Suzana Madeira

Estudo comparativo de inoculacao do Lacazia loboi
em camundongos BALB/c e B10.A, a partir de analise
histopatoldgica, numero de fungos e indice de

viabilidade

Dissertacdo apresentada ao Programa de
Po6s-Graduacdo em Doencas Tropicais, area
de concentracdo em Doengas Tropicais,
modalidade Biologia Tropical, da Faculdade
de Medicina de Botucatu, da UNESP, para a
obtencao do titulo de Mestre.

Orientador:
Prof. Dr. Diltor Vladimir Araujo Opromolla

Botucatu
2001



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA SECAO AQUIS. E TRAT. DA INFORMAGAO
DIVISAO TECNICA DE BIBLIOTECA E DOCUMENTAGCAO - CAMPUS DE BOTUCATU - UNESP
BIBLIOTECARIA RESPONSAVEL: ELZA NUMATA

Madeira, Suzana

Estudo comparativo de inoculacdo do Lacazia loboi em camundongos
BALB/c e B10.A a partir de andlise histopatol6gica, nimero de fungo e indice
de viabilidade / Suzana Madeira. — 2001.

Dissertacdo (mestrado) — Faculdade de Medicina de Botucatu, Universidade
Estadual Paulista, 2001.
Orientador: Diltor Vladimir Aratjo Opromolla
1. Fungos patogénicos — Estudos experimentais
CDD 589.2042

Palavras-chave: Doenca de Jorge Lobo; Lacazia loboi; Camundongo;
Inoculacéo




Dedicatéria

Ao Rodnei, noivo e amigo, grande

incentivador e paciente nos momentos de auséncia.

Aos meus pais, Antonio e Silvia, pela

minha existéncia.

A minha tia Lourdes de Fathima, pelo

exemplo de vida e dedicacdo.



Agradecimentos especiais

Ao Dr. Diltor Vladimir Araﬁjo Opromolla,
meus sinceros agradecimentos na

transmissio de seus conhecimentos.

Ao Prof. Ms. Holmes Campanelli Costa, in
memorian, pelo tempo em que
trabalhamos juntos, fundamental ao meu

crescimento cientifico.



Agradecimentos

H4 determinadas coisas que sdo dificeis de transformar em
palavras, uma delas é o quanto posso agradecer a ajuda, compreensao,
paciéncia, confianga, dedicagéo e incentivo que recebi de vdrias pessoas

durante a elaboragéo desta dissertag?lo, em especial:

Andrea F. F. Belone — Pesquisadora Cientifica — Equipe Técnica de Patologia
do Instituto Lauro de Souza Lima (ILSL) — Bauru .

Débora R. Fernandes, Ivete F. Freitas, Lazara M. Trino, ReinaldoV. Germino,
Beatriz G. Carreira, Manoel L. da Matta e Valéria R. G. R. Pereira — Equipe
Técnica de Microbiologia (ILSL).

Cleide Ortega e José Ricardo Franchim — Setor de Recursos Didéticos e

Pedagogicos (ILSL).

Telma Ap. T. A. Sneideris— Centro de Processamento de Dados (ILSL).
Paula Opromolla — Assisténcia Técnica (ILSL).

Patricia Sammarco Rosa — Setor de Biotério (ILSL).

Professores do Curso de Pés-Graduagdo em Doengas Tropicais — FMB —

UNESP/ Botucatu.
Dr. José F. Furtado — médico do Hospital Souza Aratjjo em Rio Branco/Acre.

Dr. Marcos C. L. Virmond — Diretor Técnico do ILSL.



Vera Lucia Mengue — Secdo de Pés-Graduagao da FMB — UNESP

Esther S. Nogueira, Fathima R. V. Moreno, Elaine V. C. Marcos e Eliane

Silva — Pesquisadoras Cientificas - Equipe Técnica de Imunologia do ILSL.

Prof. Dr. Flavio F. Aragon — Prof. Assit. Dr. do Departamento de
Bioestatistica — IB/UNESP/Botucatu

Prof. Dr. Carlos R. Padovani — Prof. Titular do Departamento de
Bioestatistica — IB/UNESP/Botucatu.

Aos pacientes — Rio Branco/Acre.

Acredito que a simplicidade traduz mil palavras, por isso, obrigada a todos

vocés.



SUMARIO

Lista de abreVIiaturas........coooo oo
Lista de fIQUuIas.........cooeeiiiiiiiiieecce e
LiSta de tabeIas. .....eeeeeeeeeeee e

1. INEFOAUGED. ....cveeiieiieee e

1.1. Aspectos morfologicos do L. 10b0i.........ccccceevvvverirennne
1.2. Tentativas de CUltiVO.........ccccevereneniieiiee e,
1.3. Aspectos imunolOgiCos..........ccccevvereiiieiieie e
i S O 1 - DO USSP
1.5. Aspectos histopatoldgicos...........cccevvveveiieveeic e
1.6. InoculagBes experimentais..........cccceveverenenenenineenns

1.6.1. QUEIONIOS.....coeeiiiiiiiiiicce e,

1.6.2. TATUS...cvieieeiee e

1.6.3. Cobaias, hamsters, camundongos e coelhos.

1.6.4. GOIfiNNO0S......ccooiiiiiiie

2. ODJELIVOS. ....viiiieciiieiee et
3. Material € MEtodOS...........ccoeiriiiiiiiieee e
3.1. Instituicdo envolvida..........ccccovevviiieieeie e

3.2. PACIENTE. ...

3.3  MEALOAOS. ... e

3.3.1. BIOPSIA......ccicieiieiieee e

3.3.2. Suspensdao fungica (bidpsia)..........ccccceevvreuenen.

3.3.3. INOCUIAGAD. ......ccvveireeecece e

3.3.4. Analise histopatoldgica............ccoeererererennnn.

3.3.5. Determinacdo do numero de células
fangicas e indice de viabilidade na suspenséo
obtida do coxim plantar............ccccveeveniinencienne.

3.3.6. Documentacao fotografica............cccoevevvernennnns



4. RESUITAOS. ........oeeiiieeiee e
4.1. Linhagem BALB/C.......cccooeiieiiee e
4.1.1. Analise histopatoldgica.........c.cccccevvvervenenne.
4.1.2. LesBes MacroSCOPICAS.......covevvverveeeeireeriesneennns
4.1.3. Quantidade obtida de células fungicas nos
diferentes periodos de sacrificio..........c.c.cccevreennnn.
4.1.4. Indice de viabilidade obtido nos diferentes
periodos de sacrifiCio........ccccoveviveveiieieere e
4.2. Linhagem BL1O.A ...
4.2.1. Andlise histopatoldgica...........ccoovevverierierinnnn.
4.2.2. AlteragBes macrosCOPICas.......oceveerereeennenn
4.2.3. Quantidade obtida de células fungicas nos
diferentes periodos de sacrificio..............ccccevveennen.
4.2.4. Indice de viabilidade obtido nos diferentes
periodos de sacrifiCio..........ccccoeeveiieiieicieece e,
4.2.4.1. Numero de células fungicas e
indice de viabilidade obtidos nos
diferentes periodos de sacrificio entre as
linhagens BALB/c e B10.A.......ccceevevvenenne.
5. DISCUSSAO. ....cciuveeiiieeiiiee e ctteeeitee e sre e stre e st e e sare e s b e e snte e e erneeenns
5.1 Analise histopatoldgica............cccoevvvvvveiiiieveee e,
5.2 Numero obtido de células fungicas nos diferentes
periodos de sacrifiCio........c.ccocvvvriiriiiiiriie e
5.3 indice de viabilidade obtido nos diferentes periodos
de SACKIICIO....uiiieicccc e
5.4 Consideragdes finaisS..........cccvevvevieieeieiieie e
6. CONCIUSDES.......eeiieeieece et
7. Referéncias Bibliograficas............cccocevveiiiiic e
8. ADSEIACT. ...t

42
43
43
45

46

47
47
47
50

o1

o1
52

71
76

79

81
83
84
86
98



Lista de abreviaturas e siglas

d —dia
DF-BE - diacetato de fluoresceina-brometo de etideo

DNCB - dinitroclorobenzeno

h —hora

HE — hematoxilina-eosina

ILSL — Instituto “Lauro de Souza Lima”
m — més (es)

p.i. — pos-inoculacao.

PAS - acido periddico de Schiff

PM — prata metenamina

PMN - polimorfonuclear

PPD - derivado protéico purificado do Mycobacterium

tuberculosis

SS - solugédo salina



Figura 1

Figura 2

Figura 3

Figura 4

Figura 5

Figura 6

Figura 7

Figura 8

Figura 9

Figura 10

Figura 11

Lista de Figuras

Pele de coxim plantar de camundongo BALB/c 1més apos
inoculagdo. Aspecto geral de infiltrado histiocitario
subepidérmico entre feixes musculares. (HE — 50X).............

Pele de coxim plantar de camundongo BALB/c 1més ap06s
inoculacdo evidenciando infiltrado inflamatério com
predominio de histiocitos e poucos fungos. (HE — 400X)......

Fungos mal corados e com aspecto de capsula vazia em
coloracdo pela PM. Camundongo BALB/c 1 més ap0s
INOCUIACAD. (400X)......ecieiieiecie e

Pele de coxim plantar de camundongos BALB/c 4 meses
apos inoculacdo. Infiltrado granulomatoso moderado
constituido por histidcitos, algumas células gigantes, tipo
corpo estranho, fibroblastos e linfocitos. (HE — 400X)..........

Pele de coxim plantar de camundongos BALB/c 7 meses
apos inoculacdo. Infiltrado granulomatoso moderado com
predominio de células gigantes e muitos fungos. (HE -

Pele de coxim plantar de camundongo BALB/c 18 meses
apos inoculacdo. Aspecto geral de extenso infiltrado
granulomatoso ocupando o derma superficial e profundo.
R 1=EN10) QTR

Pele de coxim plantar de camundongo BALB/c 18 meses
apos inoculagéo evidenciando infiltrado granulomatoso com
predominio de células gigantes contendo numerosos fungos
em seu interior. (HE = 400X)........cccooveieniienieie e,

Coloracéo pela PM evidenciando grande numero de fungos,
formas em brotamento bem coradas e com aspecto de
aspecto de capsula vazia. Camundongo BALB/c 18 meses
ap0s INOCUIAGAOD.(A00X)....c.ueieieierieie et

Lesdo macroscopica inicial em coxim plantar de
camundongos BALB/c ap6s 7 meses de inoculagéo...............

Lesdo macroscopica em coxim plantar de camundongos
BALB/c 13 meses ap0s iNOCUlaGA0...........ccceerereinenieiie,

Lesdo macroscopica com diferentes periodos de evolugédo
em coxim plantar de camundongos BALBI/C..........c.cccccu........

58

59

59

60

60

61

62

62

63

63

64



Figura 12

Figura 13

Figura 14

Figura 15

Figura 16

Figura 17

Figura 18

Figura 19

Figura 20

Figura 21

Lesdo macroscopica evidenciando nodulos grandes com
vasos dilatados em sua superficie. Camundongo BALB/c 18
MESES aPOS INOCUIACAD. ........eerveeeeiererie e

Pele de coxim plantar de camundongo B10.A 1 més ap0Os
inoculacdo. Aspecto geral de infiltrado histiocitario
subepidérmico entre feixes musculares............ccccceevveveenenne.

Pele de coxim plantar de camundongo B10.A 1 més ap0s
inoculagdo evidenciando infiltrado inflamatdrio com
predominio de células histiocitarias com ou sem fungo em
seu interior. (HE — 400X)......ccciiiiiiiiienieneee e

Fungos isolados e com aspecto de capsula vazia, em
coloragdo pela PM. Camundongo B10.A 1 més apos
INOCUIAGAD. ...t

Pele de coxim plantar de camundongo B10.A 4 meses ap0s
inoculagdo. Infiltrado histiocitario evidenciando numerosas
células histiocitarias com citoplasma de aspecto rendilhado.
G110 10 T

Pele de coxim plantar de camundongo B10.A 7 meses ap0s
inoculacdo, evidenciando infiltrado  granulomatoso
moderado com presenca de células gigantes e histidcitos
1501ad0S. (HE — 400X).....cciiiiiieieeieseesie e se s

Pele de coxim plantar de camundongo B10.A 18 meses ap0s
inoculacdo. Aspecto geral de extenso infiltrado
granulomatoso nodular ocupando o derma superficial e
profundo. (HE — 50X)......cccoiiiiiiiiiieeeee e

Pele de coxim plantar de camundongo B10.A 18 meses ap0s
inoculacdo  evidenciando infiltrado  granulomatoso
constituido por histiocitos com citoplasma de aspecto
rendilhado, células gigantes contendo fungos em seu interior
e esparsos linfocitos. (HE — 400X).......cccocevvvveienieneerieriennenns

Coloracéo pela PM evidenciando numerosos fungos, formas
em brotamento e mal coradas. Camundongo B10.A 18
meses ap0s inoculacao. (400X).......cccvveverieiieere e

Camundongo B10.A sem alteragdo macroscopica em coxim
PIANTAL ..ot

64

65

66

66

67

67

68

68

69

70



Resumo

O presente estudo teve por objetivos avaliar a susceptibilidade
de camundongos isogénicos das linhagens BALB/c e B10.A a infec¢do pelo fungo
Lacazia loboi (L. loboi), mediante estudo do aspecto histopatoldgico das lesbes
produzidas, numero de fungos e indice de viabilidade obtidos nos diferentes
periodos de sacrificio e também verificar se o padrdo de resposta aos parametros
avaliados, nos animais isogénicos, € homogéneo, de modo a permitir correlacéo
dos resultados entre si.

