UNIVERSIDADE ESTADUAL DO OESTE DO PARANA
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO STRICTO SENSU EM BIOCIENCIAS E
SAUDE — NIVEL MESTRADO

ANIELE TOMADON

AVALIACAO DA TERAPIA FOTODINAMICA EM MODELO EXPERIMENTAL DE

ARTRITE POR Paracoccidioides brasiliensis

CASCAVEL-PR
FEVEREIRO/2016



ANIELE TOMADON

AVALIACAO DA TERAPIA FOTODINAMICA EM MODELO EXPERIMENTAL DE
ARTRITE POR Paracoccidioides brasiliensis

Dissertacdo apresentada ao Programa de
P6s-Graduacdo Stricto Sensu em Biociéncias
e Saude - Nivel Mestrado, do Centro de
Ciéncias Biolégicas e da Saude, da
Universidade Estadual do Oeste do Parana,
como requisito parcial para a obtencdo do
titulo de Mestre em Biociéncias e Saude.

Area de concentragdo: Fatores que

influenciam a morfofisiologia organica.

ORIENTADORA: Profa. Dra. Rose Meire Costa
Brancalhdo

COORIENTADOR: Prof. Dr. Eduardo Alexandre
Loth

CASCAVEL-PR
FEVEREIRO/2016



FOLHA DE APROVACAO

ANIELE TOMADON

Avaliacdo da terapia fotodinamica em modelo experimental de artrite por

Paracoccidioides brasiliensis

Esta dissertacdo foi julgada adequada para a obtencdo do titulo de Mestre em
Biociéncias e Saude e aprovada em sua forma final pelo Orientador e pela Banca

Examinadora.

Prof. Dra. Rose Meire Costa Brancalh&o
Universidade Estadual do Oeste do Parana — UNIOESTE (Orientadora)

Prof. Dra Lucinéia de Fatima Chasko Ribeiro
Universidade Estadual do Oeste do Parand — UNIOESTE

Prof. Dra. Luzmarina Hernandes

Universidade Estadual de Londrina — UEL



DEDICATORIA

Aos meus pais Sérgio e Marinesta.
Sem eles nada disso seria possivel.



AGRADECIMENTOS

Primeiramente a Deus que iluminou o meu caminho durante esta caminhada.

Aos meus pais, Sérgio e Marinesta, e ao meu irmao Fabio pelo amor incondicional e
profundo apoio. A vocés, minha familia, sou eternamente grata por tudo que sou,

pelo que consegui conquistar, e pela felicidade que tenho. Amo vocés!

Ao meu namorado Caio, por estar sempre ao meu lado e compreender minha
ocasional auséncia, pelo amor, paciéncia e motivacdo que me concedeu durante
esta importante etapa. Obrigada por acreditar em mim, até mesmo quando eu néo

mesma ndo acreditava.

A minha orientadora, Professora Dra. Rose Meire Costa Brancalhdo, n&o apenas no
desenvolvimento da pesquisa, contribuindo muito para a ampliacdo dos meus

conhecimentos, mas também pelo carinho e atencdo durante esta etapa.

Ao Professor Dr. Eduardo Alexandre Loth, pela coorientacdo. Obrigada por todos os
conselhos que me possibilitaram cursar este caminho e por me ensinar sempre mais

no campo da pesquisa.

As Professoras Dra. Lucinéia de Fatima Chasko Ribeiro e Dra. Luzmarina
Hernandes por terem aceitado o convite para participar da banca de avaliacao desta

dissertacao.

Aos professores do programa Mestrado em Biociéncias e Salude da UNIOESTE,
pela dedicacdo e comprometimento com a nossa turma. Obrigada pelas aulas

maravilhosas.

Aos colegas do LABEF, pelo auxilio prestado sempre que necessario,
generosamente. Também por dividirem as experiéncias com bom humor e

cordialidade, animando meu percurso académico.



As colegas de mestrado e em especial as meninas do grupo Mesclandas, que se

tornaram boas amigas. Desejo a vocés muito sucesso!

A minha prima Camilla, gue mesmo morando longe esta presente todos os dias nas
boas lembrancas, e as amigas Nathiely, Ariadne e Keli pela presenca em minha

vida, confianca e pelos 6timos momentos.

A todas as pessoas que colaboraram, de forma direta ou indireta, para a concluséo

desta etapa de tamanha importancia em minha vida.



RESUMO GERAL

A Paracoccidioidomicose (PCM), causada pelo fungo dimorfico Paracoccidioides
brasiliensis, € uma das micoses sistémicas de maior prevaléncia na América Latina.
A infeccdo pode ocorrer acidentalmente por inoculacdo direta ou, principalmente,
através da inalacdo de propagulos de P. brasiliensis, que se instalam inicialmente
nos pulmdes e podem se disseminar para 6rgaos e tecidos do hospedeiro. Na forma
aguda da doenca a principal manifestacdo clinica € a sindrome linfoproliferativa
febril, podendo ocorrer acometimento osteoarticular; o mesmo para a forma crénica,
onde em 60% dos casos ha alteracfes Osseas e articulares, geralmente tratadas por
longos periodos com antifingicos convencionais. A terapia medicamentosa € a mais
utilizada para o controle da doenca, entretanto, custos elevados, baixa adesdo ao
tratamento e efeitos colaterais adversos, levam a necessidade de se pesquisar
terapias alternativas, como a fotodinamica (TFD), que apresenta baixo custo e
toxicidade, ag&o local e ndo induz resisténcia aos microorganismos. Estudos in vitro
tém demonstrado resultados positivos da TFD contra diversos fungos, mas néo
existem relatos in vivo sobre sua acdo no controle de P. brasiliensis. Nesse sentido,
0 presente estudo objetivou avaliar a resposta da TFD em modelo experimental de
artrite por P. brasiliensis. Para tanto, ratos Wistar machos (n=42), foram distribuidos
em grupos submetidos a inoculacdo de P. brasiliensis e PBS (controle) na
articulacdo do joelho direito. Apos o desenvolvimento da artrite, os grupos foram
tratados, do oitavo ao décimo primeiro dia com as terapias: grupos L40 e L120
tratados com laser nas dosagens de 40 e 120 J/cm? grupo AM tradado com o
fotossensibilizador azul de metileno e grupos TFD40 e TFD120 tratados com TFD
nas dosagens de 40 e 120 J/cm? Os tratamentos com laser e AM foram utilizados
de forma individual como controle para a TFD. Nos grupos foram avaliados: o
edema, através da medida do diametro latero-lateral da articulacéo; a intensidade da
artrite, por exame histopatol6gico e a titulacdo do anticorpo anti-gp43, por ELISA. Os
resultados mostraram que, a formac¢édo do edema foi menor nos grupos tratados com
TFD 40 e 120 J/icm® (p=0,8359 e p=0,7167, respectivamente). A andlise da
intensidade da artrite, revelou que o grupo tratado com TFD 120 J/cm? apresentou
as menores alterac6es morfolégicas na articulacdo. A titulacdo de anticorpos anti-
Gp43, demonstrou a maior producdo de anticorpos especificos no grupo levedura,
porém as diferencas ndo foram significativas na comparag¢do entre os demais
grupos. Assim, as evidéncias morfolégicas de recuperacdo de aspectos teciduais
normais, na articulagéo submetida a TFD 120 J/cm?, revelaram o potencial uso desta
terapia na reducédo da artrite causada por P. brasiliensis.

Palavras-chave: Paracoccidioidomicose, articulagbes, fotoquimioterapia, artrite
séptica.



GENERAL ABSTRACT

Paracoccidioidomycosis (PCM), caused by the dimorphic fungus Paracoccidioides
brasiliensis, is one of the most prevalent systemic mycosis in Latin America. Infection
can occur accidentally through direct inoculation or mainly through inhalation of
propagules of P. brasiliensis, which are installed initially in the lungs and can spread
to organs and tissues of the host. In the acute form of the disease the major clinical
manifestation is the febrile lymphoproliferative syndrome, occurring osteoarticular
involvement; the same for the chronic form, in which 60% of cases, bone and joint
changes usually treated for extended periods with conventional antifungal agents.
Drug therapy is the most widely used to treatment the disease, however, high costs,
poor adherence to treatment and adverse side effects, take the need to search for
alternative therapies such as photodynamic (PDT), which has low cost and toxicity,
local action and does not induce resistance to microorganisms. In vitro studies have
shown positive results of PDT against various fungi, but there are no in vivo reports
on its action in the control of P. brasiliensis. In this sense, the present study aimed to
evaluate the PDT response in an experimental model of arthritis by P. brasiliensis.
For this purpose, male Wistar rats (n = 42) were divided into groups submitted to
inoculation with P. brasiliensis and PBS (control) in the right knee joint. After the
development of arthritis, the mice were treated from the eighth to the eleventh day to
the therapy: Groups L40 and L120 laser treated at dosages of 40 and 120 J/cm?, AM
group treated with the photosensitizer methylene blue and PDT40 and PDT120
groups treated with PDT at doses of 40 and 120 J/cm?. The laser and AM therapies
were used individually as a control for PDT. The groups were evaluated: edema, by
measuring the lateral-lateral diameter of the joint; the intensity of arthritis, for
histopathology and titration of anti-gp43 antibody by ELISA. The results showed that
the edema formation was lower in the groups treated with PDT 40 and 120 J/cm? (p =
0.8359 and p = 0.7167, respectively). The analysis of the intensity of arthritis as
assessed by histopathology showed that the group treated with PDT 120 J/cm? had
the lowest morphological changes in the joint. Titration of anti-gp43 antibodies,
showed the highest production of specific antibodies in the yeast group, but the
differences were not significant when comparing the groups. Thus, the morphological
evidence of normal tissue recovery aspects, the joint subjected to PDT 120 J/cm?,
revealed the potential use of this therapy in reducing arthritis caused by P.
brasiliensis.

Keywords: Paracoccidioidomycosis, joints, photochemotherapy, arthritis infectious.
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1. INTRODUCAO GERAL

A Paracoccidioidomicose (PCM), causada pelo fungo dimorfico
Paracoccidioides brasiliensis € a micose sistémica de maior prevaléncia na América
Latina. No Brasil se apresenta como a oitava causa de morte por doencas
infecciosas e parasitarias predominantemente crbénicas, e ocorre com maior
frequéncia nas regifes Sul e Sudeste do pais. O Estado do Parana apresentou a
maior taxa de mortalidade por PCM em 2002, registrando 53,2% das mortes
(COUTINHO et al., 2002; FORNAJEIRO et al., 2005; LACAZ et al, 2002).

A doenca é um grave problema de saude publica, ndo somente pelas
dificuldades do tratamento utilizado, como também pelo fato de acometer
principalmente homens na fase mais produtiva da vida, visto que 84,75% dos casos
ocorrem entre 30 e 59 anos, atingindo principalmente trabalhadores rurais
(COUTINHO et al, 2002; NEGRONI, 1993; RESTREPO, 1985; WANKE; LONDERO,
1994). Como provedores familiares, verifica-se assim que a patologia pode
comprometer a renda familiar com consequéncias econémicas e sociais. Soma-se o
fato de que o diagndstico é tardio ja que as pessoas afetadas demoram a procurar a
rede de saude devido ao desconhecimento da doenca (SHIKANAI-YASUDA et al.,
2006).

