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Resumo

RESUMO

O presente estudo teve como objetivo testar o modelo experimental
murino, o camundongo BALB/c, inoculado com o L. loboi, para sua utilizacdo em
ensaos tergpéuticos, aravés da determinacéo de indices de viabilidade, nimero
de fungos, andise higopatologica e aparecimento de lebes macroscopicas nos
diferentes periodos pés-traamento. Os  medicamentos antifingicos  utilizados
nesse trabaho foram itraconazol, terbinafina e terbingfina formulada com a 3-
ciclodextrina

Inocularamrse 128 camundongos BALB/c com o L. loboi por via
intradérmica, em ambos coxins plantares poderiores. Os animais foram divididos
em quatro grupos de 32 animais. O tratamento com as trés drogas foi iniciado 45
dias posinoculacio e teve duragcdo de 13 meses. Os medicamentos foram
adminisrados por via ord, midurando-se a racd comercid moida. Os
medicamentos foram utilizados nas doses de quatro mg/kg do itraconazol e cinco
mg/kg da terbinafina Oito animais de cada grupo foram sacrificados aos quatro,
sete, dez e quinze meses gpos a inoculagdo. Em cada momento de sacrificio, os
coxins plantares foram avaliados clinicamente a procura de ateragdes
macroscopicas e, apds verificacdo, coletados para andise histopatologica e
determinacdo do nimero de fungos e indices de viabilidade.

Houve aumento progressvo no nimero de fungos em todos os grupos no
decorrer do experimento, sugerindo multiplicagdo dos fungos nos coxins plantares
e goesxy de ndo haver diferenca edatisticamente dgnificativa, os menores
nimeros de fungos foram encontrados no grupo tratado com terbinafina e
itraconazol. Em relacéo a viabilidade, no 10° més apds a inoculagéo, foi observada
diferenca edatiticamente dgnificaiva (P<0,05) entre os grupos tratados com a
terbinafina comparados ao controle, 0 que nNdo ocorreu com o0 grupo tratado com o
itraconazol. As alteragbes macroscopicas comegaram a aparecer sete meses pos-
inoculacd em todos os grupos. O nimero de animais que desenvolveu lesbes
macroscopicas ndo variou entre os grupos tratados e o grupo controle. Na andise

histopatoldgica, em todos os grupos, foi observado um infiltrado granulomatoso
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progressvo, condituido, predominantemente, por higtidcitos e céulas gigante
contendo fungos, muitos com caracterigticas morfologicas de invigbilidade e
cdulas com citoplasma rendilhado. Néo foi possivel diginguir animais tratados e
Nnao tratados por esse parametro.

Uma aividade nitida dos medicamentos utilizados nesse modeo
experimentd ndo pbde ser observada, a ndo ser a acd demondrada pela
terbinafina sobre o L. loboi, evidenciada pelo baxo indice de viabilidade
observado no grupo tratado com essa droga, frente ao grupo controle.

Diversas razoes podem explicar os resultados obtidos, as caracteristicas
das drogas, seu mecanismo de acdo, as dose utilizadas, 0 modo de administracéo,
a composicdo bioquimica do L. loboi, ou ainda, fatores inerentes a0 modeo.
Mesmo asim, o camundongo BALB/c demonstrou ser um moddo wtil para

futuros estudos dessa natureza.
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1. INTRODUCAO
1.1. Aspectos Epidemiol 6gicos

Em 1931, Jorge de Oliveira Lobo relatou a histéria de um amazonense que
contraira uma micose, com aspecto queloideano, causada por um parasta
redondo, com membrana de duplo contorno e que se reproduzia por gemulagio’.
Fiaho, a0 descrever um novo caso, denominou a doenca como blastomicose tipo
Jorge Lobo e da mesma forma Fonseca Filho referiu a exiséncia da nova
blastomicose queloidiana, chamando-a de doenca de Jorge Lobo*3. A partir dai,
novos casos foram publicados e os estudos sobre essa doenca foram se
acumulando.

H& descricbes da doenca de Jorge Lobo em relativamente poucos paises.
nas regides Centra e Noroeste do Brasil, Suriname, Guiana Francesa, Coldmbia,
Venezuda, Panamg, Coda Rica, México, Guiang, Peru, Bolivia, Equador,
Honduras, Estados Unidos, e um caso descrito no continente europeu>®. O Brasl|
registra 0 maior nimero de casos, 0s quais locdizamse na regido Amazonica. A
doenca ocorre na maor parte em zonas ruras, e 0S pacientes sSo em gerd
seringuelros, garimpeiros e mateiros, que tém ou tiveram contato com matas
tropicals, com clima quente e imido.

Em 1996, Pradinaud & Tahari citaram 418 casos estimados da doenca,
sendo 255 brasileiros’. Opromolla e a. (2000) publicaram mais 40 casos,
elevando para 295 o niimero de casos no Brasil®.

Lacaz e d. rdaan que ndo ha evidéncias de que hga maor
susceptibilidede de um determinado grupo émnico & infeccio peo L. loboi®. E
interessante, no entanto, a descoberta de casos entre individuos da tribo indigena
Caabis que adquiriram a moléstia durante sua permanéncia no atua estado do
Mato Grosso, ndo sendo nenhum caso nhovo da moléstia diagnogticado entre
indios gpds 0 seu ingresso no Parque Naciond do Xingu. O estudo da fregiiéncia

de atigenos HLA de pacientes portadores da doenca de Jorge Lobo no Acre, e
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controles da populacéo brasileira sugere o envolvimento dos antigenos HLA-DQ3
na susceptibilidade e resisténcia & doencat®.

A idade de inicio da doenca encontra-se na faixa de 21 a 40 anos. Ha um
predominio de pacientes do sexo masculino, devido provavelmente as condiges
de trabaho extradomiciliar. Acreditaese que a transmissio da moléstia se faca
através do contato com materid infectante e solucdo de continuidade da pele,
apontada como porta de entrada do fungo, pois as lesbes se locdlizam quase
excusvamente no tecido cutdneo’. N& ha relatos de transmissio naturd de
homem para homem. Até 1971, acreditava-se que a doenca de Jorge Lobo
ocorresse somente em seres humanos, no entanto, foram descritos aguns casos de

infeccao natural em golfinhog™ 1213441546,

1.2. Etiologia e taxonomia

Fonseca Filho & Area Ledo chamaram de Gleronosporella loboi, o fungo
isolado por eles da lesdo do paciente descrito por Jorge Lobo®. Almeida & Lacaz
referem-se a0 agente da blastomicose de Jorge Lobo como um organismo muito
semelhante a0 Paracoccidioides brasliensis (P. brasiliensis), e sugeriram, entéo,
que esse organismo fosse incluido no género Paracoccidioides'’.

Ciferri et d., trabalhando supostamente com a mesma amostra do caso
princeps de doenca de Jorge Lobo, criaram o género Loboa'®. Porém, Lacaz et d.
consideraram esse género invdido®, e afirmaram que ambos os fungos, o P. loboi
e 0 P. braglienss, deveriam figurar em um mesmo género devido a caracteristicas
tals como: semehanga na estrutura quimica da parede cdular que é formada por
complexos com polissacarideos e oligossacarideos;, antigenos comuns detectados
pelas técnicas de peroxidase anti-peroxidase (PAP), imunofluorescéncia e fixacéo
de complemento e semelhanca ultra-estrutural™®.

Taborda et a. (1999) propuseram para 0 fungo, o género Lacazia, apos
detectarem melanina condtitutiva na parede cdular do P. loboi, quando corados
pelo método histoquimico de Fontana- M assor?°.
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Herr et d. (2001) apos fazerem a andise filogenética usando a seqiiéncia
18S da pequena unidade ribossoma do DNA do L. loboi e 600 pares de base (bp)
da enzima quitina sntase2 do DNA genbmico, constataram que o L. loboi
petence a classe Onygendes dos fungos dimorficos patogénicos, e eda

filogeneticamente préximo o P. brasiliensis®.
1.3. Aspectos mor fol 6gicos e tentativas de cultivo do Lacazia loboi

Jorge Lobo descreveu o L. loboi como um fungo de formas arredondadas
medindo media oito a dezesssis mm, com membrana de duplo contorno e
contendo em seu interior granulagdes?®. Nos cortes corados pela hematoxilina-
eosna (HE), os protoplasmas de adguns paradtas se gpresentavam corados e
outros ndo. Ao microscopio, no maior aumento, foram observadas formas em
ampulheta ou em hateres.

Jorge Lobo acreditou ter isolado o fungo em meio de Sabouraud e relatou
gue as culturas se obtinham com muita dificuldade e na temperatura de 26 a
30°C?2. Aos nove dias de semeadura, esse pesquisador relata ter observado, no
tecido, ,fungos degenerados que correspondiam as formas que ndo completaram
sua evoluco; agumas dessas formas emitiam tubos germinativos.

No caso descrito por Fiaho, os parasitas eram esféricos, com cerca de dez
mm de didmetro, possuiam uma cdpsula espessa e reproduziam-se, em gerd, por
brotamento Unico’. O citoplasma se aderia a capaula e, aravés de um pegueno
orificio, o plasma fluia formando um outro demento. Os dois dementos ficavam
ligados por uma espéecie de tubo, dai as formas em hdteres. Verificou-se também
gue dguns paradtas formavam cadeias de quatro ou cinco dementos, sempre
rodeados por higiécitos, e adgumas vezes no interior de gigantocitos. Era
freqliente observarem-se cipsulas vazias™.

Wiersema notou que a parede do fungo era corada pelo PAS ao invés da
hematoxiline-eosna;, e com a coloracdo pela praa metenamina tornava-se

cinzenta ou negra, dependendo do tempo de exposicdo a prata”.
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Sampaio semeou materid da lesdo de um paciente da micose de Lobo, em
meio 199 com 5% de soro bovino fetd contendo peniciling, anfotericina B, 0,2%
de fitoemaglutinina a 37° C*°. O autor refere que encontrou, 20 dias mais tarde,
um materid esbranquicado com imensa quantidade de fungos e acreditou ter
cultivado com éxito, pela primera vez, 0 agente etiologico da doenca de Jorge
Lobo. N&o se conseguiu referéncias sobre a continuacdo desse trabalho. Depois
disso, com relacdo a cultura do L. loboi, conga na literatura somente um estudo
experimenta redizado por Slva, que colocou materid, obtido de bidpsia, rico em
parastas sobre |&mina escavada com soro fisioldgico glicerinado a 30% e
vitamina B a uma temperatura de £ C?°. Segundo esse autor, houve crescimento
acentuado de fungos com dteragbes em sua morfologia, aparecimento de tubos
germinativos e micdlios em septacéo.

Vilani-Moreno & Opromolla (1997) estudaram varias colorages vitais
para determinar a viabilidade do L. loboi, e verificaram que a coloracdo pelo
diacetato de fluoresceina-brometo de etideo é a mais adequada®’. Foi estabelecido
um indice de viabilidade que passou a ser utilizado em estudos com tentativas de
cultivo do fungo e avdiagbes de inoculaghes experimentas. A sendhilidade e
especificidade deste método foram avdiadas posteriormente por Vilani-Moreno et
d.%8, no modelo experimental proposto por Madeira et al. (2000)%°.

Opromolla et al. (1999), ao estudarem a coloragdo pela prata metenamina
de Grocott, verificaram que a coloracdo irregular das cdulas fungicas edtava
relacionada aos graus de degeneracdo delas e que o materia granuloso
argentofilico observado, nos cortes histologicos, correspondia aos restos de
fungos™®, como descrito anteriormente por Chandler et d.3! e Sesso & Baruzzi®?, &
microscopia eetronica A contra coloragdo pela hematoxilina-eosina e prata
metenamina  também  demongtrou retos de fungos no interior de céulas,

representados pel o achado de poeira argentdfila nesta localizacao.
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1.4. Aspectos histopatol 6gicos da doenca de Jorge L obo

Na primeira descricdo do quadro histopatoldgico da doenca de Jorge Lobo,
notou-se que 0 processo era locaizado na derme, caracterizado por um processo
granulomatoso com presenca de cdlulas plasméticas, macréfagos, céulas gigantes
e fibroblastos?®. A epiderme era integra, adelgacada em aguns pontos e sem
papilas, devido a compressdo do granuloma. Os parasitos estavam presentes nos
interdticios celulares e no interior de dguns gigantocitos. Fidho assndou que
abaixo do edtrato papilar encontrava-se intensa reacdo hidtiocitaria, apresentando-
£ os higiécitos bem individualizados, com citoplasma bem corado?. Notou
também numerosas fibras coldgenas e de reticulina Os higtiocitos continham uma
grande quantidede de parastas, muitos deles provavelmente mortos, e as cdulas
gigantes estavam presentes em grande nimero.

Nery-Guimarées & Macedo descreveram minuciosamente 0s aspectos
histol6gicos da doenca de Jorge Lobo, observando que a epiderme é delgada, com
queratinizacio insficiente®®. No derma, ocorrem as principais lesdes, delas
resultando o aspecto tumora da dermatose. Em gerd, o processo infiltrativo
intenso e extenso faz limite com a camada basd, levando a epiderme a0
adelgacamento e a atrofia. De uma maneira gerd, o processo € higtiocitario difuso,
com a presenca de cdlulas epiteidides e cdulas gigantes em todas as diregdes. Os
gigantécitos ora tipo corpo estranho ora tipo Langhans séo predominantes em
certos trechos sfo resultantes da divisio nuclear e codescéncia das cdulas
epitelidides, as quais, por sua vez, resultam dos hidiocitos. De digtribuicdo
irregular, encontram-se polimorfonucleares, linfécitos e plasmécitos. No derma
profundo e no hipoderma agparecem o0s eementos que mas caracterizam eda
blastomicose histopatologicamente, grandes céulas poligonais, de citoplasma
vacuolar, espumoso, e de nlcleo compacto. Os autores relatam que essas cdlulas
S50 dementos higtiocitérios e suas aréolas plasméticas sfo, na verdade, imagens
negativas de goticulas lipbides. As fibras coldgenas etdo grandemente

aumentadas formando, as vezes, feixes que avancam no derma, dividindo-se e
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subdividindo-se, separando campos cdulares. Esse aspecto € mais notavel no
derma profundo.

