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Resumo
A cromoblastomicose (CBM) € uma micose subcutamednica, de distribuicdo
cosmopolita, causada por varios fungos demacegsgnitados e dimoérficos. Pacientes
com a doencga ainda séo tidos como desafio terapéutiincipalmente devido a sua
natureza recalcitrante. Varias sdo as opc¢bes eswidv 0 tratamento dessa micose
comumente negligenciada, contudo, ainda ndo h®isermde primeira escolha no
combate a doencga. O itraconazol e a terbinafirenars que apresentaram os melhores
resultados no tratamento da CBM, embora a curaasescseveros ainda seja rara. No
entanto, varios trabalhos relatam as vacinas de P&Ao0 promissoras no tratamento
de infecgBes fungicas, as quais permitem o resteibgnto da imunidade celular
geralmente deprimida, minimizando os efeitos té&xicoriundos das terapias
antifingicas convencionais. Nesse contexto, o ptegeabalho foi conduzido, visando
estabelecer inicialmente um modelo experimentafid@esl da CBM, propondo ainda
novas terapéuticas para a doenca, incluindo aatg#éio da vacina de DNIsp65 Por
meio de andalise morfomética, histopatoldgica e tiiagdo/recuperacdo das unidades
formadoras de colbnia, foi possivel evidenciar isnento de lesdes crénicas da CBM,
embora transitorias, semelhantes as apresentadashuemanos. O esquema de
tratamento empregando o itraconazol e a anfoteriBinntralesionalmente, mostrou-se
eficaz no tratamento da CBM experimental, assimccarterapia utilizando a vacina de
DNA-hsp65 livre. Foi demonstrado ainda, que a associacaimigterapico + DNA-
hsp65¢é eficiente no tratamento da CBM experimentallesaado o processo de cura da

doenca, mitigando possiveis efeitos toxicos ad\@raquimioterapias prolongadas.

Palavras chaves:cromoblastomicose, modelo experimental, itracohaaufotericina

B, vacina de DNA, DNARsp65
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Abstract

Chromoblastomycosis (CBM) is a chronic worldwidécutaneous mycosis, caused by
several dimorphic, pigmented dematiaceous fungile®a with the disease are still
considered as therapeutic challenge, mainly duiésteecalcitrant nature. There is no
treatment of choice for this neglected mycosis, fatiher several treatment options.
Itraconazole and terbinafine showed the best esulireating the disease, although the
healing of severe cases is still uncommon. Howeseveral studies have reported the
DNA vaccine as promising in the treatment of fungé&tctions, which allow the host to
restore depressed cellular immunity, minimizing tbgic effects from conventional
antifungal therapies. In this matter, this work wasiducted aiming the establishment
of a suitable model for experimental CBM, suggestalso new therapies, including
DNA-hsp65vaccine. By analyzing the morfometrical and histhplogical aspects,
also the recovery/quantification of colony forminmits, the results showed the
establishment of a chronic, although transitorypeginental CBM model with lesions
similar to that presented in humans. The treatrmegimen using itraconazole and
amphotericin B, intralesionally, was effective redting experimental CBM, as well as
therapy using naked DNAsp65vaccine. It also has been shown that chemotherapy
associated with DNAsp65vaccine is efficient in the treatment of experita¢iCBM,
accelerating the healing process of the diseasmniiag able to tone down the toxic

effects from prolonged chemotherapy.

Key words: chromoblastomycosis, experimental model, itracolsgzamphotericin B,

DNA vaccine, DNAhsp65



[. Introducéo

1. Cromoblastomicose

A cromoblastomicose (CBM) €é uma micose subcutaned@niaa,
granulomatosa, supurativa, por vezes debilitandéeisada por fungos filamentosos,
dimérficos, pertencentes a antiga familia Besnatiaceous(Londero & Ramos, 1976;
McGinnis et al., 1985; Rippon, 1988; Martinez & Tolvar, 2007). Meawd dessa
familia eram caracterizados por apresentarem adloraariavel de verde escuro a
marrom e negro devido a presenca de melaninass,Hgsasua vez, sdo importantes
por estarem associadas a viruléfcide varios microorganismos reduzindo a
suscetibilidade dos mesmos face aos mecanismosfegaddo hospedeiro (Nosachuck

& Casadevall, 2003; Revankar, 2007).

A doenca foi estudada pela primeira vez em 1911Atexandrino Pedroso
(Sao Paulo, Brasil), embora os seis primeiros ctstusam sido descritos somente em
1914, pelo médico alemao Max Rudolph. Radicado rasiB Rudolph descreveu uma
doenca exotica de nome “figueira” em trabalhadoweais nas divisas do Estado de
Minas Gerais e S&o Paulo (Rudolph, 1914; Castroa&ti@, 1987). No ano seguinte,
Lane e Medlar publicaram os primeiros aspectoscoénda doenga com o isolamento
de fungos pigmentados (Al-Doory & Pairon, 1974;dftg1996). Mais tarde, Terra e

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

1 Os fungos dematiaceos formam um grupo de inUmeros géneros e espécies intimamente relacionadas,
tornando a sua taxonomia controvertida e polémica. As técnicas de biologia molecular, associadas aos
caracteres morfoldgicos, bioquimicos e fisiolégicos tém dado novos rumos a taxonomia destes fungos.
Dessa forma, a familia Dematiaceae deixa de existir e os fungos negros patégenos humanos passaram a
integrar a familia Herpotrichiellaceae (Alexopoulos et al, 1996; De Hoog et al., 2004)

> No presente trabalho, entenda-se por “Viruléncia”, a capacidade patogénica de um agente bioldgico,
medida pela mortalidade que ele produz e/ou por seu poder de invadir tecidos, bem como pela sua
capacidade de evasao frente aos mecanismos de defesa do hospedeiro.



moléstia. Tal termo foi validado em 1992, emboraioga nomes tenham sido
empregados, ao longo da histéria, para indicarag (Oddset al., 1992; Martinez &

Tolvar, 2007).

A maioria dos casos da micose é reportada no BiMailagascér Africa do
Sul e Costa Rica. No continente americano tambéanfadiagnosticados casos: no
México, Cuba, Republica Dominicana, Colémbia, Equasl Venezuela (Pretelt, 1989;
Bonifaz, 2001). Apesar de apresentar caractersstitenaticas similares, o continente
asiético registra baixos indices da doenca, sendai@ria dos casos observados no Sri
Lanka, india, China e Jap&o (Attapattu, 1997; Ragmet al., 1997; Xiet al., 2009).
Pequeno numero de casos tem sido descrito nosoSstagidos e Europa (Rippon,

1988; Queiroz-Tellest al.,2009).

No Brasil, também s&o consideradas areas endémiRasGrande do Sul, Sdo
Paulo, Rio de Janeiro e Minas Gerais (Mattal., 1997). Foram diagnosticados: entre
1985 e 1996, 71 casos no estado do Parana (QuEiloa, 1997); 100 casos
diagnosticados entre 1963-1998 no estado do Rindeérdo Sul (Minottet al.,2001) e
apos um estudo entre 1942-1997 com 325 casos diacanos, a regido Amazonica foi

considerada endémica (Silgaal., 1998).

* Vérios nomes ja foram atribuidos a doenca descrita inicialmente por Rudolph: figueira, formigueiro,
dermatite verrucosa blastomicdtica, dermatite verrucosa cromomicdtica, cromomicose, cromomicose
cutanea, cromoblastomicose cutanea, doenca de Medlar, doenca de Gomes, doenca de Pedroso,
doencga de Carrion, doenga de Pedroso e Carrion, micose de Lane e Pedroso, doenca de Fonseca, sundra,
susna, blastomicose negra e moléstia de guiteras sdo alguns exemplos (Al-Doory & Pairon, 1974;
Martinez & Tolvar, 2007).

4 Madagascar é considerada area endémica da CBM com elevado numero de ocorréncias, sendo
registrados cerca de 1400 casos entre os anos de 1955 a 1996 (Esterre et al, 1999). Estudos
retrospectivos, na regido, mostraram que a incidéncia anual da infec¢do é de 1:200.000 habitantes, com
sub-areas de elevada ocorréncia, como o distrito de Ambovombe, onde os indices chegam a 1:480
habitantes (Esterre et al., 1996).



Varios fungos demécios estdo relacionados com @logih da doenca
(natureza multietiolégica). No entantd;onsecaea pedrosoe Cladophialophora
carrionii sdo as espécies identificadas com maior frequéAaios sdo encontrados
em regifes tropicais e subtropicais, emboraFo pedrosoi seja encontrado
preferencialmente em areas umidas enquar@ carrionii € prevalente em areas de
clima semi-aridos (Leslie & Beardmore, 1979; Egtetral., 1996; Silvaet al., 1998;
Bonifaz et al., 2001; Minottoet al., 2001; Perez-Blancet al.,2006; Schell & Esterre,

2006).

Com menor frequencia, a CBM pode ser causada-pnsecaea compacta
Phialophora verrucosaRhinocladiella aquaspersau Exophiala dermatitidigBorelli,
1972; Rippon, 1982; McGinnis, 1983; Matsumab al., 1993; Martinez & Tovar,
2007). E. jeanselmeie E. spinifera também foram observados formando corpos
escleréticos em lesdes tipicas da CBM (Nakaal., 1986; Padhye & Ajello, 1987;
Barba-Gomezt al., 1992). Todos esses agentes etioldgicos pertencess@a ordem
de ascomicetos, @haetothyrialesEstudos taxondmicos moleculares revelaramFue
compactarepresenta uma variante morfolégica e pedrosoie, recentemente;.
monophorafoi descrita como uma nova espécie com fendtiptlai a F. pedrosai
porém, geneticamente distinta (De Hoeigal., 2004; Xi et al., 2008). EmboraF.
monophoraseja considerada espécie oportunista, pouco oekda a CBM, estudos
moleculares revelaram ser o agente predominanteasos da doenca no sul da China,

conforme demonstrado tabela 1(Najafzadelet al.,2009; Xiet al.,2009).



Tabela 1.Principais agentes etiolégicos da cromoblastoreicos

Fonsecaea pedrosoi E o maior agente da CBM no mundo (70-90%).
Responsavel pela maioria dos casos no Brasil,

México, Norte de Madagascar e Japao.

Cladophialophora carrionii Predominante em regies endémicas de clima
seco. Compreende a maioria das espécies
encontradas na Australia, Sul de Madagascar,
Africa do Sul e Cuba.

Phialophora verrucosa Também ¢é um importante causador de
feohifomicoses.

Fonsecaea compacta Raros agentes etioldgicos da CBM.

Exophiala jeanselmei

Exophiala spinifera

Rhinocladiella aquaspersa

Adaptado de Ameen (2008).

Comumente, a CBM desenvolve-se ap0s a inoculacaosdutanea de
propagulos fangicos (fragmentos de hifas, conidescélulas conidiogénicas),
geralmente em decorréncia de traumas por fragmemigstais contaminados, como
espinhos e lascas de madeira (Esterre & Queirdesf2006). No entanto, embora os
relatos sejam raros, outras vias de infeccéo tanfbéam descritas, as quais incluem:
inalacdo de esporos e disseminacdo hematogénicaa(deet al., 1991). O local
frequentemente acometido € a extremidade dos meminferiores, seguido de
membros superiores, regiao glutea, tronco e fabtga vez instalado no tecido, o fungo
adere-se as células epiteliais e diferencia-se stmteras parasitarias caracteristicas,

denominadas corpos muriform8sos quais resistem & destruicdo pelas célulasraet

5 , . . ~ P ~ .

Além de corpos muriformes, outras denominages também sdo empregadas para se referir a essas
estruturas parasitdrias: corpos fumagdides, esclerdticos ou células de Medlar (Queiroz-Telles et al.,
2009).



do hospedeiroRigura 1, B), permitindo assim o estabelecimento cronico denda

(Gimeneset al.,2006; Queiroz-Tellest al.,2009).

A manifestacdo clinica & predominante em homensasgnos, com idade
entre 30 e 60 anos, atingindo principalmente treahires rurais de paises subtropicais
e tropicais como o Brasil (Silvet al.,1998; Bonifazet al.,2001; Minottoet al.,2001).

O periodo médio de incubacédo para o desenvolvind©BM ainda ndo é conhecido,
embora na maioria dos casos a progressao da dédegta podendo levar anos ou até
mesmo décadas para se estabelecer (Bansal & Paapl&89; Martinez & Tovar,

2007).

Clinicamente, a CBM ¢é caracterizada pelo desenvauio lento de lesdes
polimorficas como: nddulos, verrugas, tumores, gdae cicatrizes (McGinnis, 1983;
Queiroz-Tellest al.,2003). Essas lesdes iniciam-se como erupc¢desqsgs/inddulos
(Figura 1, A) ou lesdes verrucosas, formados nos pontos delagEo do fungo. As
placas verrucosas apresentam-se com aspecto or@&st@s vezes com caracteristicas
papilomatosas. As lesGes ulceram-se podendo farmarcrosta aderente e espessa em
sua superficieHigura 1, C). Outras vezes apresentam um aspecto vegetantainelo
e tornando-se papilomatosas. Devido ao aumentoalms sanguineos nas lesdes, essas
podem sangrar com facilidade (Lacstzal., 2002; McGinnis, 1983; Queiroz-Telles$
al., 2003). Durante a fase inicial da doenca é comunnreca eliminacao transepitelial
ou dermoepitelial espontanea do fungo, em que w@dadeconectivo lesado, pela
inoculacéo de lascas de madeira ou espinhos, pqedireo fungo através da epiderme,
resultando em pontos negros na superficie da lgsd@omngi et al., 1997; Silvaet al.,

2002). Tais pontos negros representam uma formrasigéncia do fungo, que é capaz

6 .