A infeccao pelo patdgeno pode ocorrer acidentalmente por inoculacao direta
ou, principalmente, através das vias aéreas superiores do hospedeiro, pela inalacéo
de conidios ou propagulos do fungo, que se instalam, inicialmente, nos pulmdes, de
onde o fungo pode se disseminar por todo o corpo causando lesbes em 0Orgaos
internos e mucocutaneos (FRANCO et al., 1987).

Clinicamente a PCM pode se manifestar de duas formas; na forma de
infeccdo, o fungo instalado no hospedeiro permanece assintomético por longo
periodo de tempo, e na forma doenga, € sintomatica. A PCM doenca pode, de

acordo com o0s sinais e sintomas, ser classificada ainda como: aguda ou juvenil,
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normalmente severa, de evolucdo rapida que afeta predominantemente jovens, de
ambos os sexos, e compromete células do sistema reticulo-endotelial; e crénica ou
adulta, de instalacdo lenta e gradual, observada com maior frequéncia em individuos
do sexo masculino, entre 30 e 50 anos (FRANCO et al., 1989; SHIKANAI-YASUDA
et al., 2006).

Na forma cronica o érgdo mais acometido € o pulmdo, ja na juvenil a
principal manifestacdo clinica € a sindrome linfoproliferativa febril. Nesta, o
acometimento osteoarticular é frequente, estima-se que 20 a 40% dos pacientes
apresentam alteracbes Osseas e 5 a 10%, alteracBes articulares (ROCHA;
CAMPOS, 2007; SCHEINBERG et al., 1994).

O acometimento osteoarticular, presente em até 60% dos casos de PCM
cronica, foi reportado inicialmente em 1911. Ndo se conhecem os fatores que
predispdem a este tipo de comprometimento, mas acredita-se que traumas
localizados facilitem o estabelecimento do fungo neste sistema, durante a fase de
fungemia (SILVESTRE et al., 1997). A alteracdo articular se apresenta como sinovite
aguda, muitas vezes associada a febre, emagrecimento e prostracéo, e pode evoluir
para a perda da funcdo articular (SCHEINBERG et al., 1994; SILVESTRE et al.,
1997).

Varias terapias tém sido utilizadas no controle de micoses fungicas, como a
medicamentosa e a terapia fotodinAmica (TFD). Entre as classes de medicamentos
disponiveis para combater P. brasiliensis, os derivados azdlicos estdo inseridos
como tratamento preferencial; porém apresentam efeitos colaterais severos, por
agirem de forma sistémica, além do custo alto, baixa ades@o ao tratamento e das
recidivas da doenca (MARTINEZ, 2006).

No caso da TFD, seu uso apresenta algumas vantagens, pois a acdo €
centrada no microorganismo, tem poder cicatrizante e ndo causa efeitos danosos
significativos em células humanas saudaveis. A TFD consiste no uso de um
composto fotossensibilizador, que ativado pela luz leva a formacdo de espécies
reativas de oxigénio e provoca a morte de microorganismos por dano oxidativo
(SOUKOS et al.,1996).

Vérios estudos, principalmente in vitro, utilizam o corante azul de metileno
como agente fotossensibilizador para a TFD, apresentando efeitos positivos no
tratamento de bactérias e fungos, como Candida albicans. No caso de P.

brasiliensis, estudos in vitro utilizando a TFD tém se mostrado benéficos, levando a
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morte do fungo (ALVES et al.,, 2013; DEMIDOVA; HAMBLIN, 2004; NOWOTNY,
2011; PRATES et al., 2008); entretanto, ndo ha relatos de estudos in vivo sobre a
acao desta terapia em P. brasiliensis. Ainda, com relacdo a patologia osteoarticular,
0s estudos se apresentam na sua maioria como relatos de caso, onde o diagndstico
é tardio e a terapia medicamentosa € a utilizada no tratamento (ROCHA; CAMPOS,
2007; SILVESTRE et al., 1997).

Neste sentido, considerando o alto custo socioecondémico da PCM, e as
sequelas secundarias a infec¢édo, que podem incapacitar o individuo para o trabalho
(MOTA, 1996), verificou-se a necessidade de se ampliar as opg¢des terapéuticas no
tratamento da PCM. Com esta finalidade, utilizando-se do modelo experimental rato,
por se assemelhar ao humano na fisiologia e anatomia articular, o presente estudo
analisou a potencial utilizacdo da TFD no tratamento da artrite experimental,

causada por P. brasiliensis, na articulacdo do joelho de ratos Wistar.



15

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Analisar os efeitos da TFD sobre a artrite induzida por P. brasiliensis em

ratos Wistar.

2.2 Objetivos Especificos

e Verificar a intensidade da artrite causada por P. brasiliensis na articulacdo do
joelho através de analises morfolégicas ;

e Avaliar a eficiéncia do tratamento da TFD, com o uso:

- da titulac&o de anticorpos anti-Pb, por ELISA;

- das andlises morfologicas teciduais e de edema;

e Comparar a eficiéncia da TFD nas doses 40 e 120 J/cm?.
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3. REVISAO GERAL DA LITERATURA

3.1 Paracoccidioides brasiliensis
O fungo P. brasiliensis, agente etiolégico da PCM, foi descrito inicialmente,

em 1908, por Adolfo Lutz (1855-1940) no periodico Brazil-Médico. A revista trouxe a
primeira parte dos resultados, iniciados em 1905, no artigo “Uma mycose
pseudococcidica localizada na boca e observada no Brazil. Contribuicdo ao
conhecimento das hyphoblastomicoses americanas”. Nesta publicacédo, Lutz obteve
o cultivo do parasito, a partir de lesbes de individuos infectados, e analisou a
estrutura e modo de reproducdo. Ao verificar semelhancas morfolégicas com
micoses anteriormente descritas na Argentina e nos Estados Unidos, incluiu-a em
um grupo denominado de hifoblastomicoses americanas (LACAZ et al.,2002; LUTZ,
1908).

Afonso Splendore, um médico, bacteriologista e sanitarista, estudou casos
desta micose fungica de 1908 a 1915 e, devido a inexisténcia de terapia especifica
no periodo, a doenca era fatal. Em 1912, Splendore classificou 0 agente etioldgico
da PCM no género Zymonema. A doenca passou a ser denominada, entdo, de
“blastomicose brasileira” e logo apos, “blastomicose sul-americana”, devido aos
casos semelhantes relatados na América do Sul (LACAZ, 1994; LACAZ et al., 2002).

Em 1930, o médico Floriano Paulo de Almeida, incluiu o patdgeno no género
Paraccoccidioides, dentro do Reino Fungi. A classificacdo foi baseada em estudo
comparativo com o granuloma coccidioco nos Estados Unidos e no Brasil,
estabelecendo as diferencas notaveis entre o agente etiologico da PCM e
Coccidioides, confirmando assim os achados descritos por Lutz (ALMEIDA, 1930). A
partir de 1930, os estudos sobre PCM se intensificaram, levando ao
desenvolvimento terapéutico-farmacoldgico e, com o surgimento da microscopia
eletrbnica, houve uma melhor compreensao da biologia celular do fungo (LACAZ et
al., 1994).



17

A oficializagdo do termo PCM foi instituida em 1971, durante o primeiro
simpdsio da PCM, na cidade de Medelin, Colémbia (VALLE; COSTA, 2001).

Com base em estudos de filogenia molecular, P. brasiliensis é descrito
como pertencente ao reino Fungi, filo Ascomycota, classe Plectomyceto, ordem
Onygenales, familia Onygenaceae, género Paracoccidioide e epiteto especifico
brasiliensis (SAN-BLAS, 1993).

Dentre aproximadamente 100.000 espécies fungicas existentes, apenas um
pequeno grupo leva ao desenvolvimento de micoses sistémicas humanas, sendo a
maioria causada por fungos dimorficos, tornando esta alteracdo morfotipica um
aspecto importante no mecanismo de viruléncia e de patogenicidade (SAN-BLAS et
al., 1987).

P. brasiliensis possui dimorfismo morfolégico termo-dependente e em
temperaturas inferiores a 25°C, in vitro ou em ambiente sob condi¢cdes de
saprofitismo, cresce na forma de micélios; composto por filamentos de células
cilindricas ramificadas, denominadas hifas (Figura 1). A forma leveduriforme,
verdadeiramente patogénica, se desenvolve nos tecidos infectados ou quando
cultivada in vitro a 36°C, mede de 5 a 25 pM de diametro e apresenta
multibrotamentos, originados da célula-mae, aspecto conhecido como “roda de
leme” (BRUMMER et al., 1993; RESTREPO-MORENO, 2003).

Figura 1. Imagens do dimorfismo morfolégico de Paracoccidioides brasiliensis. Micélio (A) e levedura
com multibrotamentos (B e C). Coloragdo Grocott, em C. Disponivel em:
<http://atlasmicologico.blogspot.com.br/p/sistemicas.html>. Acesso em: 01 out. 2014.

A temperatura € um dos estimulos mais notorios no dimorfismo de P.

brasiliensis, porém fatores hormonais, como a presenca de 17-B-estradiol, e


http://atlasmicologico.blogspot.com.br/p/sistemicas.html
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nutricionais podem interferir neste processo de alteracao da forma né&o virulenta para
patogénica (VILLAR et al., 1998).

P. brasiliensis tem seu habitat possivelmente localizado no solo e j& foi
isolado em solos em diversos paises como Argentina, Brasil e Venezuela. Entretanto
seu nicho ecolégico ainda ndo foi corretamente determinado, o que impede um
melhor conhecimento da forma e do momento exato que os individuos sé&o
infectados pelo patégeno (ALBORNOZ et al., 1971; BALABANOV et al., 1964,
NEGRONI et al., 1966; SHOME; BATISTA et al., 1963).

A infeccdo de animais silvestres com intenso habito fossorial e escavatorio,
como os tatus, reforca a teoria que o fungo tem o solo como habitat. No entanto,
estes organismos devem ser considerados hospedeiros acidentais e ndo reservas
naturais do fungo (CONTI-DIAZ, 2007).

O habitat natural do fungo aparece em estudos com prevaléncia em areas
rurais, com temperaturas entre 10-28°C, em regides com invernos curtos e verdes
chuvosos, com indice pluviométrico elevado (1300-2500 mm/ano), vegetacao
abundante ou lavouras extensas, solo rico em proteinas, nos vales e nas
proximidades de grandes rios (BARBOSA et al., 1983; RESTREPO el al., 2001).

