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ALVES, C.C.S. Infeccao intratoracica com Paracoccidioides brasiliensis em modelo
experimental murino. Juiz de Fora, 94 p., 2007.

Resumo

A Paracoccidioidomicose ¢ uma micose sistémica humana causada pelo fungo dimérfico,
Paracoccidioides brasiliensis, que acomete, principalmente, individuos adultos do sexo
masculino. O presente estudo propds a padronizagdo do modelo de infeccio com P.
brasiliensis pela via intratoracica em camundongos BALB/c. Este estudo foi monitorado pela
deteccdo do P. brasiliensis através da contagem de unidades formadoras de colonia e pela
presenca de DNA do fungo nos pulmdes dos animais infectados em diferentes pontos pds-
infecgdo (22, 7%, 15% 30° 45° 60° e 90° dias) e a taxa de sobrevida dos camundongos. Além
disto, foram avaliados alguns parametros imunologicos como a produ¢do de 6xido nitrico,
TNF-alpha, IFN-gama, e IL-10 por células presentes no lavado intratoracico, contagem total e
diferencial do nimero de células do lavado intratoracico, o estudo histopatologico dos
pulmdes e a detec¢do de anticorpos especificos anti-P. brasiliensis nos pulmdes e no soro. Os
resultados mostram um aumento gradual do nimero de colonias e de DNA de P. brasiliensis
nos pulmdes. Até o 15° dia apds a infec¢do pode ser observado um aumento na producdo de
oxido nitrico e IFN-gama pelas células do lavado intratoracico, bem como um aumento do
nimero total de células ¢ da porcentagem de leucocitos mononucleares. A partir do 30° dia
apos a infec¢do observa-se um aumento de anticorpos especificos (IgGl) no soro e no
pulmdo, um aumento da produgdo de IL-10 e TNF-alpha pelas células do lavado intratoracico
e conseqiiente diminui¢do da produgdo de IFN-gama e 6xido nitrico. Além disso, observa-se
um aumento da porcentagem de células polimorfonucleares no lavado. No estudo
histopatologico pode ser constatado um aumento gradual no tamanho e complexidade dos
granulomas presentes nos cortes histologicos. Os camundongos utilizados no estudo de
sobrevida comegaram a morrer no 60° dia apds a infecgdo. Os resultados mostram uma
resposta inicial do hospedeiro com um perfil Thl mudando durante a infeccdo para uma
resposta Th2 que leva ao 6bito dos camundongos BALB/c.

Palavras-chave: Paracoccidioides brasiliensis, BALB/c, intratoracico, IFN-y, IL-10,
TNF-a., granuloma.



ALVES, C.C.S. Intrathoracic infection with Paracoccidioides brasiliensis in experimental
murine model. Juiz de Fora, 93 p., 2007.

Abstract

Paracoccidioidomycosis or South American blastomycosis, is a chronic granulomatous
human male infection caused by the Paracoccidioides brasiliensis. The present study it
considered the standardization of the model of infection with P. brasiliensis for the
intrathoracic route in BALB/c mice. This study was monitored by the detection of the P.
brasiliensis through the counting of colony forming units and by the presence of DNA of
fungi in the lungs of the infected animals in different points (2, 7, 15, 30, 45, 60 and 90 days)
and the survival rate of the mice. Moreover, some immune parameters had been evaluated as
the nitric oxide production, TNF-alpha, IFN-gamma, and IL-10 for cells in the intrathoracic
washed, total and distinguishing counting of cells of the intrathoracic washed, the lung
histopathology and the detection of specific antibodies anti-P. brasiliensis in the lungs and
serum. The results show a gradual increase of the number of colonies and P. brasiliensis
DNA in the lungs. Until 15 day after the infection can be observed an increase in the nitric
oxide production and IFN-gamma for the cells of the washed, as well as an increase of the
total number of cells and the percentage of mononuclear. From 30 day after the infection
observes an increase of specific antibodies (IgG1) in the serum and the lung, an increase of
the production of IL-10 and TNF-alpha for the cells of the washed and consequent reduction
of the IFN-gamma production and nitric oxide. Moreover, observed an increase of the
percentage of cells polimorphonuclear in the washed. In the histopathology it can be
evidenced a gradual increase in the size and complexity of granulomas in the cuts. The mice
used in the survival study had started to die in 60 day after the infection. The results show an
initial reply of the host with a Thl profile moving during the infection for a Th2 reply that
leads to the death of the BALB/c mice.