Leite estabeleceu conclusdes que sio vdidas aé hoje que embora a
doenca de Jorge Lobo se caracterize por uma reacdo hidtiocit&ia difusa, em
adguns casos pode haver a formagdo de auténticos granulomas, que é freglente a
fibrose, com lobulacdo do infiltrado e formacdo de pseudotubérculos, que o
quadro histologico é bastante tipico para permitir sua distingdo de qualquer outra
lesfo blastomicdtica; que 0 nimero consderavel dos parasitos, sua “imobilidade’
e a austncia de exsudatos que possam dedocalos sBo os principais faores
responsavels pela doenca, e que a auséncia de inflamacdo aguda ou necrose, o
carder permanentemente produtivo das lesbes e sua locdizacdo indicam ser esta
doenca produzida por parasito de baixa viruléncia®.

RodriguezToro, em um artigo de revisio, descreve 0s aspectos
histoldgicos observados na lobomicose e cita que os macrofagos com citoplasma
espumos0 ou granular B0 um resutado da ingestdo de fragmentos da parede
celular dos fungos, que est3o armazenados em lisossomas gigantes™.

Opromolla et d., procurando correlacionar clinico-patologicamente 40
casos novos de lobomicose, verificaram que apesar do freqliente acometimento do
pavilhdo auricular, ndo se demondgrou invasdo de catilagem por infiltrados
inflamatdrios ou  ocdulas fingicas®. Vasos, nervos e anexos permaneciam
indterados no interior dos granulomas. As cdulas hidiocitérias, presentes no
infiltrado, foram dasdficadas como hidtiécitos isolados, contendo fungos;
higiécitos agrupados em sncicio, abergando muitas cdulas fungicas, muitas com
formas catenuladas (92,5%); cdulas gigantes tipo corpo estranho (100%); e
céulas gigantes tipo Langhans (57,5%). No interior das cdlulas gigantes de corpo
edranho os fungos eram numerosos. Tais cdulas, com o0 Sudan negro, ndo
evidenciaram  lipidioss, mesmo nas &ess dinicamente xantomizadas, como
evidenciado por alguns autores. Os lipidios foram detectados somente no interior
das cdulas fungicas. A praa metenamina detectava uma poeira argentdfila nas

células epitelidides que correspondia arestos de cdulas fungicas.
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1.5. Aspectos Clinicos da Doenca de Jorge L obo

No primeiro relato sobre a doenca de Jorge, 0 paciente apresentava lesdes
nodulares, sdientes, confluentes e duras na regido lombossacra, com 19 anos de
evolucdo e sem qualquer evidéncia de disseminacdo®®. As lesdes eram vegetantes,
resstentes a pressdo, duras, de cor castanha claro, com uns pontos brancos nas
partes mais elevadas. Desde entdo Va&rios outros autores descreveram Seus casos, a
maioria deles vindo daregido Amazonica, com |lesdes de aspecto quel oideano.

As lesBes clinicas na doenca de Jorge Lobo sGo muito polimorfas. Pode
haver méculas, pdpulas, placas, nddulos, gomas e também lesdes verrucosss,
cicatriciais e ulcerades’. Estas (ltimes, na maor pate das vezes, estfo
relacionadas com traumas. Vaios tipos de lesdes podem aparecer em um mesmo
paciente. HA lesbes com tendéncia a regressdo esponténea que agpresentam um
certo grau de atrofia, mas as cicatrizes s devidas, gerdmente, a solugdes de
continuidade em conseqiéncia de cirurgias prévias ou traumatismos.

Baruzzi & Azevedo (1991) propuseram uma classficacdo, baseada na
digribuicdo das lesbess em formas isoladas ou locdizadas e formas
disseminadas®. De acordo com os autores, a localizaggo das lesdes é variada, mas
ha uma predilecdo por extremidades. O comprometimento do pavilhdo auricular é
o mais fregliente em algumas casuigticas e em outras s8o 0s membros inferiores.

Segundo dguns autores, é rar0 0 comprometimento ganglionar nessa
micose e ha poucos casos com descricdo  histopatoldgica das lesBes nos
linfonodos®® 37 38 39 As visceras ndo estio envolvidas nessa micose, mas héa o
rdato de um caso com lesdo teticular descrito por Trgjos & Romero (1950) na
CostaRica®.

Opromolla e d. obsarvaan formas infiltrativas, verrucosas e
queloideanas®. Em vérios casos, notaram-se lesdes queloidiformes, lisas, exibindo
finas teleangectasas e pequenas &eas de agpecto xantomatoso na superficie.
Havia também lesBes de aspecto involutivo, mais gplanadas do que o restante das
lesbes em torno. Com relacdo a sua distribuicdo, as lesdes e os casos foram

classficados como agudes com lesDes locdlizadas, agudles com lesdes
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multifocais (em um membro ou segmento de membro) e casos com lesdes
disseminadas (envolvendo Véias regifes anatdmicas didintas). Segundo os
autores, o intuito em classficar os pacientes dessa forma foi condderando a
posshilidade de que a locdizacdo e ou a disseminagdo das lesbes pudessem
refletir o estado imunol 6gico desses pacientes frente ao agente da lobomicose.

1.6. Experimentagdo animal

1.6.1. Doenca de Jorge Lobo

Jorge Lobo inoculou triturado de pele parastada de seu paciente em
cobaios, ratos e macaco Rhesus, na tentativa de reproduzir experimentamente a
micose de Jorge Lobo, mas ndo obteve éxito?”. Desde entdp, véias tentaivas
foram feitas de reproduzir a doenca de Jorge Lobo nas mais diversas espécies
animais tas como ratos, hamsters, camundongos, cobaios e aé gaos e sapos.
Monteiro (1962) reproduziu lesdes interessantes em ovos embrionados, diferentes
das lesBes usuais obtidas pelainoculagéo do P. brasiliensis*.

Lesdes nodulares e isoladas foram obtidas por Sampaio et a. (1971), ao
inocularem queldnios da Amazonia*®. As lesdes eram semelhantes & lesdes
humanas, formadas por um processo granulomatoso higtiocitario, contendo cdulas
gigantes e fungos com formas bizarras.

Sampaio & Dias (1977) inocularam um tatu (Euphractus sexcintus), na
regido pévica, por via subcutdnea’™. Apds 11 meses, foi observada lesfo nodular
rica em parasitas, mostrando intensas &reas de necrose. Esse trabalho fez com que
0S autores sugerissem que o taiu fosse um animad adequado para o estudo
experimental dadoenca

Ratos, cobaios, hamgters e camundongos foram inoculados por diversos
pesquisadores, sem resultados satisfatorios’? 44 4% 46: 47,

Wiesema & Niemd (1965) inoculaam exaudtivamente 0s coxins
plantares de camundongos, obtendo assm a formagdo de granulomas™. Em dois

hamsters, os autores obtiveram, nos coxins plantares, granulomas idénticos ao
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humano, com paraditas em gemulacdo. Azulay et a. (1968) inocularam mais de 60
animais (cobaios, ratos, coehos e camundongos), por via intradérmica e
intratesticular®®.  Foram observadas dteracdes microscopicas, semehantes as
observadas em seres humanos, no coxim plantar de um camundongo, 13 meses
a0s a inoculacdo. Sete meses gp0s a inoculagdo intratesticular, um rato
goresentou vaios granulomes locdizados entre os tubos seminiferos. Alteragbes
macroscopicas foram notadas, em outro rato inoculado intratesticularmente,
depois de oito meses. No exame a fresco do materia coletado do testiculo, foram
observadas formas do L. |oboi.

Sampaio & Dias (1970), a0 implantarem fragmentos de tecido humano
parasitados na bolsa jugd de 22 hamgers, obtiveram nédulos congtituidos por
hisiécitos e cdulas gigantes contendo um grande nimero de parasitas®. O
materid da bolsa jugd, resultante de primera inoculagdo, foi reinoculado duas
vezes em bolsas jugais de outros hamsters, produzindo lesdes semehantes as dos
doadores. Contudo, utilizando in6culos com nimero de fungos e viabilidade
conhecidos, Opromolla & Nogueira (1999) ndo obtiveram 0 mesmo resultado®.
Houve formacdo de granulomas, mas as cdulas fungicas encontradas até 180 dias
gpds ainoculacdo ndo se apresentavam viave's.

Seguindo 0 mesmo método para preparo da suspensdo fungica, Opromolla
et d. (1999 relatam os resultados das inoculagbes experimentais do L. loboi em
canundongos Suicos’>. Apesar de ndo terem sSido observadas lesBes
macroscopicas nos 64 animais inoculados e observados, pelo periodo de 18
meses, grande nimero de fungos foi encontrado ao find do experimento, se bem
gue com baixos indices de viabilidade, indicando que edta linhagem ndo é a mas
adequada ao estudo da doenca de Jorge L obo.

Madera e d. (2000), a0 inoculalem a linhagem de camundongos
BALB/c, obtiveram animais com lesdes macrosoopicas, Oito meses gpds a
inoculagio®™. Nestes animais, a0s sete meses foram observados extensos
infiltrados, condtituidos por higiocitos, cdulas gigantes tipo corpo estranho e tipo
Langhans, e um grande nimero de fungos, a maoria ddes viavd. O grande

nimero de fungos encontrados, os dtos indices de viabilidade, indicando
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multiplicacéo do L. loboi, e as semelhancas entre os infiltrados com o de lesfo
encontrada em seres humanos, indicaam que a linhagem de camundongos

BALB/c seria adequada a estudos controlados com o L. loboi, indusve em testes
terapéuticos.

1.6.2. Ensaios com drogas antifungicas

Egtudos tergpéuticos utilizam vérios modeos experimentais na fase pré
clinica, que esta relacionada a verificacdo da aividade e da toxicidade das drogas
testadas. SO depois disso, dependendo dos resultados, € que o medicamento é
empregado em seres humanos, no inicio em grupos piloto, e depois em um
ndmero maior de pacientes, obedecendo a protocolos bem estabel ecidos.

Muitas droges antifingicas para uso Sstémico ja foram utilizadas em
animas, tas como a anfotericina B, os compostos azdlicos e a terbinafina (uma
dilamingd). Essas drogas foram testadas contra diversos organismos, isoladas ou
em asociacdo, e em aguns casos, utilizour-se administiracdo oral do medicamento
por periodos de tempo que variaram de poucos dias até quatro meses™ >*. Nesta
fase da experimentacdo, a eficicia e a toxicidade da droga foram avaiadas aravés
da quantificacdo da carga fungica no tecido avo, pda taxa de sobrevivéncia dos
animais infectados apds o tratamento e por ateragdes de lesdes estabelecidas™ °°.
Em muitos destes estudos, a absorcdo da droga foi determinada por meétodo
biol6gico ou pela cromatografia liquida de dta resolugéo (HPLC).

Um edudo, comparando a atividade antifingica do itraconazol com a
terbingfina in vitro e relacionando aos resultados in vivo em modeos
experimentais para infecgbes superficias (cobaios), demondrou que a terbinafina
fol mas eficaz do que o itraconazol no controle das dermatofitoses in vitro. O
efeito das duas drogas in vivo foi equivaente, com boa tolerancia e segurance®’. A
terbinafina (um a sds mgkg em polietilenoglicol (PEG) 200) demonstrou
poténcia duas a trés vezes superior ao itraconazol (6 a 40 mg/kg em PEG 200) e

a0 fluconazol (6 a 12 mg/kg em 10% Tween 80), ho modelo da tricofitose, em
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cobaios. As drogas foram dadas por via ord (gavagem) uma vez por dia durante
nove dias consecutivos™.

Na paracoccidioidomicose, camundongos BALB/c foram inoculados por
via intranasd e tratados por via ora (gavagem) durante quatro semanas, com
itraconazol nas doses de 10, 50 e 200 mg/kg/dia diluido em PEG 200. Os animais
foram avdiados quanto a porcentagem de sobreviventes a infeccéo aguda e quanto
a0 envolvimento de 6rgados. Observou-se maior protecdo contra doses letais do P.
brasliensis em animais tratados com 200 mg/kg de itraconazol do que os tratados
com ketoconazol. Os autores sugerem que o tratamento por periodos mais longos
poderia prevenir a doenca pulmonar®.

Kan & Bennat edudaram a eficacia do itraconazol, terbingfina e
anfotericina B na esporotricose sistémica em camundongos BALB/c®. Os animais
foram tratados por 28 dias e avdiados quanto a sobrevivéncia, a0 nimero de
lesdes e a carga fungica em oOrgdos. O itraconazol (doses de 20 e 80 mglkg,
diluido em PEG 200) e terbinafina (doses de 50 e 200 mg/kg, diluida em 1%
Tween 20 e 5% DMSO) foram ministrados por gavagem. A anfotericina B (dose
de 4,5 mg/kg) foi dada por via intraperitoneal. As mehores taxas de sobrevivéncia
foram obtidas com o itraconazol e anfotericina B no entanto, a cultura postiva de
cérebro, figado e bagco de animais sacrificados demonstrou que nd&o houve
protecdo contra disseminacdo com nenhum dos esquemas de tratamento. Apesar
da deteccdo de terbinafina no soro dos camundongos, sua eficacia ndo foi
demonstrada na esporotricose sstémica

Van't Wout et d. compararam a eficacia ora do fluconazol (25 a 20
mg/kg), itraconazol (10 a 40 mg/kg) e anfotericina B intragperitoned (0,1 a quatro
mg/kg) contra a candidiase Sstémica, pela Candida albicans, em camundongos
suicos normais e neutropénicos™. Nenhuma droga teve efeito protetor em
camundongos neutropénicos, no entanto, com a anfotericina B utilizada na dose
de um ng/ml, houve uma diminuicdo na média de unidades formadoras de colénia
(UFC) nos rins de camundongos normais.