3.2 Paracoccidioidomicose

As infeccbes fungicas vém despertando atencdo da comunidade cientifica,
devido aos crescentes indices de mortalidade e morbidade e pela ineficiéncia na
adesdo ao tratamento. Além disso, esse tipo de infeccdo causada por fungos
patogénicos ou com patogenicidade intrinseca baixa, aumenta em pacientes
imunodeprimidos (RIVITTI; AOKI, 1999); e a Organizacdo Mundial da Saude (OMS)
vem demonstrando a importancia do estudo das micoses tropicais e seus impactos
pelo mundo (LUPI et al., 2005; PRADO et al., 2009);

No Brasil, as mortes causadas por micoses sistémicas como PCM,
criptococose, histoplasmose, candidiase, aspergilose, coccidioidomicose e
zigomicose, atingiram um numero de 3.583, entre 1996-2006, sendo a PCM
responsavel por 51,2% dos casos. Porém, acredita-se que dados sobre doencas
fungicas sejam sub-notificados, uma vez que, no caso da PCM nao é doenca de
notificacdo compulsoria (PRADO et al., 2009).

A PCM se encaixa no grupo das doencas infecciosas consideradas

“negligenciadas”, principalmente por receber pouca atengao, tanto das instituicbes
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envolvidas em termos de politicas publicas de salude, como da industria
farmacéutica (MARTINEZ et al., 2010).

Inicialmente, acreditava-se que a PCM era uma micose mucocutanea, pois
essas lesbes eram frequentemente o Unico sintoma clinico, o que levou a teoria da
patogénicidade traumética, onde o patdgeno é introduzido por traumas com
fragmentos de vegetais, utilizados para limpeza dentaria no meio rural. Contudo,
estudos com animais em laborat6rio ndo comprovaram a teoria, sendo as lesdes na
mucosa oral geralmente precedidas ou acompanhadas de lesGes pulmonares
(CONTI-DIAZ, 2008; LACAZ et al., 2002; LONDERO; FISCHMAN, 1967).

A forma mais aceitavel de infeccéo por P. brasiliensis é pela via respiratoria,
através da inalacdo de propagulos do fungo, que alcancam o paréngquima pulmonar
e se transformam em leveduras no tecido do hospedeiro (Figura 2). A transmisséo
nao ocorre de pessoa a pessoa (FRANCO et al.,, 1987; MEDOFF et al., 1987,
RESTREPO, 1985).

A primeira interacdo parasita-hospedeiro ocorre nos alvéolos pulmonares e a
partir dos pulmdes, o fungo pode se disseminar por via linfo-hematogénica para
outros érgaos e sistemas, como figado, baco, articulagdes, 0sso e sistema nervoso
central (CAMARGO; FRANCO, 2000; SAN-BLAS, 1993).

Uma vez no organismo o fungo passa a se multiplicar por brotamento
multiplo e pode ser eliminado por células do sistema auto imune, ou entao persistir e
multiplicar produzindo lesdo tecidual. A evolucdo e as consequéncias da infecgéo
vao depender de fatores relacionados ao fungo, como viruléncia, composicéo

antigénica e a resisténcia do hospedeiro (CALICH et al., 1985).
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Figura 2. Desenho esquematico da transmisséo de Paracoccidioides brasiliensis pela via respiratéria,
alcancando o pulmé&o do hospedeiro. Disponivel em: <http://quizlet.com/9296198/fungal-rt-infections-
flash-cards/>. Acesso em: 01 out. 2014.

A PCM apresenta-se sobre duas formas clinicas principais: a infec¢éo e a
doenca. A infeccdo é forma assintomética e ocorre geralmente em individuos
saudaveis, que residem ou residiram nas areas endémicas, ou que tenham lesbes
residuais inativas de P. brasiliensis. Estes individuos possuem reatividade ao teste
intradérmico com paracocciodiodina (RESTREPO-MORENO, 1993).

JA a PCM doenca € sintomatica e, dependendo da manifestacdo, é
classificada em aguda e cronica. Esta representa cerca de 90% dos casos, possui
longo periodo de incubacdo (meses a anos), mais frequente em homens com idade
superior a 30 anos. Apresenta alto indice de envolvimento pulmonar e se desenvolve
a partir do complexo primario, que diz respeito a instalacdo do fungo no pulméao, ou
da reativagdo de um foco assintomatico, foco quiescente (SHIKANAI-YASUDA et al.,
2006).

O fungo, dependendo de fatores relacionados a viruléncia, pode se alojar em
um Uunico o6rgao (unifocal), ou se disseminar para outros 0rgdos e tecidos

(multifocal), causando lesdes secundarias em membranas, mucosas, pele,
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linfonodos e glandulas adrenais (BRUMMER, et al., 1993; FRANCO et al., 1987;
LONDERO; RAMOS, 1990; SHIKANAI-YASUDA et al., 2006) (Figuras 3 e 4).

Figura 3. Fotografias dos aspectos clinicos da forma cronica da paracoccidioidomicose:.A e B, lesbes
papulosas e lUlcero-crostosas na face, resultantes da disseminacdo hematogénica. C,
linfadenomegalia cervical e submandibular, fistulizadas. D, lesdo vegetante com bordos irregulares
em regido perianal (SHIKANAI-YASUDA et al., 2006).

No caso da PCM doenca na forma aguda, também conhecida como
subaguda ou juvenil, representa cerca de 3 a 5% dos casos, possui curtos periodos
de incubacédo (semanas a meses), afeta principalmente criangas e jovens de ambos
0S sexos, e € a forma mais grave e com pior progndstico. Seu desenvolvimento afeta
o sistema reticulo endotelial e a manifestacdo clinica mais importante é a sindrome
linfoproliferativa febril que se caracteriza por um desenvolvimento rapido, com
acometimento osteoarticular e de 6rgdos como, figado, baco, ganglios linfaticos e
medula 6ssea (FRANCO et al., 1987; SHIKANAI-YASUDA et al., 2006; SINDRIN;
MOREIRA, 1999) (Figura 5).
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Figura 4. Exames de imagens da paracoccidioidomicose. (A) e (B), radiologias convencionais do
pulmdo mostrando opacidades nodulares e micronodulares difusas. (C), tomografia de pulméao
apresentando multiplas cavitagdes. (D), aumento bilateral de adrenais (SHIKANAI-YASUDA et al.,

2006).

Figura 5. Imagens de aspectos clinicos da forma aguda da paracoccidioidomicose. A, lesédo frontal e
clavicular; B, comprometimento linfatico supurado; C, linfoadenomegalia inguinal a esquerda; e D,
ascite e hepatomegalia (SHIKANAI-YASUDA et al., 2006).
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O acometimento osteoarticular foi reportado inicialmente por Pereira e
Vianna, em 1911, e pode ser observado em até 20% dos casos na forma aguda.
Porém, Severo et al. (1996) e David et al. (1997) relataram que o comprometimento
osteoarticular pode ocorrer em cerca de 60% dos casos da forma crbnica e é
secundério ao acometimento sistémico, principalmente pulmonar e cutaneo.

O comprometimento articular na PCM pode ocorrer por via hematogénica,
mais comumente observada em regides com melhor irrigacdo sanguinea, como a
metafise e a epifise de 0ssos longos, ou por contiguidade através de lesdes 0sseas
epifisarias adjacentes, que é o mais frequentemente observado. N&o se conhecem
os fatores que predispdem a este tipo de comprometimento, mas acredita-se que
traumas localizados facilitem o estabelecimento do fungo neste sistema, durante a
fase de fungemia (SILVESTRE et al., 1997).

O acometimento articular acontece como uma inflamag&o aguda visivel ao
exame clinico, que pode estar associado com hipertermia, perda de peso e
prostracdo, podendo evoluir com derrame articular e perda da funcdo (ROCHA;
CAMPQOS, 2007; SCHEINBERG et al., 1994; SILVESTRE et al., 1997).

3.3 Anatopatologia
P. brasiliensis tem a parede celular constituida de lipidios e proteinas. Na

fase miceliar ha uma proporcao maior de cisteina/cistina em relagédo a leveduriforme
(MARQUES et al., 2003). Outros constituintes estdo presentes, como O0s
polissacarideos a—(1,3)—glucana e (-(1,3)—glucana e os antigenos extracelulares
gp43, gp70 e gp30, apresentam também estrutura antigénica complexa, com
epitopos que se relacionam a patogenicidade (HOGAN et al., 1996).

O principal componente antigénico € a glicoproteina de peso molecular
43kDa, denominada gp43, que na célula fangica é armazenado em grandes
vacuolos citoplasmaticos e a secrecdo ocorre em regides especificas da parede
celular (STRAUS et al.,1996; VICENTINI et al., 1994). Esta glicoproteina age se
ligando a laminina onde inibe a expressdo do complexo principal de
histocompatibilidade classe Il (MHC-II) e a funcdo macrofagica, e apresenta efeitos
proteoliticos sobre proteinas estruturais como colageno, elastina e caseina
(FERREIRA et al., 2010).

O contato de P. Dbrasiliensis com o0 hospedeiro desencadeia

histopatologicamente um padrdo comum as micoses sistémicas profundas. Inicia-se
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uma reacdo inflamatdria congestivo-exudativa com fluxo de leucdcitos
polimorfonucleares. Os neutréfilos sdo degranulados, em tentativas frustradas de
fagocitar o fungo ou por atividades citotdéxicas, formando um microabscesso
delimitado. Progressivamente, estas células sdo substituidas por macréfagos que
absorvem microorganismos e restos celulares. Nessa etapa, histiocitos ativados
acumulam-se em nédulos frouxos e células gigantes multinucleadas, adquirindo uma
morfologia peculiar, caracterizada por “células epitelioides” (BRITO; FRANCO, 1994;
CAMARGO; FRANCO, 2000).

O granuloma é constituido por: arranjo nodular de células epitelioides,
células gigantes multinucleadas do tipo Langhans, linfocitos, fibroblastos e o agente
causador (fungo). Quando o fungo esta presente nesta estrutura ele é detectado em
apenas uma pequena proporcdo de células fagociticas, geralmente no centro do

granuloma (BRITO; FRANCO, 1994; FRANCO et al., 1994) (Figura 6 e 7).

\

K
Figura 6. Fotomicrografia da regido lateral da articulacdo do joelho de rato Wistar; coloragéo

hematoxilina e eosina. O circulo delimita um granuloma organizado. Menisco (Me), cartilagem
articular (Ca) e epifise 6ssea (Ep) (LOTH et al., 2014).
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Figura 7. Fotomicrografia de granuloma perineural, mostrando o fungo Paracoccidioides brasiliensis
(em preto); coloragdo de Grocott (MULLER; MIRANDA, 2013).

O granuloma evolui passando por trés estagios, 0 monicitico-neutrolifico, um
dia ap6s o contato com o fungo; o pré-granulomatoso, de dois a trés dias apds o
contato com P. brasiliensis; e o granulomatoso, a partir do sétimo dia. Apés 21 dias,
a demarcacao estrutural dos granulomas esta bem definida pela matriz, com trés
zonas aparentes: a central, sem colageno; a paracentral, com células fibroblasticas;
e a zona periférica, formando uma capsula fibrética (KERR et al.,1988).

