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RESUMO

Faria, Renata Osorio. Avaliagao da terapia com 3 (1-3) glucana associada
ao fluconazol na criptococose experimental.
Orientador: Jodo Roberto Braga de Mello

A Criptococose é uma enfermidade micotica sistémica, subaguda ou cronica,
gue acomete a cavidade nasal, tecidos paranasais e pulmdes do homem,
animais domésticos e silvestres, podendo disseminar-se para 0 sistema
nervoso central, olhos, pele e outros 6érgdos. Considerando as dificuldades
terapéuticas no tratamento da micose em pequenos animais, incluindo
toxicidade, desenvolvimento de resisténcia aos antifingicos tradicionalmente
utilizados e longos periodos de tratamento da enfermidade, o estudo objetivou
avaliar a eficacia do imunomodulador B (1-3) glucana isoladamente e em
associacdo ao fluconazol no tratamento da criptococose experimental. Foram
utilizados 100 camundongos (Mus musculus), cepa UFPel, albinos, os quais
foram divididos em cinco grupos de 20 animais. O tratamento dos animais com
criptococose experimental foi iniciado sete dias apds a inoculacdo. O grupo
Controle (G1) foi tratado com 0,1 ml de agua destilada estéril, o grupo
Fluconazol (G2) com 5 mg/kg de fluconazol, o grupo Fluconazol associado a 13
(1-3) glucana (G3) com 5 mg/kg de fluconazol associado a 0,5 mg de 3 (1-3)
glucana, o grupo Glucana dose | (G4) com 0,5 mg de 3 (1-3) glucana e o grupo
Glucana dose Il (G5) recebeu 0,25 mg de R (1-3) glucana. Apos
acompanhamento clinico durante as seis semanas de tratamento os animais
foram eutanasiados e necropsiados para avaliacdo anatomopatolégica dos
orgaos, guantificacdo das unidades formadoras de coldnias fungicas (UFCs),
retroisolamento e avaliacdo histopatolégica. Nas avaliacbes clinicas o G3 foi
sempre superior ao G1 e G2, sendo que na ultima avaliacao clinica individual,
0s animais pertencentes ao G3 ndo apresentavam nenhum sintoma clinico. O
G2 teve um menor numero de 6rgaos afetados e de alteracdes macroscoépicas,
seguido pelo G3, sendo que no primeiro ndo foram observadas lesbées em
orgaos-alvo, como pulméo e cérebro. O grupo com maior nimero de lesbes e
orgaos afetados foi o0 G1. Nos parametros retroisolamento e UFCs, o G3 foi
superior aos outros tratamentos, seguido pelo G2, sendo que o pior grupo, ou
seja, aquele que teve um maior nimero de isolamentos e maior quantificacéo
de UFCs foi o G1. Conforme os resultados obtidos os tratamentos G2 e G3
foram os mais eficazes para a remissdo da criptococose experimental, no
entanto, G3 apresentou uma superioridade na maioria dos parametros
avaliados. Portanto, de acordo com os resultados obtidos, a associagdo de
fluconazol ao imunomodulador B (1-3) glucana pode ser uma alternativa
benéfica em consideravel quantidade de pacientes com criptococose.

Palavras-Chave: Criptococose, Fluconazol, 3 (1-3) glucana, imunomodulador,
Crytococcus neoformans.



ABSTRACT

FARIA, Renata Osério. Evaluation of 3 (1-3) glucan therapy associated
with fluconazole in experimental cryptococcosis

Advisor: Jodo Roberto Braga de Mello

Cryptococcosis is a systematic sub acute or chronic mycotic condition that
affects the nasal cavity, paranasal tissues and the lungs of humans, as well as
domestic and wild animals, which can spread to the central nervous system,
skin, and other organs. Considering the therapeutic difficulties in treating this
mycosis in small animals, which include toxicity, resistance towards traditionally
used antifungals, and the extended treatment of this condition, this study aimed
to evaluate the 3 (1-3) glucan immunomodulator efficacy when used both alone
and in association with fluconazole in the treatment of experimental cryptoco-
ccosis. One Hundred albino UFPel strain mice (Mus musculus), divided into five
groups of 20 animals each, were used. The treatment of these animals with
experimental cryptococcosis was started seven days following inoculation. The
control group (G1l) was treated with 0,1 ml sterile distilled water. The
fluconazole group (G2) was treated with 5 mg/kg fluconazole; the fluconazole
associated with 3 glucan (1-3) group (G3) was treated with 5 mg/kg fluconazole
associated with 0,5 mg R (1-3) glucan ; the group glucan dose | (G4) was
treated with 0,5 mg R (1-3) glucan, and the group glucan dose Il (G5) was
administered 0,25 mg [ (1-3) glucan. After the six-week treatment clinical
follow-up, the aimals were euthanized and necropsied for anatomopathological
evaluation of organs, quantification of fungal colony-forming units (FCUS), retro
isolation and histopathological evaluation. In clinical evaluations, G3 was
always superior to G1 and G2, and in the last individual clinical evaluation, G3
animals did not show any clinical symptoms. G2 had a smaller number of
affected organs and microscopic alterations, followed by G3. In G2, target organ
lesions, such as those in the lungs and brain, were not found. Considering retro
isolation and FCU parameters, G3 was superior to other treatments, followed by
G2; the worst group, that is, the one with the highest isolation occurrence and
greatest FCU quantification, was G1. According to the results obtained,
treatments G2 and G3 were the most efficient in experimental cryptococcosis
remission; however, G3 was superior in most parameters evaluated. Therefore,
according to the results obtained, the association of fluconazole with the 3 (1-3)
glucan immunomodulator can be a beneficial alternative to a considerable
number of cryptococcosis-bearing patients.

Key-Words: cryptococcosis, fluconazole, 3 (1-3) glucan, immunomodulator,
Crytococcus neoformans
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1. INTRODUCAO

A Criptococose é uma enfermidade micoética sistémica, subaguda ou
cronica, que acomete a cavidade nasal, tecidos paranasais e pulmdes do
homem, animais domésticos e silvestres, podendo disseminar-se para o
sistema nervoso central (SNC), olhos, pele e outros 6rgaos. O estabelecimento
e a disseminacédo da infeccdo sédo altamente dependentes da imunidade do
hospedeiro, os imunocomprometidos sdo mais afetados, embora a doenca
também ocorra em individuos higidos (LACAZ et al., 2002).

Dentre as micoses sistémicas, a criptococose se destaca pela
dificuldade no tratamento, gravidade e alta mortalidade em animais e humanos
com envolvimento do sistema nervoso central. Essa enfermidade vem
assumindo papel relevante por ser considerada uma das micoses mais comuns
nos pacientes com Sindrome da Imunodeficiéncia Humana Adquirida (SIDA).
Em Medicina Veterinaria, é reconhecida como a micose sistémica de maior
ocorréncia na clinica de felinos, tornando-se mais grave em animais que estao
sendo submetidos a quimioterapia, tratamento prolongado com corticosteréides
e enfermidades imunodepressivas, como a leucemia felina (FelV) e a sindrome
da imunodeficiéncia felina (FIV) (CORREA, 1994; LACAZ et al., 2002;

TABOADA, 2004).

Pelo fato dessa infeccdo fungica acometer principalmente pacientes
imunossuprimidos, nem sempre é obtido um bom resultado terapéutico, o que
agrava o prognostico, aumentando indices de mortalidade (MUNOZ et al.,
1997). Além da baixa imunidade dos hospedeiros, que segundo PAPPALARDO
& MELHEM (2003), € uma das principais causas do fracasso do tratamento
contra a criptococose, ha ainda a resisténcia intrinseca e desenvolvimento de

mecanismos de resisténcia especificos dos microrganismos.

Mesmo com o crescimento da pesquisa na area da terapéutica
antifangica, algumas cepas sao refratarias aos farmacos utilizados, ou exigem
um longo tempo de tratamento para serem eliminadas, tornando o tratamento

economicamente inviavel e aumentando a probabilidade de oocorréncia de
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efeitos adversos. Varios autores tém relatado casos de criptococose em
animais cujos tratamentos tiveram que ser mantidos por varios meses. Larsson
et al. (2003) trataram um cdo com criptococose por mais de nove meses,
utilizando itraconazol. Tiches et al. (1998), Kerwin et al. (1998) e O'Toole et al.
(2003), relataram casos de cées tratados com fluconazol por um ano, cinco e
sete meses, respectivamente, sendo o Ultimo refratario ao tratamento. Em
felinos, relatos de casos citam tratamentos de seis e sete meses com
cetoconazol (PINTO FILHO et al., 2004; JULIANO et al., 2006). Malik et al.
(2004), descreve varios casos da doenca com periodos longos de terapia e
casos refratarios em gatos. Em estudo retrospectivo, realizado por O’Brien et
al. (2006), 34% dos felinos e 45% dos caninos nao responderam a diferentes
antifingicos e o tempo de tratamento variou de um a oito meses para o

fluconazol e trés a 24 meses para o itraconazol.