Camundongos BALB/c e CRW foram utilizados como modeos paa

esudo da eficacia de diferentes antifungicos orais (gavagem) contra a infecgéo
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pelo Blastomyces dermatitidis. O itraconazol, diluido em PEG 200, mostrou
aumento da sobrevida de animais nas doses de 50 e 150 mg/kg/dia, mas néo
houve protecdo contra infeccdo em animais tratados por quatro semanas. O
ketoconazal, diluido em &gar 0,1%, na dose de 150 mg/kg foi tdo eficaz quanto o
itraconazol a 50 mg/kg. Sobrevivéncias de 60% de animais tratados com
anfotericina B (um mg/kg) e 30% de animais tratados com itraconazol (25 mg/kg)
foram observadas em camundongos inoculados com B. dermatitidis™.

Na cromomicose expeimentd, Deavei &  Graybill avdiaram
camundongos BALB/c aimicos inoculados com o fungo Fonsecaea predosoi por
via subcuténea, e tratados com itraconazol e com o triazlico SCH39304, por 16
semanas™®. O itraconazol foi diluido inicidmente em PEG 200 e devido &
toxicidade causada pelo PEG 200, gp0s seis semanas de uso, ambas as drogas
foram diluidas em &gar 0,3%. As duas drogas, nas doses de 20 e 60 mg/kg,
inlbiran o0 crescimento do fungo in vivo, havendo evidente diminuicdo do
tamanho das lesdes.

Na coccidioidomicose pulmonar, o itraconazol e fluconazol foram
superiores a0 ketoconazol (doses de 25 mg/kg), ministrados por gavagem, na
manutencdo de sobrevida de camundongos apds a inoculacdo com o Coccidioides
immitis. Na coccidioidomicose meningoencefdica, nenhum desses medicamentos
preveniu a morte dos animas™. O primero estudo comparativo, monitorado
clinicamente, com cultura de liquido cerebrospind e sorologia, foi relatado por
Sorensen et d.%’. Nese moddo de coccidioidomicose meningoencefdica em
codhos, os animais foram tratados com itraconazol e fluconazol com adose diaia
de 80 mg/kg por gavagem, durante 28 dias. Ambas as drogas reduziram o nimero
de UFC do cérebro de animas sacrificados, melhoraram os snas clinicos e
neurol égicos, mas nenhuma droga teve efeito curativo.

Vé&ios experimentos foram desenvolvidos com o Histoplasma capsulatum
para testar a eficacia de drogas antifungicas. O uso de itraconazol (25 mg/kg) e
anfotericina B (um mg/kg) preveniu a morte de camundongos infectados com

doses letais do H. capsulatum e os resultados foram superiores a0 fluconazol e
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ketoconazol. Os trés compostos azdlicos reduziram a carga fungica do figado e
bago de animai's sacrificados apds o tratamento por 21 dias™.

A b-ciclodextrina € um oligossacarideo ciclico, produto da degradacéo do
amido pdo Bacillus macerans, e tem sdo utilizada como molécula carreadora de
drogas lipofilicas. Um estudo farmacolGgico, com compostos azdlicos utilizando a
hidroxipropil-b-ciclodextrina, uma ciclodextrina com mehor solubilidade em
agua, demonstrou um aumento da biodisponibilidede do itraconazol e
saperconazol em soro de camundongos gpds uma Unica dose, quando comparadas
& mesmas drogas solubilizadas em PEG 2002,

A formulacdo ord do itraconazol com a ciclodextrina (trés mg/kg/dia)
diminuiu a carga fungica de tecidos de camundongos B6C3F; inoculados com
cagas ndo letas do H. capsulatum. Goldberg e d. avdiaam a taxa de
sobrevivéncia e carga fungica em 6rgdos de camundongos B6C3F; inoculados
com doses letais do H. capsulatum e tratados por dez dias®. Os animais que
receberam nikomicina Z (100 mg/dia/duas vezes ao dia), anfotericina (2 mgkg/a
cada dois dias) e itraconazol em hidroxipropil-3-ciclodextrina (75 mg/kg/duas
vezes a0 dia) sobreviveram aé o find do experimento, no entanto, a taxa de
sobrevivéncia diminuiu  progressivamente quando as drogas foram ministradas em
doses mais baixas. Recentemente, 0 ravuconazole, itraconazol e fluconazol foram
tetados no moddo para histoplasmose sstémica murina O ravuconazol e
itraconazol foram igudmente efetivos na dose de 50 mg/kg, e mas eficazes que o
fluconazol. Nesta dose, no entanto, ndo houve efeito curativo®.

SCHMITT e d. rdaaram a inatividade da terbinafina na aspergilose
broncopulmonar em ratos Sprague-Dawley®®. A terbinafina, na dose de 80
mg/kg/dia, diluida em 5% DMSO- 2% Tween 80, injetada por via intraperitoned
durante sete dias, ndo melhorou a taxa de sobrevivéncia dos animais, agpesar de
dtas concentracfes da droga terem sdo detectadas em tecidos como pulméo,
figado e bago (cerca de seis ny/g de tecido). Os autores concluem que a droga
deve apresentar baixa biodisponibilidade no soro e ato metabolismo hepético
nestes animais. Camundongos CD-1 normas e neutropénicos foram utilizados

para tedar a €ficacia do itraconazol em hidroxi-b-ciclodextrina (5 a 50
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mg/kg/duas vezes ao dia), anfotericina B (3,3 mg/kg) e D0870 em Tween 80 (5 a
100 mgkg/dia), apds 14 dias de tratamento. O itraconazol e anfotericina B
reduziran mais a mortdidade em camundongos normais®®. O itraconazol diluido
em hidroxi-b-ciclodextrina, utilizado por gavagem nas doses de 30 a 100 mg/kg,
néo reduziu a mortaidade de camundongos BALB/c nu/+, no moddo para
aspergilose pulmonar. Os autores sugerem que o itraconazol deva ser utilizado em
doses mais dltas e mais freguientes™.

A teabingfina (40 e 80 mgkg/dia por gavagem) foi utilizada em
comparacd0 com outras drogas, na infeccdo experimenta pelo Pneumocystis
carinii em ratos Sprague-Dawley. Um grau leve da infeccéo foi observado em
18% dos animais que receberam a dose de 80 mg/kg. Este resultado se comparou
somente a0 do tratamento com sulfametoxazol-trimetropin (15% de animas com
infeccdn). A taxa de sobrevivéncia (90%) ndo variou entre 0S grupos até dez

semanas apds ainoculagao®’.

1.7. Terapéutica antifungica

Véaias drogas tém sdo testadas no tratamento da doenca de Jorge Lobo. Ja
foran utilizades sulfadimetoxing, sulfametoxipiridazing, dofaziming,  anfotericina
B, 5-fluorcitosna, fluconazol, ketoconazol, miconazol, itraconazol, terbinafina e a
asociacdo  sulfametoxazol-trimetoprin, no  entanto, nenhuma droga mostrou  até
agora resultados convincentes. A maioria delas foi utilizada de forma empirica,
sem uma padronizacdo na administracdo, sem protocolos bem definidos e nunca
foram testadas, para a doenca de Jorge Lobo, em modelos animais. O tratamento
cirdrgico continua, portanto, sendo o tratamento de eleicdo para casos com lesdes
localizadas e ndo muito extenses.

Reyes et d. (1960-1961), na Venezuda, referem ter tratado um caso da
doenca de Jorge Lobo com sulfadimetoxing inicidmente na dose de quatro
comprimidos de 500 mg/dia, depois dois e a seguir, um comprimido, com

melhora da infiltracio das |esdes e desgparecimento de aguns nédulos menores®.
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Slverie e d. traaaram um peciente com a sulfametoxipiridazina (500 mg
por dia) sem resultados conclusivos™.

As aulfonamidas foram os primeiros agentes quimiotergpicos efetivos
contra microorganismos gram pogtivos e negativos. As sulfonamidas previnem a
utilizac&o do &cido paraaminobenzdico (PABA) para sintese de &cido félico®.

Londofio, em 1968, usou a anfotericina B diluida em procaina para fazer
infiltracio de |esdes queloidiformes, sem sucesso’®.

A anfotericina B tem ddo utilizada até hoje em pacientes com candidiases,
criptococose, histoplasmose, blastomicose, paracoccidioidomicose,
coccidioidomicose, aspergilose, esporotricose extracutdnea e mucormicose®®. A
anfotericina B é um antibidtico poliénico derivado do actinomyceto Streptomyces
nodosus. A atividade antifingica depende da ligacdo da droga ao ergosteral,
presente na membrana de fungos susceptiveis, formando poros ou canas
cilindricos que penetram na membrana dos fungos, dterando a permesbilidede da
membrana e permitindo 0 extravasamento de pequenas moléculas do citoplasma,
prejudicando o crescimento do fungo™.

A dofaziming, um compogto rimino, derivado fenctiazinico lipossolave,
que inibe o crescimento de aguns microorganismos e € utilizada no tratamento da
hanseniase™, foi utilizada, pela primeira vez no tratamento de trés casos da
doenca de Jorge Lobo, por Silva (1978)"2. A droga foi administrada na dose de
200 mg/dia, por periodos de trés a seis meses com reducdo da quantidade de
fungos e regressfo de algumas lesBes. Apesar dos resultados favorévels, existe a
possibilidede de recidivas. Tahari et a. (1981), referem o tratamento de 22 casos
com a clofazimina sozinha ou em asociagd com a detrocoagulagéo, por
periodos que variaram de seis meses a trés anos’. Em um dos casos que
completou trés anos de tratamento somente com a clofazimina, houve involucéo
quase completa das lesDes e desgparecimento do fungo. Houve mehora
consderdvel em outros seis casos com tratamento combinado. Os melhores
resultados foram observados nos pacientes com lesdes infiltrativas dos pavilhoes
auriculares e nas lesdes em placa Em lesBes qudoidiformes artigas, ndo
ocorreram modificagdes. Baruzzi & Azevedo observaram 12 pacientes com a
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doenca de Jorge Lobo, tratados com a clofazimina por periodos de até dois anos,
na dose de 100 a 200 mg/dia®. Os pacientes, na sua maioria, apresentavam lesdes
extensas e disseminadas. Em Vvé&ios casos observouse, gpos adguns meses de
tratamento, discreta redugdo no volume das lesbes dermatolOgicas, mas 0s autores
concluem que a clofazimina ainda ndo representa a droga ided para o tratamento
da doenca de Jorge L obo.

Nos ultimos 30 anos, devido a0 aumento da incidéncia de infeccdes
fingicas em pacientes imunodeprimidos devido a tergpia antineoplésica,
imunossupressfo em individuos transplantados ou infecgdo pelo virus HIV, houve
0 desenvolvimento de medicamentos com mehor poténcia, amplo espectro de
acd0 e seguranca, e com menos efeitos adversos, dentre eles os imidazolicos, as
dilaminas e afluorcitosna

Os imidazdlicos contém dois nitrogénios no and azdlico, os triazlis
contém trés a@omos de nitrogénio no and e sGo mais estéveis no corpo humano.
Os antifungicos azdlicos se ligam a fracd heme do citocromo P450 e interferem
na funcdo misa de agumas oxidases. A 14-a-desmetilacdo do lanosterol dos
fungos é inibida, bloqueando a formagdo do ergosterol e levando ao acimulo de
14-a-metilesterdis. Ocorre entéo dteracéo da membrana citoplasmética e inibicéo
do crescimento do fungo®®.

A familia das enzimas citocromo P450 esta presente em todos os tecidos,
particularmente em grandes quantidades no reticulo endoplasmético das cdulas
hepéticas. Essas enzimas cadisam a biotransformacdo de drogas lipofilicas,
exercendo um efdto limitante na taxa de metabolismo. A inducdo ou inibicdo
dessas enzimas, por medicamentos ou compostos quimicos, tem importantes
implicagdes na prédtica tergpéutica com os imidazdlicos. A inducdo da enzima
P450 pode levar a rgpida metabolizacdo da droga e resultar em faha terapéutica.
A inibicio da enzima pode levar a0 acumulo da droga ndiva, causando
toxicidade”™.

O ketoconazol foi o primeiro azdlico ora utilizado com sucesso em
micoses Sstémicas e s tornou um modeo para 0 desenvolvimento de outros

compostos azolicos. O miconazol € pouco utilizado por via endovenosa devido a
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Ua toxicidade e a eficacia limitada Essa droga é mas utilizada hoje em sua
formulagio para uso topico®. O fluconazol, outro composto azdlico, é efetivo nas
candidiases orad e esofagiana, e na criptococose, em pacientes aidéticos. Esse
composto tem sSdo utilizado na manutencdo de pacientes clinicamente estévels,
apos a terapia com a anfotericina B. O itraconazol é indicado no tratamento de
micoses profundas tais como a histoplasmose, blastomicose, coccidioidomicose,
candidiases ord, esofagiana e vagind, e também nas dermatofitoses. Em pacientes
adédticos, esse medicamento tem sido utilizado na aspergilose, esporotricose e
criptococose’™.