Ambos coxins plantares traseiros de quarenta e quatro
camundongos BALB/c e quarenta e quatro B10.A foram intradermicamente
inoculados com 0,03ml de uma suspensao fungica. A suspensdo foi obtida a partir
de um dnico fragmento de lesdo, coletado de um paciente portador da doenca de
Jorge Lobo. A bidpsia foi macerada em solucdo salina 0,85% para obtencdo da
suspensdo, sendo imediatamente submetida a técnica de coloracdo vital com
diacetato de fluoresceina-brometo de etideo para determinacdo do indice de
viabilidade. A concentracdo fangica foi estimada utilizando-se cémara de
Neubauer e os resultados foram expressos em ndmeros absolutos. A suspensao
possufa 9 x 10° fungos/ml (2,7 x 10* fungos/0,03ml) e 45% de indice de
viabilidade. Os animais foram sacrificados vinte e quatro e setenta e duas horas,
sete e quinze dias, um, quatro, sete, dez, treze, dezesseis e dezoito meses apos
inoculagdo. Ambos coxins plantares foram excisados, sendo um deles enviado
para analise histopatoldgica e o outro macerado em solucdo salina para
determinacdo do numero de fungos e do indice de viabilidade.

A linhagem BALB/c apresentou extenso infiltrado
granulomatoso muito semelhante ao observado na doenga humana e evoluiu
progressivamente nos diferentes periodos de sacrificio. O numero obtido de
fungos aumentou progressivamente no decorrer do experimento e, a partir do

sétimo més de inoculacdo, observaram-se alteragdes macroscopicas no coxim



plantar de dois animais. No final do experimento, 34% dos animais apresentaram
alteracdes macroscépicas. Os indices de viabilidade obtidos variaram de 0% a
43%.

A linhagem B10.A também apresentou infiltrado granulomatoso
exuberante, porém ndo foram observadas alteracbes macroscépicas em nenhum
dos animais. O numero obtido de fungos aumentou discretamente, ficando
préximo do inoculado. Os indices de viabilidade obtidos foram menores, variando
de 0% a 26%.

Considerando-se os achados histopatologicos, a presenga de
alteracdes macroscopicas e a grande quantidade obtida de fungos, pode-se
concluir que a linhagem BALB/c é mais susceptivel a infec¢do pelo fungo L. loboi
do que a linhagem B10.A.
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1. Introdugio

A doenca de Jorge Lobo ou blastomicose queloidiana foi
descrita pela primeira vez no ano de 1931, pelo Prof. Jorge de Oliveira Lobo, em
Recife (PE), em um paciente seu, seringueiro, com 52 anos, procedente do estado
do Amazonas, que apresentava lesbes nodulares, salientes, confluentes, duras,
localizadas na regido sacra e com 19 anos de evolu¢do (LOBO, 1931).

E uma micose cutaneo-subcutinea, de evolucdo cronica, sem
comprometimento visceral, cujo agente etioldgico, até recentemente, era
denominado de Paracoccidioides loboi. Porém, TABORDA et al. (1999), ao
estudarem aspectos taxondémicos do fungo, verificaram que o0 género
Paracoccidioides era incorreto. Propuseram entdo a criagdo do género Lacazia e a
nova denominacdo de Lacazia loboi (L. loboi). Anélises filogenéticas posteriores,
realizadas a partir de estudos moleculares, indicaram que o L. loboi é um fungo
dimorfico pertencente a ordem Onygenales e muito parecido com o
Paracoccidioides brasiliensis (P. brasiliensis), entretanto, essa semelhanca néo é,
do ponto de vista filogenético, suficiente para justificar a classificacdo no género
Paracoccidioides (HERR et al, 2001).

A doenca de Jorge Lobo é endémica na regido amazonica e ja
foi descrita, além do Brasil, também no Suriname, Guiana Francesa, Venezuela,
Colémbia, Panama, Costa Rica, Equador, Bolivia, Honduras, México e Peru.
Embora possua baixa taxa de ocorréncia, o nimero de casos descritos vem
aumentado lentamente. Porém, ndo se sabe a sua real situacdo como problema de
salide publica no Brasil.

Evidéncias apontam a pele como porta de entrada do fungo, pelo
fato de as lesdes se localizarem quase exclusivamente no tecido cutéaneo. A
transmissdo da doenca provavelmente ocorre pelo contato do material infectante

com solugdes de continuidade da pele.
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LACAZ et al. (1986) relatam que ndo ha evidéncia de que haja
maior suscetibilidade de determinado grupo étnico a infeccdo pelo L. loboi, tendo
sido a doenca descrita em brancos, negros e indios. E particularmente digno de
nota o fato de uma tribo indigena, a dos Caiabi, ter mostrado uma alta tendéncia a
adquirir a moléstia, enquanto permaneceram na regido entre os rios Teles Pires e
Arinos, formadores do rio Tapajés, no atual estado do Mato Grosso. Foram
diagnosticados cinguenta e seis casos da doenca de Jorge Lobo, entre esses indios,
no periodo de 1953 a 1983. Depois que os Caiabi ingressaram no Parque Nacional
do Xingu, nenhum indio mais adoeceu. Embora isso sugira fortemente a
influéncia do ambiente na transmissao da moléstia, deve haver outros fatores para
explicar a sua alta prevaléncia nessa tribo.

O fungo ainda ndo foi cultivado em meios de cultura artificiais.
Alguns autores relatam ter obtido sucesso em suas tentativas de cultivo, porém, o
fungo obtido nessas culturas ndo corresponde ao agente etiologico da doenca de
Jorge Lobo (FONSECA & LACAZ, 1971).

O tratamento da doenca de Jorge Lobo tem se limitado a exérese
cirargica de lesdes localizadas. A clofazimina foi a Unica droga testada que
demonstrou alguma acdo contra o fungo. A auséncia de testes terapéuticos in
vitro, até recentemente, decorria, entre outros fatores, da impossibilidade de testes
em animais de laboratorio, uma que vez ndo existia um modelo experimental para
0 estudo da doenca.

Vérias tentativas de reproduzir a doenca em animais de
laboratério foram realizadas no passado, porém os resultados foram isolados.
Recentemente, OPROMOLLA et al. (1999) conseguiram manter a infecgdo por
um longo periodo de tempo e padronizar uma metodologia de inoculacdo a partir
da contagem do numero de células fungicas e determinacdo do indice de
viabilidade em camundongos Suigcos. Seguindo a mesma metodologia,
MADEIRA et al. (2000) obtiveram éxito ao reproduzirem a doenca em
camundongos da linhagem BALB/c que, além de produzir uma grande quantidade
de fungos, apresentaram lesdo macroscépica nos coxins plantares inoculados. Essa

descoberta, de um modelo animal capaz de reproduzir experimentalmente a
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doenga, vem possibilitar, entdo, o estudo dos diversos aspectos do fungo, como
mecanismos patogénicos envolvidos na infeccdo, interacdo parasita-hospedeiro,
constituicdo bioquimica, propriedades antigénicas e estudos terapéuticos.
Considerando-se que os trabalhos experimentais realizados no
passado produziram resultados limitados e que as linhagens isogénicas de
camundongos sdo frequentemente utilizadas em estudos que avaliam os niveis de
susceptibilidade ao agente infeccioso, neste trabalho foi proposto o estudo da
susceptibilidade do L. loboi as linhagens BALB/c e B10.A., comparando-se 0s
aspectos histopatologicos, numero de células fungicas e indice de viabilidade,
obtidos. A importancia de se ter um modelo animal ideal, aliado ao fato da nao
haver um meio de cultura para o fungo, de ndo se conhecer quase nada a respeito
das relagBes imunolégicas do organismo hospedeiro com o fungo e de ndo haver
ainda um tratamento especifico para essa doenca justificam um estudo

sistematizado dessa micose que acomete um nimero consideravel de pacientes.

1.1 - Aspectos morfologicos do L. loboi

JORGE LOBO (1933) descreveu o fungo L. loboi como se
apresentando redondo e com membrana de duplo contorno, sendo a membrana
irisada em toda sua circunferéncia, tendo, em seu interior, granulagdes dotadas de
movimentos brownianos. Esse fungo media 8 a 16um e era Gram-positivo. O
autor notou, nos cortes corados pela hematoxilina - eosina (HE), que os parasitas
uns se apresentavam com o protoplasma corado pela hematoxilina e outros néo
tomavam o corante. Eles eram mais ou menos do mesmo tamanho e alguns eram
campanuliformes. O autor constatou, também, em grande aumento, formas em
ampulhetas ou em halteres. Ao utilizar o0 método de Good-Pasture-Mac Callum
para estudar a morfologia dos parasitas nos tecidos, Jorge Lobo observou parasitas
corados em violeta escuro, quase negro, e até parasitas que ndo tomavam o
corante, mostrando que a coloracdo era muito varidvel. Em alguns, o seu interior
estava constituido por uma massa homogénea e em outros eram notadas

granulac@es coradas em violeta. Nas formas em ampulheta, ele verificou que uma
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das partes componentes estava menos provida de cromatina, enquanto que a outra
estava corada homogeneamente.

FIALHO, em 1938, descrevendo o seu caso, verificou que a
reproducdo dos parasitas era feita, em geral, por um broto Unico, mais raramente
dois. Os dois parasitas ficavam ligados por uma espécie de tubo, dai as formas em
halteres e ampulheta. Esse autor verificou também que os parasitas se agrupavam
em fileiras de trés ou quatro elementos ou em pequenos grupos irregulares,
sempre rodeados de histiécitos; outras vezes, estavam no interior de gigantocitos.
N&o foi observado nenhum processo de esporulagdo. Notou-se que, muito
freqlientemente, os parasitas davam a impressdo de capsulas vazias, mas certos
elementos mostravam uma massa esférica, densa, corada em vermelho pela eosina
e que era discretamente granulosa.

Varios outros autores descreveram os aspectos morfologicos do
fungo, porém sem acrescentar algo mais do que ja havia sido descrito. NERY-
GUIMARAES & MACEDO (1950) chamaram a atencio para as capsulas vazias
constituidas por parasitas mortos e que resistem longamente as substancias liticas
dos tecidos. Com relacdo ao processo reprodutivo dos fungos, consideraram que
prevalecia o do brotamento simples e, quando esse ocorria de forma sucessiva,
seriam visualizadas as chamadas formas catenuladas. As vezes, trés fungos se
dispunham triangularmente, como resultado aparente de um brotamento duplo,
mas brotamentos multiplos, como no P. Brasiliensis, ndo foram observados.

WIERSEMA, em 1971, verificou que a parede de cada célula
fangica corava-se pelo acido periddico de Schiff (PAS) e ndo pelo HE e, com a
coloragédo para fungos de Gridley, a parede tornava-se vermelha e, com a prata
metenamina de Grocott (PM), tornava-se cinzenta ou negra, dependendo do tempo
de exposicdo a solucdo da prata.

Em 1972, ABREU & MIRANDA, ao estudarem aspectos
morfolédgicos do fungo pela microscopia eletronica, observaram que a membrana
era trilaminar, sendo a mais externa constituida de placas imbricadas, conferindo-

Ihe um aspecto ericado.
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LACAZ et al., em 1986, revendo os trabalhos realizados até
aquela época sobre a morfologia do agente da doenca de Jorge Lobo, citaram 0s
estudos realizados pela microscopia eletrénica. Relataram eles que, com essa
técnica, o L. loboi apresentava as mesmas estruturas do P. brasiliensis, ndo
havendo distincdo entre os dois fungos referente as suas organelas, mas sim no
modo de brotamento. SESSO & BARUZZI (1983) e SESSO et al. (1983)
verificaram que, apds o fungo ter sido englobado pela célula fagocitica, sua
parede celular se alterava e eram observados restos dela reagindo positivamente
pela fosfatase acida, indicando que hidrolases lisossémicas estavam no interior
dos vacuolos contendo 0s seus restos. Esses restos dos fungos agregavam-se em
massas esferdides e conferiam a célula, a microscopia Optica, aspecto espumoso.

Em 1997, VILANI-MORENO & OPROMOLLA estudaram
varias coloragdes vitais para determinar a viabilidade do L. loboi e verificaram
que a coloracdo com diacetato de fluoresceina-brometo de etideo (DF-BE) € a
mais adequada. Eles estabeleceram um indice de viabilidade e também realizaram
a contagem de fungos, através da técnica do DF-BE, propondo a sua utilizacéo
para estudos relacionados com as tentativas de cultura e inoculagéo.

OPROMOLLA et al. (1999), estudando o método de coloracédo
pela PM, verificaram que a coloracdo irregular dos fungos estava relacionada com
os graus de degeneracdo deles e que o material granuloso argentofilico observado
nos cortes histoldgicos correspondia aos restos das células fungicas, como ja havia
sido referido por CHANDLER et al. (1980) e SESSO & BARUZZI (1988) na

microscopia eletronica.

1.2 - Tentativas de cultivo

JORGE LOBO (1933) acreditou ter isolado o fungo em meio de
Sabouraud e relatou que as culturas eram obtidas com muita dificuldade e na
temperatura de 26 a 30°. Em 1971, FONSECA & LACAZ, revendo cinco
amostras de fungos pretensamente isoladas de casos da doenca de Jorge Lobo,

concluiram que a cultura princeps havia sido trocada na Micoteca do Instituto
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Oswaldo Cruz, pois ndo havia mais duvida de que o cultivo representava "cepa”
tipica de P. brasiliensis. Os autores estudaram essas cinco amostras baseando-se
na uniformidade de seus aspectos macroscopicos, colbnias muitas vezes
cerebriformes e de crescimento em agar-Sabouraud. Desse trabalho, concluiram
que até 1971 o L. loboi néo tinha sido isolado e que as culturas, obtidas daqueles
casos clinicos, correspondiam a fungos sem qualquer relacdo etiolégica com a
doenga em estudo.