Em vista da realidade apresentada e na tentativa de melhorar a resposta
imune do hospedeiro, conseguir um protocolo terapéutico mais eficaz para
casos refratarios e reduzir o periodo de tratamento da criptococose, o estudo
teve como objetivo incluir a -Glucana como um adjuvante de imunidade

associado ao fluconazol no tratamento da criptococose experimental sistémica.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Criptococose

A criptococose é uma enfermidade micética sistémica, caudada pelo
fungo leveduriforme, sendo descrita em diferentes espécies. Em humanos a
doenca esta relacionada com individuos com Sindrome da Imunodeficiéncia
Adquirida (SIDA), transplantados, casos de diabete, cancer e tratamento
prolongado com corticosteroides. Em medicina veterinaria a infeccdo €
agravada por pelo uso indiscriminado de corticosterdides e doengas como
leucemia felina (FeLV) e imunodeficiéncia felina (FIV) (LACAZ et al., 2002;
TABOADA, 2004).

O C. neoformans é capaz de parasitar inUmeras espécies, das quais
foram descritos casos em cées, gatos, cavalos, bovinos, raposa, on¢a, macaco,
porco-da-Guiné, furdo, gazela, cabra, coala, golfinho, pombo, cobra, guepardo,
alpaca, musaranho, toninhas e cangurus (LARSSON, 2000; CFSPH, 2005). As
aves, principalmente os pombos, devido sua elevada temperatura corporal
(42°C), ndo permitem o crescimento do C. neoformans, sendo a espécie muito
resistente a infec¢cdo. A maioria dos animais de laboratério € suscetivel a
criptococose (CORREA, 1994).

O primeiro caso de criptococose em pequenos animais foi descrito por
Holzworth em 1952 em um gato doméstico, sendo considerada até os dias de
hoje a micose sistémica mais comum dentre as que acometem felinos
(GROGAN & HART, 1997, LARSSON, et al., 2003), enquanto a criptococose
canina ocorre em menor freqiéncia. Apesar de ser uma doenca ainda pouco
diagnosticada em pequenos animais, 0 numero de relatos vem sendo
crescente ano apés ano (WOLF & TROY, 1997; HONSHO et al.,, 2003;
LARSSON et al., 2003; THOMSON et al., 2006).

A inalacdo de basidiésporos ou formas dessecadas da levedura parece
ser a rota primaria para a infec¢éo, mas ja foram descritos casos de inoculagéo
cutanea direta e infeccéo oral (BAES & VAN CUTSEM, 1985; CORREA, 1994;
RUIZ DE GOPEGUI et al., 2002). As formas maiores da levedura apds serem
inaladas pelos animais serdo retidas no trato respiratério superior (cavidade

nasal e nasofaringe), podendo causar uma rinite micotica. As formas menores
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poderdo ser inaladas até o trato respiratério inferior, podendo resultar em
doenca pulmonar, com formacao de granulomas. A disseminacao da infeccédo a
partir do trato respiratério ocorre pela invaséo local e pelas vias hematogenas
ou linfaticas (CORREA, 1994; WOLF & TROY, 1997; QUINN et al., 1997;
TABOADA, 2004). Os principais 6rgaos-alvo incluem: trato respiratério, tecido
ocular, pele e sistema nervoso central (SNC) (MASON et al.,1989; TABOADA,
2004). Ainda foram detectadas les6es em 6érgaos como baco, rins, tiredide,
paratiredide, medula espinhal, nervo ciatico, figado, 0ssos e no sistema
gastrointestinal (GROGAN & HART, 1997; CASADEVALL & PERFECT, 1998;
HONSHO et al., 2003; LARSSON et al., 2003; THOMSON et al., 2006).

Os sinais clinicos da criptococose em peguenos animais, geralmente,
estdo mais relacionados com trato respiratério superior, onde na maioria das
vezes, podem-se evidenciar lesbes granulomatosas, lesdes ulcerativas ou
massas proliferativas de tecido mole no interior da cavidade nasal que podem
exteriorizar-se pelas narinas, e causar deformacédo nos ossos da face, além de
espirros e secrecdo nasal. A extensao local da lesdo desde a cavidade nasal e
através dos linfonodos podera causar linfadenopatia regional. Lesdes cutaneas
podem ocorrer na forma de nddulos isolados ou multiplos de rapido
crescimento, podendo ulcerar e exsudar material viscoso e seroso. Varias
lesGes cutaneas frequentemente sao decorrentes de criptococose disseminada.
A disseminacdo hematdgena pode resultar em claudicacdo secundaria a
osteomielite, insuficiéncia renal secundaria e linfadenopatia generalizada. Nos
olhos os sinais sdo coriorretinite granulomatosa, neurite optica, podendo ser
evidenciada hemorragia ou cicatriz na retina ao exame de fundo de olho. No
cérebro geralmente a invasdo do microrganismo ocorre através da placa
cribiforme, provocando ataxia, paresia, convulsdes, andar em circulo,
alteracbes comportamentais e cegueira (WOLF & TROY, 1997; MALIK, 2003;
TABOADA, 2004).

Ndo ha relatos da transmissdo direta da criptococose intra e
interespécies, pois o agente ndo sofre aerolizacdo a partir de tecidos ou
secre¢bes contaminadas, porém, ndo esta excluida a possibilidade de um
animal infectado constituir um risco para a saude publica, principalmente para
pessoas imunossuprimidas, portanto animais doentes devem ser manipulados
com cautela (CORREA, 1994; LARSSON, 2000).
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O diagnéstico presuntivo da criptococose baseia-se em dados
epidemiolégicos, sinais clinicos e patolégicos. O diagnéstico definitivo é
realizado através da demonstracdo da levedura no material clinico, através de
exame direto com tinta da China, isolamento do agente em meio de cultura
seguido por provas bioquimicas de identificacdo, exame histopatolégico, e a
pesquisa de antigenos circulantes (SIDRIM & ROCHA, 2004).

Como diagnéstico auxiliar, em animais que morrem ou Sao
eutanasiados, pode-se analisar as caracteristicas anatomopatologicas. A rinite
granulomatosa é normalmente evidente, e em alguns casos 0s pulmdes sao
também afetados. Nos casos de criptococose cerebral, os achados consistem
em meningoencefalite priméria ou granulomas cerebrais, e 0 espago sub-
aracnodide pode estar distendido com exsudato aderente de aspecto mucéide.
As meninges e ocasionalmente os pulmdes podem apresentar espacos
cisticos. Neurite oOptica € um achado comum em gatos com criptococose
cerebral, e em alguns animais os bulbos olfatérios sdo substituidos por uma
massa gelatinosa de células da levedura. Foram achados de necropsia,
granulomas renais em alguns casos com doenca disseminada, assim como
lesBes no bago, glandula supra-renal, glandula tirdide e figado (GOMPERTZ et
al., 1991; LACAZ et al., 2002; MALIK, 2003).

Na histopatologia aparecem células de parede fina de tamanho variado
com um espaco circular claro, frequentemente mal delineado. Esses espagos
representam a capsula polissacaridica que ndo se cora pela hematoxilina-
eosina, conferindo assim o aspecto caracteristico de “bolhas de sab&o”. Com a
coloragcdo Mucicarmim de Mayer, a parede e capsula da célula aparecem
vermelhas. A capsula pode aparecer com a forma de um espinho em volta da
parede celular, possivelmente como um fendmeno de encolhimento. As células
estdo livres nos tecidos, no interior de macréfagos ou em células gigantes
(FREY et al., 1995; LACAZ et al., 2002). Leveduras em brotamentos com base
estreita sdo vistos nas lesdes de criptococose (CHO et al., 1986; PEARSON et
al., 1983).



18

2.2. Cryptococcus neoformans

O Cryptococcus neoformans, agente da criptococose, € um fungo
leveduriforme e ubiquo (LACAZ et al., 2002), que, segundo dados histéricos, foi
isolado pela primeira vez em 1894, no Instituto de Higiene da Universidade de
Caligari (Sardenha). Em 1895 Sanfelice denominou-o de Saccharomyces
neoformans, passando para o género Cryptococcus em 1901, (KWON-CHUNG
& BENNET, 1992). Em 1905 foi reconhecido como agente de meningite em
humanos, sendo a levedura renomeada como Torula histolytica, denominando
a doenca de torulose. Em 1949, Evans encontrou diferengas soroldgicas entre
cepas, identificando trés sorotipos, A, B e C, entre os isolados obtidos de
pacientes com criptococose. Vinte anos mais tarde, o quarto sorotipo, D, foi
identificado em um isolado de Vogel e confirmado, por Wilson et al. em 1968.
Em 1950, Benham propds o nome de criptococose no lugar de torulose e que
C. neoformans seria a nomenclatura conservada (KWON-CHUNG & BENNET,
1992).

O género Cryptococcus pertence ao reino Fungi, subdivisdo
Deuteromycotina, classe Blastomycetes, ordem Moniliales, familia
Criptococcaceae (LACAZ et al., 2002). Existem 19 espécies dentro do género
Cryptococcus, mas apesar de relatos de outras espécies patogénicas, o
principal patdogeno é o C. neoformans (MITCHELL & PERFECT, 1995).
Atualmente sao reconhecidas duas espécies patogénicas do chamado

complexo Cryptococcus: C. gattii e C.neoformans (KON et al., 2008).

Do ponto de vista epidemioldgico, a espécie neoformans é cosmopolita,
ocorre em diversos substratos organicos, frequentemente isolada das excretas
dessecadas das aves, especialmente pombos urbanos (Columba livia
domestica) (ELLIS & PFEIFFER, 1990; LEVITZ, 1991; KON et al., 2008). A
espécie gattii, ocorre em regides tropicais e subtropicais, inicialmente mostrou
ter uma associacdo ecoldgica especifica com varias espécies de eucaliptos,
mas atualmente esta associada a diferentes espécies de arvores e madeira em
decomposicao (ELLIS & PFEIFFER, 1990; KWON-CHUNG & BENNET, 1992;
LACAZ et al., 2002; SIDRIM & ROCHA et al., 2004, KON et al., 2008).