De acordo com Matsumoto e colaboradores (1993), o termo “Muriforme” deve prevalecer sobre o
“Esclerético”, uma vez que esse Ultimo refere-se a “esclerddio”, massa compacta, geralmente
arredondada, de hifas dormentes (Ainsworth & Bisby's, 2001).



de sobreviver por longos periodos e recidivar ade$o mesmo tempo, também estéo
relacionados a auto-inoculacéo do fungo, bem commeea retorno a natureza (Bayles,

1986; Rosen & Overholt, 1996).

Figura 1. Lesbes caracteristicas da CBM, com a presencapket@s nodulared\| e placas extensas
com areas ulcerativas e de cerato€). (Aspectos histopatolégicos também sdo mostrad)s (
evidenciando célula gigante multinucleada contewélibas células muriformes db. pedrosoi(HE,
x1000) (Martinez & Tolvar, 2007).

A viruléncia, viabilidade e quantidade de in6cutbphrasita, além dos fatores
relacionados ao hospedeiro como idade e condiciesoldgicas sao fatores
determinantes do curso da infeccdo. Os mecanisneodadesa influenciam no
surgimento e na severidade das infec¢des fungassm como a forma clinica da

doenca depende da resposta imune do hospedeira(fRdi04; Gimenes, 2006).



A reacdo granulomatosa, caracteristica das lesée€BM, associada com
abscessos ricos em neutrdfilos, demonstra a inckgule das células fagociticas em
eliminar completamente o fungo. Os neutréfilos @spntam a primeira linha de defesa
do hospedeiro seguido por macrofagos ativados, exesvna forma de células
epitelidides e/ou células multinucleadas gigankestefreet al., 1993). Tais fagocitos
destroem as células fungicas pela producdo devesaintermediarios do oxigénio,
producdo de mieloperoxidase ou outros componerdgesetados por essas células,
atuando de forma fungistatica, embora haja evidénde que estruturas do fungo
(como a melanina) possam modular negativamentepaciclade do macréfago em
eliminar o fungoin vitro (Rozentalet al., 1994; Farbiarzt al., 1992; Machadet al.,
2004; Boccaet al.,, 2006). Além da acdo de fagocitose, essas célutaenp
desempenhar a funcdo de células apresentadorasntigena aos linfécitos T,
estimulando a producéo de interferon gama (JirM-de fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a), bem como participando da formacéo da respofieriatéria granulomatosa

(Teixeira de Souzat al.,2006).

Os mecanismos da imunidade adaptativa ha CBM intlteto a resposta
imune humoral quanto a celular. Em pacientes codoenca, ocorre a producédo de
anticorpos especificos (IgG1, IgM e IgA), identiiitos tanto por ELISA quanto por
immunoblotting(Esterreet al., 2000; Vidal et al., 2004). Assim como em outras
doencas crbnicas, causadas por infec¢des fungicasposta imune humoral (Th2) ndo
parece desempenhar papel protetor quando compapada imunidade mediada por
células (Thl) (Queiroz-Telleet al., 2009). Gimenes e colaboradores (2005)
demonstraram que, em pacientes com a forma sewei@Bd#l, ocorre a producéo,
preponderante, de IL-10 e baixos niveis de #-ideompanhadas de proliferacéo celular

(de células T) ineficiente (caracteristicas dagstpdo tipo Th2). De forma contraria,



em pacientes com a forma branda, ha intensa prodig&Ny, baixos niveis de IL-10
e proliferacdo celular eficiente (tipico de resposto tipo Thl). Estudos em
camundongos atimicos, infectados cBrrpedrosoj mostraram que durante a infec¢ao
os granulomas tornavam-se difusos e confluentesdistmbuicdo aleatéria do fungo,

reforcando o papel da resposta imune celular na ¢&ivenset al., 1989).

A resposta imune do hospedeiro também interfere coripo de lesdo
predominante da doenca. Na forma verrucosa, h&walgncia de citocinas do padréo
Th2, com a presenca de reacdo granulomatosa swputd na forma eritematosa ha a
ocorréncia de granulomas tuberculdides bem formadssociados a produgcédo de

citocinas do padréo Thil (D’Avilet al.,2002; Queiroz-Telles, 2009).

Estudos envolvendo componentes de parede gedrosoie de outros agentes
da CBM ainda sao insipientes, contudo, ja foi desaa literatura que moléculas como
as f-glucanasestimulam a resposta dd®ll Like ReceptoTLR) indicando que tal
mecanismo esteja envolvido na resposta imune cwaita a CBM (Levitz, 2004)3-
glucanasestdao também envolvidas na ativacdo da capacidadecida de neutrofilos,
ao ligarem-se adalectinl, o qual tem sido recentemente associado ao otende

infecgBes fangicas (Kenney al.,2007; Dennehy & Brown, 2007).

De forma andloga, estruturas semelhantes a mandsetre outros
componentes da parede do fungo como a fracdo R&tiiwdda basicamente de quitina
e p-1,3-glucana), sao capazes de auxiliar o hospedeim controle da
cromoblastomicose (Alvianet al., 2003; de Medeiros Nobregat al., 2010). De
Medeiros Nobrega e colaboradores (2010) mostratsmradgracdo F1 db. pedrosoié
capaz de estimular a producéo de IL-12, estandoioglada com a ativacdo da resposta

imune protetora no combate ao fungo.



1.1 Fonsecaea pedrosoi

O F. pedrosaj cuja classificagdo taxonémica € posicionada immieungi, filo
Ascomycota classe Euascomycetes ordem Chaetothyriales e  familia
Herpotrichiellaceaeg o principal agente etiolégico da CBM no munamd® o fungo
mais frequente isolado das lesdes (Saetad., 2007; Martinez & Tovar, 2007). Ele é
um fungo polimérfico, pigmentado, que vive na netarcomo saprofité-{gura 2, A-
D), sendo encontrado no solo, nos vegetais e entdasode madeira apodrecidos
(Nimrichter et al., 2004; Lacazet al., 2002). OF. pedrosoifoi isolado de algumas
fontes como os espinhos da plamfamosa pudicae do coco BabacuOfgignya

phalerata Martiu$ (Salgadeet al.,2004; Marquest al.,2006).

O F. pedrosoié considerado um fungo polimorfico por apresemiais de duas
formas de desenvolvimento, como os conidios, hifasmicélios, consideradas as
formas saprofiticas e as ceélulas muriformes isalaoa ligadas as hifas, que sao
consideradas a forma patogéni€ag(ra 3, A-D) (Alviano et al., 1992; Silvaet al.,

2002; Santost al.,2007).
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Figura 2. Macro e micromorfologia dBonsecaea pedrosohspectos macroscopicos da cultura do fungo
(A-B), que apresenta coloracdo negra e aspecto cotavdsomorfologia de hifas, com a presenca de

conidiéforos terminais (setas pretas) e conidieta(sranca)@-D) (Salgadcet al.,2004).

Figura 3. Morfologias doFosecaea pedrosabservados no Microscépio Eletrénico de VarredAr8 e
D) e no microscopio de luLj. (A) Ultramicrografias de varredura das hifas, cori@o (seta preta),
células conidiogénicasA{B) conidios; C-D) células muriformes dd-. pedrosoi(seta preta)A,C

(Salgadcet al.,2004);B,E (Santo<t al.,2007).
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1.2 Diagnéstico

Comumente, o diagndstico da CBM advém de examesldgicos diretos
(utiizando KOH 20-40%) e da cultura da lesdo. Assdos a esses, exames
histopatolégicos de fragmentos do tecido lesionpddem ser utilizados para a
confirmacédo do diagnéstico, bem como para a adiap curso da doenca (Queiroz-
Telleset al.,2009). Todos os agentes da CBM, ao serem cultsvadomeios de cultura
para micologia (geralmente Sabouraud Dextrose Agpds 10 dias de cultura, formam
colonias inicialmente verdes escuras, tornandoegras com o passar do tempo

(Martinez & Tovar, 2007, 2007).

As células melanizadas do fungo sao facilmente tifittadas nos cortes
histopatolégicos corados com hematoxilina-eosinaE)(Hnédo necessitando de
coloracdes especiais, embora possam ser empregasl@nsos em que a presenca do
fungo seja escassa (Queiroz-Tek¢sl.,2009). A visualizagdo de corpos muriformes é
imprescindivel para a confirmacdo da CBM. As mespwssuem estruturas globosas
ou poliédricas de paredes espessas e acastanimdtisdo de 4 a 12 um de diametro,
multiplicando-se por septacdo em dois planos dastjrem meio a reacdo inflamatéria
purulenta e granulomatosa. Tais estruturas fungpasecem envoltas por células do
hospedeiro, muitas vezes, dentro de células gigaetdando também presentes em
microabscessos situados na interface do tecideliepie derme (Esterre & Richard-
Blum, 2002; Esterre & Queiroz-Telles, 2006; Queil@tleset al., 2009). Embora os
corpos muriformes sejam frequentemente observadosn&roabscessos, por vezes
essas células passam por transformacdo e apressmt@aomo hifas proximas as

camadas mais superficiais da lesao (kieal.,1998).

Histologicamente, os aspectos teciduais s&o sesilaa outras micoses

profundas nas quais, hiperceratose e hiperplasiadpgpiteliomatosa sdo os principais
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aspectos observados no estrato corneo e na epidEoai@via, 0s padrdes histoldgicos
apresentados na CBM variam de acordo com o aspeéatodoenca. Analises
histopatoldgicas da lesdo em pacientes com a foreraucosa mostram reacdo
granulomatosa supurativa com a presenca de vélialag do fungo, estando associadas
a uma resposta do tipo Th2. Por outro lado, emsaspde pacientes com a forma
eritematosa ha a presenca de granulomas tuberesilb&m formados, com reducdo na
carga fungica, indicando resposta do tipo Thl (Di#et al., 2002; Queiroz-Telles,

2009).
1.3 Tratamento

Pacientes com CBM ainda sao tidos como desafipéateco, principalmente
devido a natureza recalcitrante da doenca, solwratad formas clinicas mais severas.
N&o obstante a auséncia de um tratamento de escélhaitilizadas atualmente varias
possibilidades de terapia, as quais envolvem textéms fisicos, quimicos e a
combinacédo de ambos. Amputacdes sao dificilmeilieadas e a resolucao espontanea
da doenca é rara (Martinez & Tovar, 2007; Queirekes et al., 2009). O sucesso
terapéutico depende da gravidade da doenca, de fgua as graves, geralmente, sdo
acompanhadas de edema, fibrose e infeccdo secanBi&sas condicbes reduzem os
niveis tissulares das drogas antifungicas, impihsaiimlo a completa resolucdo da

infeccdo (Queiroz-Tellet al.,2009).

Calor local, raios laser com luz de di6xido de oary crioterapia e excisdo
cirdrgica, nos casos de lesbes pequenas e emasstamiais, sdo os métodos fisicos
mais utilizados no tratamento da CBM, embora oslt@dos ainda sejam paliativos,
podendo haver recorréncia e/ou recrudescimentoif@oet al., 1997; Poirriezet al.,

2000; Castreet al.,2003; Lupiet al.,2005).
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As alternativas de quimioterapia incluem: 5-flusit@a (50-150 mg/kg, por dia,
em 4 doses; itraconazol (100-400 mg, por dia);inefma (250-500 mg, por dia);
fluconazol (200-600 mg, por dia); tiabendazol (2%/kg, por dia, em 3 doses);
cetoconazol (200-400 mg, por dia); anfotericinaniaié de 1 mg/kg, por dia). Todos
esses farmacos estdo associados a efeitos advamsalgcorréncia de longos periodos
de tratamento, as quais incluem toxicidade rernapética (Lopest al., 1978; Bayles,

1992; Diaz, 1992; Bayles, 1995; Martineizal.,2004).