H4, contudo, uma nota prévia de SAMPAIO (1974), em que ele
informa que semeou material da lesdo de um paciente com micose de Lobo, em
um meio contendo soro fetal bovino, penicilina, anfotericina B e
fitohemaglutinina e incubado a 37°C. O autor refere que encontrou, 20 dias mais
tarde, um material esbranquicado com imensa quantidade de fungos e acreditou
ter cultivado com éxito, pela primeira vez, o agente etiolégico da doenca de Jorge
Lobo. Nao héa referéncias sobre a continuacdo desse trabalho. Depois disso, com
relacdo a esse assunto, somente consta na literatura um estudo experimental
realizado por SILVA (1994) que colocou material obtido de bidpsia, rico em
parasitas, sobre lamina escavada com soro fisiologico glicerinado a 30% e
vitamina B a uma temperatura de 4°C, obtendo, segundo esse autor, crescimento
acentuado do fungo, com alteracbes em sua morfologia, aparecimento de tubos

germinativos e micélios em septacao.

1.3 - Aspectos imunologicos

Os estudos abordando os aspectos imunolégicos da doenga de
Jorge Lobo sdo ainda muito escassos, possivelmente pelo fato do seu agente
etiologico ainda ndo ter sido cultivado em meios artificiais. Dos estudos
realizados envolvendo a resposta imune humoral, a maioria tem empregado
antigenos do P. brasiliensis e de outros fungos, como Histoplasma capsulatum
(H. capsulatum) e Blastomyces dermatitidis (B. dermatitidis).

FONSECA & LACAZ, em 1971, utilizando antigenos do P.

brasiliensis e empregando as técnicas de imunodifusdo em gel de agar, fixacdo de
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complemento e precipitacdo em meio liquido, mostraram que 0s agentes da
doenca de Jorge Lobo e paracoccidioidomicose apresentam semelhancas
antigénicas. Os dados obtidos serviram de argumento para a colocacdo dos dois
microrganismos em um sé género (LACAZ et al., 1986).

Em 1985, PUCCIA et al., empregando o antigeno purificado do
P. brasiliensis, a glicoproteina gp43 e a reacdo de imunoprecipitacdo, obtiveram
reacOes cruzadas em soros de pacientes com doenca de Jorge Lobo.
Recentemente, VIDAL et al. (1997), utilizando vérias provas imunoquimicas,
demonstraram a presenca da gp43 em extratos de lesdes cutaneas da doenca de
Jorge Lobo. Segundo esses autores, a glicoproteina de 43 kDa € um dos antigenos
dominantes do P. brasiliensis, o que permitiu a identificacdo dessa espécie
fangica. CAMARGO et al., em 1998, empregando o teste de ELISA, reforcaram
esses achados ao demonstrarem que 70% dos soros dos pacientes portadores da
doenca reagiam positivamente com o antigeno gp43.

A avaliagdo da resposta imune celular tem sido pouco
investigada. AZULAY et al. (1969, 1970) avaliaram a imunidade celular de vinte
individuos portadores de doencas diversas, incluindo um com doenga de Jorge
Lobo e um com paracoccidioidomicose, a partir de uma suspensdo de antigeno
preparado com bidpsia de paciente. Os resultados foram positivos em quatro
pacientes, inclusive naqueles portadores da doengca de Jorge Lobo e
paracoccidioidomicose. Segundo LACAZ et al. (1986), o significado de tais
provas em toda sua extensdo é dificil de ser avaliado e sugere o preparo de uma
"lobina" semelhante a Mitsudina que possa ser empregada em pacientes com
diferentes formas clinicas da doenca de Jorge Lobo, bem como em populagdes
normais de areas endémicas e ndo endémicas da doenca, 0 que seria de grande
interesse clinico e epidemioldgico.

Mais recentemente, PECHER & FUCHS (1988) avaliaram a
resposta imune celular de doze pacientes, usando testes intradérmicos com
antigenos fungicos e bacterianos, e teste de contato com dinitroclorobenzeno
(DNCB), verificaram que grande parte dos pacientes ndo reagia aos testes

realizados, exceto ao antigeno micobacteriano derivado protéico purificado do
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Mycobacterium bovis (PPD) que foi positivo em todos eles. Assim, sugeriram
que, na micose de Jorge Lobo, os pacientes sofrem de uma deficiéncia imune
celular parcial.

A caracterizagdo da populacdo celular das lesdes cutaneas dos
pacientes, pelo método imunohistoquimico, revelou predominancia de
macrofagos, poucos linfocitos T, geralmente do fenéGtipo CD4* (linfocito T
auxiliar/efetor), e auséncia de linfocitos B (ESTERRE et al., 1991).

Apesar desses dados, até 0 momento, ndo se tem conhecimento
da participacdo do sistema imune no controle ou no desenvolvimento da doenga

de Jorge Lobo.

1.4 —Clinica

No primeiro caso descrito por JORGE LOBO em 1931, todas as
lesdes do paciente estavam localizadas na regido lombossacra. A lesdo inicial
localizava-se a direita da coluna vertebral e as outras, que apareceram
posteriormente, formavam um conjunto na regido lombossacra, de numerosos
nodulos queloidiformes, de varios tamanhos, uns isolados, outros confluentes. As
lesbes eram salientes, vegetantes, resistentes a pressao, duras, de cor castanho-
claro, com uns pontos marfim nas partes mais elevadas. Nao havia, em torno das
lesbes, nenhuma reacdo inflamatéria e nenhuma reacdo ganglionar. O paciente
ndo apresentava comprometimento visceral.

Posteriormente, varios trabalhos, avaliando os aspectos clinicos
de novos casos da doenga, foram publicados.

As lesdes clinicas na micose de Jorge Lobo sdo muito
polimorfas. Pode haver maculas, papulas, placas, ndédulos, gomas e também lesdes
verrucosas, cicatriciais e ulceradas. Estas Ultimas, muitas vezes, estéo relacionadas
a traumas; normalmente as lesdes da doenca de Jorge Lobo ndo ulceram
espontaneamente.

Algumas classificagbes tém sido propostas para as formas

clinicas dessa micose. SILVA (1972) as classifica em: a) infiltrativas; b)
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queloidiformes; c¢) gomosas; d) ulceradas; e) verruciformes. Em um mesmo
paciente, pode haver varios tipos de lesbes, dai a dificuldade em classificar esses
casos. O comprometimento do pavilh&o auricular € o mais freqliente em algumas
casuisticas e, em outras, os membros inferiores.

Formas clinicas, ndo usuais da micose de Jorge Lobo, foram
descritas por varios autores. SILVA & BRITO (1994) publicaram um caso com
forma insdlita da enfermidade no labio superior. Em 1995, SILVA & NEVES
relataram mais dois casos da doenga de Jorge Lobo e um deles apresentava, na
regido infra-orbitaria direita, lesdes nodulares chegando a invadir a mucosa
ocular. SILVA et al. (1996) descreveram um caso extremamente raro da micose
de Jorge Lobo em que as lesbes nodulares evoluiam com as caracteristicas das
gomas, sem a compatibilidade histopatologica com esse quadro, e se dispunham
ao longo da rede linfatica do brago direito simulando esporotricose.

E raro o comprometimento ganglionar nessa micose segundo
alguns autores, e ha poucos casos com descri¢do histopatoldgica das lesées nos
linfonodos. As visceras ndo estdo envolvidas nessa micose, mas ha relato de um
caso com lesdo testicular descrito por TREJOS & ROMERO (1950) na Costa
Rica.

OPROMOLLA et al. (1999) publicaram quarenta casos da
doencga de Jorge Lobo procedentes do estado do Acre. As lesOes observadas foram
formas infiltrativas, verrucosas e queloidianas. Em varios casos, as lesdes eram
queloidiformes, lisas, exibindo finas teleangectasias e pequenas areas de aspecto
xantomatoso na superficie. Havia também lesdes de aspecto involutivo, mais
aplanadas do que o restante das lesGes em torno, que podiam apresentar
pregueamento, mostrando diminui¢do do infiltrado inflamatdrio naquele local,
como nos casos descritos por LACAZ et al. (1986). Os autores dividiram essas
lesGes apresentadas pelos pacientes em monomorficas e polimérficas, de acordo
com a predominancia de um so tipo de lesdo ou a concomitancia de varios tipos
no mesmo doente. Com relacdo a sua distribuicdo, as lesGes e os casos foram
classificados como aqueles com lesbes localizadas, aqueles com lesbes

multifocais (em um membro ou segmento de membro) e casos com lesdes
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disseminadas (envolvendo regifes anatbmicas distintas). As lesdes monomorficas
localizadas foram observadas na maior parte dos quarenta casos e a localizacédo
mais frequente foi o pavilhdo auricular e, em um paciente, ambos os pavilhdes
auriculares estavam comprometidos, fato que ainda néo havia sido observado por
outros autores. Outros aspectos peculiares também foram observados. Um
paciente apresentou lesdes verrucosas plantares que ndo sdo muito freqlientes.
Outro paciente apresentou lesdes multifocais na coxa esquerda, com disposicéo
linear ascendente, terminando junto a um linfonodo na regido inguinal, sugerindo
disseminacdo do fungo por via linfatica. As cicatrizes evidentes, por vezes
observadas, relacionavam-se geralmente a realizacdo de freqientes tentativas de
tratamento cirurgico a que alguns desses pacientes foram submetidos. Devido a
isso, foi assinalado que o aspecto das lesdes, em seu conjunto, diferiam entre as
que foram manipuladas e as que nunca sofreram intervencdo cirurgica. N&o foi
verificado, nesse grupo de pacientes, anestesia ou hipoestesia das lesdes cutaneas,

como referem alguns autores.

1.5 - Aspectos histopatologicos

JORGE LOBO (1933) fez a primeira descri¢do da histopatologia
da moléstia que leva o seu nome. Notou que o0 processo estava localizado na
derme e que sua estrutura normal estava substituida por um processo de
granulacdo, caracterizado pela presenca de ceélulas plasmaticas, macrofagos,
células gigantes e fibroblastos, constituindo o que ele chamou de granuloma
inflamatdrio. Relatou, também, que havia absoluta integridade da epiderme,
porém, em alguns pontos, ela estava adelgacada e sem papilas devido a
compressdo do granuloma. Chamou atencdo para o reduzido numero de células
gigantes, em contraste com o que, segundo ele, observa-se nas blastomicoses, nas
guais sao numerosissimas. Os parasitas abundavam esparsos nos intersticios
celulares e no interior de alguns gigantocitos. Havia evidente presenca de
fibroblastos e o autor destacou a presenca de um tecido hialinizado, distribuido

irregularmente na derme e que os granulomas achavam-se em torno dos vasos.
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Em 1938, FIALHO, descrevendo um novo caso da doenca de
Jorge Lobo, notou, no exame histopatoldgico, que a epiderme estava adelgacada;
abaixo do extrato papilar encontrava-se intensa reacao histiocitéria, apresentando-
se 0s histidcitos bem individualizados, com citoplasma bem corado, assim como o
nucleo, em geral central. Ao lado das células histiocitarias, observou numerosas
fibras colagenas e de reticulina. Ele também verificou, pela coloracdo do Sudan
I11, em cortes obtidos por congelacdo, grande quantidade de goticulas de lipoides
e ésteres colestéricos, com sua birrefringéncia habitual. Notou também que os
histidcitos constituiam uma verdadeira "cultura” e que a quantidade de parasitas
era tal que, no pequeno aumento, 0s cortes tomavam aspecto particular, como que
finamente vacuolado. Fialho achou que muitos desses parasitas estavam mortos.
As células gigantes estavam presentes e em grande numero.

Uma descricdo muito minuciosa dos aspectos histologicos da
doenca de Jorge Lobo foi feita por NERY-GUIMARAES & MACEDO em seu
caso publicado em 1950. Microscopicamente, observaram que a epiderme é
delgada, reduzida a quatro ou cinco camadas de células achatadas, com
queratinizacdo insuficiente. Na proximidade de zona possivelmente ulcerada, a
julgar pelo aparecimento de alguns pi6citos no derma, nota-se ligeira acantose.
Alguns nucleos de células malpighianas apresentam-se vesiculosos, sendo
ausentes ou irregulares as tonofibrilas. H4 completo desaparecimento das papilas
dérmicas e uma nitida e leve ondulacdo da limitante basal. No derma, onde se
localiza o parasito, ocorrem as principais lesdes, delas resultando o aspecto
tumoral da dermatose. Em geral, o processo infiltrativo, intenso e extenso, leva a
epiderme ao adelgacamento e & atrofia. As lesbes dérmicas sdo celulares e
fibrosas. De uma maneira geral, domina o campo um processo histiocitéario difuso;
células epitelidides e gigantes acumulam-se em todas as direcdes. Os gigantocitos
ora tipo corpo estranho ora tipo Langhans sdo predominantes em certos trechos.
Frequentemente, esses gigantocitos mostram-se como verdadeiros sincicios,
claramente resultantes da divisdo nuclear e coalescéncia das células epitelidides,
as quais, por sua vez, resultam dos histiocitos. Notavel, em alguns pontos do

preparado, € a acidofilia dessas células, as vezes binucleadas. Quando os nucleos
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dos gigantdcitos sdo perifericamente localizados, os parasitos ocupam o centro da
célula. Muitas vezes, essas células gigantes sdo desabitadas, seus contornos, nem
sempre nitidos nos processos comuns de coloracdo, sdo postos em franca
evidéncia pela impregnagéo argéntea. De distribuigdo irregular, semeados entre as
células acima citadas, encontram-se polimorfonucleares, linfocitos e plasmacitos,
estando, as vezes, estes Ultimos, reunidos em grande nimero. No derma profundo
e hipoderma, aparecem os elementos que mais caracterizam histopatologicamente
essa blastomicose. A principio, em pequenos grupos, porém aumentando de
numero a medida que se afastam da epiderme, ocupando, por fim, extensas zonas
e figuram lado a lado, sem nenhum outro tipo celular de permeio. S&do grandes
células poligonais, de plasma vacuolar, espumoso e de nucleo compacto (foamy
cells). Segundo os autores, essas células sdo elementos histiocitarios e seus
vacuolos, na verdade, imagens negativas de goticulas lipdides, carreadas pelos
reativos da técnica histoldgica. Devido a compressdo dessas goticulas, os ndcleos
desses histiocitos apresentam-se grosseiramente asterdides. Os autores citam
FIALHO (1938) que evidenciou essas goticulas plasmaticas pelo Sudan Il em
cortes de congelacao.