O C. neoformans se multiplica por brotamento, geralmente unipolar,

unido a célula-mde por um pedunculo delgado, por isso, sdo visualizadas
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células de diferentes tamanhos ao microscopio (GOMPERTZ et al., 1991). A
levedura cresce facilmente em meio &gar Sabouraud dextrose, em
temperaturas de 25 a 37°C, formando col6nias brilhantes, viscosas e umidas,
de textura mucoide, com tonalidade branca a creme. Apdés um més em
culturas, as colbnias, por sua textura mucoide fluem da superficie dos meios,
acumulando-se no fundo dos tubos de ensaio. Quando o agente é cultivado em
meios a base de agar contendo extratos de semente de Niger, a colbnia
adquire coloracdo escura, devido a estes meios conterem tirosina e acido
clorogénico que se oxidam produzindo pigmento, caracteristica que ndo é
observada em outras leveduras (LACAZ et al., 2002).

A micromorfologia do C. neoformans caracteriza-se pelo formato esférico
a oval, medindo de 3 a 8 um, parede celular com 2,0-2,5 um de diametro,
circundada por uma capsula mucoide polissacaridica de espessura variavel
(WOLF & TROY, 1997). Essa céapsula pode ser melhor demonstrada no exame
direto preparado com a tinta da China, sendo que sua largura pode exceder o
didmetro da célula mée (FREY et al., 1995; GROGAN & HART, 1997). As
leveduras do género Cryptococcus ndo sao fermentativas, possuindo,
entretanto, habilidade assimilativa de carboidratos. A assimilagcdo do Inositol
diferencia as espécies de Cryptococcus das espécies de Rhodotorula. C.
neoformans e C. gattii sdo as Unicas espécies do género que tem habilidade
para crescer a 37°C e produzir fenoloxidade; no cultivo em lamina com agar
fubd ndo forma pseudomicélio, sendo a prova da hidrolise da uréia positiva
(MITCHELL & PERFECT, 1995).

Em relacdo aos fatores de viruléncia relacionados ao C. neoformans, os
mais importantes sdo presenca de capsula, sintese de melanina e
termotolerancia a 37°C. A capsula é constituida de polissacarideos, polimeros
de xilose, manose e acido glucurénico. Os polissacarideos capsulares inibem a
fagocitose, consomem o complemento, absorvem e neutralizam opsoninas.
Cepas capsuladas apresentam maior carga negativa do que cepas
praticamente acapsuladas, 0 que propicia repulsao eletrostatica entre o agente
e as células efetoras do hospedeiro, diminuindo as interagcbes celulares
necessarias para a eliminacdo do C. neoformans (NOSANCHUK &

CASADEVALL, 1999). A cépsula pode também inibir a opsonizacdo por
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encobrir a porcdo Fc de anticorpos para Glucuronoxilomanose (GMX-principal
antigeno capsular), impedindo a ligacdo aos receptores Fc e
consequentemente, a fagocitose (KOSEL et al., 1988). Em alta concentracéo,
os polissacarideos inibem a quimiotaxia de neutréfilos e mondcitos para o sitio
inflamatorio e a sintese de anticorpos, mas se houver baixa concentracao
antigénica pode haver influxo normal de leucécitos para o sitio da infeccéo
(DENNING et al., 1991; MITCHELL & PERFECT, 1995).

A producdo de pigmento melaninico, ocorre a partir da fenoloxidase
sobre substratos contendo dopamina e tem funcdo antioxidante e
antifagocitica. O C. neoformans quando circundado pela melanina é capaz de
neutralizar grande porcdo de oxidantes produzidos pelo estimulo de
macréfagos (JACOBSON & TINNEL, 1993). O cérebro € rico em substratos
para fenoloxidase, tais como a dopamina, e esta poderia ser a responsavel
pelo tropismo destes microrganismos pelo sistema nervoso. Além disso, ha
evidéncias de que no cérebro ocorra pouca acdo de linfécitos T o que
ocasionaria um atraso no desenvolvimento da resposta inflamatoria no tecido
cerebral em relagdo a outros 6rgdos (KON et al., 2008). Rhodes et al., em
1982, relataram menor viruléncia em cepas mutantes melanina negativas em
camundongos. A fenoloxidase ndo é essencial para o crescimento e
desenvolvimento flngico, embora aumente a chance de sobrevivéncia e
competitividade no meio ambiente. A melanina confere resisténcia ao estresse
ambiental, demonstrando que € essencial para a protecdo do fungo contra a
radiacdo ultravioleta (UV), dissecacdo e temperaturas extremas
(LANGFELDER et al., 2003).

2.3. Tratamento da criptococose

O numero de farmacos com acdo antifingica para uso clinico vem
aumentando nos ultimos anos em decorréncia dos avangos nas pesquisas,
devido ao aumento da ocorréncia de doencas fungicas em consequéncia das
enfermidades e tratamentos imunossupressores. Em medicina veterinaria, o
tratamento tem se baseado no uso dos agentes azdlicos, utilizados isolados ou

em associacdo a outros farmacos antifingicos, principalmente na clinica de
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pequenos animais, para o tratamento de micoses sistémicas e cutaneas. No
caso de doencas que seguem um curso granulomatoso, como a criptococose,
h&d necessidade de antifungicos sistémicos eficientes e mesmo assim pode
ocorrer refratariedade ao tratamento (ADAMS, 2003).

O tratamento da criptococose é fundamentalmente medicamentoso,
devendo ser iniciado precocemente e mantido por longo prazo, porém, o
antifingico a ser utilizado, dose e duracdo do tratamento permanecem
controversos. Os esquemas terapéuticos mais utilizados em veterinaria
atualmente incluem o fluconazol, o cetoconazol, o itraconazol e a anfotericina
B. O paciente deve permanecer sob acompanhamento ambulatorial por longo
tempo, tendo em vista que as lesdes podem retornar ap6s o término do
tratamento (MENTZ et al., 1998; TABOADA, 2004).

2.3.1 Fluconazol

O fluconazol é um antifingico triazolico, hidrossoluvel com excelente
absorcdo e meia-vida longa (FARIAS & GIUFFRIDA, 2002). Foi desenvolvido
em 1982 e licenciado em 1990 para uso humano em criptococose e
candidiase. Substituiu o uso do cetoconazol em pequenos animais e aves para
criptococose e outras micoses como candidiase (ADAMS, 2003).

Os antifungicos do grupo dos azois interferem na sintese do ergosterol,
blogueando a enzima 14-a-desmetilase, presente no citocromo P-450 da célula
fungica, e, por consequéncia, impedindo a desmetilacdo do precursor
lanosterol em ergosterol. Essa propriedade altera a funcdo da membrana
celular, aumentando sua permeabilidade (SIDRIM & ROCHA, 2004).

O fluconazol apresenta espectro de acdo semelhante a outros azdéis,
incluindo micoses superficiais e profundas. Ndo tem demonstrado atividade
contra fungos filamentosos, e a resisténcia adquirida em certas espécies de
Candida e Cryptococcus tem sido descrita. E um farmaco de opcéo para o
SNC, como em casos de meningite criptocococica, pois alcanga concentracdes
mais altas do que o itraconazol e cetoconazol no liquido cefalorraquidiano

(LCR). Em medicina veterinaria, vem sendo indicado nos casos de
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neurocriptococose e criptococose ocular em pequenos animais (ADAMS, 2003;
FICA, 2004; ANDRADE, 2008).

As propriedades farmacocinéticas do fluconazol sdo similares apés
administragdo via intravenosa e oral. Possui excelente absorgéo gastroentérica,
nao sendo observadas alteracOes de sua biodisponibilidade por modificagcoes
do pH gastrico. A ligacao as proteinas plasmaticas € baixa, sendo que somente
11 a 12% da droga € conjugada & albumina plasmatica, diferente de outros
azodlicos, o que permite sua difusdo e alta concentracao nos liquidos corporais
(ADAMS, 2003; ANDRADE, 2008). Em pacientes com meningite fangica os
niveis de fluconazol no liqguor sdo aproximadamente 80% dos niveis
plasmaticos correspondentes. Altas concentracdes de fluconazol na pele,
acima das concentragcbes séricas, foram obtidas no extrato cérneo, derme e
epiderme. Possui meia-vida de 25-30 horas, sua biotransformacao € hepatica e
a principal via de excrecdo € a renal, com aproximadamente 80-90% da dose
administrada encontrada como farmaco inalterado na urina, sob a forma ativa,
sendo um farmaco valioso no tratamento da cistite fungica (ADAMS, 2003;
FICA, 2004; ANDRADE, 2008). Podem ocorrer efeitos colaterais como
nauseas, dor abdominal, diarréia, flatuléncia podendo surgir rash cutaneo,
eritema e hepatotoxicidade (ADAMS, 2003).

