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Resumo

Paracoccidioides brasiliensis € um fungo intracelular facultativo causador da
Paracoccidioidomicose (PCM), doenca cronica e dgoamtosa, frequente na América Latina. O
principal mecanismo de defesa do hospedeiro cantRCM € a imunidade celular mediada
principalmente por macréfagos ativados por =My interacao inicial entre macréfago-fungo é
mediada pelas interacdes entre proteinas de stipeihis como as moléculas de adefzo
integrinas. Os mecanismos pelos quais irdegrinas interferem no curso da PCM séo
desconhecidos até o momento. Assim, o objetivedesbalho foi investigar a participacaofida
integrina na evolu¢cdo da PCM. Para isso, foranizatibs camundongos C57BL/6 selvagens
(WT) e geneticamente deficientes para a producésadproteinap@’), ambos infectados com
1x1C células do isolado virulent®. brasiliensis (Pb18) por via endovenosa. Ap6s 15, 30 e 60
dias de infeccdo os animais foram sacrificados andlise histoldgica e histocitométrica de
tecidos do figado e pulmdo foi realizada. A cangzgica, os niveis de NOa concentracao de
anticorpos no soro e de citocinas em sobrenadantailtbras também foram determinados. Os
resultados encontrados mostraram que nos camursipgga carga flngica foi menor quando
comparada aos animais WT. No 15° dia apés a indetgéidos do figado de ambos os grupos de
animais analisados apresentaram lesGes granulcasabesn caracterizadas; além disso, nesse
mesmo periodo, 0 tamanho da &rea granulomatosacio tpulmonar foi significantemente
maior nos camundongd®” do que nos WT. No 60° dia apés infeccdo, camugmop2’”
apresentararmiesdes granulomatosas mais compactas, bem formadas ndotgmilmonar,
caracterizada por pouco espaco alveolar e presEngalito fungo nas lesées. Os niveis dg NO
detectados nos periodos de 15 e 60 dias apos dnfdocam significativamente menores em
camundongo$2”. Os niveis de anticorpos IgG1 foram significatiesmte maiores em animais
p2’-. A produgdo de IL-12 e IL-10 foi semelhante embasm os grupos, mas o estimulo
especifico com antigenos protéicos da parede celi@daPbl18 induziu um leve aumento da
producdo apenas de IL-10. A capacidade de prajderaelular avaliada em linfocitos do bago
estimulados com extrato protéico da parede cetldafungo foi mais significativa em animais
B2", quando comparados aos animais WT. Finalmente bigrvado que macréfagos de ambos
0s grupos de animais estudados, infectéwledro comP. brasiliensis aumentaram o nimero de
leveduras internalizadas apos o tempo de 24 heras-dultivo. Nossos dados sugerem qug2as
integrinas participam do processo de internalizatgiteveduras dB. brasiliensis, contribuindo

para a permanéncia do fungo no interior dos magosfa consequiente sobrevivéncia do fungo.

Palavras chave: P. brasiliensis, paracoccidioidomicose experimeni#, integrina, macrofagos,

fagocitose, camundong@g”".
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Abstract

Paracoccidioides brasiliensis is a facultative intracellular fungus that causes
paracoccidioidomycosis (PCM), a chronic and gramaltous disease, frequently diagnosed in
Latin America. As in other systemic mycoses, thetBoprincipal defense mechanism against
PCM is the cellular immunity mediated mainly by Hgdmma activation of macrophages.
Macrophages appear to play a fundamental roleisninfection acting as the first line of defense
for organism. The first interaction between maceg@s-fungi is very important in this mycosis
progression and this interaction is mediated byaser proteins, liké, integrin. The role off2
integrin in the curse of PCM is still unclear, thienthe present study the importance A2
integrin to progression of the disease was ingatid. We usefl2 - deficient $27) and wild-
type (WT) C57BL/6 mice both endovenous infectechwlik1C the virulentP. brasiliensis strain
(Pb18). After 15, 30 and 60 days post infectionrttiee were killed and we evaluated the disease
progression by histology and histocytometry of divand lung sections and also the fungal
burden. Besides we analyzed the JN@vels, antibodies in the serum and the productbn
cytokines. Our data showed that in $# mice there was less fungal burden when compared
with the WT mice. After 15 days of infection, liveections from both mouse groups presented
granulomatous lesions well characterized with oghcells. Conversely, 60 days post infection
we observed less alveolar space and many fungldrtsie lesions in lung tissue frg@”” mice.
The size of granulomas from lung sections was Bagmitly higher inp2” mice than in the WT
only 15 days after infection, and this result waserted in the 60° day post infection. Analysis of
the NQ levels from WT mice showed incresead after 8 wems infection; moreover 1gGla
and 1gG2 levels were higher f2” mice. IL-12 and IL-10 production was similar in baroups,

but the specific stimulus with the fungi antigensreased the IL-10 production. The spleen cell
proliferation stimulated by protein extract fromfius (Pb 1:500) was more significativepi”
mice, while WT mice presented less efficient linfaerative response. We also observed that
macrophages infected wif brasiliensis in vitro from the two mouse strains had increaised
internalized yeasts after 24h of co-culture. Ourdauggest thgt2 integrins that are probably
involved with the fungi internalization contributevith the survival of the fungi inside

macrophages and this phagocytosis may serve ageximd environment for tHe brasiliensis.

Keywords: Paracoccidioides brasliensis, experimental paracoccidioidomycosf®? integrin,

macrophages, fagocytosf2”.
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INTRODUCAO

1.1 Aspectos morfobiolégicos e patoldgicos da pamxidioidomicose PCM)

A paracoccidioidomicose € uma doenca endémicariteesfeograficamente as
Américas Central e do Sul, com excecao do Chil&§diador, e ilhas do Caribe, sendo
gue a maioria dos casos se concentra no Brasieadeta e Colombia (Tobos al.,
1998; Garcia-Bustindugt al., 2000; Borgiaet al., 2000; Paniagat al., 2005). No
territdrio brasileiro, as areas de maior endemagdae encontram na regido Sudeste
(Blotta et al., 1999; Gongalvest al., 1998; Silva-Vergaet al., 2001; Bicalhoet al.,
2001) Sul (Verliet al., 2005) e Centro-Oeste (Hakhal., 2003; Paniaget al., 2003).

A maior prevaléncia de casos descritos esta no mgal, embora a incidéncia da
doenca também foi descrita no meio urbano (Nungsifiee 1981).

O agente etiolégico da paracocciodioidomicose éurgd Paracoccidioides
brasiliensis, que foi descrito primeiramente por Adolfo Lutz 808 (Fagundes-Preyra
et al., 2006; Van Dammet al., 2006). Na América Latina existem aproximadamégte
milhdes de individuos infectados com este fungaredita-se que aproximadamente
2% desenvolvem a doenca (Restregpoal, 2001). OP. brasiliensis € um fungo
dimérfico, crescendo como micélio no meio ambiert®, temperaturas inferiores a
28°C, e como levedura em tecidos infectados (Sas;BR93). A fase leveduriforme é
caracterizada por multiplos brotamentos de umaaloéiula (Andradest al., 2005;
Almeidaet al., 2006). A transicdo de micélio para levedura podarskizidain vitro,
pela elevagdo da temperatura de 25°C para 37°@pdRtlal., 2005). O periodo de
incubacdo da doenca varia entre 10 a 20 anos ai(haireet al., 2002; Van Damme
et al., 2006).

A determinagao de hipersensibilidade tardia utidma testes cutaneos indica
uma distribuicdo igual entre homens e mulheresrekaito, quando s&o analisados
dados de desenvolvimento da doenca, ha um nimeprapercional de homens
afetados (aproximadamente 90% de homens compaed®® de mulheres). Esta
diferenca foi atribuida a fatores que colocam omsdrs em maior risco, como as
doencgas subjacentes (tabagismo e alcoolismo),rutligsio, e as diferencas hormonais
(Blotta et al., 1999; Borges-Walmslegt al., 2002; Dos Santoset al., 2004). Outros
estudos comprovam que a paracoccidioidomicose e@uimcipalmente em individuos

imunocomprometidos (Borges- Walmsletyal., 2002).



A PCM pode estar associada a outras doencas io$ascicomo a disenteria
amebiana (Haberfed, 1915), verminoses (Del Neg@82;] Shikanai-Yasudat al.,
1995), tuberculose pulmonar (Do Vabeal., 1992; Tresoldet al., 2005), hanseniase
(Del Negro, 1982), cromoblastomicose (Ferreira,220@andidiase (Goldmaet al.,
2003; Wheat, 2006), leishmaniose (Ramos-e-Silv@4P@ doenca de Chagas (Levi,
1998). Além disso, pode ocorrer em pacientes ttantgalos (Kuriteet al., 2005), em
casos de pessoas subnutridas (Pegtiad., 2004), em pacientes portadores do virus
HIV (Paniagoet al., 2005; Godoyet al., 2003) e nos pacientes em quimioterapia
antitumoral (Kaminagakuret al., 2004). Como também ser associada com diferentes
tipos de cancer e doencas, como por exemplo, ecdanHodgkin (Del Negro, 1982;
Pedroet al., 1989; Ferreira, 2002); carcinoma de pulmao (Mesw¢3zarcieet al., 2002);
carcinoma de paratiredide (Ferreira, 2002), espoose (Del Negro, 1982; Ferreira,
2002), cancro broncogénico e poliarterite modosarréira, 2002). Assim, o
aparecimento da doenca no individuo e a modulagaguddro clinico parecem estar
dependentes de fatores ambientais, hormonais, idginos e patolégicos de natureza

diversa.

1.2 Sintomatologia da Paracoccidioidomicose

1.2.1. Quadros clinicos da doenca

Existem duas formas clinicas daPCM: as formas agudaub-aguda (também

chamada de tipo juvenil) e a forma cronjca adulta).

< PCM na forma aguda

A forma aguda ou tipo juvenil da PCM se caractepaaapresentar um quadro
clinico que evolui rapidamente, dentro de poucasases, € € uma forma muito grave
da doenca, com altas taxas de mortalidade relatasngrincipalmente, a hipertrofia do
sistema reticuloendotelial (Brummefral., 1993; Franco, 1994). Nesta fase da doenca
nao € comum o comprometimento das mucosas nemca tpulmonar e acomete
principalmente jovens e de ambos os sexos. Nesienpas observam-se ainda altos
titulos de anticorpos e uma resposta imune cehludarimida (Mendest al., 1990;
Brummeret al., 1993;).



O quadro morbido caracteriza-se por acentuado pdismo clinico, tanto
lesional como evolutivo. Existem estados inapasemte subclinicos da doenca. E
possivel observar lesdes em determinado setormo com carater localizado, real ou
aparente, as quais precedem formas patoldgicasatteracfes multiplas em diversos
orgaos ou estados de generalizacdo da doenca (Bemawarte, 2000).