As opcbes mais recorrentes de quimioterapicos gbmano itraconazol e a
terbinafina. O itraconazol, derivado triazolico geimeira geragdo, com acado
fungistéatica, atuando principalmente na inibicAeedaima 14e-demetilase, a qual esta
envolvida na sintese do ergostér@ geralmente considerado a primeira opgéo no
tratamento da CBM, devido aos excelentes resultabidos com esse farmaco nos
tratamentos de diferentes formas (leve, moderadsevera) da doenca (Grant &
Clissold, 1989; Queiroz-Tellest al., 1992). Nas formas leves, a resposta clinica e
microbioldgica pode ser obtida em até 90% dos capds uma média de 12 meses de
tratamento continuo. Ja nas formas graves, comnsadelesdes e complicacdes
adicionais, como linfoedema, fibrose e infeccdaisdaria, a resposta completa pode
ser obtida em apenas 40% dos pacientes, em médsga 3p meses de tratamento
continuo (Queiroz-Tellest al., 1992; Queiroz-Tellest al., 2003; Esterre & Queiroz-
Telles, 2006). A segunda droga mais utilizada &rlairtafina, um composto antifingico
do grupo das alilaminas, a qual possui, segundanalgautores, acdo fungicida
(Pradinaud & Bolzinger, 1991). Em pacientes nagarsivos a monoterapia com

itraconazol ou com terbinafina, a combinacdo daasdirogas pode ser empregada

"0 ergosterol é um analogo do colesterol nos mamiferos e compreende o esterol mais abundante nos
fungos, amebas e outros protozodrios. Os esterdis sdo componentes essenciais das membranas
bioldgicas e sdo responsdveis, entre outras, pela manutencdo da estrutura celular (Ghannoum & Rice,
1999; Baginski et al., 2005).
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(Guptaet al., 2002). Finalmente, em pacientes ndo responsivosramnazol e/ou
terbinafina, pode ser experimentada a anfoteri@yalmg/kg/dia, até uma dose
acumulativa de 2 a 2,5 mg. A prescricdo de anfit@r8, intravenosa, como Unico
quimioterapico, raramente € bem sucedida, deveadacompanhada de inoculagdes
intralesionais para garantir a sua eficacia (Clostt al., 1959; Fader & McGinnis,
1988; Silvaet al.,1999; Esterre & Queiroz-Telles, 2006).

Mesmo sendo 0 agente etioldgico mais comunt;,. @edrosoimostra-se o
menos suscetivel as terapias antifUngicas quandgwam@ado conC. carrionii ou P.
verrucosa (Ameen, 2008). De forma geral, a forma de tratamescolhida deve ser
guiada conforme critérios clinicos, micoldgicosistdpatoldgicos frequentemente re-

avaliados (Queiroz-Tellest al.,2009).

1.4Modelo experimental.

Desde a descoberta da CBM em 1911 por Alexandriedrd3o, varios
pesquisadores ao redor do mundo tentaram estabaleceodelo animal confiavel da
doenca. No entanto, na maioria das vezes, nd@tvsucesso na reproducdo de uma
infeccdo crénica que se assemelhasse anatomopesoh@mte a micose humana (Al-
Doory, 1972; Borelli, 1987; Ahrenst al., 1989; Cardona-Castro & Agudelo-Florez,
1999; Martinezt al.,2005; Esterre & Queiroz-Telles, 2006). LesOes demmtes as da
doenca progressiva em humanos sdo observados esneratamundongos infectados
pelas vias intraperitoneal e subcutanea. Nesseslosydforam observadas lesdes
crostosas e verrucosas na pele e células murifonoesecidos subcutaneos (Cardona-
Castro & Agudelo-Florez, 1999; Borelli, 1987; Ahseet al., 1989). Contudo, tais
modelos desenvolvem doencas agudas, com lesGesratra quando crénicas, tendem

a cura espontanea em poucos dias, acarretando e@anmao fidedignos (Kurita,
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1979; Kurup, 1971; Al-Doory, 1972; Nishimura & Mjyal981; Cardona-Castro &

Agudelo-Florez, 1999).

Recentemente, infeccao crbnica em ratos WistaF poronophordoi descrita,
no qual os animais infectados intradermicamentereggo ventral, desenvolveram
lesbes semelhantes as de humanos, por periodacsup&és meses (Xiet al., 2009).
Ademais, Machado e colaboradores (2009) observatgncamundongos inoculados
no coxim plantar com células conidiogénicas e domidlesenvolveram lesdo mais
duradouras quando comparadas aos animais inocudguogs com hifas e conidios,
demonstrando a associacdo de células conidiogé&voas transformacgéo do fungo em

corpos muriformesn vivo.

2 Vacinas de DNA

Desde que Wolff e colaboradores (1990) mostraram ajinjecdo contendo
plasmideo de DNA levava a uma expressao signiWaata proteina codificada, varios
antigenos foram utilizados para induzir a produd@&oanticorpos e a ativacdo de
linfécitos T citotdxicos, demonstrando assim o petencial enquanto estratégia para
vacina de DNA e terapia génica (Taetgal.,1992; Coxet al.,1993; Ulmeret al.,1993;

Faurezet al.,2010).

Vacinas de DNA sao basicamente compostas por usmpdao codificando
para o antigeno da vacina, acrescido de solucé@s@l plasmideo contém um gene de
resisténcia a antibiético, controlado por um pramg@tocariético, permitindo a selecao
e a replicacdo do plasmideo em bactérias transtt@snad unidade de transcricdo do

plasmideo € geralmente composta por um promotai, Viorte e ubiquo, o qual
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possibilita que o gene de interesse seja expressonigeis Otimos em células

eucaridticas (Gurunathaat al.,2000; Faurez, 2010).

As vacinas de DNA sao capazes de modular tantaaidade humoral como a
celular, com estimulacdo dos linfocitos TCD4 e TCGE8tOxicos. Apos a introducéo
do DNA na célula do individuo, ocorre a sintesepdateina e esta é clivada pelo
proteassoma, gerando peptideos. Os peptideos arsseeias moléculas do complexo
principal de histocompatibilidade de classe | (MHGpor meio, por exemplo, da
sinalizacdo de receptortsl-like. Assim, os linfécitos T citotoxicos (CTL) reconleec
esses peptideos e se tornam ativados. As proteiodszidas e liberadas pelas células
sao fagocitadas pelos macréfagos e clivadas. Q&dpep gerados também podem ser

apresentados via MHC 1l aos linfécitohé&lper(Ribeiro, 2008).

A via de aplicacdo mais comumente empregada éarioscular. Nesse caso,
a vacina de DNA em solucédo salina é injetada diretde no musculo esquelético
utilizando uma agulha hipodérmica. A persisténc@ mlasmideo no ponto de
inoculacdo pode variar de acordo com o animalzatlo, bem como pelo tipo e

guantidade do plasmideo injetado (Faurez, 2010).

Em modelos animais, vacinas de DNA foram empregagas sucesso no
tratamento de varios patdégenos, tais quaigpanosoma cruz{Garciaet al., 2006;
Cazorlaet al., 2009)Leishmania majo{Coelhoet al.,2006; Wu et al., 2010%iardia
lamblia (Abdul-Wahid & Faubert, 2007), virus da hepatite(Bu et al., 2007) e
Mycobacterium tuberculosiZhanget al.,2007; Okada & Kita, 2010). Também foram
relatados casos em que vacinas de DNA obtiverano &d imunoterapia contra o

cancer, bem como no tratamento da tuberculosea(SAB05; Liet al.,2009).
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2.1 Vacina de DNAhsp65 de Mycobacterium leprae

Vérias proteinas da familia daseat Shock ProteingHSP) mostraram-se
efetivas no tratamento profilatico e/ou terapéutieanumeras doencas como: tumores,
doencas auto-imunes e Vvarios outros tipos de iGés;gncluindo as micoses (Oglesbee
et al., 2002; Scheckelhoff & Deepe, 2002; SenGugttal., 2004; Ferrazt al., 2004).
Relatos mostraram que a HSP60 e 90 recombinart&P@0 e rHSP90) conferiram
protecdo a camundongos contra a infeccdo Histoplasma capsulature Candida
albicans respectivamente (Matthews al., 1991; Matthewst al., 1995; Deepet al.,

1996; Deepe & Gibbons, 2002; Ribeebal.,2010).

Dentre as HSP ressalta-se o potencial da HSP6yadardoMycobacterium
leprae (M. leprag, como imunomodulador. Tal HSP foi testada na #oda vacinas de
DNA (DNA-hsB5) e foi capaz de conferir protecdo aos animaisciados com
Mycobacterium tuberculosid_eishmania majorentre outros (Lowrieet al., 1999;
Coelho et al.,, 2006; de Pautd al., 2007). Os beneficios advindos da utilizacdo da
HSP65 estdo associados ao aumento da resposta celuter (Thl) e a reducdo das

citocinas do padrao Th2 (resposta imune humakasliino et al.2000).

Nessa conjuntura, Ribeiro e colaboradores (201@aapa vacina DNARsp65
com sucesso no tratamento da paracoccidioidomiexgserimentdl, demonstrando ser
promissora a sua utilizagdo no tratamento das demigioses crbnicas, caracterizadas
por apresentar uma resposta imune ineficiente dipduwriro frente ao patdégeno
(geralmente relacionada a exacerbacéo da respodtarii detrimento da resposta Thl).
Tratamentos da paracoccidioidomicose, utilizand@@na de DNA, nanoestruturada,

associada ou ndo aos farmacos como a anforteB¢iestdo sendo avaliados pelo grupo

5A utilizacdo da DNA-hsp65 no tratamento de infecgGes fungicas foi patenteada pelo Laboratdrio de
Imunologia Aplicada da Universidade de Brasilia em 2008 sob o n2 de PI 0705676-1.
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de Imunologia Aplicada da UnB, os quais apresentai®, 0 momento, resultados

satisfatérios (comunicacao pessoal).

Apds a administracdo direta da vacina de DNA caldgriasmideo carreando
um gene que codifica a HSP65, por via intramusgctitarobservado que a mesma €
disseminada por todo o corpo e a sua distribuicadose dependente. Sinais da
expressdo da HSP65 foram detectados por mais diagdspos a imunizacdo com a
vacina. Outros aspectos importantes observadosranosjue a DNARsp65 ndo é
replicada em células de mamiferos e ndo se integgamDNA do individuo

imunizado/tratado (Coelho-Casteadbal.,2006).

Silva e colaboradores (2005) demonstraram, tambéma imunoterapia com
vacina de DNA contendo a proteina HSP65 Nb leprag associada aos
quimioterapicos, reduz a duracdo do tratamentoutlar¢ulose em camundongos e
aumenta a sua eficiéncia. Mostraram ainda, qudizagéio de DNAhsp65so0zinha ou
em combinacdo com farmacos influenciam as viasedposta do sistema imune,
incluindo alteracdes da resposta inflamatoéria, &ngb a possibilidade de alterar-se o

curso da resposta imune/inflamatéria, conformecassdade.

Nesse contexto, o presente trabalho foi executasiando estabelecer um
modelo animal confidvel, que reproduzisse as oanagticas da CBM humana, bem
como propor novas estratégias de tratamento, arilia vacina de DNA (DNAsp65,

para uma doenca na qual ndo ha, ainda, uma teia&00% eficaz.
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Objetivos

Desenvolver um modelo experimental confiavel da CBMssibilitando o

estudo de novas terapias;

. Testar a eficacia da administracdo intralesiona, ahfotericina B e do

itraconazol, no tratamento da CBM experimental;

. Avaliar os efeitos terapéuticos da vacina de DINf65 associada ou ndo aos

farmacos acima mencionados, no tratamento da CRidrawrental.
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. Materiais e Métodos

1. Animais de experimentacéo

Foram utilizados ratosVistar (Rattus norvegicus albinusmachos, com
aproximadamente 7 a 9 semanas de idade. Os arfonais fornecidos pelo biotério
central da Universidade de Brasilia (UnB) e margtidm condi¢cdes apropriadas, com

fornecimento de agua e racga libitum no biotério da Faculdade de Medicina da UnB.

Os procedimentos realizados estdo de acordo comceitos pelo Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e foramalisados pelo Comité de

Etica no Uso Animal (CEUA) desta universidad@éxo 1).

2. Inoculo
2.1Preparacéo do Inoculo

No intuito de aumentar a viruléncia do fungo e aamlap cepa as condi¢cdes de
sobrevida em animal, cultivo de pedrosoiem Batata Dextrose (BD, 10% batata e 1%
dextrose), foi reinoculado, no coxim plantar dosreis de experimentacdo, por duas
vezes, sob concentracdo de 1xb@lulas/mL. Apés 30 dias de infeccdo o tecido
lesionado foi divulsionado e em seguida recupesadoneio Sabouraud Dextrose Agar

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

Foram utilizados propagulos do fun§o pedrosoi(ATCC 46428) contendo
fragmentos de hifas, células conidiogénicas e @osid fungo, obtido das passagens

acima descritas, foi cultivado em meio BD durantatgrze dias, a 37° C, sob 190



21

rotagcbes por minuto (rpm). Os propagulos foram reelms por agitacdo mecanica
seguida de 10 minutos de decantagdo para sedirdentlaxs fragmentos maiores. O
sobrenadante foi centrifugado a 3000G por cincoutos1e em seguida lavado com
tampao fosfato estéril (PBS) 0,1M (pH7,2) por duezes. Ao final, as células foram
ressuspensas, quantificadas em camara de Neubdoempeeparada uma suspensao
contendo 1x10 células vidveis/mL em PBS estéril. A viabilidadasdcélulas foi

determinada utilizando o corante Azul de AlgodBacfophenol cotton blue stainipg

(Sanoet al.,1993).
2.2 Administracdo do Inéculo

Os animais foram infectados com o in6éculoFdgedrosoino coxim plantar,
de forma que cada pata foi inoculada com 200pLq2&élulas) da suspenséo do fungo

descrita acima.

3. Preparacéo da vacina de DNAisp65

O plasmideo DNAisp65 composto pelo geresp65de Mycobacterium leprae
inserido no vetor de expressdao pVAX1l (Invitrogen®arlsbad, CA, USA), foi
fornecido pelo Professor Dr. Célio Lopes Silva (U3Rbeirdo Preto - Brasil). O vetor
pVAX1 possui 0 gene de resisténcia a kanamicir@ejsso, é adequado para estudos

de vacinas de DNA e liberado para ensaios clirieggira 4).
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Figura 4. Mapa do vetor de expressdo pVAX1.

