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RESUMO

Introducdo. A Paracoccidioidomicose (PCM) é micose sistémica causada por fungos termo-
dimorficos do género Paracoccidioides. A asssociagdo sulfametoxazol-trimetoprim, também
denominada cotrimoxazol (CMX), € uma das principais opc¢des terapéuticas. No atual trata-
mento da PCM, o CMX é utilizado na dose de 2400 mg de sulfametoxazol, o que corresponde
a seis comprimidos, divididos em duas tomadas diarias, fato que tem levado a menor adesao
do paciente a terapia antifingica. Estudos experimentais tém observado que a dose Unica
diaria pode ser suficiente para tratar a PCM. Objetivo. Este estudo teve como objetivo avaliar
a eficacia do tratamento da PCM murina com CMX administrado em uma e duas doses diarias.
Material e métodos. Utilizou-se camundongos machos, isogénicos da linhagem Balb/c e o
isolado Pb 326, orinudo de uma paciente atendida no Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina de Botucatu em 2012 com a forma aguda e subaguda. Este estudo apresentou trés
experimentos. No experimento |, 100 animais foram sorteados em 4 grupos: controle saudavel
(G1), controle infectado (G2) e os grupos infectados que receberam CMX uma vez (G3) e
duas vezez ao dia (G4). Apés 28 dias da infec¢do, iniciou-se o tratamento, com avaliacédo da
recuperacao fungica em pulméo e bago, exame histopatolégico dos pulmdes e pesquisa de
anticorpos séricos especificos anti P. brasiliensis, pela imunodifusdo dupla em gel de agar
(IDD) nas semanas 8, 12, 16 e 20 ap0s a infeccdo. No experimento Il, 0s mesmos animais
foram avaliados quanto a sobrevida cumulativa em 140 dias. No experimento lll, 40 camun-
dongos infectados e tratados por 10 dias com dose Unica diaria e com duas tomadas ao dia
foram avaliados quanto ao perfil sérico de sulfametoxazol em quatro medidas durante o dia e
foi determinado a concentracao inbitdria minima deste isolado utilizado no estudo. Os testes
de Kruskal-Wallis e Mann-Whitney foram utilizados para comparacao de medianas, regressao
linear para analisar os parametros nos sucessivos momentos de sacrificio e Kaplan-Meier
para a avaliacdo de sobrevida. Foi considerado significativo os valores de p menores que
0,05. Resultados. Os dois grupos tratados com CMX (G3 e G4) apresentaram resposta ao
tratamento, caracterizada pela melhora do aspecto e do comportamento do animal, queda dos
niveis de anticorpos séricos pela IDD (G3: p=0,005; G4: p=0,01), reducéo da carga fungica
pulmonar, analisada pelo exame histopatoldgico, na 162 e 202 semanas comparadas com a
82 e 122 (p<0,01) e menor porcentagem de fibras coldgenas por area peribronquiolar na 202
semana comparados com a 122 semana (p<0,05). Ndo houve diferenca na recuperacao fan-
gica em pulmdes e baco, na carga fungica contada pelo exame histopatolégico de pulméo e
nem na porcentagem de fibra colagena por area peribronquiolar entre G3 e G4 nas semanas

8, 12, 16 e 20. No entanto, os niveis de IDD tenderam a ser mais baixos no G4 do que no G3



na 8% semana de tratamento (1:4 vs 1:16, p = 0,08). O grupo G4 apresentou menor recupe-
racao fangica dos pulmdes na 82 e 122 semanas e no baco nas semanas 16 e 20 quando
comparado ao controle infectado.

N&o houve diferenca na mortalidade cumulativa entre G3 e G4 (0,0% vs 4,0%). Conclusdes.
Esses achados demonstram eficacia em ambos os esquemas de tratamento da PCM murina
com CMX. Embora ndo se observou diferencas diretas entre os dois esquemas de tratamento
com CMX, o grupo que recebeu duas doses ao dia apresentou maior resposta quando
comparado com o controle infectado, fato que ndo ocorreu com o grupo tratado com dose
Unica diéria. Isto sugere que diferencas podem existir entre os dois esquemas e que estudo

futuros sao necessarios para se conhecer melhor a eficacia destes esquemas terapéuticos.

Palavras-chave: paracoccidioidomicose, cotrimoxazol, esquema de medicacao



Abstract

Introduction. Paracoccidioidomycosis (PCM) is systemic mycosis caused by termodimorphic
fungi of the genus Paracoccidioides. The association of sulfamethoxazole-trimethoprim, also
called cotrimoxazole (CMX), is one of the main therapeutic options. In the current treatment of
PCM, CMX is used in the dose of 2,400 mg of sulfamethoxazole, which corresponds to six
tablets divided into two daily doses, a fact that has led to the patient's lesser adherence to
antifungal therapy. Experimental studies have observed that the single daily dose may be suf-
ficient to treat PCM. Goal. This study aimed to evaluate the efficacy of murine PCM treatment
with CMX administered in one and two daily doses. Material and methods. Male, isogenic mice
of the Balb / c gem line and Pb 326 isolate were collected from a patient attended at the Hos-
pital das Clinicas of the Faculty of Medicine of Botucatu in 2012 with the acute and subacute
form. This study presented three experiments. In the experiment I, 100 animals were randomly
assigned to 4 groups: healthy control (G1), infected control (G2) and infected groups receiving
CMX once (G3) and twice daily (G4). After 28 days of infection, treatment with the evaluation
of fungal recovery in the lung and spleen, histopathological examination of the lungs and the
detection of specific serum antibodies to P. brasiliensis by double agar gel immunodiffusion
(IDD) in the weeks 8, 12, 16 and 20 after infection. In Experiment I, the same animals were
evaluated for cumulative survival at 140 days. In Experiment Ill, 40 mice infected and treated
for 10 days with single daily dose and with two intakes per day were evaluated for the serum
sulfamethoxazole profile in four measures during the day and the minimum inbred concentra-
tion of this isolate used in the study. The Kruskal-Wallis and Mann-Whitney tests were used
for comparison of medians, linear regression to analyze the parameters in the successive mo-
ments of sacrifice and Kaplan-Meier for the evaluation of survival. P value of less than 0.05
was considered significant. Results. The two groups treated with CMX (G3 and G4) presented
a response to treatment, characterized by an improvement in the appearance and behavior of
the animal, a decrease in serum antibody levels by IDD (G3: p =0.005, G4: p = 0.01), reduction
of lung fungal load, analyzed by histopathological examination, at the 16th and 20th week
periods compared with the 8th and 12th days (p <0.01), and a lower percentage of collagen
fibers by peribronchiolar area at week 20 compared to at week 12 (p <0.05). There was no
difference in fungal recovery in the lungs and spleen, in the fungal load counted by histopatho-
logical examination of the lung, nor in the percentage of collagen fiber per peri-brachial area
between G3 and G4 at weeks 8, 12, 16 and 20. However, levels of IDD tended to be lower in
G4 than in G3 at week 8 of treatment (1: 4 vs. 1:16, p = 0.08). The G4 group presented lower
fungal recovery of the lungs at the 8th and 12th weeks and in the spleen at weeks 16 and 20

when compared to the infected control.
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There was no difference in cumulative mortality between G3 and G4 (0.0% vs 4.0%). Conclu-
sions. These findings demonstrate efficacy in both murine PCM treatment regimens with CMX.
Although there were no direct differences between the two treatment regimens with CMX, the
group receiving two doses per day presented a higher response when compared to the infected
control, a fact that did not occur with the single daily dose group. This suggests that differences
may exist between the two schemes and that future studies are needed to better understand

the efficacy of these therapeutic regimens

Key words: paracoccidioidomycosis, cotrimoxazole, medication regimen
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Capitulo-I
Introducio-



1. INTRODUCAO

1.1 Aspectos gerais da paracoccidioidomicose

Paracoccidioidomicose (PCM) é micose de natureza sistémica, causada por fungos
termodimérficos do complexo Paracoccidioides brasiliensis, pelo Paracoccidioides lutzii,
anteriormente identificada como Pb01 e por fungos Pb01-like. ¥ Confinada a América Latina,
é endémica em area que se estende do México a Argentina. @ Apesar de incompletos, os
dados indicam maior incidéncia dessa micose no Brasil, onde é diagnosticada, com grande
frequéncia, no estado de S&o Paulo. ®

Foi descrita pela primeira vez por Adolpho Lutz, ® em 1908, que encontrou, em lesées
bucais de dois pacientes de S&o Paulo, fungos esféricos com morfologia diferente da revelada
pelo Coccidioides immitis. As principais manifestacdes clinicas dos pacientes incluiam
amolecimento dos dentes e comprometimento de mucosa oral, laringe, linfonodos, glandula
salivar e traqueia. Lutz registrou que o exame histopatolégico daqueles pacientes revelava
reacdo tuberculoide com fungos, células gigantes, células epitelidides e fungos com exo-
esporulacdo. Ele também isolou o fungo em cultivo, demonstrou a existéncia das fases
micelial em cultivo a temperatura ambiente e leveduriforme em pacientes infectados,
reproduzindo a doenga em cobaios.

Essa micose foi inicialmente denominada Blastomicose Sul-Americana (BSA) ou
Doenca de Lutz, Splendore e Almeida. ® No entanto, a oficializacdo do termo
paracoccidioidomicose se deu em 1972, no First Pan American Symposium on
Paracoccidioidomycosis, realizado em Medellin, Coldmbia. Foi a Unica denominagéo utilizada
por Ayello em sua conferéncia de abertura, na qual abordou aspectos histéricos daquela
micose sistémica ©. Essa denominacdo se justifica, pois ja tinham sido descritos casos na
América Central e no México, motivo pelo qual deixava de ser unicamente sul-americana.

Uma das principais caracteristicas desse fungo imperfeito é o dimorfismo térmico. Em
temperatura ambiente, apresenta-se na fase filamentosa, sua forma infectante, que ocorre em
natureza, com parede rica em 3 glucana. Em tecidos humanos e em culturas mantidas a 37°C,
apresenta-se na fase leveduriforme, sua forma patogénica, com parede rica em a glucana. @?

Apesar de existirem areas endémicas bem definidas para esse patdgeno, o nicho
ecoldgico de sua fase saprébia continua mal caracterizado, devido ao pequeno numero de
vezes em que o fungo foi isolado do ambiente ®, ao longo periodo de laténcia da doenca ©
e ao pequeno nimero de relatos da doenca em animais domésticos 9 ou selvagens. 1% 12
Em 1986, Naiff et al. ®® relataram o isolamento de P. brasiliensis em tatus (Dasypus
novemcinctus) estudados em Tucurui (PA), area considerada nao-endémica para referida

doenca.



Admite-se que a infeccdo seja adquirida quando propagulos da fase micelial do fungo
sdo inalados, instalando-se nos alvéolos pulmonares. A seguir, 0 fungo passa a fase
leveduriforme, transformac&o considerada fundamental para que se estabeleca a infecgcdo. 4
15 O fungo pode, entdo, se disseminar-se por via hematogénica e linfatica para qualquer parte
do organismo. % A penetracdo cutanea direta do fungo é muito rara, apesar de ter sido
documentada em alguns casos, em acidentes com espinhos e em laboratério.

Ao entrar no organismo, P. brasiliensis pode ser destruido imediatamente ou
multiplicar-se, produzindo uma lesdo de inoculagdo, disseminando-se para linfonodos
regionais. A infeccao paracoccidididica pode regredir ou progredir, dependendo de fatores
ligados ao fungo e ao hospedeiro. A regressao pode ser acompanhada de destruicdo de todos
os fungos, formando-se cicatriz local estéril ou se acompanhar da persisténcia de focos
quiescentes, com fungos viaveis. A progressdo da infeccdo determina o aparecimento de
sinais e sintomas, o que caracteriza a doenca ativa. *® Os focos latentes podem apresentar
reativacao posterior, denominada reinfec¢do endogena, e levar a doenca ativa.