LEITE (1954) estudou trés casos, dois com les6es localizadas no
pavilhdo auricular e um com lesdes no nariz. Segundo LACAZ et al. (1986), esse
autor estabeleceu algumas conclus@es que sdo validas até hoje, a saber: a) muito
embora a principal caracteristica histoldgica da doenca de Jorge Lobo seja a
reacdo histiocitaria difusa, em alguns casos, pode-se observar a formacéo de
auténticos granulomas; b) nos casos envolvidos, sdo freqlientes a fibrose, com
lobulagdo do infiltrado e formacdo de pseudotubérculos; ¢) a invasdo do derma,
pelo infiltrado, pode culminar na destruicdo dos anexos cutaneos e das
terminacOes nervosas da pele; d) o quadro histoldgico da doenca de Jorge Lobo é
bastante tipico para permitir sua distingdo de qualquer outra lesdo blastomicotica;
e) o numero consideravel dos parasitas e das gémulas que formam, sua
"imobilidade" e a auséncia de exsudatos que possam desloca-los sdo os principais

fatores responsaveis pela doenca; f) a auséncia de inflamacdo aguda ou necrose, 0
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carater permanentemente produtivo das lesdes e sua localizagdo indicam ser esta
doenca produzida por parasito de baixa viruléncia.

REYES et al., em 1960/1961, fizeram uma comunicacao prévia
de um caso observado na Venezuela. A descricdo do quadro histopatologico nada
acrescenta ao que foi referido por outros autores, mas ha uma observacdo que é
interessante salientar, o uso da coloracdo pelo Sudan Il que demonstrou a
presenca de lipidios no granuloma e as estruturas parasitarias com gotas de
lipidios, pequenas e grandes, no seu interior.

DESTOMBES & RAVISSE, em 1964, fizeram um estudo
histoldgico de mais dois casos da doenca de Jorge Lobo na Guiana Francesa. Eles
também observaram os mesmos aspectos vistos em outras publica¢fes. Contudo,
destacam o comprometimento da hipoderme, com tendéncia a se expandir para a
profundidade, e a lesdo do linfonodo. Neste, eles descrevem um infiltrado que
substitui quase todo o tecido ganglionar. As células gigantes, tipo corpo estranho e
ricas em parasitas, formavam nddulos rodeados por histiocitos mononucleares
xantomatosos que ndo apresentavam fungos, mas seu estado espumoso esta ligado
a uma grande quantidade de mucopolissacarideos neutros. Outros autores

descreveram aspectos semelhantes nos linfonodos de seus casos.

Em 1983, GADELHA & BANDEIRA destacaram que, na
doenca de Jorge Lobo, as caracteristicas mais importantes para o diagndstico
histopatoldgico s@o as seguintes: a) epiderme atrofica e retificada; b) faixa de
Unna; c) infiltrado granulomatoso em geral difuso e freqiientemente com varias
células tipo corpo estranho e Langhans; d) histidcitos xantomizados; e) corpos
asteroides; f) a coloracdo pelo Sudan Ill, em cortes de congelacdo, permite, as
vezes, demonstrar, em algumas areas, lipideos sob a forma de granulos e globulos.

Em 1990, FUCHS et al. apresentaram cinco casos da micose.
Referem, além do que foi descrito por outros pesquisadores, que o quadro
histopatol6gico é tipico e que o L. loboi é um fungo que vive na derme mais
profunda e no tecido subcutaneo. Comentam que, em alguns casos, € relatado o

comprometimento do tecido muscular, mas a cartilagem néo € afetada. Observam
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ainda que a proliferacdo de fibras reticulares pode ser pronunciada ou moderada e
0S anexos cutaneos e nervos podem ser destruidos pela infiltracdo celular macica.

Em uma outra revisdo sobre a doenca de Jorge Lobo, realizada
por PRADINAUD & TALHARI, em 1996, além dos aspectos histologicos
observados pela maioria dos autores, é referido o fato de que o interior das células
fangicas, as vezes, é praticamente vazio, mas, freqlientemente, contém inclusdes
vacuolares sudanofilas, nitidamente birrefringentes a luz polarizada. Os linfocitos
T CD4" sdo raramente observados, mas nenhum linfocito B.

Em 2000, OPROMOLLA et al., procurando correlacionar
clinico-patologicamente quarenta casos novos de lobomicose, verificaram que,
apesar do frequiente acometimento do pavilhdo auricular, histopatologicamente
ndo se demonstrou invasdo de cartilagem por infiltrados inflamatorios ou células
fangicas. Havia alteracbes epidermicas em 65% dos casos. Pontilhados
enegrecidos nas lesbes correlacionavam-se a eliminacdo transepitelial de fungos.
Vasos, nervos e anexos permaneciam inalterados no interior dos granulomas. O
tecido celular subcutaneo exibia, em alguns casos, infiltrado inflamatorio
perilobular com fungos. Classificaram-se cinco tipos de células histiocitarias:
histiocitos isolados contendo fungos; histidcitos agrupados em sincicio,
albergando até mais de treze células fangicas muitas vezes catenuladas (92,5%);
células gigantes tipo corpo estranho (100%); células gigantes tipo Langhans
(57,5%); e células epitelidides rendilhadas. No interior das células gigantes de
corpo estranho, ao contrario das de Langhans, os fungos eram numerosos. Tais
células, com o Sudan negro, ndo evidenciaram lipidios, mesmo nas areas
clinicamente xantomizadas, como relatados por alguns autores. Os lipidios foram
detectados somente no interior das células fungicas. A coloracdo pela PM
detectava uma poeira argentofila nas células epitelidides, correspondendo a restos

de células fangicas.
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1.6- Inoculagdes experimentais

JORGE LOBO tentou reproduzir a doenga experimentalmente,
inoculando triturado de pele parasitada do seu paciente em cobaias, ratos e
macaco Rhesus (Macaca mulata), ndo obtendo éxito (LOBO, 1933). A partir dai,
muitas tentativas de reproduzir a doenca em animais foram realizadas com a

utilizacdo de espécies, as mais variadas.

1.6.1 - Queldnios

SAMPAIO et al., em 1971, reproduziram a doenga em quelonios
da Amazonia que apresentaram lesdes nodulares e isoladas. As lesdes produzidas
nos queldnios (“jabotis” - Geochelone denticulata, Geochelone carbonaria, e
"mucuds” - Kinosternon scorpioides) eram semelhantes as lesdes humanas,
formadas basicamente por granulomas histiocitarios contendo fungos. Um desses
animais (Geochelone denticulata) apresentou lesGes apds cinco meses de

inoculacéo e elas exibiam uma grande quantidade de fungos.

1.6.2 — Tatus

Um tatu (Euphractus sexcinctus) foi inoculado por SAMPAIO
& DIAS (1977) pela via subcutanea na regido pelvica, apresentando lesdo nodular
ap0s onze meses, riquissima em parasitas e com intensa area de necrose. O tatu
era proveniente do estado de Pernambuco. Na opinido dos autores, esta espécie de
tatu parece ser adequada para o estudo experimental da doenca.

1.6.3 - Cobaias, hamsters, camundongos e coelhos.
AZULAY (1963) utilizou o material do quarto caso publicado

da doenca de Jorge Lobo e observado por FONSECA FILHO, em 1943, e

inoculou cobaias e ratos brancos, sem obter resultados positivos. Posteriormente,
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CERRUTI & ZAMITH (1948) inocularam dez cobaias pelas vias testicular,
peritoneal e subcutanea com resultados negativos. Ainda em 1948, AREA-LEAO
et al. realizaram inoculagbes em testiculos de cobaias e camundongos, com
material de cultura isolada do primeiro caso descrito por Jorge Lobo e que estava
sendo mantida em repiques no Laboratorio de Micologia do Instituto Oswaldo
Cruz, e obtiveram a producdo de uma orquite com formas parasitarias,
apresentando cripto-esporulagcdo, como se fora produzida pelo P. brasiliensis. Dai
a impressao geral de que esses autores inocularam realmente esse fungo e ndo o L.
loboi (CARNEIRO et al., 1968).

TREJOS & ROMERO, em 1950, tentaram reproduzir a doenca
em cobaias, realizando cinco inoculagfes por via intratesticular, com intervalos
semanais, sem éxito. Em 1957, AZULAY & MIRANDA, com o triturado de pele
parasitada de um paciente, realizaram inoculacGes em ratos brancos, cobaias,
camundongos e hamsters, pelas vias intratesticular, intraperitoneal, subcutanea e
intradérmica, sem obterem nenhum sucesso. Em 1958, CAMPO-AASEN
inoculou material de lesGes cutaneas em trinta e quatro camundongos, utilizando
as vias peritoneal e cutanea. Nove animais receberam prednisona previamente e
quatro animais foram irradiados, porém, os resultados foram negativos. A
pesquisadora venezuelana inoculou também catorze ratos por via peritoneal,
testicular, nasal e na cauda, com resultados negativos.

WIERSEMA & NIEMEL, em 1965, também realizaram
exaustivas inocula¢@es no coxim plantar de camundongos, obtendo a formacéo de
granuloma, porém, os parasitas ndo apresentavam gemulacdo. No coxim plantar
de dois hamsters, eles obtiveram granuloma idéntico ao humano com parasitas em
gemulagéo.

AZULAY et al.,, em 1968, inocularam trinta e seis animais
(dezenove ratos brancos, treze cobaias, dois camundongos e dois coelhos) pelas
vias intratesticular, intradérmica (coxim plantar e orelha) e intraperitoneal; os
indculos foram de pele parasitada de pacientes. No testiculo de um rato, eles
observaram a formacao de granuloma com parasitas em gemulacdo. Depois disso,

esses autores realizaram mais sessenta inoculacdes a partir de bidpsias retiradas de
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pacientes portadores da micose. Os animais (cobaias, ratos, coelhos e
camundongos) foram inoculados pelas vias intradérmica e intratesticular, tendo
sido observadas alteracBes microscépicas, semelhantes aquelas presentes na
doenca humana, em um camundongo, ap0s treze meses e vinte e quatro dias de
inoculacdo no coxim plantar, com a formacdo de um pequeno granuloma rico em
formas arredondadas, com membranas de duplo contorno; um rato, inoculado
intratesticularmente, apresentou Vvarios granulomas de tamanhos varidveis e
localizados entre os tubos seminiferos, ap6s sete ou oito meses de inoculagéo.
Nesses granulomas, observaram-se algumas células gigantes, histiocitos e uma
grande quantidade de células redondas com membranas de duplo contorno, tal
como acontece na doenga humana. Foi constatada a presenca de formas vazias,
cheias, em limdo, em crescente, com brotamento e em pequenas cadeias. Nos
granulomas maiores, predominavam as capsulas vazias e, nos menores, formas
cheias ou jovens. Alteragdes macroscopicas tambem foram observadas no
testiculo esquerdo de outro rato, apos oito meses de inoculagdo. No exame a
fresco, foram observadas formas do L. loboi. Nos coelhos e cobaias ndo foram
verificadas alteragcdes microscopicas.

SAMPAIO & DIAS, em 1970, inocularam a bolsa jugal de vinte
e dois hamsters Mesocricetus auratus, obtendo nodulos de 1,5 a 50 mm de
didametro, constituidos de histiocitos e células gigantes contendo parasitas;
inoculagOes subcutaneas nas patas e orelhas ndo produziram quaisquer lesdes. Foi
verificada a presenca do fungo até cento e oitenta dias ap0s a primeira inoculacgéo.
Material infectado, obtido da bolsa jugal, foi submetido a passagem em outros
hamsters, produzindo lesdes idénticas.

Em 1986, LACAZ et al. revisaram varios trabalhos realizados
até entdo, relacionados a inoculagdes experimentais do fungo causador da doenga
de Jorge Lobo. Havia vérios resultados positivos dessas inoculacdes, mas o
numero de animais de cada série que apresentavam lesdes era pequeno e na
maioria isolados. Somente um tatu apresentou a doenca e dos inimeros animais
inoculados por AZULAY et al. (1968), apenas apresentaram algum resultado as

inoculacbes realizadas no testiculo de um rato e no coxim plantar de um
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camundongo. WIERSEMA & NIEMEL (1965) conseguiram granulomas
idénticos ao humano no coxim plantar de somente dois hamsters.

Os resultados interessantes obtidos por SAMPAIO & DIAS
(1970), inoculando o fungo em bolsa jugal do hamster, ndo puderam ser
reproduzidos por OPROMOLLA & NOGUEIRA, em 2000, que inocularam, via
bolsa jugal de cento e cinguenta hamsters, nimero conhecido de fungos com seu
indice de viabilidade determinado pela técnica do DF-BE.

OPROMOLLA et al. (1999) obtiveram éxito ao conseguirem
manter a infeccdo em sessenta e quatro camundongos Suigos inoculados por via
intradérmica em ambos coxins plantares traseiros. Contudo, ndo ocorreram
alteracBes macroscopicas € 0 numero de fungos recuperados sempre foi muito
préximo do inoculado. Os mesmos autores, inoculando camundongos da linhagem
BALB/c, observaram a presenca de alteracbes macroscépicas consideraveis nas
patas desses animais a partir do sétimo més da inoculacdo, com granulomas
semelhantes aqueles observados na doenga humana e com uma enorme
quantidade de fungos (MADEIRA et al., 2000).