O clone pVAX1lhsp65foi transformado utilizando-se as células competen
da linhagem DH& de Escherichia coli A transformacao foi realizada por choque
térmico. O vetor sem o inserto (pVAX1) também fansformado para ser usado como
controle negativo. Apos a transformacéo, as codoftieam selecionadas e crescidas em
250 mL de meio liquidd.uria Broth (LB, GIBCO-BRL) contendo kanamicina (100
pg/mL), durante 12h, a 37° C, sob agitacdo. A jpagBo plasmidial foi realizada
segundo o protocolo de maxipreparacao livre de terd@s (QIAGEN AG, Basel,
Switzerland). Em seguida, as amostras foram subasetia quantificacdo de
lipopolissacarideos (LPS) de acordo com o kit carabe@QCL-1000® Cromogenic LAL
Endpoint Assay (Cambrex Company, Walkersville, MIGA). A quantificacdo de
endotoxinas nas amostras preparadas foi realizaddas as amostras que obtiveram

valores menores que 0,1 EU/ug foram utilizadasenssios.
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4. Grupos e ensaios experimentais

Para o estabelecimento do modelo experimental fatdimados os seguintes

grupos de animais:

A. 20 animais infectados comF. pedrosoi denominados

INFECTADOS.

B. 4 animais nao infectados, denomina8d<DIOS.

Para os ensaios de tratamento foram utilizadosrgsog descritos abaixo,

tratados intralesionalmente:

l. 8 animais infectados cof pedrosoie inoculados com o veiculo

de tratamento (solucéo salina), denomindtiéECTADOS;

Il. 8 animais infectados com pedrosoie tratados com anfotericina

B, denominado&MB ;

[l 8 animais infectados cof pedrosoie tratados com anfotericina

B e pVAX1-hsp65 denominadosMB + DNA- hsp65;

V. 8 animais infectados cof pedrosoie tratados com itraconazol,

denominados$TZ ;

V. 8 animais infectados cof pedrosoie tratados com itraconazol e

pVAX1-hsp65 denominado$TZ + DNA- hsp65;

VI. 8 animais infectados corR. pedrosoie tratados com pVAX1-

hsp65 denominado®NA-hsp65;
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VII. 8 animais infectados corR. pedrosoie tratados com o vetor

vazio (pVAX1), sem o inserto, denominagngAX1;

VIII. 8 animais nao infectados e sem nenhum tipo dentsatto,

denominadoSADIOS.

4.1. Ensaios do Modelo Experimental

Foi acompanhado o desenvolvimento da doenca nosaaninfectados com o
F. pedrosai de forma que apds o periodo de 15, 30, 45, D die® os animais foram

sacrificados e a evolucdo da doenca avaliada.

4.2. Ensaios de Tratamento

Apos 30 dias de infeccdo, os ratos, conforme gexperimental, receberam
doses de tratamento de acordo com o descrittalpela 2 durante 15 e 30 dias

conforme o grupo:

Tabela 2.Periodicidade e dose de tratamento conforme féymbm vacina utilizada.

Tratamento Dose de tratamento Periodicidade

Veiculo da Vacina 50pL de solugéo salina. A cada 3 dias

Anfotericina (SIGMA, | 250pug em 50uL de A cada 3 dias

EUA) solucéo salina.

Itraconazol (SIGMA, 600ug em 50uL de A cada 3 dias

EUA) solucao salina.

pVAX1-hsp65 10pg em 30uL de A cada 15 dias
solucéo salina.

pVAX1 10pg em 30uL de A cada 15 dias

solugéo salina.
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5. Eutanasia dos animais, retirada e armazenamento dosrgdos e tecidos

infectados.

Decorrido 15 e 30 dias apos o inicio do tratamémtoapds 15, 30, 45, 60, 90
dias nos ensaios para o estabelecimento da doas;apimais foram primeiramente
anestesiados com éter e em seguida sacrificadodestocamento cervical. Logo em
seguida, o tecido do coxim plantar foi removido beamo o linfonodo popliteo.
Ambos foram devidamente acondicionados a 4 °C @zenados para 0s ensaios de

histopatologia, UFC e cultura de leucécitos topaisa dosagem de citocinas.

6. Andlise da evolucao da doenca

A analise da evolucdo da doenca foi realizada pe#diacdo morfoldgica e
morfométrica (macroscépica) da lesdo, bem como gakta de amostras de tecidos

infectados para analise histopatoldgica e recupefggantificacdo de células do fungo.
6.1 Morfologia e morfometria macroscoépica da leséo

Em cada ponto de andlise, as patas dos animain fiteaidamente fotografadas

e o diametro das lesdes medido com o auxilio dpagmimetro.
6.2 Histopatologia

Fragmentos da area lesionada, de uma das patatadds, foram fixados em
formol tamponado a 10%, incluidos em parafina eases consecutivos de 4 mm
foram obtidos para as analises histopatolégicasa Raanalise das lesdes, os cortes
foram corados primariamente: i) pela técnica de dterilina-eosina (HE) para a

identificacdo dos tecidos de granulacéo, ii) pétmnica do Acido Periddico de Schiff
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(PAS) para a identificacdo das formas fungicasenmo e iii) pela técnica do Tricromio

de Masson para a identificacdo de colageno.

6.3 Quantificacao/recuperacédo das Unidades Formadoras ed Colbnia

(UFC)

Para a quantificacdo de células fungicas na les&ocortes histologicos
descritos acima foram analisados em microscopica@ptcom o auxilio de um reticulo
acoplado & ocular foi possivel determinar a comagéio doF. pedrosoipor mnf de

lesdo.

Para a recuperagdo das UFC presentes na lesagjasnpgmtas infectadas foi
divulsionada em 1 mL de PBS estéril e apds plagquesal placas de Petri contendo
meio SDA seguida de incubacdo a 37 °C, por 7 diasam contadas as unidades
formadoras de colénias em todas as placas e dsadkssiforam expressos em UFC por

leséo + desvio padrdo da média (SEM).

7 Andlise da resposta imunolégica

Apods o sacrificio dos animais, a analise da respostinoldgica foi realizada
por meio da coleta de amostras para a dosagemide Bitrico e quantificacdo de

citocinas.

7.1Quantificacdo de citocinas na cultura de células tais do linfonodo

popliteo

Células totais do linfonodo popliteo, previamentuldionado, foram

cultivadas, por 48 horas, em placas de 96 poca®neentracdo de 3xi@élulas em
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cada 100 pl de meio RPMI 1640 (SIGMA), acrescidedd0 pl de estimulo: negativo
(apenas RPMI), inespecifico (Concanavalina A, nacentracdo de 8 pg/mL) e
especifico (diluicdo 1:500 de antigenos totais agot's do fungoF. pedrosoi na
concentracdo de 90 pg/mL). Citocinas como: o fdéonecrose tumoral alfa (TNfj-e

a interleucina 10 (IL-10), produzidas pelas céluas cultura, foram dosadas pelo
método imunoenzimaticdefzyme Linked Immuno Sorbent Ass&LISA) utilizando
kits (BD Pharmigen, San Diego, CA, USA) comercfamsironizados para cada grupo de
citocinas. O nivel absoluto de citocina presentesobrenadante da cultura descrita

acima foi calculado com base na curva padrao fadtaeom okit comercial.

Os ensaios de ELISA foram realizados no laboragwi®rof. Dr. Fernando de
Queiroz Cunha (USP - Ribeirdo Preto - Brasil). Fonatilizadas placas de 96 pocgos
cobertas com 50 pl/poco do anticorpo especifica anitNF-o. ou anti - IL-10
(Pharmigen, San Diego, CA, USA). Estes anticorpwam diluidos em solucdo de
ligacdo binding buffey pH 9,0 e incubados por 18-24 horas, a 4°C. Asagl@&ntao
foram lavadas por trés (3) vezes com PB&en20 (0,05% Sigma). As ligacdes nao
especificas foram bloqueadas com 100 mL de PBS/B®Apor 120 minutos em
temperatura ambiente. As amostras e o padrao (qadedo) foram colocados nas
placas (50 pL) e incubados por 18-24 horas a 4f©s/Asse periodo, as placas foram
lavadas com PB$iveene 50ul dos anticorpos biotinilados especificosa peada
citocina foram adicionados. Apés uma hora, as plémam lavadas com PSBi{eene
0 conjugado avidinaperoxidase, na diluicdo de X58@icionado a cada poco e as
placas incubadas por 30 min. As placas foram la/adan PBSFfweene 100 uL do
substrato OPD (o-fenilenediaminadihidrocloreto;n$ay em tamp&o substrato (pH 5,0)
foram adicionados. As placas entédo foram incubadadsl5 a 20 min em temperatura

ambiente. A reacédo foi interrompida com 50ul &6k (1M) e a D.O medida a 490
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nm em espectrofotbmetro (Spectra Max-250, MolecDlavices). Os resultados estéo

expressos em pg /mL.
7.2Dosagem da concentracdo de NO

O Oxido Nitrico (NO) decompde-se espontaneamenteniritos (NO) e
nitratos (NQ’) de forma que esse ultimo pode ser dosado nodam@animais por meio
da reducédo enzimatica do N@m NG pela enzima nitrato redutase, seguida pela

reacao colorimétrica deériess(Greenet al.,1981).

Para a dosagem, aliquotas contendo 50uL de soam forcubadas com o
mesmo volume do tampao redutase (fosfato de pot@ssM pH 7,5 contendo 1mM
NADPH, 10mM FAD e 4U nitrato redutase/mL), por 1@rds, a 37° C. A curva de
nitrato foi também incubada com tampao redutase areentracdo do nitrito foi

determinada pela reac&o colorimétricaGteess

Para essa dosagem, foi adicionado aos sobrenadantessmo volume do
reagente deGriess que continha NEED 0,1% (N-(1-Naphthyl) ethyl-einathine —
SIGMA Chemical, USA) e sulfanilamida 1% (VETEC, Bila diluida em &acido
fosforico (BPOy) a 5% (VETEC). As amostras foram lidas em leiterELISA com

filtro de 450nM. Os resultados foram expressos &frdg NO; +SEM.

8. Andlise de hepatotoxicidade

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

O sangue dos animais foi coletado, por meio de gum@rdiaca, em tubos

evacuados com gel. As amostras, depois de coaguladam centrifugadas a 4500 rpm
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por 10 minutos, de forma que o soro pode ser remld armazenado a -20° C para

futuras dosagens.

Utilizando a metodologia de espectrofotometriaam®stras foram dosadas no
equipamento Modular P (Roche®) para aspartato dramsferase (AST) e alanina
aminotransferase (ALT), utilizando reagentes damaemarca. A espectrofotometria é
um método de determinacao utilizada em laborat@tiogcos baseado em medicdes da

intensidade de energia radiante absorvida ou trigidarsob condi¢cfes controladas.

9. Analise estatistica

Os resultados foram obtidos pela média de doisrampetos independentes +
desvio padrédo da média (SEM) de forma que em armnbosxperimentos os dados
foram similares. Para determinar as diferencaseeas grupos experimentais foi
utilizada a andlise da variancia (ANOVA), seguigdopmétodoBonferroni post-tests
(pGs teste), realizado no programa estatistico li&ag Prism, versédo 5.0, GraphPad
Software, San Diego, Califérnia, USA. Os dados rforeonsiderados significativos

guandap < 0,05.
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IV. Resultados

1. Desenvolvimento do modelo experimental
1.1 Cinética da leséo e evolucéo clinica da doenca
Nos primeiros dias que sucederam a infeccdo, amamiinoculados, com
2x10P propagulos do fungd. pedrosoino coxim plantar, desenvolveram nédulos
inflamatdrios em ambas as patas de forma que om#&omo da resposta inflamatdria
ocorreu, em media, apos 30 dias de infecd@igua 6). Nesse mesmo tempo,
sobreveio o surgimento de lesdo ulcerativa com esgmca de uma crosta negra,

aderente, no ponto de inoculac&a(ras 7, A-C).

Ultrapassados os 30 dias iniciais da infeccdogosldas acometidos exibiram
reducdo do processo inflamatdrio, acompanhada d@ensgelvimento de fibrose e
eventual necrose do tecido infectaégy(ira 7, D). Apés 60 dias, a regresséo da lesao e
acentuada, evoluindo para a cura espontanea daalfégura 6), a qual se intensifica

aos 90 dias com a completa cicatrizacdo da I¢Sgara 6 e 7, E)
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Figura 6. Cinética da lesdo nas patas de ratos ao longddd#ia8 de infeccdo no coxim plantar. Os
circulos representam as médias do diametro da (@s8&M) nos animais do grupo INFECTADOS. O

pico inflamatorio ocorre apés aproximadamente 2@,deguido de regressao da lesdo, evoluindo para a

cura que se conclui aos 90 dias de infec¢do.

Figura 7. Evolugdo clinica da cromoblastomicose experimemta ratos infectados com 2X10
propagulos do fung&. pedrosoi (A) Animal sadio; B e C) surgimento de ulceracdo decorridos os 30
dias de infeccao;Y) necrose e fibrose do tecido lesionado apds 4§ d@inicio da infeccaoE}
cicatrizacdo e cura apés 60 dias de infeccéo.
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1.2 Andlise histopatoldgica e recuperacao/quantificacado fungo na lesédo
Visando caracterizar o curso da doenca no presembelelo, cortes
histopatolégicos da lesdo foram avaliados: 30, 80 eias apds a infeccdo, tornando
possivel a descricdo dos principais aspectos 6égtads da cromoblastomicose

experimental em ratd#/istarinfectados Figura 8).