As manifestacdes clinicas da PCM relacionam - se, em geral, ao comprometimento de
pulmdes, pele, mucosa das vias aerodigestivas superiores, adrenais e de Orgdos ricos no
sistema fagocitico mononuclear, tais como figado, baco linfonodos, pele e medula 6ssea. ¢4
No entanto, deve-se registrar que a PCM pode comprometer qualquer 6rgao, aparelho ou
sistema.

A PCM se apresenta sob trés formas clinicas principais: aguda ou subaguda, crbnica
e residual. A forma aguda ou subaguda, também chamada juvenil, é responsavel por 20 a
25% dos casos. Acomete, em geral, criangas, adolescentes e adultos jovens, caracterizando-
se por apresentar instalagcdo mais rapida, de algumas semanas a poucos meses, e evidenciar
envolvimento predominante do sistema reticulo endotelial, isto é, baco, figado, nddulos
linfaticos e medula 6ssea. Nessa forma clinica, as manifestacées pulmonares séo raras e a
presenca de lesdes de mucosa das vias aero digestivas superiores € pouco frequente. Nos
tecidos, sdo encontrados muitos fungos em multiplicacdo e granulomas em geral frouxos. A
forma crénica ou do adulto ocorre em 75% a 80% dos casos. Geralmente acomete individuos
com idade superior a 30 anos e que apresentam histéria clinica de longa duragédo, com
frequéncia acima de seis meses. As manifestacdes pulmonares sdo muito frequentes e em
geral associadas ao comprometimento de outros 6rgdos, tais como mucosa das vias
aerodigestivas superiores, pele e, por vezes, adrenais.

As formas residuais, também denominadas sequelas, sdo observadas apés
tratamento e se caracterizam pelas manifestacdes clinicas ligadas a fibrose de lesdes prévias.
Entre elas se destacam as pulmonares, frequentemente acompanhadas de enfisema e
sindrome de Addison. *7:18)

Como néo € doenca de notificacdo compulsoria no Brasil, a real prevaléncia da PCM



ndo pode ser calculada. Coutinho et al. ¥ estudaram 3181 6bitos por PCM no Brasil, entre
1980 e 1995, e demonstraram a grande magnitude e a baixa visibilidade daquela micose.
Destacaram que constituia a oitava causa de mortalidade por doenca predominantemente
crdnica ou repetitiva, entre as infecciosas e parasitarias, e a mais elevada taxa de mortalidade
entre as micoses sistémicas, entre 0s pacientes imonocompetentes. Os autores também
relataram que a taxa média de mortalidade anual era de 1,45 para um milhdo de habitantes.

A infeccdo é muito mais frequente que a doencga, pois muitos individuos infectam -se
com o fungo, mantém focos latentes por toda a vida e nunca adoecem. Inquérito realizado em
Pratania (SP), por meio de reagdes intradérmicas com paracoccidioidina e histoplasmino, no
mesmo individuo, revelou que 51,2% da populagdo eram, ao mesmo tempo,
paracoccidioidina-positivos e histoplasmino-negativos. O que evidencia a elevada prevaléncia
de infeccdo paracoccidididica, pois os outros fungos, que poderiam propiciar rea¢ao cruzada
com antigenos de P. brasiliensis, ndo tém sido identificados na regido. Esse mesmo estudo
revelou que, entre criangas de 5 a 13 anos de idade, essa prevaléncia era igual a 32,5%, o
que demonstra contato precoce com o fungo. @9

A PCM é observada em pacientes que tiveram ou se encontram em contato direto e
prolongado com o solo, como os trabalhadores rurais. ¢ 42122 Predomina em individuos do
sexo masculino, com razdo de masculinidade de 1,7:1, na forma aguda/subaguda e 22,0:1,
na forma crénica e € mais prevalente na faixa etaria entre 30 e 59 anos. ¢2-2324 Q estrogénio
pode explicar a menor prevaléncia de PCM em pacientes do sexo feminino, pois retarda ou
impede as transi¢fes micélio-levedura e conidio-levedura, necessarias para que o fungo atinja
a fase patogénica. Isso pode explicar o reduzido numero de mulheres afetadas pela doenca
na idade adulta e a observacdo da mesma prevaléncia em ambos 0s sexos em pacientes com
idade inferior a 13 anos. ¢ 24

Os doentes com PCM revelam comprometimento imune celular especifico, isto é,
resposta deficiente a antigenos de P. brasiliensis, mas ndo a de outros agentes infecciosos.
@5 Falhas na apresentacdo do antigeno, excesso de antigenos e de imunocomplexos
circulantes e deficiéncia de receptores para interleucina-2 (IL-2) parecem estar ligados a uma
resposta insatisfatéria das células T. O comprometimento da resposta das células T se
acompanhada de diminuicdo da atividade fungicida dos macréfagos. Portanto, os pacientes
apresentam comprometimento do braco Thl da resposta imune celular, com baixos niveis de
TNF-a, IFN-y e IL-2, associado a manutencao ou a elevacao da producao de IL-5, IL-10 e
TGF-B, que caracteriza a exacerbacéo do perfil Th2, @9

A producédo de anticorpos especificos se encontra aumentada em pacientes com as
formas aguda e crénica da PCM. @” No entanto, além de facilitar a opsonizacdo de células
fungicas, ndo se conhece outra acao dos anticorpos na defesa do hospedeiro. Além disso,

deve-se registrar que a gravidade da doenca guarda relagéo inversa com a resposta imune



celular e direta com os niveis séricos de anticorpos especificos. ?8 29

O diagndstico de PCM ¢é estabelecido a partir da demonstracédo do P. brasiliensis em
materiais biolégicos. O exame direto realizado ao microscopio O6ptico, com escarro
homogeneizado ©?, permite a identificacdo do fungo, devido a sua morfologia e a presenca
de exo-esporulacfes. Resultados falsos positivos podem ocorrer nas formas diminutas, que
sao confundidas com o Histoplasma capsulatum var. capsulatum e Cryptococcus spp. Outros
materiais clinicos, como o raspado de lesGes tegumentares ou mucosas, bem como material
clinico de linfonodos comprometidos, também podem ser analisados por exame direto,
apresentando elevada sensibilidade, devido a grande quantidade de fungos neles presentes.

A citoinclusdo do escarro em parafina também é utilizada com coloragdo pela
hematoxilina-eosina (HE) e pela prata (Gomori-Grocott), com elevada sensibilidade. GV P.
brasiliensis também pode ser identificado através do seu cultivo em meios como o Mycosel
(BBL) ou Mycobiotic agar (Difco), SAHBHI (Difco), &gar-Sabouraud ou &agar extrato de
levedura.

Além disso, o exame histopatoldgico de tecidos biopsiados permite o reconhecimento
do fungo, empregando-se as coloracdes pela HE e prata.

Métodos soroldgicos também sado utilizados para o diagnéstico da PCM. O teste
padronizado é a reagdo de imunodifusdo dupla em gel de &gar (IDD), uma prova semi-
quantitativa. 2 Apresenta sensibilidade de 90% e especificidade de 100%, empregando um
preparado antigénico rico em gp 43. Poucos sdo os casos de reagdo cruzada, principalmente
com o H. capsulatum. Este método também permite avaliar a gravidade dos casos, pois titulos
elevados sdo observados em pacientes mais graves.®® A IDD também é muito Gtil no
seguimento dos pacientes com PCM, verificando-se diminuicdo gradual dos titulos de
anticorpos, durante a terapia antifungica, até sua negativagdo. A contra-imunoeletroforese é
outro método sorologico de precipitacdo em gel, que é empregado utilizando-se 0os mesmos
preparados antigénicos que a IDD; é mais sensivel que a IDD, mas apresenta a mesma
especificidade. Pode ser realizado de maneira semi-quantitativa. Outros métodos soroldgicos
como a reacdo de fixacdo do complemento, reacdo de precipitacdo em tubos, reacdo de
imunofluorescéncia indireta e os métodos imunoenzimaticos também podem ser utilizados.

O tratamento da PCM contempla duas fases — inicial ou ataque e complementar. O
tratamento inicial deve ser mantido até que se observe cura clinica e normalizacdo da
velocidade de hemossedimentacéo. O tratamento de consolidacao deve ser feito até um ano
apds a observacgado da cura sorolégica. G4

Diversas drogas demonstraram ser eficazes no tratamento da PCM, incluindo os
derivados sulfamidicos, a associacédo sulfametoxazol-trimeotprim, também denominada
cotrimoxazol (CMX), Anfotericina B (AmB), e derivados azdlicos, tais como cetoconazol (CTC)

e itraconazol (ITC). Atualmente, as drogas mais utilizadas no tratamento s&o o itraconazol e



o cotrimoxazol.

Entre os derivados azdlicos, o CTC revelou-se eficaz contra o P. brasiliensis. @530 A
seguir, introduziu-se o ITC, que se revelou 10 a 50 vezes mais potente que o cetoconazol no
tratamento da PCM @8, A avaliacdo de 47 pacientes revelou uma melhora clinica em 89% dos
casos, com média de seguimento de seis meses. ¢ E droga bem tolerada e sua
administracdo oral, uma vez ao dia, garante maior adesdo ao tratamento, sendo considerada
a droga de escolha na terapia da PCM. Embora nao liberada para tratamento da PCM no
Brasil, outra opcao terapéutica € o fluconazol (FC2).

O CMX é outra opcao de tratamento. Foi demonstrado ser eficaz e bem tolerado. Em
uma avaliacdo de 35 pacientes, todos tiveram a resolu¢cao completa dos sintomas em até 35
dias. “9 Outro estudo encontrou boa resposta terapéutica em 82% dos 34 casos analisados.
1) Foram poucos os efeitos colaterais descritos nos dois estudos. Um deles, comparando 130
pacientes tratados com CMX e 47 com ITC, demonstrou eficacia semelhante entre aquelas
duas drogas no tratamento de ataque (98% vs 100% respectivamente) e no de complementar
(90% vs 100%, respectivamente). O ITC apresentou cura clinica mais rapida que o CMX e
menor incidéncia de efeitos colaterais. ¢

O (ITC) e o (CMX) séo as principais drogas utilizadas no tratamento da PCM. Foram
relatadas queixas de intolerdncia gastrica com o uso de CMX em alguns casos, mas
raramente é necessaria a substituicdo da medicagéo. Estudo realizado em 200 pacientes com
PCM revelou que o risco de hepatoxicidade é maior com o uso de ITC quando comparado
com CMX, com persistente elevagéo dos niveis séricos de bilirrubina direta, bilirrubina total e

fosfatase alcalina. ©

1.2 Tratamento da PCM experimental com cotrimoxazol

Os modelos experimentais utilizados na PCM tém trazido grande contribui¢cdo para o
entendimento desta importante micose sistémica. O modelo animal permite avaliar o estudo
da resposta imune celular e humoral a interacdo parasita-hospedeiro, a morfologia do fungo
nos tecidos, a progressao da doenca desde o momento da infeccdo, até sua disseminacao,
acdo de medicamentos e o dimorfismo do fungo. “?

O primeiro estudo experimental na PCM foi realizado por Lacaz na prépria descri¢cao
da doenca. Lacaz, #2434 reproduziu a PCM em camundongos, apds infeccdo por via
intravenosa e intraperitoneal, causando doenca disseminada em pulmdes, figado, baco,
linfonodos, cavidade peritoneal e coracdo. Observou-se que animais infectados pela via
intravenosa apresentavam lesdes mais extensas.