A partir de lesBes de inoculacdo ocorre propaggudlas vias linfaticas,
originando adenopatia regional (Tatial., 1987). Da lesao de inoculacdo produz-se
por via linfatica ou por contigliidade a dissemimada doenca (Bedoy al., 1986).
Desta maneira, observam-se esplenomegalia, lesde®mares, cutaneas, hepaticas,
intestinais, supra-renais, 0sseas e cerebrais (&atk 2000). Entretanto, as lesdes no
sistema nervoso central e no coracao sao raragefSuermest al., 1993; Do Valleet
al., 1998).

s PCM na forma crénica

A forma cronica acomete 90% dos casos de pacieraes PCM, afetando
principalmente homens adultos. A progressdao da ggoewwontece de forma lenta,
podendo levar meses a anos para se tornar compla@estabelecida (Brumnetral .,
1993; Svidzinsket al., 1999).Esta forma atinge primeiramente os pulmdes, panead
disseminar para outros orgdos e tecidos, formaaddet secundariasas mucosas,
pele, linfonodos e glandulas adren@suimmeret al., 1993; Franco, 1994

As manifestacdes clinicas da forma crbnica da P@Mctassificadas em duas
formas polares: positiva e negativa (Franeo al., 1994). A polar positiva é
caracterizada pela presenca de lesdes generalizsgaselevado titulo de anticorpos
especificos aos antigenos Rlebrasiliensis, imunidade celular enfraquecida e presenca
de reacao inflamatoria granulomatosa, contendoasfiitngos viaveis. Na forma polar
negativa, as lesdes sao localizadas, o titulo tieogmos especificos d@ brasiliensis é
baixo ou ausente, a imunidade celular é presereada lesdes granulomatosas sdo
compactas e com baixo numero de fungos. Ambasras$oclinicas da doenca estédo
associadas com extensas sequelas nos orgaos dedéiospque incluem lesbes
ocasionadas por uma resposta anormal de célulsistémma imune (Lacaa al, 1982).
A confirmagdo da doenca é dada quando o paciente manifestacdes clinicas
compativeis com PCM em cuja secrecdo, fluido caipou material de lesdo foi
observado a presenca Eebrasiliensis, por exame micoldgico direto, cultura ou exame
histopatologico (Shikanai-Yasuegal., 2006).



1.3. Aspectos Imunolégicos do hospedeiro com paraoidioidomicose

A imunidade celular e a participacdo dos anticermmtocinas, quimiocinas e
outros componentes da resposta imunologica na P&Msido explorada tanto no
homem como em animais experimentais. Os mecanigmages nao-especificos
eficientes e que participam da defesa dos hosmsdesm PCM sado varios dentre eles
células NK (Jimmenz-Finkel & Murphy 1988; Peraca al., 1989 e 1995),
polimorfonucleares (Goihman-Yakr al., 1980 e 1989; Calicht al., 1985; Mcewente
al., 1987) e o sistema complemento com participacaoridasalternativa e da classica
(Restrepo & Velez, 1975; Calicht al., 1979 e 1985; Munk & Da Silva, 1992; Crett
al., 1997; Shikanai-Yasuda, 1997; Jimergtal., 2006).

Com relacdo ao papel dos anticorpos na PCM, empossa facilitar a
opsonizacdo de fungos (Restrepo & Velez, 1975; ohesi & Focaccia, 2005) é
controverso o seu papel na protecdo. Nogueira @aomdores (2006) descreveram
anticorpos capazes de mediar a lise do fungo peldovsistema complemento em soros
de pacientes com doenca ativa. Carvalhaes e caldti@s (1986) observaram menor
mortalidade em camundongos que produziam altogsnélee anticorpos para antigeno
flagelar deSalmonella e com maiores niveis de anticorpos dhtibrasiliensis. No
entanto, ndo notaram relacdo entre o0s niveis d&ogms e a protecdo em
camundongos.

A hiperproducédo de anticorpos na PCM, nem sempecé&os, documentada
por niveis aumentados principalmente das imunogjldmilgA, IgE, IgG, IgG4 e IgM
(Buenoet al., 1997; Mamongt al., 2001 e 2002) e por aumento do numero de linfécito
B (Benard et al., 1997), estaria refletindo uma desregulacdo dterss imune,
possivelmente devido a maior ativacdo de célulaa Bm trabalhos realizados com
Cryptococous neoformans, Taborda e colaboradores (2002) concluiram que dgligiA
promovem fagocitose d€. neoformans por macréfagos peritoneais, e que IgG1l
funcionou como opsonina em todos os tipos de magosfanalisados.

Relatos da literatura tanto em humanos como em lo®adxperimentais tém
demonstrado a importancia da imunidade celular regdo antP. brasiliensis
(Peracoliet al., 1991; Bozziet al., 2004). Na doenca humana, varios estudos tém
demonstrado depressao de imunidade celular nasasomais graves dessa doenca
(Mendes & Raphael, 1971; Mot al., 1985; Mendes-Giannirgt al., 1989). Mota e
colaboradores (1985) e Da Costa e colaboradoré&6)18escreveram maior depressao



de imunidade celular, avaliada por contagem deéditds T, provas intradérmicas a
antigenos microbianos e a paracoccidioidina, toamsdcdo blastica e inibicdo da
migracdo a fito-hemaglutinina e por antigenosPdérasiliensis em pacientes com a
forma aguda da doenca, como também em pacientes dorma crbnica disseminada
e/ou localizada.

Resultados obtidos na PCM murina tornaram posstaehcterizar dados
relativos a importancia da viruléncia do isolad@s caracteristicas do hospedeiro
(Andre et al., 2004; Borbaet al., 2005). Assim, em animais susceptiveis, ao serem
inoculados com isolado virulento, apresentaramugéa letal, disseminacao de fungos
nos tecidos, granulomas nao organizados, respestapérsensibilidade tardia pobre,
anergia, ativacdo pobre e precoce de macrofaganuigdo da resposta de IgM a
hemacias de carneiro, ativacdo policlonal de limd&cB e altos titulos de anticorpos
IgG3 proeminentes dP. brasiliensis. Enquanto que a inoculagdo dos animais com
isolados néo virulentos mostra curso lento e néb d&a doencga, granuloma organizado,
auséncia de fungos nos orgédos, ativacdo pobreocegarale macrofago, resposta de
hipersensibilidade tardia discreta, resposta Igkiab a hemacias de carneiro e baixos
niveis de anticorpos IgG3 contra bandas proemisetibefungo (Andreet al., 2004;
Pinaet al., 2006).

A importancia do macréfago em infecgbes causadasPpdorasiliensis é
sugerida ndo sO pela reacdo entre granulomas benmados e presenca de poucos
fungos, mas também por demonstracdo de maior atieidlesta célula e pela maior
gravidade da doenca em ratos depletados de maosofey silica e carbono coloidal
(Kerr et al., 1983). A ativagdo de macréfagos peritoniais eaéresin vivo ein vitro
por citocinas como o IFN-tem sido consistentemente demonstrado pelo aunaento
capacidade de destruicdo das leveduras e confliomneret al., 1988; Calviet al.,
2003). Esta destruicdo € mediada por altas coracges de hidrocortisona e nao é
dependente de mecanismos oxidativos (Brumehat., 1988 e 1991). As observacdes
em macrofagos peritoneais ndo ativados sugerena qugestao de conidios favorece a
sua transformacdo em levedura, sendo o meio ittfacgropicio a multiplicacdo do
fungo (Cancet al., 1992).

Outra molécula chave antimicrobiana envolvida nartenade patdgenos
intracelulares é o NO (Bocehal., 1998; Caneat al., 2000). A sintese de NO resulta da
conversao de L-arginina em L-citrulina, mediadapzima NO sintase (NOS) através

da oxidacao do nitrogénio guanidinico da primeisgndo tetrahidrobiopterina (BH



flavina-adenina dinucleotidico (FAD) e flavina manoleotideo (FMN) como co-
fatores, além de fosfato de nicotinamida adeninADRH) e Q como co-substratos
(Michel& Feron, 1997).

Estudos realizados por Allison e colaboradores §L@émonstraram que o NO
esta relacionado com a imunossupressao mediadan@ondfagos, uma vez que 0s
macrofagos ndo s6 estimulam linfécitos T e B, nadem também inibir as respostas
imunes. Embora a producdo de NO esteja envolvidanode deP. brasilienss,
também esta envolvida na imunossupressao, poisnity® a producédo de TNék-e a
expressdo de moléculas do MHC de classe Il (Bet@h, 1998; Nascimentet al,
2002). Modelos experimentais de infeccdo por g@b®rpatdgenos sugerem que a
iImunossupressao observada tem a participacdo dalé&ti®ado de INOS como na
listeriose (Gregort al., 1993), histoplasmose (Wu-Hsiehal., 1998), toxoplasmose
(Candolfi et al., 1994), tuberculose (Nabeshineh al., 1999) e em infeccdes por
Salmonella typhimurium (Schwachaet al., 1998) e P. brasiliensis (Boccaet al., 1998).

A ativacdo dos macrofagos pode ser suprimida gadapgoteina 70 (gp70) produzida
pelo fungo, uma vez que a gp70 purificada foi hatilinibir a atividade de macréfagos
através de receptores de mannose e por receptoyagiliindo NO e HO,. Esses
resultados indicam que gp70 pode atuar como um msoa de escape do fungo no
estabelecimento da infeccao (De Mattos Gressh 2003).

O fator de necrose tumoral alfa (TNJ-€ uma citocina pro-inflamataéria crucial
na defesa contra microbios intracelulares. TNFfuntamente com outra citocina,
interferon gama (IFNJ, aparentemente confere resisténcia ao fuhgbrasilienss,
estimulando a formacdo do granuloma e a producéo Nd® controlando
consequentemente a infecc¢ao (Satiad., 2000). O TNFe produzido principalmente
pelos macrofagos foi detectado em 25 de 30 pasierden paracoccidioidomicose,
indicando tanto a ativagdo de mondcitos, como tambe funcdo doTNF como
imunomodulador da resposta imune, possivelmentelaerdo a sintese de IFNe a
atividade microbicida de macrofagos (Silva & Figado, 1994). Outras células imunes
do hospedeiro (células dendriticas) usam o recelmt@omplemento tipo 3 (CR3) para
regular o excesso da producdo de TMFdurante a remocao fisioldgica de células
apoptaoticas, além de outras citocinas pro-inflameddMorelli et al., 2003). Estudos
realizados por Brandhorst e colaboradores (2008laseam que a ligacao do fator de
viruléncia BDA1l de Blastomyces dermatitides ao CR3 similarmente suprime a

producdo de TNIe; onde o fungo pode explorar o interior da célwahdspedeiro e



usar esta estratégia como meio de sobrevivéncianttura interacdo patdgeno-
hospedeiro.

O papel das citocinas e quimiocinas nos ultimos @aam sido objeto de muitos
estudos, tanto no homem como em animais experimef@ pacientes com infec¢des
por P. brasiliensis foram observadas diminuicdo da expressao de mespbara IL-2 e
producdo diminuida de TNF e IFN-em sobrenadantes de cultura de células
mononucleares (Bavet al., 1991). Considerando as observagOes advindas ddoest
em camundongos (Hostletaral., 1993; Pinat al., 2006), e mesmo na doenca humana
(Oliveira et al., 2002) tem sido sugerido a existéncia de doigGesddistintos de
secrecao de citocinas por subpopulacdes Thl e @hiifdcitos T e teriam relagdo com
a evolucéo da doenca (Benatdl., 1997; Oliveireet al., 2002).

