggesting also new therapies, including 

DNA-hsp65 vaccine. By analyzing the morfometrical and histopathological aspects, 

also the recovery/quantification of colony forming units, the results showed the 

establishment of a chronic, although transitory, experimental CBM model with lesions 

similar to that presented in humans. The treatment regimen using itraconazole and 

amphotericin B, intralesionally, was effective in treating experimental CBM, as well as 

therapy using naked DNA-hsp65 vaccine. It also has been shown that chemotherapy 

associated with DNA-hsp65 vaccine is efficient in the treatment of experimental CBM, 

accelerating the healing process of the disease, becoming able to tone down the toxic 

effects from prolonged chemotherapy. 

 

Key words: chromoblastomycosis, experimental model, itraconazole, amphotericin B, 

DNA vaccine, DNA-hsp65. 
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I. Introdução 

 

1. Cromoblastomicose 

A cromoblastomicose (CBM) é uma micose subcutânea crônica, 

granulomatosa, supurativa, por vezes debilitante, causada por fungos filamentosos, 

dimórficos, pertencentes à antiga família dos Dematiaceous1 (Londero & Ramos, 1976; 

McGinnis et al., 1985; Rippon, 1988; Martinez & Tolvar, 2007). Membros dessa 

família eram caracterizados por apresentarem coloração variável de verde escuro à 

marrom e negro devido à presença de melaninas. Essas, por sua vez, são importantes 

por estarem associadas à virulência2 de vários microorganismos reduzindo a 

suscetibilidade dos mesmos face aos mecanismos de defesa do hospedeiro (Nosachuck 

& Casadevall, 2003; Revankar, 2007). 

A doença foi estudada pela primeira vez em 1911 por Alexandrino Pedroso 

(São Paulo, Brasil), embora os seis primeiros casos tenham sido descritos somente em 

1914, pelo médico alemão Max Rudolph. Radicado no Brasil, Rudolph descreveu uma 

doença exótica de nome “figueira” em trabalhadores rurais nas divisas do Estado de 

Minas Gerais e São Paulo (Rudolph, 1914; Castro & Castro, 1987). No ano seguinte, 

Lane e Medlar publicaram os primeiros aspectos clínicos da doença com o isolamento 

de fungos pigmentados (Al-Doory & Pairon, 1974; Elgart, 1996). Mais tarde, Terra e 

colaboradores (1922) estabeleceram o termo “cromoblastomicose” para designar a 

                                                           

1 Os fungos dematiáceos formam um grupo de inúmeros gêneros e espécies intimamente relacionadas, 

tornando a sua taxonomia controvertida e polêmica. As técnicas de biologia molecular, associadas aos 

caracteres morfológicos, bioquímicos e fisiológicos têm dado novos rumos à taxonomia destes fungos. 

Dessa forma, a família Dematiaceae deixa de existir e os fungos negros patógenos humanos passaram a 

integrar a família Herpotrichiellaceae (Alexopoulos et al, 1996; De Hoog et al., 2004) 
2
 No presente trabalho, entenda-se por “Virulência”, a capacidade patogênica de um agente biológico, 

medida pela mortalidade que ele produz e/ou por seu poder de invadir tecidos, bem como pela sua 

capacidade de evasão frente aos mecanismos de defesa do hospedeiro. 
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moléstia. Tal termo foi validado em 1992, embora vários nomes tenham sido 

empregados, ao longo da história, para indicar a doença3 (Odds et al., 1992; Martinez & 

Tolvar, 2007).  

A maioria dos casos da micose é reportada no Brasil, Madagascar4, África do 

Sul e Costa Rica. No continente americano também foram diagnosticados casos: no 

México, Cuba, República Dominicana, Colômbia, Equador e Venezuela (Pretelt, 1989; 

Bonifaz, 2001). Apesar de apresentar características climáticas similares, o continente 

asiático registra baixos índices da doença, sendo a maioria dos casos observados no Sri 

Lanka, Índia, China e Japão (Attapattu, 1997; Rajendran et al., 1997; Xi et al., 2009). 

Pequeno número de casos tem sido descrito nos Estados Unidos e Europa (Rippon, 

1988; Queiroz-Telles et al., 2009).  

No Brasil, também são consideradas áreas endêmicas o Rio Grande do Sul, São 

Paulo, Rio de Janeiro e Minas Gerais (Matte et al., 1997). Foram diagnosticados: entre 

1985 e 1996, 71 casos no estado do Paraná (Queiroz Filho, 1997); 100 casos 

diagnosticados entre 1963-1998 no estado do Rio Grande do Sul (Minotto et al., 2001) e 

após um estudo entre 1942-1997 com 325 casos diagnosticados, a região Amazônica foi 

considerada endêmica (Silva et al., 1998).  

                                                           
3
 Vários nomes já foram atribuídos à doença descrita inicialmente por Rudolph: figueira, formigueiro, 

dermatite verrucosa blastomicótica, dermatite verrucosa cromomicótica, cromomicose, cromomicose 

cutânea, cromoblastomicose cutânea, doença de Medlar, doença de Gomes, doença de Pedroso, 

doença de Carrion, doença de Pedroso e Carrion, micose de Lane e Pedroso, doença de Fonseca, sundra, 

susna, blastomicose negra e moléstia de guiteras são alguns exemplos (Al-Doory & Pairon, 1974; 

Martinez & Tolvar, 2007). 
4
 Madagascar é considerada área endêmica da CBM com elevado número de ocorrências, sendo 

registrados cerca de 1400 casos entre os anos de 1955 a 1996 (Esterre et al., 1999). Estudos 

retrospectivos, na região, mostraram que a incidência anual da infecção é de 1:200.000 habitantes, com 

sub-áreas de elevada ocorrência, como o distrito de Ambovombe, onde os índices chegam a 1:480 

habitantes (Esterre et al., 1996). 
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Vários fungos demácios estão relacionados com a etiologia da doença 

(natureza multietiológica). No entanto, Fonsecaea pedrosoi e Cladophialophora 

carrionii são as espécies identificadas com maior frequência. Ambos são encontrados 

em regiões tropicais e subtropicais, embora o F. pedrosoi seja encontrado 

preferencialmente em áreas úmidas enquanto o C. carrionii é prevalente em áreas de 

clima semi-áridos (Leslie & Beardmore, 1979; Esterre et al., 1996; Silva et al., 1998; 

Bonifaz et al., 2001; Minotto et al., 2001; Perez-Blanco et al., 2006; Schell & Esterre, 

2006). 

Com menor frequencia, a CBM pode ser causada por Fonsecaea compacta, 

Phialophora verrucosa, Rhinocladiella aquaspersa ou Exophiala dermatitidis (Borelli, 

1972; Rippon, 1982; McGinnis, 1983; Matsumoto et al., 1993; Martínez & Tovar, 

2007). E. jeanselmei e E. spinifera também foram observados formando corpos 

escleróticos em lesões típicas da CBM (Naka et al., 1986; Padhye & Ajello, 1987; 

Barba-Gomez et al., 1992). Todos esses agentes etiológicos pertencem à mesma ordem 

de ascomicetos, a Chaetothyriales. Estudos taxonômicos moleculares revelaram que F. 

compacta representa uma variante morfológica de F. pedrosoi e, recentemente, F. 

monophora foi descrita como uma nova espécie com fenótipo similar à F. pedrosoi, 

porém, geneticamente distinta (De Hoog et al., 2004; Xi et al., 2008). Embora F. 

monophora seja considerada espécie oportunista, pouco relacionada à CBM, estudos 

moleculares revelaram ser o agente predominante em casos da doença no sul da China, 

conforme demonstrado na tabela 1 (Najafzadeh et al., 2009; Xi et al., 2009). 
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Tabela 1. Principais agentes etiológicos da cromoblastomicose.  

Fonsecaea pedrosoi É o maior agente da CBM no mundo (70-90%). 

Responsável pela maioria dos casos no Brasil, 

México, Norte de Madagascar e Japão. 

Cladophialophora carrionii Predominante em regiões endêmicas de clima 

seco. Compreende a maioria das espécies 

encontradas na Austrália, Sul de Madagascar, 

África do Sul e Cuba. 

Phialophora verrucosa Também é um importante causador de 

feohifomicoses. 

Fonsecaea compacta 

Exophiala jeanselmei 

Exophiala spinifera 

Rhinocladiella aquaspersa 

Raros agentes etiológicos da CBM. 

Adaptado de Ameen (2008). 

 

Comumente, a CBM desenvolve-se após a inoculação transcutânea de 

propágulos fúngicos (fragmentos de hifas, conídios e células conidiogênicas), 

geralmente em decorrência de traumas por fragmentos vegetais contaminados, como 

espinhos e lascas de madeira (Esterre & Queiroz-Telles, 2006). No entanto, embora os 

relatos sejam raros, outras vias de infecção também foram descritas, as quais incluem: 

inalação de esporos e disseminação hematogênica (Howard et al., 1991). O local 

frequentemente acometido é a extremidade dos membros inferiores, seguido de 

membros superiores, região glútea, tronco e face.  Uma vez instalado no tecido, o fungo 

adere-se às células epiteliais e diferencia-se em estruturas parasitárias características, 

denominadas corpos muriformes5,6, os quais resistem à destruição pelas células efetoras 

                                                           
5
 Além de corpos muriformes, outras denominações também são empregadas para se referir a essas 

estruturas parasitárias: corpos fumagóides, escleróticos ou células de Medlar (Queiroz-Telles et al., 

2009). 
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do hospedeiro (Figura 1, B), permitindo assim o estabelecimento crônico da doença 

(Gimenes et al., 2006; Queiroz-Telles et al., 2009).  

A manifestação clínica é predominante em homens caucasianos, com idade 

entre 30 e 60 anos, atingindo principalmente trabalhadores rurais de países subtropicais 

e tropicais como o Brasil (Silva et al., 1998; Bonifaz et al., 2001; Minotto et al., 2001). 

O período médio de incubação para o desenvolvimento da CBM ainda não é conhecido, 

embora na maioria dos casos a progressão da doença é lenta podendo levar anos ou até 

mesmo décadas para se estabelecer (Bansal & Prabhakar, 1989; Martinez & Tovar, 

2007). 

Clinicamente, a CBM é caracterizada pelo desenvolvimento lento de lesões 

polimórficas como: nódulos, verrugas, tumores, placas e cicatrizes (McGinnis, 1983; 

Queiroz-Telles et al., 2003). Essas lesões iniciam-se como erupções papulosas, nódulos 

(Figura 1, A) ou lesões verrucosas, formados nos pontos de inoculação do fungo. As 

placas verrucosas apresentam-se com aspecto crostoso e às vezes com características 

papilomatosas. As lesões ulceram-se podendo formar uma crosta aderente e espessa em 

sua superfície (Figura 1, C). Outras vezes apresentam um aspecto vegetante, evoluindo 

e tornando-se papilomatosas. Devido ao aumento dos vasos sanguíneos nas lesões, essas 

podem sangrar com facilidade (Lacaz et al., 2002; McGinnis, 1983; Queiroz-Telles et 

al., 2003). Durante a fase inicial da doença é comum ocorrer a eliminação transepitelial 

ou dermoepitelial espontânea do fungo, em que o tecido conectivo lesado, pela 

inoculação de lascas de madeira ou espinhos, pode expelir o fungo através da epiderme, 

resultando em pontos negros na superfície da lesão (Limongi et al., 1997; Silva et al., 

2002). Tais pontos negros representam uma forma de resistência do fungo, que é capaz 

                                                                                                                                                                          
6
 De acordo com Matsumoto e colaboradores (1993), o termo “Muriforme” deve prevalecer sobre o 

“Esclerótico”, uma vez que esse último refere-se à “escleródio”, massa compacta, geralmente 

arredondada, de hifas dormentes (Ainsworth & Bisby's, 2001). 
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de sobreviver por longos períodos e recidivar a lesão. Ao mesmo tempo, também estão 

relacionados à auto-inoculação do fungo, bem como ao seu retorno à natureza (Bayles, 

1986; Rosen & Overholt, 1996). 

 

 

Figura 1. Lesões características da CBM, com a presença de aspectos nodulares (A) e placas extensas 

com áreas ulcerativas e de ceratose (C). Aspectos histopatológicos também são mostrados (B) 

evidenciando célula gigante multinucleada contendo várias células muriformes do F. pedrosoi (HE, 

x1000) (Martínez & Tolvar, 2007).  

 

A virulência, viabilidade e quantidade de inóculo do parasita, além dos fatores 

relacionados ao hospedeiro como idade e condições imunológicas são fatores 

determinantes do curso da infecção. Os mecanismos de defesa influenciam no 

surgimento e na severidade das infecções fúngicas, assim como a forma clínica da 

doença depende da resposta imune do hospedeiro (Romani, 2004; Gimenes, 2006). 
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A reação granulomatosa, característica das lesões na CBM, associada com 

abscessos ricos em neutrófilos, demonstra a incapacidade das células fagocíticas em 

eliminar completamente o fungo. Os neutrófilos representam a primeira linha de defesa 

do hospedeiro seguido por macrófagos ativados, às vezes na forma de células 

epitelióides e/ou células multinucleadas gigantes (Esterre et al., 1993). Tais fagócitos 

destroem as células fúngicas pela produção de reativos intermediários do oxigênio, 

produção de mieloperoxidase ou outros componentes secretados por essas células, 

atuando de forma fungistática, embora haja evidências de que estruturas do fungo 

(como a melanina) possam modular negativamente a capacidade do macrófago em 

eliminar o fungo in vitro (Rozental et al., 1994; Farbiarz et al., 1992; Machado et al., 

2004; Bocca et al., 2006). Além da ação de fagocitose, essas células podem 

desempenhar a função de células apresentadoras de antígeno aos linfócitos T, 

estimulando a produção de interferon gama (IFN-γ) e de fator de necrose tumoral alfa 

(TNF-α), bem como participando da formação da resposta inflamatória granulomatosa 

(Teixeira de Souza et al., 2006). 