Em todos os individuos, foi observada reacéo irdténe predominantemente
histiocitaria, associada a focos de exsudacédo aofditan (Foto 8, D) e a presenca de

areas de proliferacdo de fibroblastos, deposicamldgeno e proliferacédo vascular.

A avaliacdo de 30, 60 e 90 dias apos a infeccaoodsima variacdo nos
aspectos histopatologicos, com reducao progresisigeelementos da composicao e da

organizacao tecidual, sendo de forma involutivéoago do tempo.

Apés 30 dias de infeccdo, a reacdo histiocitérideexélulas em distintos
estagios de diferenciacdo morfoldgica verificandadesde mondcitos, predominio de
histiocitos epitelidides e células multinucleadagagtes Figura 8, J). As areas
exsudativas exibem material necrético no qual sébeaciadas formas do fungo como
corpos muriformes e hifas envoltas e permeadadepaicitos polimorfonucleares e
debris celulares Foto 8, H). Essas areas sdo mais superficiais causand@g¢éceno
tegumento cutdneo, em especial da epiderme. Nass &vade fibroblastos séo
identificados verificam-se células com citoplasmapln e niveis imprecisos, nucleos
alongados, porém regulares e homogéneos. Entre eélsdéas ha depdsito de matriz de
colageno que envolve fendas vasculares neoformddaparedes finas e células

endoteliais elevadagigura 8, F).

Algumas lesGes apresentam variacdo na quantidagdeeldonentos acima

descritos. Células gigantes foram observadas ererndieiadas areas de forma
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predominante. Nessas areas ha maior predomindaedarmas filamentosas do fungo.
Observa-se, ainda, nessas mesmas areas, infilindmltario multifocal, que por vezes
esbocam a delimitagcdo de lesdo de aspecto gramomeongoto 8, B). Nesses
granulomas, as células dispostas de forma orgamizamhstituem nddulos com
progressiva diferenciacdo das células histiocg#ada fora para o centro da leséo

(mondcitos, células epitelidides e células multieadas gigantes).

Aos 60 dias de infeccdo, as lesbes observadas er@amos intensas, mais
localizadas, com menor exsudacao, com focos daize¢do e menor quantidade de
vasos neoformados. Nessa fase, os focos exsuddtva® observados bem como
necrose, ambos limitados a derrretp 8, K). A reacao histiocitaria menos intensa foi
caracterizada pela presenca de granulomas froerdsora bem delimitados, mas com
as células epitelidides e multinucleadas gigantesodiadas. Nao ha evidéncias de
manguito linfocitario delimitando as lesGes, masncfrequéncia nota-se infiltrado
neutrofilico difuso permeando-afigura 8, C e B. Células gigantes de diferentes
tamanhos e formas foram identificadas, muitas cepe@o de células do tipo “corpo

estranho” contendo no citoplasma resto e particddsingo.

Ja apos 90 dias de infeccéo ocorre uma acentuddgéie dos elementos acima
descritos Foto 8, L), de forma a evidenciar amplas areas de reparacétual com
aspectos similares ao de animais ndo infectado®I38). Entretanto, focos isolados
de necrose ainda sédo observados, evidenciando gdimgicas (corpos muriformes e

hifas, esse ultimo em menor quantidade) entre odado leucocitario.



Figura 8. Cortes histopatologicos ap6s 8 D, F, H, J), 60 C, E, G, I, K) e 90 diasl() de infeccdo com &. pedrosoai (A)
animais SADIOS (100x); B-C) infiltrado linfocitario multifocal (HE, 200x e 4, respectivamente);D¢E) infiltrado
neutrofilico difuso (PAS e HE, respectivamente, }0QF) depdsito de matriz colagena envolvendo fendaswares

neoformadas (PAS, 400x)G) areas de colagenizacdo densas (Masson, 408x); fresenca de diferentes formas do fungo,
incluindo células muriformes (PAS, 400x}) (distintos estagios de diferenciacdo morfolégieahistiocitos (HE, 100x);K)
focos exsudativos e necrose (HE, 40k)} focos isolados de infiltrado leucocitario e re@luglos aspectos histopatoldgicos da
leséo (HE, 100x).
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A carga fungica presente na lesdo dos animaistatfes foi quantificada, com
o auxilio de um reticulo acoplado a objetiva doroscopio Optico, e esta representada
na Figura 9, A. Apos 30, 45 e 60 dias de infeccdo nao foram ghdes diferencas
significativas na carga fungica presente na legfsat animais (32 £6;39+7e 35+ 8
células fungicas por nfide lesdo), tais diferencas sé foram notadas apdtia® de

infeccdo (7 + 3 células/nfule les&o).

A evolucdo da doenca nos animais infectados Eorpedrosoifoi também
avaliada pela contagem das Unidades Formadorasldei& (UFC) do fungo na leséao
(Figura 9, B). A contagem de fungos viaveis apés 45 e 60 diamféccdo mantém-se
constante (180 + 38,52 e 336 + 130,86 UFC, resmeuointe), uma vez que ndo ha
diferenca estatistica entre esses dois pontosnimte, apdés 90 dias, a carga fungica €
significativamente reduzida (0,25 + 0,25 UFC/les@onfirmando a hipétese acima de

que o animal por si sO é capaz de eliminar o fuapis 90 dias de infec¢ao.
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Figura 9. Quantificacdo/recuperacao das células fungicaseptes na lesdo ao longo da doen&a. (
quantificacdo de células fangicas, + SEM, por ntfa tecido lesionado: 30, 45, 60 e 90 dias ap6s a
infeccdo; B) média de contagem das Unidades Formadoras deni€q0FC), + SEM, do fungd-.
pedrosoj apds: 45, 60 e 90 dias de infecgdo. ** P < 0.0%*B < 0.001 em relagdo a carga fungica aos

60 dias de infeccao.
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2. Tratamento da cromoblastomicose experimental
2.1Diametro da lesé@o ao longo do tratamento
Apés 15 e 30 dias do inicio do tratamento, a eficdo mesmo foi avaliada

por meio da mensuracao do diametro da lesdo camilicade um paquimetro.

Aos 15 dias de tratamento, a exce¢do do grupo INADsp65 (52 *
3,23mm), ndo houve variagao significativa no diamela lesdo dos demais animais
tratados (AMB, 102 + 7,5 mm; ITZ, 79 = 7,74 mm; DNWp65 74 + 8,26mm;
AMB+DNA-hsp65 89 + 7,46; pVAX1, 92 = 13,62) em comparagdo congropo

INFECTADOS, cujo diametro teve média de 99 + 4,21 (Rigura 10, A-D).

Todavia, transcorridos 30 dias de tratamento, tedogrupos que continham a
vacina de DNA (DNAhsp65 30 + 11,49 mm; AMB+DNARsp65 51 + 7,47 mm;
ITZ+DNA-hsp65 33 + 12 mm) apresentaram diferencas significative@ diametro da
lesdo, comparados ao grupo INFECTADOS (94 + 8,87) rfiaguras 10, A-O.
Contrariamente, os grupos de animais tratados apmma os farmacos anfotericina B e
itraconazol, (66 + 11,86 mm e 63 * 6,12 mm, respactente) ndo mostraram
diferencas significativas quando comparados aoagiNpFECTADOS Figuras 10, A-

B).
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Figura 10. Diametro da lesédo na pata de animais infectadostados apds 15 e 30 dias, comparados ao
grupo INFECTADOS. A) animais infectados e tratados com AMB, com ou geracina de DNAsp65

(B) animais infectados e tratados com ITZ, assoc@mdodo a vacina de DNAsp65 (C) infectados e
tratados apenas com DN#sp65 (D) infectados e tratados com o vetor da vacina pVAY®L< 0.05,

**P < 0.01 e **P < 0.001 em relagéo ao didmetre @mimais do grupo INFECTADOS.

2.2Morfologia e histopatologia da lesao
Apés 15 e 30 dias de tratamento, fragmentos deldelg@sionado foram
fixados, incluidos, seccionados e corados primamden i) pela técnica de
hematoxilina-eosina (HE) para a identificacdo @eusdbs de granulacéo, ii) pela técnica
do Acido Periddico de Schiff (PAS) para a idenéifiio das formas fangicas no tecido e
iii) pela técnica do Tricromio de Masson para aiidieacdo de colageno. Em seguida,

foram avaliadas as caracteristicas histopatologiaatoenca ao longo do tratamento.
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No grupo INFECTADOS (infectados e inoculados comveiculo de
tratamento), nos dois pontos descritos acima (13D edias de inoculagao), foram
observadas as mesmas caracteristicas descritammanémte para 0s animais avaliados

apos 30 e 60 dias (respectivamente) de infeccao.

As caracteristicas da lesdo descritas anteriormntgém estdo presentes no
grupo AMB (animais tratados com anfotericina B), bema ocorra reducdo das
caracteristicas observadas apds 30 dias de traimogando comparadas aos de 15 dias

(Figura 11).

Com 15 dias de tratamento, observa-se menor gaadetide células, poucas
areas exsudativas, nédulos com granulomas meltimidies (Figura 11, C), areas de
colagenizacdo densas e pouca neoformacdo vaséutard 11, H). As areas de
exsudacdo apresentam predominio de material namréthenor quantidade de
polimorfonucleares Higura 11, F), limitada a derme e pouco envolvimento da
epiderme. Os granulomas observados sdo bem defippdo vezes confluentes e
exibem, ao centro, a presenca de necrose. Esda pes& assim ser caracterizada:
células epitelidides dispostas lado a lado, poeserssociada a uma ou outra célula
gigante, tendo em seu entorno um halo linfocit&imais externamente camada de
fibroblasto, que faz a fusdo de varias lesdggufa 11, E). Os fibroblastos nessas
lesbes ou sdo as descritas na periferia dos graasloou sdo aqueles observados em
extensas areas de deposicao de colageno deiggoa 11, H) maduro, e que envolve

poucas fendas vasculares, tortuosas, de paredssficélulas endotelial proeminente.

Apds 30 dias de tratamento, o aspecto observadogéathulomas delimitados,
isolados, de constituicdo froux&igura 11, D), com auséncia de halo linfocitério,

poucas células multinucleadas gigantes, reducadlifieeenciacdo histiocitaria com
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células epitelidides em menor nimero comparad&latas mais imaturas. Um aspecto
peculiar nesse grupo e com esse tempo de infeccéiopériferia dos granulomas
representada por coldgeno com a disposicdo em (edoso em bulbo de cebola)
(Figura 11, I). Esses granulomas estao aprisionados em meinsa deatriz colagena,
associada a grande quantidade de fibroblastos dferemtes formas, constituindo
densas &reas ricas em vasos neoformados chamartty, atencdo a pouca quantidade
de infiltrado de leucécitos polimorfonucleardsgira 11, G). Outra particularidade
observada nesse grupo corresponde as lesdes e qhserva grandes quantidades de
estruturas do fungd-{gura 11, K). Os histiécitos as envolvem em agregados dea=lul
grandes, de citoplasma amplo e vacuolados, e ideedondados ora centrais, ora
justapostos a membrana celular, com aspectfodemy cells Estando filamentos e

corpos muriformes do fungo no citoplasma dessagastbu ainda de células gigantes

do tipo “corpo estranho” que permeiam os histi&eito

Do ponto de vista macroscopico, o tratamento coiotanicina B, apos 15 e 30
dias, melhorou os aspectos das lesGes nas patestoeifectados, embora ao final do
tratamento os animais ainda apresentem néoduloamafbrios no coxim plantar

(Figura 11, A-B).
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Figura 11. Morfologia macroscopica e histopatologia do grdpaanimais tratados com anfotericina B (AMB), apb4A, C,
E, F, H, J) e 30 diasB, D, G, I, K). (A-B) aspectos morfologicos da lesa6:D) nédulos com granulomas delimitados e de
constituicdo frouxa (HE, 200x)E] halo linfocitario com camadas de fibroblastospditas externamente conectando vérias
lesdes (HE, 200x);R-G) menor quantidade de polimorfonucleares (HE, 40({) areas de colagenizagdo densa (Masson,
200x); () colageno com a disposicdo em halos (como em kdgbecebola) na periferia dos granulomas (Massob)2Q-K)

estruturas do fungb. pedrosoiHE e PAS, 400x e 100x, respectivamente).
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As lesbes observadas nas patas dos animais do ¢fdpdtratados com
Itraconazol) sdo caracterizadas por reacdo inflamaatle carater difuso com areas
focais fFigura 12, K). Em sua composicdo sdo identificados: histiocitosulas
epitelidides, células gigantes multinucleadas, abEmneutrofilos e linfécitos. Séo

observados ainda: fibroblastos, deposito de cotagerasos neoformaddsigura 12).