Em pacientes com PCM Kurita e colaboradores (20®@)laram a presenca de
IFN-y, GM-CSF e/ou IL-B no soro dos pacientes. Estas citocinas serianzese
ativar os leucacitos polimorfonucleares (PMN) n@dégdo aguda da PCM, aumentando
a atividade antifungica destas células. Em estpdsteriores, Bernard e colaboradores
(2001) demonstraranin vitro que as células mononucleares do sangue periférico
(PBMC) de individuos saudaveis quando estimuladas gp43 deP. brasiliensis
produziram IL-2, IFNy e IL-10, porém PBMC de individuos com PCM na fomgada
ou crbnica produziram niveis baixos de IL-2 e sN-aumentado nivel de IL-10. Esses
resultados mostram uma correlacdo entre a sintede-tl0 e a gravidade da PCM.
Estas citocinas também séo importantes na formdg&panuloma. Em outros estudos
Pagliari & Sotto, (2003) mostraram a participac&océlulas Langherans na formacéao
de granulomas de pele humana em infeccdo €onbrasiliensis. Estes autores
demonstraram ainda a participacdo de dendrdcitosiciEss CD34 nestes granulomas.
Também observaram que quanto mais organizado algraa maior a expressao de
IFN-y e quanto menos organizado, maior € a expressdio-gle IL-10. Assim, estes
autores concluem que existe uma correlagéo erdreifgrmas bem formados e resposta
imune celular, sendo que quanto mais organizadoaoutpma, melhor € a resposta
imune celular. Por outro lado, granulomas mal fatosacaracterizam uma resposta
imune celular menos eficiente.

Romano e colaboradores (2003) mostraram que a ra&ultle células
mononucleares do sangue periférico estimuladosgmt mais IL-12 e a neutralizacao

de IL-10 induz a sintese de IRNe a proliferacdo celular. Moraes-Vasconcedoal .,



(2005) mostraram que IL-12, IL-23 e IRNapresentam uma importante fungdo na
imunidade protetora contra PCM. Assim, pacientem dofeccdo grave podem
apresentar deficiéncia genética na sintese de /IL-23 e IFNy. Por outro lado,
Ramos e colaboradores (2005) mostraram a funcéilo Hadna expressao diferencial de
IL-12p70 e seu recept@2 em pacientes com PCM ativa ou tratada e em thaldgi
infectados saudaveis. O antigeno gp43derasiliensis diminuiu a producdo de IL-
12p70 e expressao de IL-12pfRem pacientes na fase aguda e crénica quando
comparados com individuo saudaveis curados de PCNhhfectados e saudaveis de
areas endémicas.

No modelo experimental com camundongos, os resdtadtidos por Kurita e
colaboradores (1999) sugerem que PMN se ativadasgiouwcom IFNy, mas nao por
TNF-a, podem desempenhar funcdo critica na resistériaogpedeiro a infeccao
aguda porP. brasiliens's, sendo tempo dependente para desenvolver umastaspo
imunologica efetiva. Godoy e colaborado@003) mostraram que a gp43 &e
brasiliensis exibe caracteristica comum em animais suscept(Bdi8.A) e resistentes
(A/Sn). Ambas as linhagens de camundongos evoceegposta de hipersensibilidade
imediata tipica 24 h apos a infeccdo. Porém, llo#hente foi detectada em cultura de
células de linfonodos de camundongos susceptivess gemanas apos infeccéo.
Animais C57BL/6 deficientes em IL-4 ou depletadofectados com PCM mostraram
maior resisténcia a®. brasiliensis, com aumento na producdo de TNFiL-12 no
pulmdo e figado, aumento dgG2a e diminuicdo de IgGl no soro que estdo
relacionados com formacédo de granuloma de menartame bem mais organizados
(Arrudaet al., 2004). Esses autores sugerem que a IL-4 é demenda genética e do
background do hospedeiro, podendo ser protetora ou promowvdveaca. Assim, 0S
resultados encontrados em humanos e em modelosianmostram que na forma
aguda da PCM, o fungo induz a uma resposta cefutdiferativa aumentada com
sintese elevada de IL-4, IL-5 e IL-10, e conseqianenor resisténcia a infeccao.
Porém, na forma cronica ha uma protecao contrasgiiinacdo da doenca por décadas,
por meio da diminui¢do da resposta proliferatiaax# concentracéo de IL-4, IL-5 e IL-
10 e aumento da resisténcia a doenca (Olietiah, 2002).

Com relacdo as quimiocinas, varios autores témupado verificar em suas
pesquisas a relacdo destes mediadores com PCM.a€mnfes infectados coim.

brasiliensis, Fornazin e colaboradores (2003) demonstraram aw@mdat MIP-1,
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neutrofilos e linfocitos CDB nos lavados broncoalveolares de pacientes com PCM
pulmonar. Esses autores sugerem que tanto macsdfegmo as células TCD8
desempenham funcdo importante na patogénese pulmam®CM. Ainda em humanos
(Mamoni & Blotta, 2005) observaram que pacienteséme infectados conP.
brasiliensis apresentavam niveis aumentados de MIG/CXCL9 eDIRXACL10 quando
comparados com a forma juvenil, enquanto que iddad com a forma crbnica
apresentaram IL-10/CXCL10 semelhantes aos recéettados, porém os niveis de
MIG/CXCL9 estavam significativamente aumentados.

Em camundongos infectados cdmbrasiliensis Souto e colaboradores (2003)
verificaram que IFN¢ modula a sintese de quimiocinas eorutamento de leucocitos
para os pulmdes destes animais. Na fase agud#edadn observaram associacdo entre
producao de IL-8 (KC) e MIPelCCL3 com infiltracdo de neutréfilos nos pulmdes e
aumento simultdneo de RANTES, MCP-1, IP-10 e MIGncafiltrado de células
mononucleares. Porém, na auséncia de\ifd-observado aumento na producao de IL-
8 e MCP-Ir e neutrofilia crbnica. Ainda em camundongos irddos comP.
brasiliensis, experimentos realizados por Gonzalez e colaboead@003) mostraram
um aumento significativo de leucocitos nos pulmiesgl® dia da infecgdo com pico no
2° dia apos o in6culo, sendo os neutréfilos aslaglpredominantes no infiltrado. As
citocinas pro-inflamatorias detectadas significatiente nesses tempos analisados
foram TNF«a , IL-6, IL-1(3 e MIP-2.

Outro fator importante estudado na PCM est4d refacio com a
imunossupressao induzida pela doenca. Assim, existe de uma possivel diminuicao
de populacao linfocitaria, ao nivel dos gangliogélicos, varios outros mecanismos
que poderiam deprimir a resposta imune celular @&l PBavaet al., 1991). Jimenez-
Finkel & Murphy (1988) observaram reducdo de célulangherans na pele de
pacientes com a doenca cronica.

Outros pesquisadores encontraram, também, as segumteracdes de
subpopulacdes linfocitarias, que poderiam ter ioagibes na génese da doenca (Mbta
al., 1988) em pacientes néo tratados como: diminuiez@ubpopulacdo CD4naqueles
com forma cronica; aumento da subpopulagdo ‘GbBnfécitos B (CD19), naqueles
com forma aguda, e um nimero maior de células CBiibmbos as formas. Por outro
lado, Teixeira e colaboradores (2001) demonstram @ueducdo da expressdo do

receptor tipo 1 do complemento em eritrécitos (ERXEm pacientes com PCM na
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forma aguda e crbnica favorece a formacao de imoamplexos e reducdo de células
T CD4/CDS' T.

A correlagé@o entre antigenemia Bebrasiliensis circulantes, presentes na fase
ativada da doenca tém sido relatados na litera{Bragizaki et al., 1999) como
responsaveis pela depresséo da resposta imunarceulem sido sugerida, inclusive
como possibilidade da indug&o de tolerancia daga=T.

Estudos realizados por San-Blas e colaboradoreB2)2fevelaram que os
componentesu-1,3-glicana, presentes na parede celularPdérasiliensis exercem
importante papel na viruléncia do fungo, uma veg protege esse patdogeno contra a
acao de enzimas digestivas de macréfagos e néosrpfiesentes no hospedeiro. Assim,
o envolvimento de glucanas presentes nas célulagmmae dd°. brasiliensis parece
estar relacionado com a génese e persisténcia af@oranflamatéria causada em
infeccbes por este fungo (Silvet al., 1994). Ainda com relagcdo aos compostos
antigénicos do fungo, Diniz e colaboradores (20@4) estudos realizados em
camundongos demonstram que antigenos purificadéagio O (FO) e fracdo Il (FII)
de P. brasliensis induzem resposta imune protetora caracterizadasprificativa
protecdo por IFNg além de altos niveis de IgGl, IgG2a e 1gG3, camsequente
diminuicdo da formacao de colbnias no pulméao osedisnacdo de fungo para o baco e
figado. Em caes jovens com PCM experimental hongleagdo de uma resposta imune
humoral com sintese de IgM e IgG detectaveis nis plimeiros meses da infeccao
contra a gp43 do fungo (Eiselt al., 2004). Porém enDasypus novencinctus
naturalmente infectado cobh brasiliensis, a resposta imune humoral foi caracterizada
por sintese de IgM e IgG contra os antigenos g€ deste fungo.

Devido a complexa relag@o enBebrasileinsis — hospedeiro e a necessidade de
estabelecer parametros imunoldgicos possiveis sasados no entendimento da
imunopatogénese em PCM, varias pesquisas foranmwa®gelas para compreender os
mecanismos de defesa do hospedeiro contra a iofguyd. brasiliensis nas ultimas
décadas. Atualmente, varios pesquisadores tématiemn suas linhas de pesquisas no
sentido de compreenderem as bases molecularesnigeseeste fungo e encontrar
concomitantemente 0s receptores especificos exgresa superficie de células
envolvidas na PCM e as quais sdo criticas paraainde uma resposta imune.
Recentemente, Silva e colaboradores (2007) avaliapa perfil transcricional da
expressdo génica de macréfagos murinos durantdeac#io porP. brasiliensis e

revelaram a expressao diferencial de genes extrentamelevantes durante a interacao
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patogeno-hospedeiro, especialmente aqueles queret@tionados a resposta pro-

inflamatoria, fagocitose, apoptose e transducasirges.

1.4 Proteina Beta-2 Integrina

A resposta imune inata € critica para a protecatra¢danfeccdes fangicas, uma
vez que permite uma reacdo imediata e reconhece gmaade variedade de
microrganismos (Fogaca, 2007). Macréfagos e nelasOparticipam nessa resposta,
produzindo e liberando citocinas e quimiocinas.nhl@isso, estas células apresentam
antigenos microbianos aos linfécitos, levando aseneolvimento de uma resposta
imune altamente especifica. Para tanto, recepg@@®xpressos na membrana celular
do hospedeiro para detectar os componentes mioaia desencadear uma via de
sinalizacdo que ira ativar a resposta imune nodumm (Fernandes al., 2008).

O recrutamento de fagécitos ativados aos locaisfdecdo é uma das fungdes
mais importantes da imunidade inata. Este recruttom@corre como parte da resposta
inflamatoria e € mediado pelas moléculas de adedl@ita-célula que sdo induzidas na
superficie do endotélio de vasos sanguineos lodaés familias de moléculas de
adesdo exercem um papel central na interacdo ikar@lotélio: as selectinas, as
integrinas e as superfamilias de imunoglobulings)({Jagelst al., 2000; Muller &
Randolph., 1999; Thompsahal., 2000).