A resposta adaptativa celular, formagédo do granuloma, que ocorre na PCM
humana ou na experimental, representa usualmente uma tentativa especializada e
eficiente na contencdo da infeccdo, impedindo sua multiplicacdo e disseminacéo
pelos tecidos. Em individuos com resposta imune celular preservada, observa-se a
formacdo de granulomas bem definidos e naqueles que apresentam
comprometimento imunolégico, a inflamacdo é desorganizada, com granulomas
frouxos e mal definidos, com presenca de linfocitos e proteinas e areas de necrose
(MOTA et al., 1985).
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3.4 Epidemiologia
A PCM é considerada uma micose restrita a Ameérica Latina, com

distribuicdo geogréfica limitada do México até a Argentina (GREER; RESTREPO,
1977). Mesmo nesta area endémica sua distribuicdo é heterogénea, estima-se que
existam aproximadamente 10 milhdes de pessoas infectadas, sendo o Brasil
responsavel por cerca de 80% dos casos relatados, seguido da Venezuela,
Colémbia e Argentina (FRANCO et al., 1994; RESTREPO et al., 2001, SHIKANAI-
YASUDA et al., 2006) (Figura 8).

1 BAIXA
B MODERADA
B ALTA

35"

Figura 8. Mapa mostrando a distribuicio da PCM na América Latina e o grau de infestacdo
(SHIKANAI-YASUDA et al., 2006).

A maior incidéncia de casos no Brasil ocorre na regido Sul, Sudeste e
Centro-Oeste, entretanto, esta distribuicdo tem se modificado ao longo das ultimas
décadas, aumentado o numero de pacientes diagnosticados com PCM nas regides
Centro-Oeste e Norte. Isto é devido, provavelmente, a descentralizacdo do
diagndstico e a fatores provenientes da abertura de novas fronteiras agricolas como
desmatamento, ruralizacdo e revolvimento do solo (COUTINHO et al.,, 2002,
WANKE, 1999).
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Em é&reas endémicas da doenca a incidéncia estimada é de,
aproximadamente, 1 a 3 casos clinicos para cada 100.000 habitantes por ano. Ja a
taxa de mortalidade situa-se em torno de 1,45:1.000.000 de habitantes, sendo
considerada a oitava causa de mortalidade entre as doencas infectoparasitarias
cronicas. A taxa de letalidade situa-se entre 2% a 23%, atingindo até 30% em
paciente imunossuprimidos (COUTINHO et al., 2002; MARTINEZ, 1996; PANIAGO
et al., 2003; SANTO, 2008).

A incidéncia da PCM é desigual entre os sexos, com predominio de 80 a
90% dos casos no sexo masculino, chegando a relagdo de 15 homens para uma 1
mulher infectada em areas endémicas. Porém, esses dados ndo apresentam relagédo
com o grau de exposicado dos mesmos, uma vez que estudos indicam que ambos o0s
sexos tém contato com o patdogeno (RESTREPO et al.,, 1984). Essa discrepancia
pode ser justificada devido a existéncia de receptores para estrogénio na membrana
plasmatica de P. brasiliensis, e que altas concentracdes de estrégeno funcionam
como inibidores dose-dependentes, suprimindo a conversdo para a forma
leveduriforme do fungo (ARISTIZABAL et al., 1998; RESTREPO et al., 1984).

Admite-se que o solo seja o reservatorio natural de P. brasiliensis tornando
os trabalhadores rurais, devido ao contato direto, os mais atingidos pelo fungo. Estes
trabalhadores, geralmente, estdo inseridos em estratos sociais de baixo nivel
socioeconémico, 0 que muitas vezes leva a uma menor preocupacdo com 0S
sintomas, diagnaostico tardio e pior prognoéstico (MARTINEZ et al., 1992). Espunhardi
et al. (2010) verificaram que 86% dos pacientes com PCM eram moradores da zona
rural e 14% moravam na zona urbana. Estes, entretanto, ja moraram ou tiveram
contato com a zona rural. O fato do fungo ter a capacidade de permanecer por
longos periodos de forma assintomatica e a populacdo migrar no territorio, dificultam
uma compreensdo melhor sobre seu habitat e diagndstico precoce. P. brasiliensis
pode afertar também habitantes de areas suburbanas e até areas urbanas em
diferentes profissdes (BITTENCOURT et al., 2005; RESTREPO, 1985).

A predisposi¢do de individuos alcodlatras a micoses vem sendo observada
em fungos como candidiase, criptococose e esporotricose. Alcoolismo, desnutricdo e
tabagismo podem estar ligados a patogenia da doenca. Martinez el al. (1992),
afirmaram que mais de 50% dos pacientes diagnosticados com PCM faziam uso de
bebidas alcodlicas diariamente. J4 o tabagismo aparece com uma frequéncia de
90% dos pacientes com a doenca (MARTINEZ et al., 1992; PANIAGO et al., 2003).
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A ocorréncia de PCM em criangas varia de 2 ou 3 casos para cada 1.000 em
adultos. Essa baixa ocorréncia deve-se, provavelmente, ao fato de entrarem menos
em contato com fungo em suas atividades diarias, e ao longo periodo de laténcia da
PCM, de tal modo que a infeccédo adquirida na infancia se manifestaria como doenca
anos mais tarde (LACAZ et al., 1982; MARTINEZ, 2005). Apesar de 10 a 50% dos
habitantes de zonas endémicas serem expostos ao agente da PCM, apenas uma
pequena parte desenvolve alguma manifestacdo clinica da doenca (FAVA; FAVA-
NETTO, 1998).

A real prevaléncia e incidéncia da PCM ndo sdo possiveis de serem
estabelecidas com dados totalmente corretos, devido ao fato desta micose ser sub-
notificada. Os dados disponiveis sdo obtidos a partir de publicacdes da literatura e
registros hospitalares e ndo representam o numero total de pessoas infectadas
(CAMPOS et al., 2008; PANIAGO et al., 2003).

3.5 Diagnéstico e tratamento

Existem diversas metodologias para o diagnostico da PCM, mas o
considerado “padrao-ouro” € a identificacdo de elementos fungicos de P. brasiliensis,
através de técnica direta com exame a fresco de espécimes clinicos, como escarro,
analise de pus ou bidpsia tecidual (SHIKANAI-YASUDA et al., 2006).

Dentre as técnicas sorolégicas ou indiretas, a imunodifusdo € a mais
utilizada, devido principalmente a simplicidade do teste, a boa confiabilidade nos
resultados e a auséncia da necessidade de equipamentos de alto custo. Outras
técnicas soroldgicas tém sido utilizadas em centros de referéncia, como a de contra-
imunoeletroforese, enzime linked immunosorbent assay (ELISA) e immunoblotting
(SHIKANAI-YASUDA et al., 2006).

No tratamento da PCM h& um arsenal variado de farmacos cléassicos
considerados eficazes, mas com limitacées de toxicidade, interagcdo medicamentosa
(anticoagulantes orais e fenobarbital) e custo (SHIKANAI-YASUDA et al., 2006).

Medicamentos a base de sulfamidicos ou drogas antifingicas séo utilizadas
no tratamento da PCM; sendo utilizados com mais frequéncia o Itraconazol, o
cotoconazol, o sulfametoxazol, o trimetropim e a anfotericina B, no entanto, estes
farmacos apresentam varios efeitos colaterais indesejaveis como: diarreia, nausea,
vomito, eritema e efeitos hepatotoxicos (CAMPOS et al., 1984; SHIKANAI-YASUDA
et al., 2006).
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O farmaco anfotericina B, antibidtico isolado do ascomiceto Streptomyces
sp., foi o primeiro tratamento administrado em pacientes com micoses profundas, no
ano de 1958; sendo reservado para os casos graves da PCM por ser considerado
nefrotoxico e apresentar muitos efeitos colaterais, requerendo longo periodo de
hospitalizacdo para a sua administracdo. E utilizado por via endovenosa e atua
mediante ligacdo ao ergosterol da membrana plasmatica da célula fangica, formando
poros que alteram a permeabilidade celular e levam a sua morte (CAMPOS et al.,
1984).

Os derivados azdlicos atuam por bloqueio na sintese do ergosterol, que faz
parte da membrana plasmatica da célula fungica, da sintese de DNA e RNA, e na
organizacdo dos microtubulos. Os trés representantes dessa classe, cetoconazol,
itraconazol e fluconazol, tém sido utilizados com eficacia no tratamento da PCM
(MARTINEZ, 2006).

A duracdo do tratamento depende do grau de imunossupressao e
desnutricdo do paciente, da viruléncia e in6culo do fungo, e do antifingico utilizado.
O Consenso Brasileiro de Paracoccidioidomicose descreve esquemas de tratamento
da PCM que variam de 6 a 24 meses (ARAUJO et al., 2009; BRUMMER et al, 1993;
SHIKANAI-YASUDA et al., 2006).

Os principais desafios terapéuticos da PCM sdo a longa duracdo do
tratamento, a alta frequéncia de recaidas, sequelas como a fibrose pulmonar, os
efeitos colaterais medicamentosos e desenvolvimento da resisténcia microbiana
(MENDES, 2009).

Assim, como para diversas outras infec¢cdes flngicas, o tratamento
medicamentoso da PCM persiste como desafio ndo totalmente resolvido. Para tanto,
h& necessidade de novos antifUngicos mais eficazes e menos toxicos, bem como

terapias alternativas ou complementares as existentes (ALMEIDA et al., 2009).

3.6 Terapia Fotodinamica
Entre as terapias alternativas que vém sendo pesquisadas para o tratamento

de doencas infecciosas, estd a TFD, que devido ao seu efeito microbicida e
cicatrizante, atua na cura de feridas (PERUSSI, 2007).
A modalidade terapéutica TFD, associa o0 uso de luz, oxigénio e compostos

fotossensiveis para causar morte ou a inativacdo de microorganismos. As primeiras
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experiéncias com TFD surgiram no inicio do século XX, em Monique, onde Oscar
Raab e seu professor Herman von Tappeiner observaram que a exposicdo do
corante alaranjado de acridina associado a luz foi letal ao protozoario paramécio.
Isoladamente, nem o corante e nem a luz apresentam a capacidade de produzir
danos ao sistema biolégico alvo (ACKROYD et al., 2001).

O principio basico da TFD é a presenca de um agente fotossensibilizador,
gue quando irradiado por uma luz visivel, de comprimento de onda adequado, e na
presenca de oxigénio celular, leva a producéo de uma forma de oxigénio excitado e
resulta em uma sequéncia de processos fotoquimicos e fotobioldgicos, que geram
produtos fototoxicos danosos causando a morte da célula-alvo (LUKSIENE, 2003;
PERUSSI, 2007). Os radicais gerados pela TFD tém semi-vidas extremamente
curtas e reagem apenas nos seus locais de formacao, o que reduz a sua toxicidade
para os tecidos normais adjacentes (NYMAN; HYNNINEN, 2004).