O fluconazol esta disponivel em comprimidos de 50 e 100 mg, capsulas
de 150 mg, suspensao oral com 10-40 mg/ml e infus&o intravenosa de 2 mg/ml.
As doses usuais para pequenos animais sao de 5-10 mg/kg, diariamente,
alguns autores recomendam a dose de 50 mg/gato e 10-12 mg/kg para cées
(SCOTT et al., 1996; FARIAS & GIUFFRIDA, 2002, ADAMS, 2003; TABOADA,
2004). O tratamento para criptococose deve se manter até remissdo completa
das les@es, cultura micolégica ou sorologia negativa para o C.neoformans, o
gue para pequenos animais pode chegar a um curso de sete a oito meses
(LARSSON, 2000).

2.3.2. Uso de Imunomodulador na terapia das micoses

Devido aos crescentes casos de resisténcia antifingica e o maior
namero de imunodeprimidos, assim como o0 crescente numero de isolados

humanos e de origem animal resistentes a antimicrobianos, tem se buscado
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alternativas terapéuticas para o tratamento das micoses, especialmente as
sistémicas. Estudos sugerem que atualmente a principal causa do fracasso da
terapia em criptococose € devido a baixa imunidade do hospedeiro
(PAPPALARDO & MELHEM, 2003).

A estimulacdo da resposta imune, por intermédio de imunomoduladores
ou modificadores de resposta biologica, tem sido objeto de inumeras
pesquisas, e de grande relevancia no combate aos microrganismos
patogénicos. Estas substancias sdo combinacdes capazes de interagir com o
sistema imune e melhorar aspectos especificos da resposta do hospedeiro.
Podem ser constituidos de fracbes protéicas, microrganismos mortos, lipideos
e derivados sintéticos, e apresentam boas perspectivas na restauracao de
estados de imunodeficiéncia em humanos e animais (TZIANABOS, 2000;
LEVANDOSKI, 2003, FREITAS et al., 2004).

Existem poucos estudos sobre o uso de imunomoduladores como
auxiliares no tratamento de micoses, principalmente no que diz respeito a area
veterinaria, pois sua utilizacao tem sido limitada em virtude do pequeno numero
de informacfes referentes a dose, via e freqiiéncia de administracédo, efeitos

colaterais e reduzido niumero de preparagfes aprovadas para uso clinico.

2.3.2.1. Glucana

As R-glucanas sao polissacarideos constituintes estruturais da parede
celular de leveduras. Esses polimeros vém sendo estudados nos ultimos anos
pela sua bioatividade, principalmente no que se refere a imunomodulagéo,
ativando mecanismos de defesa no hospedeiro (MAGNANI et al., 2008). A
parede celular interna da levedura Saccharomyces cerevisiae, € uma
importante fonte de R-glucana, na qual esta presente em 48 a 60%. Esse
polimero é composto de unidades de glicose com ligacbes R(1-3) e [3(1-6),
manoproteinas (20-23%) e quitina (0,6-2,7%) (BROWN & GORDON, 2003;
MAGNANI et al., 2008). A camada externa da parede é formada pelas
manoproteinas e a interna por glucana e quitina.

Essas substancias sdo conhecidas como modificadores da resposta
biol6gica (MRBs), pois alteram a resposta no hospedeiro pelo estimulo do
sistema imune (MAGNANI et al., 2008). Possuem efeito antinflamatorio,

antitumoral (pelo aumento da atividade citolitica sobre células tumorais "in
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vivo"), antimutagénico, hipocolesterolémico, hipoglicémico, protecdo contra
infeccbes com patdégenos fangicos, bacterianos, virais e protozoarios
(WILLIAMS et al., 1979; WILLIAMS et al., 1982; WILLIAMS et al.,, 1983;
BLEICHER et al., 1995; TZIANABOS, 2000).

A R-glucana possui varios efeitos benéficos sobre o sistema imunoldgico
em animais e seres humanos: aumento do numero, tamanho e funcdo dos
macrofagos (TZIANABOS, 2000; LEE et al., 2001; XIAO et al., 2004), aumento
da secrecéo de lisozima (STASHENKO et al., 1995; TZIANABOS et al., 1994) e
fator necrose tumoral pelo macréfago (TZIANABOS et al., 1992), aumento da
depuracdo de antigenos (TZIANABOS et al.,, 1999; VASTA et al.,, 1999),
estimulo da hematopoiese (HOFER & POSPISIL, 1997).

Ainda néo foi elucidado o mecanismo de atividade das 3 glucanas, mas
acredita-se que seja dependente da massa molecular do exopolissacarideo,
dos tipos de ligacbes glicosidicas e residuos presentes, além da sua
conformacéao espacial (BROWN & GORDON, 2003). Sabe-se que as respostas
a [-glucana em vertebrados tém inicio com o reconhecimento por receptores
presentes na  superficie  celular de  células imunes, como
macrofagos/mondcitos, neutrofilos e células natural killer (NK). Além disso,
também foram descritos em células ndo imunes como endoteliais, fibroblastos,
do epitélio alveolar e de Langerhans (MAGNANI et al., 2008). Neste contexto,
Kubala et al. (2003) relataram que a modulacdo da atividade celular da 13-
glucana inicia com a ativacdo de macrofagos, células endoteliais e dendriticas,
células B e T, e linfocitos polimorfonucleares. Além disso, envolvem a resposta
imune especifica pela inducdo da expressao de diversas citocinas como TNF-a,
IL-6, IL-8 e IL-12 (LEE et al., 2001; XIAO; et al., 2004; MOON et al., 2005).

A atividade antinfecciosa da 3 (1-3) glucana foi testada em modelos
animais com doencas bacterianas (TZIANABOS & CISNEROS, 1996; LIANG et
al., 1998), fungicas (MARTINS 2008, PELIZON et al., 2005, MEIRA et al.,
1996), parasitarias (HOLBROOK et al., 1981), e virais (REYNOLDS et al.,
1980; JUNG et al., 2004), sendo testado extensivamente dentro doencas
bacterianas experimentais. 3 (1-3) glucana foram avaliados em modelos
experimentais de Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa e Mycobacterium leprae (DELVILLE et al.,1977; KERNODLE et al.,
1998; WILLIAMS et al., 1979; WILLIAMS et al.; 1983; WILLIAMS et al.; 1988;
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YOKOTA et al., 1990; PELIZON et al., 2005). Em cada caso, o tratamento com
3 (1-3) glucana teve um efeito benéfico reduzindo mortalidade ou diminuindo
carga bacteriana em animais infectados (WAKSULL et al., 1999). Ribeiro et al.
(2005), demonstraram que a B (1-3) glucana aumentou significativamente a
capacidade de fagocitose de células inflamatérias sobre a Klebsiella
pneumoniae na cavidade peritonial de camundongos Balb/c, e sobre a
Escherichia coli em modelo experimental de sepse (FREITAS et al., 2004).
Estudos recentes com glucana, direcionados a agentes antifingicos,
demonstraram  boa  atividade contra  Paracoccidioides  brasiliensis
(paracoccidioidomicose) e Sporothrix Schenckii (esporotricose) (PELIZON et
al., 2005; MARTINS, 2008), bem como ativacao de citocinas pro-inflamatérias
como IL-1, IL-6, IL-12, TNF e INF-y em cromoblastomicose e paracoccidioido
micose (FREITAS, et al., 2004; AZEVEDO, et al., 2008). Martins (2008), em
trabalho avaliando o uso deste imunomodulador associado a antifingico em
esporotricose cutanea experimental, relatou que essa associagdo induziu a

uma regressao mais rapida da enfermidade.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Isolado utilizado

A cepa de C. neoformans utilizada para inoculacdo dos animais
experimentais neste estudo foi proveniente de caso clinico de criptococose em
paciente felino (Figura 1). O isolado (Figura 2) esta estocado na Micoteca do
Setor de Micologia do Laboratério de Doencgas Infecciosas — Faculdade de

Veterinaria / Universidade Federal de Pelotas/ RS.

Figura 1- Felino com criptococose, do qual foi obtido o isolado fungico utilizado
para a inoculacdo experimental.

Figura 2- Col6nias de C. neoformans em agar Sabouraud dextrose acrescido
de cloranfenicol (a) e agar Niger (b), proveniente de criptococose felina (Setor
de Micologia, FV-UFPel).
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3.2. Manutencdo das amostras

O isolado de C. neoformans foi mantido a partir de subculturas de
colénias em tubos contendo meio agar Sabouraud dextrose acrescido de

cloranfenicol e preservado sob refrigeracdo em temperatura média de 4°C.

3.3. Inoculacao experimental

3.3.1. Animais experimentais

Foram utilizados 100 camundongos (Mus musculus), swiss, albinos,
machos, com oito semanas de idade, massa corporal variando de 44 a 57 g.
Os animais foram alojados em gaiolas de polipropileno, mantidos com controle
de umidade e temperatura, dieta e agua ad libitum, ciclo de claro/escuro de 12
horas, durante as sete semanas previstas na realizacdo do experimento, na
sala de experimentagdo do Biotério Central da Universidade Federal de Pelotas
(UFPel).

3.3.2. Grupos experimentais

Foram constituidos cinco grupos de 20 animais, sendo eles
denominados: controle (G1), grupo fluconazol (G2), grupo fluconazol associado
a B (1-3) glucana (G3), grupo 3 (1-3) glucana dose 1 (G4) e grupo B (1-3)
glucana dose 2 (G5).

3.3.3. Preparagdo do in6culo

Foi realizado subcultivo do isolado em meio agar Sabouraud dextrose
com cloranfenicol e incubado a 32°C, para obtencéo de cepa pura e viavel. O
inoculo fungico foi preparado utilizando colénias jovens diluidas em &gua
destilada estéril e homogeneizadas e padronizadas na escala 0,5 de Mac

Farland em 1x10’ células de C.neoformans em 0,5 ml.