A aderéncia e fagocitose de células fungicas emanm&mos de opsonizacao
podem ser mediadas por varios receptores do coraptenr{(CRs) dentre eles CR3
(Receptor do complemento 3), como descrito por d@né colaboradores (2006). O
CR3, também denominado CD11b/CD18, é uma protednkeutocitos pertencente a
familia p2-integrina, e compartilha a mesma subunidade GBXA8 como ocorre com
outras proteinas do sistema complemento: LFA-1 (Gdd18) e CR4 (CD11c¢/CD18)
(Melo et al., 2000). Como membros tipicos da familia integriessas moléculas sao
glicoproteinas transmembranicas heterodiméricasistimio de duas sub-unidades
(150 a 180 KD) & (~90 KD), associadas ndo-covalentemente (Albetdal., 1990)
(Esquema 1)Atualmente, sédo conhecidos dezoito tipos de suldesh e oito tipos de
subunidadesl que, combinadas, constituem pelo menos 24 in&grja descritas
(Xiong et al., 2001; Tucker, 2002). O contato entresakunidades e § envolve suas
metades amino-terminais que, juntas, formam umaetd globular e as porcdes

remanescentes formam duas caudas em formato wtingine atravessam a membrana
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plasmatica. As duas subunidades e [ apresentam um pequeno dominio
transmembréanico (20 a 30 residuos de aminoacidos)aeregido intracelular (20 a 50
residuos de aminoacidos) (Haubretgl., 1997).

A propriedade intrinseca de varios fungos patog@niem ativar o sistema
complemento € um importante pré-requisito para @fediva resposta imune anti-
fungica. O espectro de reacdes imunes associadasrggdemento inclui a producdo de
moléculas quimiotaticas para células inflamatéeasa facilitagdo da fagocitose por
opsonizacdo do patégeno, que potencializam os nsecas de defesa do hospedeiro
(Morelli & Rosenberg, 1971; Speéhal., 2004;Yamamura & Valdimarsson, 1977).

A interacdo inicial entre os macréfagos do hospedeb fungdP. brasiliensis é
um importante passo na patogénese da paracocoidimdse e € mediada por
receptores e ligantes presentes na superficie tdggre e por receptores de células do
hospedeiro. Células leveduriformesPléirasiliensis ativam o complemento tanto pela
via cladssica como pela via alternativa vitro como demonstrado por Munk e
colaboradore$1992), resultando na opsonizacao e fagocitosedgof por macréfagos
(Calichet al., 1979). Munk & Da Silva (1992) mostraram que difdes componentes
do sistema complemento e seus produtos de clivagedepositam sobre a superficie
do isoladoP. brasiliensis Pb18. A incubacdo de células leveduriformes de Pbl8
opsonizadas com soro humano normal mostrou quesetteo ativa o complemenin
vitro e liga C3, iC3b, C4 e C5b-9 em sua superficienalise microscopica mostrou
padréo de distribuicdo uniforme desses componamtesnais de 80% das células de
Pb18 pré-incubadas com soro humano normal. Assimleposicdo de produtos de
clivagem do sistema complemento pode desempenhal ipgortante na fagocitose do
fungo (Calichet al., 1979).

Estudos feitos conMycobacterium tuberculosis revelam que os receptores
importantes presentes nos macréfagos e que irgerfiea adesédo da bactéria incluem os
receptores do complemento (CR1, CR3 e CR4). A addsicélula bacteriana nas
células do hospedeiro envolve, no entanto, ambagescdes de opsonizacdo e nao-
opsonizacao (Melet al, 2000).CR3 e CR4 sao principalmente expressas em célalas d
origem mieléide e participam no reconhecimento god#ose de uma série de
patégenos dentre el€Zandida albicans, Bordetella pertussis, Francisella tularensis,
Cryptococcus neoformans e Escherichia coli (Jonest al, 2008).

A importancia dasp2 integrinas em infeccOes resistentes é ilustragia e

pacientes com deficiéncia de adesao de leucodifd-(1), sindrome caracterizada por
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infeccdes recorrentes, dificil processo de cicatdp e defeito na fagocitose. Mutacdes
na subunidadg2(CD18) nesses pacientes resultaram na ausénctimonuicao da
expressado de LFA-1, CR3 e CR4 (Haggl, 1999).

Outros resultados da literatura mostram que o tec&pR3 da familia dag
integrinas pode participar tanto na fagocitose déeete de opsonizagcdo como na
independente desse fendbmeno (O&tkal., 1995). Existem evidéncias de que este
receptor pode se ligar a B-licana e mediar a fagocitose de microrganismos que
possuam esse componente na parede celular (Fo2@@a). Aléem disso, estudos
recentes realizados por Jimenez e colaborador@§)2@cumentam, pela primeira vez,
a importancia dos receptores do complemento (CR& enanose na fagocitose de
P.brasiliensis por macréfagos murinos e, contribuem significatieate para a

compreensao de mecanismos de suscetibilidade go.fun

Caderinas

:
|

Integrinas Selectinas

N

Superfamilio
Inmunoglobulings

Esquema 1 Receptores de adeséo celular. Moléculas de adep&esentadas pelas
caderinas, integrinas, selectinas e superfamikaidanoglobulinas. As integrinas séo
proteinas transmembrénicas heterodiméricas congpdstaduas sub-unidadese f,
associadas nado-covalentemente (Hynes R.O, 1994).
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Algumas doencas fungicas invasivas tem sido corsids como um sério e
crescente problema de saude, além de serem agagisncausas de morte em todo o
mundo. A maioria dos fungos causadores de micoséSnscas apresenta estreita
relacdo com monadcitos ou macrofagos nas fasesisida infeccdo ou no decorrer da
doenca (Fromtling & Shadomy, 1986), e esta interagdmportante no processo de
reconhecimento e ligacdo do fungo a superficieadesSlulas (Deepe &Bullock , 1990).
Entretanto, até o momento ainda ndo foi descritditeeatura a inportancia da2
integrina no curso da PCM experimental induzidamnesta bem elucidado o
mecanismo de interacdo entre o fungo e receptdagigcitos -2 integrina) como
mediador do processo de fagocitoseRddrasiliensis. Assim, este estudo utilizando
modelos murinos para a PCM experimental permiticoohecimento da importancia

desses receptores no desenvolvimento da infecgao.



IT — Objetivos



17

OBJETIVO

Investigar a participacdo dfs? integrinas no processo inflamatério durantersa@u
da PCM.

Metas: Utilizar camundongos C57BL/6 (WT) e geneticamemiadificados para a
B-2 integrina p27) infectados ou n&o cof brasiliensis para determinar os seguintes
fatores:

1. Capacidade dos macréfagos peritoneais dos animaie B2’ em fagocitoseén
vitro de levedura®. brasiliensis opsonizados com soro fresco ou inativo.
Unidades Formadoras de Coldnias (CFU) no tecidmpuoér;

A analise histopatoldgica e a histocitometriaatgdos como figado e pulmao;

4. A capacidade proliferativa de linfocitos do bacos danimais WT ep2”
estimulados com Concanavalina A (ConA) e extratiéico da parede celular
do fungoP. brasiliensis.

5. Os niveis de 6xido nitrico (no soro).

Os niveis de anticorpos no soro.

7. Os niveis de citocinas produzidas em sobrenadatgeknfocitos (IFNy) e

macrofagos (TNFe, IL-10 e IL-12), mensurados por ELISA.



II1 - Material e Métodos
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MATERIAL E METODOS
3.1 Cultivo do fungo

Foram utilizadas leveduras do isolado virulentod&&. brasiliensis (Pb 18),
provenientes do Laboratério de Biologia Molecularlhiversidade de Brasilia (UnB).
Para a manutencdo da viruléncia dos fungos utdsow protocolo descrito por
Nascimento e colaboradores (2002), com adaptaé®ssn, preparou-se uma solucao
de 5x16 células/mL de leveduras, que foi inoculada no Peidt de camundongos da
linhagem C57BL/6. Apds 2 semanas da infeccdo, onads foram sacrificados e os
fungos obtidos foram cultivados e usados na infedp® animais de experimentagao.

O fungo foi entdo cultivado em meio liquido BHI @r Heart Infusion: 3,7%
de BHI e 0,8% de dextrose) por 5 dias a 36° Cagtacao (220 rotacdes por minuto-
rpm). Apos agitacdo mecanica na presenca de p@elasiro, os grumos das leveduras
foram separados e posteriormente lavados com tarspliita fosfato estéril (PBS)
0,1M, pH 7,2. Em seguida, foram realizadas as gemis das células fungicas usando
camera Neubauer e verificado a viabilidade do fuajavés da utilizacdo do corante
vital Verde Janus 0,05% (Merck, Germany) como deescra literatura (Diast al,
2004). A concentracdo das células foram ajustades p x 10 leveduras viaveis/mL

em PBS estéril, e as células fungicas utilizadas ipéeccao.
3.2 Animais experimentais e infecgao

Foram utilizados camundongos machos e fémeas, dade ide 6 a 12 semanas,
da linhagem C57BL/6, 0s quais apresentam uma dilsitidpde intermediaria a
infeccd@o pofP. brasiliensis (Vaz et al, 1992) e também animais dessa mesma linhagem
geneticamente deficientes @lgintegrina, produzidos podackson Laboratories (Bar
Harbor, ME). Ambos os grupos experimentais forartidos do Biotério Central da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo BacUniversidade de Sao Paulo,
Ribeirdo Preto, Sdo Paulo, Brasil.

Para a realizagdo dos ensaios, camundongos forpanades em trés grupos
experimentais: 1. camundongos né&o infectados (grgarole); 2. camundongos
C57BL/6 (WT) infectados com o isolado Pbl8 do funBo braslienss, 3.

camundongognockout parap,-integrina "), infectados com Pb18 d& brasiliensis.
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Apos a infeccdo, os camundongos foram mantidoBioigrio da Faculdade de
Medicina, Universidade de Brasilia (UnB), em cofdi apropriadas de fornecimento
de agua e racéa libitum. Os procedimentos experimentais adotados foramvapos
pelo Comité de Etica no uso Animal (CEUA) da Unsigade de Brasilia (Anexo I).

3.3. Coleta do sangue, pulmdes, figado e o baco dasmundongos

Apos 15, 30 e 60 dias de infeccdo, quatro camundongasade grupo foram
aleatoriamente selecionados, anestesiados com Ketamgener Unido, Guacu, Sao
Paulo, Brasil) e Xilazina (Coopers Brasil Ltda, (amas, Sado Paulo, Brasil) nas
concentracdes 80 mg/Kg de Ketamina para 10 mg/K¥ildeina, e administrado via
intraperitoneal. O sangue dos animais dos gruppsrigwentais foi coletado pela via
plexo venoso retro-orbital e estocado em eppendtafd,5 mL, deixado em repouso
por 3 h e em seguida centrifugado a 2000 rpm porirb Os soros foram colhidos,
transferidos para novos eppendorfs e armazenad8¥@ até o momento das dosagens
de NQ e anticorpos.

Os animais foram sacrificados por meio de umados® de anestésico para a
retirada dos 6rgdos como o pulmdo e o figado padizacdo das andlises
histopatolégicas, morfométricas e Unidade FormaderaColénia (CFU). O baco foi

utilizado para realizacdo dos ensaios de proliferalp esplendcitos totais.