Varios fatores podem interferir nos resultados das pequisas com animais tais como

sexo, idade, local onde vive, linhagem, tamanho do in6culo e via de inoculagdo. O



camundongo € um bom modelo experimental para o estudo da PCM, pois apresenta lesdes
disseminadas com quadro histopatolégico muito semelhante ao do homem. Tanto a via
intravenosa como a intra - peritoneal e a intratraqueal sdo adequadas para obtencdo de
infeccéo disseminada. (4540

A avaliacdo do CMX no tratamento da PCM experimental murina foi feita por Scavone
& Burger que estudaram o efeito da dose diaria de 30 e de 150mg/kg de peso corporal em
fémeas de camundongos isogénicos B “?, inoculadas com 5,0 x 108 células leveduriforme da
cepa 18 de P. brasiliensis, por via intraperitoneal.

O CMKX foi diluido em &gua, em doses calculadas com base no peso de cada animal.
O tratamento foi dividido em precoce, e iniciado 24 horas apés a infec¢do e também mantidos
até o 180° dia, e tardio,7 15, 30, 60 e 90 dias apés a infeccdo e também mantidos até o
180°dia.

Observou-se que ndo ocorreram mortes durante o periodo do estudo. Os
camundongos, tratados com CMX na dose 30mg/kg de peso corporal revelaram maior
resposta ao teste intradérmico que os controles nao tratados, aos 7, 60, 90, 120, 150 e 180
dias poés-infeccdo, enquanto os que receberam 150mg/kg de peso corporal revelaram
resposta aumentada aos sete, 60, 90 e 150 dias, em relagéo ao controle. Na avaliagéo feita
aos 150 dias de infeccdo, observou-se reducdo da carga fungica em bago e pulmdes dos
camundongos tratados com 150mg/kg/dia de CMX, enquanto os que receberam 30mg/kg/dia
s6 revelaram essa diminuicdo nos pulmdes. Esses resultados sugerem que a dose diéria de
150mg/kg € mais eficaz que a de 30mg/kg. A agédo nos pulmdes foi melhor que no baco.

Lourenco et al. “® compararam o efeito de CTZ na dose de 8mg/kg/dia, FCZ na dose
6mg/Kg/dia, ITC na dose 4mg/Kg/dia e CMX na dose de 60mg/Kg/dia no tratamento da
infeccéo de fémeas infectadas com 0,64 x 107 células leveduriformes de P. brasiliensis, por
via venosa. Foi feito em dose Unica diaria, por gavagem, enquanto o CMX foi diluido na agua
de bebedouro. O tratamento foi introduzido sete dias apds a infec¢do e mantido por 13 dias.
Os animais foram avaliados logo apds o término da terapia e trés semanas depois de sua
interrupcao.

Todos os tratamentos revelaram reducéo da carga fuangica de pulmdes e baco apés
seu término. A avaliacdo, realizada trés semanas ap0s interrupcdo do procedimento,
demonstrou menor carga fangica em pulmdes. No baco, a segunda analise demonstrou
reducdo da carga fungica em relacéo ao grupo controle. A mais persistente foi observada com
ITC nos pulmdes e FCZ no bago.

Lourenco et al. ®® compararam a eficacia CTZ nas doses 4 e 16mg/Kg/dia, FCZ nas
doses 4 e 16mg/kg/dia, ITC nas doses 2 e 8mg/kg/dia e CMX nas doses 10 e 40mg/kg/dia,
para reduzir a carga flngica de pulmdes e baco de ratos fémeas infectadas com 1 x 108 células

leveduriformes de P. brasiliensis, por via venosa. O tratamento foi realizado em dose Unica,



diaria por gavagem, iniciado sete dias apds a infec¢do e mantido por quatro semanas.

Todos os tratamentos reduziram a carga fungica nos pulmdes, exceto o tratamento
com CMX a dose de 40mg/kg de CTZ. No baco, observou-se reducdo da carga fungica em
todos os grupos tratados, exceto no grupo com CMX 40mg/kg/dia.

Carvalho FM ©9 avaliou a acdo do CMX no tratamento da P. brasiliensis em 168
camundongos isogénicos albinos, da linhagem BALB/c, machos, com cinco a sete semanas
de idade, pesando em média 26g. Os animais foram infectados pela cepa 18 P. brasiliensis,
por via intravenosa, contendo 1x10° células leveduriformes, utilizando-se a veia da cauda. A
administracdo do CMX foi realizada, por gavagem, na dose diaria de 200mg/kg de peso
corporal, numa Unica tomada diaria, sempre no mesmo horario.

A pesquisa foi constituida de quatro experimentos, dentre eles, avaliagdo de sobrevida
dos animais, eficacia do tratamento com CMX, perfil sérico do CMX e recuperac¢ao de fungos,
em funcdo do tempo de cultivo. Os animais foram divididos em grupo controle saudéavel,
infectado, tratamento precoce e prolongado, precoce, mas por curto periodo, e tratamento
tardio, mas por periodo prolongado.

Foi observada menor tendéncia de mortalidade cumulativa nos camundongos
tratados, enquanto a porcentagem de mortes espontaneas foi menor naqueles que receberam
tratamento por tempo prolongado e com inicio precoce ou tardio. Nos grupos tratados, a
recuperacao de fungos de pulmdes e de bacgo foi menor que no grupo controle infectados. As
andlises da recuperacao de fungos, em fungéo do tempo de tratamento e da porcentagem de
culturas negativas revelaram que os tratamentos prolongados e de inicio precoce foram mais
eficazes. Os niveis de anticorpos séricos, determinados pela IDD, ndo apresentaram
variagfes ao longo dos 140 dias de seguimento. O CMX apresentou o mesmo efeito em
pulmdes e bago. O CMX, administrado por gavagem, na dose diaria de 200mg/kg de peso
corporal, alcangou niveis séricos adequados para o tratamento. No entanto, em dose diéria

dnica, as concentra¢des ndo se mantiveram por 24 horas.

1.3 Justificativa do estudo

Um dos fatores que interferem na adesédo ao tratamento da PCM é a posologia do
antifangico utilizado. Um estudo realizado por Queiroz-Telles e colaboradores revelou que os
pacientes que utilizavam CMX abandonavam mais o tratamento que aqueles que recebiam
ITC ®9, Dois fatores podem estar interferindo neste fendmeno. Um deles esta relacionado aos
efeitos colaterais, pois pacientes que usam CMX apresentam mais queixas dos eventos
adversos ©®3. O outro refere-se a posologia da droga. Habitualmente, o CMX é utilizado na
dose de 2400 mg de sulfametoxazol ao dia, o que corresponde a 6 comprimidos, divididos em

duas ou trés tomadas diarias.



N&o existem estudos clinicos que avaliem a utilizacdo de dose Unica diaria do CMX
para tratamento da PCM. Os estudos experimentais acima descritos utilizaram a dose Unica
diéria e verificaram efeito terapéutico. No entanto, ainda ndo existe na literatura estudo que
tenha comparado a dose Unica com duas tomadas didrias para avaliar se existe diferenca
entre estes dois esquemas. Portanto, este estudo teve a intencdo de comparar estes dois
esquemas terapéuticos do CMX em modelo murino, para verificar se 0 uso uma vez ao dia da

droga pode ser empregado em pacientes com PCM.



1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo geral

O objetivo geral deste trabalho foi comparar a eficicia do cotrimoxazol no tratamento

da PCM murina quando a mesma dose diaria foi administrada em uma ou duas doses diérias.

1.4.2 Objetivos especificos

Os objetivos especificos deste estudo foram:
1) Avaliar as alteragdes dos esquemas de tratamento com CMX sobre danos teciduais
de pulmdes e baco;
2) Conhecer a sobrevida dos camundongos submetidos a tratamento com cotrimoxazol;
3) Verificar a evolugéo sorolégica durante o tratamento com CMX em uma e duas doses

diarias;
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1. Introducéo

A paracoccidioidomicose (PCM) é uma micose endémica na América Latina, causada
por fungos termodimdrficos das espécies Paracoccidioides brasiliensis e Paracoccidioides
Lutzzi &2,

A associagdo sulfametoxazol-trimetoprim, também denominada cotrimoxazol (CMX),
€ uma das principais opc¢fes terapéuticas no tratamento da PCM, principalmente no Brasil,
pais com o maior nUmero de casos da doenca, onde esta droga é distribuida gratuitamente
pelo Ministério da Saude. Habitualmente, o CMX é utilizado na dose de 2400 mg de
sulfametoxazol, 0 que acarreta na ingesta de seis comprimidos ao dia, divididos em duas
tomadas. Tem sido observado que o CMX apresenta menor adesdo dos pacientes quando
comprado com o itraconazol @. Uma das causas deste fendmeno pode ser o esquema
posolégico desta droga. Em levantamento sobre os motivos de uso irregular do CMX, 16,2%
dos pacientes alegam esquecimento ®. Este contexto aponta para a necessidade de se
estudar outras opc¢des posoldgicas do CMX no tratamento da PCM. &4,

N&o existem ensaios clinicos que avaliam o uso do CMX em uma tomada diaria para
o tratamento da PCM. No entanto, alguns estudos experimentais indicam que o uso desta
droga uma vez ao dia pode ser eficaz na terapia desta micose © -8, Desta forma, o objetivo
do presente estudo foi avaliar a eficicia do tratamento da PCM murina com CMX administrado

em uma e duas doses diarias.

2. Material e métodos

2.1 Animais

Foram utilizados 140 camundongos isogénicos albinos, da linhagem BALB/c, machos,
com cinco a sete semanas de idade e peso médio de 25g, provenientes do biotério do
Laboratorio Experimental da Disciplina de Moléstias Infecciosas e Parasitarias, da Faculdade

de Medicina de Botucatu — Unesp.
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2.2 Delineamento do estudo

Este estudo foi constituido de trés experimentos.

Experimento | — Avaliacdo do efeito dos diferentes esquemas de tratamento com
cotrimoxazol

Os camundongos foram infectados com o isolado 326 de P. brasiliensis, pela via
intratraqueal, com excecdo do grupo controle saudavel, que recebeu apenas solucdo
fisiologica pela mesma via. Os animais foram marcados com cores e numeracdes diferentes
e dividios em quatro grupos mediante sorteio: 1) grupo 1 (G1), constituido de 23 camundongos
sem infecc@o e que receberam solucgéo fisiol6gica 0,9%, por gavagem, do 28° ao 140° dia,
constituindo o grupo controle saudavel; 2) grupo 2 (G2), constituido de 27 camundongos
infectados pelo isolado 326 P. brasiliensis e que receberam solugéo fisiologica 0,9%, por
gavagem, do 28° ao 140° dia, constituindo o grupo controle infectado; 3) grupo 3 (G3),
constituido de 25 camundongos infectados pelo isolado 326 P. brasiliensis, que receberam
CMX na dose diaria de 200mg/kg/dia do sulfametoxazol, administrados em dose Unica diéria,
por gavagem, do 28° ao 140° dia apés a infeccdo; 4) grupo 4 (G4), constituido de 25
camundongos infectados pelo isolado 326 P. brasiliensis que receberam CMX na dose de
200mg/kg/dia do sulfametoxazol, administrados em duas doses diarias (100 mg/kg a cada 12
horas), por gavagem, do 28° ao 140° dia apos a infeccao.

ApoOs a infeccao, cinco a sete animais de cada grupo foram selecionados por amostra
casual simples e sacrificados na 8%, 122 162 e 202 semana. Em cada momento de sacrificio,
foi avaliada a recuperacgdo do fungo em meio de cultura, de fragmentos de pulmdes e bacgo, e
foram feitos o exame histopatologico destes 6rgéos, a avaliagdo da imunidade humoral pela

dosagem sérica de anticorpos especificos anti-P. brasiliensis (Tabelal).

Tabela 1: Constituicdo dos grupos de camundongos infectados com o isolado 326 P.
brasiliensis, submetidos a diferentes tratamentos com CMX e dos grupos controles, definicdo

dos periodos de sacrificio.