28

3.3.4. Inoculacgéo do C. neoformans

Todos os animais foram inoculados pela via intraperitoneal (Figura 3),
utilizando-se seringa graduada de 1 ml com 0,5 ml de suspensado do in6culo

fingico com 1x10’ células de C.neoformans.

Figura 3 — Inoculagéo intraperitonial da suspens&o flngica contendo 1x10°/0,5
ml células de C.neoformans (Setor de Micologia, FV-UFPel).

3.4.- Tratamento dos animais experimentais

3.4.1- Farmacos utilizados

O fluconazol foi utilizado na forma de suspensdo oral (Anexo A) e
administrado na dose padréao (10 mg/kg) de acordo com o peso dos animais. A
3 (1-3) glucana foi utlizada na forma comercial com o nhome de Imunoglucan®

do laboratério Hebron Farmacéutica.

3.4.2- Administracdo dos farmacos

O tratamento dos animais com criptococose experimental foi iniciado

sete dias apoés a inoculacao e realizado conforme descrito na Tabela 1.
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Tabela 1- Grupos experimentais e seus respectivos tratamentos.

GRUPOS EXPERIMENTAIS

TRATAMENTO

CONTROLE (G1)

FLUCONAZOL (G2)

FLUCONAZOL + GLUCANA (G3)

GLUCANA | (G4)

GLUCANA Il (G5)

- 0,1 ml/dia de agua destilada estéril via
oral (VO);
- 0,25 ml/semana de solucéo fisiolégica

0,9% via subcutanea (SC).

- 0,1ml de fluconazol (10 mg/Kg), VO;
- 0,25 ml/semana de solucao fisiologica
0,9%, SC.

- 0,1 ml de fluconazol (10 mg/Kg), VO;
- 0,25 ml/semana de 3 (1-3) glucana (0,5
mg), SC.

- 0,1 ml/dia de 4gua destilada estéril, VO;
- 0,25 ml/semana de 3 (1-3) glucana (0,5
mg), SC.

- 0,1 ml/dia de 4gua destilada estéril, VO;
- 0,13 ml/semana de 3 (1-3) glucana (0,25
mg), SC.

Os animais foram tratados por quarenta e dois dias recebendo o

antifingico e agua destilada estéril uma vez ao dia por via oral com auxilio de

sonda orogastrica rigida (Figura 4), j& o imunoestimulante foi administrado por

via subcutanea uma vez por semana.
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Figura 4- Administracdo do antifungico aos animais experimentais tratados por
via oral com auxilio de sonda orogastrica (Setor de Micologia, FV-UFPel).

3.4.3- Acompanhamento clinico

Durante o periodo experimental, os animais foram observados
diariamente quanto ao estado geral, mortalidade e evolucdo da enfermidade. O
exame clinico individual foi realizado semanalmente, sendo qualquer alteracéo
comportamental ou fisica descrita em um relatério para avaliagdo da evolugao
da criptococose experimental. As alteracdes clinicas observadas foram:
piloerecdo, desidratacdo, animais com alteragbes comportamentais como
apatia ou excitacdo, aumento de volume na regido do osso parietal e do 0sso
frontal, lateralidade de cabeca, paralisia de membros, cromodacriorréia,
capacidade de se pendurar na grade e Obitos. A capacidade dos animais se
agarrarem a grade das gaiolas, comportamento normal em camundongos, foi
realizada colocando o animal sobre a grade e ao virar esta, avaliou-se a

capacidade destes permanecerem fixados, sem cair.

3.5.- Necropsia dos animais experimentais

Cinco animais de cada grupo foram eutanasiados aos 15 e aos 30 dias
de tratamento. Ao final dos 42 dias de tratamento (seis semanas) 0s animais
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restantes de cada grupo também foram eutanasiados (com elevadas doses de
tiopental intraperitonial conforme resolu¢cdo do CFMV n° 714/2002).

Nas necropsias foi avaliada a presenca de lesbes anatomopatolégicas
macroscopicas de o6rgdos toracicos, abdominais e cérebro, com posterior
colheita de amostras de cérebro, pulméo, baco e rim e qualquer outro 6rgéao
gque apresentasse alteragdo. O material foi colhido para avaliagao
microbioldgica (retroisolamento do agente e contagem de unidades formadoras
de colbnia-UFCs) e histopatoldgica. O mesmo procedimento foi realizado com

0s animais que foram ao 6bito no decorrer do experimento.

3.6.- Exame microbiolégico

3.6.1. Retroisolamento do C. neoformans

O retroisolamento do agente foi obtido a partir do cultivo de fragmentos
dos orgéos coletados durante a necropsia provenientes de cérebro, pulmao,
baco e rim e demais 6rgdos caso se observasse a presenca de lesdes
macroscopicas caracteristicas da micose. As amostras foram cultivadas em
duplicata em placa de Petri, contendo agar Sabouraud dextrose acrescido de
cloranfenicol, mantidas a 32°C por 48 a 72 horas para a caracterizacdo macro

e micromorfolégica do C.neoformans.

3.6.2. Macerados e Unidades Formadoras de Coldnias (UFCs)

Para a realizacdo das UFCs (Figura 5), ap6s serem semeados para
retroisolamento, cérebro e pulmao foram divididos. A metade a ser utilizada foi
pesada e ap6s macerada em gral com auxilio de pistilo. O macerado foi
colocado em solucgéo salina estéril (10 ml) agitado, e filtrado em camada dupla
de gaze estéril. As solugcbes foram cultivadas em sua concentracao original e
em diluicdes seriadas (10%,102,10°®) pela técnica de espalhamento sobre placa
(em duplicata) em agar Sabouraud dextrose acrescido de cloranfenicol,
incubados a 32°C durante 72 horas, quando foi realizada a contagem das
unidades formadoras de colbnias (UFCs), calculada a média e resultado final

em UFC/grama/orgéao.
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Figura 5- Procedimento para contagem das unidades formadoras de col6nias
(UFC); (A) maceracgdo do orgdo com o auxilio de grau e pistilo; (B) suspenséo
fungica; (C) transferéncia da suspensao fungica para placas; (D) suspensao
fungica semeada através da técnica de espalhamento com alca de Drigalski
(Setor de Micologia, FV-UFPel).

3.7 Exame histopatologico

As amostras colhidas dos orgdos foram fixadas em formol a 10%,
incluidos em parafina, cortadas em finas camadas e coradas com Acido
Periddico de Schiff (PAS) e hematoxilina-eosina (HE), para a observagéo tanto
das estruturas fungicas como da reacdo inflamatéria desencadeada pela

resposta imune dos animais inoculados.

3.8 Aspectos éticos do experimento in vivo

O projeto foi submetido ao comité de ética da UFPel e toda a
experimentacdo com animais foi conduzida na sala de experimentacdo do
Biotério Central - UFPel, dentro das normas éticas e de respeito aos animais

experimentais.

3.9.- Analise estatistica
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A avaliacdo estatistica foi realizada utilizando o programa Statistix 8.
Para estimar as diferencas entre os tratamentos utilizou-se a analise da
variancia, ANOVA para as variaveis continuas e o teste e Kruskall-Wallis (KW)
para as variaveis ordinais, como sinais clinicos, alteracbes macroscoépicas,
retroisolamento e unidades formadoras de colénia. As variaveis que
apresentaram diferenca estatistica foram submetidas ao teste de Tukey ou KW
(P<0,05), respectivamente, procurando identificar diferencas entre as médias

dos tratamentos.



4. RESULTADOS

4.1. Avaliacéo clinica dos animais experimentais

Observou-se no decorrer do periodo experimental, sinais clinicos, como
piloerecdo, desidratacdo, animais com alteragbes comportamentais como
apatia ou excitacdo, aumento de volume na regidao do osso parietal e do osso
frontal (Figura 6), lateralidade da cabeca, paralisia de membros,
cromodacriorréia, baixa capacidade de se pendurar na grade e Obitos
(Apéndice A).

Figura 6 - Animal pertencente ao G1 (controle), com aumento de volume na
regido do osso parietal e do osso frontal (Setor de Micologia, FV-UFPel).

Na ultima avaliacéo clinica individual (Figura 7), os animais pertencentes
ao G3 (Fluconazol+Glucana) ndo apresentavam nenhum sintoma clinico da
doenca. Alguns animais (33,3%) pertencentes ao G2 (Fluconazol)
apresentavam aumento de volume na regido do osso frontal, sendo esse o
Gnico sinal clinico observado neste grupo. No G1 (Controle) e no G4 (Glucana
1), 57,1% e 60% dos animais (Figura 8), respectivamente, permaneciam com
sinais da doenca. Enquanto que no G5 (Glucana Il), somente dois animais

(25%), eram responsaveis por todos os sinais clinicos analisados.
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Figura 7- Frequéncia de sinais clinicos na ultima avaliacdo, conforme o grupo
experimental (Setor de Micologia, FV-UFPel).
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Figura 8 - Frequéncia de animais com sinais clinicos ao final do experimento,
conforme o grupo experimental (Setor de Micologia, FV-UFPel).