Os mecanismos da imunidade adaptativa na CBM incluem tanto a resposta 

imune humoral quanto a celular. Em pacientes com a doença, ocorre a produção de 

anticorpos específicos (IgG1, IgM e IgA), identificados tanto por ELISA quanto por 

immunoblotting (Esterre et al., 2000; Vidal et al., 2004).  Assim como em outras 

doenças crônicas, causadas por infecções fúngicas, a resposta imune humoral (Th2) não 

parece desempenhar papel protetor quando comparada com a imunidade mediada por 

células (Th1) (Queiroz-Telles et al., 2009). Gimenes e colaboradores (2005) 

demonstraram que, em pacientes com a forma severa da CBM, ocorre a produção, 

preponderante, de IL-10 e baixos níveis de IFN-γ, acompanhadas de proliferação celular 

(de células T) ineficiente (características da resposta do tipo Th2). De forma contrária, 
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em pacientes com a forma branda, há intensa produção de IFN-γ, baixos níveis de IL-10 

e proliferação celular eficiente (típico de resposta do tipo Th1). Estudos em 

camundongos atímicos, infectados com F. pedrosoi, mostraram que durante a infecção 

os granulomas tornavam-se difusos e confluentes com distribuição aleatória do fungo, 

reforçando o papel da resposta imune celular na CBM (Ahrens et al., 1989). 

A resposta imune do hospedeiro também interfere com o tipo de lesão 

predominante da doença. Na forma verrucosa, há a prevalência de citocinas do padrão 

Th2, com a presença de reação granulomatosa supurativa. Já na forma eritematosa há a 

ocorrência de granulomas tuberculóides bem formados, associados à produção de 

citocinas do padrão Th1 (D’Ávila et al., 2002; Queiroz-Telles, 2009). 

Estudos envolvendo componentes de parede do F. pedrosoi e de outros agentes 

da CBM ainda são insipientes, contudo, já foi descrito na literatura que moléculas como 

as β-glucanas estimulam a resposta dos Toll Like Receptor (TLR) indicando que tal 

mecanismo esteja envolvido na resposta imune inata contra a CBM (Levitz, 2004). β-

glucanas estão também envolvidas na ativação da capacidade fungicida de neutrófilos, 

ao ligarem-se ao dectin-1, o qual tem sido recentemente associado ao controle de 

infecções fúngicas (Kennedy et al., 2007; Dennehy & Brown, 2007).  

De forma análoga, estruturas semelhantes à manose, dentre outros 

componentes da parede do fungo como a fração F1 (constituída basicamente de quitina 

e β-1,3-glucana), são capazes de auxiliar o hospedeiro no controle da 

cromoblastomicose (Alviano et al., 2003; de Medeiros Nobrega et al., 2010). De 

Medeiros Nobrega e colaboradores (2010) mostraram que a fração F1 do F. pedrosoi é 

capaz de estimular a produção de IL-12, estando relacionada com a ativação da resposta 

imune protetora no combate ao fungo. 
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1.1 Fonsecaea pedrosoi  

O F. pedrosoi, cuja classificação taxonômica é posicionada no reino Fungi, filo 

Ascomycota, classe Euascomycetes, ordem Chaetothyriales e família 

Herpotrichiellaceae, é o principal agente etiológico da CBM no mundo, sendo o fungo 

mais frequente isolado das lesões (Santos et al., 2007; Martinez & Tovar, 2007). Ele é 

um fungo polimórfico, pigmentado, que vive na natureza como saprófita (Figura 2, A-

D), sendo encontrado no solo, nos vegetais e em troncos de madeira apodrecidos 

(Nimrichter et al., 2004; Lacaz et al., 2002). O F. pedrosoi foi isolado de algumas 

fontes como os espinhos da planta Mimosa pudica e do coco Babaçu (Orgignya 

phalerata Martius) (Salgado et al., 2004; Marques et al., 2006). 

O F. pedrosoi é considerado um fungo polimórfico por apresentar mais de duas 

formas de desenvolvimento, como os conídios, hifas ou micélios, consideradas as 

formas saprofíticas e as células muriformes isoladas ou ligadas às hifas, que são 

consideradas a forma patogênica (Figura 3, A-D) (Alviano et al., 1992; Silva et al., 

2002; Santos et al., 2007).  
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Figura 2. Macro e micromorfologia do Fonsecaea pedrosoi. Aspectos macroscópicos da cultura do fungo 

(A-B), que apresenta coloração negra e aspecto cotonoso. Micromorfologia de hifas, com a presença de 

conidióforos terminais (setas pretas) e conídios (seta branca) (C-D) (Salgado et al., 2004). 

 

Figura 3. Morfologias do Fosecaea pedrosoi observados no Microscópio Eletrônico de Varredura (A-B e 

D) e no microscópio de luz (C). (A) Ultramicrografias de varredura das hifas, conidióforo (seta preta), 

células conidiogênicas, (A-B) conídios; (C-D) células muriformes do F. pedrosoi (seta preta). A,C 

(Salgado et al., 2004); B,E (Santos et al., 2007). 
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1.2 Diagnóstico 

Comumente, o diagnóstico da CBM advém de exames micológicos diretos 

(utilizando KOH 20-40%) e da cultura da lesão. Associados a esses, exames 

histopatológicos de fragmentos do tecido lesionado podem ser utilizados para a 

confirmação do diagnóstico, bem como para a avaliação do curso da doença (Queiroz-

Telles et al., 2009). Todos os agentes da CBM, ao serem cultivados em meios de cultura 

para micologia (geralmente Sabouraud Dextrose Agar), após 10 dias de cultura, formam 

colônias inicialmente verdes escuras, tornando-se negras com o passar do tempo 

(Martinez & Tovar, 2007, 2007). 

As células melanizadas do fungo são facilmente identificadas nos cortes 

histopatológicos corados com hematoxilina-eosina (HE), não necessitando de 

colorações especiais, embora possam ser empregadas nos casos em que a presença do 

fungo seja escassa (Queiroz-Telles et al., 2009). A visualização de corpos muriformes é 

imprescindível para a confirmação da CBM. As mesmas possuem estruturas globosas 

ou poliédricas de paredes espessas e acastanhadas, medindo de 4 a 12 µm de diâmetro, 

multiplicando-se por septação em dois planos distintos, em meio à reação inflamatória 

purulenta e granulomatosa. Tais estruturas fúngicas aparecem envoltas por células do 

hospedeiro, muitas vezes, dentro de células gigantes, estando também presentes em 

microabscessos situados na interface do tecido epitelial e derme (Esterre & Richard-

Blum, 2002; Esterre & Queiroz-Telles, 2006; Queiroz-Telles et al., 2009). Embora os 

corpos muriformes sejam frequentemente observados em microabscessos, por vezes 

essas células passam por transformação e apresentam-se como hifas próximas às 

camadas mais superficiais da lesão (Lee et al., 1998). 

Histologicamente, os aspectos teciduais são similares a outras micoses 

profundas nas quais, hiperceratose e hiperplasia pseudoepiteliomatosa são os principais 
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aspectos observados no estrato córneo e na epiderme. Todavia, os padrões histológicos 

apresentados na CBM variam de acordo com o aspecto da doença. Análises 

histopatológicas da lesão em pacientes com a forma verrucosa mostram reação 

granulomatosa supurativa com a presença de várias células do fungo, estando associadas 

a uma resposta do tipo Th2. Por outro lado, em biopsias de pacientes com a forma 

eritematosa há a presença de granulomas tuberculóides bem formados, com redução na 

carga fúngica, indicando resposta do tipo Th1 (D’Ávila et al., 2002; Queiroz-Telles, 

2009). 

1.3 Tratamento 

Pacientes com CBM ainda são tidos como desafio terapêutico, principalmente 

devido à natureza recalcitrante da doença, sobretudo nas formas clínicas mais severas. 

Não obstante à ausência de um tratamento de escolha, são utilizadas atualmente várias 

possibilidades de terapia, as quais envolvem tratamentos físicos, químicos e a 

combinação de ambos. Amputações são dificilmente indicadas e a resolução espontânea 

da doença é rara (Martinez & Tovar, 2007; Queiros-Telles et al., 2009). O sucesso 

terapêutico depende da gravidade da doença, de forma que as graves, geralmente, são 

acompanhadas de edema, fibrose e infecção secundária. Essas condições reduzem os 

níveis tissulares das drogas antifúngicas, impossibilitando a completa resolução da 

infecção (Queiroz-Telle et al., 2009). 

Calor local, raios laser com luz de dióxido de carbono, crioterapia e excisão 

cirúrgica, nos casos de lesões pequenas e em estágios iniciais, são os métodos físicos 

mais utilizados no tratamento da CBM, embora os resultados ainda sejam paliativos, 

podendo haver recorrência e/ou recrudescimento (Bonifaz et al., 1997; Poirriez et al., 

2000; Castro et al., 2003; Lupi et al., 2005). 
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As alternativas de quimioterapia incluem: 5-flucitosina (50-150 mg/kg, por dia, 

em 4 doses; itraconazol (100-400 mg, por dia); terbinafina (250-500 mg, por dia); 

fluconazol (200-600 mg, por dia); tiabendazol (25 mg/kg, por dia, em 3 doses); 

cetoconazol (200-400 mg, por dia); anfotericina B (mais de 1 mg/kg, por dia). Todos 

esses fármacos estão associados à efeitos adversos, em decorrência de longos períodos 

de tratamento, as quais incluem toxicidade renal e hepática (Lopes et al., 1978; Bayles, 

1992; Diaz, 1992; Bayles, 1995; Martinez et al., 2004). 

As opções mais recorrentes de quimioterápicos abrangem o itraconazol e a 

terbinafina. O itraconazol, derivado triazólico de primeira geração, com ação 

fungistática, atuando principalmente na inibição da enzima 14-α-demetilase, a qual está 

envolvida na síntese do ergosterol7, é geralmente considerado a primeira opção no 

tratamento da CBM, devido aos excelentes resultados obtidos com esse fármaco nos 

tratamentos de diferentes formas (leve, moderada e severa) da doença (Grant & 

Clissold, 1989; Queiroz-Telles et al., 1992). Nas formas leves, a resposta clínica e 

microbiológica pode ser obtida em até 90% dos casos após uma média de 12 meses de 

tratamento contínuo. Já nas formas graves, com extensas lesões e complicações 

adicionais, como linfoedema, fibrose e infecção secundária, a resposta completa pode 

ser obtida em apenas 40% dos pacientes, em média após 30 meses de tratamento 

contínuo (Queiroz-Telles et al., 1992; Queiroz-Telles et al., 2003; Esterre & Queiroz-

Telles, 2006). A segunda droga mais utilizada é a terbinafina, um composto antifúngico 

do grupo das alilaminas, a qual possui, segundo alguns autores, ação fungicida 

(Pradinaud & Bolzinger, 1991). Em pacientes não responsivos à monoterapia com 

itraconazol ou com terbinafina, a combinação das duas drogas pode ser empregada 

                                                           
7
 O ergosterol é um análogo do colesterol nos mamíferos e compreende o esterol mais abundante nos 

fungos, amebas e outros protozoários. Os esteróis são componentes essenciais das membranas 

biológicas e são responsáveis, entre outras, pela manutenção da estrutura celular (Ghannoum & Rice, 

1999; Baginski et al., 2005). 
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(Gupta et al., 2002). Finalmente, em pacientes não responsivos ao itraconazol e/ou 

terbinafina, pode ser experimentada a anfotericina B, 1mg/kg/dia, até uma dose 

acumulativa de 2 a 2,5 mg. A prescrição de anfotercina B, intravenosa, como único 

quimioterápico, raramente é bem sucedida, devendo ser acompanhada de inoculações 

intralesionais para garantir a sua eficácia (Costello et al., 1959; Fader & McGinnis, 

1988; Silva et al., 1999; Esterre & Queiroz-Telles, 2006).  

Mesmo sendo o agente etiológico mais comum, o F. pedrosoi mostra-se o 

menos suscetível às terapias antifúngicas quando comparado com C. carrionii ou P. 

verrucosa. (Ameen, 2008). De forma geral, a forma de tratamento escolhida deve ser 

guiada conforme critérios clínicos, micológicos e histopatológicos frequentemente re-

avaliados (Queiroz-Telles et al., 2009). 

1.4 Modelo experimental.  

Desde a descoberta da CBM em 1911 por Alexandrino Pedroso, vários 

pesquisadores ao redor do mundo tentaram estabelecer um modelo animal confiável da 

doença. No entanto, na maioria das vezes, não tiveram sucesso na reprodução de uma 

infecção crônica que se assemelhasse anatomopatologicamente à micose humana (Al-

Doory, 1972; Borelli, 1987; Ahrens et al., 1989; Cardona-Castro & Agudelo-Florez, 

1999; Martinez et al., 2005; Esterre & Queiroz-Telles, 2006). Lesões semelhantes às da 

doença progressiva em humanos são observados em ratos e camundongos infectados 

pelas vias intraperitoneal e subcutânea. Nesses modelos, foram observadas lesões 

crostosas e verrucosas na pele e células muriformes nos tecidos subcutâneos (Cardona-

Castro & Agudelo-Florez, 1999; Borelli, 1987; Ahrens et al., 1989). Contudo, tais 

modelos desenvolvem doenças agudas, com lesões efêmeras, e quando crônicas, tendem 

à cura espontânea em poucos dias, acarretando em modelos não fidedignos (Kurita, 
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1979; Kurup, 1971; Al-Doory, 1972; Nishimura & Miyaji, 1981; Cardona-Castro & 

Agudelo-Florez, 1999). 