Esta reacao pode ocorrer por dois mecanismos, o tipo | e Il. No tipo | envolve
a transferéncia de elétrons ou captacdo de atomos de hidrogénio entre o
fotossensibilizador em seu estado excitado (tripleto) e moléculas de substrato,
formando radicais livres, que vao reagir com o oxigénio, resultando em espécies
reativas de oxigénio (EROs, ou ROS, do inglés, reactive oxygen species), como
superoxido, radicais hidroxila e peréxido de hidrogénio, os quais podem oxidar uma
variedade de biomoléculas. Ja& o0 mecanismo do tipo Il € baseado na producdo de um
estado eletronicamente excitado e altamente reativo de oxigénio, o oxigénio singleto
(*0,) que reage com componentes celulares, principalmente em lipossomos,
membrana plasmatica e proteinas, levando a morte celular (ZHU; FINLAY, 2008).

A producdo do oxigénio singlete, espécies reativas de oxigénio, depende da
concentracdo e localizacdo do agente fotossensibilizador usada na TFD e da dose
de luz irradiada no tecido-alvo (TOREZAN, 2009).

Fotossensibilizadores ideais para a TFD precisam apresentar caracteristicas
fotoquimicas e fotofisicas especificas como, atoxicidade no escuro, inativos em seu
estado fundamental, absorver luz na regido do visivel, sintese rapida e com alto
rendimento, baixo custo, seletividade pelas células-alvos, rapida eliminacéo pelas
células ndo-alvo, alta capacidade de producdo de oxigénio singlete, e auséncia de
mutagenicidade (CALZAVARA; VENTURINI; SALA, 2005).

Os corantes sdo caracterizados pela capacidade de absorver luz visivel,

sendo alguns desses pigmentos capazes de participar ou induzir reacdes
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fotoquimicas, podendo ser utilizados como agente fotossensibilizador na TFD. Ao
seleciona-lo, deve-se levar em consideracdo seu o espectro de absorcdo Optica, ou
seja, o comprimento de luz que consegue ser absorvido pelo croméforo presente no
corante, pois, é necessaria a interacdo entre esses fatores para obter o efeito
fotodindmico (MACHADO, 2000; ZHU; FINLAY, 2008).

Dentre diversos corantes o mais utilizado é o azul de metileno (AM), corante
organico descoberto 1876, pertence a classe dos corantes fenotiazinicos, os quais
exibem intensa absorcdo em comprimentos de onda de 600 a 660 nm. Este espectro
de radiagao é favoravel a TFD por estar dentro da “janela foto-terapéutica”, ou seja,
apresenta eficiéncia na penetracdo da luz em tecidos biolégicos provocando
fotodanos (MACHADO, 2000; STERNBERG; DOLPHIN, 1996).

A melhor fonte de radiacdo descrita € a que, por um baixo custo, forneca a
maior quantidade de luz possivel, sem efeitos térmicos significativos. O laser é uma
opcao de luz para ativacdo de fotossensibilizador com desempenho geralmente
superior comparado a outras fontes, como diodos emissores de luz (LED), lampadas
incandescentes e fluorescentes. A luz Laser (Light Amplification by Stimulated
Emission of Radiation) apresenta um mecanismo de emissdo estimulada de
radiacdo, alta energia, baixa divergéncia (colimada), coeréncia (mesma fase) e
monocromaticidade (mesma frequéncia) (MACHADO, 2000; PERUSSI; IMASSATO,
2008).

A vantagem da TFD € nédo gerar efeitos toxicos cumulativos, tratamento de
baixo custo e menor tempo, localizado, e pode ser repetido até a obtencdo dos
resultados desejados (MACHADO, 2000). Outro beneficio sdo que o0s
microorganismo ndo adquirem resisténcia a TFD, pois a morte celular é causada

pelo oxigénio singlete e radicais livres (JORI et al., 2006).
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Resumo Estruturado

Introducdo: A paracoccidioidomicose, causada por Paracoccidioides brasiliensis, pode levar
ao acometimento osteoarticular. Dentre as formas de tratamento para fungos se destaca
fotodindmica (TFD) que apresenta baixos custo e toxicidade, acdo local e ndo induz
resisténcia aos microorganismos. O presente estudo objetivou avaliar os efeitos da TFD no
modelo experimental de artrite articular induzida por P. brasiliensis. Métodos: Ratos Wistar
machos (n=42) foram distribuidos em grupos, submetidos a inoculacdo de P. brasiliensis e
PBS (Controle) na articulacdo do joelho direito. Apds o desenvolvimento da artrite, 0s ratos
foram tratados; os grupos TFD40 e TFD120 com TFD 40 Jicm? e TFD 120 J/icm?
respectivamente, o grupo AM com azul de metileno; e os grupo L40 e L120 com laser 40
Jlcm? e laser 120 J/cm? respectivamente. Terapias laser e azul de metileno foram utilizadas
de forma individual como controle para a TFD. Foram realizadas analises da formacdo do
edema, avaliacdo anatopatoldgica e titulacdo de anticorpos anti-Gp43 por ELISA. Resultados:
A formagéo de edema foi significativa no grupo Levedura, com menor formagdo no grupo
TFD40 e TFD120, porém ndo apresentou diferencas estatisticas entre os grupos. Na avaliacdo
anatopatoldgica o grupo TFD120 apresentou a melhor recuperacdo da morfologia da
membrana sinovial. E a titulagdo do anticorpo anti-Gp43 e analise do indice de artrite foram
significativa no grupo Levedura, com a menor titulacdo e formacdo de artrite no grupo
TFD120, porém ndo apresentou diferencas estatisticas entre os grupos. Conclusdes: O
tratamento com TFD 120 J/cm? foi mais eficaz na reducdo da artrite, comparado com 0s

demais grupos.

Abstract
Introduction: The paracoccidioidomycosis caused by Paracoccidiodes brasiliensis may lead

to osteoarticular involvement. Among the forms of treatment for fungal stands the
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photodynamic (PDT) that has low cost and toxicity, local action and does not induce
resistance to the microorganisms. The present study aimed to evaluate the effects of PDT in
the experimental model of the articular arthritis induces by P. brasiliensis. Methods: Wistar
rats (n=42) were distributed in groups, submitted to inoculation with P. brasiliensis and PBS
(control) in the right knee joint. After the development of arthritis the rats were treated; and
the PDT40 and PDT120 groups with PDT 40 J/lcm? and 120 J/cm? respectively. The MB
methylene blue group; L40 and L120 laser groups with 40 J/cm? laser and 120 J/cm?,
respectively. Laser and methylene blue therapies were used individually as a control for PDT.
Edema formation analysis were conducted, anatomopathological evaluation and titrations of
anti-Gp43 by ELISA. Results: The edema formation was significant in the yeast group with
lower formation in the TFD40 and TFD120 group, but it showed no statistical differences
between the groups. In the anatomopathological evaluation the PDT120 group showed the
best recovery of the morphology of the synovial membrane. The antibody titration anti-Gp43
and the analyses of the arthritis index were significant in the Yeast group, with the lowest
titration and arthritis formation in the PDT120 group, although it showed no statistical
differences between the groups. Conclusions: Compared with the other groups, the treatment

with PDT 120J/cm? was more effective in reducing arthritis.

Keywords: Paracoccidioidomycosis, joints, photochemotherapy, knee, synovium.

INTRUDUCTION
The paracoccidioidomycosis (PCM) is mainly caused by inhalation of the etiologic
agent Paracoccidioides brasiliensis, and it represents one of the most important systemic

mycosis in Latin America, with an incidence of 80% of the cases in Brazil, where it is
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considered a serious public health problem, because it affects mainly men, rural workers in
their most productive stage of life, between 30 and 59 years old @

The disease may present itself in chronic forms, especially affecting the lungs, or
juvenile form having the febrile lymphoproliferative syndrome® as its main clinical
manifestation. So, the osteoarticular event is frequent, it is estimated that 20 to 40% of the
patients show bone changes and 5 to 10% articular changes® ©®; but in the chronic form,
the osteoarticular event may be present in up to 60% of the PCM cases. The
articular changing is shown as acute synovitis, it is often associated with fever, weight loss
and prostration, and may evolve to loss of the joint function® ©.

Several therapies have been used to control fungal mycosis, among them, the drug
and photodynamic therapy (PDT), which stands out for its low cost, has centered action on
the microorganism and it does not lead to the microbial resistance® .

There are no reports in the scientific literature of studies using TDF for the treatment of
PCM. In that sense, the study aimed to analyze the effects of PDT on the joint induced by P.

brasiliensis in Wistar rats.

METHODS
Experimental model of arthritis

The study was approved by the Researching Ethics Committee involving animals from
the Western State University of Parana (Unioeste), campus of Cascavel, Case No. 2861/2012-
GRE. Male Wistar rats (n = 42) with 45 days old were used and submitted to the induced
experimental model of arthritis P. brasiliensis according to Loth et al.®), which mimics the
articular PCM in humans.

After being infected, the animals were distributed into 7 groups. Yeast Group, which

did not receive any kind of treatment; Group MB receiving intra-articular methylene blue;
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L40 and L120 groups were treated with laser at energy density of 40 J/cm? 120 J/icm?,
respectively and PDT40 and PDT120 groups were treated with PDT using a the laser at
energy density of 40 J/cm? 120 J/icm? The control group only received intra-articular
injection of sterile PBS.

The arthritis was induced with P. brasiliensis yeasts (strain 18), therefore, yeast
samples were diluted in 1% PBS, pH 7.2 to 7.4, at a concentration of 105 cells and submitted
to the viability test through the counting of yeast cells in a light microscope, after staining
with trypan blue, at the ratio of 1: 1; so, only those showing cell viability above 90% were
used in the study?.

Prior to infection, the animals were anesthetized with 50 mg/kg ketamine and 5 mg/kg
of midazolam intraperitoneally. After the sedation was observed, the trichotomy of the right
knee joint of each animal was done.

In order to induce the arthritis, a suspension containing 10° yeast cells Pb18 was
injected into the knee medial region of the animals with 1 ml syringe and 27 gauge needle, 50
ul.

Treatments

After 7 days of fungal inoculation, all groups except Yeast and Control groups started
the treatments. The groups L40 and L120 have been treated with laser at the energy density of
40 Jlcm?, 120 Jiem?, respectively. The laser used was GaAlAs (660nm, 30mW), Ibramed
brand, and it was applied daily and punctually on he knee that received the inoculum. It is
only justified the creation of the laser groups because of the need to analyze the isolated effect
of irradiation due to its action in some microorganisms™”.

The MB group which was treated with the methylene blue photosensitizer, was made

to verify the isolated effect of the dye due to its bactericidal characteristics“?. On the first day
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of the treatment this group received an injection of 50 uL of methylene blue (diluted in sterile
PBS 1%) in the joint where the arthritis and the other subsequent dose was induced after 48 h.

But in the animals of the TFD40 and TFD120 groups the treatments with PDT were
applied on the eighth day which consisted of intra-articular injection on the knee of 50 uL of
methylene blue (diluted in 1% sterile PBS) and the other subsequent dose 48 hours later.
Although, after the first shot with the photosensitizer, the daily treatment with the laser

GaAlAs (specification above) 40 and 120 J/cm?, respectively, was applied punctually.