Essas alteracOes analisadas estatisticamente resultaram em diferencas
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significativas entre os tratamentos (G1, G2, G3, G4, G5) nas duas primeiras
avaliacdes (P=0,0000 e P=0,0013, respectivamente). Nessas avaliagcbes o G3
(Fluconazol + Glucana) foi superior estatisticamente ao G1 (Controle), jA em
comparacdo ao grupo G2 (Fluconazol), s6 houve diferenca na segunda
avaliacdo. Nas avaliagcbes seguintes ndo houve diferenca estatistica entre os

tratamentos (P>0,05), embora o G3 tenha sido sempre superior ao G1 e G2

(Figura 9).
1.60
1.40 /)< —e— Controle (G1)
1.20 A\ —&— Fluconazol (G2)

Flu + Glu (G3)

;ZZ // —«Glu 1 (G4)
« / / —%—Glu 2 (G5)
0.60

00 A\
0.20 | L

0.00 ‘ ‘ ‘ ‘ —
Aval 1 Aval 2 Aval 3 Aval 4 Aval 5

Escores

Figura 9 - Andlise de médias por escore dos parametros clinicos avaliados nos

cinco grupos de tratamento (Setor de Micologia, FV-UFPel, 2010).

Durante o periodo experimental, ocorreu o 6bito de trés dos 20 animais
pertencentes ao grupo Controle (G1) todos na quinta semana do experimento.
Um animal do grupo Fluconazol (G2) veio a 6bito na sétima semana, e dois do
grupo Glucana Il (G5), na sexta semana do experimento. Nao houve diferenca

estatistica quanto ao numero de 0Obitos entre os tratamentos (P>0,05).

4.2. Alteracbes anatomopatolégicas e histoldégicas nos animais

experimentais

Em relacdo as alteracbes anatomopatolégicas observadas nos animais
com criptococose experimental, no cérebro observaram-se hemisférios com
circunvolugbes pouco definidas, aumento de tamanho e alteracdo na
consisténcia do 6rgdo. Nodulos esbranquigados ou cisticos foram observados
em pulmdes, baco, rins, figado, mesentério, diafragma e coracao (Figura 10). O

baco frequentemente apresentava-se com aumento de tamanho
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(esplenomegalia) e com consisténcia friavel. Em alguns animais, foi observada
hepatomegalia. Histologicamente, em 6érgdos como pulmdes, cérebro, baco,
figado e rins, foi observado reacdo granulomatosa com infiltrado inflamatorio
constituido por macrofagos, células epitelidides, linfocitos e células gigantes
multinucleadas (algumas com leveduras no citoplasma), com centro repleto de
organismos fungicos, leveduriformes, circundados por halos claros, com
aspecto semelhante a “bolhas-de-sabdo”, compativel com C.neoformans
(Figuras 11, 12 e 13).

4 = .‘
&}m'; Al
Figura 10 - Alteracdes anatomopatolégicas observadas na necropsia: (@)
hemisférios cerebrais com circunvolugcdes pouco definidas e aumento de
tamanho; (b) presenca de lesbes cisticas no pulmao; (c) presenca de nddulos

esbranquicados no figado; (d) presenc¢a de nddulos esbranquigcados no coragéo
(Setor de Micologia, FV-UFPel).

& <
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Figura 11 — (a) granuloma no hipocampo cerebral em camundongo pertencente
ao grupo controle (G1) observado em microscépio 6tico 20x corado com
hematoxilina eosina; (b) granuloma no hipocampo cerebral em camundongo
pertencente ao grupo controle (G1) observado em microscopio Otico 40x
corado com PAS: - = local de presengca do fungo com perda de tecido
nervoso; P»= presenca de células gigantes englobando estruturas fangicas
(Setor de Micologia, FV-UFPel).
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Figura 12 — (a) granuloma pulmonar em camundongo pertencente ao grupo
Controle (G1) observado em microscépio 6tico 40x corado com hematoxilina
eosina; (b) granuloma pulmonar em camundongo pertencente ao grupo
Controle (G1) observado em microscopio 6tico 40x corado com PAS: - = local
de presenca do fungo com perda de tecido pulmonar (Setor de Micologia, FV-
UFPel).



Figura 13 — (a) granuloma hepatico em camundongo pertencente ao grupo
Controle (G1) observado em microscépio 6tico 10x corado com hematoxilina
eosina; (b) granuloma hepatico em camundongo pertencente ao grupo Controle
(G1) observado em microscopio oOtico 40x corado com PAS: - = local de
presenca do fungo; »= presenca de células gigantes englobando estruturas
fungicas; @ = brotamento em base estreita do C. neoformans (Setor de
Micologia, FV-UFPel).

Ao final do experimento o resultado total de alteracdes macroscépicas
para cada 6rgdo avaliado em numeros absolutos e analise de freqiéncia
(Tabela 2 e Figura 14) demonstrou que o G2 (Fluconazol) teve um menor
namero de orgdos afetados e de alteragfes macroscopicas, seguido pelo G3
(Fluconazol + Glucana), ambos nédo diferiram estatisticamente, sendo que no
primeiro ndo foram observadas lesdes em orgdos-alvo, como pulméo e
cérebro. O grupo com maior nimero de lesdes e Orgados afetados foi o G1
(Controle), diferindo estatisticamente dos demais (P=0,000). O G4 (Glucana I)

foi o Unico tratamento em que foi observada lesdo no coragdo, que
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histologicamente (Figura 15) se caracterizava por lesdo granulomatosa, com
intenso infiltrado inflamatorio, constituido de linfocitos, plasmdécitos, histidcitos,
células epitelidides e gigantes entre as fibras musculares do miocéardio, no
interior da lesdo foram observados numerosos organismos flngicos
leveduriformes, circundados por um halo claro correspondente a capsula do

Cryptococcus.

Tabela 2- Alteracdes macroscopicas observadas nos 0Orgados internos dos
animais experimentais com criptococose durante o periodo de 45 dias (n=20)
(Setor de Micologia, FV-UFPel, 2010)

Orgaos G1 G2 G3 G4 G5 P

Cérebro 6 0 2 3 2 0,080
Pulm&o 9° 0? 23 6> 4°° 0,005
Baco 8 1 4 4 6 0,100
Rins 4 1 2 2 1 0,500
Figado 6° 2% 0? 0? 2% 0,009
Mesentério 1 0 0 0 0 0,400
Diafragma 1 0 0 0 0 0,400
Coracéao 0 0 0 1 0 0,400
TOTAL 35¢ 42 10%° 16° 15P 0,000

G1: Controle; G2: Fluconazol; G3: Fluconazol+Glucana; G4: Glucana |; G5:
Glucana l.

ECérebro

EPulméao

EBaco
ERins
EFigado

EiMesentério

Frequéncia (%)

EIDiafragma

mECoracéo

i

Controle (G1) Fluconazol (G2) Flu+Glu(G3) Glul(G4) Glu2 (G5)

Figura 14 - Frequéncia de alteragcbes macroscopicas em 0Orgdos internos

conforme o grupo experimental (Setor de Micologia, FV-UFPel).
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Figura 15 — (a) miocardite granulomatosa em camundongo pertencente ao
grupo Controle (G1l) observado em microscopio Otico 10x corado com
hematoxilina eosina; (b) miocardite granulomatosa em camundongo
pertencente ao grupo Controle (G1) observado em microscopio oOtico 40x
corado com hematoxilina eosina: > = local de presenca do fungo; »=
presenca de células gigantes (Setor de Micologia, FV-UFPel).



4.3. Retroisolamento do Cryptococcus neoformans

A obtencgéo do retroisolamento do C.neoformans a partir do cultivo dos
orgaos (cérebro, pulméo, baco e rins) em agar Sabouraud dextrose acrescido
de cloranfenicol a 32°C resultou no crescimento de colbnias leveduriformes, de
coloragdo branca, com aspecto cremoso a mucoide. Na analise microscopica
dessas coldonias em tinta da China observou-se a presenca de células
arredondadas de diferentes tamanhos, com e sem brotamento, circundadas por

halo claro (Figura 16).

Figura 16 - Retroisolamento positivo para o Cryptococcus neoformans: (a)
colénias leveduriformes, de coloracdo branca, com aspecto cremoso a
mucoide; (b) aspecto microscépico do agente em tinta da China com presenca
de células arredondadas de diferentes tamanhos, com e sem brotamento,
circundadas por halo claro (Setor de Micologia, FV-UFPel).

Ao final do experimento o resultado total de retroisolamentos em
nameros absolutos (Tabela 3) e frequéncia (Figura 17) demonstrou que o G3
(Fluconazol + Glucana) teve um menor nimero de retroisolamentos, diferindo
estatisticamente dos demais grupos, seguido pelo G2 (Fluconazol), sendo que
0 pior grupo, ou seja, aquele que teve um maior numero de isolamentos

positivos foi o G1 (Controle).



Tabela 3 — Retroisolamento de C. neoformans dos o6rgdos dos animais
experimentais apos cultura em agar Sabouraud dextrose a 32°C (n=20) (Setor

de Micologia, FV-UFPel)

Orgéos G1 G2 G3 G4 G5 P

Cérebro 17° 5a 5a g8a 72 0,0004
Pulmao 14° 10P 22 11° 13°  0,0012
Baco 13 8 7 9 9 0,3800
Rins 11 9 5 10 9 0,3800
Total 55¢ 32° 192 38° 38°  0,0000

G1: Controle; G2: Fluconazol; G3: Fluconazol+Glucana; G4: Glucana |; G5:

Glucana ll.