Key words: Paracoccidioides brasiliensis, BALB/c, intrathoracic, IFN-y, IL-10,
TNF-a, granuloma
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1. Introducao



A paracoccidioidomicose (PCM) ¢ uma infec¢do cronica granulomatosa causada pelo
Paracoccidioides brasiliensis (Pb), um fungo dimoérfico, conhecido apenas em sua forma
assexuada ou imperfeita. O estudo desta micose ¢ de suma importancia, principalmente,
devido a gravidade de suas formas clinicas e a endemicidade em muitas regides do Brasil e na
maioria dos paises da América Latina (MARQUES et al., 1983; BLOTTA et al., 1999). A
doenca, também chamada blastomicose sul-americana ou blastomicose brasileira, foi descrita,
inicialmente por Adolpho Lutz em 1908, que chamou atengdo para lesdes observadas na boca
de pacientes. Alguns aspectos da historia natural da infec¢do sdo ainda desconhecidos, devido
ao fato do nicho ecoldgico natural ndo ser precisamente encontrado, o momento exato da
infeccdo ndo pode ainda ser documentado (FRANCO et al., 1987). Micélios e conideas, as
formas infectantes, crescem no solo, 4gua e em plantas a temperatura ambiente e no
hospedeiro este parasito ¢ evidenciado na forma leveduriforme (RESTREPO, 1985;
McEWEN et al., 1987).

Alfonso Splendore (1912) contribuiu para o estudo da morfobiologia deste fungo e em
1912 sugeriu a denominacdo de Zymonema brasiliense para designar o microorganismo
causador dessa forma de micose profunda, amplamente difundida no Brasil. Floriano Paulo de
Almeida (1930) revalidou e re-descreveu a espécie brasiliense de Splendore, dando ao
referido microorganismo seu lugar em um novo género — Paracoccidioides. Em 1936, Ciferri
e Redaelli colocaram esse género na familia Paracoccidioidaceae, afastando-o, portanto, do
género Coccidioides. Finalmente, em 1977 Ajello e Polonelli coloca-o na familia Moniliaceae
— fungos cujos conidi6foros e conidios s@o hialinos e de cor brilhante.

O Brasil ¢ o pais de maior incidéncia da PCM, possuindo como focos de ocorréncia os
estados de Sao Paulo, Rio de Janeiro, Minas Gerais, Parana, Rio Grande do Sul, Goias e Mato
Grosso do Sul. A doenca ¢ menos freqiiente no nordeste do pais, devido a aridez do clima

(WANKE et al., 1994). P. brasiliensis apresenta-se sob a forma de levedura a temperatura de



35° a 37°C (figura 1) e sob a forma de micélio (figura 2) as temperaturas proximas a 25°C
(FRANCO et al, 1987). No hospedeiro, este parasito ¢ evidenciado na forma leveduriforme.
Em tecidos infectados e secre¢des purulentas contaminadas, a parede da levedura se encontra
espessada e refringente com didmetro varidvel entre 5 a 30um, isoladas ou agrupadas; com
brotamentos uUnicos ou multiplos (figura 1). Os brotamentos se dispdem em torno da
“levedura-mae”, estando unidos a esta ultima por estreitas pontes celulares. Este brotamento
multiplo propicia a observa¢ao microscopica de imagens tipicas do fungo em vida parasitéria,
das quais tem valor diagnostico especial a organizagcdo em “roda de leme” (McEWEN et al.,

1987).
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Figura 1: Forma de levedura do Paracoccidioides brasiliensis a temperatura de 37°C.
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Figura 2: Forma de micélio do Paracoccidioides brasiliensis a temperatura de 25°C.