Recentemente, infecção crônica em ratos Wistar por F. monophora foi descrita, 

no qual os animais infectados intradermicamente, na região ventral, desenvolveram 

lesões semelhantes às de humanos, por período superior a três meses (Xie et al., 2009). 

Ademais, Machado e colaboradores (2009) observaram que camundongos inoculados 

no coxim plantar com células conidiogênicas e conídios desenvolveram lesão mais 

duradouras quando comparadas aos animais inoculados apenas com hifas e conídios, 

demonstrando a associação de células conidiogênicas com a transformação do fungo em 

corpos muriformes in vivo. 

 

2 Vacinas de DNA 

Desde que Wolff e colaboradores (1990) mostraram que a injeção contendo 

plasmídeo de DNA levava a uma expressão significativa da proteína codificada, vários 

antígenos foram utilizados para induzir a produção de anticorpos e a ativação de 

linfócitos T citotóxicos, demonstrando assim o seu potencial enquanto estratégia para 

vacina de DNA e terapia gênica (Tang et al., 1992; Cox et al., 1993; Ulmer et al., 1993; 

Faurez et al., 2010).  

Vacinas de DNA são basicamente compostas por um plasmídeo codificando 

para o antígeno da vacina, acrescido de solução salina. O plasmídeo contém um gene de 

resistência a antibiótico, controlado por um promotor procariótico, permitindo a seleção 

e a replicação do plasmídeo em bactérias transformadas. A unidade de transcrição do 

plasmídeo é geralmente composta por um promotor viral, forte e ubíquo, o qual 
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possibilita que o gene de interesse seja expresso em níveis ótimos em células 

eucarióticas (Gurunathan et al., 2000; Faurez, 2010). 

As vacinas de DNA são capazes de modular tanto a imunidade humoral como a 

celular, com estimulação dos linfócitos TCD4 e TCD8 citotóxicos. Após a introdução 

do DNA na célula do indivíduo, ocorre a síntese da proteína e esta é clivada pelo 

proteassoma, gerando peptídeos. Os peptídeos associam-se às moléculas do complexo 

principal de histocompatibilidade de classe I (MHC-I) por meio, por exemplo, da 

sinalização de receptores toll-like. Assim, os linfócitos T citotóxicos (CTL) reconhecem 

esses peptídeos e se tornam ativados. As proteínas produzidas e liberadas pelas células 

são fagocitadas pelos macrófagos e clivadas. Os peptídeos gerados também podem ser 

apresentados via MHC II aos linfócitos T helper (Ribeiro, 2008). 

A via de aplicação mais comumente empregada é a intramuscular. Nesse caso, 

a vacina de DNA em solução salina é injetada diretamente no músculo esquelético 

utilizando uma agulha hipodérmica. A persistência do plasmídeo no ponto de 

inoculação pode variar de acordo com o animal utilizado, bem como pelo tipo e 

quantidade do plasmídeo injetado (Faurez, 2010). 

Em modelos animais, vacinas de DNA foram empregadas com sucesso no 

tratamento de vários patógenos, tais quais: Trypanosoma cruzi (García et al., 2006; 

Cazorla et al., 2009) Leishmania major (Coelho et al., 2006; Wu et al., 2010), Giardia 

lamblia (Abdul-Wahid & Faubert, 2007), vírus da hepatite B (Gu et al., 2007) e 

Mycobacterium tuberculosis (Zhang et al., 2007; Okada & Kita, 2010). Também foram 

relatados casos em que vacinas de DNA obtiveram êxito na imunoterapia contra o 

câncer, bem como no tratamento da tuberculose (Silva, 2005; Li et al., 2009).  
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2.1 Vacina de DNA-hsp65 de Mycobacterium leprae 

Várias proteínas da família das Heat Shock Proteins (HSP) mostraram-se 

efetivas no tratamento profilático e/ou terapêutico de inumeras doenças como: tumores, 

doenças auto-imunes e vários outros tipos de infecções, incluindo as micoses (Oglesbee 

et al., 2002; Scheckelhoff & Deepe, 2002; SenGupta et al., 2004; Ferraz et al., 2004). 

Relatos mostraram que a HSP60 e 90 recombinantes (rHSP60 e rHSP90) conferiram 

proteção à camundongos contra a infecção por Histoplasma capsulatum e Candida 

albicans, respectivamente  (Matthews et al., 1991; Matthews et al., 1995; Deepe et al., 

1996; Deepe & Gibbons, 2002; Ribeiro et al., 2010). 

Dentre as HSP ressalta-se o potencial da HSP65, derivada do Mycobacterium 

leprae (M. leprae), como imunomodulador. Tal HSP foi testada na forma de vacinas de 

DNA (DNA-hsp65) e foi capaz de conferir proteção aos animais infectados com 

Mycobacterium tuberculosis, Leishmania major entre outros (Lowrie et al., 1999; 

Coelho et al., 2006; de Paula et al., 2007). Os benefícios advindos da utilização da 

HSP65 estão associados ao aumento da resposta imune celular (Th1) e à redução das 

citocinas do padrão Th2 (resposta imune humoral) (Kashino et al., 2000). 

Nessa conjuntura, Ribeiro e colaboradores (2010) aplicou a vacina DNA-hsp65 

com sucesso no tratamento da paracoccidioidomicose experimental8, demonstrando ser 

promissora a sua utilização no tratamento das demais micoses crônicas, caracterizadas 

por apresentar uma resposta imune ineficiente do hospedeiro frente ao patógeno 

(geralmente relacionada à exacerbação da resposta Th2 em detrimento da resposta Th1). 

Tratamentos da paracoccidioidomicose, utilizando a vacina de DNA, nanoestruturada, 

associada ou não aos fármacos como a anfortericina B, estão sendo avaliados pelo grupo 

                                                           
8
 A utilização da DNA-hsp65 no tratamento de infecções fúngicas foi patenteada pelo Laboratório de 

Imunologia Aplicada da Universidade de Brasília em 2008 sob o nº de PI 0705676-1. 
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de Imunologia Aplicada da UnB, os quais apresentam, até o momento, resultados 

satisfatórios (comunicação pessoal). 

Após a administração direta da vacina de DNA contendo plasmídeo carreando 

um gene que codifica a HSP65, por via intramuscular, foi observado que a mesma é 

disseminada por todo o corpo e a sua distribuição é dose dependente. Sinais da 

expressão da HSP65 foram detectados por mais de 15 dias após a imunização com a 

vacina. Outros aspectos importantes observados mostram que a DNA-hsp65 não é 

replicada em células de mamíferos e não se integram ao DNA do individuo 

imunizado/tratado (Coelho-Castelo et al., 2006).  

Silva e colaboradores (2005) demonstraram, também, que a imunoterapia com 

vacina de DNA contendo a proteína HSP65 do M. leprae, associada aos 

quimioterápicos, reduz a duração do tratamento da tuberculose em camundongos e 

aumenta a sua eficiência. Mostraram ainda, que a utilização de DNA-hsp65 sozinha ou 

em combinação com fármacos influenciam as vias de resposta do sistema imune, 

incluindo alterações da resposta inflamatória, ampliando a possibilidade de alterar-se o 

curso da resposta imune/inflamatória, conforme a necessidade. 

Nesse contexto, o presente trabalho foi executado visando estabelecer um 

modelo animal confiável, que reproduzisse as características da CBM humana, bem 

como propor novas estratégias de tratamento, utilizando vacina de DNA (DNA-hsp65), 

para uma doença na qual não há, ainda, uma terapêutica 100% eficaz.  
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II.  Objetivos 

1. Desenvolver um modelo experimental confiável da CBM, possibilitando o 

estudo de novas terapias; 

2. Testar a eficácia da administração intralesional, da anfotericina B e do 

itraconazol, no tratamento da CBM experimental; 

3. Avaliar os efeitos terapêuticos da vacina de DNA-hsp65, associada ou não aos 

fármacos acima mencionados, no tratamento da CBM experimental. 
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III.  Materiais e Métodos 

 

1. Animais de experimentação 

Foram utilizados ratos Wistar (Rattus norvegicus albinus) machos, com 

aproximadamente 7 a 9 semanas de idade. Os animais foram fornecidos pelo biotério 

central da Universidade de Brasília (UnB) e mantidos em condições apropriadas, com 

fornecimento de água e ração ad libitum, no biotério da Faculdade de Medicina da UnB. 

Os procedimentos realizados estão de acordo com os aceitos pelo Colégio 

Brasileiro de Experimentação Animal (COBEA) e foram analisados pelo Comitê de 

Ética no Uso Animal (CEUA) desta universidade (Anexo 1). 

 

2. Inóculo 

2.1 Preparação do Inóculo 

No intuito de aumentar a virulência do fungo e adaptar a cepa às condições de 

sobrevida em animal, cultivo de F. pedrosoi em Batata Dextrose (BD, 10% batata e 1% 

dextrose), foi reinoculado, no coxim plantar dos animais de experimentação, por duas 

vezes, sob concentração de 1x107 células/mL. Após 30 dias de infecção o tecido 

lesionado foi divulsionado e em seguida recuperado em meio Sabouraud Dextrose Ágar 

(SDA, HIMEDIA), contendo 100mg/mL de Cloranfenicol. 

Foram utilizados propágulos do fungo F. pedrosoi (ATCC 46428) contendo 

fragmentos de hifas, células conidiogênicas e conídios. O fungo, obtido das passagens 

acima descritas, foi cultivado em meio BD durante quatorze dias, a 37º C, sob 190 
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rotações por minuto (rpm). Os propágulos foram separados por agitação mecânica 

seguida de 10 minutos de decantação para sedimentação dos fragmentos maiores. O 

sobrenadante foi centrifugado a 3000G por cinco minutos e em seguida lavado com 

tampão fosfato estéril (PBS) 0,1M (pH7,2) por duas vezes. Ao final, as células foram 

ressuspensas, quantificadas em câmara de Neubauer e foi preparada uma suspensão 

contendo 1x107 células viáveis/mL em PBS estéril. A viabilidade das células foi 

determinada utilizando o corante Azul de Algodão (Lactophenol cotton blue staining) 

(Sano et al., 1993). 

2.2 Administração do Inóculo 

Os animais foram infectados com o inóculo de F. pedrosoi no coxim plantar, 

de forma que cada pata foi inoculada com 200µL (2x106 células) da suspensão do fungo 

descrita acima. 

 

3. Preparação da vacina de DNA-hsp65 

O plasmídeo DNA-hsp65, composto pelo gene hsp65 de Mycobacterium leprae 

inserido no vetor de expressão pVAX1 (Invitrogen®, Carlsbad, CA, USA), foi 

fornecido pelo Professor Dr. Célio Lopes Silva (USP - Ribeirão Preto - Brasil). O vetor 

pVAX1 possui o gene de resistência à kanamicina e, por isso, é adequado para estudos 

de vacinas de DNA e liberado para ensaios clínicos (Figura 4). 
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Figura 4. Mapa do vetor de expressão pVAX1. 

 

O clone pVAX1-hsp65 foi transformado utilizando-se as células competentes 

da linhagem DH5α de Escherichia coli. A transformação foi realizada por choque 

térmico. O vetor sem o inserto (pVAX1) também foi transformado para ser usado como 

controle negativo. Após a transformação, as colônias foram selecionadas e crescidas em 

250 mL de meio líquido Luria Broth (LB, GIBCO-BRL) contendo kanamicina (100 

µg/mL), durante 12h, a 37º C, sob agitação. A purificação plasmidial foi realizada 

segundo o protocolo de maxipreparação livre de endotoxinas (QIAGEN AG, Basel, 

Switzerland). Em seguida, as amostras foram submetidas à quantificação de 

lipopolissacarídeos (LPS) de acordo com o kit comercial QCL-1000® Cromogenic LAL 

Endpoint Assay (Cambrex Company, Walkersville, MD, USA). A quantificação de 

endotoxinas nas amostras preparadas foi realizada e todas as amostras que obtiveram 

valores menores que 0,1 EU/µg foram utilizadas nos ensaios. 
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4. Grupos e ensaios experimentais 

Para o estabelecimento do modelo experimental foram utilizados os seguintes 

grupos de animais: 

A. 20 animais infectados com F. pedrosoi, denominados 

INFECTADOS . 