Frequéncia %

Controle (G1)

Fluconazol (G2) Flu+Glu(G3) Glul(G4)

ECérebro
E Pulméao
EBaco
ERim

Glu2 (G5)

Figura 17 - Frequéncia de retroisolamento positivo para C. neoformans obtido a

partir dos 6rgdos internos conforme o grupo experimental (Setor de Micologia,

FV-UFPel).



4.4. Contagem das Unidades Formadoras de Col6nia (UFCs)

Na quantificacéo fungica de orgados-alvo como pulméo e cérebro (Figura

20 e 21) foi observado que dentre 0s grupos experimentais os animais tratados
com o antifungico Fluconazol associado a Glucana (G3) apresentaram menor

quantidade de unidades formadoras de col6nias (UFCs) (Figura 18 e 19).

N&do foi observada diferenca estatistica (p>0,05) entre os tratamentos

tanto para pulméo quanto para cérebro.

silu

Glu1(G4) Glu2 (G5)

UFClg

Controle (G1) Fluconazol (G2) Flu+Glu(G3)

Figura 18- Médias de UFC/g de 6rgao em logio de C. neoformans provenientes

do pulmao conforme o grupo experimental.
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UFClg

Controle (G1) Fluconazol (G2) Flu+Glu(G3) Glul(G4) Glu2(G5)

Figura 19 - Médias de UFC/g de 6rgéo em log;o de C. neoformans provenientes

do cérebro conforme o grupo experimental.

Figura 20 - Unidades formadoras de colonias (UFCs) de Cryptococcus
neoformans, em solucdo-padrdo e trés diluicbes seriadas (107, 1072, 107%),
correspondentes a cérebro (al, a2, a3 e a4) e pulméo (bl, b2, b3 e b4)
pertencentes ao grupo controle (G1) ao final do periodo experimental (Setor de
Micologia, FV-UFPel).
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Figura 21- Unidades formadoras de colbnias (UFCs) de Cryptococcus
neoformans, em solucdo-padrdo e trés diluicbes seriadas (107, 1072, 107%),
correspondentes a cérebro (al, a2, a3 e a4) e pulméo (bl, b2, b3 e b4)
pertencentes ao grupo Fluconazol (G2) ao final do periodo experimental (Setor
de Micologia, FV-UFPel).



5. DISCUSSAO

O modelo experimental e a via de inoculagéo, utilizados neste estudo
sdo considerados preferenciais para a reprodugdo da criptococose, visto que
estudos prévios demonstraram a suscetibilidade de camundongos ao
Cryptococcus neoformans, e o tropismo do agente para érgaos-alvo como
cérebro e pulméo, produzindo lesdes compativeis com as encontradas na
literatura. O modelo experimental foi citado por outros autores como de grande
utilidade para estudos comparativos entre antifingicos e imunomoduladores,
além disso, um pequeno numero de animais pode ser utilizado, sendo indicado
como suficiente a utilizagdo de dez animais por grupo, sendo que neste estudo
foram utilizados 20 camundongos por grupo (CASADEVALL & PERFECT,
1998).

Em relacdo a avaliacdo clinica dos grupos experimentais, foi possivel
observar que o tratamento G3 (Fluconazol+Glucana) foi o que apresentou
animais com menos sinais clinicos durante todo o0 experimento em comparagao
ao G1 (Controle) e G2 (Fluconazol). Porém, s6 foi observada diferenca
estatistica em relacdo ao G1 na primeira e na segunda avaliacdo e com relacéo
ao G2 somente na segunda. No G1 a evolucdo clinica foi semelhante a
relatada por outros autores, que demonstraram que quando a criptococose néao
é tratada, evolui negativamente, ocorrendo alto indice de hipertrofia craniana,
devido a multiplicacdo dessa levedura no tecido cerebral (CRISSEY et al.,1995;
IROKANULO & AKUESHI, 1995; DENNING et al.,1991; LACAZ, 2002), além de
outros sinais de alteragbes neurologicas como lateralidade da cabeca,
desequilibrio e paralisias de membros, o que foi observado também nos grupos
em que o antifungico nao foi utilizado (G4 e G5), outros sinais comuns
relatados em animais infectados sao apatia e piloerecdo (IROKANULO &
AKUESHI, 1995; CASADEVALL & PERFECT, 1998; LACAZ et al., 2002;
BEENHOUWER, 2007). Nao foram encontrados na literatura consultada
trabalhos que descrevam a ocorréncia detalhada de sinais clinicos na
criptococose experimental.

A acéo do fluconazol no tratamento da criptocose, observada no grupo

G2 deste experimento, foi favoravel na maioria dos animais, sendo que alguns



49

individuos permaneceram ao final do estudo com pequeno aumento de volume
na regido do osso frontal (cabeca), sem nenhum outro sinal neurolégico
aparente. Este antifangico é considerado o farmaco de eleicdo em casos de
neurocriptococose em pequenos animais, pela boa penetragdo no liquido
cefalorraquidiano (ADAMS, 2003; ANDRADE, 2008), porém, varios autores tém
relatado casos refratarios ao tratamento, devido a cepas resistentes e longos
periodos de administracdo do farmaco (SCOTT et al., 1996; KERWIN et
al.,1998; TICHES et al.,1998; FARIAS & GIUFFRIDA, 2002; O'TOOLE et al.,
2003; POSTERARO et al.,, 2003; MALIK et al.,, 2004; TABOADA, 2004,
O'BRIEN et al., 2006).

A R-glucana possui varios efeitos benéficos sobre o sistema imunoldgico
em animais e seres humanos: aumento do numero, tamanho e funcdo dos
macréfagos, aumento da secrecao de lisozimas (STASHENKO et al., 1995;
TZIANABOS et al., 1994), aumento do fator necrose tumoral por macréfagos
(TZIANABOS et al., 1992)e aumento da depuracéo de antigenos (TZIANABOS
et al., 1999; VASTA et al., 1999). A atividade antiinfecciosa da 3 (1-3) glucana
foi testada em modelos animais com doencas fangicas (MEIRA et al., 1996;
PELIZON et al.,, 2005; MARTINS, 2008), parasitarias (HOLBROOK et al;
1981), virais (REYNOLDS et al., 1980; JUNG et al., 2004), mas foi testado mais
extensivamente dentro doencas bacterianas experimentais (TZIANABOS;
CISNEROS, 1996; LIANG et al., 1998). Porém, em relacdo ao C. neoformans,
ainda ndo foi avaliada a eficicia da glucana no tratamento da criptococose,
sendo o presente estudo pioneiro nesse sentido. Neste experimento foi
verificado que nos grupos tratados somente com o imunomodulador (G4 e G5)
até a quarta avaliacdo, embora sem diferenca estatistica, esses dois grupos se
mostraram melhores que o controle em relacao aos sinais clinicos, sendo que a
segunda dose utilizada de glucana (G5), obteve melhores resultados que G4.
Na ultima avaliagdo os dois grupos Glucana (G4 e G5), na média de escores,
embora sem diferenca estatistica se mostraram piores que o G1 (Controle). No
entanto, quando observamos a freqiéncia de animais com sinais clinicos,
podemos observar que o G4 foi semelhante ao G1, com 60 e 57,1%,
respectivamente, de animais doentes, e que no G5 sé havia 25% dos animais
doentes indicando que a segunda dose de glucana (G5) foi consideravelmente

melhor que a primeira e que o grupo controle (G1). Martins (2008) estudando a
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acado da R-glucana em esporotricose experimental também obteve regressao
dos sinais clinicos dessa micose em grupos tratados com antifingicos
associado ao imunomodulador, e no uso isolado deste.

As alteracbes anatomopatolégicas confirmaram os achados clinicos,
onde o0s grupos tratados tiveram menos lesbes nos 6rgdos que O grupo
controle (G1). Os achados de necropsia apOs inoculacdo intraperitoneal
confirmam a disseminacao da infeccdo em diversos 6rgdos o que ocorre pela
invasdo local e disseminacdo do agente pela via hematdgena ou linfatica
(CORREA, 1994; WOLF & TROY, 1997; QUINN et al., 1997; TABOADA, 2004).
Durante a criptococose a fungemia ja foi detectada em 50% de pacientes
humanos infectados pelo HIV (DROMER et al., 2007). A correlacdo entre
fungemia e a disseminagdo do fungo no organismo, incluindo a invasdo
cerebral j4 foi estudada em alguns modelos experimentais de criptococose
(LORTHOLARY et al.,, 1999). A forma pela qual o Cryptococcus chega ao
cérebro ainda ndo est4d completamente elucidada, alguns pesquisadores
acreditam que a levedura possa atravessar a barreira hematoencefalica dentro
de monodcitos (CHARLIER, et al., 2009). As lesdes anatomopatoldgicas e
histol6gicas encontradas no cérebro foram: hemisférios cerebrais com
circunvolugbes pouco definidas, aumento de tamanho, alteracdo na
consisténcia do 6rgdo, reacdo granulomatosa com infiltrado inflamatério com
centro repleto de organismos fungicos, leveduriformes, circundados por halos
claros. Nédulos esbranquicados ou cisticos foram observados em pulmdes,
baco, rins, figado, mesentério, diafragma e coracdo. O baco frequentemente
apresentava-se com aumento de tamanho (esplenomegalia) e com
consisténcia friavel. As lesdes de necropsia e histolégicas encontradas neste
estudo foram semelhantes as relatadas por outros pesquisadores. Bava &
Negroni (1994) relataram achados como esplenomegalia, cérebro com aspecto
viscoso e gelatinoso e nddulos pulmonares em camundongos infectados
experimentalmente com C.neoformans. Segundo Lacaz (2002), o
C.neoformans pode produzir lesdes mucilaginosas ou granulomatosas nos
pulmdes, cérebro, meninges, medula espinhal, glandulas adrenais, nédulos
linfaticos, glandulas mamarias, 0ssos e outros 6rgdos nos animais e homem.
Negroni et al. (1991) estudando acdo de antifingicos (incluindo o fluconazol)

relataram que o0 grupo controle exibiu criptococose disseminada, com
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granulomas pulmonares e cerebrais, células gigantes, contendo um grande
namero de leveduras capsuladas em seu interior. Mais recentemente outros
pesquisadores ao reproduzirem a criptococose experimental em camundongos
também evidenciaram tais achados macro e microscopicos (WOSNIAK et al.,
2009; MERSHON et al., 2009).