3.4. Cultura de macréfagos recuperados de camundoag infectados

Camundongos infectados de ambos o0s grupos expesimendo grupo controle
foram injetados intraperitonealmente com 1,5 mltioglicolato a 3% estéril (BioBas,
Brasil) nos dias 15, 30 e 60 apos infeccdo. Apdk @@ tratamento, os animais foram
sacrificados conforme descrito anteriormente e failavagem intraperitoneal com 10
mL de PBS estéril para obtencdo dos macrofagodopesdis. As células foram
centrifugadas a 2500 rpm, por 5 min., com tempeaiadutre 8 e 10°C e suspensas em
meio RPMI 1640 (Sigma) incompleto. As células viaferam contadas na camera de
Neubauer e diluidas a uma concentracdo de ®3x#lulas/mL em meio RPMI
incompleto; posteriormente as células foram digtdas em uma placa de 24 orificios
(Corning 3524) em uma quantidade de 500 pL/pogm@diadas em estufa de £5%6 a

37°C por 45 min. Em seguida, o sobrenadante fqgirdeado para remover as células
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ndo aderentes e as culturas foram novamente inasbadm meio RPMI 1640
suplementado com 4% soro bovino fetal, 2 mM L-ghitm, 100 U/mL
penicilina/estreptomicina e 1 mM HEPES em volumeldemL/pocgo. As culturas de
células foram estimuladas com interferon-gama/ljiepacarideo de=. coli (IFN-
v/LPS) na concentracdo de 100 U/mL de K-NKSigma) + 1 pg/mL de LPS (Sigma,
USA.) por um periodo de 48 h. O extrato protéicqpdeede celular do isolado Pb 18
obtido deP. brasiliensis diluido em 1000 vezes também foi usado como ekiipara

as culturas em igual periodo. Os sobrenadantesifeséocados a -20°C até o momento

da quantificacdo das citocinas.

3.5. Analise in vitro da capacidade fagocitica de macréfagos murinos com

leveduras deP. brasiliensis

Macréfagos peritoneais obtidos de camundongos nsrateavés da lavagem
com PBS foram mantidos em gelo até o momento a@ersefectadas. As leveduras de
P. brasiliensis utilizadas na infeccdo dos macréfagos foram ressuidas em meio
RPMI suplementado com HEPES 20 mM, bicarbonatoddesl,5 g/L contendo 20%
de soro fresco de camundongos Balb/c e incubada30pmin. para opsonizagcdo Em
seguida, os macrofagos estocados foram co- cuitsvadm as leveduras de Pb 18 nos
tempos de 24, 48 e 72 h de duas maneiras: 1) osdfages (5 x 1®poco) foram
colocados em microplacas de 24 pocos na presentade} células do fungo/mL; 2)
os macréfagos (2 x 1@élulas/frasco) foram colocados em frascos derautle células
de 150 crh e infectados com 4 x 10eveduras do fungo/mL. Em ambos os casos, a
proporcao de levedura por macrofago foi de 1:5c@sulturas foram entdo incubadas a
37°C em atmosfera de ar umidificada contendo 5% CO

Apés 24, 48 e 72 h da infeccdo dos macréfagos asnteveduras deé.
brasiliensis, as células foram lavadas com meio RPMI pré-aqoeai 37°C a fim de
retirar as leveduras presentes no meio extracelolarfracamente aderidas aos
macrofagos. Apos cada periodo citado anteriormexste;élulas foram submetidas a
diversas lavagens com agua destilada estéril.fgsteesso permitiu que os macrofagos
fossem removidos da placa e lisados, com consegubinéracdo dos fungos
eventualmente fagocitados (Fogaca, 2007). O mhtdialo a partir das lavagens com
agua destilada foi centrifugado e ressuspenssonmmewa em agua destilada. Em

seguida, 10QuL das suspensfes fungicas em agua destilada faareaslos em trés
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placas contendo meio de cultura (BHI - Brain Hdaftision, Difco, Detroit, M),
suplementado com 5% do filtrado de sobrenadantultera do isolado Pb 192 dre
brasiliensis em meio liquido suplementado com glicose (dexjro4& de soro de
cavalo e 40 mg/L de gentamicina. A suspenséao foeae€la com auxilio de bastdes de
vidro em forma de L, por toda a superficie do ntgccultura. A seguir, as placas foram
incubadas em estufa a 37°C por 14 dias, e as widadnadoras de colonias foram

contadas. Os experimentos foram realizados encatplpara cada tempo.

3.6. Recuperacao e quantificacdo do fungo no pulméao

A evolugcdo da doenca nos animais foi analisada rpero dos ensaios
histopatolégicos e pela recuperacdo de carga fandas pulmdes. Fragmentos de
pulmédo foram obtidos de cada camundongo dos greppsrimentais (4 animais por
grupo), pesados e dilacerados em maceradores e (lomogenizadores de tecidos)
contendo 1 mL de PBS estéril. 100 ul destes teadaserados foram semeados em
placas de Petri contendo meio BHI estéril (Brairaitiénfusion, Difco, Detroit, Ml),
enriguecido com 5% do filtrado de sobrenadante uleira do isolado Pb 192 de
brasiliensis em meio liquido suplementado com glicose (dexjro4& de soro de
cavalo e 40 mg/L de gentamicina. As placas com asenados foram incubadas a 37°C
por 21 dias, em seguida as unidades formadorasldeias (CFU) foram contadas
(Canoet al., 1995; Pinaet al., 2006). Os resultados foram expressos em CFU/g de

pulmao.

3.7. Andlise histolégica do figado e pulméao

Fragmentos de aproximadamente 2°cf@ um dos lobos dos pulmdes e de
tecidos do figado foram coletados e fixados em¢dmlule tampéo fosfato com formol a
10% durante 6 h e, em seguida foram desidratadoal@ml 70% e clarificados em
xilol. Os 6rgaos foram inclusos em blocos de pagaé realizados cortes de 5 um de
espessuras, utilizando um micrétomo. Os cortesnfodispostos em laminas e
incubados a 58-60°C para fixacdo. Em seguida, fosaados em xilol para retirar o
excesso de parafina e reidratados com concentradée®scentes de alcool (do
absoluto ao 80%). Os cortes fixados foram coradas ldematoxilina e Eosina (H&E),

desidratados com alcool em concentracdes cresc@i@s ao absoluto), lavados com
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xilol e cobertos com laminula. As laminas coradas ¢H&E foram analisadas através
de Microscopia Optica (M.O) para observacio da¥ekgranulomatosas e presenca de

fungo.

3.8. Analise morfométrica do figado e pulméao

Para a analise morfométrica, foram utilizados atesamencionados no item 3.7
corados com H&E. Foram utilizados 4 cortes com lesemento de 50 um entre si.
Todas as laminas analisadas foram usadas na d@mlidg tamanho da lesdo
granulomatosa, nimero de granulomas e de fungomp®r As andlises foram feitas
utilizando-se o sistema analisador de imagens @fag Plus Versdo 5.1.0.20
Copyright 1993-2004 - Media Cybernetics, Inc.) regmitude de 100 pum.

3.9. Ensaio de proliferacédo dos esplendcitos

ApoOs o sacrificio dos animais, os bacos foram adlet e divulsionados com
auxilio de pincas, tipo dente de rato, para obterg esplendcitos totais. Os bacos
foram divulsionados em placas de Petri contendoL2de meio RPMI 1640 (Life
Technologies Inc., Bethesda, MD) suplementado cam\2de L-glutamina, 1mM de
piruvato de sodio, 1% de aminoacidos ndo essentigma, USA), 2mM de 2-
mercaptoethanol, 2bg/mL de gentamicina e 5% de soro bovino fetal (SiB&)ivado.

A suspensao celular de todos os animais de caga fpucolocada em tubos plasticos
para a sedimentacédo das estruturas do bagco ddiante. Os sobrenadantes com as
células foram centrifugados a 3000 rpm por 10 mid°&@ e posteriormente 0s
esplendcitos foram lavados mais 2 x e foram ressuBgos em meio RPMI simples
(volume de 1 mL/animal) e as células contadas mer@de Neubauer. A concentracéo
celular de cada grupo de animais foi acertada P@ax 16 células/mL em RPMI
suplementado como descrito anteriormente e |ll0@as suspensdes celulares foram
colocadas em triplicatas em pocos de placa de #6i@s de fundo chato (Corning
Glass Work, Corning, NY). As células de cada grdpanimal foram adicionados 100
puL de RPMI contendo o estimulo positivo Concanawalnna concentracéo de 0,4
ug/poco (Sigma) ou extrato protéico da parede celdéaP. brasliensis (antigeno

especifico) numa proporcao de diluicdo de 500 & X00Como controle negativo foi
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usado meio RPMI. As células foram em seguida indakapor 60 h em estufa
umidificada a 37°C em atmosfera de ar de 5%.CO

Doze horas antes do término da incubacgdo, 0,5 g/l mCi/mL) de
timidina tritiada fH]TdR (Amersham, Arlington Heights), conforme déscrna
literatura (Omarsdottiet al., 2005) foi adicionada as culturas. Apoés 60 Indabacéao,
as células foram coletadas em uma membrana de {Whatman, England) e a
quantidade de radiagdo incorporada ao DNA dasazlen proliferacdo determinada
por um contador de cintila¢cgbliquida (Beckman, Packard LS Analyzer 6500), olqua
expressa o0s resultados em contagem de pulsos por(ecpm). Os resultados foram

expressos na forma de indice de proliferacdo gneiste na seguinte férmula:

- . ~__ cpmlinfécitosobtidosanimaignfectados
Indice proliferagéo —— - — ;
cpmlinfécitosobtidosdosanimaisnormais

3.10. Dosagem da concentracéo de Oxido Nitrico

A dosagem de NO presente no soro dos camundondestados e nao
infectados foi realizada por meio da reducdo enztmale nitrato (N@) em nitrito
(NOy) pela enzima nitrato redutase (Schradal., 1989). Os soros foram diluidos na
proporcao de 1:5 em 4gua destilada, aliquotadogotiimes de 50 pL e incubados, em
triplicatas usando placas de 96 orificios (Cornid&A) com o mesmo volume de
tampéao redutase (fosfato de potassio 0,1 M, pH@rendo 1 mM NADPH, 10 mM
FAD e 4 U/mL de nitrato redutase) por 12 h a 378Cconcentracédo de nitrito foi
determinada pela reacdo colorimétrica de Griessagente de Griess composto por:
NEED 0,1% [N-(I-Naphthyl)ethylenedinamine - SigmdSA] e diluido em agua
destilada, e sulfanilamida a 1% diluida em 5% delocadosférico (HPQO,;) como
descrito na literatura (Nascimerdbal., 2002). 50 pL da amostra foi misturada com 50
uL do reagente de Griess, e mantidas por 10 ntempaeratura ambiente. As amostras
foram lidas em leitor de ELISA (Enzyme Linked ImnouBorbent Assay) com filtro de
540 nm. Os resultados expressos em pM defbi@m determinados pela comparacao
da D.O. (Densidade Otica) das amostras do expetim@om a D.O. da curva padréo
obtida pelo uso de nitrito de sédio (Najy@m concentracdo de 100 a 0,9 de pM
(Boccaet al, 1999; Nascimentet al., 2002).
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3.11. Dosagem de anticorpos

Anticorpos IgG1 e IgG2a especificos arRi-brasiliensis foram quantificados
por ensaios imunoenzimaticos (ELISA) realizadoslatmratério do prof® Dre Célio
Lopes Silva (USP-Ribeirdo Preto, SP, Brasil). Costos animais, obtidos conforme
descrito anteriormente foram utilizados para a gesados anticorpos. Placas de 96
pocos de poliestireno (Maxisorp Nunc-Immuno Plat#SA) foram sensibilizadas com
100 pL/poco do extrato protéico da parede do fuRgbrasiliensis na diluigcdo de 1:50,

e incubadas a 4°C por 12 h. Posteriormente asspllacam lavadas com PBS 1X
contendo 0,05% de Tween-20 e bloqueadas conuR@®co de uma solucdo PBS 1x +
10% SBF e 0,05% Tween-20. Apés incubacdo por 1 By%C, as placas foram
novamente lavadas e adicionou-se @poco dos soros, nas diluicdes 1:10, 1:100,
1:1000 e 1:10000, em solucao de bloqueio. As plerras incubadas por 2 h a 37°C, e
apos lavagem das mesmas, foi realizada incubacéd po a 37°C, com anticorpo
monoclonal anti-IgG1 (A85-1) ou anti-lgG2a (R19-Xs)njugados com biotina (BD
PharMingen), adicionando-se 1Q0/poc¢o do anticorpo diluido 1:1000 em solucdo de
bloqueio. Apés procedimento de lavagem, foi adiatan 100uL/poco da solugéo de
avidina biotina peroxidase StrepAB kitTM (Dako) denincubada por 30 min a
temperatura ambiente. As placas foram reveladas aeicdo da solucdo de OPD
(Sigma) e a reacéao foi interrompida pela adicdé@gL/poco de acido sulfdrico 16%.
A leitura da absorbancia foi realizada em espeutibaietro de placguQuant Bio-Tek

Instruments Inc.) a 490 nm.