Edema Evaluation

The evaluation of the edema formation was determined macroscopically through
measuring the lateral diameter of the right knee joint, held in extension. The data were
obtained in millimeters using a Western digital pachymeter. The measurement was conducted
in the pre-inoculation of P. brasiliensis, and it was repeated every day, from the eighth to the

tenth day, that is to say, on the days of treatment®.

Euthanasia, histological processing and Elisa

On the 11™ day, at the end of the treatments, the animals were anesthetized
intraperitoneally with 50 mg/kg of ketamine and 10 mg/kg of xylazine. The blood of the
animals was collect for analyses by ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay). The right
knee joint of each animal was fixed in a 10% formalin solution, decalcified in 5% of
trichloroacetic acid for 14 days. Then the samples were processed for paraffin embedding®?.
Histological sections, 7 um thick, were stained with silver by the Grocott method® for
viewing P. brasiliensis with hematoxylin and eosin for the general morphological analysis

of tissues™. The arthritis was evaluated using the scale of arthritis, according to Hansch et

al." | punctuating from 0.5 to 3 for each item based on the presence and intensity of
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morphological changes such as hyperplasia of the synovial membrane, cellular infiltration in
the synovial tissue, pannus formation, cartilage destruction.

The ELISA test was carried out according to Ramos et al.®®, which aimed to evaluate
the titration of the anti-gp43 antibody. Briefly, 96-well plates were sensitized with purified
gp43 antigen.

Next, 100 pL of the plasma of all animals containing glycerin (1: 1) were added to
the dilution plate of 1: 1, 1:50, 1: 450 and 1: 1350, followed by the reaction with the
secondary antibody (anti -IgG peroxidase, Sigma-Aldrich ®). The Assays were performed in

triplicate and read by absorbance microplate reader at 492 nm.

Statistical analisis

The numerical variables were analyzed by inferential statistics through the Student t
test, Two-sided, unpaired for comparison between the groups and evaluation of the
treatments. In comparing the resulting variables of the histopathological findings, the
ANOVA and Tukey Multiple Comparison Test were used. The significance level was 5% with
value of a set at p <0.05. The statistical analysis was performed using the Graph Pad Prism®

software, version 3.0 for Windows XP from Microsoft Office® platform.

RESULTS

The anatomopathological analysis of the groups infected with P. brasiliensis revealed
the involvement of the joint in the synovial membrane region (SM), in their intimate and
subintimal layers (Figure 1). In the control group, no changes were observed in the tissue
morphology (Figure 1A and 1B).

The presence of the P. brasiliensis in the infected joints has been confirmed by the

Grocott staining method (Figure 1C).
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The anatomopathological analysis of the yeast group revealed classical signs of
articular PCM present in the SM (Figure 1D), increasing cellularity, lymphocyte and
plasmocyte infiltrations, diffuse inflammatory infiltrate (Figure 1E), pannus formation with
multilayers formation in  SM resulting from the loss of the epithelioid arrangement (Figure
1E), presence of giant multinucleated cells (Figure 1F), angiogenesis (Figure 1G),
granulomatous formation with unorganized granulomas (Figure 1H) and edema. In the groups
L40, L120 and MB these signals remained present, but in a more attenuated way.

In the TFD40 group, the changes present themselves concentrated in the perimeniscal
region of the subintimal; however, in the group with TFD120 (Figure 1l) a decrease in
cellularity was observed compared to the yeast group, with presence of adipocytes and lower
edema formation in that place (Figure 1J), when compared to the other treated groups.

The anatomopathological analysis showed signs of chronic inflammation more

attenuated in the PDT 120 J/cm? treatment.
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Figure 1. Photomicrographies of the joint of the right posterior limb of male Wistar rats,
sagittal section. In A, panoramic view of the joint of the Control group (without infection)
with an increase of 4x; in B, synovial membrane of the control group with an increase
increase of 1000x; in C, the presence of several fungi in the synovial membrane with an
increase of 1000x ; in D, panoramic view of the joint of the Yeast group, infected with P.
brasiliensis and untreated, with an increase of 4x; in E, synovial membrane of the Yeast
group with an increase of 1000x ; in F, multinucleated cell in the synovial membrane with an
increase of 1000x (+); in G, angiogenesis is present in the Yeast group with an increase of
1000x; H, immature granuloma; R, panoramic view of the articulation PDT120 group treated
with PDT 120 J/cm?, with an increase of 4x; in J, synovial membrane of the PDT 120 J/cm?
group. Intima (1), subintimal (Si), adipocytes (Ad), giant multinucleated cell (arrowhead),
blood vessels (arrows), immature granuloma (circle). hematoxylin and eosin staining in the

photomicrographes A, C, E, F, G, H, I and Grocott in C and 1.

In the evaluation of the edema the results showed an increase of the articular volume
on the knees of the Yeast group (p = 0.0001). In the other treated groups (L40, L120, MB,
PDT120 and PDT40) no significant increase was observed. At the end of the experiment, the
PDT groups have shown the lowest swelling rates (PDT40 and PDT120 groups value of

p=0.8359 and p=0.7167, respectively), as shown in Table 1.



Table 1: Presentation of the medium diameter, the lateral diameter (mm) of the posterior right

knee joint of the animals, at the beginning and end of the experiment.

GROUPS Pre-inoculation 8" day 11" day Difference P value
Control 10,28 0,17 10,32 0,20 1048+0,30  1,95% 0,6261
Yeast 10,47 + 1,57 13,10 +1,16 14,70 £126  40,40% 0,0001*
L40 11,12 0,49 12,33 +0,72 12,04+0,49  887% 0,0625
L120 11,28 + 0,44 11,53 + 0,52 11,80+ 0,44  4,61% 0,1563
MB 11,13+ 1,06 11,26 + 0,36 11,43+1,06  2,70% 0,2970
PDT40 11,83+0,85 10,89 + 0,83 11,92+0,85  0,76% 0,8359
PDT120 12,27 +0,77 12,43 0,40 12,16 0,77  1,87% 0,7167

Pre-inoculation, measurement performed before the infection by P. brasiliensis; 11th day, at
the end of the experiment; (n=42) Wistar rats; control group; yeast group; L40, treated with
laser 40 J/cm?; L120, treated with laser 120 J/cm?; MB, treated with methylene blue; PDT40
treated with association of the laser 40 J/cm? with methylene blue; TFD120 treated with laser
120 J/cm? associated with methylene blue; P, significance level p <0.05; * , significant value

when compared to the other groups by the t test.

The arthritis index showed that the the most intense inflammation was achieved in yeast and

L40 groups; statistically significant data were observed in yeast group (p <0.0001) (Figure 2)
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Figure 2: Graph of the average arthritis index shown in the study groups according to Hansch
et al. (2004) (n=42); Control group without infection and treatment; Yeast group, infected and
untreated; L40, treated with laser 40 J/cm?; L120, treated with laser 120 J/cm?; MB, treated
with methylene blue; PDT40, treated with laser 40 J/cm? associated with methylene blue;
PDT120, treated with laser 120 J/cm? associated with methylene blue; P, significance level p
<0.05; * , significant value when compared to the other groups by ANOVA and Tukey

Multiple Comparison Test.

The titration analysis of anti-gp43 antibodies of P. brasiliensis has indicated a greater
production of specific antibodies in yeast group (p = 0.001). In the other groups no
statistically significant differences were observed when comparing the averages of the groups

(Figure 3).
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Figure 3: Referring to the reading by optical density of the concentration of anti-gp43
antibody in the serological samples of the groups (n=42); control group without infection and
treatment; yeast group, infected and untreated; L40, treated with laser 40 J/cm? L120,
treated with laser 120 J/cm?; MB, treated with methylene blue; PDT40, treated in combination
of the laser 40 J/cm? with methylene blue; PDT120 , treated with laser 120 J/cm? combined
with methylene blue; P, significance level p <0.05; *, Significant value when compared to the

other groups by ANOVA and Tukey Multiple Comparison Test.

DISCUSSION

This is a pioneer study in the use of PDT as a form of treatment for the infection by P.
brasilensis which promotes restraint when discussing with peers.

The changes in the joint caused by P. brasiliensis in the experimental model of
arthritis showed anatomopathological aspects of fungal infection with primary involvement
of the SM in its intima and subintimal layers, as described by Wild et al.® and Loth et al.®
who developed the experimental model of arthritis used in this study.

Changes in the entire morphology of SM were observed, compromising the

functionality of the joint, and even with the formation of granuloma that surrounds the fungus



54

aiming its elimination or containment of the dissemination. Kerr et al.®® reported not only
the persistence of the pathogen but also the source of new foci of infection, which
demonstrates the importance of the study of therapies.

The formation of the articular edema in the groups infected with the fungus, except
PDT40 and PDT120 as a result of fungal infection has also been reported by other authors
like Amanai et al.*” and Loth at al.®) who used Candida albicans in an osteoarthritis model
in rats.

It was possible to observe reduction of edema caused by the pathogen and partially
normal tissue aspects in the SM region of the joint through the application of the PDT to the
treatment of arthritis caused by P. brasiliensis. Such results were most significant using the
dosage of 120 J/cm?.

In an vitro study performed by Souza et al.“®) using PDT photosensitizer methylene
blue and low energy density of 2.04 J/cm?, a reduction of 42% was found in the viability of

C. albicans, and Nowotny™®

checked out the in vitro partial inactivation P. brasiliensis with
the use of the PDT 30 J/cm? with the same photosensitizer, but in the present study higher
doses of light were used since the homogeneous photo radiation in living tissue is more
difficult due to its anatomical complexity and no optical homogeneity®©?.

Tanaka et al.?Y induced murine experimental arthritis with methicillin-resistant S.
aureus, and found bactericidal effect and improvement of the inflammation with the use of
low dosage of PDT 20 J/cm? but Demidova and Hamblin® explain that the PDT against
fungi requires higher dosages when compared to bacteria due to the structure of its cell wall
and cytoplasmic membrane. As a way to control PDT, the laser was used individually, in the
dosages of 40 J/cm? and 120 J/cm? (groups L40 and L120) and the MB, however, the results

have not led to improvement of the inflammation. Similarly, Souza et al.*® using only the

MB, for the control of PDT, the fungi C. krusei, C. albicans, C. tropicalis and C. dubliniensis,
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they found no change in the number of colony forming units per mL suggesting that the
photosensitizer showed no cytotoxic effect for the pathogen.

The analysis of the intensity of the arthritis through the Hansch et al.*¥ scale
demonstrated that in the Yeast group he arthritis performed intensively at the end of the 11
days of experiment, differing from the study of Loth et al.®) in which the arthritis was more
expressive only in the groups where the P. brasiliensis fungus remained 45 days in the joint
giving as a possible explanation the virulence of the strains used and the immune response of
animals.

The TFD120 group had the lowest rate of arthritis when compared to the other
treatments. According to a review carried out by Lins et al.??, the laser therapy seems to
promote biostimulation through the acceleration in the repairment of the injured tissues,
although they were not observed in this study. But the PDT has the ability to eliminate the
causative organism of the injury®. Therefore, the analysis of the anti-gp43 antibodies
showed lesser titration, demonstrating the reduction in the immunological response, probably
due to a decrease in the fungal load because of the therapy used.