1.6.4 - Golfinhos

Um dos fatos mais curiosos no estudo da doenca de Jorge Lobo
€ 0 encontro espontaneo dessa doenca em golfinhos, sob a forma de lesbes
geralmente Ulcero-crostosas, localizadas mais comumente na cauda ou dorso
desses animais, ndo sendo descritas lesdes viscerais. E dificil conhecer a historia
natural da doenga entre esses animais, bem como eles se infectam, mas é provéavel
que um dos reservatorios do fungo na natureza seja a dgua ou colecGes liquidas
(LACAZ et al., 1986). O primeiro caso foi descrito por MIGAKI et al. (1971) em
um golfinho (Tursiops truncatus) capturado na costa oeste da Florida. Um
segundo caso, também na Fldrida, foi objeto de estudo de WOODWARD (1972).
DE VRIES & LAARMAN (1973) descreveram um novo caso da doenga em um
animal (Sotalia guianensis) capturado no estuario do rio Surinam. Em 1970, um

animal foi capturado na Baia de Biscaia, ao norte do Golfo de Gasconha (Europa).
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O diagnostico inicial foi de sarcoma e constituiu-se no primeiro caso de golfinho
com Doenca de Jorge Lobo capturado em aguas européias, sugerindo eventual

locomogéo desses animais atraves do Atlantico (SYMMERS, 1983).
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2. Objetivos

Avaliar a susceptibilidade de camundongos isogénicos das
linhagens BALB/c e B10.A a infeccdo pelo fungo L. loboi, comparando-se o
aspecto histopatoldgico das lesbes produzidas, nimero de células fdngicas e
indice de viabilidade obtidos nos diferentes periodos de sacrificio.

Verificar se o padrdo de resposta aos parametros avaliados nos
animais isogénicos ¢ homogéneo, de modo a permitir correlacdo dos resultados

entre si.
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3. Material e Métodos

3.1 - Instituicdo envolvida

O presente estudo foi realizado nos laboratérios das Equipes
Técnicas de Microbiologia e de Patologia do Instituto “Lauro de Souza Lima”
(ILSL) - Bauru / Sdo Paulo.

3.2 — Paciente

Foi selecionado, para este estudo, um paciente do sexo
masculino, portador da doenga de Jorge Lobo, proveniente do Estado do Acre e
gue apresentava lesbes localizadas em membro inferior.

O paciente foi esclarecido quanto ao objetivo do estudo e
assinou o termo de consentimento livre e esclarecido aprovado pelos Comités de
Etica Médica da Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP e de Etica em
Pesquisa do ILSL.

3.3 - Métodos

3.3.1 - Biopsia

Foi retirada, em condigdes assepticas, uma lesdo de 2,5cm de
comprimento por 1,5cm de largura, localizada em membro inferior. Uma pequena
amostra da lesdo foi enviada ao setor de Anatomia Patoldgica do ILSL, para
realizacdo dos exames histopatolégicos e o restante imediatamente enviado ao
laboratdrio da Equipe Técnica de Microbiologia do ILSL.

Dentro de uma placa de Petri, o fragmento foi lavado com soro

fisiologico, para remogdo do excesso de sangue, sendo, em seguida, transferido
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para uma nova placa. Com auxilio de uma tesoura de ponta curva, a bidpsia foi
cortada em pedacos bem pequenos que foram transferidos para um
homogeneizador de tecidos, contendo 7ml de solugdo salina (SS) 0,85%. Apos
cinco minutos de homogeneizagéo, a suspensdo foi deixada em repouso por um
minuto para precipitacdo dos aglomerados de tecido. Em seguida, o sobrenadante
foi transferido, com auxilio de uma pipeta, para um tubo de ensaio. Todo esse
procedimento foi realizado com material estéril e no interior de uma camara de

fluxo laminar.

3.3.2 - Suspensao fungica (biopsia)

Determinacdo do numero total de células fungicas: 10ul da

suspensdo foram depositados em camara hemocitométrica de Neubauer, com
0,1mm de profundidade e 0,0025mm? de &rea. O valor obtido com a contagem dos
fungos foi expresso em niimero absoluto. A suspensdo possuia 9 x 10> fungos/ml
ou 2,7 x10 fungos/0,03ml.

Determinacdo do indice de viabilidade: foi utilizada a coloragdo
vital com DF-BE (CALICH et al., 1978), padronizada para o L. loboi por
VILANI-MORENO & OPROMOLLA (1997). Uma solucéo estoque de DF foi

preparada em acetona na concentracdo de 5,0mg/ml e mantida a —20°C; a soluc¢éo

de BE foi preparada em SS na concentracdo de 5,0mg/ml e mantida a 4°C. Para
uso, as soluces DF e BE foram diluidas 1:100 em SS. Volumes iguais de DF
(100ul) e BE (100ul) e da suspensdo fungica (200ul) foram misturados e
incubados a 37°C por quinze minutos. Uma amostra de 10ul desta mistura foi
examinada em microscopio de fluorescéncia e foram considerados fungos viaveis
aqueles que apresentaram coloragdo verde fluorescente. O valor obtido foi
expresso em porcentagem. O indice de viabilidade obtido na suspensao foi de
45%.
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3.3.3 = Inoculacgéo

A inoculagdo foi realizada imediatamente apds 0s
procedimentos de determinagdo do numero de células fungicas e indice de
viabilidade.

Animais: foram utilizados quarenta e quatro camundongos da
linhagem BALBI/c (vinte e seis fémeas e dezoito machos) e quarenta e quatro da
linhagem B10.A (vinte e trés fémeas e vinte e um machos) com dois meses de
idade. Os camundongos BALB/c foram adquiridos no setor de Biotério do ILSL e
os B10.A foram comprados do Biotério de Experimentacdo do Departamento de
Imunologia — Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade de S&o Paulo.

Via de inoculacéo: utilizando-se uma seringa de 1ml, os animais

foram infectados por via intradérmica em ambos coxins plantares traseiros, com
0,03ml da suspenséo fungica.

Tempo de inoculagédo: quatro camundongos BALB/c e 4 B10.A

foram aleatoriamente sacrificados nos seguintes intervalos de tempo: vinte e
quatro e setenta e duas horas (h), sete e quinze dias (d), um, quatro, sete, dez,
treze, dezesseis e dezoito meses (m) pos-inoculacdo (p.i.). Os animais foram

anestesiados com éter e, em seguida, mortos por deslocamento cervical.

3.3.4 - Anélise histopatoldgica

Com auxilio de uma lamina de bisturi, ambos coxins plantares
foram excisados, sendo um deles encaminhado ao Setor de Anatomia Patoldgica
do ILSL, onde foram recortados e os fragmentos preparados pela técnica habitual
para inclusdo em parafina. Os cortes histologicos foram corados pelos métodos de
HE e PM.

As laminas foram avaliadas e descritas quanto ao tamanho dos
infiltrados inflamatdrios, predominancia de células (histidcito, histiocito com

citoplasma de aspecto rendilhado, linfocito, plasmocito, mastdcito,
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polimorfonuclear, fibroblasto, célula gigante tipo Langhans e corpo estranho) e

namero de células fungicas nas lesdes.

3.3.5 — Determinacao do nimero de células fungicas e indice de

viabilidade na suspenséo obtida do coxim plantar.

O coxim plantar foi removido com uma lamina de bisturi e
macerado em 1ml de SS. O procedimento foi 0 mesmo utilizado para a bidpsia
obtida do paciente. A determinacdo do nimero de fungos foi realizada em camara
de Neubauer e o resultado expresso em valor absoluto.

A determinagdo do indice de viabilidade foi realizada
imediatamente apds a obtencdo da suspensdo, utilizando-se a técnica de coloracao
vital com DF-BE e os resultados quantificados da mesma maneira que para a

bidpsia obtida do paciente.

3.3.6 — Documentacdo fotogréafica

As laminas com os cortes histologicos foram fotografadas em
fotomicroscopio Zeiss®, modelo Axiolab MC 80, e as fotos dos camundongos
foram obtidas em camara Pentax® MZ-M, auto-exposi¢do TTL multimodo 35mm
SLR.

Todas as fotos obtidas foram submetidas a scanning no sistema
Scanner Nikon® Scantouch AX 210 e arquivadas no programa Adobe Photoshop

4.0. A impressao foi realizada em impressora laser Tektronic® 780 Phaser.

3.3.7 - Andlise estatistica

As analises do numero de células fungicas e indice de
viabilidade, segundo grupo experimental (linhagens BALB/c e B10.A) e tempo de
sacrificio, foram realizadas pelo teste ndo-paramétrico, para 0 modelo com dois

fatores (grupo experimental e tempo de sacrificio), complementado com
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respectivo teste de comparacdes multiplas (STREINER & NORMAN, 1994).
Todas as analises foram realizadas com 5% de significancia.

A anélise de associacdo entre as variaveis indice de viabilidade,
nimero de células fungicas e tempo de evolucdo das lesdes macroscopicas foi
realizada utilizando-se o coeficiente de correlagdo de Spearman (STREINER &
NORMAN, 1994).
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4. Resultados

4.1 - Linhagem BALB/c

4.1.1 — Anélise histopatoldgica.

Na analise histopatolégica do coxim plantar de camundongos da
linhagem BALBI/c, sacrificados em diferentes periodos de tempo, sempre se
observaram infiltrados inflamatdrios, localizados entre ou sobre os feixes de fibras
musculares, envolvendo nervos e vasos.

Apds vinte e quatro horas da inoculacdo, notaram-se um
pequeno infiltrado histiocitario rico em polimorfonucleares (PMN) e areas de
necrose em alguns pontos. Linfocitos e fibroblastos foram vistos em pequena
quantidade, difusamente espalhados pelo infiltrado. Na coloracdo pela PM,
verificou-se que o nimero de fungos era pequeno e muitos deles isolados.

Com setenta e duas horas, o infiltrado era um pouco maior do
gue o anterior, com um numero maior de células histiocitarias e linfocitarias.
Areas de necrose foram vistas, apesar de a quantidade de PMN ser menor.
Fibroblastos e fibras colagenas estavam esparsas, permeando o infiltrado e o
numero de fungos; o seu aspecto ndo diferiu do observado anteriormente.

Apos sete dias, os histidcitos eram predominantes no infiltrado,
com células contendo ou ndo fungos em seu interior. Entre os histidcitos, foram
vistos poucos linfécitos, PMN e fibroblastos. O numero de fungos ainda era
pequeno e, na coloracdo pela PM, muitos deles apresentavam aspecto de capsulas
vazias e, as demais formas, bem coradas e integras.

Aos quinze dias, o infiltrado era maior, com predominio de
células histiocitarias, a maioria delas apresentando citoplasma de aspecto
rendilhado. Linfocitos e PMN eram poucos e estavam difusamente distribuidos

pelo infiltrado. Fibroblastos estavam presentes em vérias areas do infiltrado e, na
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coloracgéo pela PM, o aspecto dos fungos era semelhante ao observado em tempos
anteriores.

Um més apds a inoculagdo, o infiltrado era essencialmente
macrofagico, formando blocos de células, separados entre si por fendas
contornadas por alguns fibroblastos. Numerosas células histiocitarias continham
fungo em seu interior, mas a maioria ndo o0s continha e eram essas que
apresentavam citoplasma de aspecto rendilhado. Linfdcitos, fibroblastos e PMN
foram vistos em pequenas quantidades, difusamente espalhados pelo infiltrado
(Figuras 1 e 2). Na coloracdo pela PM, os fungos ainda eram poucos, alguns bem
corados, isolados e outros com aspecto degenerado (Figura 3).

No quarto més p.i., foi observado um nitido aumento no
tamanho do infiltrado, que era constituido por histiécitos, contendo ou nao fungo,
e celulas gigantes tipo corpo estranho. Havia uma pequena quantidade de
plasmacitos, linfocitos e PMN e, em algumas areas, o infiltrado assumia aspecto
sincicial, com muitos nucleos envolvidos por material citoplasmatico, sem limites
precisos. Os fibroblastos foram vistos com maior freqtiéncia e o nimero de fungos
era nitidamente maior do que o observado anteriormente (Figura 4). Na coloracao
pela PM, observaram-se muitos deles com gemulacdo Unica ou formando figuras
tipo “Mickey Mouse” ou ainda exibindo formas catenuladas com cadeias de trés a
quatro fungos.

Apos sete meses, o infiltrado era moderado, separado em blocos
por fendas que apresentavam fibroblastos e finas fibras colagenas em sua
periferia. Esses infiltrados continham numerosas células gigantes, do tipo corpo
estranho e tipo Langhans, e histiocitos contendo fungos. Linfécitos, plasmacitos,
PMN e histiocitos, com citoplasma de aspecto rendilhado, foram vistos em
pequena quantidade, permeando o infiltrado (Figura 5). O namero de fungos foi
maior do que o observado anteriormente e muitos deles exibiam sinais de
viabilidade, ou seja, apresentavam algumas formagdes no interior de seu
citoplasma. Na coloracdo pela PM, esse aspecto tornou-se bem evidente, com
numerosas celulas fungicas bem coradas, exibindo muitas formas em brotamento

ou formando cadeias com trés ou quatro células.
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No décimo més pds-inoculacdo, o infiltrado era grande,
compacto, semelhante ao observado no sétimo més, com muitos fibroblastos e
fibras colagenas. A quantidade de células gigantes era grande, porém o0s
histiocitos com citoplasma rendilhado foram menos freqlientes do que observado
anteriormente. O numero observado de fungos foi maior e muitos deles
apresentavam aspecto de viabilidade. Na coloracdo pela PM, o aspecto do fungo
era 0 mesmo que aos sete meses.

O infiltrado apresentou-se mais compacto apds treze meses, com
predominio de células gigantes, e grande numero de fungos. Na coloracdo pela
PM, porém, as formas mal coradas aumentaram sensivelmente em relacdo ao
periodo anterior.

Ao0s dezesseis meses, 0 aspecto do infiltrado continuava o
mesmo, contudo, com maior quantidade de fungos. Na coloracdo pela PM, esse
aspecto foi mais evidente e muitos deles apresentavam-se bem corados e, 0s
demais, com aspecto degenerativo.