3.12. Quantificacao de citocinas

ApoOs o sacrificio dos animais, os sobrenadantessgkendcitos do bago ou de
macrofagos peritoneais estocados a -20°C foramaads para dosagem das citocinas
secretadas. As dosagens foram realizadas pelo onétagnoenzimético (ELISA),
utilizando kits comercias padronizados para cadaayde citocinas (BD Biosciences,
San Diego, CA). Os sobrenadantes de esplendcitamfatilizados para quantificar os
niveis de interferon gama (IFN- As citocinas fator de necrose tumoral alfa (Td\J;-

interleucina 10 (IL-10), interleucina 12 (IL-12)réon dosadas em sobrenadante de
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macrofagos da cavidade peritoneal. As concentragf@a cada citocina foram
calculadas com base em uma curva padrdo espepdi@a cada uma e realizadas
conforme instrugdes fornecidas pelo fabricante @Bdsciences, San Diego, CA).

3.13. Analise Estatistica

Para as analises estatisticas foi utilizagwograma GraphPad Prism verséo 4.0
(GraphPad Software, San Diego, Califérnia, USA).dierencas estatisticas entre os
grupos experimentais foram determinadas atravésndéise de Variancia (ANOVA),
seguida pelo método pos-teste (Bonferroni, Swdent t Test). Foram consideradas

diferencas estatisticamente significantes quando,Ps
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RESULTADOS

4.1. Macréfagos obtidos de camundongo$2”, in vitro, apresentaram menor
atividade fagocitica de leveduras d@. brasiliensis qguando comparados com

macrofagos de camundongos selvagens

A cinética de fagocitose de leveduras Rlebrasiliensis por macréfagos foi
avaliada em camundongos WTp&", respectivamente. Os resultados encontrados
demonstraram que macréfagos tanto dos camundongds cémo dos p27”
apresentaram fagocitose eficiente, porém a fagitoi melhor quando as leveduras
de Pb18 foram previamente opsonizadas com soroofrés que com soro inativado.
Macréfagos obtidos de camundongos WT apresentaraaor mcapacidade de
internalizacdo do que macréfagos obtidos de cammguip2” em todos os tempos
analisados (dados ndo mostrados). A viabilidadefalogos fagocitados em ambas as
linhagens de macréfagos foi avaliada pela detegdmalas unidades formadoras de
colonias (CFUs). Os resultados obtidos (Fig. 1) alestraram que as CFUs resultantes
dos camundongos WT aumentaram significativamends ap h, quando os macréfagos
foram co-cultivados com leveduras opsonizadas corn fativado e soro fresco;
porém, foi significativamente maior quando as lewad foram opsonizadas com soro
fresco em todos os tempos avaliados. CFUs tambémfobservadas em lisados de
macréfagos obtidos de camundongj@s. Nos camundongo@2” o nimero de CFUs
observadas foram maiores nos lisados de macréfegasiltivados com leveduras
opsonizadas tanto com soro fresco quanto com s@ivado, exceto 72h, onde o
namero de CFUs obtidos de macréfagos com levedmsmizados com soro fresco foi
significativamente maior quando comparadas comdien&s opsonizados com Soro
inativado.

O aumento das CFUs obtidas nos animais WT poddetireganto uma maior
internalizacdo dos fungos como uma maior viabikdaths células no interior dos
macrofagos, porém ndo podemos avaliar com esteximgntos qual o mecanismos

que gerou esta diminuicdo da CFU nos anip2ifs
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4.2. Camundongosp2’ sdo mais resistentes as infeccdes pé brasliensis a

medida que a doenca evolui para a fase cronica

Os camundongos WT apresentaram aumento progresivainidades de
colénias fungicas de modo tempo dependente (FigO2)resultados demonstram que
camundongo$2"‘ sd0 mais susceptiveis Bobrasiliensis nos primeiros 15 dias ap6s
infeccdo, durante a fase aguda da PCM murina. Roéémedida que o0 processo
inflamatério se torna crénico os camundonf@$ tornam-se mais resistentes & PCM
como demonstrado nos 30 e 60 dias apos a infecdamaior resisténcia foi
significativamente demonstrada quando a carga d¢angecuperada dos camundongos
[32"' foi comparada com aquela dos camundongos WT. Asendhs CFUs também foi
realizada nos tecidos dos figados dos camundongosp®’ nos 15, 30 e 60 dias apds
a infeccdo (dados ndo mostrados), porém someram ficecuperados fungos nos tecidos

nesse O0rgao até o 30° dia apos infecgao.
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Figura 1: Andlise da capacidade fagocitica de macréfagesro e recuperacao de carga fangica,
pelas unidades formadoras de col6nias (CFUs) & dartmacréfagos peritoneais de camundongos
WT e p2". Os macréfagos foram co-cultivados com levedurasPd brasiliensis (Pb18)
opsonizados com soros inativados e soro frescaheiredongo Balb/c, na proporgéo de 1:5. Os
ensaios foram realizados em duplicata para um gdgpguatro animais por ponto. Os dados
foram expressos em média e erro padréo (n = 8)ultddes sdo representativos de dois
experimentos independentes. *p<0,05, representaredifa estatistica significante entre
capacidade fagocitica de macréfagos obtidos de ma@mmgos WT 32" usando leveduras de
Pb18 opsonizados com soro fresco e soro inativam®,05 entre CFUs obtidos de lisados de
macrofagos com leveduras de Pb18 fagocitados.
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Figura 2: Carga fungica recuperadas de pulmdes de camuasoMgl e p2-/-
infectados com 1 x 106 leveduras de P. brasiliepsisvia endovenosa. Os animais
foram sacrificados 15, 30 e 60 dias ap0s infeccdeterminado o numero de unidades
formadoras de colénias (CFU) no tecido pulmonar.e@saios foram realizados em
duplicata para um grupo de quatro animais por pddsodados foram expressos como
meédia e erro padrdo (n = 8). Resultados séo repes®s de dois experimentos
independentes. *p<0,05 representa diferenca dgtatgignificativa entre WT g2-/-.

4.3. Infecgbes conP. brasiliensis induziram formacdo de lesdes granulomatosas

maiores no inicio da infeccdo em camundong@@’ nos pulmdes e no figado

A extensdo das areas pulmonares e do figado corefida®m por lesées
granulomatosas foi analisada em cortes de tecidos pulmdes obtidas dos
camundongos WT g2 apés 15 e 60 dias de infeccdo cBrbrasiliensis (Fig. 3 A e
B) e em cortes de tecido do figado (Fig. 3 C) l&s dipOs infeccdo. Os resultados
mostram que camundongﬁQ"' apresentaram area granulomatosa significativamente
maior no 15° dia analisado, quando comparados @mumrdongos WT. No 60° dia
apos infeccdo esses resultados se inverteram,reaagéanulomatosa observada em
pulmdes de animai$2” foi reduzida para menos da metade na fase cromica s
comparados aos camundongos WT. As é&reas granulemsatoo figado nao
apresentaram diferenca estatistica entre os camgosip2’ e os camundongos WT
(Fig. 3C).
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Figura 3: Analise morfométrica dos granulomas induzidos pBlobrasiliensis.
Fragmentos de tecidos dos figados e dos pulmdeslesiias granulomatosas foram
obtidos de camundongos WB2" infectados conP. brasiliensis nos 15 e 60 dias apds
infeccdo. Cortes de 4 um, coradas pela Hematoxdlirieosina (H&E) foram usados
para a analise morfométrica. As medidas foram abtitsando o softwatenage Pro-
Plus. Os ensaios foram realizados em duplicata para wmogde quatro animais por
ponto. Os dados foram expressos como média e ath@@ (n = 8). Resultados sao
representativos de dois experimentos independefie®),05 representa diferenca
estatistica significativa entre WTp2"".
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4.4.P. brasiliensis induziu a formacéo de granulomas no figado de camdongos
[32"‘ de menor tamanho (na fase aguda e crbnica) do que figado de
camundongos WT. Nos pulmdes, os tamanhos das les@Fanulomatosas

aumentaram com a evolucéo da infeccdo de aguda pacednica

A andlise histopatolégica do figado e pulmdes dasundongos WT @27
infectadosvia endovenosa com leveduras Rlebrasiliensis, resultou na formacéo de
granulomas que aumentaram progressivamente (Fi§id.e). Em ambos os 6rgaos
analisados foram demonstradas multiplas leséest@m@anhos variados, compostas por
células do sistema mononuclear fagocitario, commeagmca de células gigantes e um
intenso infiltrado linfocitario. No tempo de 15 sliapds infec¢do, os camundongos WT
apresentaram granulomas bem formados e com predeng@lulas gigantes no tecido
do figado (Fig. 4 A e B). Em camundong®”, os granulomas encontrados foram
menores quando comparados com camundongos WT4Rige D). A medida que a
infeccdo evoluiu para a fase cronica, as lesOesufgnmatosa aumentam de tamanho,
tornando-se mais compactas e com maior organizeglatar tanto nos camundongos
WT como no$2”, porém, de maior tamanho nos animais WT (Fig. B, e H).