O itraconazol € um composto triazdlico edtruturdmente semelhante a0
ketoconazol, mas que parece ter um maor espectro de atividade em micoses
profundess. O acimulo de a-14 metilederdis exerce €efeitos deeté&ios as
propriedades e atividade enzimética ligada & membrana, havendo dteracdo da
funcdo da enzima quitina Sntetase. Outro mecanismo de acdo € a inibicdo das
enzimas citocromo C oxidase e peroxidase, resultando em acumulo de perdxidos
intracelulares que dteram a dupla camada de fosfalipidios da membrana cdular
dos fungos, havendo aumento da permesbilidade da membrana. Esses efeitos
provocam inibicdo da reproducdo do fungo e morte da céula O itraconazol €
dtamente lipofilico, sua absor¢do em jgum é de 30% da absor¢do quando
ingerido junto com aimentos. A dissolucdo € dependente de baixo pH, apds a
absorcdo, o itraconazol é rapidamente distribuido para os tecidos. O estado de
equilibrio é aingido 13 dias gpds a ingetdo da dose de 200 mg/dia A meia vida
de diminacéo é de cerca de 24 horas. O pico da concentracdo plasmética atinge
0,5 nmy/ml cerca de quatro horas apds ingestéo com dimentos, de 100 mg do
itraconazol, dosado por HPLC'®. A dosagem por ensaio bioldgico pode ser trés
vezes maior, pois dos 30 metabdlitos resultantes da biotransformagdo do
itraconazol, o principd deles, o hidroxi-itraconazol, apresenta a mesma atividade
bioldgica da droga nativa’’. Cerca de 99,8% do composto se liga a proteinas
plasméticas, primariamente a abumina Pouca ou nenhuma droga biodiva €
encontrada na uring, no liquido cefdorraquidiano e na sdiva Os niveis teciduais

do itraconazol sf0 duas a trés vezes mais dtos do que os plasméticos e ha uma
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grande afinidade da droga por tecido adiposo e tecidos queratinizados, podendo-se
detectar a droga na unha de pacientes até seis meses gpds 0 término do tratamento
com 200 mg/dia durante trés meses’®. A maior parte dos metabdlitos é eiminada
pela bile e a excregdo da droga em sua forma nativa ocorre de 3 a 18% nas fezese
em menor pate na urina. A supresséo da adrena foi observada em pacientes
recebendo doses de 600 mg/dia®®.

Na doenca de Jorge Lobo, ja foram testados diversos compostos
imidazdlicos. Hed rdlata 0 sucesso do tratamento de dois golfinhos naturamente
infectados pelo L. loboi, com 0 miconazol na doses de 18 mg/kg de peso, durante
sete meses™. A droga foi oferecida aos animais, dividida em quatro doses di&ias.
Houve mehora progressiva das lesdes e dessparecimento de fungos aos sete
meses de tratamento.

Cucé et a.(1980) trataram um peciente acometido da doenca de Jorge
Lobo, com ketoconazol oral na dose de 400 mg/dia, durante 90 dias, obtendo
resultados que consideraram moderados’®. Resultados também moderados foram
relatados por Heel em dois pacientes tratados com a mesma droga®’. Baruzzi et d.
relataram o tratamento de quatro pacientes com ketoconazol durante varios meses,
na dose de 400mg/dia®l. Um dos pacientes foi tratado durante um ano. Os
resultados foram pouco sdatisfatorios. Lawrence & Ajdlo também rdaam o
tratamento de um paciente por seis meses com ketoconazol ora, 200 mg/dia, sem
evidéncias de melhora®?.

Mais recentemente, Opromolla et a. (1996) apresentaram os resultados do
tratamento de 40 pacientes portadores da doenca de Jorge Lobo, resdentes em Rio

Branco, no estado do Acre, com o itraconazol®®

. Os pacientes foram distribuidos
deatoriamente em dois grupos. Um grupo recebeu 0 medicamento na dose de 100
mg/dia e 0 outro recebeu o itraconazol na dose de 200 mg/dia durante uma
semana em cada més, durante seis meses. Ndo foram observados resultados
satisfatorios agpds esse periodo, mas esse foi o primeiro trabaho sobre a
terapéutica da doenca de Jorge Lobo que obedeceu a um protocolo mais rigido,

com controle dos pacientes com documentacéo fotografica e bidpsias.
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Pradinau & Tahai (1996) empregaram duas vezes a 5-fluorcitosna na
doenca de Jorge Lobo’. A fluorcitosna é uma base pirimidina fluorada, solivel
em agua em pH neutro e que apresenta atividade em candidiases, criptococose e
na cromomicose’t. Os autores trataram um paciente durante 50 dias (100 mg/kg) e
notaram um discreto amolecimento das lesbes. O tratamento ndo pbde ser
continuado pela fdta de perseveranca do paciente. Em um segundo paciente
tratado com doses de 100 a 200 mg/kg durante quatro meses, os resultados foram
insatifatorios, em comparacdo com os efeitos muito favoréveis condtatados nas
Cromomi COSeS.

Opromolla (2000) experimentou, em aguns pacientes portadores da
doenca de Jorge Lobo, o fluconazol, a anfotericina B, o 5-Huorurecil, a
clofazimina, a terbinafina e sulfonamidas, e utilizou, para controle do tratamento,
dém do exame clinico, exame histopatoldgico, documentacdo fotogréfica e o
indice de viabilidade do L. loboi®*. As drogas foram utilizades em véias
combinagBes, e diminuicdo importante do indice de viabilidade foi vita com a
associacéo da clofazimina com a sulfona em um paciente, € em um outro, a
combinacdo de 5-Huoruracil e itraconazol. O nimero extremamente reduzido de
pacientes ndo permitiu conclusdes definitivas, contudo, foi possived avdiar o
efelto tergpéutico das drogas Utilizando-se pela primeira vez o indice de
viabilidade dos fungos, na doenca de Jorge Lobo.

Fischer et d. (2002) relatam o resultado do tratamento de um paciente da
doenca de Jorge Lobo com a associagdo itraconazol e clofazimina, ambos a 100
mg/dia, pelo periodo de um ano. Os autores rdatam que houve cura clinica e
histopatol égica do paciente®®.

As dilaminas sSo compostos sntéticos com and naftaeno subgtituido na
poscdo um por uma cadeia difdica contendo ligagbes duplas e uma amina
terci&ia. O composto age inibindo a enzima esquaeno epoxidase, Sstema
enzimético ligado a membrana plasmdtica, essencid na sintese do ergogteral. Isto
leva a deficiéncia de ergosterol na parede cdular e acimulo de esguaeno
intracdularmente. O acimulo do esquaeno € responsavel peo efeto fungicida da
terbinafina
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Devido & sua répida difusio para epiderme’®, a terbinafina mostrou ser
uma droga efetiva para o tratamento de dermatofitoses™. A aividade in vitro da
droga foi observada contra agumas cepas de Candida, dermatdfitos, Aspergillus e
também contra adguns fungos dimorficos como o B. dermatitidis, H. capsulatum e
Soorothrix schenkii. O €feto snérgico da terbinafina com o fluconazol foi
demonstrado em experimentos in vitro utilizando-se cepas multirresstentes de C.
albicans, 0 que demonstra o potencid da terbinafina para uso combinado com
outros antifiingicos no tratamento de infeccBes mais graves®’. Um recente estudo,
utilizando o mé&odo de microdiluico, demonstrou a susceptibilidade in vitro da
terbinafina contra diversas cepas de fungos, sendo a média da concentracéo
inibitéria minima (MIC) de 6,60 + 0,73 nmg/ml para cepas leveduriformes e 1,04 +
0,28 ny/ml para cepas micdias®.

A absorcdo da terbinafing, independentemente do pH, é boa, ndo havendo
necessidade de ingestdo concomitante de dimento. A terbinafina é dtamente
lipofilica e queratinofilica e pode ser encontrada em grandes quantidades também
no tecido adiposo. O nivel plasmético de um ng/ml pode ser detectado apds doses
de 250 mg a cada 12 horas. S80 encontrados cerca de 15 metabdlitos no plasma
em quantidades superiores a droga nativa, o principa € o N-desmdilterbinafing,
que apresenta 10% da atividade biolégica da terbingfina A meia vida de
eliminacéo da droga nativa do plasma apds quatro semanas de tratamento é de 22
horas e de tecidos queratinizados é de 24 a 28 dias™. Nives fungicides da droga
podem se&r encontrados no extrato corneo apds uma semana de tratamento com
doses de 250 mg/dia A terbinafina mostrou concentragbes inibitoria e fungicida
minimas, semehantes entre s, e mas baixas do que & do itraconazol’®. A
terbinafina € extensvamente metabolizada no figado, mas ndo € metabolizada
pela enzima P450, havendo pouca interacdo com outras drogas. A excrecdo € feita
70% pela urina e 20% pelas fezes.

Apesar da baixa prevaléncia da doenca de Jorge Lobo, o nimero de casos
tem aumentado e, sendo a evolucdo desta micose cronica, casos com lesdes mais
recentes, pequenas e assntomdticas podem passar despercebidos, principamente

em regies endémicas da doenca.
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E dificl a experimentacdo tergpéutica em uma doenca de evolugio tdo
cronica como € 0 caso da doenca de Jorge Lobo. Em suas lesbes, observa-se
grande quantidade de fungos, mas muitos deles ndo gpresentam nenhuma estrutura
intracitoplasmética, apresentando-se como cipsulas vazias’, sugerindo  que
edgam mortos. Esse aspecto faz pensar, primero, que o fungo se multiplica
lentamente e, segundo, que o fungo va sendo fagocitado por macréfagos, mas
demora bastante tempo para ser eiminado, devido provavelmente a aguma
deficiéncia imunolégica, sendo 0 hospedeiro incapaz de redizar uma digest@o
mais rgpida do fungo. Apesar de a doenca de Jorge Lobo ser locdizada, se
asemelha a hanseniase na sua forma virchoviana. Nessa doenca micobacteriana,
cujo agente etioldgico também ainda néo foi cultivado em meios livres de cdulas,
observa-se, assim como na micose de Jorge Lobo, mesmo antes de o tratamento
ter sido iniciado, uma grande quantidade de bacilos mortos que € diminada em
uma taxa muito lenta (cerca de 0,62 log por ano), devido a deficiéncia
imunolégica do hospedeiro.. 1sso mostra que um paciente virchoviano, no qua a
populacdo inicid é de 10™ baciloslg de tecido, somente ficara livre de bacilos
apés trés a cinco anos™.

LACAZ et d., estimando as dificuldades na avdiagdo tergpéutica de uma
droga para o tratamento da doenca de Jorge Lobo, referiram: impossibilidade de
testes tergpéuticos in vitro por ndo se poder, aé o momento cultivar o L. loboi;
impossibilidade de se proceder a testes em animais de laboratorio, devido a grande
dificuldade em se obter lesBes experimentals, reduzido niUmero de casos tratados
por uma dada droga ndo sendo possivel o acimulo de experiéncia tergpéutica
suficiente sobre a a8 dos farmacos até ent3o utilizados’.

Hoje se pode consderar que agumas das dificuldades mencionadas por
Lacaz et al., em 1986, em relacdo a estudos terapéuticos com a doenca de Jorge
Lobo, estdo sendo superadas’. Apesar de o fungo ainda ndo ter sido cultivado em
laboratdrio, ja se tem um modelo experimenta adequado a testes tergpéuticos,
inclusve com desenvolvimento de lesdes macroscdpicas e de fécil manutencdo. A
viabilidade do L. loboi ja pode ser avdiada pela coloracdo com o brometo de
etidio e diacetato de fluoresceina®”. O indice de viebilidade € um demento (il
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para ¢ verificar se uma determinada droga esta exercendo aividade fungicida ou
fungistética sobre o fungo.

O Mycobacterium leprae, que anda nd foi cultivado, apresenta
crescimento  regular quando inoculado na pata de camundongos BALBIc,
observado com a técnica desenvolvida por Shepard®™. Nesse trabalho, o autor
demonstrou uma corrdlacdo podtiva entre 0 nimero de bacilos inoculados e o
tempo de aparecimento das lesBes, sendo seis meses 0 periodo de incubacéo
quando 10° bacilos sB0 inoculados por via intradérmica no coxim plantar de
camundongos. Foi demonstrado que o aspecto microscopico da doenca
experimentd € compativd com a doenca em seres humanos. Esse modeo
possibilitou, portanto, o estudo de drogas com atividade anti-hansénica, se eas
sf0 bactericidas ou bacteriogtéticas e a ressténcia a das desenvolvida pelo
microorganismo®>*3. O mesmo método pode ser utilizado para a doenca de Jorge
Lobo, com o objetivo de selecionar drogas para o tratamento dessa enfermidade.

Apesar de ndo se conhecer a condtituicdo bioquimica do L. loboi, da
mesma maneira que se conhece a de outros fungos, como é o caso do P.
bragliensis, cuja semelhaca biogquimica e proximidade filogenéica com o L.
loboi j& foram demondradas, € possivel que e€le possua ergosterol em sua
membrana celular e sua parede sga também formada por camadas contendo
manose, glicoproteinas com manose, quitina e dfa e beta glucanas, que séo avos
para 0s medicamentos ja exigentes e para 0s que ainda estd em fase um de
estudo.

Na imposshilidade de redizar estudos in vitro com o L. loboi, os
medicamentos antifingicos podem, inicidmente, ser testados contra o agente da
micose de Jorge Lobo, utilizando-se o modedo recentemente desenvolvido com
camundongos da linhagem BALB/c, utilizando-se a experiéncia da hanseniase
experimental para 0 desenvolvimento de protocolos bem definidos. Hoje, na
hanseniase, a experimentacdo € utilizada principdmente para teste de ressténcia
medicamentosa. Para testar resisténcia a dapsona, 0s animais sdo inoculados e
recebem o0 medicamento incorporado a racdo comercid moida continuamente em

diferentes concentragBes por grupo, até o crescimento do M. leprae aingir o
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plateau, por volta dos nove meses. Os animas sfo entdo sacrificados e
comparados aos controles ndo tratados, para verificagdo da multiplicacédo de
bacilos™.