Assim como nos parametros avaliados anteriormente, o retroisolamento
e a contagem de UFCs do C. neoformans a partir dos érgaos analisados foi
menor nos grupos tratados em relagdo ao grupo controle. Dos grupos tratados
a combinacdo de fluconazol e glucana (G3) propiciou um menor
retroisolamento em cérebro, pulmdo, baco e rins e se mostrou superior
estatisticamente aos demais grupos. A disseminagdo do fungo para estes
orgdos apds a inoculagdo seja ela por via intraperitonial, endovenosa,
intratraqueal, intranasal ou intracerebral ja foi estabelecida e estudada por
muitos pesquisadores (GRAYBBILL, 1978; BAVA & NEGRONI, 1994;
CASADEVALL & PERFECT, 1998; SCHWARZ et al., 2003; BEENHOUWER et
al., 2007). Dos o6rgaos estudados, o cérebro e o pulmédo foram os que tiveram
um maior retroisolamento no grupo nao tratado (G1). Estudos prévios
demonstraram que tanto o tratamento antifingico quanto a 3-glucana diminuem
a disseminacao fangica e o retroisolamento, bem como reduzem o nimero de
células viaveis no ponto de inoculacdo, resultando em uma menor
guantificacdo das UFCs (NEGRONI et al., 1991; KAISER & KERNODLE, 1998;
LIANG et al., 1998; CRISPIM et al., 2004).

Os resultados obtidos neste estudo, especialmente aqueles produzidos
pelo grupo tratado Fluconazol+Glucana (G3), podem ser atribuidos a acéo
antifangica do fluconazol e as propriedades imunomoduladoras da 3-glucana.
Tendo em vista que a 3-glucana tem ac¢éo estimulatéria sobre fagoécitos, como
a ativacdo de macroéfagos, neutrofilos e de células Natural-Killer (HOFER &
POSPISIL, 1997), esta substancia imunomoduladora potencializa a resposta do
hospedeiro contra o C.neoformans que € realizada basicamente por imunidade
celular, mediada principalmente por macrofagos, neutrofilos, linfocitos T e
células NK. Essas células desempenham funcdo de fagocitose, e ativacdo da
resposta imune através da producdo de mediadores pro-inflamatorios, incluindo
citocinas e quimiocinas (BARONETTI et al., 2006). O IFN-y é a citocina

predominante produzida por linfécitos de camundongo que desenvolvem uma
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resposta protetora anticriptocdcica, essa citocina tem a capacidade de ativar
populacdes de macrofagos para eliminar o C. neoformans (MURPHY, 1993;
BARONETTI et al., 2006; WOZNIAK et al., 2009). Estudos histopatologicos
demonstraram gque macréfagos sdo o tipo de célula predominante apdés afluxo
temporario de neutréfilos em pulmdes de camundongos infectados e
desempenham um papel importante na defesa contra a infeccéo criptocdcica,
eliminando o agente, principalmente através da geracao de Oxido nitrico
(ROSSI et al., 1999; BARONETTI et al., 2006).

Assim, como neste estudo, a associacdo benéfica da glucana com
farmacos antifungicos ja foi relatada por outros autores. Meira et al. (1996)
utilizaram associacdo da glucana com anfotericina B no tratamento da
paracoccidioidomicose em humanos, e demonstraram a agédo imunoestimulante
da glucana, principalmente em pacientes com o quadro mais grave da micose.
Da mesma forma Azevedo et al. (2008) em um caso de cromoblastomicose
humana refratéria a antifingicos, como itraconazol e terbinafina, associaram a
glucana ao primeiro antifangico, demonstrando um aumento significativo na
linfoproliferacao de células do paciente e producédo de citocinas, como o IFN-y e
fator de necrose tumoral alfa (TNF-a;), modulando o sistema imunoldgico para
uma resposta celular, ocorrendo regressdo da enfermidade. Martins (2008)
associando itraconazol a R-glucana na esporotricose cutadnea experimental,
obteve regressdo e cicatrizacdo mais precoce das lesdes causadas pela
micose, além de menor quantificacdo fungica (UFC) e retroisolados positivos

para o agente.
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6. CONCLUSAO

A associagdo da R(1-3) glucana e fluconazol (G3) proporcionou uma
menor frequéncia de sinais clinicos, menor retroisolamento do agente e menor

guantificacao de UFCs;

A associacdo do imunomodulador 3(1-3) glucana e fluconazol pode ser

uma alternativa benéfica no tratamento de pacientes com criptococose.



7. PERSPECTIVAS

De acordo com os resultados obtidos nesse experimento, surge a
necessidade de aprofundar as pesquisas para avaliagdo de diferentes doses,
intervalos e duragédo de administracéo da 3 (1-3) glucana, assim como entender
melhor os mecanismos pelos quais esse imunomodulador atua frente a
criptococose. O avanco destes estudos possibilitard o alcance de uma
alternativa terapéutica para os casos graves de criptococose, bem como casos

refratarios ao tratamento antifngico.
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APENDICE A - Alteragbes clinicas observadas nos animais experimentais com criptococose durante o periodo de 45 dias do estudo.

ALTERAC}OES GRUPO 1 GRUPO 2 GRUPO 3 GRUPO 4 GRUPO 5
CLINICAS Controle Fluconazol Fluc+Glucana Glucana | Glucana |l
(%) (%) (%) (%) (%)
AVALIAQAO 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
Piloerecéo 35 25 266 143 143 15 25 20 20 - - - 20 - - 1515 40 50 30 5 10 20 25 25
Desidratacéo - 5 133 - - - 5 266 20 - - - 133 - - - - 6,7 20 20 5 10 6,7 125 125
Apatia - - - - - - - - - - - - - - - - 5 - 20 20 5 5 - - 125
1 de volume frontal 40 40 533 571 571 - 30 60 70 333 - 10 46,7 20 - - 15 6,7 40 20 20 15 26,6 37,5 12,5
1 de volume parietal - - 6,7 - 143 - - - - - - - - - - - - 6,7 - 20 - - - 125 125
Excitagdo - 5 - - - - 5 - - - - - 67 - - - - - - 10 - 5 - - -
Lateralizagdo cabeca - - - - - - - - - - - - - - - - - 6,7 - 10 - - - - 12,5
Paralisia - - - - - - - - - - - - - - - - - - 10 10 - - - - 125
Equil. grade - - 266 429 429 - 5 6,7 - - - - - - - - - 6,7 10 20 - - - - 12,5
Cromodacriorreia - - - - - - 10 - - - - - - - - - - 67 - - 20 - - - -

Obito - - - 3 - - - - - 1 - - - - - - - - - - - - - 2 -
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Incerteza de
Andlises/Componentes Especificagoes Medigao Resultados das analises
PROPRIEDADES FISICO-QUIMICAS
e Descrigao (3) P¢ cristalino branco ou quase Pa cristalino branco.
branco.
e Doseamento (3) 98,0 % a 102,0% (calculada em 100,5%
relagdo a substancia seca)
¢ Perda por dessecagdo (105°C, 3horas) (3)  N&o mais que 0,5% 03% 02%
e Residuo de ignigdo (3) Nao mais que 0,1% 0,13 0,0%
e Ferro (3) Nao mais que 0,002% <0,002%
* Compostos Relacionados * (3) Conforme Conforme
IDENTIFICAGAO
o Infravermelho (3) Positivo Positivo
¢ Ultravioleta (3) Positivo Positivo

SOLUBILIDADE
e Agua (3)

e Cloroférmio (3)
* Metanol (3)

o Alcool (3)

* Acetona (3)

e Tolueno (3)

e |sopropanol (3)

Pouco soluvel
Ligeiramente soluvel
Facilmente solavel
Solavel

Soluvel

Muito pouco soluvel
Ligeiramente soluvel

Pouco soluvel
Soluvel

Facilmente soluvel
Solavel

Solavel

Muito pouco solluvel
Ligeiramente soluvel

Os resultados presentes neste Certificado de Analise, tem seus valores restritos a este lote.

* - Andlises em acordo com o certificado de analise do fornecedor.

As demais analises foram realizadas no Laboratorio de Controle da Qualidade Galena.
Referéncias: (0) Conforme literatura do fornecedor.; (1) Conforme metodologia interna Galena.; (2) Farmacopéia Britanica Edigao 2005.; (3)

Farmacopéia Americana, 31° Edigao..
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