Na maioria dos casos P. brasiliensis penetra no organismo pelo trato respiratdrio
levando a lesdo pulmonar (figura 3), podendo ainda se localizar na pele (figura 4 e 5), mucosa
anus-retal, mucosa nasal (figura 4 e 5) e conjuntiva, como resultado da disseminagdo linfatica
ou hematogénica (LONDERO, 1986). A importancia da via inalatéria na infeccdo ¢
relacionada ao fato de o fungo ja ter sido isolado de vegetais, cujos esporos contidos nestes
vegetais se desprendem do micélio constituindo uma importante forma infecciosa quando

inalados. (LOPEZ e RESTREPO, 1983).
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Figura 3: Raio-X de térax de paciente infectado com P. brasiliensis, apresentando nodulos

granulomatosos.
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Figura 5: Lesdes na pele, mucosa nasal e mucosa oral caracteristicas da progressdao da

paracoccidioidomicose doenga.

A maioria dos individuos exposta ao parasito desenvolve somente PCM assintomatica
ou subclinica, podendo ser detectados nddulos nos pulmdes, que sdo caracteristicos da PCM
infeccdo (figura 3). Apenas uma minoria apresenta PCM doenca, que ¢ caracterizada por
apresentar uma evolugdo cronica com lesdes teciduais granulomatosas e alteragdo progressiva
do estado geral dos pacientes, acometendo principalmente, individuos adultos do sexo
masculino (figuras 4 e 5). Os baixos indices desta doenga na populacdo feminina sdo
atribuidos ao efeito inibitério do 17-B-estradiol na transformagdo micélio-levedura, que ¢ um
fator chave no processo de invasdo do hospedeiro (BRUMMER et al., 1993; SANO et al.,
1999; ARISTIZABAL et al., 2002.). Além disso, outros fatores relacionados a expressdo da
PCM doenga podem estar associados ao alcoolismo, a desnutricdo, a imunossupressiao
induzida em transplantados renais, as neoplasias ou a Sindrome da Imunodeficiéncia
Adquirida. (LEAO e MENDES, 1980; MONTENEGRO, 1986; FRANCO e

MONTENEGRO, 1987; CLEMONS e STEVENS, 1990; FIGUEIREDO et al., 1992;



MARTINEZ e MOYA, 1992). A grande maioria dos casos apresenta uma involugdo total dos
fungos ou a formacgdo de focos quiescentes, no qual o microorganismo persiste na forma
latente por até 60 anos (ANGULO ORTEGA, 1972). O surgimento da PCM doenga estaria
entdo relacionado com a reativagdo da lesdo promovida pela diminui¢do na resposta
imunologica do individuo (MARQUES et al., 1983).

Uma vez diagnosticada a PCM, o tratamento deve ser efetivado imediatamente. As
sulfas e o cetoconazol tém apresentado resultados considerados satisfatorios (SILVA et al.,
1994). No entanto, o itraconazol e principalmente a anfotericina B sdo as drogas de escolha
para o tratamento da PCM, proporcionado uma terapia bastante eficaz nas formas graves.
Entretanto, deve-se ressaltar que as recidivas sdo freqlientes podendo a doenga, deixar sérias
seqiielas e até mesmo levar a morte. (BRUMMER et al., 1993).

Inimeros estudos da atividade imunologica do hospedeiro infectado tém contribuido
para aumentar a compreensdo da dinamica das interacdes parasito-hospedeiro na PCM
(CASTANEDA et al., 1988a; SINGER-VERMES et al., 1993). Uma vez que a PCM induz
uma forte ativacdo do sistema imune parece que diferentes mecanismos imunoregulatérios
estdo presentes durante a infeccdo (MUSATTI et al, 1976; PERACOLLI et al., 1982;
CASTANEDA et al., 1988b; KASHINO et al., 1996; MAMONI et al., 2002; ARRUDA et
al., 2004). A resposta imunoldogica celular ocupa papel de destaque na defesa do hospedeiro
ao P. brasiliensis, determinando a severidade da micose e o espectro de suas formas clinicas.
A complexidade dessa resposta sustenta diferentes hipoteses sobre a participagdo e o grau de
envolvimento dos diferentes tipos celulares nela envolvidos (CALICH et al., 1998; CANO et
al., 2000; BORGES-WALMSLEY et al., 2002; GONZALEZ et al., 2003).