B. 4 animais não infectados, denominados SADIOS. 

Para os ensaios de tratamento foram utilizados os grupos descritos abaixo, 

tratados intralesionalmente: 

I. 8 animais infectados com F. pedrosoi e inoculados com o veículo 

de tratamento (solução salina), denominados INFECTADOS ; 

II.  8 animais infectados com F. pedrosoi e tratados com anfotericina 

B, denominados AMB ; 

III.  8 animais infectados com F. pedrosoi e tratados com anfotericina 

B e pVAX1-hsp65, denominados AMB + DNA- hsp65; 

IV.  8 animais infectados com F. pedrosoi e tratados com itraconazol, 

denominados ITZ ; 

V. 8 animais infectados com F. pedrosoi e tratados com itraconazol e 

pVAX1-hsp65, denominados ITZ + DNA- hsp65; 

VI.  8 animais infectados com F. pedrosoi e tratados com pVAX1-

hsp65, denominados DNA-hsp65; 



24 
 

VII.  8 animais infectados com F. pedrosoi e tratados com o vetor 

vazio (pVAX1), sem o inserto, denominados pVAX1 ; 

VIII.  8 animais não infectados e sem nenhum tipo de tratamento, 

denominados SADIOS. 

4.1. Ensaios do Modelo Experimental 

Foi acompanhado o desenvolvimento da doença nos animais infectados com o 

F. pedrosoi, de forma que após o período de 15, 30, 45, 60 e 90 dias os animais foram 

sacrificados e a evolução da doença avaliada. 

4.2. Ensaios de Tratamento 

Após 30 dias de infecção, os ratos, conforme grupo experimental, receberam 

doses de tratamento de acordo com o descrito na tabela 2, durante 15 e 30 dias 

conforme o grupo: 

Tabela 2. Periodicidade e dose de tratamento conforme fármaco e/ou vacina utilizada. 

Tratamento Dose de tratamento Periodicidade 

Veículo da Vacina 

 

50µL de solução salina. A cada 3 dias 

Anfotericina (SIGMA, 

EUA) 

250µg em 50µL de 

solução salina. 

A cada 3 dias 

Itraconazol (SIGMA, 

EUA) 

600µg em 50µL de 

solução salina. 

A cada 3 dias 

pVAX1-hsp65 

 

10µg em 30µL de 

solução salina. 

A cada 15 dias 

pVAX1  

 

10µg em 30µL de 

solução salina. 

A cada 15 dias 

 



25 
 

5. Eutanásia dos animais, retirada e armazenamento dos órgãos e tecidos 

infectados. 

Decorrido 15 e 30 dias após o início do tratamento (ou após 15, 30, 45, 60, 90 

dias nos ensaios para o estabelecimento da doença), os animais foram primeiramente 

anestesiados com éter e em seguida sacrificados por deslocamento cervical. Logo em 

seguida, o tecido do coxim plantar foi removido bem como o linfonodo poplíteo. 

Ambos foram devidamente acondicionados a 4 ºC e armazenados para os ensaios de 

histopatologia, UFC e cultura de leucócitos totais para dosagem de citocinas. 

 

6. Análise da evolução da doença 

A análise da evolução da doença foi realizada pela avaliação morfológica e 

morfométrica (macroscópica) da lesão, bem como pela coleta de amostras de tecidos 

infectados para análise histopatológica e recuperação/quantificação de células do fungo. 

6.1 Morfologia e morfometria macroscópica da lesão 

Em cada ponto de análise, as patas dos animais foram devidamente fotografadas 

e o diâmetro das lesões medido com o auxílio de um paquímetro. 

6.2 Histopatologia 

Fragmentos da área lesionada, de uma das patas infectadas, foram fixados em 

formol tamponado a 10%, incluídos em parafina e os cortes consecutivos de 4 mm 

foram obtidos para as análises histopatológicas. Para a análise das lesões, os cortes 

foram corados primariamente: i) pela técnica de hematoxilina-eosina (HE) para a 

identificação dos tecidos de granulação, ii) pela técnica do Ácido Periódico de Schiff 
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(PAS) para a identificação das formas fúngicas no tecido e iii) pela técnica do Tricrômio 

de Masson para a identificação de colágeno.  

6.3 Quantificação/recuperação das Unidades Formadoras de Colônia 

(UFC) 

Para a quantificação de células fúngicas na lesão, os cortes histológicos 

descritos acima foram analisados em microscópio óptico e com o auxílio de um retículo 

acoplado à ocular foi possível determinar a concentração do F. pedrosoi por mm2 de 

lesão. 

Para a recuperação das UFC presentes na lesão, uma das patas infectadas foi 

divulsionada em 1 mL de PBS estéril e após plaqueada em placas de Petri contendo 

meio SDA seguida de incubação a 37 ºC, por 7 dias. Foram contadas as unidades 

formadoras de colônias em todas as placas e os resultados foram expressos em UFC por 

lesão ± desvio padrão da média (SEM). 

 

7 Análise da resposta imunológica 

Após o sacrifício dos animais, a análise da resposta imunológica foi realizada 

por meio da coleta de amostras para a dosagem de óxido nítrico e quantificação de 

citocinas. 

7.1 Quantificação de citocinas na cultura de células totais do linfonodo 

poplíteo 

Células totais do linfonodo poplíteo, previamente divulsionado, foram 

cultivadas, por 48 horas, em placas de 96 poços na concentração de 3x105 células em 
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cada 100 µl de meio RPMI 1640 (SIGMA), acrescidos de 100 µl de estímulo: negativo 

(apenas RPMI), inespecífico (Concanavalina A, na concentração de 8 µg/mL) e 

específico (diluição 1:500 de antígenos totais extraídos do fungo F. pedrosoi na 

concentração de 90 µg/mL). Citocinas como: o fator de necrose tumoral alfa (TNF-α) e 

a interleucina 10 (IL-10), produzidas pelas células em cultura, foram dosadas pelo 

método imunoenzimático (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay - ELISA) utilizando 

kits (BD Pharmigen, San Diego, CA, USA) comerciais padronizados para cada grupo de 

citocinas. O nível absoluto de citocina presente no sobrenadante da cultura descrita 

acima foi calculado com base na curva padrão fornecida com o kit comercial. 

Os ensaios de ELISA foram realizados no laboratório do Prof. Dr. Fernando de 

Queiroz Cunha (USP - Ribeirão Preto - Brasil). Foram utilizadas placas de 96 poços 

cobertas com 50 µl/poço do anticorpo específico anti - TNF-α ou anti - IL-10 

(Pharmigen, San Diego, CA, USA). Estes anticorpos foram diluídos em solução de 

ligação (binding buffer) pH 9,0 e incubados por 18-24 horas, a 4ºC. As placas então 

foram lavadas por três (3) vezes com PBS/Tween-20 (0,05% Sigma). As ligações não 

específicas foram bloqueadas com 100 mL de PBS/BSA 1% por 120 minutos em 

temperatura ambiente. As amostras e o padrão (curva padrão) foram colocados nas 

placas (50 µL) e incubados por 18-24 horas a 4ºC. Após esse período, as placas foram 

lavadas com PBS/Tween e 50µl dos anticorpos biotinilados específicos para cada 

citocina foram adicionados. Após uma hora, as placas foram lavadas com PSB/Tween e 

o conjugado avidinaperoxidase, na diluição de 1/5000 adicionado a cada poço e as 

placas incubadas por 30 min. As placas foram lavadas com PBS/Tween e 100 µL do 

substrato OPD (o-fenilenediaminadihidrocloreto; Sigma) em tampão substrato (pH 5,0) 

foram adicionados. As placas então foram incubadas por 15 a 20 min em temperatura 

ambiente. A reação foi interrompida com 50µl de H2SO4 (1M) e a D.O medida a 490 
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nm em espectrofotômetro (Spectra Max-250, Molecular Devices). Os resultados estão 

expressos em pg /mL. 

7.2 Dosagem da concentração de NO3 

O Óxido Nítrico (NO) decompõe-se espontaneamente em nitritos (NO2
-) e 

nitratos (NO3
-) de forma que esse último pode ser dosado no soro dos animais por meio 

da redução enzimática do NO3
- em NO2

- pela enzima nitrato redutase, seguida pela 

reação colorimétrica de Griess (Green et al., 1981). 

Para a dosagem, alíquotas contendo 50µL de soro foram incubadas com o 

mesmo volume do tampão redutase (fosfato de potássio 0,1M pH 7,5 contendo 1mM 

NADPH, 10mM FAD e 4U nitrato redutase/mL), por 12 horas, a 37º C. A curva de 

nitrato foi também incubada com tampão redutase e a concentração do nitrito foi 

determinada pela reação colorimétrica de Griess. 

Para essa dosagem, foi adicionado aos sobrenadantes o mesmo volume do 

reagente de Griess, que continha NEED 0,1% (N-(1-Naphthyl) ethyl-enedinamine – 

SIGMA Chemical, USA) e sulfanilamida 1% (VETEC, Brasil) diluída em ácido 

fosfórico (H3PO4) a 5% (VETEC). As amostras foram lidas em leitor de ELISA com 

filtro de 450nM. Os resultados foram expressos em µM de NO3
- ±SEM. 

 

8. Análise de hepatotoxicidade 

8.1 Dosagem de AST (TGO) e ALT (TGP) 

O sangue dos animais foi coletado, por meio de punção cardíaca, em tubos 

evacuados com gel. As amostras, depois de coaguladas, foram centrifugadas a 4500 rpm 
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por 10 minutos, de forma que o soro pôde ser recolhido e armazenado a -20º C para 

futuras dosagens. 

Utilizando a metodologia de espectrofotometria, as amostras foram dosadas no 

equipamento Modular P (Roche®) para aspartato aminotransferase (AST) e alanina 

aminotransferase (ALT), utilizando reagentes da mesma marca. A espectrofotometria é 

um método de determinação utilizada em laboratórios clínicos baseado em medições da 

intensidade de energia radiante absorvida ou transmitida sob condições controladas. 

 

9. Análise estatística 

Os resultados foram obtidos pela média de dois experimentos independentes ± 

desvio padrão da média (SEM) de forma que em ambos os experimentos os dados 

foram similares. Para determinar as diferenças entre os grupos experimentais foi 

utilizada a análise da variância (ANOVA), seguida pelo método Bonferroni post-tests 

(pós teste), realizado no programa estatístico GraphPad Prism, versão 5.0, GraphPad 

Software, San Diego, Califórnia, USA. Os dados foram considerados significativos 

quando p < 0,05. 
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Figura 5. Esquematização dos experimentos realizados. 
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IV.  Resultados 

 

1. Desenvolvimento do modelo experimental 

1.1 Cinética da lesão e evolução clínica da doença 

Nos primeiros dias que sucederam à infecção, os animais inoculados, com 

2x106 propágulos do fungo F. pedrosoi no coxim plantar, desenvolveram nódulos 

inflamatórios em ambas as patas de forma que o pico máximo da resposta inflamatória 

ocorreu, em média, após 30 dias de infecção (Figura 6). Nesse mesmo tempo, 

sobreveio o surgimento de lesão ulcerativa com a presença de uma crosta negra, 

aderente, no ponto de inoculação (Figuras 7, A-C). 

Ultrapassados os 30 dias iniciais da infecção, os tecidos acometidos exibiram 

redução do processo inflamatório, acompanhada do desenvolvimento de fibrose e 

eventual necrose do tecido infectado (Figura 7, D). Após 60 dias, a regressão da lesão é 

acentuada, evoluindo para a cura espontânea da doença (Figura 6), a qual se intensifica 

aos 90 dias com a completa cicatrização da lesão (Figura 6 e 7, E). 
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Figura 6. Cinética da lesão nas patas de ratos ao longo de 90 dias de infecção no coxim plantar. Os 

círculos representam as médias do diâmetro da lesão (± SEM) nos animais do grupo INFECTADOS. O 

pico inflamatório ocorre após aproximadamente 30 dias, seguido de regressão da lesão, evoluindo para a 

cura que se conclui aos 90 dias de infecção. 

 

 

Figura 7. Evolução clínica da cromoblastomicose experimental em ratos infectados com 2x106 

propágulos do fungo F. pedrosoi. (A) Animal sadio; (B e C) surgimento de ulceração decorridos os 30 

dias de infecção; (D) necrose e fibrose do tecido lesionado após 45 dias do início da infecção; (E) 

cicatrização e cura após 60 dias de infecção. 
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1.2 Análise histopatológica e recuperação/quantificação do fungo na lesão 

Visando caracterizar o curso da doença no presente modelo, cortes 

histopatológicos da lesão foram avaliados: 30, 60 e 90 dias após a infecção, tornando 

possível a descrição dos principais aspectos histológicos da cromoblastomicose 

experimental em ratos Wistar infectados (Figura 8). 

Em todos os indivíduos, foi observada reação inflamatória predominantemente 

histiocitária, associada a focos de exsudação neutrofílica (Foto 8, D) e a presença de 

áreas de proliferação de fibroblastos, deposição de colágeno e proliferação vascular. 

A avaliação de 30, 60 e 90 dias após a infecção demonstra variação nos 

aspectos histopatológicos, com redução progressiva dos elementos da composição e da 

organização tecidual, sendo de forma involutiva ao longo do tempo. 

Após 30 dias de infecção, a reação histiocitária exibe células em distintos 

estágios de diferenciação morfológica verificando-se desde monócitos, predomínio de 

histiócitos epitelióides e células multinucleadas gigantes (Figura 8, J). As áreas 

exsudativas exibem material necrótico no qual são evidenciadas formas do fungo como 

corpos muriformes e hifas envoltas e permeadas por leucócitos polimorfonucleares e 

debris celulares (Foto 8, H). Essas áreas são mais superficiais causando ulceração no 

tegumento cutâneo, em especial da epiderme. Nas áreas onde fibroblastos são 

identificados verificam-se células com citoplasma amplo e níveis imprecisos, núcleos 

alongados, porém regulares e homogêneos. Entre essas células há depósito de matriz de 

colágeno que envolve fendas vasculares neoformadas de paredes finas e células 

endoteliais elevadas (Figura 8, F). 