Grupos experimentais Semana do sacrificio Total de animais
8 12& 16& 20

Grupo 1 — controle saudavel 5 6 6 6 23

Grupo 2 — controle infectado 6 7 7 7 27

Grupo 3 - tratamento CMX dose Unica diaria 6 6 6 7 25

Grupo 4 - tratamento CMX duas doses diarias 6 6 6 7 25
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Experimento Il — Avaliagéo da sobrevida

Todos os 100 animais utilizados no experimento | foram analisados quanto a sobrevida
no periodo de 140 dias. Em fungcdo dos animais submetidos ao experimento | serem
sacrificados para a avaliacdo do efeito do CMX, foi considerada a mortalidade cumulativa,
medida pelo nimero de mortes e 0 momento em que elas ocorreram, com censura dos
animais sacrificados. Tal procedimento foi utilizado para evitar o uso de grande quantidade de
animais neste experimento. Para os demais, apenas foi medido o nimero total de mortes que

ocorreram em 140 dias.

Experimento Ill — Avaliacdo da dosagem sérica do cotrimoxazol

Vinte animais foram tratados com CMX 100 mg/kg duas vezes ao dia, ao meio dia e
meia noite e outros 20 tratados com CMX 200 mg/kg uma vez as 12:00h. Estes animais, foram
submetidos a terapia por um periodo de 10 dias, e, a seguir, sacrificados as 12:00h, 18:00h,
24:00h e as 6:00h. De cada camundongo coletou-se amostra de sangue por puncéo cardiaca
para a dosagem sérica de sulfametoxazol livre. Também foi realizado o teste de sensibilidade

in vitro para o isolado 326 de P. brasiliensis.

2.3 Infeccédo experimental pelo P. brasiliensis
Origem e manutencao do isolado

Neste estudo foi utilizado o isolado 326 de P. brasiliensis, obtido de fragmento de
tecido de orofaringe de uma paciente com a forma aguda/subaguda, de PCM, atendida no
Servico de Moléstias Infecciosas e Parasitarias do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina de Botucatu — Unesp no ano de 2012. Desde entdo, vem sendo estocada em agar

Sabouraud, por meio de repiques sucessivos, feitos a cada 15 dias.
Obtencao da suspencao fungica

O isolado foi cultivado no meio Sabouraud (DIFCO) a 35°C por cinco dias. Apos esse
periodo de crescimento, as células leveduriformes foram removidas e transferidas para tubo
com solucdo salina estéril e centrifugadas. A seguir, a suspensdo de células da fase
leveduriforme foi mantida a 37°C por quinze minutos, para sedimentar possiveis grumos ©. O
sobrenadante, contendo células isoladas ou com multi brotamentos, foi coletado e a
viabilidade das células fungicas estabelecida por contagem em camara hemocitométrica, tipo
Newbauer, utilizando o corante azul tripan (Sigma) 9. Para inéculo, foram empregadas

culturas de P. brasiliensis que apresentavam pelo menos 85% de viabilidade.
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Método e via de infec¢céo

Os camundongos foram inicialmente anestesiados com 0,08ul de uma solugdo com
24ul de ketamina, 32ul de xilasina e 24ul de &gua destilada, administrada por via
intraperitoneal. Apos a completa anestesia, o animal foi acomodado em goteira de Claude
Bernard e a regido de seu pescoco limpa com &lcool 70% para antissepsia. Em seguida, a
traqueia foi exposta por incisdo cutanea cervical anterior e injetados 25ul da suspenséo do
in6culo de P. brasiliensis, contendo 1x10° células leveduriformes viaveis, constituindo os
grupos controle infectado, com tratamento uma e duas vezes ao dia (Figura 1). Os
camundongos, sorteados para 0 grupo controle saudavel, também passaram pelo mesmo
procedimento, porém foram inoculados por via intratraqueal com solucao fisiol6gica 0,9%. A
incisdo foi suturada com fio cirdrgico. Os animais ficaram em local aquecido para evitar
hipotermia, em razdo do uso dos anestésicos, e observados durante o processo de

recuperacao.

Figura 1. Cirugia intratraqueal para inoculacdo do isolado 326 Pb em camundongo da linha-

gem Balb/c (Acervo Pessoal)

2.4 Droga antifungica

Os camundongos foram tratados com CMX (Roche)®. Utilizou-se a suspenséo de
CMX, contendo 40mg de TMP e 200mg de SMX em cada 5,0ml. A droga foi administrada, por
gavagem, na dose diaria de CMX igual a 200mg/kg de peso corporal em dose Unica diéria as
12:00h para o grupo 3 e 200mg/kg de peso corporal, dividida em duas tomadas as 12:00h e
as 24:00h para o grupo 4. Os grupos controles saudavel e infectado com solucgéo fisiologica

por gavagem, as 12:00.
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2.5 Sacrificio dos camundongos

Os camundongos sacrificados foram inicialmente anestesiados com 0,08ul de uma
solugdo composta de 24ul de ketamina, 32ul de xilasina e 24ul de &agua destilada,
administrada por via intraperitoneal. Apds a sedacéo, foi coletado sangue, através de puncéo

cardiaca e foram retirados mm pulmdes e baco.

2.6 Recuperacéo de fungos

O preparo do fator de crescimento foi realizado segundo o método proposto por
Restrepo et al Y, O crescimento do isolado Pb 192, foi adicionado em meio GPY na forma
liquida, onde foi incubado a 36°C, com agitacdo constante de 140rpm por 7 dias. Apés este
processo, as suspensfes fungicas passaram por um filtro contendo uma membrana tipo
Millipore.

Para a recuperacéo de fungos, foi utilizado o meio de cultura BHI, suplementado com
15mL de fator de crescimento,12ml de soro de cavalo, 50mg/L de gentamicina,4,5g de agar
e 300mL de agua destilada. @

Para determinar o grau de infeccdo dos camundongos, os pulmdes direitos e bago
foram pesados, macerados e homogeneizados, em 1,0mL de solugdo salina fosfatada
tamponada estéril (PBS), com pH 7,2. Aliquotas de 100mL dessa suspenséao foram semeadas
em toda a superficie das placas de BHI suplementado, em duplicata. A seguir, as placas foram
vedadas e incubadas a 35°C, por quatro semanas. Procedeu-se a leitura das placas com o
auxilio de um contador de coldnias modelo CP600 Plus, da marca Phoenix, repetidas quatro
vezes, com uma, duas, trés e quatro semanas de cultivo. Por fim, a contagem do nimero de
unidades formadoras de colénias (UFC) foi efetuada na quarta semana de cultivo e ajustada

para grama de tecido, utilizando-se a férmula:

Média das duas contagens de UFC x 10

Contagem (UFC/g de tecido) =
Peso do fragmento (g)

2.7 Andlise histopatolégica

As anadlises histopatolégicas foram realizadas na 8% 122 162 e 20% semana de
sacrificio. Foram coletados pulmé&o direito e baco, fixados em formalina por 48 horas e, a
seguir transferidos para o alcool 70° e incorporados em parafina. Foram realizadas as
coloracdes de hematoxilina-eosina e acido periodo de Shiff (PAS) para a contagem de células

fungica no tecido.
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O estudo morfométrico foi realizado conforme padronizado por Fabro e colaboradores
12 e recomendado pela American Thoracic Society/European Respiratory Society @
Brevemente, 10 fotos de campo de grande aumento foram tiradas em um microscopio Leica.
Com um reticulo de weibel, a carga fangica pela coloracdo de PAS foi avaliada sobre os
granulomas, com resultados expressos em ndmeros arbitrarios. Com o software Image Pro
Plus, a area de deposicao colagénica pela birrefringéncia da coloracdo de picrossirios red foi
determinada e subtraida da &rea bronquiolar total, sendo os resultados expressos em

porcentagem de &rea peribronquiolar.

2.8 Avaliacédo da imunidade humoral

A imunidade humoral foi avaliada pela dosagem semi-quantitativa de anticorpos
séricos, utilizando-se a reagédo de Imunodifus@o dupla em gel de agar (IDD), de acordo com
as especificacdes de Restrepo ¥ e coradas por amido de Schuvarz 10B (Merck). O soro foi
considerado reagente, quando observada a formacéo de linhas de precipitacdo, sendo que a
maior diluicdo em que esta linha era observada, a quantificacdo de anticorpos anti-P.
brasiliensis. O filtrado de cultura preparado no Laboratério de Micologia Clinica da Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara — Unesp, foi utilizado como antigeno.

2.9 Determinagdo dos niveis séricos de sulfametoxazol

Os niveis séricos de sulfametoxazol foram determinados pelo método de Bratton &
Marshall ®®. Devido a quantidade de soro utilizada em cada dosagem, realizou-se apenas a
determinacdo da fracdo livre. Para o calculo da quantidade de derivado sulfamidico na
amostra usou-se a seguinte formula: 9

Quantidade de sulfametoxazol (g/mL) = (DO desconhecida x 100)

(DO padréo), em que DO indica densidade otica.

2.10 Determinacao de Unidade Formadora de Colénia (UFC) de P. brasiliensis

Foram analisadas as UFC de pulméo direito e baco dos animais infectados com o
isolado 326 P. brasiliensis, e os animais controles saudaveis. Os érgaos foram macerados
previamente em microtubo, contendo 200uL de PBS estéril e, posteriormente foram
adicionados 800uL de PBS estéril. Aliquotas de 100uLforam plaqueadas, onde ficaram pelo
periodo de 8 semanas em temperatura de 35°C, e as coldnias contadas diariamente até que

nao se observasse aumento nas contagens.

2.11 Teste de sensibilidade in vitro contra fungos dimaérficos
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O teste de sensibilidade, foi feito pela determinagdo da concentragédo inibitéria minima
(CIM), utilizando - se 0 método de microdiluicdo. Ele foi realizado com o Bactrim ®(Sigma). O
teste de microdiluicdo para fungos do género Paracoccidioides foi realizado segundo o
protocolo proposto por Paula e Silva et al. "

Foram realizadas diluicbes seriadas, utilizando-se o meio RPMI-1640 como diluente,
mantendo-se um volume constante de 1mL por tubo. O Bactrim foi testado em 8
concentracdes que variaram de 1280 a 5ug.mL™. Volumes de 100 uL de cada diluigdo foram
distribuidos nas microplacas. O antifingico, Anfotericina B (Sigma) foi incluido como controle
positivo. As concentracdes finais variaram de 1280 a 5ug.mL?. As suspensdes de células
leveduriformes do isolado 326, foram ajustadas para uma concentracdo final de 1x10°
células/mL em meio RPMI-1640 suplementado com 2% de glicose. As placas foram incubadas
a 37°C, por um periodo de 72 horas, com agitacao de 150 rpm. Ap6s 48 horas de incubacéo,
foi adicionado o corante Alamar Blue (Invitrogen) e as placas foram mantidas por mais 24
horas. A concentragao inibitéria minima (CIM) foi determinada visualmente apds 72 horas de
incubacdo. Considerou-se ponto de corte pelo menos a menor concentracdo de Bactrim e
50% de inibicdo de Anfotericina B que causaram significante diminuicdo (=50% de inibi¢ao)
do crescimento quando comparado com o crescimento do controle. As leituras das placas
foram realizadas da maior para a menor concentracao.