Viérios estudos na infeccdo com P. brasiliensis procuram comparar a resposta imune,
utilizando-se linhagens de camundongos resistentes (A/Sn) e susceptiveis (B10-A) a infecg¢ao

experimental por Paracoccidioides brasiliensis (CANO et al., 1995). Camundongos da



linhagem resistente, quando infectados através da via intraperitoneal (i.p.), com a cepa
virulenta de P. brasiliensis (Pb18) apresentam eficiente ativacdo de macrdfagos, com altos
niveis de IFN-y, uma das mais importantes citocinas que atuam na ativagdo de macrofagos,
mostrando tendéncia de resolugdo do processo infeccioso, por meio de resposta mediada por
clones T “helper” 1 (Thl), apresentando por outro lado baixos niveis de anticorpos
especificos IgG1 e IgG2b, caracteristicos do perfil de linfocitos Th2 (CALICH et al., 1998;
KURITA et al., 1999; SOUTO et al., 2000).

Outros estudos mostraram que camundongos susceptiveis sdo precocemente
imunossuprimidos quando analisados apods infec¢do com o isolado patogénico Pb 18 deste
fungo (i.p.). Esta imunossupressdo pode ser verificada por: 1) incapacidade dos animais B10A
desenvolverem resposta humoral a antigenos heter6élogos (TEIXEIRA et al., 1987); 2)
incapacidade de estes animais apresentarem reacdo de hipersensibilidade tardia apos serem
desafiados com os antigenos especificos (TEIXEIRA, 1987; FAZIOLI, 1990); 3) baixa
atividade funcional dos macrofagos avaliada pela técnica de espraiamento de macrofagos
sobre o vidro (KASHINO, 1990). A imunossupressdo observada parece resultar de uma
resposta imune mediada por clones de linfécitos Th2. Estudos onde ¢ induzida a
imunomodula¢do Th1-Th2 da resposta murina contra P. brasiliensis demonstram que o
aumento de isétipos do tipo Thl (IgG2a) contribui para a sobrevivéncia dos camundongos
(AMARAL et al., 2005), além disso, camundongos nocaute para IL-4 mostraram-se mais
resistentes a progressao da infeccdo (PINA ef al, 2004) e camundongos geneticamente
alterados sdo capazes de eliminar P. brasiliensis, quando tem a producdo de IL-4 inibida
(PINTO et al., 2006). Foi observado também, que camundongos da linhagem BALB/c
apresentam resposta imune intermedidria entre a susceptibilidade e a resisténcia (CALICH et

al., 1985).



A analise de cortes histologicos permite a caracterizagao de células presentes na resposta
imune em diferentes tecidos, como a pele das patas (BELONE et al., 2001) e os pulmdes
(SOUTO et al., 2000) de camundongos BALB/c infectados, facilitando a visualizagdo dos
infiltrados inflamatorios, bem como de P. brasiliensis sendo circundados por essas células
nestes tecidos.

A utilizagdo de modelos experimentais através de diferentes vias de infec¢do permite a
diversificacdo nas abordagens dos estudos de resposta imune em varios tipos de infecgdes.
Outras rotas de infec¢do com P. brasiliensis utilizam tanto o modelo de intraperitoneal
(CALICH e KASHINO, 1998), como o intratraqueal/intranasal (pulmonar) (CANO et al.,
1995). A infeccdo por via intratoracica permite o estudo de mediadores quimicos e citocinas
envolvidos no desenvolvimento do processo inflamatério, viabilizando uma abordagem direta
nas células presentes no foco inflamatorio para avaliagdo do estado de ativagdo e sinalizagdo
celular (PEAO et al., 1992; MOHAMMED et al., 1999; CUZZOCREA et al., 2004).

Estudos indicam que os macréfagos residentes na cavidade pleural (intratoracica)
apresentam papel crucial na caracterizacdo da perturbagdo naquele microambiente e
orquestramento subseqiiente da infiltracdo de outras células (CAILHIER, et al. 2005). Além
disso, a injecdo intratordcica de Mycobacterium bovis - BCG, em camundongos C57BL/6,
induz uma intensa rea¢do inflamatoria, caracterizada pelo acumulo, principalmente, de
eosinofilos (MENEZES DE LIMA Jr. et al., 1997). Diferentes mecanismos podem estar
relacionados com o influxo de diferentes tipos celulares para a cavidade pleural, como as
quimiocinas MIP-loc e MCP-1 envolvidas na migracdo celular induzida pelo BCG
(MENEZES DE LIMA Jr. e HENRIQUES, 1997; MOURA et al., 1999).