Aos 15 dias de tratamento, as lesdes, mais difegé@sem histidcitos e células
gigantes e por vezes esboco de granuloRaggi@ 12, C). Ha pouca exsudacgéo de
neutréfilos, e quando presentes, restritos as casndd dermeFjgura 12, E). Os
fibroblastos sdo observados em lesfes difusasiadasa colageno dendéidura 12,
G), fendas vasculares, linfgcitos, histiécitos euaky polimorfonucleares. As células
gigantes, como que reunidas, estdo associadagas ém que formas do fungo sdo
identificadas Figura 12, 1). Nessas areas, estdo presentes também polimcdanes

que, apesar de carater circunscrito da lesao atritauela um aspecto frouxo.

Apos 30 dias, predomina areas com deposicao dgesmahavendo focos de
remodelagem bastantes vascularizados e que, elreahia, exibem células gigantes
isoladas ou em pequenos grupos de poucos elem@tgssa fase, um outro aspecto
observado é o da area de exsudacdo em meio a@wrol§ggura 12, H) na qual, ao
centro, se adensam histiécitos de citoplasma amgiarmas do fungo envoltas por
células gigantes. A exsudacdo € delimitada por imatte colagenos. Os
polimorfonucleares (neutréfilos) sdo escassos @&oestais concentrados nos focos

exsudativos como descritbigura 12, F).

As lesdes no coxim plantar dos ratos tratados coitraconazol também
apresentaram melhoras apds 15 e 30 dias de tratansem a permanencia de nodulo

inflamataorio ao final do tratament&iguras 12, A-B).
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Figura 12. Morfologia macroscdpica e histopatologia do grdpaanimais tratados com itraconazol (ITZ), ap6$ALsC, E, G,

I, K) e 30 diasB, D, F, H, J). (A-B) aspectos morfologicos da lesédB) gsbogo de granuloma (HE, 2004p) (granulomas ja
delimitados (HE, 200x);E-F) exsudacao neutrofilica (HE, 400x); (G) fibrobtastassociados a colageno denso (PAS, 400x);
(H) exsudagcdo em meio ao colageno (PAS, 200x)) presenca de formas do fungopedrosoi(HE e PAS, respectivamente,

400x); K) reacgdo inflamatoria de caréter difuso (HE, 400x).



44

As lesdes observadas nas patas dos animais do BiNpehsp65 (tratados
com vacina de DNA) e avaliadas com 15 e 30 diasratamento, apresentam uma
reacao inflamatoria progressiva e caracterizadagrelsenca de histidcitos, constituicdo
de granulomas e areas de hialinizagdgyra 13). Os aspectos anatomopatologicos das
lesbes nos animais tratados com a vacina DNP65 foram reduzidos de forma

semelhante aos animais tratados com os farmaapsd 13, A-B).

Aos 15 dias de tratamento, verifica-se aspecto ulfparatoso, porém
exsudativo. A lesdo é extensa e limita-se a deomegranulomas sdo pequenos e a
resposta inflamatéria apresenta infiltrado linfadia evidente e difusd={gura 13, P).

Os neutrdfilos observados difusamente apresentanor ntancentracdo em areas
exsudativas nitidamente delimitas pelo processoulpanatoso igura 13, C), ou pela
reacdo dos fibroblastos com deposi¢cdo de colagssociado a vasos neoformados

(Figura 13, G).

No trigésimo dia de tratamento a lesdo tem aspettiamente granulomatoso
(Figura 13, D) com lesdes confluentes, amplas e densamentieadék por linfocitos e
histiocitos Figura 13, F). Os granulomas sdo secos, sem exsudacao de fivesitro
ricos em células epitelidides de citoplasma ampha anpreciséo de seus limites e com
células gigantes multinucleares presentes. Essasdeestao delimitadas ou permeadas
por colageno depositado que adquire um aspectoodem®o o de hialinizacdo e
ricamente vascularizad&igura 13, H). Esses granulomas estendem-se até a transicao
da derme para a epiderme, estando os linfocitoeantente ligados as células epiteliais
do revestimento definindo lesGes do tipo linfod@te. Os neutrofilos sdo vistos em
pequena quantidade e adensam-se apenas nos pooesslé exsudacao observados

nas lesdes dos animais desse grupo.
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Figura 13. Morfologia macroscépica e histopatologia do grdpaanimais tratados com a vacina de DiNsis65(DNA-hsp69,
apos 154, C, E, G, 1) e 30 diasB, D, F, H, J). (A-B) aspectos morfoldgicos da lesdB:ID) areas exsudativas nitidamente
delimitadas pelo processo granulomatoso (HE, 2q&x}) reacdo inflamatéria densamente infiltrada pdobtiios e histidcitos

(HE, 400x); G-H) colageno denso como o de hialinizacédo e ricameaageularizado (HE, 400x e 200x respectivamente)) (

presenca do fungo nas lesfes (PAS, 400x).
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As lesdes dos animais pertencentes ao grupo AMBNA-Bsp65 (tratados
com a combinagdo da anfotericina B com a VacindN@) sao caracterizadas por
reacdo inflamatoria intensa, difusa, por vezessgmtando granulomas bem definidos
com areas exsudativas ao lado de areas de nedfesfica-se, ainda, infiltrado de
leucdcitos polimorfonucleares, de carater difuserneando toda a lesdo e também,
areas com proliferacao de fibroblastos, com ou deposicdo de colageno, e com vasos
neoformados. Essas lesdes apresentam variacéo aemisposicdo de acordo com o

tempo de evolucéo da infeccdo associada ao tratarfiegura 14).

Aos 15 dias de tratamento, as lesdes possuem rcaiifiilso, com intenso
infiltrado de mononucleares, de forma que em alquot#os esbocam formacdes de
granulomas Kigura 14, C). Em meio a esses histidcitos sdo observadosasélul
epitelidides, bem como células multinucleadas degrReacdo exsudativa neutrofilica
esta presente em toda a extensédo da leséo e de dmentuada em areas de necrose
liquefativa fFigura 14, F. As lesdes exibem ainda fistulizacdo que se dstatas
camadas da derme, onde a maior parte das lesdesnt@se, até a superficie da
epiderme, que se mostra ulcerada. Os fibroblasissiram-se as demais células e o
sitio inflamatorio, por vezes envolto por matrizagena frouxaKigura 14, H), exibe

ainda vasos proliferados, com paredes finas eastpitelidides proeminentes.

Aos 30 dias, observam-se as caracteristicas desatima, porém verifica-se
acentuada organizacédo da lesdo apresentando thferaspectos, como: granulomas
constituidos e bem definidos, focos de exsudacdo wecrose central geralmente
delimitados por reacgéo histiocitarigigura 14, D), com células de citoplasma amplo e
nacleos arredondados e, ainda, envoltos por lird®ci fibroblastos, células

multinucleadas gigantes e colageno defsgufa 14, 1). Os granulomas séo de aspecto
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epitelidides, exibindo ao centro células multinadies gigantes do tipo Langerhans,
delimitados por halo linfocitario e frequentemem@nfluentes Kigura 14, E). O

estroma da confluéncia é caracterizado por coladenso ai depositado. Os leucdcitos
polimorfonucleares observados, predominantementéreas exsudativas e de necrose,
estdo presentes também nos granulomas, somandessesa presenca de eusindfilos
em menor quantidade. Corpos escleréticos e fragmeaid hifas sdo observados nas
areas de necrose, nos focos de exsudacdo e ndasit@p das células gigantes

multinucleadasKigura 14, K).

Os aspectos morfolégicos da lesé@o foram drasticemeduzidos apods 15 e 30
dias de tratamento utilizando a anfotericina B essla a vacina de DNA-{gura 14,

A-B).

No grupo ITZ + DNAhsp65(tratados com a combinacgéo do Itraconazol com a
Vacina de DNA) as lesdes observadas demonstranctasgeanulomatoso com a
presenca de células usuais. As mesmas exibemrddsrpadrées morfolégicos com
predominio das células epitelidides em lesbes befimidas e com participacdo de
células gigantes multinucleadas, e por vezes cawsfexsudativos e extensas areas de
necrose nesses granulom#&sg(ra 15). As lesdes estdao predominando em camadas

profundas da derme e sao delimitadas por colagesuriado a vasos neoformados.

Aos 15 dias, séo observadas lesdes de tamanhadamrbem delimitadas sem
exsudacaoRigura 15, C). Verifica-se ainda infiltrado linfocitarioF{gura 15, E) e em
areas, os fibroblastos sdo proeminentes e se deterple forma a individualizar os

granulomas.

Aos 30 dias, além dos aspectos descritos com K5 dimstatam-se areas de

necrose com formacdo de histidcitos de citoplasmpl@ e vacuolado associados a
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infiltrado histiocitario, ao lado de granulomas béetimitados Figura 15, D), ricos em
células epitelidides e células gigantes em queeséocam linfécitos margeando esses
granulomas Kigura 15, F), e ainda densas faixas de matriz colagena sejiaessas
lesbes Figura 15, H). Tanto em areas de necrose como de granulomas bem

constituidos séo visualizadas estruturas fungerabora escassasigura 15, J).

Os aspectos morfologicos da lesdo, apds 15 e 30ddigratamento com o
itraconazol associado a vacina de DNA-hsp65, tamfioéam reduzidos, permanecendo

no coxim plantar apenas resquicios do processaatizacao fFigura 15, A-B)
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Figura 14. Morfologia macroscopica e histopatologia do grdpcanimais tratados com a anfotericina B asso@agkcina de
DNA-hsp65(AMB + DNA-hsp69, apés 154, C, F, H, J) e 30 diasB, D, E, G, I, K). (A-B) aspectos morfoldgicos da lesao;
(C) lesdes de carater difuso, esbogcando a formacgagrateilomas (HE, 100x),D¢E, K) granulomas constituidos e bem
definidos delimitados por reacéo histiocitaria (F2BOx e 400x, respectivamentelE) (células multinucleadas gigantes do tipo
Langerhans, delimitados por halo linfocitario (HE)Ox); F-G) reacao exsudativa neutrofilica (HE, 400xjt-1) matriz
colagena frouxa e densa respectivamente (MassOr);40-K) presenca de formas do fungo nas les6es (PAS dE).
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Figura 15. Morfologia macroscépica e histopatologia do grufgoanimais tratados com itraconazol associadacina de
DNA-hsp65(ITZ + DNA-hsp65, apds 154, C, E, G, |) e 30 diasB, D, F, H, J). (A-B) aspectos morfologicos da lesaB) (
granulomas delimitados, sem exsudacao (HE, 10D¥)ganulomas de tamanhos variados e bem delimit@ti®s100x); E-F)
linfocitos margeando os granulomas (HE, 4008)H) faixa de matriz colagena separando os granulgiiasson, 200x);1{J)

formas do fungo, em menor quantidade, no intertocélulas gigantes multinucleadas.
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Comparando as caracteristicas descritas acima, gardiferentes grupos
experimentais utilizados, ressalta-se a acao da-B&B5 como imunomodulador, uma
vez que todos 0s grupos, nos quais fora empregpdesentaram, ja nos primeiros 15
dias, granulomas bem constituidos com manguitoditdrio evidente e células melhor

organizadas, evidenciando a presenca escassauterastdo fungo.

2.3 Quantificacao/recuperacgéo do fungo na leséo
Apés 15 dias de tratamento, a concentracdo deaséRiingicas no tecido
lesionado nos grupos de animais tratados foi sagitifamente reduzida (AMB, 13 = 4;
AMB + DNA-hsp65, 6 £ 3;ITZ, 7 + 2; ITZ + DNA-hsp63.2 + 5 e DNA-hsp65, 11 +5
células/mrf de lesdo), quando comparados aos animais con{tNIEECTADOS, 39 +
7 e pVAX1, 25 + 5 células/mhrde lesdo). Todavia, ndo foram evidenciadas difasn

estatisticas entre os grupos de animais tratdigsré 16).

Cenario similar ocorre apos 30 dias de tratameatqual os animais tratados
foram capazes de reduzir o nUmero de estruturagcmna lesdo (AMB, 6 + 2; AMB
+ DNA-hsp65, 2 = 2; ITZ, 10 + 4; ITZ + DNA-hsp65,21 e DNA-hsp65, 11 + 3
células/mm de les&o), comparados aos animais controles (INBBOS, 35 + 8 e
pVAX1, 37 + 4 células/mmde lesdo). Entretanto, nota-se uma acentuadadedia
carga fuangica nos grupos tratados com anfoteriBimaitraconazol associados a DNA-
hsp65 embora tais diferencas ndo sejam tidas como fisigtivas pelos métodos

estatisticos empregaddsdura 16).
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Figura 16. Quantificacdo das estruturas flingicas nos corie®patologicos da lesdo dos animais
infectados e tratados. As barras representam aimsngal contagem células flngicas porTnSEM dos
animais pertencentes aos grupos: INFECTADOS, AMBIBA+ DNA-hsp65 ITZ, ITZ + DNA-hsp65
DNA-hsp65e pVAX1, 15 e 30 dias ap6s o inicio do tratameafganimais infectados cof pedrosoi
***P < 0,001.

A recuperacado das UFC acompanha os resultadooslaioin a quantificacéo
das células fungicas na lesédo. Dessa forma, évebsdiservar reducao de UFC nos
grupos de animais tratados, quando comparadoseaqdel grupo controle, tanto 15

qguanto 30 dias ap0s o tratamerfm(ra 17).