Apos a determinagdo da CIM, foram realizados subcultivos de todos os pogos da
microplaca que ndo apresentaram crescimento fangico. Aliquotas de 100 uL de cada pogo
foram retiradas e plagueadas em meio brain heart infusion-BHI®Difco) contendo gentamicina
a 0,5%, 4,0% de soro de cavalo e filtrado de cultura da cepa P. brasiliensis 192. A CFM foi
definida como a menor concentragdo do Bactrim com <1 colbnia visivel no meio de cultivo

apoés o periodo de incubacéo. 718
2.12 Aprovacéo pelo Comité de Etica

Este projeto de pesquisa foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA), da Faculdade de Medicina de Botucatu (FMB/ Unesp) protocolo, 1146- 2015, no dia
27 de agosto de 2015.
2.13 Andlise estatistica dos resultados

A comparacdo de duas amostras independentes foi feita pelo teste U de Mann-

Whitney. Trés ou mais amostras independentes foram comparadas pelo teste de Kruskal-

Wallis seguido Dumm. Usou-se 0 método da regresséao linear para comparar as semanas
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quanto a recuperacao fangica e dosagem sérica de anticorpos. Fez-se a avaliacdo de
sobrevida pelo estimador de Kaplan-Meyer com calculo do Log Rank. Foi considerado o erro
tipo a igual ou inferior a 0,05 como significativo, isto é, para rejeicdo da hipotese de nulidade.

Todos os testes foram realizados segundo as especificacées de Zar. 9

3. Resultados

Cento e noventa animais foram utilizados para os experimentos |, Il, Ill do estudo. A

figura 2 apresenta o fluxograma de distribuicdo dos animais e experimentos realizados

durante o periodo de 140 dias.

| 190 camundongos isogénicos, machos, Balb/c ‘

!

Experimento | e Il — 100 camundongos | | Experimento Il — 40 camundongos
Grupos de estudo: Grupos de estudo:
1) G1: controle saudavel, ndo infectado (n=23) 1) CMX 1 vez/dia apds 28 dias de infecgio (n=20)
2) G2: controle infectado (n=27) 2) CMX 2 vezes/dia apds 28 dias de infecgio (n=20)
3) G3: CMX 1 vez/dia apos 28 dias da infecgdo (n=25) l
4) G4: CMX 2 vezes/dia apods 28 dias da infecgdo (n=25) . ]
Sacrificioas 6, 12, 18 e 24 h apos 10 dias de
l tratamento
Momentos de sacrificio: 82, 123, 162 e 202 semana apds infecgéo l
l l Dosagem sérica de sulfametoxazol
Experimento | Experimento Il o
Teste de sensibilidade
Recuperacao do fungos em tecidos Anadlise de sobrevida cumulativa
Dosagem de anticorpos (IDD) em 140 dias
Analise histopatologica de pulméao

Figura 2. Fluxograma de distribuicdo dos animais e experimentos realizados para a comparacdo do

tratamento com cotrimoxazol administrado uma ou duas vezes ao dia, no tratamento da

paracoccidioidomicose murina. CMX = cotrimoxazol; IDD = imunodifusdo dupla em gel de 4gar.

3.1 Experimento | — Avaliacdo do efeito de diferentes esquemas de tratamento com

cotrimoxazol

3.1.1 Avaliagéo de grupos

Grupo Controle Saudavel (G1)



23

Este grupo foi composto de 23 camundongos da linhagem Balb/c, ndo submetidos a
infeccdo, que receberam somente solucéo fisiolégica 0,9%, por gavagem, uma vez ao dia em
um periodo de 140 dias.

Esses animais permaneceram tranquilos, com pelos brilhantes durante todo o
experimento. Os animais apresentavam um peso médio de 24g, com aumento de 4g, ao
decorrer do experimento.

A recuperacdo de fungos sempre se manteve negativa, em pulmdes e baco, em todos
os animais. Nenhum deles apresentou resultados positivos na pesquisa de anticorpos séricos
especificos.

Grupo Controle Infectado (G2)

Este grupo foi formado por 27 camundongos da linhagem Balb/c, infectados com o
isolado 326 P. brasiliensis pela via intratraqueal. O tratamento foi iniciado ap6s 28 dias de
observacdo, com administracdo de solucgéo fisiol6gica 0,9%, por gavagem, uma vez ao dia
por um periodo de 140 dias.

No inicio, os animais ndo apresentavam sinais da doenga e pesavam em média 24g.
Comecaram a perder peso partir da 122 semana, comegaram a perder peso, chegando a
média de 21g. A aparéncia também piorou, com pelos arrepiados e sem brilho. Houve reducéo
da movimentacao dentro das caixas e 0s animais ficaram mais irritados.

Isolou-se P. brasiliensis de fragmentos de pulmdes e baco, em todos os momentos em
gue foram sacrificados, sem diferenca entre as semanas tanto para pulméo quanto para bago
(Tabelas 2 e 3 e Figura 3). Os niveis séricos de anticorpos especificos foram detectaveis em

todas as semanas com elevagdo progressiva (Tabela 4 e Figura 3).

Grupo tratado com CMX uma vez ao dia (G3)

Este grupo foi composto de 25 camundongos da linhagem Balb/c infectados com o
isolado 326 P. brasiliensis, pela via intratraqueal, e receberam, por gavagem, uma vez ao dia,
sempre no mesmo horario (12h00), 10,4ul da suspenséo de CMX, no periodo do 28° ao 140°
dia apds a infeccao.

No inicio do tratamento, os animais estavam muito agitados, com pelos menos
brilhantes. Apés a instituicdo da terapia, os camundongos ficaram mais calmos e com pelos
brilhantes. O peso dos animais se manteve constante durante todo o tratamento, com média
de 32g.

Foi observado crescimento de P. brasiliensis nos pulmfes e baco em todas as

semanas de sacrificios, porém, ndo em todos os animais. Nao houve diferencas de
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crescimento entre as semanas tanto para pulméao quanto para baco (Tabelas 2 e 3 e Figura
3). Os niveis séricos de anticorpos especificos foram positivos desde a 82 semana, com
mediana de titulacdo de 1:16, com reducdo dos titulos nas semanas subsequentes (Tabela 4

e Figura 3).

Grupo tratado com CMX duas vezes ao dia (G4)

Este grupo foi constituido de 25 camundongos da linhagem Balb/c, infectados com o
isolado 326 P. brasiliensis pela via intratraqueal, e receberam por gavagem duas vezes ao
dia, sempre no mesmo horario (00h00 e 12h00), 5,2uL da suspensao de CMX, do 28° ao 140°
dia apos a infeccao.

No inicio do tratamento, os animais estavam muito agitados, irritados e com pelos
menos brilhantes. Com a o tratamento, tornaram-se mais déceis, com pelos brilhantes, calmos
e apresentaram ganho de peso, chegando a 33g em média. Apdés a administracdo do CMX os
animais ficavam agitados e ingeriam grande quantidade de agua e, apés alguns minutos,
tornavam-se mais calmos.

Observou-se crescimento de P. brasiliensis em todos os sacrificios, sem diferenca
entre as semanas tanto para pulméo quanto para bago (Tabelas 2 e 3 e Figura 3). Os niveis
séricos de anticorpos especificos foram detectaveis no primeiro sacrificio, na 82 semana, com

titulacdo mediana de 1:4 e reducdo nas semanas seguintes (Tabela 4 e Figura 3).

3.1.2 Comparacdo de resposta ao tratamento entre grupos

Houve maior recuperacdo de fungos de pulmdes no grupo controle infectado em
comparagdo ao grupo tratado com CMX duas vezes ao dia na 82 e 122 semanas. Na 202
semana, o grupo controle infectado teve maior recuperac¢do de fungos que os dois grupos
tratados com CMX. N&o houve diferenca de crescimento fungico entre os dois esquemas de

tratamento com CMX (Tabela 3).

Tabela 2. Recuperacao de fungos de pulmdes de camundongos isogénicos BALB/c infectados com o
isolado 326 de Paracoccidioides brasiliensis, conforme esquema terapéutico e tempo de tratamento.
Quantificacdo de fungos em unidades formadoras de colbnias por grama de tecido. Dados apresentados

em mediana e intervalo interquartis.
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Semana Cl (G2) CMX1 (G3) CMX2 (G4)
8a 12.223,0 [10.400,0 — 20.000,0]2  4.861,0 [0,0 — 15.000,0]* 2>  1.875,0 [0,0 — 5.000,0]* b
122 10.416,5 [6.000,0 — 12.400,0]* 2 2.933,5[0,0 — 11.500,0]A @ 124,0[0,0 — 3.703,0]~b
162 20.000,0 [5.557,0 — 24.443,0]* 2 3.000,0 [0,0 — 11.250,0]*- 2 6075,0 [0,0 — 15.242,0]* 2
202 23.750,0 [5.557,0 — 40.000,0]* 2 0,0[0,0 —6.750,0]A-0 1.605,0[0,0 — 12.785,0]*°

Cl (G2) = grupo controle infectado: animais que receberam soluc¢éo fisioldgica 0,9% por gavagem uma vez ao dia, do 28° ao
140° dia ap6s infec¢éo; CMX1 (G3) = animais que receberam cotrimoxazol 200 mg/kg/dia do sulfametoxazol administrado
em dose Unica diaria, por gavagem, do 28° ao 140° dia apés a infecgdo; CMX2 (G4) = animais que receberam cotrimoxazol
200 mg/kg/dia do sulfametoxazol administrado em duas doses diarias (100 mg/kg a cada 12 horas), por gavagem, do 28° ao
140° dia ap0s a infeccdo.Comparacgao entre medianas: Teste de Kruskal-Wallis e Dumm e Mann-Whitney. Letras mailsculas
comparam diferentes semanas dentro de um grupo enquanto que as letras mindsculas comparam a mesma semama entre
os grupos. Letras diferentes indicam diferenca estatistica (p<0,05), sendo que a ou A > b ou B e ab ou AB nao difere de a ou
A nemde b ou B.

Comparacgédo entre as semanas para cada grupo: G2 (p=0,85), G3 (p=0,90), G4 (p=0,89).

Compracéo entre grupos. 82 semana: G2 vs G3 vs G4, p=0,09; G2 > G4 (p=0,02) e G3 ndo difere de G2 e G4. 122 semana:
G2 vs G3 vs G4, p=0,02; G2 > G4 (p=0,006) e G3 nédo difere de G2 e G4. 16 semana: G2 vs G3 vs G4, p=0,48. 202 semana:
G2 vs G3 vs G4, p=0,05; G2 > G3 (p=0,03) e G2 > G4 (p=0,05).

A recuperacgdo de fungos de bago foi maior no grupo controle infectado na 82 semana
em comparagdo com grupo tratado com CMX uma vez ao dia. Na 162 e 202 semanas de
tratamento o grupo controle infectado teve maior recuperacao fungica que o grupo tratado
com CMX duas vezes ao dia. Nao houve diferenca de recuperacgdo fangica entre 0s grupos
tratados com CMX (tabela 4).

Tabela 3. Recuperacgéo de fungos de fragmentos de bago de camundongos isogénicos BALB/c infectados
com o isolado 326 de Paracoccidioides brasiliensis, conforme esquema terapéutico e tempo de
tratamento. Quantificacdo de fungos em unidades formadoras de coldnias por grama de tecido. Dados

apresentados em mediana e intervalo interquartis.