As drogas antifingicas, antes de ensdos dlinicos, foram tetadas em
animals principamente em camundongos. A maioria dos ensaios tergpéuticos
experimentais utilizou a adminidracdo de drogas por via ord (gavagem) e por
curtos periodos de tempo. No caso de uma doenca crénica, como € a doenca de
Jorge Lobo, a administracdo de drogas por gavagem e durante periodos longos
ndo s gpropriadas, devido ao risco de mortdidade dos animais. Pelas
amilaridades jA mencionadas entre a doenca de Jorge Lobo e a hanseniase,
decidiu-se seguir 0 modelo de tratamento ja utilizado contra a infecgéo pelo M.
leprae, isto € incorporar medicamentos a racd dos animais por duracdo
prolongada, de até mais de seis meses. Dos medicamentos antifungicos, destacam+
s 0 itraconazol e a terbinafing, por seu amplo espectro de atividade e baixa
toxicidade, tendo sido utilizadas pela sua disponibilidade e experiéncia prévia com
uso destas drogas na terapéutica de varias micoses.
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2. OBJETIVOS

Sendo recente a descoberta de um modelo experimenta para estudo da
doenca de Jorge Lobo, e havendo, mesmo em seres humanos, poucos resultados

favoréveis nos ensai os tergpéuti cos redizados aé o momento, este estudo visou:

Tesar 0 modelo experimentd do camundongo BALB/c, infectado

pelo L. loboi, para ensaios terapéuticos.

Testar 0 €efeto tergpéutico do itraconazol e da terbinafing, na
infecgd experimentd de camundongos BALB/c, peo L loboi, aravés da
avdiacdo da viabilidade, do nimero de fungos e de dteracbes macroscdpicas nos

coxins plantares de camundongos inoculados com o L. [oboi.

Comparar 0 efeito tergpéutico do itraconazol e terbinafina na
infeccdo experimenta de camundongos BALB/c pdo L. loboi.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais

Com o objetivo de verificar a eficacia de trés drogas antifingicas, foram
utilizados 128 camundongos BALB/c, de ambos os sexos, com oito semanas de
idade, obtidos no biotério do ILSL. Os animais foram inoculados com o L. loboi,
mantidos com &gua e racd ad libitum e acomodados em nimero de quatro
animais por caxa

Para verificar a absor¢do das drogas antifingicas no soro de animais
tratados, foram utilizados 35 camundongos BALB/c normais, de ambos 0s sexos,
com dez semanas de idade, obtidos no biotério do ILSL. Os animais foram
mantidos com &gua e racdo ad libitum e acomodados em nimero de cinco animais
por caixa

O presante trabaho foi aprovado peda Comissio de FEtica em

Experimentagdo Anima, protocolo n° 194, da Faculdade de Medicina de Botucatu
—Unesp.

3.2. Métodos

3.2.1. Obtengcéo do indculo infectante de L. loboi

Nesse experimento, foi utilizada bidépsia coletada de um paciente do sexo
masculino, 47 anos, portador da doenga de Jorge Lobo, proveniente do Estado do
Acre, que gpresentava lesdo localizada no pavilh@o auricular ha 13 anos.

O peciente recebeu esclarecimentos quanto aos objetivos desse estudo e
assinou o termo de consentimento livre e eclarecido, para a redizagdo da coleta
da bidpsa O experimento foi aprovado pelo Comité de Etica en Pesquisa do
Ingtituto Lauro de Souza Lima (ILSL), Of. 06/2000.
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Retirorse, por excisd cirlrgica, uma lesio de cerca de 05 cnt,
locdlizada no pavilhdo auricular do paciente e preparot-se uma suspensdo de
fungos.

O tecido etirado do paciente foi lavado com solucdo sdina estéril 0,85%
(SS), transferido para uma placa de Petri e processado em condigdes assepticas em
camara de fluxo laminar, no laboratorio da Equipe Técnica de Microbiologia do
ILSL. Um fragmento do tecido foi retirado, colocado em um tubo contendo
solucéo de formaina tamponada 10% e enviado a0 setor de Anatomia Petoldgica
do ILSL para redizacdo de exame higtopatoldgico. O restante do tecido foi
cortado em fragmentos pequenos com auxilio de pinga e tesoura curva, e entdo
macerado em um homogeneizador de tecidos contendo dois ml de SS. Apés a
sedimentacéo dos restos de tecido, o sobrenadante foi transferido para um tubo de
ensaio estéil e a sugpensio de fungos ressugpendida em um volume find de dez

ml.

3.2.2. Determinagcéo do numer o de células fungicas do indculo.

ApbGs homogeneizacdo da suspensdo fungica, dez m foram colocados em
uma camara hemocitométrica de Neubauer para contagem de células fungicas. O
vaor obtido, com a contagem dos fungos, foi expresso em nlmeros absolutos. A
suspensio  flngica utilizada para inoculaggo dos animais possuia 2,7 x 10°
fungogml.

3.2.3. Deter minagcéo do indice de viabilidade

Utilizorse o0 método de coloragéo vitd com diacetato de fluoresceina e
brometo de etideo (DF-BE)**, padronizado por Vilani-Moreno & Opromolla?’
para o L. loboi. Foram preparadas solugbes estoque de DF (cinco mg/ml de
acetona) e BE (inco mg/ml SS). O DF foi mantido a —20°C e o BE a 4°C até o
uso. Paa determinacdo da viabilidade, ambas solucbes foram diluidas
separadamente a 1:100 em SS e 100 ni de cada solugéo foram colocadas em um
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tubo contendo 200 m da suspensio fangica A mistura foi agitada e incubada a
37°C por 15 minutos. ApGs a incubacdo, dez m da migura foram examinados em
microscopio de fluorescéncia. Foram  considerados vidveis os fungos que
gpresentavam coloracdo verde fluorescente, e depois de contadas 100 céulas
fungicas, o resultado foi expresso em porcentagem de fungos viavels. O indice de

viabilidade da suspensio fungica utilizada parainoculag&o dos animais foi 59%.

3.2.4. Inoculagcdo

Imediatamente gpds a determinagdo do numero de fungos e indice de
viabilidade, redizou-se ainoculacéo dos 128 camundongos BALB/c.

Os animais foram inoculados, com auxilio de uma seringa de insuling, por
via intradérmica, em ambos coxins plantares posteriores, com 30 m da suspenséo
contendo 7,1 x 10* fungos/0,03 ml de suspensio. A suspensio flngica era agitada

antes de cada anima ser inoculado.

3.2.5. Prepar o dos medicamentos antifungicos

Foram utilizadas trés drogas adicionadas a dieta dos animais, segundo a
técnica descrita por Shepard, em estudos de ressténcia medicamentosa do M.
leprae em animais de experimentacgo™. As drogas utilizadas neste estudo foram o
itraconazol (D1), a terbinafina (D2) e a tebingfina formulada com a b-
ciclodextrina (D3). Iniciorse o tratamento com estes medicamentos antiflingicos
45 dias apds ainoculacéo e o periodo de tratamento teve duracdo de 13 meses.

A concentragdo de cada droga utilizada foi calculada de acordo com a
dosagem di&ia utilizada em seres humanos (Tabela 1). Edtimou-se o consumo
di&io de ragdo por animd (cinco gramas racdo/animal/dia) e entdo se caculou a
dose totd de cada medicamento a ser incorporado a cinco kg da racdo comercia
moida. A ragdo cm itraconazol continha 100 mg de itraconazol/ 5 kg de ragéo e a

racéo com terbinafina 125 mg da terbinafina/ 5 kg de racdo. As racbes com os
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medicamentos foram preparadas mensdmente e edtocadas a 4°C em caixas
plésticas com tampa.

Para 0 preparo da ragdo com itraconazol, foi utilizado o conteldo da
cdpsula (100 mg em forma de microesferas) do medicamento comercid macerado
e entdo midurado "a ragdo em um homogeneizador de medicamentos por 15
minutos. O mesmo procedimento foi utilizado para o comprimido de terbinafina
(comprimido de 125 mg).

Para o preparo da terbinafina formulada com a b-ciclodextrina (bcd), foi
utilizado o sd puro cedido pelo laboratorio Novartis. A quantidade de b-
ciclodextrina a ser midurada a terbinafina foi caculada aravés do nimero de
moles da terbinafina (h=m/PM), portanto, foram misturados 0,430 g da b-
ciclodextrina e 0,125 g da terbinafina Foi feita homogeneizacdo da mistura em
graal com agumas gotas de etanol 50% até a formacdo de uma pasta. Apos a
evaporacdo do etanol em estufa a 37°C por cerca de duas horas, a mistura foi
incorporada a racéo moida, e homogeneizada por 15 minutos.

Os animais do grupo controle receberam a ragdo comercid moida sem
adicdo de qualquer medicamento.

Os animais receberam a ragdo moida ad libitum em comedouros adaptados
as gaiolas de camundongos. Os comedouros eram reabastecidos com a racéo

moida trés vezes por semana.

Tabela 1 — Egtimativa das doses didrias das drogas antifingicas para tratamento

de camundongos inoculados com o L. loboi.

Dose diariaindicada | traconazol Terbinafina
Seres humanos (50 Kg PV)* 200 mg 250 mg
Camundongos BAL B/c (Kg PV)*! 4mg 5mg

*PV= peso vivo
*1= cada camundongo recebeu o equivalente a 0,1 mg do itraconazol e 0,125 mg da terbinafina

diariamente
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3.2.6. Tratamento dos camundongos apoés a inoculagcéo

ApoGs a inoculagdo, os animais foram divididos por sorteio em quatro
grupos. Os tratamentos e coletas foram feitos de acordo com cronograma
demonstrado natabela 2.

Tabela 2 - Cronograma de procedimentos redizados com camundongos
inoculados com o L. loboi.

Procedimento Tratamento (N)

Controle D1 D2 D3

Inoculagcdo 32 32 32 32

Inicio tratamento 45 dias pi* 32 32 32 32
Sacrificio 4 meses pi* 8 8 8 8
Sacrificio 7 meses pi* 8 8 8 8
Sacrificio 10 meses pi* 8 8 8 8
Sacrificio 15 meses pi* 8 8 8 8

*pi = apds ainoculagéo

3.2.7. Avaliaccdo histopatologica dos coxins plantares dos

camundongos apds o tratamento

Os animais foram anestesiados com pentobarbital sodico a 20 mg/kg PV e
entdo sacrificados por dedocamento cervicd. Em cada sacrificio, com auxilio de
um bisturi, 0 coxim plantar esquerdo de cada animad foi excisado, colocado em
solugéo de formdina tamponada 10% e enviado ao setor de Anatomia Patoldgica
do ILSL para exame histopatoldgico. Os cortes foram corados pEa hematoxilina-
eosna (HE) e praa metenamina (MS), e avdiados quanto ao tamanho do

infiltrado, condtituicdo celular do infiltrado e presenca de cdlulas fungicas.
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3.2.8. Avaliagcdes do numero de fungos e do indice de viabilidade nos

animais ap0s o tratamento

Em cada sacrificio, o coxim plantar direito de cada anima foi processado
como descrito anteriormente (3.2.1) para preparo do inoculo. O tecido foi
macerado em um ml de SS e a suspensio obtida foi utilizada para contagem do
ndmero de fungos e determinacdo do indice viabilidade.

3.2.9. Avaliagcao da absorecao de drogas

Dos 35 animas utilizados para avaiacd das drogas utilizadas no
tratamento, 30 receberam as drogas antifUngicas adicionadas a racdo como
descrito anteriormente (3.2.5.) e cinco animais receberam gpenas racéo moida sem
medicamento (grupo controle).

Foi retirado 0 sangue de cinco animais de cada grupo 12 horas e 15 dias
apds o inicio da ingestdo da racdo. No momento da coleta, os camundongos foram
anestesiados com pentobarbital sodico a 20 mg/kg PV. O volume de 500 ni de
sangue foi coletado por puncéo cardiaca de cada animad e estes foram entdo
sacrificados por dedocamento cervical. O sangue foi colocado em microtubos
plésticos de 1,5 ml com tampa Ap6s a coagulacdo, 0 sangue foi centrifugado a
1500 x g por 10 minutos a 25°C. O soro obtido foi entéo transferido para um novo
microtubo e estocado a—20°C.

3.2.10. Ensaio bioldgico

Foram preparadas solugdes padréo das drogas itraconazol, terbinafina e
terbinafinalb-ciclodextring, diluides em soro norma de camundongos nas
concentragbes 0,1 mg/ml, 0,01mg/ml e 0.001 mg/ml. Discos de papd, para
antibiograma, foram embebidos com dez m das solugdes padréo de cada droga e
com os soros dos 35 camundongos ndo inoculados e tratados com as diferentes

drogas. Os discos foram secos em estufa a 37°C por trés horas, e entdo foram
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mantidos separadamente em frascos de vidro tampados e estocados a 4°C até o
USO.

O ensaio biolégico foi redizado em placas de Petri grandes (15 cm de
didmetro), com 60 ml de meio agar Sabouraud-dextrose. Foi utilizada uma cepa
padréo de Candida albicans (ATCC 10231) semeada em meio sdlido Sabouraud-
dextrose. A cultura de C. albicans foi gustada em SS estéril para um padréo de
turbidez 0,5 pela escala de McFarland e entdo foi smeada na placa com swab de
adgoddo, em condiches edéreis. Os discos de pape para antibiograma,
previamente embebidos com soros a serem testados, foram colocados em
duplicatas sobre a superficie recémsemeada da placa e incubados em estufa a
37°C. Apbs 24 e 48 horas de incubacdo das placas, foram feitas leituras para
verificar aformaco de halos de inibico de crescimento da cepa de C. albicans.