Nos pulmdes dos camundongﬁﬁ" (Fig. 5) no 15° dia apos infecgéo, a leséo
granulomatosa foi intensa e caracterizada por Bedulps espacos alveolares, com
infiltrado linfocitario acentuado e grande quandidale fungos nas lesdes. Entretanto,
nos camundongos WT os granulomas foram menoresppmganizados, com intenso
infiltrado linfocitario e com grande quantidadefdegos no interior de células gigantes
(Fig. 5 A, B, C e D). Com a cronificagdo da doeagdesdes granulomatosas tornaram
mais compactas e bem formadas tanto nos camunddNgosomo nosp2’ como
observado no 30° dia ap6s infec¢ka. 5 E, F, G e H). No 60° dia apos infeccao, as
lesdes eram compactas e completamente formadas tecido organizado e
caracterizadas por pouco espaco alveolar e presengauito fungo nas lesées nos
camundongos WT (Fig. 6 A e B). Nos camundong®$ foi também foi observado

intenso infiltrado de células mononucleares e uragaglo linfocitario (Fig. 6 C e D).
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Figura 4: Fotomicrografias dos figados dos camundongos WJ. &FA, B,Ee F) e
de camundongo82” (Fig. 4 C, D, G e H) nos dias 15 (A-D) e 30 (E-&p)6s
infeccéo via endovenosa com 1 x° 1éveduras ddP. brasiliensis. Nos cortes dos
figados sdo mostradas lesGes granulomatosas dentide tamanhos, compactos,
com processo inflamatério e presenca de fungosmAgens a esquerda apresentam
uma magnitude de 200X e a direita de 400X. ColaratBematoxilina e Eosina.
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- ’
Figura 5: Fotomicrografias dos pulmdes dos camundongos WJ. &FA, B, E e F))
e de camundongds?” (Fig. 5 C, D, G e H) no 15° (A-D) e 30° (E-H) dipds
infeccdo via endovenosa com 1 X 1éveduras ddP. brasiliensis. Nos cortes dos
pulmbes s&do demonstradas lesbes granulomatosas ifelentgs tamanhos,
compactos, com processo inflamatdrio e presendang®s. As imagens a esquerda
apresentam uma magnitude de 200X e a direita d¥.4D6loracdo: Hematoxilina e
Eosina (H&E).
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Figura 6: Fotomicrografias dos pulmdes dos camundongos W3G. @A e B) e de
camundongo$2” (Fig. 6 C e D) no 60° dia apés infeccdo via endosa com 1 x
leveduras doP. brasiliensis. Nos cortes dos pulmdes sdo demonstradas lesdes
granulomatosas de diferentes tamanhos, compactws, processo inflamatério e
presenca de fungos. As imagens a esquerda apmesania magnitude de 200X e a
direita de 400X. Coloracdo: Hematoxilina e EoSH&I).

6. Esplendcitos obtidos de camundongog2’ apresentaram maior capacidade
proliferativa quando estimulados com extrato protéto de P. brasiliensis na

fase aguda da infeccao

A figura 6 mostra o indice de proliferacdo de leifds T obtidos de
camundongos WT B2 infectados com leveduras &ebrasiliensis e sacrificados 15,
30 e 60 dias apds infeccdo. Os resultados obtidsdram que no ponto 60 dias apos
infeccdo, os esplendcitos obtidos de camundongosas estimulacam vitro com
Con-A, apresentaram uma resposta proliferativafggtiva maior, quando comparado
p2". Porém, os linfécitos obtidos d&2” cultivados e estimulados com o extrato
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protéico do fungdP. brasiliensis na concentracdo de 1:500 apresentaram significativa
proliferacdo no 30° dia apods infeccdo, quando coaies com camundongos WT. No
entanto, ndo houve diferenca estatistica significamuanto ao indice de
linfoproliferacdo entre os camundongos WTB2Z", quando os esplendcitos foram
estimulados com extrato protéico Eebrasiliensis na concentracdo de 1:1000, embora
no 15° dia apds infeccdo houvesse uma tendénamade proliferacdo dos linfocitos

obtidos de camundongfg™.

2.0
) C—wT
. -/-
q 1.5 T T B2
Zg" * *
% 1.0-
ol
8 o0.54
0-0 T T T T T T T T T T T T
RPMI - - - - - - - - - - -
Con-A - + - - - + - - - +
Pb1:500 - - + - - - + - - - +
Pb1:1000 + + +
15 30 60

Dias ap6s infeccéao

Figura 6: Analise proliferativa de esplendcitos obtidos @emandongos WT @2"'
infectados via endovenosa de 1 X [vedurasd. brasiliensis. As culturas de linfécitos
foram estimuladasn vitro com RPMI, Con-A, Pbl18 na diluicdo de 1:500 e Pb18
1:1000 apos 15, 30 e 60 dias de infec€@ensaios foram realizados em duplicata para
um grupo de quatro animais por ponto. Os dadosrfagpressos em média e erro
padrdo (n = 8). Resultados sédo representativosode experimentos independentes.
*p<0,05 representa diferenca estatistica signifieatntre WT x327".

7. Camundongos32”” sintetizaram niveis significativos de 1gG1 e IgG2aspecificos
em resposta a infec¢@o poP. brasiliensis com maximo de producdo detectado na

fase cronica da infeccao

Para avaliar a producédo de anticorpos das clagget ¢ 1gG2a especificos
contraP. brasiliensis, estas imunoglobulinas foram quantificadas (atral@snsaio de
ELISA) no soros de animais WTP&" infectados com leveduras Bebrasiliensis, 0s
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quais foram analisados e comparados com animaigfédados. Niveis de anticorpos
do isotipo 1gG1 (figura 7A) foram significativamentmaiores nos soros dos
camundongo§2"‘ quando comparados com camundongos WT nos ponahisaios,
com um pico no dia 60 apds infeccdo. Os niveis gié2& antiP. brasiliensis
aumentaram significativamente no soro dos camurakf” somente no dia 60 apds
infeccdo, quando comparados com camundongos WirfigB). Em ambos os tempos
de 15 e 30 dias da infeccdo os resultados obtoi@snf similares e semelhantes aos

valores encontrados nos animais controles (dadoso&trados).
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Figura 7: Niveis de IgG1 (Fig. 7 A) e de IgG2a (Fig. 7 Bpesificos antP. brasiliensis
detectados nos soros de camundongos WTp d@os 15, 30 e 60 dias apds infeccdo com 1 x
10° leveduras deP. brasiliensis. Titulos de anticorpos foram expressos em densidgtica
(D.O.). Os ensaios foram realizados em duplicata pen grupo de quatro animais por ponto.
Os dados foram expressos em média e erro padrd@d)nResultados sao representativos de
dois exp/erimentos independentes. *p<0,05 represtiféeenca estatistica significativa entre
WT x B27.

8. Camundongos2” sintetizaram menos 6xido nitrico em resposta a infedo com

P. brasiliensis quando comparadas com camundongos WT

Através da reacao colorimétrica de Griess, 0s sigeinitrato (NG no soro dos
camundongos foram mensurados como indicadores atiugo de oOxido nitrico. A
infeccdo experimental pefd brasiliensis induz producéo crescente de )Observados
nos dias 15, 30 e 60 apds a infecgdo tanto em adongns WT com nod2”” (figura 8).



38

Os niveis de N@encontrados nos camundongos WTBZ  mostraram diferenca
significativa em 15 e 60 dias ap0s a infeccdo, dndebservada maior producdo de
NO; por animais WT nestes tempos. No 30° dia apés gatecos resultados
encontrados foram similares entre os dois gruppsré@rentais.
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Figura 8: Niveis de N@ no soro de camundongos WTp&" inoculados por via
endovenosa com 1 x 1eveduras d@. brasiliensis nos 15, 30 e 60 dias ap6s infecgéo.
As concentragdes de NO foram mensuradas atravésagéo de GriessOs ensaios
foram realizados em duplicata para um grupo derguatimais por ponto. Os dados
foram expressos em média e erro padrao (n = 8ulfAdes séo representativos de dois

experim?ntos independentes. *p<0,05 representeedifa estatistica significativa entre
WT x 2.

9. Produgéo de citocinas

A quantidade de citocinas produzidas no sobrenadaatcultura de células do
baco (IFNy) e de culturas de macrofagos (TMFH.-10 e IL-12) foi avaliada através
dos ensaios de ELISA. Como demonstrado na figurah®Ave uma producéo elevada
de IL-12 em ambos 0s grupos experimentais anaksasl@ estimulo especifico com
antigenos dé. brasiliensis ndo aumentou esta producdo. Em contrapartidat@@an

producédo de IL-10 verificou-se que os niveis detaina foram semelhantes tanto em
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animaisf2” quanto nos WT, e o estimulo especifico com antigein fungo induziu
um leve aumento desta producéo (figura 9B). Os aiBiﬁQ"' apresentaram niveis
aumentados de IN#-30 dias apos a infeccdo (figura 9C), porém o measéwoocorreu
com a producéo de TNé-onde a producéo desta citocina manteve-se ens iiasais

sem nenhum aumento ao longo da infeccao (figura 9D)
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Figura 9: Niveis de IL-12 (A), IL-10 (B), INF (C) e TNFe (D) detectados por
ELISA em sobrenadantes de culturas de macrofaggsqm, B e D) e linfocitos (Fig.

9 C) de camundongos WTB@"‘ inoculados por via endovenosa com 1 % [E®eduras
de P. brasiliensis. Os ensaios foram realizados em duplicata pargmumo de quatro
animais por ponto. Os dados foram expressos emam&derro padrdo (n = 8).
Resultados sao representativos de dois experimgmtependentes. *p<0,05 representa
diferenca estatistica significativa entre contraiegativos vs. estimulo especifico com
antigenos d@. brasiliensis dos grupos WT g2,
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DISCUSSAO

Neste trabalho avaliamos a importancia e a paaigéip das moléculas de
superficiepf2 integrinas na PCM experimental induzida. Analigaee a cinética de
fagocitosein vitro de leveduras dP. brasiliensis opsonizados com soro inativado ou
soro fresco por macrofagos murinos de camudoﬂﬂ@d‘se WT (figura 1), nossos
resultados demonstraram que o0s macrofagos de amdogrupos experimentais
fagocitaram melhor as leveduras opsonisadas cono $@sco. Estudos tém
demonstrado que a fagocitose de células levedor&@erdeP. brasiliensis € dependente
do sistema complemento (Calish, 1979) e que a fagecde conideos é mediada por
mecanismos que envolvem ou ndo a opsonizagéo.

A ativacdo do sistema complemento por fungos, taeta via classica como
pela alternativa, resulta na deposicéo de opsosmia® a superficie da célula fungica,
facilitando a fagocitose e a atividade fungicida délulas fagociticas. Varios trabalhos
tém mostrado que a fagocitose de microrganismosocBrgptococcus neoformans
(Kozelet al., 1996, Kelyet al., 2005),Candida albicans (Gruberet al., 1998; Triebekt
al., 2003),Mycobacterium tuberculosis (Hirschet al., 1994) elListeria monocytogenes
(Drevetset al., 1996) na presenca de soro humano fresco éefiaiente do que com
soro inativado, enfatizando a importancia dos recep paracomplemento para as
células fagocitarias. O contato entre as célulagdieriformes deP.brasiliensis e
fagocitos é facilitado pela ativacéo da via altBwaado sistem@&omplemento, que leva
a opsonizacao das leveduras (Shikanai-Yasuda, 1997).

Embora fosse esperado que em camundoﬁ@'ba fagocitose por macrofagos
estivesse significativamente reduzida, observamaos apds o tempo de 24 h a
capacidade fagocitica aumentou progressivamerde.nigs leva a crer que o receptor
CR3 do complemento pertencente a familia dasintegrinas, apesar de ser
provavelmente um receptor importante, ndo é o Uamsmlvido na fagocitose do fungo
P. brasiliensis. Estudos feitos conMycobacterium tuberculosis revelaram que os
receptores importantes presentes nos macrofagos etgrferem na adesao da bactéria
incluem os receptores do complemento (CR1, CR3 4).GBs receptores CR3 e CR4
participam do reconhecimento e fagocitose de vgaiégenos, dentre el€andida
albicans, Bordetella pertussis, Francisella tularensis, Cryptococcus neoformans e
Escherichia coli (Joneset al, 2008). A adesédo da célula bacteriana as céludas d

hospedeiro, envolve, no entanto, ambas as intesachediadas ou nao pela
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opsonizacado (Melat al, 2000) EmP. brasiliensis a alta expressdo do receptor de
manose € importante na capacidade fagocitica dedfagos (Jimeneet al., 2006).
Estes autores demonstraram que a fagocitose deleosnideP. brasiliensis por
macrofagos de medula 6ssea de camundongos ocarrageanismos envolvendo ou
nao a opsonizacdo. A aderéncia e fagocitose depesdde opsonizacdo sao mediadas
pelo sistema complemento e receptores CR, enquariagocitose independente de
opsonizacdo envolve receptores de manose na délgéxitaria. Entretanto, até o
momento, ndo se conhece o papel da opsonizacaardm fpor componentes do
complemento sobre a atividade fungicida de maco&agntra d°. brasiliensis. Outros
estudos realizados por Cabec e colaboradores (200@ymaram que o receptor CR3
da familia dasp integrinas pode participar tanto na fagocitose eddpnte de
opsonizacdo como na independente desse fendmedeneando que tais receptores
se ligam aos componentes L glucana da parede de células fungicas.