Algumas lesões apresentam variação na quantidade dos elementos acima 

descritos. Células gigantes foram observadas em determinadas áreas de forma 
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predominante. Nessas áreas há maior predominância de formas filamentosas do fungo. 

Observa-se, ainda, nessas mesmas áreas, infiltrado linfocitário multifocal, que por vezes 

esboçam a delimitação de lesão de aspecto granulomatoso (Foto 8, B). Nesses 

granulomas, as células dispostas de forma organizada constituem nódulos com 

progressiva diferenciação das células histiocitárias de fora para o centro da lesão 

(monócitos, células epitelióides e células multinucleadas gigantes). 

Aos 60 dias de infecção, as lesões observadas eram menos intensas, mais 

localizadas, com menor exsudação, com focos de hialinização e menor quantidade de 

vasos neoformados. Nessa fase, os focos exsudativos foram observados bem como 

necrose, ambos limitados à derme (Foto 8, K). A reação histiocitária menos intensa foi 

caracterizada pela presença de granulomas frouxos, embora bem delimitados, mas com 

as células epitelióides e multinucleadas gigantes dissociadas. Não há evidências de 

manguito linfocitário delimitando as lesões, mas com frequência nota-se infiltrado 

neutrofílico difuso permeando-as (Figura 8, C e E). Células gigantes de diferentes 

tamanhos e formas foram identificadas, muitas com aspecto de células do tipo “corpo 

estranho” contendo no citoplasma resto e partículas do fungo. 

Já após 90 dias de infecção ocorre uma acentuada redução dos elementos acima 

descritos (Foto 8, L), de forma a evidenciar amplas áreas de reparação tecidual com 

aspectos similares ao de animais não infectados (SADIOS). Entretanto, focos isolados 

de necrose ainda são observados, evidenciando formas fúngicas (corpos muriformes e 

hifas, esse último em menor quantidade) entre o exsudado leucocitário. 
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Figura 8. Cortes histopatológicos após 30 (B, D, F, H, J), 60 (C, E, G, I , K ) e 90 dias (L ) de infecção com o F. pedrosoi. (A) 

animais SADIOS (100x); (B-C) infiltrado linfocitário multifocal (HE, 200x e 400x, respectivamente); (D-E) infiltrado 

neutrofílico difuso (PAS e HE, respectivamente, 400x); (F) depósito de matriz colágena envolvendo fendas vasculares 

neoformadas (PAS, 400x); (G) áreas de colagenização densas (Masson, 400x); (H-I ) presença de diferentes formas do fungo, 

incluindo células muriformes (PAS, 400x); (J) distintos estágios de diferenciação morfológica de histiócitos (HE, 100x); (K ) 

focos exsudativos e necrose (HE, 40x); (L ) focos isolados de infiltrado leucocitário e redução dos aspectos histopatológicos da 

lesão (HE, 100x). 
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A carga fúngica presente na lesão dos animais infectados foi quantificada, com 

o auxílio de um retículo acoplado à objetiva do microscópio óptico, e está representada 

na Figura 9, A. Após 30, 45 e 60 dias de infecção não foram observadas diferenças 

significativas na carga fúngica presente na lesão desses animais (32 ± 6; 39 ± 7 e 35 ± 8 

células fúngicas por mm2 de lesão), tais diferenças só foram notadas após 90 dias de 

infecção (7 ± 3 células/mm2 de lesão). 

A evolução da doença nos animais infectados com F. pedrosoi foi também 

avaliada pela contagem das Unidades Formadoras de Colônia (UFC) do fungo na lesão 

(Figura 9, B). A contagem de fungos viáveis após 45 e 60 dias de infecção mantém-se 

constante (180 ± 38,52 e 336 ± 130,86 UFC, respectivamente), uma vez que não há 

diferença estatística entre esses dois pontos. No entanto, após 90 dias, a carga fúngica é 

significativamente reduzida (0,25 ± 0,25 UFC/lesão), confirmando a hipótese acima de 

que o animal por si só é capaz de eliminar o fungo após 90 dias de infecção. 

 

 

Figura 9. Quantificação/recuperação das células fúngicas presentes na lesão ao longo da doença. (A) 

quantificação de células fúngicas, ± SEM, por mm2 de tecido lesionado: 30, 45, 60 e 90 dias após a 

infecção; (B) média de contagem das Unidades Formadoras de Colônia (UFC), ± SEM, do fungo F. 

pedrosoi, após: 45, 60 e 90 dias de infecção. ** P < 0.01 e ***P < 0.001 em relação à carga fúngica aos 

60 dias de infecção. 



37 
 

2. Tratamento da cromoblastomicose experimental 

2.1 Diâmetro da lesão ao longo do tratamento 

Após 15 e 30 dias do início do tratamento, a eficácia do mesmo foi avaliada 

por meio da mensuração do diâmetro da lesão com o auxílio de um paquímetro. 

Aos 15 dias de tratamento, a exceção do grupo ITZ+DNA-hsp65 (52 ± 

3,23mm), não houve variação significativa no diâmetro da lesão dos demais animais 

tratados (AMB, 102 ± 7,5 mm; ITZ, 79 ± 7,74 mm; DNA-hsp65, 74 ± 8,26mm; 

AMB+DNA- hsp65, 89 ± 7,46; pVAX1, 92 ± 13,62) em comparação com o grupo 

INFECTADOS, cujo diâmetro teve média de 99 ± 4,27 mm (Figura 10, A-D). 

Todavia, transcorridos 30 dias de tratamento, todos os grupos que continham a 

vacina de DNA (DNA-hsp65, 30 ± 11,49 mm; AMB+DNA-hsp65, 51 ± 7,47 mm; 

ITZ+DNA-hsp65, 33 ± 12 mm) apresentaram diferenças significativas, no diâmetro da 

lesão, comparados ao grupo INFECTADOS (94 ± 8,87 mm) (Figuras 10, A-C). 

Contrariamente, os grupos de animais tratados apenas com os fármacos anfotericina B e 

itraconazol, (66 ± 11,86 mm e 63 ± 6,12 mm, respectivamente) não mostraram 

diferenças significativas quando comparados ao grupo INFECTADOS (Figuras 10, A-

B). 
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Figura 10. Diâmetro da lesão na pata de animais infectados e tratados após 15 e 30 dias, comparados ao 

grupo INFECTADOS. (A) animais infectados e tratados com AMB, com ou sem a vacina de DNA-hsp65; 

(B) animais infectados e tratados com ITZ, associado ou não à vacina de DNA-hsp65; (C) infectados e 

tratados apenas com DNA-hsp65; (D) infectados e tratados com o vetor da vacina pVAX1. *P < 0.05, 

**P < 0.01 e ***P < 0.001 em relação ao diâmetro dos animais do grupo INFECTADOS. 

 

2.2 Morfologia e histopatologia da lesão 

Após 15 e 30 dias de tratamento, fragmentos de tecido lesionado foram 

fixados, incluídos, seccionados e corados primariamente: i) pela técnica de 

hematoxilina-eosina (HE) para a identificação dos tecidos de granulação, ii) pela técnica 

do Ácido Periódico de Schiff (PAS) para a identificação das formas fúngicas no tecido e 

iii) pela técnica do Tricrômio de Masson para a identificação de colágeno. Em seguida, 

foram avaliadas as características histopatológicas da doença ao longo do tratamento.  
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No grupo INFECTADOS (infectados e inoculados com o veículo de 

tratamento), nos dois pontos descritos acima (15 e 30 dias de inoculação), foram 

observadas as mesmas características descritas anteriormente para os animais avaliados 

após 30 e 60 dias (respectivamente) de infecção. 

As características da lesão descritas anteriormente, também estão presentes no 

grupo AMB (animais tratados com anfotericina B), embora ocorra redução das 

características observadas após 30 dias de tratamento quando comparadas aos de 15 dias 

(Figura 11). 

Com 15 dias de tratamento, observa-se menor quantidade de células, poucas 

áreas exsudativas, nódulos com granulomas melhor definidos (Figura 11, C), áreas de 

colagenização densas e pouca neoformação vascular (Figura 11, H). As áreas de 

exsudação apresentam predomínio de material necrótico, menor quantidade de 

polimorfonucleares (Figura 11, F), limitada à derme e pouco envolvimento da 

epiderme. Os granulomas observados são bem definidos por vezes confluentes e 

exibem, ao centro, a presença de necrose. Essa lesão pode assim ser caracterizada: 

células epitelióides dispostas lado a lado, por vezes associada a uma ou outra célula 

gigante, tendo em seu entorno um halo linfocitário e mais externamente camada de 

fibroblasto, que faz a fusão de várias lesões (Figura 11, E). Os fibroblastos nessas 

lesões ou são as descritas na periferia dos granulomas, ou são aqueles observados em 

extensas áreas de deposição de colágeno denso (Figura 11, H) maduro, e que envolve 

poucas fendas vasculares, tortuosas, de paredes finas e células endotelial proeminente. 

Após 30 dias de tratamento, o aspecto observado é de granulomas delimitados, 

isolados, de constituição frouxa (Figura 11, D), com ausência de halo linfocitário, 

poucas células multinucleadas gigantes, redução na diferenciação histiocitária com 
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células epitelióides em menor número comparada às células mais imaturas. Um aspecto 

peculiar nesse grupo e com esse tempo de infecção é a periferia dos granulomas 

representada por colágeno com a disposição em halos (como em bulbo de cebola) 

(Figura 11, I). Esses granulomas estão aprisionados em meio à densa matriz colágena, 

associada à grande quantidade de fibroblastos com diferentes formas, constituindo 

densas áreas ricas em vasos neoformados chamando, ainda, atenção a pouca quantidade 

de infiltrado de leucócitos polimorfonucleares (Figura 11, G). Outra particularidade 

observada nesse grupo corresponde às lesões em que se observa grandes quantidades de 

estruturas do fungo (Figura 11, K). Os histiócitos as envolvem em agregados de células 

grandes, de citoplasma amplo e vacuolados, e núcleos arredondados ora centrais, ora 

justapostos à membrana celular, com aspecto de foamy cells. Estando filamentos e 

corpos muriformes do fungo no citoplasma dessas células ou ainda de células gigantes 

do tipo “corpo estranho” que permeiam os histiócitos. 

Do ponto de vista macroscópico, o tratamento com anfotericina B, após 15 e 30 

dias, melhorou os aspectos das lesões nas patas dos ratos infectados, embora ao final do 

tratamento os animais ainda apresentem nódulos inflamatórios no coxim plantar 

(Figura 11, A-B). 
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Figura 11. Morfologia macroscópica e histopatologia do grupo de animais tratados com anfotericina B (AMB), após 15 (A, C, 

E, F, H, J) e 30 dias (B, D, G, I , K ). (A-B) aspectos morfológicos da lesão; (C-D) nódulos com granulomas delimitados e de 

constituição frouxa (HE, 200x); (E) halo linfocitário com camadas de fibroblastos dispostas externamente conectando várias 

lesões (HE, 200x); (F-G) menor quantidade de polimorfonucleares (HE, 400x); (H) áreas de colagenização densa (Masson, 

200x); (I ) colágeno com a disposição em halos (como em bulbo de cebola) na periferia dos granulomas (Masson, 200x); (J-K ) 

estruturas do fungo F. pedrosoi (HE e PAS, 400x e 100x, respectivamente). 
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As lesões observadas nas patas dos animais do grupo ITZ (tratados com 

Itraconazol) são caracterizadas por reação inflamatória de caráter difuso com áreas 

focais (Figura 12, K). Em sua composição são identificados: histiócitos, células 

epitelióides, células gigantes multinucleadas, além de neutrófilos e linfócitos. São 

observados ainda: fibroblastos, depósito de colágeno e vasos neoformados (Figura 12). 

Aos 15 dias de tratamento, as lesões, mais difusas, exibem histiócitos e células 

gigantes e por vezes esboço de granulomas (Figura 12, C). Há pouca exsudação de 

neutrófilos, e quando presentes, restritos às camadas da derme (Figura 12, E). Os 

fibroblastos são observados em lesões difusas associadas a colágeno denso (Figura 12, 

G), fendas vasculares, linfócitos, histiócitos e alguns polimorfonucleares. As células 

gigantes, como que reunidas, estão associadas às áreas em que formas do fungo são 

identificadas (Figura 12, I). Nessas áreas, estão presentes também polimorfonucleares 

que, apesar de caráter circunscrito da lesão atribuem a ela um aspecto frouxo. 

Após 30 dias, predomina áreas com deposição de colágeno havendo focos de 

remodelagem bastantes vascularizados e que, eventualmente, exibem células gigantes 

isoladas ou em pequenos grupos de poucos elementos. Nessa fase, um outro aspecto 

observado é o da área de exsudação em meio ao colágeno (Figura 12, H) na qual, ao 

centro, se adensam histiócitos de citoplasma amplo e formas do fungo envoltas por 

células gigantes. A exsudação é delimitada por matriz de colágenos. Os 

polimorfonucleares (neutrófilos) são escassos e estão mais concentrados nos focos 

exsudativos como descrito (Figura 12, F). 