3.2.11. Documentagcéao fotogr afica

Apés 0 aparecimento de lesi macroscopica, os camundongos foram
fotografados com uma camera PentaxO MZ-M, auto-exposicito TTL multimodo
35mm SLR em cada sacrificio . Os cortes histoldgicos foram fotografados em um
fotomicroscopio ZeissO, modelo Axiolab MC 80.

Todas as fotos obtidas foram digitdizadas pelo sistema Scantouch AX 210
NikonO, as imagens foram arquivadas no programa ADOBE Photoshop 4.0 e

entéo foi feitaimpressio.

3.3. Andlise estatistica

Os edtudos do nimero de fungos e da porcentagem de fungos viaves
foram redizados, consderando-se a técnica da andise de vaiacia ndo-
paramétrica para 0 modelo com dois fatores, complementada com os respectivos
testes de comparages mitiplas™. Todas as conclusdes foram redlizadas em nivel

de 5% de significancia.
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4. RESULTADOS

4.1. Numer o de fungos obtidos nos difer entes periodos de sacrificio

Os numeros de fungos obtidos nos diversos periodos de sacrificio estéo
demongtrados na tabela 3. A quantidade de fungos esté expressa pela mediana dos
oito animais sacrificados em cada grupo, em cada momento de sacrificio. Pode-se
observar que apesar da grande variabilidade dentro de cada grupo de tratamento,
houve um aumento progressvo no nimero de fungos no decorrer do experimento,
no entanto em apenas dguns animais, dez meses gpds a inoculacdo, o nimero de
fungos obtidos foi superior ao inoculado. Este aumento no nimero de fungos
indica que houve multiplicacdo dos fungos nos coxins plantares, 0 que € esperado
no grupo controle.

N&o foram encontradas diferencas edaisticamente Sgnificativas entre os
nimeros de fungos obtidos pelos diferentes grupos em cada momento de sacrificio
(P>0,05). Diferencas dgnificativas nas quantidades de fungos obtidas nos
diferentes tempos foram encontradas no grupo controle (P<0,05) e no grupo D3
(P<0,01). A auséncia de significancia encontrada nos outros dois grupos, D1 e D2
(P>0,05), pode indicar um efeito das drogas utilizadas sobre a multiplicacdo do L.
loboi, ja que um pico de multiplicacdo dos fungos é esperado a partir de dez
meses pés-inoculacdo. No grupo D2, principamente, pode-se notar que os valores
das medianas nos diferentes tempos de sacrificio permaneceram rdativamente
congtantes até o find do experimento.

4.2. indices de viabilidade obtidos nos difer entes per iodos de sacrificio

Os indices de viabilidade obtidos nos diferentes periodos de sacrificio
estéo demonstrados na tabela 4. Os vaores foram caculados pela mediana dos
oito animais sacrificados em cada momento de sacrificio para cada grupo tratado.

Foi observada diferenca dgnificativa entre os grupos no 10° més gpds a
inoculacdo (P<0,05), sendo que neste periodo os indices de viabilidade do grupo
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controle e do D1 eram mais atos do que nos outros grupos. Nos grupos D2 e D3 a

vidbilidede ndo foi dgnificaivamente diferente no decorrer do experimento
(P>0,05).



Tabela 3 - Medidas descritivas do nimero de L. loboi obtido de coxim plantar de camundongos BALB/c infectados, segundo
droga e momento de avaliacdo, com respectivo resultado do teste estatistico.

Droga Momento de avaliagao* * Resultado do teste
4 7 10 15 estatistico detempo,
meses meses meses meses N0 grupo
C 37500+£41875 57500+£90625 360000+170000 120000+115000
(6000; 130000) (10000; 255000) (75000; 450000) (50000; 1590000) 11,23 (P<0,05)
D1 53750+28750 45000+£10940 90000+50000 241500+811250
(10000; 100000) (25000; 145000) (20000; 330000) (10000; 2480000) 6,72 (P>0,05)
D2 100000+40000 98500+36250 130000+£65000 180000+£118500
2,72 (P>0,05)
(15000; 150000) (15000; 575000) (30000; 2110000) (60000; 510000)
D3 4000017500 27500+26375 190000265000 80000+60000
11,69 (P<0,01)
(20000; 100000) (10000; 105000) (50000; 2640000) (10000; 69200000)
Resultado do
teste estatisticode 4,34 (P>0,05) 4,76 (P>0,05) 6,07 (P>0,05) 2,20 (P>0,05)
droga

C= grupo controle, D1=itraconazol, D2=terbinafina, D3=terbinafina/b-ciclodextrina
** Mediana+ Semi-amplitude interquartilica (Valor minimo; Vaor méximo)

N= oito animais por grupo em cada momento de avaliacdo
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Tabela 4 - Medidas descritivas da porcentagem de fungos viavels segundo droga
e momento de avaliagdo com respectivo resultado do teste edtatigtico,

em camundongos BALB/c infectados com L. loboi.

Momento de avaliagao* * Resultado do
Droga teste estatistico
7 meses 10 meses 15 meses degrupo

C 0+3 16+4 7+4 9,42 (P<0,01)
(0-11) (5-24) (5-15)

D1 0+2 1145 1146 5,99 (P<0,05)
(0-17) (0-20) (8-26)

D2 13+13 1+4 3t6 0,41 (P>0,05)
(0-26) (0-12) (0-19)

D3 0+0 3+4 5+6 4,76 (P>0,05)
(0-0) (0-16) (0-19)
Resultado do 1,97 10,73 5,41

testeestatistico b, 5 (P<0,05)  (P>0,05)

de droga

C=grupo controle, D1=itraconazol, D2=terbinafina, D3=terbinafina/b-cyclodextrina
** Medianax Semiamplitude interquantilica (Valor minimo; Vaor maximo)

N= 8 animais por grupo em cada momento de avaliagcdo
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4.3. L esBes macr oscopicas

As dteracOes macroscopicas dos coxins plantares foram observadas a
partir do s&imo més pos-inoculacdn. Edtas dteragfes se caracterizaram pelo
goarecimento de pequenos nodulos, de condsténcia firme e supeficie lisa na
regido plantar ou em aguns casos no dorso ou lateral da pata dos animais (Figura
1). Estes nddulos evoluiram devagar em tamanho, sendo que no find do periodo
experimental (13 meses pés-tratamento) agpenas dguns animas gpresentavam
lesdes exuberantes, deformando o coxim plantar e a pata dos animais (Figuras 2 e
3). As lesdes com maior tempo de evolucdo se apresentaram com conssténcia
menos firme. Foi observada nestes casos dilatacéo dos vasos superficials.

Além das lesbes nas patas, ndo foram observadas outras ateractes
sgémicas dos animais durante o periodo experimentd e nos momentos de
sacrificio.

Nédo houve diferenca dgnifictiva no nimero de animas que
desenvolveram lesdes macroscopicas nos diferentes grupos durante o periodo
experimental, apesar de 0 nimero de animais tratados com o itraconazol e com a
terbinafina-b-ciclodextrina ter Sdo um pouco menor que NoS Outros grupos
(Tabela 5). A porcentagem de animais que desenvolveram lesOes nos grupos
tratados e nos controles esta demonstrada no gréfico 1.



52

Resultados

Figura 1 — Lesf macroscdpica em coxim plantar de camundongo BALBI/c,

grupo controle, dez meses apds a inocul acéo.



53

Resultados

Figura 2 — Lesdo macroscopica em coxim plantar, evidenciando noédulos grandes.

Camundongo BALB/c, grupo controle, 15 meses gpos a inoculagéo.

Figura 3 — Lesdo macroscopica em coxim plantar de camundongo BALB/c 13

meses apds 0 inicio do tratamento com aterbinafina.
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Tabela 5 — NUmero de camundongos BALB/c infectados nos coxins plantares
com L. loboi, e que desenvolveram lesdes macroscopicas em cada

grupo tratado nos diferentes periodos de sacrificio.

Periodo de Grupo tratado* N° animais Freguéncia
sacrificio acumulativa
C 0 0
4 meses pi D1 0 0
D2 0 0
D3 0 0
C 1 1
7 meses pi D1 1 1
D2 2 2
D3 0 0
C 3 4
10 meses pi D1 3 4
D2 3 5
D3 6 6
C 5 9
15 meses pi D1 3 7
D2 4 9
D3 2 8

C=grupo controle, D1=itraconazol, D2=terbinafina, D3=terbinafina/b-ciclodextrina
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Gréafico 1 - Porcentagem de camundongos BALB/c infectados nos coxins
plantares com L. loboi, e que desenvolveram lesBes macroscopicas
em cada grupo tratado, até o término do experimento.
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4.4. Andlise histopatolégica

O exame histopatologico dos coxins plantares dos camundongos BALB/c
inoculados com o L. loboi, tratados com drogas antifingicas e controles,
sacrificados em diferentes periodos apos o tratamento, demonstrou a presenca de
um infiltrado inflamatorio locdizado entre a epiderme e os feixes de fibras
musculares, dgumas vezes a0 redor de nervos e vasos. Nao foram observadas
ateractes na epiderme dos coxins plantares.

A condituicio do infiltrado inflamatorio nd variou no decorrer do
experimento e entre os diferentes grupos tratados. A andise histopatolégica dos
diferentes grupos mostrou que eram encontrados nos infiltrados.  higtiocitos
englobando fungos, higtiocitos com citoplasma rendilhado, céulas gigantes tipo
corpo estranho e tipo Langhans, linfécitos, neutrdfilos, fibroblastos, mastécitos,
plasmaocitos e cdulas fungicas. Houve variacdo no numero de células encontradas
durante os vérios periodos de sacrificio.

Quatro meses gpds a inoculacdo (dois meses gpds o inicio do tratamento),
o infiltrado granulomatoso era pequeno, condituido predominantemente por
hitiécitos com citoplasma rendilhado e hitidcitos englobando fungos. As cdulas
fungicas apresentavam-se de duas formas, como cdpsulas vazias ou @m conteldo
intracitoplasmético caracteristico de cdulas vidveis. Foram observados esparsos
linfécitos, aguns fibroblastos e raras céulas gigantes tipo corpo estranho, dém de
raros magtocitos (Figuras 4 e 5). Em toda extensdo do infiltrado, podem-se
observar dguns focos de neutréfilos. Na coloragdo pela prata metenamina, foram
observadas céulas fungicas isoladas, algumas bem coradas em marrom escuras ou
guase negras, indicando que as cdulas estavam em suamaioriainviaves.

Aos sgte meses posinoculacdo  (cinco meses  poOs-tratamento)  foi
observado um aumento do granuloma, que agora se apresentava dividido em
blocos separados por feixes de fibras colagenas. O infiltrado era condtituido
principdmente por higiécitos contendo  fungos, muitos com caracteridticas
morfolégicas de viabilidade. Observourse também um grande nimero de células
rendilhadas. Houve um aumento no nimero de cdulas gigantes tipo corpo
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edranho. Foram observados aguns focos de linfécitos e esparsos neutrofilos
(Figuras 6 e 7). Na coloracdo pela prata metenaming, foram vistas muitas cd8ulas
fungicas isoladas, dgumas formas catenuladas e muita poeira argentdfila.

No 10° més pdsinoculacdo (oito meses pos-tratamento), o infiltrado
observado era grande, septado, dividido por fibroblastos e feixes de fibras
colagenas. A condtituicdo do infiltrado aos 10 meses era muito semelhante a do
encontrado no s&imo més, exceto peo aumento do nimero de células gigantes e
pelo aumento do nimero de fungos encontrados (Figuras 8 e 9). Na coloracéo pda
prata metenamina foram observados muitos fungos, isolados, fungos formando
cachos e formas catenuladas. Muitos fungos se apresentavam bem corados, e
havia uma grande quantidade de poeira argentdfila.

No Utimo sacrificio, aos 15 meses poés-inoculacédo (13 meses de
tratamento), o infiltrado granulomatoso era extenso, dividido em blocos por largos
feixes de fibras coldgenas. Havia um predominio de cdulas gigantes contendo
fungos (muitos com caracteristicas morfolégicas de viabilidade) e células gigantes
com citoplasma rendilhado. A maioria das cdlulas gigantes presentes era do tipo
corpo estranho e poucas do tipo Langhans. Foram encontrados também higtiocitos
com citoplasma rendilhado, aguns focos de linfécitos e de neutréfilos (Figuras 10
e 11). Alguns focos de necrose foram observados neste periodo. Na coloracéo pela
prata metenamina, evidenciou-se um grande nUmero de células fungicas, dgumas
bem coradas, outras com aspecto degenerado, e uma grande quantidade de poeira
argentdfila (Figuras 12 e 13).

O quadro histopatolégico dos coxins plantares dos camundongos tratados
com drogas antifngicas e controles ndo foi diferente entre os grupos aé o find
do experimento (Figuras 14, 15 e 16).