Apés a internalizacdo dos fungos pelos macréfagfas desenvolvidos diversos
mecanismos microbicidas, como a producgéo de &xitdiocm Os resultados encontrados
neste estudo demonstraram que camundop@josintetizaram menos 6xido nitrico em
resposta a infeccdo com brasiliensis quando comparado com camundongos WT
(figura 8). A ativagcdo do sistema de producdo ddaxitrico e seu envolvimento no
controle das infec¢des fungicas pulmonares e enams00s imunossupressores vém
sendo estudados durante o curso da infecc®b lofasiliensis em camundongos (Bocca
et al, 1998). Tais estudos revelam que embora o NOw®jamportante mecanismo
microbicida para macréfagos infectados pobrasiliensis, a ativagdo da producao de
NO na PCM contribui para a ocorréncia da imunossgéo observada durante o curso
da infeccéo (Boccet al, 1998). A importancia do 6xido nitrico tambémifaostrada em
trabalhos realizados por Bogdan e colaboradore®30§2@nde foi demonstrado que o
NO afeta diretamente a producéo de citocinas canig IL-2, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12,
TNF-o e IFN+, expressa em células como macrofagos e célulesnToutros estudos,
Xie e colaboradores (1992) relataram que iINOS tamBéexpressa em resposta a
citocinas de perfil Thl (TNl- e IFN<) e/ou a produtos microbianos, como
polissacarideos da parede celular, resultando eenpoducéo prolongada de grandes
quantidades de NO. A menor sintese dedi€ervada em camundongi®™ pode estar
relacionada a uma destruicdo dos fungos mais efecee uma menor imunossupressao,
ou ainda com uma menor estimulacdo dos macrofagasvez que a internalizacéo é

um evento importante na fagocitose, que leva aa@div celular. Em modelos
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experimentais murinos de PCM, a atividade fungiaiida macréfagos contra B.
brasiliensis, decorrente da ativacdo com IFNei atribuida a producéo de 6xido nitrico
(NO), induzida pela enzima NO sintase. A inducassdeenzima depende do
sinergismo de acdo de citocinas de perfil Thl, cdmé-o e IFNy e, de produtos
liberados pelo proprio agente patogénico (Boatedh, 1998). No decorrer da infeccéo
experimental poP.brasiliensis, ha intensa producdo de TNF- IFN-y e NO, que se
correlaciona com a capacidade fungicida dos mago&fgNascimentat al., 2002).
Portanto, a atividade fungicida da célula fagoidt@arece depender do balanco entre
citocinas estimuladoras e supressoras produzidase@kila, durante a interacdo com o
fungo. Nossos dados referentes a producéo de J@rgfB) revelaram que os niveis de
NO; no soro dos animaj2” foram significantemente menores em relagéo aosaiim
selvagens nos periodos de 15 e 60 dias. Estudiimades por Rooyakkers & Stokes
(2005) com Mycobacterium tuberculosis revelaram que a auséncia de CR3 em
macréfagos de camundongos C57BL/6 reduz a adesdierealizacdo da micobactéria
pelos macrofagos, mas néo interfere na sobrevia&wpatdégeno nem nos mecanismos
reatores de oxigénio, que levam a producédo de NO.

Nossos resultados obtidos a partir da producéoitdeiras revelaram que o0s
animaisp2’ apresentaram niveis consideraveis de {Fptoduzidos no tempo de 30
dias apos infeccdo e niveis relativamente iguardeéucao de IL-12 (figuras 9A e 9C),
0 que sugere gue outros mecanismos de ativacaampestar contribuindo para um
aumento dessas citocinas pro-inflamatérias, contoegemplo outros receptores do
complemento (CR4) ou receptores de manose.

Analisando-se a evolucdo da PCM nos modelos expatais murinos,
observamos que camundong@®’” apresentaram uma carga fangica pulmonar
significantemente menor quando comparado ao anWfiklno 60° dia de infeccao.
Entretanto, estes animais geneticamente modificas$raram-se mais susceptiveis na
fase inicial da doenca, ja que houve mais CFU nioseros 15 dias de infecgéo (figura
2). A resisténcia dos camundong®” foi confirmada com a baixa recuperacdo de
carga fuangica pulmonar quando comparados aos camgad WT. Estudos realizados
por Pina e colaboradores (2008) em macréfagos lahe=o de camundongos
susceptiveis (B10.A) e resistentes (A/J) a infeqgéioP. brasiliensis revelaram que
camundongos susceptiveis apresentaram melhor at&idfungicida do que
camundongos resistentes. Esses dados foram codfism@ela pouca quantidade de

CFU recuperada desses animais susceptiveis. Nessidgdos de recuperacéo de carga
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fingica pulmonar demonstraram que aninfi#& apresentaram menor carga flngica
guando comparados aos animais WT em 60 dias e arenstise mais resistentes a
medida que a PCM evoluiu para a fase cronica. dodados estdo de acordo com 0s
achados em trabalhos realizados por Melo e coldboea (2000) em estudos com
Mycobacterium tuberculosis. Tais autores sugerem qik tuberculosis, assim como
outros patdgenos intracelulares exploram receptespscificos para terem acesso ao
interior de macréfagos sem elicitarem os mecanisg®sativacdo microbicida. Os
receptores CR3, portanto, pode ser um receptorndandpara tal estratégia, visto que
pode se ligar a diversos patdgenos intracelulares.

Na analise histopatologica de fragmentos de tepilmonar observamos que
houve uma resposta inflamatéria progressiva nadgaém de granulomas no pulméo
com a sucessdo do tempo de infeccdo. Em camund@@das processo inflamatério
foi mais intenso se comparado aos animais selvagentesdes granulomatosas foram
mais intensas e caracterizadas por reducao dogossplveolares. Esses dados obtidos
da histopatologia foram confirmados pelo estudondagometria de extensdo das areas
dos ¢6rgdos como pulmédo e figado, as quais estawanprometidas por lesdes
granulomatosas. Nos pulmdes dos camundofig6sno 15° dia apds infecgéo, a lesdo
granulomatosa foi intensa e caracterizada por Beduwdps espacos alveolares; em
contrapartida nos camundongos WT os granulomasfonanores, pouco organizados
e com grande infiltrado linfocitario. Os resultadtss analise morfométrica mostraram
que camundongo$2’” apresentaram &rea granulomatosa significativamerdir
apenas no inicio da infeccao, e esse resultadaonest invertido na fase cronica, onde
houve diminuicdo do tamanho do granuloma em comgaraos animais WT. Esses
dados corroboram com os achados de Nascimentaeoratiores (2002) no estudo do
tratamento de aminoguanidina (um inibidor de NO&®) camundongos susceptiveis
(B10.A) e resistentes (A/Sn) ao fun§o brasiliensis. Esses autores verificaram que
apos tratamento com aminoguanidina em camundongpoggtiveis houve aumento no
namero e no tamanho de lesGes granulomatosas aofignquanto em animais com
expressdo normal de NO foram encontradas pequeséssl granulomatosas. Esses
resultados sugerem que NO pode estar relacionatie @otamanho da lesdo
granulomatosa.

Os linfocitos do tipo Thl sao vitais para uma respamune celular efetiva
contra patdgenos intracelulares, devido a secréed&Ny que ativa os macrofagos e

IL-2 que estimula a proliferacdo de células T CQtotoxicas). Em modelos murinos,



46

o IFN-y também induz a producédo de subclasses de imundiglab G (IgG2a e 19G3),
as quais contribuem para imunidade antimicrobiatravés de suas atividades
acentuadas de fixagcdo de complemento e opsoniz@cmoducdo de anticorpos
especificos das classes IgG, IgM e IgA € induzaanfeccdo poP. brasiliensis (Vaz
et al, 1992; Blotta & Camargo, 1993). Nossos daiglos apds avaliacdo da producao
de anticorpos nos camundongos revelaram que anp@disapresentaram aumento
significativo dos niveis de 1gG1 e IgG2 com a cfioacdo da infec¢cdo em relacdo aos
animais WT (figura 7). Devido a baixa internalizac fungo pelos macréfagos, houve
um aumento na producdo, das duas classes analisaasamundongop2’. Em
estudos realizados por Taborda e colaboradore®)2060demonstrado que a eficacia
da fagocitose de€ryptococcus neoformans mediada por anticorpos IgM e IgA esta
correlacionada com a expresséo de receptores dlafatasp integrinas (CR3). Em
contrapartida, nesse mesmo estudo foi demonstnael@a dagocitose mediada por IgG1
foi apenas parcialmente inibida com anticorpos-@R8B. Esses dados levam a crer que
a fagocitose mediada por IgG1 ndo € dependentecdeptores da familigintegrina.

Estudos realizados por Benard e colaboradores Y2618 células do sangue
periférico (PBMC) de individuos saudaveis estimatadom gp43 d®. brasiliensis
revelaram aumento na producdo de IL-2, NFB-IL-10, porém pessoas com PCM na
forma aguda ou crénica apresentaram baixos niveitL€ e IFNy (perfil Thl) e
aumentado nivel de IL-10 produzida, sugerindo,gmiet, 0 envolvimento da citocina
IL-10 e a gravidade da PCM. Nossos resultados dstrasam que o estimulo
especifico com antigenos do fungo ndo aumentowdupéo de IL-12, mas induziu a
uma leve alteragao na producéo de IL-10 (figura 9B)

Estudos experimentais e em pacientes com paradmdcichicose sugerem que
a resisténcia ao fungo parece ser dependente idamades de células T e macrofagos,
mediadas IFN¢ e outras citocinas de perfil Thl, destacando-papel do TNFe. O
efeito sinérgico entre essas duas citocinas é @ssgrara a resisténcia do hospedeiro
contra infecgbes por microrganismos intracelul@kégrtin-Orozcoet al., 2001) e para
uma eficiente atividade fungicida contrePdrasiliensis (Calvi et al., 2003; Soarest
al., 2001).



VI — Conclusdo
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CONCLUSAO

A participacdo da proteina de receptor do sisteomaptemento pertencente a
familia dasp2 integrinas na infeccdo induzida ger brasiliensis em modelo murino
ndo é obrigatdria na internalizagdo do fungo. Nestmlos sugerem que outras vias de
sinalizacdo e receptores de reconhecimento de graaégpodem ser usados pelo
hospedeiro para interacdo com o fugdrasiliensis, resultando em uma apresentacao
diferente de resposta imune e diferentes formadedenvolvimento da infecgéo. No
entanto, a diminuicdo da internalizacdo do fungane fator positivo no curso da
infeccdo, permitindo uma resposta imunolégica nedetiva contra o fungo. Este
trabalho abre possibilidades para mais estudo® soipapel destas proteinas no curso

da PCM e de outras infecgfes por parasitas intrizces.
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