As lesões no coxim plantar dos ratos tratados com o itraconazol também 

apresentaram melhoras após 15 e 30 dias de tratamento, com a permanencia de nódulo 

inflamatório ao final do tratamento (Figuras 12, A-B). 
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Figura 12. Morfologia macroscópica e histopatologia do grupo de animais tratados com itraconazol (ITZ), após 15 (A, C, E, G, 

I , K ) e 30 dias (B, D, F, H, J). (A-B) aspectos morfológicos da lesão; (C) esboço de granuloma (HE, 200x); (D) granulomas já 

delimitados (HE, 200x); (E-F) exsudação neutrofílica (HE, 400x); (G) fibroblastos associados a colágeno denso (PAS, 400x); 

(H) exsudação em meio ao colágeno (PAS, 200x); (I-J ) presença de formas do fungo F. pedrosoi (HE e PAS, respectivamente, 

400x); (K ) reação inflamatória de caráter difuso (HE, 400x). 
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As lesões observadas nas patas dos animais do grupo DNA-hsp65 (tratados 

com vacina de DNA) e avaliadas com 15 e 30 dias de tratamento, apresentam uma 

reação inflamatória progressiva e caracterizada pela presença de histiócitos, constituição 

de granulomas e áreas de hialinização (Figura 13). Os aspectos anatomopatológicos das 

lesões nos animais tratados com a vacina DNA-hsp65 foram reduzidos de forma 

semelhante aos animais tratados com os fármacos (Figura 13, A-B). 

Aos 15 dias de tratamento, verifica-se aspecto granulomatoso, porém 

exsudativo. A lesão é extensa e limita-se à derme, os granulomas são pequenos e a 

resposta inflamatória apresenta infiltrado linfocitário evidente e difuso (Figura 13, F). 

Os neutrófilos observados difusamente apresentam maior concentração em áreas 

exsudativas nitidamente delimitas pelo processo granulomatoso (Figura 13, C), ou pela 

reação dos fibroblastos com deposição de colágeno associado a vasos neoformados 

(Figura 13, G). 

No trigésimo dia de tratamento a lesão tem aspecto nitidamente granulomatoso 

(Figura 13, D) com lesões confluentes, amplas e densamente infiltradas por linfócitos e 

histiócitos (Figura 13, F). Os granulomas são secos, sem exsudação de neutrófilos, 

ricos em células epitelióides de citoplasma amplo com imprecisão de seus limites e com 

células gigantes multinucleares presentes. Essas lesões estão delimitadas ou permeadas 

por colágeno depositado que adquire um aspecto denso como o de hialinização e 

ricamente vascularizado (Figura 13, H). Esses granulomas estendem-se até a transição 

da derme para a epiderme, estando os linfócitos intimamente ligados às células epiteliais 

do revestimento definindo lesões do tipo linfoepiteliais. Os neutrófilos são vistos em 

pequena quantidade e adensam-se apenas nos poucos focos de exsudação observados 

nas lesões dos animais desse grupo. 
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Figura 13. Morfologia macroscópica e histopatologia do grupo de animais tratados com a vacina de DNA-hsp65 (DNA-hsp65), 

após 15 (A, C, E, G, I ) e 30 dias (B, D, F, H, J). (A-B) aspectos morfológicos da lesão; (C-D) áreas exsudativas nitidamente 

delimitadas pelo processo granulomatoso (HE, 200x); (E-F) reação inflamatória densamente infiltrada por linfócitos e histiócitos 

(HE, 400x); (G-H) colágeno denso como o de hialinização e ricamente vascularizado (HE, 400x e 200x respectivamente); (I-J ) 

presença do fungo nas lesões (PAS, 400x). 
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As lesões dos animais pertencentes ao grupo AMB + DNA-hsp65 (tratados 

com a combinação da anfotericina B com a Vacina de DNA) são caracterizadas por 

reação inflamatória intensa, difusa, por vezes apresentando granulomas bem definidos 

com áreas exsudativas ao lado de áreas de necrose. Verifica-se, ainda, infiltrado de 

leucócitos polimorfonucleares, de caráter difuso, permeando toda a lesão e também, 

áreas com proliferação de fibroblastos, com ou sem deposição de colágeno, e com vasos 

neoformados. Essas lesões apresentam variação em sua disposição de acordo com o 

tempo de evolução da infecção associada ao tratamento (Figura 14). 

Aos 15 dias de tratamento, as lesões possuem caráter difuso, com intenso 

infiltrado de mononucleares, de forma que em alguns pontos esboçam formações de 

granulomas (Figura 14, C). Em meio a esses histiócitos são observados células 

epitelióides, bem como células multinucleadas gigantes. Reação exsudativa neutrofílica 

está presente em toda a extensão da lesão e de forma acentuada em áreas de necrose 

liquefativa (Figura 14, F). As lesões exibem ainda fistulização que se estende das 

camadas da derme, onde a maior parte das lesões concentra-se, até a superfície da 

epiderme, que se mostra ulcerada. Os fibroblastos misturam-se às demais células e o 

sítio inflamatório, por vezes envolto por matriz colágena frouxa (Figura 14, H), exibe 

ainda vasos proliferados, com paredes finas e células epitelióides proeminentes. 

Aos 30 dias, observam-se as características descritas acima, porém verifica-se 

acentuada organização da lesão apresentando diferentes aspectos, como: granulomas 

constituídos e bem definidos, focos de exsudação com necrose central geralmente 

delimitados por reação histiocitária (Figura 14, D), com células de citoplasma amplo e 

núcleos arredondados e, ainda, envoltos por linfócitos, fibroblastos, células 

multinucleadas gigantes e colágeno denso (Figura 14, I). Os granulomas são de aspecto 
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epitelióides, exibindo ao centro células multinucleadas gigantes do tipo Langerhans, 

delimitados por halo linfocitário e frequentemente confluentes (Figura 14, E). O 

estroma da confluência é caracterizado por colágeno denso ai depositado. Os leucócitos 

polimorfonucleares observados, predominantemente em áreas exsudativas e de necrose, 

estão presentes também nos granulomas, somando-se a esses a presença de eusinófilos 

em menor quantidade. Corpos escleróticos e fragmentos de hifas são observados nas 

áreas de necrose, nos focos de exsudação e no citoplasma das células gigantes 

multinucleadas (Figura 14, K). 

Os aspectos morfológicos da lesão foram drasticamente reduzidos após 15 e 30 

dias de tratamento utilizando a anfotericina B associada a vacina de DNA (Figura 14, 

A-B). 

No grupo ITZ + DNA-hsp65 (tratados com a combinação do Itraconazol com a 

Vacina de DNA) as lesões observadas demonstram aspecto granulomatoso com a 

presença de células usuais. As mesmas exibem diferentes padrões morfológicos com 

predomínio das células epitelióides em lesões bem definidas e com participação de 

células gigantes multinucleadas, e por vezes com focos exsudativos e extensas áreas de 

necrose nesses granulomas (Figura 15). As lesões estão predominando em camadas 

profundas da derme e são delimitadas por colágeno associado a vasos neoformados. 

Aos 15 dias, são observadas lesões de tamanhos variados, bem delimitadas sem 

exsudação (Figura 15, C). Verifica-se ainda infiltrado linfocitário (Figura 15, E) e em 

áreas, os fibroblastos são proeminentes e se interpõem de forma a individualizar os 

granulomas. 

Aos 30 dias, além dos aspectos descritos com 15 dias, constatam-se áreas de 

necrose com formação de histiócitos de citoplasma amplo e vacuolado associados a 
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infiltrado histiocitário, ao lado de granulomas bem delimitados (Figura 15, D), ricos em 

células epitelióides e células gigantes em que se verificam linfócitos margeando esses 

granulomas (Figura 15, F), e ainda densas faixas de matriz colágena separando essas 

lesões (Figura 15, H). Tanto em áreas de necrose como de granulomas bem 

constituídos são visualizadas estruturas fúngicas, embora escassas (Figura 15, J). 

Os aspectos morfológicos da lesão, após 15 e 30 dias de tratamento com o 

itraconazol associado a vacina de DNA-hsp65, também foram reduzidos, permanecendo 

no coxim plantar apenas resquícios do processo de cicatrização (Figura 15, A-B) 
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Figura 14. Morfologia macroscópica e histopatologia do grupo de animais tratados com a anfotericina B associada à vacina de 

DNA-hsp65 (AMB + DNA-hsp65), após 15 (A, C, F, H, J) e 30 dias (B, D, E, G, I , K ). (A-B) aspectos morfológicos da lesão; 

(C) lesões de caráter difuso, esboçando a formação de granulomas (HE, 100x); (D-E, K ) granulomas constituídos e bem 

definidos delimitados por reação histiocitária (HE, 200x e 400x, respectivamente); (E) células multinucleadas gigantes do tipo 

Langerhans, delimitados por halo linfocitário (HE, 400x); (F-G) reação exsudativa neutrofílica (HE, 400x); (H-I ) matriz 

colágena frouxa e densa respectivamente (Masson, 200x); (J-K ) presença de formas do fungo nas lesões (PAS e HE, 400x). 
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Figura 15. Morfologia macroscópica e histopatologia do grupo de animais tratados com  itraconazol associado à vacina de 

DNA-hsp65 (ITZ + DNA-hsp65), após 15 (A, C, E, G, I ) e 30 dias (B, D, F, H, J). (A-B) aspectos morfológicos da lesão; (C) 

granulomas delimitados, sem exsudação (HE, 100x); (D) granulomas de tamanhos variados e bem delimitados (HE, 100x); (E-F) 

linfócitos margeando os granulomas (HE, 400x); (G-H) faixa de matriz colágena separando os granulomas (Masson, 200x); (I-J ) 

formas do fungo, em menor quantidade, no interior de células gigantes multinucleadas. 
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Comparando as características descritas acima, para os diferentes grupos 

experimentais utilizados, ressalta-se a ação da DNA-hsp65 como imunomodulador, uma 

vez que todos os grupos, nos quais fora empregada, apresentaram, já nos primeiros 15 

dias, granulomas bem constituídos com manguito linfocitário evidente e células melhor 

organizadas, evidenciando a presença escassa de estruturas do fungo.  

2.3 Quantificação/recuperação do fungo na lesão 

Após 15 dias de tratamento, a concentração de células fúngicas no tecido 

lesionado nos grupos de animais tratados foi significativamente reduzida (AMB, 13 ± 4; 

AMB + DNA-hsp65, 6 ± 3; ITZ, 7 ± 2; ITZ + DNA-hsp65, 12 ± 5 e DNA-hsp65, 11 ± 5 

células/mm2 de lesão), quando comparados aos animais controles (INFECTADOS, 39 ± 

7 e pVAX1, 25 ± 5 células/mm2 de lesão). Todavia, não foram evidenciadas diferenças 

estatísticas entre os grupos de animais tratados (Figura 16). 

Cenário similar ocorre após 30 dias de tratamento no qual os animais tratados 

foram capazes de reduzir o número de estruturas fúngicas na lesão (AMB, 6 ± 2; AMB 

+ DNA-hsp65, 2 ± 2; ITZ, 10 ± 4; ITZ + DNA-hsp65, 2 ± 1 e DNA-hsp65, 11 ± 3 

células/mm2 de lesão), comparados aos animais controles (INFECTADOS, 35 ± 8 e 

pVAX1, 37 ± 4 células/mm2 de lesão). Entretanto, nota-se uma acentuada redução da 

carga fúngica nos grupos tratados com anfotericina B e itraconazol associados à DNA-

hsp65, embora tais diferenças não sejam tidas como significativas pelos métodos 

estatísticos empregados (Figura 16). 
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Figura 16. Quantificação das estruturas fúngicas nos cortes histopatológicos da lesão dos animais 

infectados e tratados. As barras representam as médias da contagem células fúngicas por mm2 ± SEM dos 

animais pertencentes aos grupos: INFECTADOS, AMB, AMB + DNA-hsp65, ITZ, ITZ + DNA-hsp65, 

DNA-hsp65 e pVAX1, 15 e 30 dias após o início do tratamento de animais infectados com F. pedrosoi. 

***P < 0,001. 

A recuperação das UFC acompanha os resultados obtidos com a quantificação 

das células fúngicas na lesão. Dessa forma, é possível observar redução de UFC nos 

grupos de animais tratados, quando comparados àqueles do grupo controle, tanto 15 

quanto 30 dias após o tratamento (Figura 17).  

Ressalta-se, porém, que a quantidade de UFC recuperada dos animais após 30 

dias de infecção, foi reduzida para contagens próximas de zero, não havendo diferenças 

significativas entre os grupos de animais tratados (AMB, 6 ± 5; AMB + DNA-hsp65, 1 

± 0; ITZ, 1 ± 1; ITZ + DNA-hsp65, 0 ± 0 e DNA-hsp65, 18 ± 4 UFC/lesão) em 

comparação com os controles (INFECTADOS, 336 ± 130 e pVAX1, 244 ± 103 

UFC/lesão) (Figura 17).  
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Figura 17. Quantificação das Unidades Formadoras de Colônia (UFC) do fungo na lesão. As barras 

representam as médias da contagem de UFC por lesão ± SEM dos animais pertencentes aos grupos: 

INFECTADOS, AMB, AMB + DNA-hsp65, ITZ, ITZ + DNA-hsp65, DNA-hsp65 e pVAX1, 15 e 30 

dias após o início do tratamento de animais infectados com F. pedrosoi. (#) barra igual a zero; **P < 0,01 

e ***P < 0,001. 