4.5. Ensaio microbiolégico para verificar a absorcdo das drogas

antifungicas

ApGs 24 horas, foi observada formacdo de halo de inibicdo de crescimento
da C. albicans ao redor dos discos contendo as solugdes padréo de itraconazol nas
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concentragdes de 0,1 mg/ml, 0,01 mg/ml e 0,001 mg/ml somente (Figura 17). Ao
redor do disco contendo 0,0001 mg/ml houve crescimento da cepa de C. albicans.
Para a terbinafina e terbinafinalb-cyclodextring, foi observada inibicéo do
crescimento somente ao redor dos discos contendo 0,1 mg/ml e 0,01 mg/ml.
N&o houve formacdo de halo de inibicdo ao redor dos discos contendo o
soro controle negativo (soro norma de camundongo) e nem ao redor de nenhum

Soro teste.
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Figura 4 — Pde do coxim plantar de camundongo BALB/c quatro meses gpds
inoculacdo. Aspecto gerd do infiltrado hidtiocitaio  subepidérmico
entre feixes de fibras musculares. (HE — 10X).

- il y . o —

— Pele do coxim plantar de camundongo BALB/c quatro meses gpds
inocuacdo. Infiltrado granulomatoso moderado  congtituido  por
histidcitos  englobando  cdulas flngicas, esparsos  linfocitos e
fibroblastos. (HE — 40X).

Figura 5
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Figura 6 — Pde do coxim plantar de camundongo

BALB/c ste meses gpds inoculagdo.
Aspecto gerd do infiltrado higtiocitaio
subepidérmico. (HE — 10X).
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Figura 7 — Pde do coxim plantar de camundongo BALB/c sete meses gpds
inoculacdo. Infiltrado granulomatoso  condtituido  por  higtiécitos

englobando cdlulas fungicas, higiécitos com citoplasma rendilhado,
focos de neutrdfilos e esparsos linfocitos. (HE — 40X).
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Figura 8 — Pde do coxim plantar de camundongo
BALB/c 10 meses apds inoculaco.
Aspecto ged do extenso infiltrado
granulomatoso  ocupando 0  derma
superficid e profundo. (HE — 10X).
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Figura 9 — Pde do coxim plantar de camundongo BALB/c 10 meses gpls
inoculagdo.  Infiltrado  granulomatoso  extenso  condlituido  por
higtiocitos, cdulas gigantes e muitos fungos. (HE — 40X).
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Figura 10 — Pele do coxim plantar de camundongo BALB/c 15 meses gpds
inoculagdn. Aspecto gerd do extenso infiltrado granulomatoso
contendo intmeras cdlulas gigantes. (HE — 10X).

- ;‘*" { ¥ \ ':. .I.}‘*" i I:|- .l"' J : .'.. 2 . -1:I“" " -
Figura 11 — Pee do coxim plantar de camundongo BALB/c 15 meses gods
inoculacdo. Infiltrado granulomatoso com predominio de céulas

gigantes com numerosns fungos em seu interior e focos de
neutréfilos. (HE — 40X).
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Figura 12 — Coloracdo pela prata metenamina evidenciando grande nimero de
fungos e uma grande quantidede de poeira argentdfila Camundongo

BALB/c 15 meses gpdsinoculacéo. (10X) -

L RT

Figura 13 - Coloracéo pela prata metenamina evidenciando numerosos fungos, a
maioria deles ma corados. Camundongo BALB/c 15 meses gpos
inoculagéo. (40X).
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Figura 14 — Pde do coxim plantar de camundongo BALB/c tratado com
itraconazol, 15 meses gpdés inoculagdo. Infiltrado granulomatoso
congtituido por cdulas gigantes contendo numerosos fungos em seu

interior

e cdulas com citoplasma rendilhado. (HE — 40X).
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Figura 15 — Pee do coxim plantar de camundongo BALB/c tratado com a
terbinafina, 15 meses apGs inoculagdo. Infiltrado granulomatoso
com predominio de cdulas gigantes contendo numerosos fungos
em seu interior. (HE — 40X).
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Figura 16 — Pde do coxim plantar de camundongo BALB/c tratado com a
terbinafinall3 ciclodextrina, 15 meses gpds inoculagdo. Infiltrado
granulomatoso com predominio de cdulas gigantes com NUMErosos
fungos em sau interior. (HE — 40X).

Figura 17 — Halo de inibicdo do crescimento de cepa de Candida albicans. Disco
embebido com itraconazol 0,1 mg/ml.
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5. DISCUSSAO

A doenca de Jorge Lobo ocorre principamente na Améica do Sul. O
Brasil registra o maior nimero de casos, sendo a incidéncia principa na regido
Amazbnica, seguido por Suriname, Guiana Francesa, Coldmbia, Venezuea,
Panamd, entre outros paises™®. O nimero de pacientes acometido pela doenca de
Jorge Lobo ndo € muito grande. Em 1996, Pradinaud & Tahari citaram 418 casos
estimados’. Em 2000, Opromolla et d publicaram mais 40 casos, totaizando 295
casos descritos no Brasil®. Apesar da baixa prevaéncia em um grande nimero
desses pacientes as lesdes sd0 bastante extensas, e sua localizacdo, muitas vezes
em membros superiores eou inferiores, torna o individuo acometido incapeacitado
de redizar suas aividades laborativas’. Deve-se levar também em consideraczo o
aspecto psicossocid de pacientes com lesbes cronicas, as vezes progressivas, e
gue aé o momento S0 incuravels. Sabe-se que, apesar do resultado positivo de
dgumas tentdivas terapéuticas, como, por exemplo, 0 uso da cofazimina
isolada’® ou em associagd com outras drogas como O itraconazol®® e com a
alfona®®, o tratamento mais eficaz para a doenca de Jorge Lobo ainda é o
crurgico, sendo muitas vezes necessias vaias intervengdes cirlrgicas e
redizacéo de enxertos, com um pés-operatdrio prolongado. Ainda assm, varios
casos apresentam recidivas apds perfodos variaveis de tratamento®®.

As tentaivas de tratamento redizadas aé hoje foram feitas empiricamente
utilizando-se as droges existentes no mercado, com eficacia comprovada contra
outros fungos. Mas os resultados foram inconclusvos com a doenca de Jorge
Lobo. I1ss0 pode estar relacionado a auséncia de eficacia. Ou as drogas podem ndo
ter funcionado porque esses trabahos foram redizados sem uma metodologia
definida, a casuidica pode ter sido muito pequena, as drogas podem ter sido
utilizadas por intervalos curtos demais para se tentar obter efeito tergpéutico em
uma doenca de evolucdo crénica, como é a doenca de Jorge Lobo, e dém disso,
ndo se tem certeza da regularidade de ingestéo dos medicamentos pel os pacientes.

Ao procurar uma droga contra uma micose profunda, o ided seria que as

drogas antifingicas, j& existentes no mercado e as drogas novas que porventura
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aurgissem, fossem testadas in vitro ou em animais de experimentacdo ,e uma vez
demondgtrado 0 seu efeito tergpéutico, elas seriam utilizadas primeramente em
estudos piloto e depois em estudos clinicos em pacientes.

No caso da doenca de Jorge Lobo, um grande entrave na experimentacéo
tergpéutica € a auséncia de crescimento do fungo in vitro, que ndo permite nem a
sdecdo prévia de drogas antifingicas e nem a padronizacdo de concentragtes
inibitérias minimas, como tém dSdo feito com outros fungos. Hoje, porém, ja
contamos com a reproducdo dessa doenca em camundongos BALB/c e também ja
se padronizou um méodo para determinacdo de indices de viabilidade do fungo.
Com isso, novas perspectivas se doriram para o estudo dessa enfermidade.

Por essa razéo, propos-se utilizar o camundongo BALB/c inoculado com o
L. loboi para realizacéo de estudos com drogas antifingicas. Alguns aspectos da
infeccdo experimental em camundongos BALB/c anda ndo eddo totadmente
exlarecidos, tais como dose minima infectante e a relacdo parasita-hospedeiro,
mas a curva de crescimento do L. loboi ja foi demonstrada e o tempo médio de
gparecimento  de lesBes macroscopicas ja foi edimado nesta linhagem de
camundongos?®. Desse modo, utilizando pardmetros, mais o indice de
viabilidade dos fungos, foi possivel montar um modelo para estudos tergpéuticos.

Apesar ce os resultados das drogas, aé entdo, testadas na doenca de Jorge
Lobo, seem discutivels, foram escolhidas duas delas, o itraconazol e a
terbinafina, para ver se neste modelo os resultados seriam mais concretos, ja que
estes mesmos medicamentos foram utilizados em protocolos mais bem definidos.
O itraconazol, que apresenta bons resultados no tratamento da histoplasmose,
paracoccidioidomicose, esporotricose e candidiase™, nd demonstrou  efeito
tergpéutico em pacientes portadores da doenca de Jorge Lobo, quando utilizado
como monoterapia por seis meses®. Mas ha dois relatos nos quais a associagdo do
itraconazol com a 5-fluorcitosna®, e a sua associagBo com a dofazimina®®,
demongtraram uma resposta promissora para o futuro da terapéutica da doenca de
Jorge Lobo. No primeiro caso, ndo houve mehora dinica, mas houve diminuicio
do indice de viabilidade do fungo e, no segundo caso, os autores relatam a cura

clinica e histopatologica de um paciente gpdés um ano de tratamento. Quanto a
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terbinafing, € uma droga mais nova, com espectro de acdo comprovado
contra aguns fungos dimdrficos como o B. dermatitidis , H. capsulatum e
Soorothrix schenkii®’, foi utilizada somente uma vez em pacientes com a doenca
de Jorge Lobo, por um intervao curto de tratamento, ndo mostrando nenhum
efeito terapéutico®,

O desrwolvimento do moddo experimentd utilizado baseou-se na
experiéncia de Shepard com a hanseniase experimental®®. Esse autor, apés vérias
inoculacbes de concentracbes diferentes de bacilos, no coxim plantar de
camundongos, montou uma curva de crescimento do M. leprae aé dingir um
plateau onde o nimero de bacilos permanecia constante aé nove a doze meses,
padronizando assm um modelo de inoculagdo do M. leprae. Tendo em méos essa
curva, diversos trabahos puderam entdo ser redizados para testar a cinética de

drogas com atvidade anti-hansénica®> %3,

A multiplicacdo de beclos em
camundongos imunocompetentes esta limitada a pata e ndo ha desenvolvimento
de lesbes macroscopicas, mas as dteragdes da curva de crescimento dos bacilos
podem servir para detectar a acdo de drogas. Uma grande vantagem da doenca de
Jorge Lobo sobre a hanseniase € que, aém da curva de crescimento do fungo na
pata do camundongo, €m-se a disposicio dois outros parametros importantes para
avdiacdo do tratamento, o indice de viabilidade dos fungos e 0 desenvolvimento
de lesBes macroscdpicas na patainoculada com o L. loboi.

Tendo agora um modelo a disposicéo, e baseando-se na curva de
crescimento do L. loboi na pata do camundongo BALB/c, verificou-se que o
periodo de tratamento teria que ser longo, pois, por volta de dez meses pos
inoculagdo, € que se observou um pico da curva de multiplicagdo dos fungos nas
patas. As lesdes macroscopicas também comecaram a aparecer ao redor do s&imo
més pos-inoculacdo. Nos estudos em animas, tanto o itraconazol como a
terbinafina foram administrados por gavagem, para detectar sua dividade em
diversas infeccBes fungicas, mas por periodos curtos de tratamento. No presente
estudo, optourse por ndo submeter os camundongos a redizacdo diaia de
gavagem, para evitar o risco de perda dos camundongos devido a repeticdo desse

procedimento durante muitos meses. Pelo fato de pesguisadores terem utilizado,
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na hanseniase experimental, a administracdo do medicamento junto com a dieta,
por va&ios meses, preferiv-se empregar essa via Com relacdo ao inicio da
administracdo dos medicamentos na hanseniase, 0 medicamento foi oferecido aos
camundongos logo agpds a inoculagdo deles com 0 M. leprae, e os animais foram
acompanhados até o aparecimento do plateau no grupo controle, cerca de seis a
nove meses apos a inoculacdo. A auséncia de multiplicacdo de bacilos nos animais
tratados indica a sensibilidade do M. leprae a0 medicamento utilizado®2.

Esse protocolo foi adaptado para sua utilizacdo na doenca de Jorge Lobo,
pois 0s animais receberam os medicamentos 45 dias gpés a inoculacdo com o L.
loboi. O tratamento foi iniciado apds um determinado periodo, para que os fungos
recéminoculados tivessem tempo para se adaptarem a0 novo hospedeiro, e
comegassem a se multiplicar, para que, ao fina do tratamento, fossem observados
ou ndo atraso da multiplicacdo do fungo e impedimento do desenvolvimento de
lesdes.

Os camundongos foram tratados por 13 meses e avdiados durante o
tratamento quanto a0 numero de fungos indice de viabilidade e aspecto
macroscpico e microscdpico das lesdes.

As dteragbes macroscopicas comegaram a aparecer apds sete meses de
inoculacéo em todos os grupos. O nimero de animais que desenvolveu lesbes
macroscopicas ndo variou no decorrer do experimento, entre os grupos tratados e
0 grupo controle.

Do ponto de vista histopatoldgico, observorse o desenvolvimento de
reacd0 granulomatosa, caracteristica de granulomas tipo corpo estranho, com
predominio de cdulas gigantes tipo corpo estranho e tipo Langhans, com uma
grande quantidade de parasitas no seu interior. Foram observados linfocitos e
neutréfilos esparsos ou agrupados, mas em pequeno nimero no infiltrado. Em
todos os grupos avdiados, ndo foi possivel se fazer uma digtingdo entre animais
tratados e ndo tratados pelo quadro histopatol égico.

Quanto a0 nimero de cdulas fungicas, os vaores foram expresos pelas
medianas do grupo em cada momento de sacrificio. Observou-se em todos os

grupos um aumento progressvo no nimero de cédulas fungicas, sugerindo que
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houve multiplicacdo dos fungos em todos os grupos avdiados. Os vdores das
medianas foram um pouco diferentes, mas ndo houve diferenca edtatisticamente
sgnificativa entre o nimero de fungos obtidos em cada momento de sacrificio,
nos diferentes grupos tratados e no grupo controle. Apesar disso, pbde-se observar
que houve diferenca entre os animais tratados e ndo tratados. O menor nimero de
fungos foi encontrado no grupo tratado com a terbinafina e com o itraconazal.