Semana Cl (G2) CMX1 (G3) CMX2 (G4)
8a 13.333,0 [9.000,0 — 15.000,0]A 2 1.875,0 [0,0 — 45.000,0]A - 3.888,5 [0,0 — 10.000,0]A

122 35.000,0 [6.250,0 — 35.000,0/*2  45.000,0 [0,0 — 105.000,0]*@  7.322,0 [0,0 — 31.000,0]* =

162 62.500,0 [5.200,0 — 80.000,0]* 2 14.375,0 [0,0 — 43.335,0]* & 450,0 [0,0 — 5.000,0]A b

202 19.250,0 [11.000,0 — 20.000,0]* 2 4.100,0 [0,0 — 40.000,0]A @b 0,0[0,0 — 4.533,0]*"
CI (G2) = grupo controle infectado: animais que receberam solugao fisiolégica 0,9% por gavagem uma vez ao dia, do 28° ao

140° dia ap6s infeccdo; CMX1 (G3) = animais que receberam cotrimoxazol 200 mg/kg/dia do sulfametoxazol administrado
em dose Unica diaria, por gavagem, do 28° ao 140° dia apos a infeccdo; CMX2 (G4) = animais que receberam cotrimoxazol
200 mg/kg/dia do sulfametoxazol administrado em duas doses diarias (100 mg/kg a cada 12 horas), por gavagem, do 28° ao
140° dia ap0s a infeccdo.Comparacgédo entre medianas: Teste de Kruskal-Wallis e Dumm e Mann-Whitney. Letras mailsculas

comparam diferentes semanas dentro de um grupo enquanto que as letras mindsculas comparam a mesma semama entre
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0s grupos. Letras diferentes indicam diferenca estatistica (p<0,05), sendo que a ou A > b ou B e ab ou AB néo difere de a ou
A nem de b ou B.

Comparagéo entre as semanas para cada grupo: G2 (p=0,97), G3 (p=0,40), G4 (p=0,52).

Compracéo entre grupos. 82 semana: G2 vs G3 vs G4, p=0,09; G2 > G3 (p=0,04) e G4 nao difere de G2 e G3. 122 semana:
G2 vs G3 vs G4, p=0,46. 162 semana: G2 vs G3 vs G4, p=0,07; G2 > G4 (p=0,02) e G3 nao difere de G2 e G4. 20 semana:
G2 vs G3 vs G4, p=0,04; G2 > G4 (p=0,005) e G3 nao difere de G2 e G4.

O grupo tratado com CMX uma vez ao dia tiveram maiores niveis de anticorpos
séricos, determinados pela reacdo de imunodifusdo dupla em gel de agar, na 82 semana
comparados ao grupo controle infectado. Na 202 semana, ambos o0s grupos tratados com
CMX tiveram titulos de anticorpos menores que o grupo controle infectado. Na 82 semana de
tratamento, houve uma tendéncia de menores titulos de anticorpos no grupo tratado com CMX
duas vezes ao dia (1:4) comparado ao grupo tratado uma vez ao dia (1:16; p=0,08) [tabela 5].

Tabela 4. Niveis séricos de anticorpos especificos determinados pela reacéo de
imunodifusdo dupla em gel de agar, em camundongos isogénicos BALB/c
infectados com o isolado 326 de Paracoccidioides brasiliensis, conforme
esquema terapéutico e tempo de tratamento. Dados apresentados em mediana

e intervalo interquartis.

Semana Cl (G2) CMX1 (G3) CMX2 (G4)
g2 1:2 [ND — 1:2]B® 1:16 [1:2 — 1:16]A 2 1:4 [ND — 1:4]> 2
122 1:4 [1:2 — 1:4]8 2 1:2 [ND — 1:4]18:2 1:2 [NR — 1:8]A8:2
162 1:4 [1:2 — 1:4]8 2 NR [NR — 1:8]8 2 ND [NR — NDJA&-2
202 1:8[1:4 — 1:8]2 ND [NR — NDJB: NR [NR — NDJ&®

CI (G2)= grupo controle infectado: animais que receberam solugéo fisiolégica 0,9% por gavagem uma vez
ao dia, do 28° ao 140° dia apos infecgdo; CMX1 (G4) = animais que receberam cotrimoxazol 200 mg/kg/dia
(baseado no sulfametoxazol) administrado em dose Unica diaria, por gavagem, do 28° ao 140° dia apos
ainfeccdo; CMX2 (G3) = animais que receberam cotrimoxazol 200 mg/kg/dia (baseado no sulfametoxazol)
administrado em duas doses diarias (100 mg/kg a cada 12 horas), por gavagem, do 28° ao 140° dia apds
a infecgdo. ND = soro néo diluido; NR = n&o reagente.

Comparacgédo entre medianas: Teste de Kruskal-Wallis e Mann-Whitney. Letras mailsculas comparam
diferentes semanas dentro de um grupo enquanto que as letras minlsculas comparam a mesma semama
entre os grupos. Letras diferentes indicam diferenga estatistica (p<0,05), sendo que a > b, A > B, ab ndo
difere de a ou de b.

Comparagdo entre as semanas para cada grupo: G2: 82 vs 202 semana p=0,02; G3: 82 vs 202 semana
p=0,005; G4: 82 vs 162 semana p=0,08 e 82 vs 202 semana p=0,01.

Comparacgdo entre grupos: G3 vs G4 na 82 semana p=0,08; G2 vs G4 na 162 semana p=0,05.
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Figura 3. Recuperacéo fungica em pulmao (A), baco (B) e determinacédo dos niveis séricos de anticorpos especificos, determinados pela reacéo
de imunodifusé@o dupla em gel de agar (C), em camundongos isogénicos BALB/c infectados com o isolado 326 de Paracoccidioides brasiliensis,
conforme esquema terapéutico e tempo de tratamento, analisados por regresséo linear. Cl (G2) = grupo controle infectado: animais que
receberam solucéo fisiolégica 0,9% por gavagem uma vez ao dia, do 28° ao 140° dia ap6és infeccdo; CMX1(G3) = animais que receberam
cotrimoxazol 200 mg/kg/dia (baseado no sulfametoxazol) administrado em dose Unica diéria, por gavagem, do 28° ao 140° dia apds a infecgéo;
CMX2 (G4)= animais que receberam cotrimoxazol 200 mg/kg/dia (baseado no sulfametoxazol) administrado em duas doses diarias (100 mg/kg

a cada 12 horas), por gavagem, do 28° ao 140° dia ap0s a infecgéo.
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3.1.3 Avaliacdo histopatolégica
A minuciosa avaliacdo histomorfologica revela, ao menor aumento, Nos grupos

controle, de 8 e de 12 semanas, intensa e extensa reacao granulomatosa acometendo todo o
eixo broncovascular (Figura 4A — seta verde) com ampla extensdo parenquimatosa ora por
granulomas epitelidides compactos confluentes ora por uma pneumonia descamativa simile,
mas todos com uma alta carga paracoccidioidomicética. Ao maior aumento, percebe-se
células gigantes com fungos (Figura 4B - setas amarelas) bordeando a interface entre
granulomas com agregados linféides e a reacdo pneumdnica descamativa-simile (Figura 4B
— retangulo vermelho), a qual € composta por macrofagos preenchendo completamente os
alvéolos e sacos alveolares, muitos dos quais com fungos intracitoplasmaticos. Com o passar
das semanas, entre 12 e 16 semanas, essas extensas areas de acometimento tornam-se
mais delimitadas, formando grandes nodulagBes broncoparenquimatosas contituidas por
granulomas confluentes (Figura 4C — circulos amarelos), ora com necrose de coagulagéo
central (Figura 4C — circulo verde), circundadas por areas parenquimatosas de aspecto
habitual (Figura 4C — retangulo azul). Nota-se ainda dentro dos granulomas intensa atividade
fungica, especialmente na necrose intragranulomatosa, com  proliferagbes
intracitoplasmaticas nas células gigantes com rompimento de sua membrana plasmatica
celular e nucleos picnéticos (Figura 4D — circulo azul). Com o evoluir da lesdo nas semanas
finais, entre 16 e 20 semanas, observa-se pequenos granulomas bem formados no eixo
broncovascular (Figura 4E - circulo amarelo), por vezes com alguma confluéncia
interbronquiolar (Figura 4F). No est4gio tardio, na semana 20, destaca-se o remodelamento
peribronquiolar com bronquioloectasia de tracdo e etensdo subpleural (Figura 4G) com
evidente deposicdo de matriz extracelular peribronquiolar (Figura 4H, coloracdo de
picrossirius). Ressalta-se aqui a auséncia de fibras birrefringentes verdes nesta Ultima
coloracdo (Figura 4H), correspondente as fibras reticulares, sugerindo uma distor¢céo
tridimensional do arranjo arquitetural matricial fibrilar.

A analise histopatol6gica comparando os dois esquemas terapéuticos com CMX encontra-se
na figura 5. A medida de carga fangica realizsada no exame histopatolégico, utilizando-se a
coloracdo de PAS, revelou redugéo nas semanas 16 e 20 para ambos os tratamentos quando
comparados com a semana 8 e 12 e com o grupo controle infectado (p<0,01). Nao houve
diferenca entre os dois esquemas terapéuticos com CMX (Figura 6). Na determinacdo da
porcentagem de fibras colagenas por area peribronquiolar, utilizando-se a coloracdo de
Picrosirius, foi possivel observar um aumento do depdsito de colageno na semana 12 para
ambos os tratamentos. Na semana 20, observou-se menos fibras colagenas que na semana
12 e mais que o grupo controle para ambos os tratamentos (p<0,05). Ndo houve diferenca

entre os esquemas terapéuticos utilizados (Figura 7).
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Figura 4. Painel Histomorfologico das les@es indizidas por Paracoccidioides brasiliensis (Pb).
A - Reacdo granulomatosa parénquimatosa e peribronquiolar (seta verde). B - Pneumonia
descamativa simile Pb-induzida (retangulo vermelho), células gigantes com fungos (setas
amarelas) com agregados linfoides. C - Nodulagbes granulomas broncoparenquimatosas
confluentes (circulos amarelos), ora com necrose de coagulagéo central (circulo verde), cir-
cundadas por &reas parenquimatosas de aspecto habitual (retangulo azul). D - Proliferagdes
intracitoplasmaéticas nas células gigantes com rompimento de sua membrana plasmética ce-
lular e nacleos picnéticos (circulo azul). E - Pequenos granulomas bem formados peribronqui-
olar (circulo amarelo). F - Confluéncia interbronquiolar. G - Remodelamento peribronquiolar
com bronquioloectasia de tracéo e extensao subpleural. H - Deposi¢édo de matriz extracelular
peribronquiolar (coloragdo de picrossirius).
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H&E

PAS

PICROSIRIUS RED

Figura 5. Painel Histomorfologico com evolugédo temporal da lesdo relacionado a carga
fungica e deposicdo de matriz, conforme o esquema terapéutico de cotrimoxazol. Note que a
intensa e extensa reagdo granulomatosa e pneumonia descamativa-simile das primeiras
semanas evolui para remodelamento peribronquiolar na dltima semana (H&E). Também se
observa reducdo da carga fungica (PAS), assim como aumento seguido por reducéo
progressiva, mas maior nivel do que o controle (coloracdo de picrossirius). 1x - animais que
receberam cotrimoxazol 200 mg/kg/dia do sulfametoxazol administrado em dose Unica diaria,
por gavagem, do 28° ao 140° dia apos a infecgdo; 2x - animais que receberam cotrimoxazol
200 mg/kg/dia do sulfametoxazol administrado em duas doses diarias (100 mg/kg a cada 12
horas), por gavagem, do 28° ao 140° dia ap0s a infeccao.
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Figura 6. Determinacdo da carga fangica pelo exame histopatoldgico de pulmao pela
coloracao de acido periddico de Shiff (PAS) em camundongos machos, isogénicos, Balb/c,
infectados pelo isolado 326 de Paracoccidioides brasiliensis, conforme o esquema terapéutico

utilizado.



32

Percentage of collagen fibers
per bronchiolar area
by Picrosirius Red staining

©

g

< 154

5

o

._E

S 104 L

= = S

i r
2 5 -

=

]

(=]

S

8 0- B y : T .