The amount of specific IgG antibodies is related to developments of PCM, therefore,
high levels of anti-gp43 are found with the progression of the chronic form of the severity of
the disease®; Moreover, Shikanai-Yassuda et al.®”) show a positive correlation between the
expression of specific antibodies and the severity of this disease.

After the analysis by titration of anti-gp43 antibodies, the data showed a greater
production in the Yeast group, and these are higher values than the ones presented by Loth et
al.® on the 15th day of the experiment. Even with the use of purified gp43 antigen
(glycoprotein with a molecular weight of 43 kilodaltons), and having high specificity of the
test with the antigen used. According to Loth et al.®) a reaction can occur with isotypes of

immunoglobulin, probably IgM.
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CONCLUSION
For P. brasiliensis established in the intra-articular region, the treatment with PDT 120
Jlcm? demonstrated improvement in the evaluation of the tissue morphology and reduction of

the volume joint which is certainly associated with the inactivation of the fungus.
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ANEXO A
Parecer de aprovagao do projeto.

unioeste

Universidade Estadual do Oeste do Parana

Pra’-Reitorig de Pesquisa e Pés-Graduagio
Comité de Etica no Uso de Animais - CEUA

PARECER DE PROTOCOLO

O protocolo intitulado “Terapia fotodindmica em lesdo induzida por
Paracoccidioides brasiliensis em ratos”, sob vossa coordenacao, foi

avaliado pelo CEUA como APROVADO para execugao.

Obs: Os projetos intitulados “Avaliacdo da resposta da terapia
medicamentosa com ltraconazol no modelo experimental de artrite por
Paracoccidioides brasiliensis” e “Terapia fotodindmica em les&o induzida
por Paracoccidioides brasiliensis em ratos”, ndo deverso ser realizados um

comitantemente ao outro, conforme orientagéo do parecerista ad-hoc.
ATENGAO!

O Certificado Experimental deste Protocolo, somente sera emitido
apos o encerramento das atividades previstas e apbés o encaminhamento
do Relatério Final ao CEUA. Este Parecer NAO tem valor como Certificado

Experimental.

Cascavel,

Profa. Dra. Lugiaha Oliveira de Farifia
Coordenadora do CEUA
Portaria n® 2861/2012-GRE

60



61

ANEXO B
Normas para publicacéo:

ESCOPO: A Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical € um
periddico oficial da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical, multidisciplinar, com
acesso aberto (Licenca Creative Commons - CC-BY -

http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/), que publica pesquisas originais

relacionadas a doencas tropicais, medicina preventiva, saude publica, doencas
infecciosas e assuntos relacionados. A preferéncia para publicacdo serd dada a
artigos que relatem pesquisas e observacdes originais. A Revista possui um sistema
de revisdo por pares, para a aceitacao de artigos, e sua periodicidade é bimestral. A

Revista de Sociedade Brasileira de Medicina Tropical € publicada em inglés.

POLITICA DE AVALIACAO: Os manuscritos submetidos com vistas & publicacéo
na Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical sdo avaliados
inicialmente pelos profissionais da secretaria quanto a adequacdo as normas. Em
seguida, sdo encaminhados para, no minimo, dois revisores para avaliacdo e
emissdo de parecer fundamentado (revisdo por pares), 0S quais, oportunamente,
serdo utilizados pelos editores para decidir sobre a aceitacdo, ou ndo, do mesmo.
Em caso de divergéncia de opinido entre os revisores, 0 manuscrito serd enviado
para um terceiro relator para fundamentar a decisdo editorial final, de acordo com
o workflow do processo de submissdo da Revista da Sociedade Brasileira de
Medicina Tropical (disponivel online

em http://www.scielo.br/revistas/rsbmt/iinstruc.htm#005).

O contato com o escritorio editorial pode ser estabelecido no endereco abaixo:

Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical
Av. Getulio Gurarita s/n Caixa Postal: 118,

CEP: 38001-970  Uberaba, Minas Gerais, Brasil

Tel: 55 34 3318-5287 Fax: 55 34 3318-5279

e-mail: rsbmt@rsbmt.uftm.edu.br

http://www.scielo.br/rsbmt
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TIPOS DE MANUSCRITOS:

Artigos Originais: devem relatar pesquisas originais que nado tenham sido
publicadas ou consideradas para publicacdo em outros periodicos. O limite de
palavras é de 3.500 (excluindo resumo, titulo e referéncias). O manuscrito deve
conter resumo estruturado com até 250 palavras, com o0s tépicos Introducéo,
Métodos, Resultados e Conclusdes. O Manuscrito deve ser organizado incluindo os
seguintes topicos: Titulo, Titulo Corrente, Resumo Estruturado, Palavras-Chaves
(maximo de cinco), Texto do Manuscrito (Introducdo, Métodos, Resultados,
Discussao), Conflito de Interesses, Lista de Referéncias e Titulo das

Figuras/Legendas. Um total de cinco ilustracdes (tabelas e figuras) é permitido.

Artigos de Revisdo: devem ser uma analise critica de avancos recentes e nao
apenas revisdo da literatura, geralmente a convite do editor. Artigos de Revisao tém
o limite de 3.500 palavras (excluindo resumo, titulo e referéncias). Devem ter resumo
com até 250 palavras (ndo estruturado). Cinco ilustracdes sdo permitidas (tabelas e
figuras). S&o publicadas também minirrevisdes. Minirrevisdes tém no méaximo 3.000
palavras (excluindo resumo, titulo e referéncias). Devem ter resumo (ndo
estruturado) com até 200 palavras, trés ilustracées (tabelas e figuras) e maximo de
3.000 palavras. O Manuscrito deve ser organizado incluindo os seguintes tépicos:
Titulo, Titulo Corrente, Resumo nédo estruturado, Palavras-Chaves (maximo de
cinco), Texto do Manuscrito, Conflito de Interesses, Lista de Referéncias e Titulo das

Figuras/Legendas.

Editoriais: usualmente, escritos a convite, considerando os topicos da éarea de
enfoque da revista, ndo excedendo a 1.500 palavras, sem resumo e palavras-chaves

e no maximo uma figura ou tabela e dez referéncias.

Comunicac¢Oes Breves: devem ser relatos sobre novos resultados interessantes
dentro da area de abrangéncia da revista. As comunicagfes breves devem ter no
maximo 2.000 palavras (excluindo resumo, titulo e referéncias); Devem conter
resumo estruturado com no maximo 100 palavras (com os topicos Introducéo,
Métodos, Resultados e Conclusdes) e com até 15 referéncias. Um maximo de trés

ilustracbes (tabelas e figuras) € permitido. Até trés palavras-chaves devem ser
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fornecidos. O corpo do manuscrito ndo devem conter subdivisbes ou subtopicos.

Declaracao de conflito de interesses deve ser incluida.

Relatos de Casos: devem ser relatos breves com extensdo maxima de 1.500
palavras (excluindo titulo, resumo e referéncias), com maximo de trés ilustracdes
(tabelas e figuras), até 12 referéncias, resumo ndo estruturado com no maximo 100
palavras e trés palavras-chaves. O Manuscrito deve ser organizado incluindo os
seguintes topicos: Titulo, Titulo Corrente, Resumo, Palavras-Chaves, Texto do
Manuscrito (Introducéo, Relato de Caso, Discusséo), Lista de Referéncias e Titulo

das Figuras/Legendas.

Relatorios Técnicos: devem ser precisos e relatar os resultados e recomendacdes

de uma reunido de experts. Sera considerado, se formatado como um editorial.

PREPARACAO DO MANUSCRITO: Autores sdo aconselhados a ler atentamente
estas instrucdes e segui-las para garantir que o processo de revisao e publicacao de
seu manuscrito seja tao eficiente e rapido quanto possivel. Os editores reservam-se
o direito de devolver manuscritos que ndo estejam em conformidade com estas

instrucdes.

Sistema de Sumissao On-line: Todos os manuscritos a serem considerados para
publicacdo na Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical devem ser

submetidos por via eletrbnica através do sistema de submissédo on-line nos

enderecos http://mc04.manuscriptcentral.com/rsbmt-

scielo ou http://www.scielo.br/rsbmt. O autor deve escolher dentro do item “Tipos de

Manuscrito” uma categoria para o manuscrito: Artigos Originais, Editoriais, Artigos de
Revisdo, Comunicacfes Breves, Relatos de Casos, Relatdrios Técnicos, Imagens
em Doencas Infecciosas, Cartas, Réplica a Carta ou Outros (quando ndo se
encaixar em nenhuma das categorias listadas). A responsabilidade pelo contetdo do

manuscrito é inteiramente do autor e seus co-autores.

Carta de Apresentacéo: a) deve conter uma declaracéo, assegurando de que se
trata de pesquisa original e que, ainda, ndo foi publicada, nem esta sendo
considerada por outro periédico cientifico. Devem constar, também, que o0s

dados/resultados do manuscrito ndo sao plagio. b) deve ser assinada por todos o0s
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autores e, na impossibilidade restrita, o autor principal e o ultimo autor podem
assinar pelos outros co-autores, mediante procuracdo. c) Os autores devem incluir
na Cover Letter uma declaracdo de ciéncia de que o manuscrito, apés submetido,
nao podera ter a ordem, nem o numero de autores alterados, sem justificativa e/ou
informacdo a Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical. d) Devem
declarar que concordam, caso 0 manuscrito seja aceito para publicacéo, transferir
todos os direitos autorais para a Revista da Sociedade Brasileira de Medicina

Tropical.

Contribuicdo dos autores: Os autores devem incluir, em documento separado,
uma declaracdo de responsabilidade especificando a contribuicdo, de cada um, no

estudo.

Edicdo da Pré-Submissédo: todos os manuscritos submetidos a Revista da
Sociedade Brasileira de Medicina Tropical devem ser em inglés. E altamente
recomendavel que os autores utilizem os servicos de uma empresa profissional de
edicdo e/ou traducdo. A revisdo/edicdo da lingua inglesa ndo garante que o
manuscrito sera aceito para publicacao.

FORMATACAO DO MANUSCRITO: O manuscrito deve ser preparado
usando software padrdo de processamento de textos e deve ser impresso
(fonte Times New Romantamanho 12) com espaco duplo em todo o texto,
titulo/legendas para as figuras, e referéncias, margens com pelos menos 3cm. O
manuscrito deve ser dividido nas seguintes secdes: Cartdo de Apresentacao
(enderecada ao Editor-Chefe), Pagina de Titulo, Titulo, Resumo, palavras-chaves,
Texto do Manuscrito, Agradecimentos, Suporte Financeiro, Declaracdo de Conflito
de Interesses, Lista de Referéncias, Titulo das Figuras/Legendas. A Carta de
Apresentacdo, Pagina de Titulo, Agradecimentos e Suporte Financeiro devem ser
incluidos em documentos separados (estes dois ultimos podem ser incluidos junto

com a Pagina de Titulo). Abreviacdes devem ser usadas com moderacao.