Além disso, gpesar de 0 aimento do nimero de cdulas fungicas indicar
gque estd havendo multiplicacdo do fungo no coxim plantar dos camundongos, o
grande nimero de cdulas fungicas com caracteristicas morfologicas de céulas
inviavels, goresentando-se como cdpsulas vazias, presentes no interior de
mecrofagos e cdulas gigantes, dificulta a avaiagdo dos resultados tergpéuticos e
pode comprometer o0 resultado da andise edtatidtica, pois apesar dos vaores néo
serem dgnificativos, deve-se levar em condderacdo a interpretacdo bioldgica do
resultado. N&do € possivd identificar se os fungos e se multiplicando e
morrendo rapidamente, em resposta a0 tratamento com as drogas antifungicas, ou
* j4 estd0 mortos e demoram muito tempo para serem eiminados, como ja foi
demongtrado por Vilani-Moreno et d., em um estudo no qua camundongos foram
inoculados com fungos invidveis e acompanhados até 18 meses pds-inoculagao®.
Nesse estudo, ndo houve nem agparecimento de lesBes macroscopicas € nem
multiplicagdo dos fungos, que apesar de mortos, continuaram sendo encontrados
até quatro meses. Nos momentos seguintes, sO foi detectada a presenca de poeira
argentdfila

Com relacdo ao indice de viabilidade, os do grupo controle e do grupo
tratado com o itraconazol se comportaram de maneira semelhante. Foi observado
que a viabilidade aumentou aos sete e dez meses, baixando apds 15 meses de
inoculacdo, indicando que 0 medicamento ndo dterou a viabilidade do fungo nas
condicbes estudadas. O resultado encontrado no grupo controle  foi
dgnificativamente diferente dos grupos tratados com a terbinafina e terbinafinall3
ciclodextrina Esperava-se que os indices de vigbilidade fossem aumentando
gradativamente, porque o nimero de fungos havia aumentado em todos os grupos

no decorrer do experimento. Mas 0 que se observou foi que, nos grupos tratados
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com terbinafina e terbinafina/l3 ciclodextring, o indice de vigbilidade s manteve
congtante durante todo o periodo. Pode-se inferir dai que, possvemente, tenha
havido um efeito terapéutico daterbinafina.

Se for verdade que a terbinafina gpresenta efeito tergpéutico melhor do que
0 itraconazol, vérias razbes poderiam ser responsavels por esses achados. Ambas
as drogas agem inibindo a sintese de ergosteral presente na membrana de fungos.
A tebinafina, no entanto, atua mais precocemente, inibindo a sintese da enzima
equaleno epoxidase, havendo acimulo do esquaeno, que € toxico a cdulas
fungicas, causando morte ceular répida Os compostos azdlicos impedem a
transformacéo do lanosterol em ergosterol, dterando assm a permeabilidade da
membrana cdular, levando & morte cdular mais lenta’®. Poder-se-ia pensar que o
efeto da terbinafina seria detectado antes do efeito do itraconazol, quando
utilizado nas mesmas condigdes. O diferente modo de acdo dos dois
medicamentos explicaria as diferengas entre as concentragbes minimas, inibitorias
e fungiddas, da terbinafina em comparagdo com o itraconazol. In vitro, foi
demongtrado que a terbinafina € capaz de causar morte de fungos na forma
leveduriforme, em concentracBes mais baixas que o itraconazol 8.

No conjunto, o resultado obtido, com as drogas utilizadas nesse modedo,
ndo foram muito consgtentes. Conhecendo-se a farmacocinética das duas drogas
utilizadas, pode-se sugerir que as doses dos medicamentos nd&o tenham sido
auficientes para causr 0 efeito tergpéutico desgado em camundongos. De
manera ged, anda exigem quedtionamentos quanto a farmacodindmica e
famacocinética de adgumas drogas antifingicas, quando utilizadas em animals,
tals como, qual a melhor via de administracdo, como € a absorcéo e qua a taxa de
metabolizacdo. O itraconazol, que em estudos pré-cinicos em animas, teve seu
geto comparado com vaias droges antifingicas em infeccbes como a
esporotricose,  paracoccidioidomicose, cromomicose e coccidioidomicose, foi
utilizado em doses que variaram de 10 a 200 mg/kg e apresentou eficacia variave
contra diversos fungos™>>*°>>°, Por outro lado, a terbinafina utilizada no modelo
da aspergilose pulmonar em ratos, modrou inatividade devido a répida
metabolizacdo nesses roedores, sugerindo que mais estudos devam ser feitos com
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drogas antifingicas em moddos animais, pois € dificil comparar os resultados
obtidos com uma droga entre diferentes espécies animais®.

No homem o itraconazol é bem absorvido quando administrado junto com
a dieta, mas droga pode ndo ter sdo bem absorvidas por via ord no
canundongo, quando administrada na racdo. Os estudos experimentas que
utilizan droges lipossollvels adminisram, em gerd, 0s medicamentos por
gavagem, apds a diluicdo da droga em compostos organicos. Para saber se ocorre
absorcdo, as drogas tém que ser dosadas no soro. O HPLC tem sdo amplamente
utilizado em estudos farmacolGgicos para dosagem plasmética e teciduad de
diversas drogas. O nivel minimo de deteccdo do HPLC para o itraconazol é de
cerca de 1 ng/ml e 2 ng/ml para a terbinafina®” 8. Na impossibilidade de utilizar o
HPLC, pode-se redizar um ensaio microbiolégico para dosagem plasmética de
drogas. Esse método consste em tedtar soros de animais ou seres humanos que
receberam medicamentos antifingicos, para ver se ha niveis detectéaveis da droga
no soro. Os soros s2o testados em meios de cultura contendo uma cepa sensivel ao
medicamento que et sendo dosado. Se houve absor¢do, 0 medicamento presente
no soro inibird a multiplicacéo da cepa de fungo. Esse método néo € téo especifico
e snsivd quanto o HPLC, uma vez que metabdlitos que agpresentem atividade
antifingica podem ser também detectados no soro e os limites de deteccdo sfo
maiores que do HPLC. O méodo microbiologico £m sdo utilizado com cepas de
Trichophyton mentagrophytes, com limite minimo de deteccdo da terbinafina de
1ugm®®. Utilizando-se uma cepa de C. albicans detectou-se uma concentragéo
plasméica minima do itraconazol de 100 ng/ml*®°. Em outro estudo, que utilizou
uma cepa de Candida pseudotropicalis, o limite minimo de deteccdo do
itraconazol foi de 0,03 pg/mi®°.

No presente estudo, por ndo se dispor do méodo HPLC, utilizou-se uma
cepa de C. albicans no ensaio microbiolégico. O resultado negativo obtido nesse
ensao mostrou que esse método ndo foi capaz de detectar tracos dos
medicamentos N0 soro dos camundongos. 1ss0 sugere ou que os medicamentos
ndo foram absorvidos ou que a administracd do medicamento na racdo pode
resultar em baixos niveis plasméticos, uma vez que 0s animas ndo receberam a
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dose tota num Unico momento, e SM em Vé&ias subdoses durante o periodo de
aividade dos roedores, quando eles s dimentavam. Ainda que essa dosagem
tivesse ddo redizada e se ndo fossem detectados nivels plasméicos, isso ndo
sgnificaia que a droga foi absorvida ou ndo. Na hanseniase experimentd,
Shepard (1966), mesmo sem obter nivels plasméicos da sulfona em camundongos
inoculados, conseguiu detectar a acd da droga, evidenciada pela auséncia de
multiplicacdo do M. leprae. Em seu relato, doses di&ias de sulfona de 10 pg/kg,
incorporadas a racd comercid moida, foram suficientes para suprimir a
multiplicacd do M. leprae inoculado no coxim plantar de camundongos, porém,
nessa concentracéo, o medicamento ndo atingiu nivels plasméticos detectévels por
espectrofotometriat®?.

A composicéo bioquimica do L. loboi ainda ndo € bem conhecida. Apesar
de pouco provavel, é possivel que de apresente componentes estruturais incomuns
a ouros fungos, sendo necessaio  utilizar medicamentos com  didintos
mecanismos de acdo diferentes do itraconazol e da terbinafina Ou entéo é
possivel que o L. loboi, assm como outras cdulas leveduriformes, sob condigoes
de estresse, sofra dteracbes dos componentes da parede celular, 3 1,6-glucana, 13
1,3-glucana, quitina e proteinas. Mudancas de temperatura, efeitos de drogas ou
mesmo faores genéticos podem dterar a via para a biossintese e montagem
desses componentes da parede, garantindo assm a manutencdo da integridade da
cdula fungica e impedindo a acdo de medicamentos'®1%. Esse mecanismo esta
envolvido no aparecimento de organismos resistentes a farmacos' %%,

O fungo que deu origem a0 inéculo utilizado nesse experimento pode ser
proveniente de paciente que tenha sido submetido a tratamento prévio com o0s
medicamentos utilizados e ter se tornado ressente. Estar-se-ia, entdo, lidando
com uma cepa com resséncia adquiridas A resgéncia, principdmente a
compostos triazdlicos, tem sido relatada em cepas de Candida sp. e Cryptococcus
.14, Essa seria mais uma hipdtese para explicar o que foi observado no modelo
que foi testado, cujo mecanismo foi mencionado acima.

Pela andise dos resultados, néo foi possivel observar uma atividade nitida
dos famacos utilizados no modeo experimenta, mas um fato que ndo pode ser
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desprezado é a acd0 demonstrada pela terbinafina sobre o L. loboi, evidenciada
pelo baixo indice de viabilidade observado no grupo tratado com esta droga,
frente a0 grupo controle, sugerindo a posshilidade de algum efeito terapéutico.
De tudo que foi discutido, depreende-se a necessidade de se levar em conta todas
as vaiaves envolvidas na experimentacdo de drogas em animais, procurando-se,
por exemplo, utilizar mé&odos mais precisos para dosagens plasméticas eteciduas
delas. SO assm conseguir-se-a resultados mais condstentes na busca de um
medicamento para a doenca de Jorge Lobo. De qualquer modo, 0 modelo animal
que foi utilizado demonsrou ter um papd garantido no futuro desse tipo de
estudo.
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6. CONCLUSOES

Os resultados desse primeiro estudo experimental com a tergpéutica da

doenca de Jorge Lobo permitiram concluir que:

1. O camundongo BALB/c, infectado peo L. loboi, € um modeo
apropriado para ensai os tergpéuticos contra a doenca de Jorge L obo.

2. O indice de viabilidade permitiu avadiar o efeito tergpéutico das drogas
testadas, 0 que ndo foi possivd pelo aparecimento de lesdes macroscipicas e

contagem do nimero de fungos.

3. A diferenca dos indices de viabilidade entre os grupos tratados e o
controle sugere que houve efeito tergp@utico da terbingfina na infeccdo
experimenta pelo L. loboi.

Saria muito Uil consolidar os resultados terapéuticos nesse modelo animd,
para que os medicamentos testados pudessem ser empregados no tratamento dos
pacientes com essa doenca que causa tanto dano a uma parcela importante de

individuos naregido norte do Brasdl.
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8. ABSTRACT

The objective of the present dudy was to test the murine mode, the
BALB/c mice inoculated with the Lacazia loboi, for its use in thergpeutic essays,
usng the viability index of the fungi, the number of fungi, the histopathologica
examination and the gppearance of microscopic lesons, as evauation parameters
a dfferent times pod-treatment. Itraconazol, terbinafine and terbinafine
formulated with 3-cyclodextrin, were the antifunga medications tested.

One hundred twenty eight BALB/c mice were intradermdly inoculated
with L. loboi, into both hind foot pads. The animas were divided in four groups of
32 animals. Treatment was started 45 days post-inoculation and lasted 13 months.
The medications were administered ordly, mixed to the powdered commercid
feed. The itraconazol was used a the dose of 4 mg/kg and the terbinafine a 5
mg/kg. Eight animas of each group were randomly sacrificed a four, seven, ten
and fifteen months after inoculation. At each time, both foot pads were dinicaly
evduated for development of macroscopic lesons and then excised for
histopathologica examination, viability index determination and fungd count.

All groups showed a progressve increee in the number of fungi
throughout the experiment, which suggests fungd multiplication in the foot peds.
Despite there hasn't been ddidical difference among the groups, the lowest
number of fungi were found in the groups treated with terbinafine and itraconazol.
In regad to the vidbility index, ten months after inoculation a dggnificant
difference was found (P<0.05) between the group trested with terbinafine
compared to the control. The same did not happen to the group treated with
itraconazol. All groups started to show macroscopic dterations after seven months
of inoculation. The number of anima which develop lesions did not vary between
controo and treated mice. The histopathologcd examingion showed a
granulomatous infiltrate condituted predominantly by hisiocytes and giant cdls
containing a large number of fungi, many of them with characterigtics of non
viable fungd cdls It was not possble to distinguish between trested and non
trested animas using the histopathological aspect of the lesons.
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A clear action of the medications used in this mouse mode could not be
observed, except for the effect shown by terbinafine over the L. loboi,
demondrated by the low viability index obtained in the group trested with this
drug compared to the control.

Severd factors may explan such results, the characterigics of the drugs,
its pharmacokinetics, the doses utilized, the route of adminigration, the
biochemica dructure of the fungus, or even factor inherent to the mouse modd.
Nevertheless, the BALB/c showed to be suitable modd for future sudies in this
fidd.
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