 

2.4 Quantificação da produção de citocinas por células totais do linfonodo 

poplíteo 

Após 30 dias de tratamento, células totais advindas do linfonodo poplíteo 

foram cultivadas por 48 horas e as citocinas (TNF-α e IL-10), presentes no sobrenadante 

da cultura, foram mensuradas pelo método imunoenzimático (ELISA). As células 

cultivadas apenas com o meio (RPMI) ou com o antígeno específico, na concentração 

utilizada, não foram capazes de induzir a produção de TNF-α e/ou IL-10, uma vez que 

não foi possível detectar a presença dessas citocinas nos sobrenadantes de cultura. 

A produção de TNF-α e IL-10 só foi observada em culturas de células na 

presença de antígeno inespecífico (Con-A, 8 µg/mL). Todavia, não foram verificadas 

diferenças significativas entre os grupos de animais tratados, quando comparados ao 

grupo de animais apenas infectados (Figura 18). Animais SADIOS não apresentaram 

níveis detectáveis dessas citocinas. 
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Figura 18. Produção de citocinas por células totais do linfonodo poplíteo após 48 horas de cultura. As 

barras representam a média de produção das citocinas em pg/mL ± SEM. Não foram indentificadas 

diferenças significativas entre os grupos comparados ao controle (INFECTADOS). (#) barra igual a zero. 

 

2.5 Avaliação da produção de NO3. 

O Óxido Nítrico (NO) decompõe-se espontaneamente em nitritos (NO2
-) e 

nitratos (NO3
-). O NO pode ser produzido pela ativação dos fagócitos por INF-γ e 

lipopolissacarídeo (LPS), os quais induzem a enzima óxido nítrico sintase (iNOS), e é 

determinado por meio da presença de nitrato no soro de animais. 

Analisando a produção de NO3
-, presente no soro dos animais SADIOS e 

INFECTADOS, tratados ou não, verifica-se que não há diferenças siginificativas na 

produção de Óxido Nítrico, em nenhum dos dois pontos avaliados (15 e 30 dias de 

tratamento), entre os animais INFECTADOS (61 ± 5 e 78 ± 5 µM, respectivamente) e 

os tratados apenas com anfotericina B (AMB, 60 ± 4 e 78 ± 1 µM), itraconazol ( ITZ, 

61 ±4 e 69 ± 1 µM) e com o vetor vazio da vacina de DNA, pVAX1 (68 ± 3 e 70 ± 3 

µM) (Figura 19). 
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No entanto, os grupos de animais que foram tratados com a vacina de DNA 

(DNA-hsp65), sozinha ou associada aos fármacos acima mencionados, demonstraram 

significativa redução de NO3
- sérico (DNA-hsp65, 42 ± 1 e 38 ± 3 µM; AMB + DNA-

hsp65, 34 ± 2 e 31 ± 2 µM; ITZ + DNA-hsp65, 23 ± 2 e 27 ± 2 µM) quando 

comparados com os animais dos grupos descritos anteriormente (Figura 19). Ressalta-

se que os níveis de NO3
- detectados nos grupos que receberam a vacina de DNA 

aproximam-se dos níveis daqueles pertencentes ao grupo SADIOS (10 ± 1) e se mantêm 

constantes ao longo do tratamento, evidenciando a ação imunomodulatória da vacina. 

 

 

Figura 19. Produção de NO3
-, presente no soro de animais dos grupos experimentais em análise. As 

barras representam as médias em µM de NO3
- ± SEM dos animais pertencentes aos grupos: SADIOS, 

INFECTADOS, AMB, ITZ, DNA-hsp65, AMB + DNA-hsp65, ITZ + DNA-hsp65 e pVAX1, 15 e 30 

dias após o início do tratamento. ***P < 0.001, comparado ao grupo INFECTADOS. 

 

 

 

 



56 
 

2.6 Análise de hepatotoxicidade 

Com o intuito de avaliar possíveis danos citotóxicos ao fígado em virtude dos 

tratamentos utilizados, foram investigados parâmetros para toxicidade hepática, a saber: 

aspartato aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT).  

Conforme demonstrado na Tabela 3, os níveis séricos de AST e ALT em todos 

os grupos de tratamento, e em ambos os pontos avaliados, foram muito similares 

àqueles obtidos nos animais apenas infectados e inoculados com o veículo de 

tratamento (grupo INFECTADOS), não existindo diferenças significativas entres os 

grupos de tratamento. Embora na literatura sejam evidenciados dados de 

hepatotoxicidade durante o tratamento prolongado com anfontericina B e itraconazol, 

não foi observada diferença significativa, com relação a esses parâmetros, entre os 

grupos de tratamento quando comparados com o controle (INFECTADOS).  

Os animais tratados com anfotericina B receberam, intralesionalmente, a cada 3 

dias, 1.2 mg de fármaco para cada 1 kg de massa corporal, dentro do padrão aceitável 

para o tratamento da CBM em humanos (1.2 mg/kg/dia). Já os animais tratados com 

itraconazol receberam, intralesionalmente, 2.85mg/kg por dia de tratamento (a cada 3 

dias), abaixo do preconizado em humanos de 200mg/dia.  
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Tabela 3. Avaliação dos parâmetros para toxicidade hepática (AST e ALT), após 15 e 30 dias tratamento. 

Os resultados estão expressos em U/L ± SEM. 

Grupos Experimentais  

AST (U/L) 

 

ALT (U/L) 

 15 dias 30 dias 15 dias 30 dias 

SADIOS 163 ± 43 - 39 ± 1  

INFECTADOS 306 ± 85 197 ± 31 53 ± 13 55 ± 10 

AMB 169 ± 26 186 ± 25 68 ± 10 77 ± 2 

AMB + DNA- hsp65 179 ± 20 268 ± 49 56 ± 9 71 ± 2 

ITZ 173 ± 18 187 ± 12 57 ± 4 67 ± 1 

ITZ + DNA- hsp65 235 ± 39 424 ± 191 64 ± 7 92 ± 18 

DNA-hsp65 194 ± 24 200 ± 27 55 ± 2 55 ± 8 

pVAX1 234 ± 102 182 ± 6 64 ± 8 55 ± 8 
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V. Discussão 

 

Várias foram as tentativas em estabelecer um modelo crônico da CBM em 

modelo animal. Todavia, os modelos até então descritos não são considerados 

adequados para o estudo da CBM uma vez que, na maioria dos casos, as lesões geradas 

não cronificam ou não apresentam similaridades histopatológicas com a doença em 

humanos (De Hoog et al., 2004; Esterre & Richard-Blum, 2002; Esterre & Queiroz-

Telles, 2006).  

No presente trabalho, os animais infectados com 2x106 células do fungo F. 

pedrosoi desenvolveram no coxim plantar, após 30 dias de infecção, lesões típicas da 

CBM, muito semelhantes àquelas observadas em humanos (Lacaz et al., 2002; 

McGinnis, 1983; Queiroz-Telles et al., 2003), incluindo os aspectos histopatológicos 

com a presença de células muriformes, áreas exudativas com material necrótico, 

abscessos ricos em neutrófilos e reação granulomatosa característica, conforme 

descritos por Esterre & Richard-Blum (2002). Resultados similares foram atingidos por 

Xie e colaboradores (2009), que obtiveram sucesso no estabelecimento de lesões 

crônicas da CBM, por até quatro meses, em ratos Wistar infectados com F. monophora. 

Machado e colaboradores (2009) também conseguiram desenvolver lesões muito 

semelhantes ao da CBM humana, no coxim plantar de camundongos (BALB/c) 

infectados com F. pedrosoi, porém não houve cronificação das lesões. 

Assim como nos estudos de Cardona-Castro & Agudelo-Florez (1999), a 

infecção com F. pedrosoi relatada neste trabalho pode ser considerada como crônica, 

embora tal cronicidade não seja sustentada visto que os animais evoluem 

espontaneamente para a cura após dois meses de infecção e já no terceiro mês os 
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aspectos clínicos e micológicos da doença mostram-se drasticamente reduzidos. O 

processo de cura do modelo experimental proposto foi evidenciado pela redução das 

lesões nas patas dos animais infectados, acompanhada da diminuição da carga fúngica e 

dos aspectos histopatológicos. A cura espontânea também é observada em modelos de 

infecção experimental com o Histoplasma capsulatum, Paracoccidioides brasiliensis e 

Leishmania major. Tais modelos são frequentemente utilizados na fase da infecção em 

que se assemelha à doença humana (Deepe & Gibbons, 2002; Wu et al., 2010; Felonato 

et al., 2010). 

Logo, o desenvolvimento do modelo experimental proposto possibilita, na fase 

da infecção em que se assemelha à doença humana, entre 30 e 60 dias após a infecção, o 

estudo de novas terapêuticas para a CBM. 

O tratamento da CBM ainda configura um desafio tanto para os médicos, 

quanto para os pacientes. Vários métodos e drogas foram testados ao longo de décadas, 

entretanto os resultados obtidos raramente são consistentes o suficiente para justificar a 

sua utilização em larga escala ou para se estabelecer um tratamento de escolha para a 

CBM. Queiroz-Telles e colaboradores (2009) asseveram que não existe uma terapia 

preferencial para a CBM e, sim, várias opções de tratamento, o que na visão de Castro 

(1992) apenas confirma a inexistência de terapêutica 100% eficiente no combate à 

doença. 

Atualmente, em se tratando de quimioterapia, os melhores resultados foram 

obtidos utilizando itraconazol e terbinafina. Vários casos relataram consideráveis 

melhoras da CBM tratada com itraconazol ao longo de vários meses, contudo a 

completa cura ainda é rara. Tal fato possivelmente ocorre devido à ação primariamente 

fungistática do fármaco (Castro & de Andrade, 2010) e, apesar de inibir seletivamente a 
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produção da 14-α-demetilase na biosíntese do ergosterol, o itraconazol possui um 

potencial de interações clinicamente relevante, devendo sempre ser ministrado com 

cautela quando em concomitância com outros fármacos como a ciclosporina, triazolam, 

midazolam, dentre outros (Venkatakrishnan et al., 2000).  Todavia, evidencias clínicas e 

laboratoriais demonstraram, ainda, aumento da resistência do F. pedrosoi isolado de 

pacientes sob tratamento com o itraconazol (Andrade et al., 2004). 

Embora a anfotericina B apresente excelentes características fungicidas ao 

interagir com o ergosterol, formando canais transmembrânicos, os quais acarretam na 

morte do fungo em decorrência do influxo desordenado de íons (Andreoli & Monahan, 

1968; Gruszecki et al., 2003), a sua utilização no tratamento da CBM não tem 

demonstrado, exceto nos tratamentos em que o fármaco é administrado 

intralesionalmente, resultados melhores que aqueles tidos como apenas fungistáticos, a 

exemplo do itraconazol (Costello et al., 1959; Fader & McGinnis, 1988; Silva et al., 

1999; Queiroz-Telles, 2009; Castro & Andrade 2010).  

Nesse contexto, considerando a crescente incidência de micoses sistêmicas e 

oportunistas no mundo inteiro, muitas vezes pelo surgimento de isolados resistentes aos 

antifúngicos, principalmente em indivíduos imunossuprimidos, e, ainda, considerando 

os efeitos tóxicos oriundos das terapias antifúngicas convencionais ou mesmo a 

ineficácia dos fármacos frente às mais diversas formas de infecção fúngica, a busca por 

novas alternativas de prevenção e, principalmente, de tratamento para essas doenças 

tornou-se de grande importância para a saúde pública (Chakrabarti, 2005).  

Muito se tem discutido sobre a ação imunoprotetora e terapêutica das vacinas 

de DNA, as quais melhoram as condições imunitárias do paciente, diminuindo sua 

suscetibilidade e concorrendo para a definitiva eliminação do patógeno. As vacinas de 
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DNA apresentam-se promissoras no tratamento de infecções fúngicas por permitir o 

restabelecimento da imunidade celular deprimida no curso da doença, podendo atuar até 

mesmo como adjuvante em quimioterapias. O tratamento convencional, apesar de 

reduzir a carga fúngica nos tecidos, não restabelece a resposta imunológica protetora. 

Recentemente, tem-se utilizado drogas nanoestruturadas que, apesar de reduzir a 

toxicidade da droga, na maioria das vezes não melhora a resposta imunológica celular 

deprimida (Amaral et al., 2009). 

O balanço da resposta Th1/Th2 está relacionada à suscetibilidade ou resistência 

a inúmeras doenças causadas por fungos.  Em tais doenças, o perfil Th1 está associado à 

resistência, enquando o perfil Th2 tem sido relacionado com a susceptibilidade (Murphy 

et al., 1998; Clemons et al., 2000; Deepe et al., 2000). Algumas linhagens de 

camundongos, como: A/Sn, A/J e DBA/2, parecem ser mais resistentes à 

paracoccidioidomicose, por exemplo, do que outros animais, o que tem sido associado 

ao perfil Th1. Nesses animais, foi verificado menor número de parasitas no tecido, 

ausência de antígenos circulantes, ativação de fagócitos, IgG2a como principal 

anticorpo e lesões granulomatosas bem organizadas. Já o perfil Th2 tem sido 

relacionado com a exacerbação da resposta imune humoral, devido ao estímulo da 

produção de anticorpos (Murphy et al., 1998). 