Dezoito meses depois da inoculacdo, o infiltrado era intenso,
separado em blocos por fendas contornadas por fibras colagenas e fibroblastos, e
constituido predominantemente por células gigantes tipo corpo estranho e tipo
Langhans, algumas delas contendo até vinte ndcleos e com grande numero de
fungos em seu citoplasma (Figuras 6 e 7). Plasmdcitos, linfdcitos e fibroblastos
em quantidade moderada estavam distribuidos difusamente pelo infiltrado. Areas
de necrose foram vistas em alguns blocos, com numerosos PMN. Na coloracéo
pela PM, notou-se um imenso nimero de células fangicas, porém, muitas delas

estavam mal coradas e em processo degenerativo (Figura 8).
4.1.2. Lesbes macroscopicas
Foram observadas alteragdes macroscopicas em quinze (34%)

animais avaliados, sendo que nove (60%) apresentaram essas manifestacdes em

ambos coxins plantares e seis (40%), em apenas um deles.
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As primeiras alteracdes foram observadas em dois animais apos
sete meses de inoculacdo e o tempo de aparecimento variou entre sete a quinze
meses p.i. Essas alteracGes caracterizaram-se pelo aparecimento de noédulos e pelo
aumento do volume das patas, tiveram inicio na regido dorsal ou superficie plantar
(Figura 9), evoluindo rapidamente em tamanho, deformando o coxim plantar em
alguns casos (Figuras 10 e 11). Os nddulos eram de consisténcia firme e com
superficie lisa. Na superficie das lesdes maiores e com mais tempo de evolucao,
foram observados alguns vasos sanguineos dilatados na sua superficie. (Figura
12).

Todos os animais que possuiam lesdes macroscopicas estavam
aparentemente em bom estado fisico no momento em que foram sacrificados. O
numero de animais com lesbes macroscopicas, o tempo de evolugdo das lesdes e o
indice de viabilidade dos fungos, nos diferentes periodos de sacrificio, estdo
apresentados nas tabelas 1 e 2.

A medida de associagéo entre as variaveis tempo de evolugéo da
lesdo, indice de viabilidade e nimero de células fungicas esta expressa na tabela 3.
Né&o foi observada correlacdo entre as variaveis indice de viabilidade e nimero de
células fungicas (r = -0,25; p>0,05). Entre as variaveis indice de viabilidade e
tempo de evolucdo da lesdo observou-se correlacdo negativa (r = - 0,66; P<0,01) e
correlacdo positiva entre nimero de células fangicas e tempo de evolugdo da leséo
(r=0,71; P<0,01).

4.1.3 — Quantidade obtida de células fungicas nos diferentes

periodos de sacrificio

A gquantidade obtida de células fungicas, nos diferentes periodos
de sacrificio, esta expressa na tabela 4 e foi calculada pela mediana dos 4 animais
sacrificados em cada periodo de tempo. Foi observado um aumento progressivo
nos valores obtidos no decorrer do experimento, superando aquele do indculo, a

partir de quatro meses.
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Diferencas estatisticamente significativas foram observadas ao
serem comparadas as quantidades de células fungicas obtidas entre os tempos de
vinte e quatro horas, setenta e duas horas, sete dias, quinze dias, um més, quatro
meses, sete meses, dez meses, treze meses e dezesseis meses. O tempo de dezoito
meses foi estatisticamente diferente de todos os demais tempos (P<0,05). (Tabela
4)

Em todos os animais (100%) avaliados no decorrer do

experimento, foram observadas células fungicas.

4.1.4. Indice de viabilidade obtido nos diferentes periodos de

sacrificio.

O indice de viabilidade obtido nos diferentes periodos de
sacrificio estd expresso na tabela 5 e foi calculado pela mediana dos quatro
animais sacrificados em cada periodo de tempo.

N&o houve diferenca significativa entre os indices obtidos nos
diferentes periodos de sacrificio (P> 0,05) (Tabela 5).

N&do foram vistos fungos viaveis em quatro animais (9%) dos

guarenta e quatro avaliados.

4.2. - Linhagem B10.A

4.2.1. Analise histopatoldgica

A analise histopatoldgica do coxim plantar nos camundongos da
linhagem B10.A, sacrificados em diferentes periodos de tempo p.i., demonstrou a
presenca de infiltrados inflamatdrios localizados entre ou sobre os feixes de fibras
musculares, envolvendo nervos e vasos.

Apb6s vinte e quatro horas, havia um pequeno infiltrado
inflamatdrio constituido por histiocitos e muitos PMNs difusamente distribuidos,

formando agrupamentos em algumas areas onde havia necrose. Foram vistos
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poucos fungos e alguns deles estavam fagocitados por células histiocitarias
contendo um ou dois nacleos. Os linfdcitos e fibroblastos estavam presentes em
pequeno nUimero e esparsos, permeando o infiltrado. Na coloragéo pela PM, foram
vistos poucos fungos, em sua maioria mal corados e isolados.

Depois de setenta e duas horas, o infiltrado apresentava o
mesmo aspecto observado anteriormente, com células histiocitarias, contendo ou
nédo fungos em seu interior, e PMN. Na coloracdo pela PM, o aspecto dos fungos
néo havia se alterado.

A lesdo sete dias p.i. apresentou um infiltrado compacto, maior
do que aqueles ja observados, constituido basicamente por PMN e também
histiocitos distribuidos por todo o infiltrado. Entre as células histiocitarias, foram
vistas muitas células com citoplasma de aspecto rendilhado, células endoteliais,
fibroblastos e poucos linfocitos. Havia fungos circundados por dois ou trés
nacleos e também histidcitos isolados com uma Unica célula fangica em seu
interior. O nimero de fungos ainda era pequeno, muitos fungos apresentando o
aspecto de capsulas vazias. Na coloracdo pela PM, esse aspecto era mais evidente.

Apls quinze dias, o infiltrado era predominantemente
histiocitario, difuso e com éareas onde se observavam algumas células com
citoplasma de aspecto rendilhado. O nimero de PMN era menor, porém ainda
bem evidente e as células estavam espalhadas por todo o infiltrado. Foram vistos
poucos linfécitos, raros plasmécitos e uma moderada quantidade de fibroblastos
envolvendo o infiltrado. Havia fungos em pequena quantidade, alguns se
apresentavam bem corados pela PM.

Apl6s um més, observou-se a presenca de um infiltrado
moderado, constituido por células histiocitarias com ou sem fungos em seu
interior. PMN sempre em maior nimero do que os linfocitos e os fibroblastos
foram vistos em quantidades moderadas permeando o infiltrado. Em alguns
pontos foram vistas algumas células mal delimitadas, com mais de um nucleo,
sugerindo a formacdo de uma célula gigante (Figuras 13 e 14). O nimero de

fungos era pequeno e a maioria apresentava o aspecto de capsulas vazias. Na
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coloragédo pela PM, observaram-se algumas formas bem coradas e poucos fungos,
na maioria isolados (Figura 15).

Aos quatro meses, observou-se um nitido aumento no volume
do infiltrado que estava dividido em vérios blocos de tamanhos diferentes,
separados por fendas emolduradas por fibras colagenas e fibroblastos. Numerosas
células, com citoplasma de aspecto rendilhado, e células gigantes tipo corpo
estranho, com citoplasma mal delimitado e contendo fungos no seu interior, foram
vistas (Figura 16). Em alguns pontos, essas células estavam agrupadas, dando a
impressdo de estarem fundidas umas as outras. Fibroblastos, em quantidade
moderada, poucos linfocitos, mastocitos e PMN foram vistos distribuidos
difusamente pelo infiltrado. O nimero de fungos observados na leséo foi maior do
que o observado nos tempos anteriores e, na coloracdo pela PM, havia muitas
formas bem coradas, em halteres e catenuladas.

Apbs sete meses, observou-se um predominio de células
gigantes mal delimitadas e histiécitos isolados, contendo fungo em seu interior
(Figura 17). Os linfocitos foram vistos em nimero um pouco maior do que nos
tempos anteriores, porém ainda eram poucos. Foram observados, também, um
aumento no nimero de PMN, algumas areas necroéticas e um pequeno numero de
mastocitos. A quantidade de fungos foi semelhante a observada no quarto més e,
pela PM, muitos deles apresentavam formas em brotamento e também bem
coradas.

Aos dez meses p.i., o infiltrado era grande, dividido em blocos
constituidos por muitas células com citoplasma de aspecto rendilhado, histidcitos
e células gigantes mal delimitadas. Mastocitos e linfocitos estavam presentes em
pequeno numero. A quantidade de PMN era nitidamente maior, formando
pequenos abscessos em alguns pontos. O namero de fungos era grande, muitos
deles com aspecto de capsulas vazias, porém, na coloracdo pela PM, observaram-
se formas bem coradas e em processo de brotamento.

Apos treze meses, 0 aspecto do infiltrado foi semelhante, com
muitas células histiocitarias isoladas ou formando células gigantes. Numerosos

PMN estavam presentes em areas de necrose. O numero de fungos foi semelhante
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ao visto no décimo més e, na coloracdo pela PM, o aspecto dos fungos também
ndo diferiu.

ApOs dezesseis meses, a lesdo era semelhante & observada
anteriormente, com infiltrado grande, dividido em blocos, contendo em seu
interior maior quantidade de fibroblastos. O numero de células fungicas e as
caracteristicas morfoldgicas ndo diferiram das observacdes nos quatro e sete
meses.

Aos dezoito meses, o infiltrado era intenso, bastante celular,
compacto, também dividido em blocos de tamanhos variados, separados por
fendas, apresentando, na periferia, alguns fibroblastos (Figura 18). No interior de
alguns blocos, notava-se moderada quantidade de fibras colagenas e as células
com citoplasma de aspecto rendilhado eram predominantes. Células gigantes mal
delimitadas estavam presentes, sendo a maioria do tipo corpo estranho, mas havia
células com os nucleos dispostos na periferia do citoplasma, sugerindo a formacao
de células gigantes tipo Langhans (Figura 19). As células mononucleares eram
esparsas € 0s PMN, embora em pequeno ndmero, chegavam a formar
grupamentos em algumas areas. Mastocitos eram evidentes, porém em pequena
quantidade. Muitos fungos foram observados e, na coloracdo pela PM, observava-
se que o numero de ceélulas fungicas era grande, algumas mal coradas,
apresentando formas catenuladas e em halteres e algumas com aspecto de capsulas
vazias (Figura 20).

4.2.2. AlteracBes macroscopicas

N&o foram observadas alteracfes macroscopicas em nenhum dos

animais avaliados (Figura 21).
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4.2.3 — Quantidade obtida de células fungicas nos diferentes

periodos de sacrificio

A gquantidade obtida de células fangicas nos diferentes periodos
de sacrificio esta expressa na tabela 4 e foi calculada pela mediana dos 4 animais
sacrificados em cada periodo. Os valores obtidos, a partir de quatro meses, foram
superiores ao do inéculo.

Diferengas estatisticamente significativas foram observadas ao
se comparar a quantidade obtida de células fungicas entre os tempos de vinte e
quatro horas, setenta e duas horas, sete dias, quinze dias, um més, quatro meses,
sete meses, dez meses, treze meses e dezesseis meses. (P<0,05). O tempo de
dezoito meses foi estatisticamente diferente de todos os demais (P< 0,05) (Tabela
4).

Em todos os animais (100%) avaliados, no decorrer do

experimento, foram observadas células fungicas.

4.2.4 - Indice de viabilidade obtido nos diferentes periodos de

sacrificio.

O indice de viabilidade obtido nos diferentes periodos de
sacrificio estd expresso na tabela 5 e foi calculado pela mediana dos 4 animais
sacrificados em cada periodo de tempo. N&o houve diferenca estatisticamente
significativa entre os indices obtidos nos diferentes periodos de sacrificio (P>
0,05).

Ndo foram vistos fungos vidveis em dezessete (38%) dos

animais avaliados.

4.2.4.1 Numero de células fangicas e indice de viabilidade
obtidos nos diferentes periodos de sacrificio entre as linhagens BALB/c e B10.A
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Comparando-se a quantidade obtida de células fangicas nos
diferentes periodos de sacrificio entre as linhagens BALB/c e B10.A, foram
observadas diferengas estatisticamente significativas somente entre os tempos de
treze meses, dezesseis meses e dezoito meses p.i. (P<0,05) (Tabela 4).

Os indices de viabilidade apresentaram  diferencas
estatisticamente significativas entre os tempos de vinte e quatro horas, sete dias,

sete meses e dezesseis meses p.i. (P< 0,05) (Tabela 5).



Tabela 1. - NUmero de camundongos BALB/c com
lesbes macroscopicas nos diferentes
periodos de sacrificio.

Periodo de sacrificio

N° de animais (n=44)

24h 0
72h 0
7d 0
15d 0
Im 0
4m 0
m 2
10m 2
13m 3
16m 4
18m 4
TOTAL 15 (34%)

53
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5. Discussao

Estudos experimentais envolvendo animais sdo muito
importantes para se adquirir, em profundidade, conhecimentos sobre as mais
diversas doencas humanas. Embora nem sempre seja possivel reproduzir, nos
modelos animais, as mesmas condi¢fes humanas, o objetivo principal desse tipo
de estudo é proporcionar respostas a questbes especificas sobre a doenca em
estudo. De modo geral, a experimentacdo animal tem gerado importantes
informagdes relacionadas as pesquisas basica e aplicada, sendo, esta ultima, de
grande valor na medicina humana.

Os mecanismos patogénicos da tuberculose, por exemplo,
tornaram-se conhecidos a partir de observacbes do desenvolvimento da infeccéo
em animais.