S CTR 1x 2x 1x 2x 1x 2x 1x 2x

8w 12w 16w 20w
Experimental Groups

€ P<0.05vs CTR and 12w
G P<0.05 vs CTR and 12w

Figura 7. Porcentagem de fibras colagenas por area peribronquiolar, medidas pela coloracao
de Picrosirius, de pulmdo de camundongos machos, isogénicos, Balb/c, infectados pelo
isolado 326 de Paracoccidioides brasiliensis, conforme o esquema terapéutico utilizado. CTR
— controle infectado; 1x - animais que receberam cotrimoxazol 200 mg/kg/dia do
sulfametoxazol administrado em dose Unica diaria, por gavagem, do 28° ao 140° dia ap6s a
infeccdo; 2x - animais que receberam cotrimoxazol 200 mg/kg/dia do sulfametoxazol
administrado em duas doses diarias (100 mg/kg a cada 12 horas), por gavagem, do 28° ao
140° dia apés a infeccdo. Comparacao entre momentos e grupos: teste de Teste de Kruskal-
Wallis e Mann-Whitney.

3.2 Experimento Il — Avaliagédo da sobrevida

Na avaliacdo de sobrevida cumulativa observou-se que ndo houve 6bito no grupo
controle saudavel e nem no grupo tratado com CMX duas vezes ao dia. No grupo controle
infectado a mortalidade foi de 14,8% enquanto ndo se observou diferenca na sobrevida entre

0s grupos tratados (Figura 7).
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Figura 8: Curva de sobrevida cumulativa de camundongos isogénicos BALB/c infectados com
a cepa 326 de Paracoccidioides brasiliensis, conforme esquema terapéutico e tempo de
tratamento. G1 (HC) = grupo controle saudavel constituido de animais sem infec¢éo e que
receberam solucéo fisioldgica 0,9%, por gavagem (mortalidade = 0,0%); G2 (IC) = grupo
controle infectado: animais que receberam solucgéo fisiolégica 0,9% por gavagem uma vez ao
dia, do 28° ao 140° dia apoés infeccdo (mortalidade = 14,8%); G3 (CMX1) = animais que
receberam cotrimoxazol 200 mg/kg/dia (baseado no sulfametoxazol) administrado em dose
Unica diéria, por gavagem, do 28° ao 140° dia apés a infec¢do (mortalidade = 4,0%); G4
(CMX2) = animais que receberam cotrimoxazol 200 mg/kg/dia (baseado no sulfametoxazol)
administrado em duas doses diarias (100 mg/kg a cada 12 horas), por gavagem, do 28° ao
140° dia ap6s a infec¢do (mortalidade = 0,0%). Analise da curva de sobrevida realizada pelo
teste de Kaplan-Meier.

3.3 Experimento Il — Determinagéo dos niveis séricos de cotrimoxazol e concentragao

inibitéria minima de Paracoccidioides brasiliensis.

Os niveis séricos da fracdo livre do sulfametoxazol, apds 10 dias de administracao de
cotrimoxazol, por gavagem, na dose diéria de 200 mg/kg de peso corporal, divididos em duas
doses diarias e em uma Unica tomada sdo apresentados na tabela 5. Os resultados revelam
gue os valores maximos foram observados seis horas apés a ultima administracdo do CMX.
O isolado 326 de P. brasiliensis apresentou sensibilidade ao CMX com uma concentracdo
inibitéria minima de 40 pg. mL™.
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Tabela 5. Dosagem sérica da sulfametoxazol em 40 animais tratados com cotrimoxazol
(CMX), dos quais 20 receberam 200 mg/kg uma vez ao dia, as 24:00h (CMX1) e outros 20,
100 mg/kg duas vezes ao dia, as 12:00h e as 24:00h (CMX2), por um periodo de 10 dias de
tratamento. A primeira dosagem (6h00) foi realizada seis horas ap6s a ultima dose do CMX.

Resultados apresentados em mediana e intervalo interguartis.

Hora da dosagem CMX1 CMX2

6h00 58,21 [33,95 - 64,02] 29,30 [26,86 — 35,62]
12h00 5,51 [4,48 — 5,78] 3,55 (2,98 — 4,85]
18h00 2,43 [2,24 — 5,41] 3,36 [2,05 — 4,58]
24h00 2,42 [1,68 — 2,43] 3,36 [2,61 — 4,48]

4. Discusséao

Na atualidade, o desenvolvimento de um medicamento antiinfeccioso passa por
diversas etapas até estar disponivel para uso clinico. Inicialmente, trabalha-se com a molécula
da droga. Depois sdo realizados estudos in vitro para se verificar a sensibilidade aos
micorroganismos aos quais se pretende combater. Segue-se 0s estudos com experimentacéo
animal para se avaliar a farmacocinética e farmacodinémica (Pk/Pd) da droga, bem como sua
seguranca e eficacia. Por fim, sdo conduzidos os ensaios clinicos em diversas fases para se
conhecer a seguranca, tolerabilidade, eficacia e efetividade nos seres humanos.

O CMX tem sido utilizado para tratamento de pacientes com PCM desde 1973, quando
Barbosa e Vasconcelos demosntraram a eficacia desta droga em 35 individuos com esta
micose ?9. Na época, ndo se dispunha dos mesmos conhecimentos da medicina baseada
em evidéncia que se tem na atualidade, de forma que a etapa dos estudos em animal de
experimentagdo para se conhecer o comportamento do CMX diante da PCM ocorreram
posteriormente. Mesmo assim, ainda existem poucas pesquisas na area, de tal modo que
ainda nao é conhecido 0 mecanismo de acao desta droga sobre o P. brasiliensis.

O tratamento da PCM continua sendo alvo de estudos na pesquisa clinica e
experimental. Os trabalhos revelam que ndo existe uma padronizacdo dos modelos animais,
utilizados na avaliacdo da eficacia de antifungicos. Existem diferencas quanto a4 espécie, sexo,
idade do animal, cepa infectante utilizada, o tamanho do in6culo, a via de administragao,
doses utilizadas e a duracdo do tratamento. Desta forma, € dificil realizar uma analise
comparativa dos resultados observados neste estudo com os da literatura.

Apesar disso, os modelos experimentais sdo importantes para avaliacdo da eficicia
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dos antifingicos antes que o0s testes sejam realizados em humanos, pois conseguem
mimetizar o cenario observado nos pacientes com PCM.

Embora existam evidéncias de que o itraconazol seja superior ao CMX no tratamento
da PCM @322 principalmente para tratamento de casos leves e moderados ?¥, o CMX
continua sendo amplamente utilizado no Brasil, principalmente pela facilidade de acesso pelos
pacientes, pois sua distribuicdo é gratuita na rede publica de saude. Os esguemas
terapéuticos com CMX no tratamento da PCM séo variaveis nos diversos Servicos que
atendem pacientes com esta enfermidade e ndo existem trabalhos publicados que comparem
esquemas terapéuticos com CMX na terapia da PCM.

No presente estudo foi utilizado a dose diaria total de 200 mg/kg de sulfametoxazol
que revelou eficacia terapéutica na PCM experimental, seja administrada em tomada Unica
ou duas vezes ao dia. Em ambos os esquemas observou-se queda dos niveis séricos de
anticorpos entre a 82 e a 202 semanas de tratamento. Também foi revelado reducéo da carga
fungica pulmonar, no exame histopatoldgico, nas semanas 16 e 20. Devido a dificuldades
técnicas, nao foi possivel realizar o exame histopatoldgico de bago.

A dose Unica diaria de 200 mg/kg de sulfametoxazol ja foi estudada por Carvalho ©®),
que observou reducdo da carga fangica no baco em camuandongos Balb/c, mas ndo em
pulm&es e nem no nivel sérico de anticorpos. Esta foi a Unica pesquisa encontrada na
literatura que utilizou o mesmo modelo animal e mesmo esquema terapéutico que presente
estudo, porém nao foi realizada a contagem da carga fungica na analise histopatolégica.

Outros autores também demonstraram efichcia do CMX no tratamento da PCM
experimental, utilizando modelos animais e esquemas de tratamento diferentes. Scavone &
Burger observaram eficacia nos animais tratados com CMX na dose de 150 mg/kg ao dia pela
reducdo da recuperacéo fangica em pulmdes e baco apés 150 dias da infecgdo ©. O mesmo
fendbmeno também foi observado por Lourenco e colaboradores apos 13 dias de tratamento
com 60 mg/kg de CMX ©. Granzoto e colaboradores, em ratos tratados com CMX 120 a 150
mg/kg/dia, também observaram reducdo da carga fangica pulmonar e esplénica com trés
semanas de terapia ®?. Nos trés estudos, a eficacia foi encontrada quando a terapia com CMX
era iniciada mais precocemente (24 h a 7 dias ap0s infeccao). Esta pode ser uma justificativa
para nao se ter observado o mesmo efeito no presente estudo.

Além da variacdo do modelo animal e da terapia, outro fator que torna dificil a
comparagao entre estes tratamentos € que o isolado de P. brasilisensis utilizado nestas
pesquisas experimentais também foram diferentes. Neste estudo, utilizou-se o isolado Pb 326,
obtido de uma paciente acompanhada pelo Servico de Infectologia do Hospital das Clinicas
da Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP, que apresentava forma aguda/subaguda
grave, o que pode sugerir ser um isolado mais virulento e, portanto, mais dificil de se alcancar

o controle da doenca. O isolamento de P. brasiliensis, apés longo periodo de tratamento, em
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ambos o0s esquemas terapéuticos indica a dificuldade e talvez mesmo de se alcancar a
impossibilidade a uma cura radical, isto € a erradicacdo. Este fenbmeno explicaria as
reativacBes observadas na pratica clinica, sob forma de recrudéncia e de recaida, tornando
necessaria a realizacdo de tratamento prolongado nos pacientes com PCM para permitir uma
recuperacao da resposta imune celular, responsavel pela manutencéo dos fungos viaveis em
estado de laténcia, apesar da acéo do anifungico. Além disso, deve-se registrar que entre 0s
antifungicos disponiveis, apenas a anfotericina B é fungicida.

A mortalidade cumulativa dos animais dos grupos que receberam CMX foi muito baixa.
No grupo tratado em dose Unica diaria apenas um camundongo morreu, 0 que trouxe uma
taxa de mortalidade cumulativa de 4,0%. Ja no grupo tratado em duas doses diarias ndo houve
Obito de animais. A comparacdo entre estes grupos nao demonstrou diferenca.
Provavelmente, esta baixa taxa de mortalidade deveu-se ao tratamento prolongado de 140
dias. No estudo de Carvalho, dois grupos de animais tratados por 140 dias, um com inicio
precoce e outro tardio do CMX, revelaram 10,7 e 11,8% de O6bito, enquanto que 0 grupo
tratado por apenas 56 dias esta taxa foi de 28,6%®. O mesmo fato pode ser corroborado no
estudo de Granzoto e colaboradores em que o tratamento com CMX foi realizado por apenas
12 dias em ratos infectados e observou-se uma mortalidade de aproximadamente 50% @2,
Como comentado anteriormente, este achado também refor¢ca a necessidade do tratamento
prolongado na PCM, para permitir a recuperacao da reposta imune celular.

Um interessante achado deste estudo foi o depésito de fibras colagenas bronquiolares.
Foi observado um pico de producéo de colageno na semana 12, com redug¢éo na semana 20,
para ambos 0s esquemas terapéuticos. Este € 0 comportamento esperado, segundo 0s
modelos de fibrose pulmonar, por exemplo bleomicina, que mostram um pico de producdo
colagénica entre 14 e 21 dias apOs a injuria aguda, com posterior remodelamento
parenquimatoso que evolue com organizacao e resolugéo da fibrose apds cerca de 2 meses.
Embora tenha havido reducéo do depdsito de colageno na 202 semana ela ainda permanece
maior que o controle, indicando que o tratamento antifiingico possa exercer algum papel no
processo de reparo tecidual.