Ressalta-se, porém, que a quantidade de UFC rexd#dos animais apos 30
dias de infeccéo, foi reduzida para contagens préide zero, ndo havendo diferencas
significativas entre os grupos de animais tratdéd4B, 6 + 5; AMB + DNA-hsp65 1
+0;ITZ, 1 £ 1; ITZ + DNAhsp65 0 £ 0 e DNAhsp65 18 + 4 UFC/lesdo) em
comparacdo com os controles (INFECTADOS, 336 = #3pVAX1, 244 + 103

UFCl/lesao) Figura 17).
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Figura 17. Quantificacdo das Unidades Formadoras de Col@C) do fungo na lesé@o. As barras
representam as médias da contagem de UFC por {e§#M dos animais pertencentes aos grupos:
INFECTADOS, AMB, AMB + DNAHsp65 ITZ, ITZ + DNA-hsp65 DNA-hsp65e pVAX1, 15 e 30
dias apds o inicio do tratamento de animais inflxtaomF. pedrosoi (#) barra igual a zero; **P < 0,01

e ***P < 0,001.

2.4 Quantificacdo da producgdo de citocinas por célulattais do linfonodo
popliteo
Apoés 30 dias de tratamento, células totais advirdtadinfonodo popliteo
foram cultivadas por 48 horas e as citocinas (bNFH.-10), presentes no sobrenadante
da cultura, foram mensuradas pelo método imunoetm (ELISA). As células
cultivadas apenas com o meio (RPMI) ou com o amtigespecifico, na concentragédo
utilizada, nao foram capazes de induzir a produggdNFea e/ou IL-10, uma vez que

nao foi possivel detectar a presenca dessas @tnws sobrenadantes de cultura.

A produgédo de TNF: e IL-10 s6 foi observada em culturas de células na
presenca de antigeno inespecifico (Con-A, 8 pug/mbjlavia, ndo foram verificadas
diferencas significativas entre os grupos de ammnratados, quando comparados ao
grupo de animais apenas infectadbgra 18). Animais SADIOS nado apresentaram

niveis detectaveis dessas citocinas.
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Figura 18. Producéo de citocinas por células totais do fiafto popliteo ap6s 48 horas de cultura. As
barras representam a média de producdo das cgoeimapg/mL + SEM. N&o foram indentificadas

diferencas significativas entre os grupos comparadocontrole (INFECTADOS). (#) barra igual a zero.

2.5Avaliacéo da producédo de NQ.
O Oxido Nitrico (NO) decompde-se espontaneamenteniritos (NO) e
nitratos (NQ). O NO pode ser produzido pela ativacdo dos fag®qgior INFy e
lipopolissacarideo (LPS), os quais induzem a enZirido nitrico sintase (iINOS), e &

determinado por meio da presenca de nitrato nod®emimais.

Analisando a producdo de NQOpresente no soro dos animais SADIOS e
INFECTADOS, tratados ou nao, verifica-se que naadiférencas siginificativas na
producdo de Oxido Nitrico, em nenhum dos dois momialiados (15 e 30 dias de
tratamento), entre os animais INFECTADOS (61 + et 5 uM, respectivamente) e
os tratados apenas com anfotericina B (AMB, 60etZB + 1 uM), itraconazol ( ITZ,
61 +4 e 69 = 1 pM) e com o vetor vazio da vacindd&\, pVAX1 (68 £+ 3 e 70 = 3

UM) (Figura 19).
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No entanto, os grupos de animais que foram tratados a vacina de DNA
(DNA-hsp69, sozinha ou associada aos farmacos acima medcgndemonstraram
significativa reducédo de NQOsérico (DNAhsp65 42 + 1 e 38 + 3 uM; AMB + DNA-
hsp65 34 + 2 e 31 + 2 uM; ITZ + DNAsp6s 23 £ 2 e 27 £ 2 uM) quando
comparados com os animais dos grupos descritosa@aniente Figura 19). Ressalta-
se que os niveis de NOdetectados nos grupos que receberam a vacina de DN
aproximam-se dos niveis daqueles pertencenteupo GADIOS (10 £ 1) e se mantém

constantes ao longo do tratamento, evidenciangéd@ienunomodulatéria da vacina.

INFECTADOS
E3 AMB
100- E3 AMB + DNA-hsp65
mo ITZ
ITZ + DNA-hsp65
DNA-hsp65
BB pVAX1
SADIOS

Produgéao de NO;
(HM)

Dias de tratamento

Figura 19. Producédo de N§ presente no soro de animais dos grupos expemiseai analise. As
barras representam as médias em uM dg MGEM dos animais pertencentes aos grupos: SADIOS,
INFECTADOS, AMB, ITZ, DNAhsp65 AMB + DNA-hsp65 ITZ + DNA-hsp65e pVAX1, 15 e 30
dias apés o inicio do tratamento. ***P < 0.001, pamado ao grupo INFECTADOS.
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2.6 Andlise de hepatotoxicidade
Com o intuito de avaliar possiveis danos citot&xiao figado em virtude dos
tratamentos utilizados, foram investigados paramsgtara toxicidade hepatica, a saber:

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

Conforme demonstrado Aabela 3 os niveis séricos de AST e ALT em todos
0S grupos de tratamento, e em ambos 0s pontosa@ws)i foram muito similares
aqueles obtidos nos animais apenas infectados eulatms com o veiculo de
tratamento (grupo INFECTADOS), ndo existindo difey@s significativas entres os
grupos de tratamento. Embora na literatura sejandeegiados dados de
hepatotoxicidade durante o tratamento prolongado anfontericina B e itraconazol,
nao foi observada diferenga significativa, com géta a esses parametros, entre os

grupos de tratamento quando comparados com o ®(KF-ECTADOS).

Os animais tratados com anfotericina B recebenaimalésionalmente, a cada 3
dias, 1.2 mg de farmaco para cada 1 kg de masparaegrdentro do padrdo aceitavel
para o tratamento da CBM em humanos (1.2 mg/kg/d&@)s animais tratados com
itraconazol receberam, intralesionalmente, 2.85gtr dia de tratamento (a cada 3

dias), abaixo do preconizado em humanos de 200ang/di
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Tabela 3 Avaliacao dos paradmetros para toxicidade hep&i8d e ALT), apds 15 e 30 dias tratamento.

Os resultados estdo 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 +4 671
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. Discussao

Vérias foram as tentativas em estabelecer um mattéloico da CBM em
modelo animal. Todavia, os modelos até entdo descmdo sdo considerados
adequados para o estudo da CBM uma vez que, naiandds casos, as lesdes geradas
nao cronificam ou ndo apresentam similaridadesopasblogicas com a doenca em
humanos (De Hoogt al., 2004; Esterre & Richard-Blum, 2002; Esterre & Qoei

Telles, 2006).

No presente trabalho, os animais infectados con®®2&élulas do fungd-.
pedrosoidesenvolveram no coxim plantar, apos 30 dias dec@éio, lesdes tipicas da
CBM, muito semelhantes aquelas observadas em husméracaz et al., 2002;
McGinnis, 1983; Queiroz-Tellest al., 2003), incluindo os aspectos histopatologicos
com a presenca de células muriformes, areas exadatom material necrotico,
abscessos ricos em neutréfilos e reacdo granulsmataracteristica, conforme
descritos por Esterre & Richard-Blum (2002). Rexlds similares foram atingidos por
Xie e colaboradores (2009), que obtiveram sucess@estabelecimento de lesdes
cronicas da CBM, por até quatro meses, em ratogaWiifectados corir. monophora
Machado e colaboradores (2009) também conseguiresendolver lesées muito
semelhantes ao da CBM humana, no coxim plantar ateucdongos (BALB/c)

infectados confr. pedrosaoj porém nao houve cronificacao das lesdes.

Assim como nos estudos de Cardona-Castro & Agudeliez (1999), a
infecgdo comF. pedrosoirelatada neste trabalho pode ser considerada codneca,
embora tal cronicidade ndo seja sustentada viste Qa animais evoluem

espontaneamente para a cura ap0s dois meses dedmfe ja no terceiro més os
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aspectos clinicos e micolégicos da doenca mosteamrasticamente reduzidos. O
processo de cura do modelo experimental propostevidenciado pela reducéo das
lesbBes nas patas dos animais infectados, acompadhatiminuicdo da carga fungica e
dos aspectos histopatoldgicos. A cura espontameldéta é observada em modelos de
infeccdo experimental comdistoplasma capsulatum, Paracoccidioides brasilieres
Leishmania majorTais modelos s&o frequentemente utilizados nadasaefeccédo em
que se assemelha a doenca humana (Deepe & Git2ff¥s, Wuet al.,2010; Felonato

et al.,2010).

Logo, o desenvolvimento do modelo experimental pstp possibilita, na fase
da infeccdo em que se assemelha a doenca huméea3@e 60 dias apds a infecgéo, o

estudo de novas terapéuticas para a CBM.

O tratamento da CBM ainda configura um desafiootgrdra os medicos,
quanto para os pacientes. Varios métodos e drogas ftestados ao longo de décadas,
entretanto os resultados obtidos raramente saastem®s o suficiente para justificar a
sua utilizacdo em larga escala ou para se estabelat tratamento de escolha para a
CBM. Queiroz-Telles e colaboradores (2009) asseveyae ndo existe uma terapia
preferencial para a CBM e, sim, varias opc¢des atartrento, o que na visao de Castro
(1992) apenas confirma a inexisténcia de terap@ut@0% eficiente no combate a

doenca.

Atualmente, em se tratando de quimioterapia, ohone$ resultados foram
obtidos utilizando itraconazol e terbinafina. V&ricasos relataram consideraveis
melhoras da CBM tratada com itraconazol ao longovéleos meses, contudo a
completa cura ainda é rara. Tal fato possivelmeoatere devido a acdo primariamente

fungistéatica do farmaco (Castro & de Andrade, 2G4,(pesar de inibir seletivamente a
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producdo da l4-demetilase na biosintese do ergosterol, o itramdnpossui um
potencial de interacdes clinicamente relevanteenidy sempre ser ministrado com
cautela quando em concomitancia com outros farmemo® a ciclosporina, triazolam,
midazolam, dentre outros (Venkatakrisheaml.,2000). Todavia, evidencias clinicas e
laboratoriais demonstraram, ainda, aumento daté&esis doF. pedrosoiisolado de

pacientes sob tratamento com o itraconazol (Andeadé, 2004).

Embora a anfotericina B apresente excelentes eaistatas fungicidas ao
interagir com o ergosterol, formando canais tramsbrénicos, os quais acarretam na
morte do fungo em decorréncia do influxo desorderdalions (Andreoli & Monahan,
1968; Gruszeckiet al, 2003), a sua utilizacdo no tratamento da CBM i
demonstrado, exceto nos tratamentos em que o farmac administrado
intralesionalmente, resultados melhores que aqgtieles como apenas fungistaticos, a
exemplo do itraconazol (Costellt al., 1959; Fader & McGinnis, 1988; Sihet al.,

1999; Queiroz-Telles, 2009; Castro & Andrade 2010).

Nesse contexto, considerando a crescente incid@eciicoses sistémicas e
oportunistas no mundo inteiro, muitas vezes pelgisiento de isolados resistentes aos
antifingicos, principalmente em individuos imungssuidos, e, ainda, considerando
os efeitos téxicos oriundos das terapias antiflaggiconvencionais ou mesmo a
ineficacia dos farmacos frente as mais diversandsrde infeccao fungica, a busca por
novas alternativas de prevencdo e, principalmeafdgetratamento para essas doencas

tornou-se de grande importancia para a saude p({@itakrabarti, 2005).

Muito se tem discutido sobre a agdo imunoprotetot@rapéutica das vacinas
de DNA, as quais melhoram as condi¢fes imunit&lmspaciente, diminuindo sua

suscetibilidade e concorrendo para a definitivenielacdo do patdgeno. As vacinas de
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DNA apresentam-se promissoras no tratamento deciéds fungicas por permitir o
restabelecimento da imunidade celular deprimidaurso da doenga, podendo atuar até
mesmo como adjuvante em quimioterapias. O tratameatvencional, apesar de
reduzir a carga fungica nos tecidos, ndo restabele@sposta imunoldgica protetora.
Recentemente, tem-se utilizado drogas nanoestdasirgue, apesar de reduzir a
toxicidade da droga, na maioria das vezes nao meebnoesposta imunoldgica celular

deprimida (Amaraét al, 2009).

O balanco da resposta Th1/Th2 esta relacionadscatshilidade ou resisténcia
a inumeras doencas causadas por fungos. Em &isak o perfil Thl estd associado a
resisténcia, enquando o perfil Th2 tem sido relaamilo com a susceptibilidade (Murphy
et al, 1998; Clemonset al, 2000; Deepeet al, 2000). Algumas linhagens de
camundongos, como: A/Sn, A/J e DBA/2, parecem saisnresistentes a
paracoccidioidomicose, por exemplo, do que outrashais, o que tem sido associado
ao perfil Thl. Nesses animais, foi verificado menadmero de parasitas no tecido,
auséncia de antigenos circulantes, ativacdo decifagp IgG2a como principal
anticorpo e lesdes granulomatosas bem organizatiaso perfil Th2 tem sido
relacionado com a exacerbacdo da resposta imuneralindevido ao estimulo da

producao de anticorpos (Murpkyal, 1998).