Em 1960, SHEPARD iniciou uma nova era na pesquisa da
hanseniase, ao demonstrar que o Mycobacterium leprae, que ndo é cultivavel em
meios artificiais, multiplicava-se de forma limitada em coxim plantar de
camundongos imunologicamente normais. O éxito obtido por Shepard permitiu
que fossem conhecidos o tempo de multiplicagcdo do bacilo, as linhagens mais
susceptiveis a infeccdo e o fato de que o nimero de bacilos presentes no inéculo
influencia no padréo de resposta do animal (SHEPARD et al., 1967; LEVY, 1975;
KAWAGUCHI, 1972). Além desses aspectos, a padronizacdo do modelo
experimental tornou possivel a realizacdo de estudos terapéuticos a partir do
estabelecimento de uma metodologia para a inoculagdo do Mycobacterium leprae
nesses roedores (LEVY, 1987).

Na paracoccidioidomicose, os modelos experimentais utilizados
tém permitido confirmar os achados clinicos e laboratoriais dos pacientes e
também fornecer subsidios para o melhor entendimento dos mecanismos
envolvidos na depressao da resposta imune celular observada na doenga humana;
0s modelos murinos tém sido muito utilizados para estudar esses aspectos. Por

exemplo, em 1985, CALICH et al. inocularam intraperitonealmente, com P.
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brasiliensis, nove diferentes linhagens “inbred” de camundongos e verificaram
que a linhagem A/Sn era mais resistente, enquanto as linhagens B10D2/nSn,
B10.A e B10D2/0Sn eram mais susceptiveis a infec¢do. Observaram também que
essas diferencas de susceptibilidade ndo dependiam da concentracdo do inéculo e
nem do sexo dos animais.

O fungo L. loboi nédo é cultivavel em meios de cultura artificiais
e na auséncia deles, um modelo animal que pudesse reproduzir a doenga e
também servir de fonte para obtencdo de grandes quantidades de fungos, seria
altamente desejavel. A existéncia desse modelo tornaria possivel compreender
melhor os mecanismos de patogenicidade do fungo e também estudar os aspectos
microbioldgicos, imunoldgicos, bioquimicos e terapéuticos.  Estudos
experimentais, com o L. loboi, realizados em animais de laboratdrio, até ha alguns
anos, produziram resultados limitados e isolados.

Um dos mais importantes desses trabalhos foi realizado por
SAMPAIO & DIAS (1970). Os autores implantaram pequenos fragmentos da
lesdo obtida de paciente portador da doenca na bolsa jugal de hamsters. No inicio,
a infeccdo era exudativa, com area de necrose contendo muitos PMN e na
periferia da lesdo havia histiocitos e fungos eram vistos em toda a area. Apods
cento e oitenta dias de inoculagdo, a lesdo era formada por nddulos, constituidos
de histiocitos e células gigantes contendo fungos, tendo sido, esses achados
histopatoldgicos, considerados semelhantes ao que era observado na infeccgéo
humana. Esses achados, porém, ndo foram reproduzidos por outros autores.

Outro trabalho importante, também realizado por SAMPAIO et
al. (1971). Esses autores implantaram pequenos fragmentos obtidos de bidpsias de
um paciente portador de doenca de Jorge sob a regido dorsal e ventral da cloaca e
na porcdo frontal da perna de trés espécies diferentes de queldnios da regido
amazonica brasileira. As lesGes obtidas eram semelhantes a lesdo humana e
constituidas basicamente de granulomas com histidcitos contendo um ou mais
fungos. Fibroblastos e células gigantes com fungos em seu interior também

estavam presentes. A lesdo mais notavel foi observada em um animal cinco meses
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apos o implante, no qual formas incomuns do fungo foram observadas. Esses
achados também ndo foram reproduzidos por outros autores.

Em 1977, SAMPAIO & DIAS inocularam um tatu Euphractus
sexcinctus, na regido pélvica, com 0,5ml de uma suspensdo rica em fungos. Ap6s
cinco meses, 0s autores observaram a formacéo de um nédulo palpavel no local da
inoculacdo que evoluiu rapidamente em tamanho. Aos onze meses da inoculagéo,
o animal foi sacrificado e a lesdo removida. O exame histopatoldgico da lesdo
revelou a presenca de extensas areas de infiltrado granulomatoso, composto por
células gigantes com muitos fungos em seu citoplasma, circundadas por
histidcitos. Alguns linfocitos e raros plasmdcitos e eosindfilos foram vistos entre
os histidcitos. Grande quantidade de fungos foi vista, muitos deles em brotamento
ou formando cadeias de cinco ou seis células fungicas. O que chamou a atencdo
dos autores foi a presenca de areas de necrose acompanhadas de infiltracao
neutrofilica, fato que geralmente ndo se observa na doenca humana. Embora os
achados histopatoldgicos encontrados na lesdo tenham sido, em parte, diferentes
do que s@o observados no homem, eles concluiram que o tatu era mais susceptivel
ao fungo do que o homem e que esse animal poderia ser adequado para o estudo
experimental da doenca de Jorge Lobo. Apesar de os autores considerarem o tatu
um animal adequado para o estudo da doencga, mesmo utilizando apenas um unico
animal, nenhum outro trabalho experimental for realizado com essa espécie.

Analisando-se o0s trabalhos experimentais, realizados no
passado, pode-se observar que ndo existia uma metodologia padronizada para a
inoculacdo do L. loboi. A analise dos resultados sempre foi realizada com base
nos achados histopatoldgicos e, em nenhum deles, foi referida a quantidade de
células fungicas inoculadas e recuperadas ap6s o sacrificio. Técnicas que
pudessem avaliar a viabilidade dos fungos presentes nas suspensdes e as linhagens
de animais utilizadas, especialmente de camundongos, também ndo foram
mencionadas.

Em 1999, OPROMOLLA et al. estabeleceram pela primeira vez
uma metodologia de inoculagdo, a partir da contagem do numero de células

fangicas em camara de Neubauer e determinacdo do indice de viabilidade pela
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técnica do DF-BE, antes e apds inoculagdo. Utilizando camundongos Suigos, 0s
autores conseguiram bons resultados ao manter a infeccdo por um ano e seis
meses nesses animais. Um infiltrado celular, constituido essencialmente por
macrdéfagos com fungos no seu interior, foi aumentando progressivamente até o
final da experimentacdo, sem alteracbes macroscopicas dos coxins plantares
inoculados. No final do experimento, obteve-se um ndmero consideravel de
fungos, mas somente alguns deles estavam viaveis. Com esses achados, os autores
concluiram que, apesar da manutencdo da infeccdo, os camundongos Suicos ndo
poderiam ser considerados um modelo ideal para o estudo da doenca de Jorge
Lobo. Seguindo a mesma metodologia, MADEIRA et al. (2000) conseguiram
reproduzir a doenga em camundongos isogénicos da linhagem BALB/c, obtendo,
no final do experimento, uma grande quantidade de fungos, muitos deles viaveis,
e a manifestacdo clinica da doenca com formacdo de lesGes macroscopicas de
aspecto nodular nos coxins plantares inoculados.

Considerando-se os resultados diferentes obtidos entre as duas
linhagens, foi proposta a realizacdo do presente estudo, com o objetivo de
comparar a evolucédo da infeccdo entre BALB/c e outra linhagem isogénica.

Na paracoccidioidomicose experimental, foi verificado que
diferentes espécies animais exibem diferentes padrdes de susceptibilidade ao P.
brasiliensis. Esse padrdo de susceptibilidade pode variar também dentro de uma
mesma espécie de acordo com idade, sexo e linhagem do animal, bem como o
indculo, viruléncia do fungo e até mesmo a via de inoculagdo (COELHO, K.I.R.
et al., 1994). Isso é importante por que, quando todas essas variaveis sao
adequadamente controladas, os estudos experimentais permitem, entre outras
coisas, determinar a interacdo entre parasita-hospedeiro, caracteristica das lesbes
em sua fase progressiva, forma e via de disseminacdo do fungo, morfologia do
agente no tecido, o papel da imunoestimulacdo no desenvolvimento da doencga, a
susceptibilidade de diferentes 6rgdos ao ataque do fungo, bem como o papel das
células inflamat6rias na modulacdo da resposta imune e curso da doenga. Em
1995, SINGER-VERMES et al. obtiveram diferentes padrbes de sensibilidade a
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infeccdo pelo P. brasiliensis, sendo a linhagem B10.A considerada sensivel e a
BALB/c intermediéria.

Estudos realizados para avaliar a resisténcia natural de
camundongos isogénicos aos fungos Histoplasma capsulatum, Blastomyces
dermatitidis, Coccidioides immitis e Cryptococcus neoformans demonstraram que
a susceptibilidade ndo estava relacionada ao complexo de histocompatibilidade
(H-2) e que ndo existia um padrdo genético que pudesse conferir resisténcia a
todas as infecgdes fungicas (CHICK & ROBERTS, 1979; MOROZUMI et al.,
1981b; KIRKLAND & FIERER, 1983; RHODES et al., 1980).

5.1 Analise histopatoldgica

A fase inicial do processo infeccioso (vinte e quatro e setenta e
duas horas) observada neste estudo com as duas linhagens, a exemplo do que
acontece em outras doengas infecciosas granulomatosas, caracterizou-se pela
presenca de uma reacdo inflamatoria aguda, rica em PMN, com células
histiocitarias isoladas ou contendo fungos em seu interior e poucos linfdcitos
difusamente espalhados pelo infiltrado. Em alguns pontos do infiltrado foram
vistas areas de necrose. Essas areas necréticas podem ser decorrentes da acdo de
enzimas produzidas pelos PMN para lisar os organismos fagocitados e que,
quando ativados ou desintegrados, liberam essas enzimas no intersticio, agredindo
os tecidos inflamados; ou a necrose tissular, devida a inoculacdo, estimularia a
migracdo dos PMN que, mediante suas enzimas, aumentariam a destruicdo
celular, estimulando a vinda de outros PMNs. De acordo com FECCHIO &
MONTENEGRO (1999), no processo de inflamagcdo aguda, a migragdo das
células da luz do vaso ao foco inflamatorio ndo se faz aleatoriamente; os PMNs
sdo as células dominantes nas primeiras vinte e quatro a quarenta e oito horas apos
a agressao; a seguir, comegam a migrar mondcitos do sangue que, ativados nos
tecidos, recebem a denominacdo de macrofagos; seguem-se os eosindfilos e as

células imunologicamente ativas como os linfécitos. O nimero observado de
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fungos era pequeno e muitos estavam isolados, ou seja, ndo exibiam formas em
brotamento, caracteristicas do processo de reproducao.

Ap0s sete dias, notou-se um aumento no tamanho dos infiltrados
que eram constituidos basicamente por histiocitos. Entre as células histiocitarias,
muitas apresentavam citoplasma de aspecto rendilhado. Essas células, que séo
observadas nas lesdes humanas, segundo alguns autores, seriam “células
xantomizadas”, porem, OPROMOLLA et al. (2000), utilizando a coloragdo pelo
suddo Ill, verificaram que os lipideos evidenciados nos cortes histoldgicos
pareciam ser de origem fangica. O aspecto rendilhado, ao que parece, esta
relacionado a fragmentos dos fungos digeridos por essas células.

Ap0s quinze dias e um més, a constitui¢do celular dos infiltrados
foi praticamente a mesma entre as linhagens, a excecdo da presenca de raros
plasmacitos observados na linhagem B10.A., sugerindo a participacdo da resposta
imune humoral com producdo de anticorpos. Linfocitos, fibroblastos e PMN
estavam presentes em pequeno numero, espalhados pelo infiltrado.

No quarto més, ocorreu um nitido aumento no tamanho dos
infiltrados, que se apresentavam divididos em blocos de tamanhos variados,
constituidos por histiécitos, PMN e linfocitos. O nimero de células fungicas foi
nitidamente maior, em concordancia com o que foi obtido na contagem realizada a
partir da suspensdo. As formas em brotamento foram frequentes, sugerindo que os
fungos estavam se multiplicando de fato. Na linhagem BALB/c, mastécitos foram
vistos em numero ndo muito grande, mas que chamaram atencdo. A ligacdo
cruzada dos receptores, causada pela interacdo do antigeno com anticorpos
especificos da classe IgE a receptores especiais na superficie dos mastécitos, da
origem a liberacdo de mediadores que induzem um aumento na permeabilidade
vascular, atraindo os PMN, isto €, provocam uma reagdo inflamatoria aguda no
local onde se encontra 0 antigeno. Nesta fase, porém, ndo se notou aumento de
PMN e ndo se consegue explicar a presenca dessas células.

No sétimo més, o infiltrado foi maior, constituido basicamente
por células gigantes. Na linhagem BALB/c, havia uma pequena quantidade de

linfdcitos, plasmdcitos, PMN, fibroblastos, histiocitos de citoplasma com aspecto
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rendilhado e grande quantidade de fungos. Na linhagem B10.A, o numero de
linfocitos e PMN era um pouco maior, com algumas areas necroticas e pequeno
namero de mastocitos. O aumento no numero de linfocitos observado na linhagem
B10.A sugere uma maior resposta do sistema imune na tentativa de controlar o
processo infeccioso, embora a quantidade de fungos tenha sido maior do que no
quarto més. O numero de PMN, nesta fase, pode ter aumentado em funcdo da
liberacdo de mediadores produzidos pelos mastdcitos que induzem um aumento
na permeabilidade vascular atraindo aquelas células para o local da infec¢éo.

Aos dez meses, em ambas as linhagens, o infiltrado observado
foi maior, assim como a quantidade de fungos. Na linhagem B10.A, 0 nimero de
PMN havia aumentado, chegando a formar abscessos em algumas areas.

Apobs treze meses, no infiltrado apresentado pela linhagem
BALB/c, houve predominio de células gigantes e grande nimero de fungos. Na
linhagem B10.A, as células histiocitarias, isoladas ou formando células gigantes,
foram vistas com maior freqiiéncia e o nimero de fungos era grande. E relevante o
grande nimero de PMN em &reas de necrose.

Aos dezesseis meses, 0 aspecto do infiltrado continuava o
mesmo, a excecdo do numero de fungos que foi sempre maior na linhagem
BALB/c.