A severidade das manifestações clínicas, na CBM, também está diretamente 

relacionada com a ativação de uma resposta imune celular do tipo Th1 ou Th2. Os 

pacientes que apresentam a forma severa da doença, geralmente possuem a resposta Th2 

predominante. Já os pacientes com a forma branda, desenvolvem preponderantemente 

resposta Th1 (Gimenes et al., 2005). 
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 As HSP são reconhecidas atualmente como importantes moléculas na 

modulação do sistema imune com a capacidade de ativar a resposta imune celular 

(Falkowska-Podstawka & Wernicki, 2003). Em modelos experimentais, vacinas 

utilizando HSP têm sido testadas no tratamento de várias doenças (Scheckelhoff & 

Deepe Jr, 2002; Silva et al., 2005; Coelho et al., 2006; Gu et al., 2007). Ademais, testes 

clínicos utilizando essas moléculas já estão sendo conduzidos, de forma que Roman e 

colaboradores (2007) mostraram que a vacina contendo HSP-7 induziu a regressão de 

lesões em pacientes com neoplasia intra-epitelial. Em se tratando de doenças fúngicas, 

várias moléculas tem sido testadas visando o estabelecimento de resposta imune 

protetora, tais quais: a rHSP90, rHSP60 e a HSP65 (Matthews et al., 1995; Deepe & 

Gibbons, 2002; Ribeiro et al., 2010). 

A vacina de DNA utilizando o gene hsp65 de M. leprae apresentou proteção 

contra a tuberculose (Lowrie et al., 1999; Silva et al., 2005), a artrite reumatóide 

(Santos-Júnior et al., 2005),  a leishmaniose (Coelho et al., 2006) e a aterosclerose 

(Fonseca et al., 2007). Em todos esses modelos estudados, houve um padrão protetor 

consistente de resposta imunológica, padrão Th1, sendo que no modelo de tuberculose 

murina os autores afirmaram que houve cura dos animais infectados. Tais estudos 

evidenciam o possível papel adjuvante da vacina de DNA-hsp65 no tratamento dessas 

doenças. 

Embora o presente modelo tenda a cura espontânea, o intervalo entre 30 e 60 

dias de infecção mantém as características clínicas e micológicas da CBM humana, 

incluindo os aspectos histopatológicos. Dessa forma, no intuito de avaliar a capacidade 

da vacina de DNA-hsp65 em antecipar o processo de cura do modelo experimental da 

CBM estabelecido, bem como a eficácia do esquema de tratamento, nas doses e 

concentrações propostas, os ensaios de tratamento foram conduzidos utilizando o 
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itraconazol, a anfotericina B e a vacina de DNA, livre, associada ou não aos fármacos 

previamente citados, todos administrados intralesionalmente. 

Os resultados apresentados nos ensaios de tratamento corroboram com os 

dados da literatura, os quais descrevem a redução do processo infeccioso em modelos 

experimentais tratados com vacina de DNA, utilizando o gene hsp65 do M. leprae 

(Lowrie et al., 1997; de Paula et al., 2007; Ribeiro et al., 2010). No presente trabalho, 

tal vacina de DNA foi capaz de antecipar o processo de cura da doença, concorrendo 

para a eliminação do patógeno, bem como para a cicatrização da lesão. 

 Ao avaliar os aspectos morfométricos (macroscópicos) da lesão, os animais 

tratados com a vacina DNA-hsp65 tiveram as lesões no coxim plantar reduzidas em 

níveis inferiores aos apresentados pelos animais tratados com os fármacos itraconazol e 

anfotericina B, isoladamente. No entanto, o tratamento com a vacina DNA-hsp65 não 

foi capaz de aumentar a produção de citocinas, TNF-α e IL-10, das células do linfonodo 

em cultura, sendo necessário ajustar o protocolo de concentração dessa vacina para a 

devida modulação do padrão de citocinas do hospedeiro.  

Além de modular a secreção de citocinas, o que não ocorreu na dose de vacina 

testada, o plasmídeo DNA-hsp65 também promove a ativação de células apresentadoras 

de antígenos (macrófagos e células dendríticas), de linfócitos T CD4 e T CD8, além de 

linfócitos T gama/delta e células NK (Bonato et al., 1998), o que pode explicar a sua 

eficiência no tratamento da CBM experimental, ainda que sem a modulação dos 

mediadores imunológicos (citocinas). 

Todavia, análises histopatológicas ratificam a eficácia da vacina de DNA-

hsp65, sozinha ou em associação aos fármacos testados no tratamento da CBM 

experimental, a qual contribuiu para a constituição de granulomas melhor definidos e 
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bem delimitados, com o aumento da participação de linfócitos e neutrófilos no decurso 

da infecção, apesar de não induzir uma produção espontânea de citocinas, como o TNF-

α.  

Os neutrófilos têm sido relacionados com a resistência inata aos fungos. 

Animais com deficiência neutrofílica mostram-se mais suscetíveis às micoses, 

demonstrando a importância de tais células na defesa imune do hospedeiro (Clemons et 

al., 2000; Zelante et al., 2006). Ademais, já foi evidenciado por meio de análise ultra-

estrutural, que neutrófilos são capazes de destruir as células do F. pedrosoi mediante 

degranulação no meio extracelular (Rozental et al., 1996). Os linfócitos, por sua vez, 

desempenham papel igualmente importante no controle das infecções fúngicas, de 

forma que camundongos atímicos são altamente susceptíveis à infecção por F. pedrosoi. 

Nesses animais, a doença regrediu após a transferência adotiva de linfócitos (Nishimura 

& Miyaji, 1981; Ahrens et al., 1989). Com o intuito de caracterizar o papel dos 

linfócitos T na cromoblastomicose, De Souza e colaboradores (2006) estudaram a 

infecção por F. pedrosoi em camundongos deficientes de CD4 e CD8. Os resultados 

demonstraram que a ausência de CD4+ induzia o desenvolvimento da doença na sua 

forma mais severa. 

A eficiência do tratamento com DNA-hsp65 também restou confirmada após a 

avaliação quantificação/recuperação de células fúngicas na lesão, no qual os animais 

tratados com a vacina de DNA apresentaram resultados igualmente eficazes quando 

comparados aos obtidos nos grupos de animais tratados com itraconazol e anfotericina 

b. Animais que foram tratados com a associação da DNA-hsp65 com a anfotericina B 

ou itraconazol, sobretudo a associação ITZ + DNA-hsp65, mostraram uma tendência, 

embora não significativa estatisticamente, em eliminar de forma mais efetiva o fungo 

das lesões. 
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Evidências da capacidade imunomoduladora da vacina de DNA foram 

constatadas após a avaliação da produção de NO pelos animais infectados e tratados 

com a vacina DNA-hsp65, por meio da detecção de NO3 sérico. Em todos os grupos em 

que o plasmídeo foi empregado, houve redução da produção de NO, o que não 

prejudicou o processo de cura da doença haja vista os demais resultados obtidos, 

sugerindo que a eficácia do referido tratamento não depende exclusivamente da ação do 

NO.  

O óxido nítrico (NO) é um potente mediador, podendo desempenhar várias 

funções na regulação celular bem como nas vias de sinalização do sistema imunológico. 

O NO é produto da conversão da L-arginina em L-citrulina, catalizada pela enzima 

óxido nítrico sintase (NOS), cuja expressão nos macrófagos é induzida após estímulos 

do microambiente (Lorshbach et al., 1993). A indução de NO vem sendo descrita como 

um importante mecanismo de eliminação de patógenos, no entanto, o NO também 

demonstrou ser capaz de desempenhar outras funções na resposta inflamatória, atuando 

como um potente imunomodulador (Ellis et al., 1998). Durante a infecção com F. 

pedrosoi, Bocca e colaboradores (2006), observaram que macrófagos peritoniais de 

camundongos infectados eram capazes de produzir H2O2, mas não eram eficientes na 

produção de NO, mesmo na presença de LPS e IFN-γ.   

Embora o NO participe de forma incisiva no combate a várias doenças 

infecciosas, a sua ação não é independe de outros mecanismos da resposta imune 

(Granger & Hibbs, 1996). Tanto é, que animais knockout para NOS ainda foram capazes 

de eliminar parasitas causadores da malária (Favre et al., 1999), demonstrando que vias 

alternativas podem ser empregadas para essa mesma finalidade. É possível que a função 

do NO seja dependente do tipo e da concentração produzida, no qual já foi comprovado 
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que o NO, em concentrações elevadas, possui efeitos anti-inflamatórios (Honda et al., 

1999; Connelly et al., 2001; Rodriguez et al., 2003; Castro et al., 2005). 

Dessa forma, há que se pensar que a vacina de DNA-hsp65 foi capaz de 

modular a produção do NO na CBM experimental, possibilitando assim uma resposta 

eficiente do sistema imunológico na eliminação do fungo nos tecidos infectados. 

Do ponto de vista toxicológico, os fármacos nas concentrações e tempos 

testados não tiveram efeitos hepatotóxicos detectados pelas análises de bioquímica. 

Possivelmente, a dose e o tempo de tratamento, bem como a via de administração dos 

fármacos, foram quesitos fundamentais para a ausência de efeitos tóxicos advindos do 

tratamento com as formulações utilizadas. O uso da anfotericina B, por exemplo, é 

restrito devido aos sérios efeitos toxicológicos, sendo considerado o quimioterápico 

mais tóxico disponível para o uso em humanos (Ostrosky-Zeichner et al., 2003; Lemke 

et al., 2005). Contudo, a sua utilização, a cada três dias, durante um mês, não foi 

suficiente para causar efeitos hepatotóxicos detectáveis. 

Embora os animais de experimentação sejam considerados, de certa forma, 

resistentes à infecção pelo F. pedrosoi, respondendo relativamente de forma eficaz ao 

fungo e consequentemente resolvendo a lesão em poucos meses, a vacina de DNA-

hsp65 demonstrou ser capaz de antecipar o processo de cura nos referidos animais. 

Dessa forma, podemos hipotetizar que, em indivíduos imunocomprometidos e/ou que 

não conseguem montar uma resposta imune adequada, os efeitos do tratamento com a 

mencionada vacina seriam maximizados pela sua ação imunomoduladora. 

A imunidade adquirida por intermédio do tratamento com a vacina DNA-hsp65 

persiste por longo período de tempo, devido tanto à constante produção de antígeno 

dentro da célula hospedeira como à sua capacidade de estimular linfócitos de memória 
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imunológica, sendo assim desnecessárias as revacinações (Silva et al., 1999; Coelho-

Castelo et al., 2006; Trombone et al., 2007). A biodistribuição do plasmídio DNA-

hsp65 administrado, foi monitorada por seis meses em diversos tecidos e órgãos, 

verificando-se uma ampla distribuição, e permanência do plasmídeo, tanto na forma 

nua, quanto na forma encapsulada (Coelho-Castelo et al., 2006; Trombone et al., 2007). 

Além disso, Coelho-Castelo e colaboradores (2006) mostraram que a vacina de DNA-

hsp65 não se integra ao genoma do hospedeiro, afastando assim a possibilidade de 

patogenias (mutagênese por inserção) advindas de uma eventual integração do 

plasmídeo principalmente em cromossomos autossômicos. As vacinas de DNA 

oferecem também uma série de vantagens econômicas, técnicas e logísticas quando 

comparadas ao uso das vacinas clássicas, especialmente se considerarmos a sua 

utilização nas condições oferecidas pelos países em desenvolvimento. Por exemplo, a 

produção em larga escala é bem mais barata, a manutenção do controle de qualidade é 

mais fácil e a comercialização não necessita de uma rede de refrigeração, pois essas 

vacinas são estáveis à temperatura ambiente (Ribeiro, 2008). 

O presente trabalho é pioneiro na utilização da DNA-hsp65 no tratamento da 

CBM, motivo pelo qual, outros testes deverão ser conduzidos com a finalidade de 

avaliar a eficácia da vacina em diferentes concentrações, bem como uma possível 

redução das doses de quimioterápicos utilizadas quando associadas à vacina de DNA. 

Espera-se ainda, que tais análises subsidiem futuros ensaios clínicos empregando a 

vacina de DNA-hsp65 no tratamento de pacientes com CBM. 
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VI.  Conclusões 

 

Portanto, considerando a análise morfométrica das lesões, a quantificação de células 

fúngicas no tecido, bem como as análises histopatológicas, é possível concluir que: 

• a infecção com propágulos do fungo F. pedrosoi, no coxim plantar de ratos 

Wistar, promove o estabelecimento da CBM experimental crônica, embora 

transitória, com lesões semelhantes à apresentada em humanos.  

• o esquema de tratamento utilizando o itraconazol e a anfotericina B, 

intralesionalmente, em intervalos de 3 em 3 dias, foi eficaz no tratamento do 

modelo experimental. 

• de forma semelhante, a vacina de DNA-hsp65, livre, igualmente administrada 

pela via intralesional, foi eficiente no tratamento da CBM experimental, 

configurando assim uma possível alternativa no combate a doença em 

humanos. 

• e ainda, a associação: quimioterápico + DNA-hsp65 é promissora no 

tratamento da CBM, permitindo a possível redução do tempo de tratamento 

da doença, mitigando assim os efeitos tóxicos advindos de quimioterapias 

prolongadas. 
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VII.  Perspectivas 

O estudo de novas terapias no tratamento da CBM ainda é incipiente e carece de 

maior atenção por parte da comunidade científica mundial.  

Dessa forma, em continuidade aos estudos do mestrado, outras atividades 

empregando a vacina de DNA-hsp65 poderão ser desenvolvidas no intuito de avaliar:  

• os efeitos terapêuticos de diferentes doses da vacina de DNA-hsp65, no 

tratamento da CBM experimental; 

• a eficácia da vacina de DNA-hsp65, como adjuvante, em diferentes 

quimioterapias. 
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IX.  Anexo 

1. Aprovação do CEUA – UnB 

 

 

 