A severidade das manifestacfes clinicas, na CBMbéa esta diretamente
relacionada com a ativacdo de uma resposta imuotarcelo tipo Thl ou Th2. Os
pacientes que apresentam a forma severa da dgemghmente possuem a resposta Th2
predominante. Ja os pacientes com a forma bramdandolvem preponderantemente

resposta Thl (Gimenes al, 2005).
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As HSP séo reconhecidas atualmente como impostanteléculas na
modulacdo do sistema imune com a capacidade dar aivesposta imune celular
(Falkowska-Podstawka & Wernicki, 2003). Em modelesperimentais, vacinas
utilizando HSP tém sido testadas no tratamento &&s/ doencas (Scheckelhoff &
Deepe Jr, 2002; Silvet al, 2005; Coelhet al, 2006; Guet al, 2007). Ademais, testes
clinicos utilizando essas moléculas ja estdo sendduzidos, de forma que Roman e
colaboradores (2007) mostraram que a vacina contei&P-7 induziu a regresséo de
lesbes em pacientes com neoplasia intra-epit&ial.se tratando de doencas fungicas,
varias moléculas tem sido testadas visando o dstaipento de resposta imune
protetora, tais quais: a rHSP90, rHSP60 e a HSREhtlfewset al, 1995; Deepe &

Gibbons, 2002; Ribeiret al.,2010).

A vacina de DNA utilizando o gerfesp65de M. leprae apresentou protecao
contra a tuberculose (Lowriet al, 1999; Silvaet al, 2005), a artrite reumatodide
(Santos-Junioet al, 2005), a leishmaniose (Coelled al, 2006) e a aterosclerose
(Fonseceet al, 2007). Em todos esses modelos estudados, hanveadréo protetor
consistente de resposta imunologica, padrdao Thitlosgue no modelo de tuberculose
murina os autores afirmaram que houve cura dos asimfectados. Tais estudos
evidenciam o possivel papel adjuvante da vacinBNA-hsp65no tratamento dessas

doencas.

Embora o presente modelo tenda a cura espontaneienealo entre 30 e 60
dias de infeccdo mantém as caracteristicas clirgcascologicas da CBM humana,
incluindo os aspectos histopatologicos. Dessa fonoantuito de avaliar a capacidade
da vacina de DNAsp65em antecipar o processo de cura do modelo expatiainega
CBM estabelecido, bem como a eficacia do esquemdratamento, nas doses e

concentracdes propostas, 0s ensaios de tratamerdm fconduzidos utilizando o
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itraconazol, a anfotericina B e a vacina de DN#elj associada ou ndo aos farmacos

previamente citados, todos administrados intratedioente.

Os resultados apresentados nos ensaios de trataro@mbboram com os
dados da literatura, os quais descrevem a redugdmwodesso infeccioso em modelos
experimentais tratados com vacina de DNA, utilizamdgenehsp65do M. leprae
(Lowrie et al., 1997; de Paulat al.,2007; Ribeircet al.,2010). No presente trabalho,
tal vacina de DNA foi capaz de antecipar o processaura da doencga, concorrendo

para a eliminacéo do patdégeno, bem como para tizasgio da lesao.

Ao avaliar os aspectos morfométricos (macrosc@pida lesdo, os animais
tratados com a vacina DNAsp65tiveram as lesdes no coxim plantar reduzidas em
niveis inferiores aos apresentados pelos anineadivs com os farmacos itraconazol e
anfotericina B, isoladamente. No entanto, o tratimeom a vacina DNAsp65nao
foi capaz de aumentar a producéo de citocinas, dHFE-10, das células do linfonodo
em cultura, sendo necessario ajustar o protocoloodeentracdo dessa vacina para a

devida modulacéo do padréo de citocinas do hosedei

Além de modular a secrecédo de citocinas, o queondueu na dose de vacina
testada, o plasmideo DNAsp65também promove a ativacao de células apresentadoras
de antigenos (macréfagos e células dendriticadinfdeitos T CD4 e T CD8, além de
linfécitos T gama/delta e células NK (Bonabal., 1998), o que pode explicar a sua
eficiéncia no tratamento da CBM experimental, aimpee sem a modulacdo dos

mediadores imunoldgicos (citocinas).

Todavia, analises histopatolégicas ratificam aaefir da vacina de DNA-
hsp65 sozinha ou em associacdo aos farmacos testaddsatamnento da CBM

experimental, a qual contribuiu para a constituigéogranulomas melhor definidos e
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bem delimitados, com o aumento da participacaondiécitos e neutréfilos no decurso
da infeccao, apesar de ndo induzir uma producam#spea de citocinas, como o TNF-

o.

Os neutrdfilos tém sido relacionados com a resiséimata aos fungos.
Animais com deficiéncia neutrofilica mostram-se snauscetiveis as micoses,
demonstrando a importancia de tais células na aéi@sne do hospedeiro (Clemoets
al., 2000; Zelanteet al., 2006). Ademais, ja foi evidenciado por meio deliaaaultra-
estrutural, que neutréfilos sdo capazes de destsutélulas ddé-. pedrosoimediante
degranulacdo no meio extracelular (Rozeetadl., 1996). Os linfécitos, por sua vez,
desempenham papel igualmente importante no conttate infec¢cdes fungicas, de
forma que camundongos atimicos séo altamente stwis@ infeccdo pdf. pedrosai
Nesses animais, a doenca regrediu apés a trangtegatotiva de linfécitos (Nishimura
& Miyaji, 1981; Ahrenset al., 1989). Com o intuito de caracterizar o papel dos
linfécitos T na cromoblastomicose, De Souza e aokatores (2006) estudaram a
infeccdo porF. pedrosoiem camundongos deficientes de CD4 e CD8. Os aslmdt
demonstraram que a auséncia de CD4+ induzia o dasenento da doenca na sua

forma mais severa.

A eficiéncia do tratamento com DNHAsp65também restou confirmada apos a
avaliacdo quantificacdo/recuperacédo de célulasidasgra lesdo, no qual os animais
tratados com a vacina de DNA apresentaram resgltagi@lmente eficazes quando
comparados aos obtidos nos grupos de animais ¢satamm itraconazol e anfotericina
b. Animais que foram tratados com a associacéoNia-Bsp65com a anfotericina B
ou itraconazol, sobretudo a associacdo ITZ + CH$p65 mostraram uma tendéncia,
embora nédo significativa estatisticamente, em aelmde forma mais efetiva o fungo

das lesoes.
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Evidéncias da capacidade imunomoduladora da vadmaDNA foram
constatadas apo0s a avaliacdo da producdo de NG aeimais infectados e tratados
com a vacina DNAisp65 por meio da deteccdo de p€Erico. Em todos os grupos em
que o plasmideo foi empregado, houve reducédo ddupéo de NO, o que néo
prejudicou o processo de cura da doenca haja vstdemais resultados obtidos,
sugerindo que a eficacia do referido tratamentodei@nde exclusivamente da acao do

NO.

O 6xido nitrico (NO) é um potente mediador, podeddsempenhar varias
fungBes na regulacao celular bem como nas viasmdkzacao do sistema imunoldgico.
O NO é produto da conversdo da L-arginina em laita, catalizada pela enzima
oxido nitrico sintase (NOS), cuja expressao nosréfiagos € induzida apds estimulos
do microambiente (Lorshbaeh al, 1993). A inducdo de NO vem sendo descrita como
um importante mecanismo de eliminacdo de patdogemmsgntanto, o NO também
demonstrou ser capaz de desempenhar outras fungdesposta inflamatéria, atuando
como um potente imunomodulador (Elks al, 1998). Durante a infeccdo coR
pedrosoj Bocca e colaboradores (2006), observaram queOfiagos peritoniais de
camundongos infectados eram capazes de produ@y, Fhas ndo eram eficientes na

producgéo de NO, mesmo na presenga de LPS &.IFN-

Embora o NO participe de forma incisiva no combatevarias doencas
infecciosas, a sua acdo ndo € independe de outoanmmos da resposta imune
(Granger & Hibbs, 1996). Tanto &, que animaisckoutpara NOS ainda foram capazes
de eliminar parasitas causadores da maléaria (Fed\ak 1999), demonstrando que vias
alternativas podem ser empregadas para essa miesiigatle. E possivel que a fungéo

do NO seja dependente do tipo e da concentrac@uzida, no qual ja foi comprovado
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que o NO, em concentracdes elevadas, possui etgitetflamatérios (Hondat al,

1999; Connellyet al, 2001; Rodrigueet al, 2003; Castret al, 2005).

Dessa forma, had que se pensar que a vacina de H3N@6 foi capaz de
modular a producdo do NO na CBM experimental, jpdgando assim uma resposta

eficiente do sistema imunolégico na eliminacdouagb nos tecidos infectados.

Do ponto de vista toxicoldgico, os farmacos nasceatracdes e tempos
testados nédo tiveram efeitos hepatotoxicos detestpelas analises de bioquimica.
Possivelmente, a dose e o tempo de tratamentocbera a via de administracdo dos
farmacos, foram quesitos fundamentais para a aias@acefeitos toxicos advindos do
tratamento com as formulacdes utilizadas. O usardatericina B, por exemplo, &
restrito devido aos sérios efeitos toxicologicand® considerado o quimioterapico
mais toxico disponivel para o uso em humanos (Slsgrdeichneret al, 2003; Lemke
et al, 2005). Contudo, a sua utilizacdo, a cada trés, dlarante um més, nao foi

suficiente para causar efeitos hepatotoxicos dateist.

Embora os animais de experimentacdo sejam condmerale certa forma,
resistentes a infeccdo pdio pedrosai respondendo relativamente de forma eficaz ao
fungo e consequentemente resolvendo a lesdo enopaneses, a vacina ddNA-
hsp65 demonstrou ser capaz de antecipar o processordenos referidos animais.
Dessa forma, podemos hipotetizar que, em individemsmocomprometidos e/ou que
nao conseguem montar uma resposta imune adequadégitms do tratamento com a

mencionada vacina seriam maximizados pela suaiscdgmmoduladora.

A imunidade adquirida por intermédio do tratamestdm a vacina DNAsp65
persiste por longo periodo de tempo, devido tantmréstante producdo de antigeno

dentro da célula hospedeira como a sua capacidadstuinular linfécitos de memaoria
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imunoldgica, sendo assim desnecessarias as regaeséSilvaet al, 1999; Coelho-
Casteloet al, 2006; Tromboneet al, 2007). A biodistribuicdo do plasmidio DNA-
hsp65 administrado, foi monitorada por seis meses enerdos tecidos e 6rgaos,
verificando-se uma ampla distribuicdo, e permaméda plasmideo, tanto na forma
nua, quanto na forma encapsulada (Coelho-Castelb 2006; Trombonet al, 2007).
Além disso, Coelho-Castelo e colaboradores (20083trmram que a vacina de DNA-
hsp65nédo se integra ao genoma do hospedeiro, afastasglm a possibilidade de
patogenias (mutagénese por insercdo) advindas de ewentual integracdo do
plasmideo principalmente em cromossomos autossémiég vacinas de DNA
oferecem também uma série de vantagens econbéniécadcas e logisticas quando
comparadas ao uso das vacinas classicas, espetilee considerarmos a sua
utilizacdo nas condicdes oferecidas pelos paisedes@nvolvimento. Por exemplo, a
producdo em larga escala € bem mais barata, a emgdot do controle de qualidade é
mais facil e a comercializagdo ndo necessita de neaha de refrigeracdo, pois essas

vacinas sao estaveis a temperatura ambiente (Ril2€i08).

O presente trabalho é pioneiro na utilizacdo da ENYgE5 no tratamento da
CBM, motivo pelo qual, outros testes deverdo serdamidos com a finalidade de
avaliar a eficacia da vacina em diferentes conaefgs, bem como uma possivel
reducdo das doses de quimioterapicos utilizadasdguassociadas a vacina de DNA.
Espera-se ainda, que tais analises subsidiem futemesaios clinicos empregando a

vacina de DNARsp65n0 tratamento de pacientes com CBM.
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Conclusodes

Portanto, considerando a andlise morfométricaeklek, a quantificacdo de células

fungicas no tecido, bem como as analises histajgitas, é possivel concluir que:

a infeccdo com propagulos do fungopedrosai no coxim plantar de ratos
Wistar, promove o estabelecimento da CBM experialetrionica, embora
transitoria, com lesdes semelhantes a apresentatiarmanos.

0 esquema de tratamento utilizando o itraconazah @nfotericina B,

intralesionalmente, em intervalos de 3 em 3 d@iseficaz no tratamento do
modelo experimental.

de forma semelhante, a vacina de DNgp65 livre, igualmente administrada
pela via intralesional, foi eficiente no tratamermta CBM experimental,
configurando assim uma possivel alternativa no @enka doenca em
humanos.

e ainda, a associacdo: quimioterapico + DINfE5 € promissora no
tratamento da CBM, permitindo a possivel reducadedmpo de tratamento
da doenca, mitigando assim os efeitos toxicos adgirde quimioterapias

prolongadas.
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VII.  Perspectivas

O estudo de novas terapias no tratamento da CBNhaénincipiente e carece de

maior atencao por parte da comunidade cientificadaill

Dessa forma, em continuidade aos estudos do mestradiras atividades

empregando a vacina de DN#&p65poderao ser desenvolvidas no intuito de avaliar:

» o0s efeitos terapéuticos de diferentes doses danavate DNAhsp65 no
tratamento da CBM experimental;
 a efichcia da vacina de DNWsp65 como adjuvante, em diferentes

quimioterapias.
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