No final do experimento, dezoito meses p.i., a linhagem
BALB/c apresentou um extenso infiltrado granulomatoso, dividido em blocos,
bem delimitado, septado por feixes de fibroblastos com predominio de células
gigantes com muitos fungos em seu interior. Esparsos plasmacitos, linfdcitos e
fibroblastos em quantidade moderada permeavam o infiltrado. Destaca-se a
presenca de reas de necrose e 0 aumento no nimero de PMN. Provavelmente, a
necrose nos infiltrados, que atuaria como fator de estimulo a migragcdo dos PMN,
pode ser devida a destruicdo de células gigantes. Observam-se, com freqiiéncia,
células gigantes enormes, contendo em seu interior um enorme ndmero de fungos
com aspecto de cépsulas vazias, sugerindo que estas células estdo prestes a se
romper. Nessa fase final da infeccdo, essa poderia ser uma causa da necrose. Na

linhagem B10.A, houve predominio de células histiocitarias com citoplasma de
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aspecto rendilhado. Células gigantes mal delimitadas estavam presentes, sendo a
maioria de corpo estranho. Células mononucleares foram esparsas, PMN e
mastocitos foram vistos, mas ndo em grande quantidade. O nimero de fungos foi

grande, porém nitidamente menor do que o observado na linhagem BALBI/c.

5.2 Numero obtido de células fungicas nos diferentes periodos
de sacrificio

O numero obtido de células fungicas nos diferentes periodos de
sacrificio entre as linhagens BALB/c e B10.A foi expresso pela mediana. Todos
os animais foram inoculados intradermicamente com indculo proveniente de uma
mesma suspensdo fungica. A contagem foi realizada com o objetivo de se
verificarem possiveis diferencas entre o nimero de fungos inoculados e o obtidos
apos os diferentes periodos de sacrificio.

Na linhagem BALBI/c, observou-se um aumento progressivo no
namero de células fangicas, sugerindo um processo de constante multiplicacdo. A
partir de quatro meses p.i., verificou-se que os valores obtidos eram superiores ao
inoculado, atingindo o méaximo de 1,3 x 10" fungos/ml em um animal sacrificado
aos dezoito meses. Analisando-se a evolucdo dos resultados no decorrer do
experimento, entre os tempos de vinte e quatro horas até sete meses, nao foram
observadas diferencas estatisticamente significativas em relacdo ao nimero de
células fangicas obtidas. Porém, quando foram comparados esses resultados com
os obtidos nos demais tempos (dez a dezoito meses), observaram-se diferencas
estatisticas significativas.

Com relagdo as primeiras alteragdes macroscépicas foram
verificadas a partir de sete meses e, provavelmente, elas estejam relacionadas ao
aumento significativo no numero obtido de células fingicas que ocorreu a partir
desse tempo. Dos quarenta e quatro animais avaliados, quinze desenvolveram
lesdo macroscdpica. Embora os animais sejam isogénicos e tenham recebido
indculo proveniente de uma mesma suspensao fangica, o tempo de aparecimento
das lesbes variou de sete meses a dezessete meses apos a inoculagdo. Quando se

realizou a contagem do numero de fungos presentes na suspensdo obtida da lesdo
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do paciente, observou-se que muitos se apresentavam na forma de brotamento,
formando cadeias com até cinco fungos, porém apenas 45% das células estavam
viaveis. Essa tendéncia de os fungos formarem grupamentos pode ter causado
uma distribuicdo heterogénea deles na suspensdo e, como consequéncia, nem
todos animais teriam recebido exatamente o mesmo numero de células fangicas
viaveis. Outro fator pode ter sido a homogeneizagdo inadequada da suspensao no
momento da inoculacdo. Esses fatores poderiam explicar as variagcdes ocorridas no
tempo de aparecimento das lesGes.

A andlise de associacédo entre o indice de viabilidade e nimero
obtido de células fungicas dos animais com lesdo macroscopica ndo revelou
correlagdo entre essas duas variaveis. Ao correlacionar o nimero de células
fangicas com o tempo de evolugcdo da lesdo obteve-se correlagdo positiva,
indicando que, quanto maior o tempo de evolucdo da lesdo, maior € o nimero de
fungos. Possivelmente, a eliminacdo dos fungos mortos ocorra lentamente,
fazendo com que haja uma mistura com 0s que ainda estdo vivos e se
reproduzindo. Por isso, como o numero de células fungicas é grande e, a medida
que esse numero cresce, as lesdes também aumentam de tamanho e o indice de
viabilidade ficaria diluido entre o nimero de fungos vivos e mortos.

Os resultados da analise de correlacdo entre essas variaveis
poderdo ser de grande importancia, por exemplo, em estudos de tentativa de
cultivo do fungo em meios artificiais ou em passagem para outros animais.

Na linhagem B10.A, também foi verificado um aumento no
namero de células fungicas. Os resultados mostraram, porém, que esses valores
foram menores que os obtidos na linhagem BALB/c. A partir do quarto més p.i.,
esse valor foi maior do que o inoculado, atingindo o méximo de 3,4 x 10°
fungos/ml apds treze meses de inoculagéo.

Ao analisar a evolucdo desses valores no decorrer do
experimento, verifica-se que, entre os tempos de vinte e quatro horas e um més,
ndo ocorreram diferengas significativas, porém ao serem comparados esses
mesmos periodos com os demais, observam-se diferencas estatisticamente

significativas.
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Analisando-se e comparando-se a variavel numero de fungos
entre as duas linhagens em estudo, foram verificadas diferencas significativas
somente a partir de treze meses. E provavel que a linhagem B10.A seja mais
competente para conter o processo infeccioso, pois, a0 mesmo tempo em que as
células fungicas estariam se reproduzindo elas seriam destruidas continuamente
pelas células macrofagicas. Apesar de que a eliminacdo dos fungos mortos seja
lenta, as células vidveis poderiam manter o processo infeccioso ativo.

A contagem dos fungos é importante ndo apenas para se ter uma
idéia do nimero de células fangicas, como também para estimar uma possivel
multiplicacdo do microrganismo. Na paracoccidioidomicose (CALICH et al.,
1985; CALICH et al., 1987; SINGER-VERMES, et al., 1995; XIDIEH et al.,
1999) e hanseniase experimentais (LEVY, 1986), o procedimento de contagem do
organismo infectante é importante, entre outros fatores, para o desenvolvimento

da infeccdo, ajuste da dose minima infectiva e multiplicacdo do parasita.

5.3 indice de viabilidade obtido nos diferentes periodos de

sacrificio

O indice de viabilidade foi calculado com o objetivo de se
estimar a porcentagem de ceélulas vivas obtidas nos diferentes periodos de
sacrificio. Os indices/grupo foram calculados pela mediana.

Na linhagem BALBI/c, foram vistas células viaveis em todos 0s
periodos de sacrificio, porém ndo ocorreram diferencas estatisticas significativas
entre esses valores no decorrer do experimento. Entre as variaveis indice de
viabilidade e tempo de evolucdo da lesdo, verificou-se correlagdo negativa,
indicando que, quanto maior o tempo de evolucao da lesdo, menor é o indice de
viabilidade.

Na linhagem B10.A, ndo foram vistas células viaveis em
nenhum dos quatro animais sacrificados sete meses p.i. e também ndo foi

verificada diferenca estatistica entre os valores no decorrer do experimento.
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Quando foram comparados os indices entre as linhagens,
observaram-se diferencas estatisticas somente nos tempos de 24h, 7d, 7m e 16m
p.i.

A determinacdo do indice de viabilidade de microrganismos é
importante nas tentativas de reproducdo experimental das doencas infecciosas.
Vérios méetodos podem ser empregados, porém a coloracédo vital com DF-BE € um
dos mais comumente utilizados. Em 1978, CALICH et al. utilizaram esse método
para deteccdo da viabilidade de células fangicas leveduriformes como Candida
sp., Cryptococcus neoformans e P. brasiliensis. A comparacdo desses resultados
com os da técnica de contagem de colbnias em placa possibilitou aos
pesquisadores supra a sugerirem 0 emprego dessa técnica por sua rapidez,
sensibilidade e simplicidade.

VILANI-MORENO et al. (1997) realizaram varios testes com 0s
corantes azul-algoddo, azul-tripan, verde-janus e DF-BE, com o objetivo de
determinar qual a melhor técnica a ser utilizada na deteccdo da viabilidade do L.
loboi. No estudo, os autores verificaram que a técnica com DF-BE demonstrou ser
mais sensivel, quando comparada as demais colora¢cfes, uma vez que nem sempre
foi possivel fazer, com seguranca, a distincdo entre os fungos viadveis e nao
viaveis. Estudo comparativo entre testes de viabilidade do L. loboi com corantes e
o crescimento de col6nias em placa ndo € possivel, uma vez que esse fungo ainda
ndo foi cultivado em meios artificiais. Hoje, porém, com a grande susceptibilidade
da linhagem BALB/c ao L. loboi, comparacGes de viabilidade ja& podem se
realizadas.

A viabilidade esta de acordo com o aspecto morfol6égico do
fungo nos tecidos parasitados. Nos cortes histoldgicos corados pelo HE, observa-
se grande quantidade de células fungicas que ndo apresentam nenhuma estrutura
no seu interior, parecendo capsulas vazias. Provavelmente esse aspecto
corresponda a células inviaveis. As demais células apresentam formacoes
arredondadas, unicas ou multiplas, violaceas ou eosindfilas, ocupando a maior
parte do hialoplasma (VILANI-MORENO et al., 1997). Em 1938, FIALHO ja

havia observado essas diferencas na morfologia do fungo.
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5.4 Considerac0es finais

Os achados histopatolégicos, nimero de células fungicas e o
indice de viabilidade obtidos nos diferentes periodos de sacrificio foram variaveis
entre as linhagens, sugerindo diferencas de susceptibilidade a infeccdo pelo L.
loboi. Essas diferencas provavelmente sejam decorrentes de diferengas
genotipicas entre as linhagens estudadas. A linhagem BALB/c demonstrou ser
mais susceptivel a infeccdo do que a B10.A sugerindo, a exemplo do que ocorre
na paracoccidioidomicose, a existéncia de fatores genéticos que determine o
padrdo de resisténcia. No entanto, haveria necessidade de se estudarem outros
fatores como imunidade celular e humoral, concentracdo do in6culo, sexo, idade,
via de inoculacdo, para se soubessem quais variaveis sdo determinantes nas
diferencas de susceptibilidade.

A passagem sucessiva do fungo para outros camundongos, com
0 objetivo de se verificarem alteracdes no comportamento da infeccdo, também,

seria de grande importancia para o estudo do aspecto experimental da doenca.
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6. Conclusdes

A analise dos resultados permitiu elaborar as seguintes

conclusoes:

1 - Do de ponto de vista histopatol6gico, observou-se que a
evolucéo das alteracdes foi semelhante nas duas linhagens, sendo mais exuberante
no BALB/c. No final do experimento, verificou-se que no grupo de B10.A
predominaram histiécitos com citoplasma rendilhado, enquanto que, no grupo de
BALBI/c, as células gigantes eram predominantes.

2 - O namero obtido de células fungicas no final do experimento
foi maior na linhagem BALBI/c.

3 - O indice de viabilidade ndo foi superior ao inoculado em
nenhum dos animais avaliados. Na linhagem BALB/c, os indices foram, de
maneira geral, maiores do que os obtidos no grupo de B10.A.

4 - Somente a linhagem BALB/c apresentou alteragdes
macroscopicas nos coxins plantares inoculados.

5 - Entre os animais com alteragcdes macroscopicas, verificou-se
correlacdo positiva entre numero de fungos e o tempo de evolucdo da lesdo
macroscopica e correlacdo negativa entre indice de viabilidade e tempo de

evolucdo da lesdo macroscépica.

Considerando-se as diferengcas observadas entre as duas
linhagens estudadas, pode-se afirmar que os camundongos da linhagem BALB/c
sdo mais susceptiveis a infec¢do pelo fungo Lacazia loboi do que os da linhagem
B10.A.
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8. Abstract

The objectives of the present study were to evaluate the
susceptibility of the inbred mice strains BALB/c and B10.A to the infection by the
fungus Lacazia loboi (L. loboi) studying the histopathological aspects of lesions
produced, number of fungi and viability index at each time of sacrifice, and also
verify if the pattern of response among the isogenic strains is homogeneous,
allowing a correlation of the results.

Both hind foot pads of 44 BALB/c and 44 B10.A mice were
intradermically inoculated with 0,03 ml of a fungal suspension. The fungal
suspension was obtained from a single lesion fragment of a Jorge Lobo’s disease
patient. The biopsy was macerated in 0.85% saline and the suspension was
immediately submitted to viability determination through the ethidium bromide-
fluorescein diacetate vital staining. The fungal concentration was estimated in
Neubauer chamber and the results expressed in absolute numbers. The suspension
contained 9x10° fungi/ml (2,7 x 10* fungos/0,03ml) and 45% of viable fungi. The
animals were sacrificed at 24 and 72 hours, 7 and 15 days, 1, 4, 7, 10, 13, 16 and
18 months after inoculation. Both foot pads were excised, being one submitted to
histopathological examination and the other macerated for fungal counting and
viability index determination.

The BALB/c strain presented an extensive granulomatous
infiltrate, very similar to the observed in human lesions, that evolved
progressively at the different periods of sacrifice. The number of fungi recovered
also increased progressively throughout the experiment and after the 7" month,
macroscopic changes were observed on the foot pad of 2 animals. At the end of
the experimental period 34% of the animals presented macroscopic changes. The
viability indexes varied from 0 to 43%.

The B10.A strain has also presented an extensive granulomatous

infiltrate, however, no macroscopic changes were observed in any of the animals.
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There was a discrete increase of the number of fungi recovered, remaining close
to the inoculated. The viability indexes were lower, varying from 0 to 26%.

Considering the histopathological findings, the presence of
macroscopic changes, and the great amount of fungi recovered, we may conclude
that the BALB/c strain is more susceptible than the B10.A strain to the infection
by fungus L. loboi.
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