Pagina de Titulo: deve incluir o nome dos autores na ordem direta e sem
abreviacdes, afiliacdes institucionais (Departamento, Instituicdo, Cidade, Estado e
Pais de cada autor). O endereco completo do autor para correspondéncia deve ser

especificado, incluindo telefone, fax e e-mail. Na pagina de titulo também podem ser
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incluidos agradecimentos e suporte financeiro. A quantidade de autores por

manuscrito € limitada a oito, exceto para estudos multicéntricos.

Indicacdo de potenciais revisores: Os autores sdo convidados a fornecer o0s
nomes e informacgdes de contato (e-mail e telefone) por trés potenciais revisores

imparciais. Favor informar revisores de regiao e instituicdo diferente dos autores.

Titulo: deve ser conciso, claro e o mais informativo possivel, ndo deve conter

abreviagbes e ndo deve exceder a 200 caracteres, incluindo espacos.
Titulo Corrente: com no méaximo 50 caracteres.

Resumo Estruturado: deve condensar os resultados obtidos e as principais
conclusdes de tal forma que um leitor, ndo familiarizado com o assunto tratado no
texto, consiga entender as implicacbes do artigo. O resumo ndo deve exceder 250
palavras (100 palavras no caso de comunicac¢des breves) e abreviagbes devem ser
evitadas. Deve ser subdivido em: Introducéo, Métodos, Resultados e Conclusdées.

Palavras-chaves: 3 a 6 palavras devem ser listados em Inglés, imediatamente

abaixo do resumo estruturado.

Introducdo: deve ser curta e destacar os propoésitos para o qual o estudo foi

realizado. Apenas quando necessario citar estudos anteriores de relevancia.

Métodos: devem ser suficientemente detalhados para que os leitores e revisores
possam compreender precisamente o que foi feito e permitir que seja repetido por

outros. Técnicas-padrdes precisam apenas ser citadas.

Etica: em caso de experimentos em seres humanos, indicar se os procedimentos
realizados estdo em acordo com os padrées éticos do comité de experimentacao
humana responsavel (institucional, regional ou nacional) e com a Declaracdo de
Helsinki de 1964, revisada em 1975, 1983, 1989, 1996 e 2000. Quando do relato de
experimentos em animais, indicar se seguiu um guia do conselho nacional de
pesquisa, ou qualquer lei sobre o cuidado e uso de animais em laboratorio foram

seguidas e o numero de aprovacao deve ser enviado a Revista.
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Ensaios Clinicos: No caso de Ensaios Clinicos, o manuscrito deve ser
acompanhado pelo numero e 6rgdo de registro do ensaio clinico (Plataforma
REBEC). Estes requisitos estdo de acordo com a BIREME/OPAS/OMS e o Comité
Internacional dos Editores de Revistas Médicas (http://www.icmje.org) e do
Workshop ICTPR.

Resultados: devem ser um relato conciso e impessoal da nova informacédo. Evitar

repetir no texto os dados apresentados em tabelas e ilustracdes.

Discussdo: deve relacionar-se diretamente com o estudo que estd sendo relatado.
N&o incluir uma revisdo geral sobre o0 assunto, evitando que se torne

excessivamente longa.

Agradecimentos: devem ser curtos, concisos e restritos aqueles realmente

necessarios, e, no caso de 6rgaos de fomento ndo usar siglas.

Conflito de Interesse: todos os autores devem revelar qualquer tipo de conflito de

interesse existente durante o desenvolvimento do estudo.

Suporte Financeiro: informar todos os tipos de fomento recebidos de agéncias de

fomento ou demais 6rgéos ou institui¢cdes financiadoras da pesquisa.

Referéncias: devem ser numeradas consecutivamente, na medida em que
aparecem no texto. Listar todos os autores quando houver até seis. Para sete ou
mais, listar os seis primeiros, seguido por “et al”. Digitar a lista de referéncias com
espacamento duplo em folha separada e no final do manuscrito. Referéncias de
comunicagoes pessoais, dados n&do publicados ou manuscritos “em preparagaéo” ou
“submetidos para publicagdo” ndo devem constar da lista de referéncia. Se
essenciais, podem ser incorporados em local apropriado no texto, entre parénteses
da seguinte forma: (AB Figueiredo: Comunicacdo Pessoal, 1980); (CD Dias, EF
Oliveira: dados néo publicados). Cita¢cdes no texto devem ser feitas pelo respectivo
namero das referéncias, acima da palavra correspondente, em ordem numérica
crescente, separadas por parénteses, sem virgula. [Ex.: Mundo® @ ®: vjda©® ¢2) (44
(45) (46) (47) (48) (49) BO)1 ' A5 refer&ncias no fim do manuscrito devem estar de acordo com
o sistema de requisitos uniformes utilizado para manuscritos enviados para

periodicos biomédicos (Consulte: http://www.nlm.nih.gov/citingmedicine). Os titulos
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dos peridédicos devem ser abreviados de acordo com o estilo usado no Index

Medicus (Consulte: http://ncbi.nim.nih.gov/sites/entrez?db=journals&TabCmd=Ilimits).

Alguns exemplos de referéncias:

1. Citacédo de Artigos em Geral: autores, titulo do artigo na lingua original em
que foi publicado, nome do periédico, ano, volume, paginas inicial e final
completas.

Russell FD, Coppell AL, Davenport AP. In vitro enzymatic processing of radiolabelled
big ET-1 in human kidney as a food ingredient. Biochem Pharmacol 1998; 55:697-
701.

2. Capitulo de livro: autores do capitulo, titulo do capitulo, editores, nome do
Livro, edicao, cidade, editora, ano e pagina.
Porter RJ, Meldrum BS. Antiepileptic drugs. In: Katzung BG, editor. Basic and clinical
pharmacology. 6" ed. Norwalk (CN): Appeleton and Lange; 1995. p. 361-380.

3. Livro: autores do livro, nome do livro, edicdo, cidade, editora e ano.
Blenkinsopp A, Paxton P. Symptoms in the pharmacy: a guide to the management of

common illness. 3" ed. Oxford: Blackwell Science; 1998.

4. Dissertacdo/Tese: Autor, nome da tesel/dissertacdo, ano, quantidade de
paginas, Tipo (Dissertacdo ou Tese), Nome da Instituicdo, Ano, Cidade.
Cosendey MAE. Andlise da implantacdo do programa farmacia basica: um estudo
multicéntrico em cinco estados do Brasil. 2000. 358 p. (Doctor's Thesis). Escola

Nacional de Saude Publica. Fundacdo Oswaldo Cruz; 2000 Rio de Janeiro.

Figuras: devem ser submetidas, em arquivos separados, nomeados apenas com 0
namero das figuras (exemplo: Figura 1; Figura 2). Todas as figuras devem ter
numeracao ardbica, citadas no texto, consecutivamente. Titulo e Legendas: devem
ser digitadas com espacamento duplo no final do manuscrito. Dimensdes: As
dimensdes das figuras ndo devem ultrapassar o limite de 18cm de largura por 23cm

de altura. Veja abaixo a correta configuracdo para cada formato de figura:

o Fotografias: devem ser obrigatoriamente submetidas em alta resolucéo no

formato Tiff. Certifigue-se que a mesma foi capturada na resolugcdo minima de
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600 DPI, preferencialmente entre 900-1200dpi, preparadas utilizando
programa de Editoracdo de Imagens (Adobe Photoshop, Corel Photo Paint,
etc).

» Gréficos: criados usando Microsoft Excel, devem ser salvos com a extensao
original (.xIs).

« Mapas e llustragcdes: devem ser vetorizadas (desenhados) profissionalmente
utilizando os softwares Corel Draw oulllustrator em alta resolucao.

o Imagens: produzidas em software estatistico devem ser convertidas para o

formato Excel ou se o programa permitir, em formato PDF.

llustragcBes Coloridas: devem ser aprovadas pelos editores e as despesas extras

para confeccédo de fotolitos coloridos serdo de responsabilidade dos autores.

Tabelas: devem ser digitadas com espacamento simples, com titulo curto e
descritivo (acima da tabela) e submetidas em arquivos separados. Legendas para
cada tabela devem aparecer no rodapé da mesma pagina que a tabela. Todas as
tabelas devem ter numeracéo arabica, citadas no texto, consecutivamente. Tabelas
ndo devem ter linhas verticais, e linhas horizontais devem ser limitadas ao minimo.
Tabelas devem ter no maximo 18cm de largura por 23cm de altura, fonte Times New

Roman, tamanho 9.

Processo de Envio: os artigos submetidos a Revista da Sociedade Brasileira de
Medicina Tropical deverdo utilizar apenas a via eletrbnica. Todos 0s manuscritos

deverdo ser enviados via internet para http://mc04.manuscriptcentral.com/rsbmt-

scielo, seguindo as instru¢des no topo de cada tela. O processo de revisdo pelos

pares também sera totalmente pela via eletrénica.

Sobre Reenvio e Revisdes: a revista diferencia entre: a) manuscritos que foram
rejeitados e b) manuscritos que serdo re-avaliados apés a realizacao das correcdes

gue foram solicitadas aos autores.

Reenvio: caso o autor receba uma carta informando que seu trabalho foi rejeitado e
queira que os editores reconsiderem tal decisdo, o autor podera re-envia-lo. Neste

caso sera gerado um novo nUimero para 0 manuscrito.
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Revisdo: caso seja necessario refazer seu manuscrito com base nas
recomendacdes e sugestOes dos revisores, ao devolvé-lo, para uma segunda
analise, por favor, encaminhe o manuscrito revisado e informe o mesmo numero do

manuscrito.

Apds a Aceitacdo: Uma vez aceito para publicacdo, o processo de publicagéo inclui

0S passos abaixo:

a) Formulario de concesséao de direitos autorais, fornecido pela secretaria da revista,
deve retornar para a revista assinado pelos autores.
b) Provas: serdo enviadas ao autor responsavel, mencionado no endereco para
correspondéncia, no formato PDF, para que o texto seja cuidadosamente conferido.
Nesta etapa do processo de edi¢cdo, ndo serdo permitidas mudancgas na estrutura do
manuscrito. Apés os autores receberem as provas, deverdo devolvé-las corrigidas,

dentro de dois quatro dias.

c) Os artigos aceitos comporao 0s numeros impressos obedecendo ao cronograma
em que foram submetidos, revisados e aceitos.
d) Os artigos aceitos remanescentes a cada numero da revista serao
disponibilizados online enquanto aguardam a prioridade para publicacdo na verséo

impressa.

Re-impressdes: a Revista fornece ao autor, gratuitamente, excertos do artigo em

formato PDF, via e-mail.
Custos de Publicacédo: Nao havera custos de publicacao.

A traducéo de todo manuscrito deve ser realizada antes da submissdo do mesmo. A
contratacdo e o pagamento dos servigos de traducdo sao de responsabilidade dos
autores. A Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical ndo fornece
qualquer tipo de servico de traducdo. Custos de publicacdo de imagens coloridas

sao de responsabilidade dos autores.