O modelo de Pk/Pd do CMX ainda € pouco conhecido ?®. Neste estudo, foi realizado
a dosagem sérica do sulfametoxazol e também determinada a CIM do isolado 326 de P.
brasiliensis frente ao CMX (experimento Ill). Embora esta avaliagdo ndo tenha um desenho
especifico para um estudo de Pk/Pd, algumas observacdes podem ser feitas. Observa-se que
na maior parte do dia os niveis séricos estdo abaixo da CIM e, mesmo assim, 0s animais
responderam ao tratamento. Apenas a dosagem de 6h00 na dose Unica diaria mostrou-se
com mediana acima de 40 yg. mL1. Sabe-se que o pico sérico do CMX é alcancado com 1 a
2 horas ap6s a administracao via oral, o que, devido ao momento da dosagem, ndo pode ser

observado neste estudo. Para que tenha ocorrido resposta terapéutica em ambos o0s
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esquemas € provavel que o CMX tenha um comportamento concentracdo-dependente, no
qual o nivel sérico maximo atingido deva ser determinante no efeito antifungico.

O principal objetivo deste estudo foi comparar os dois esquemas de tratamento da
PCM experimental com CMX, uma e duas tomadas diarias. Em todos os parametros
avaliados, ndo foram observadas diferencas com significancia estatistica. No entanto, alguns
pontos chamam a atencao e devem ser ressaltados. Na oitava semana, houve uma tendéncia
(p=0,08) de maior queda do nivel sérico de anticorpos no grupo tratado duas vezes ao dia, 0
que sugere que este esquema poderia oferecer uma terapéutica mais rapida. Também
corrobora com este achado o fato de o grupo tratado duas vezes ao dia apresentar menor
recuperacao fangica dos pulmbes na 82 e 122 semanas quando comparado ao controle
infectado, o que ndo aconteceu com o grupo da terapia Unica diaria. O mesmo fendémeno se
repetiu na recuperacdo fangica do baco nas semanas 16 e 20. Estas observag¢fes devem ser
consideradas, antes que se afirme que realmente a eficicia entre dose Unica e duas tomadas
diarias sejam semelhantes. O pequeno nimero de animais em cada grupo e momento de
avaliacdo e o fato de os granulomas, observados na andlise histopatoldgica, serem realmente
massas granulomatosas, até com necrose central, dificultando a penetracao do CMX nestes
tecidos, podem explicar a auséncia de diferencas entre os esquemas terapéuticos estudados.

Este foi um estudo inédito por comparar o tratamento da PCM com dose Unica e duas
tomadas diarias do CMX. Ambos os esquemas demosntraram acgdo terapéutica sobre
camundongos infectados por P. brasiliensis, sem diferengas entre os grupos, embora

observam-se sinais de que o uso a cada 12 horas possa oferecer um tratamento mais precoce.
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Este estudo permitiu concluir:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

O tratamento da PCM experimental com CMX da dose de 200 mg/kg de
sulfametoxazol foi eficaz sendo dada uma ou duas vezes ao dia;

Os grupos tratados com CMX um ou duas vezes ao dia apresentaram resultados
semelhantes quanto aos parametros avaliados;

O grupo tratado duas vezes ao dia com CMX foi claramente superior ao grupo controle
infectado;

A recuperacao de fungos na 202 semana de infec¢do corrobora a necessidade de
tratamentos prolongados na PCM, pela dificuldade de se eliminar o fungo dos tecidos;
A baixa mortalidade encontrada neste estudo também reforca a necessidade de
tratamentos prolongados;

Embora este estudo ndo tenha um desenho préprio para estudos de Pk/Pd, seus
achados sugerem que o CMX se comporta como droga concentracdo-dependente no
tratamento da PCM.
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Tabela 1: Recuperacdo de fungos de fragmentos de pulmdes de camundongos isogénicos
BALBI/c infectados com o isolado 326 P. brasiliensis, que receberam solugdo fisiologica
0,9%(GCi) por gavagem uma vez ao dia, por um periodo de 140 dias. Quantificacdo de fungos

em unidades formadoras de col6nias por grama de tecido.

Semanas de Sacrificio*

N° de Animais 82 122 162 202

1 6250 4066,6 20000 2500
2 12223,3 12400 816,28 5556,7
3 20000 6000 5556,7 40000
4 55000 80000 30000 30000
5 10400 12000 24443,3 17500
6 .. 8833,3 . 105000

Mediana 1223,3 10416,65 20000 23750

*a contar do dia apds a infecgao

... Nao foi realizado IDD - trés animais morreram antes do primeiro sacrificio e um na 16° semana.

Tabela 2: Recuperacdo de fungos de fragmentos de baco de camundongos isogénicos BALB/c
infectados com o isolado 326 P. brasiliensis, que receberam solucdo fisioldgica 0,9%(GCi) por
gavagem uma vez ao dia, por um periodo de 140 dias. Quantificacdo de fungos em unidades

formadoras de colénias por grama de tecido.

Semanas de Sacrificio*

N° de Animais 82 122 162 202

1 15000 35000 1450 40000
2 130000 35000 100000 18500
3 9000 6250 80000 110000
5 8890 35000 62500 20000
5 13333,3 62500 5200 7776,6
6 e 6250 . 20000

Mediana 1333,3 35000 20000 20000

*a contar do dia apds a infecgao.

... Nao foi realizado IDD - trés animais morreram antes do primeiro sacrificio e um na 16° semana.
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Tabela 3: Niveis séricos de anticorpos especificos determinados pela reacdo de imunodifuséo

dupla em gel de &gar, em camundongos da linhagem BALB/c infectados com o isolado 326 P.

brasiliensis, que receberam solucéo fisiologica 0,9%(GCi) por gavagem uma vez ao dia, do 28°

ao 140° dia apos infeccéo.

Semanas de Sacrificio*

N° de Animais 82 122 162 202
1 4 4 2
2 2
3 ND 4 8
5 ND ND 4 16
5 2 4
6
Mediana 2 4 8

*a contar do dia apds a infecgao.

... Nao foi realizado IDD - trés animais morreram antes do primeiro sacrificio e um na 16° semana.

ND = reagente em soro néo diluido.

Tabela 4: Recuperacdo de fungos de fragmentos de pulmdes de camundongos isogénicos

BALB/c infectados com o isolado 326 P. brasiliensis, que receberam solucdo de CMX por

gavagem duas vezes ao dia, 28° ao 140° dia pos infecdo. Quantificacdo de fungos em unidades

formadoras de colénias por grama de tecido.

Semanas de Sacrificio*

N° de Animais 82 122 162 202
1 5000 248 0 0
2 0 3703,7 33125 0
3 0 5200 0 0
5 3750 0 0 12785,7
5 0 0 12150 34286,6
6 15000 0 15242,86 0
Mediana 1875 35000 6075 20000

*a contar do dia apds a infecgao.
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Tabela 5: Recuperacéo de fungos de fragmentos de baco de camundongos isogénicos BALB/c
infectados com o isolado 326 P. brasiliensis, que receberam solugdo de CMX por gavagem
duas vezes ao dia, 28° ao 140° dia pos infecdo. Quantificacdo de fungos em unidades formadoras

de col6nias por grama de tecido.

Semanas de Sacrificio*

N° de Animais 82 122 162 202

1 0 14444 0 0
2 3333,5 65000 0 0
3 10000 0 0 8600
5 4444,3 200 30000 4533,3
5 0 0 5000 0
6 23333 31000 900 0

Mediana 3888,9 7322,2 20000 0

*a contar do dia apds a infecgao.

Tabela 6: Niveis Séricos de Dosagem de sulfa livre em camundongos isogénicos BALB/c in-
fectados com o isolado 326 P. brasiliensis, que receberam solugdo de CMX por gavagem duas
vezes ao dia, 28° ao 140° dia pds infecgdo.

Semanas de Sacrificio*

N° de Animais 82 122 162 202
1 4,22 101,9 2,74 4,22

2 1,48 68,78 8,44 4,43

3 3,16 69,62 3,16 2,02

5 2,74 62,24 5,7 2,91

5 1,26 14,35 6,54 2,24

6 4,68 49,68 7,42 3,58
Mediana 2,95 65,51 6,12 3,245

*a contar do dia apds a infecgao.
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Tabela 7: Niveis séricos de anticorpos especificos determinados pela reagdo de imunodifuséo
dupla em gel de &gar, em camundongos da linhagem BALB/c infectados com o isolado 326 P.
brasiliensis, que receberam que receberam solucdo de CMX por gavagem duas vezes ao dia,

28° a0 140° dia pos infecdo.

Semanas de Sacrificio*

N° de Animais 82 122 162 208
1 NR NR
2 8 NR
3 ND 8 NR NR
5 8 NR NR 2
5 ND NR ND ND
6 4 2 ND NR
Mediana 2 2 NR NR

*a contar do dia apds a infecgao.
ND = reagente em soro néo diluido.
NR = resultado negativo.

Tabela 8: Recuperacdo de fungos de fragmentos de pulmdes de camundongos isogénicos
BALB/c infectados com o isolado 326 P. brasiliensis, que receberam solucdo de CMX por
gavagem uma vez ao dia, 28° ao 140° dia pds infecdo. Quantificacdo de fungos em unidades
formadoras de colonias por grama de tecido.

Semanas de Sacrificio*

N° de Animais 82 122 162 202
1 7500 5000 11250 13157,89
2 2222,33 45000 0 6750
3 22500 866,7 0 0
5 15000 0 48333,33 0
5 0 11500 3000 0
6 0 0 . 3210
Mediana 4861,165 2933,35 3000 1605

*a contar do dia apds a infecgao

... Nao foi realizado IDD - um animal morreu antes do primeiro sacrificio e um na 16° semana.
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Tabela 9: Recuperacéo de fungos de fragmentos de baco de camundongos isogénicos BALB/c
infectados com o isoaldo 326 P. brasiliensis, que receberam solugdo de CMX por gavagem
uma vez ao dia, 28° ao 140° dia pos infecdo. Quantificacdo de fungos em unidades formadoras

de col6nias por grama de tecido.

Semanas de Sacrificio*

N° de Animais 82 122 162 202

1 3750 0 14375 40000
2 0 50000 0 20117,65
3 0 50000 0 0
5 45000 105000 43335 0
5 7500 0 42500 0
6 0 40000 - 8200

Mediana 1875 45000 14375 4100

*a contar do dia apés a infecgao
... N&o foi realizado IDD - um animal morreu antes do primeiro sacrificio e um na 16° semana.

Tabela 10: Niveis Séricos de Dosagem de sulfa livre em camundongos isogénicos BALB/c
infectados com o isolado 326 P. brasiliensis, que receberam solugdo de CMX por gavagem
uma vez ao dia, 28° ao 140° dia p6s infegao.

Semanas de Sacrificio*

N° de Animais 82 122 162 202
1 2,32 48,52 22,6 16,88
2 1,48 133,54 3,16 4,22
3 6,54 109,71 3,16 3,59
5 2,81 61,2 3,16 5,14
5 2,81 75,95 3,16 8,28
6 4,68 78,65 7,43
Mediana 2,81 75,95 3,16 5,14

*a contar do dia apds a infecgao

... Nao foi realizado IDD - um animal morreu antes do primeiro sacrificio e um na 16° semana.
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Tabela 11: Niveis séricos de anticorpos especificos determinados pela reagcdo de imunodifusdo
dupla em gel de &gar, em camundongos da linhagem BALB/c infectados com a cepa 326 P.
brasiliensis, que receberam que receberam solugcdo de CMX por gavagem uma vez ao dia, 28°

ao 140° dia pos infecdo

Semanas de Sacrificio*

N° de Animais 82 122 162 208
1 64 2 8 2

2 16 32 NR ND

3 ND ND NR

5 ND 32 NR

5 NR ND NR

6 16 4 ND
Mediana 8 Puro Puro ND

*a contar do dia apds a infecgao.

... Nao foi realizado IDD - um animal morreu antes do primeiro sacrificio e um na 16° semana.
ND = reagente em soro néo diluido.

NR = resultado negativo.