A biologia molecular aparece nos ultimos tempos como uma forte aliada no estudo de
patogenos, tanto para sua caracterizacdo (banco de genes), como para seu diagnostico preciso

e rapido. Dentre as técnicas, a reagdo em cadeia da polimerase (PCR) tem obtido destaque na



detec¢dao da PCM, pois esta utiliza seqii€ncias genéticas especificas do fungo (ITS-1 e OL-5),
garantindo assim sua elevada sensibilidade, especificidade e praticidade de realiza¢do. Para
pesquisa de Paracoccidioides brasiliensis os métodos moleculares, sdo aplicados na
determinacdo das areas de infeccdo (RESTREPO et al, 2001), através de rastreamento do
solo detectando a gp43 (VILELA et al., 2005), na determinacgdo de isolamento geografico do
fungo (DIEZ et al., 1999; NINO-VEGA et al., 2000), diferenciacdo de cepas (MOTTA et al.,
2002), na formagao de banco de dados, no diagnostico de casos clinicos (TRAVASSOS et al,,
1995; ORTIZ et al., 1998) e no avango experimental da compreensdo da infeccdo. (LACAZ et
al., 1997, NAKAGAWA ITANO et al., 2002).

Goldani e Sugar (1998) mostraram que com apenas 10 pg de DNA de P. brasiliensis
extraido do soro de animais infectados ¢ possivel detectar a presenga do fungo por PCR,
sendo que os tempos desta deteccdo estdo correlacionados com a contagem do numero de
unidades formadoras de colonias no pulmio destes animais. Além disto, foi feito a
amplificacdo das seqiiéncias ribossomais 5,8S e 28S da cepa Pb01 de P. brasiliensis utizando-
se as sondas ITS-1, ITS-4 e OL-5 e OL-3 e verificou-se que apenas as sondas ITS-1 e OL-5
amplificam especificamente o DNA das amostras de P. brasiliensis e ndo de outros fungos
testados (MOTOYAMA et al., 2000). Ja foi determinada também, a alta especificidade da
técnica de PCR quando comparados a fungos com grande proximidade filogenética, como o
Histoplasma capsulatum (BIALEK et al., 2000) ou outras infec¢cdes micdticas ou bacterianas
(ORTIZ et al., 1998), bem como a capacidade de identificar cepas mais ou menos virulentas
(BORBA et al., 2005).

Baseado no exposto acima, para entender como 0s mecanismos imunes operam durante
as infecg¢des, ¢ importante estabelecer os padrdes de resisténcia e caracterizar a resposta
imune associada a modelos experimentais que buscam mimetizar a forma natural da doengca.

Considerando-se que a Paracoccidioidomicose € iniciada no trato respiratorio, o objetivo do



presente estudo foi a padronizagdo da infec¢do intratordcica com Paracoccidioides
brasiliensis em camundongos da linhagem BALB/c, monitorando a detec¢@o do fungo através
da contagem das unidades formadoras de colonia e presenca de DNA por PCR, além da

avaliagdo da resposta imune dos camundongos contra o P. brasiliensis.



2. Objetivos



2.1 Objetivo Geral

Avaliar o perfil da resposta imune frente a infec¢ao intratoracica com P. brasiliensis em

camundongos BALB/c.

2.2 Objetivos Especificos

- Padronizar a cinética da infeccdo intratoracica com P. brasiliensis, através da
contagem de unidades formadoras de colonias e PCR do DNA do fungo obtido do pulmao dos
animais infectados;

- Avaliar os niveis de citocinas [FN-gama, IL-10, TNF-alfa e do 6xido nitrico
produzidas pelas células do lavado intratoracico antes e apds estimulo in vitro com Ag solavel
de P. brasiliensis nos dias 2, 7, 14, 30, 45, 60 e 90 apds a infeccdo com P. brasiliensis,

- Avaliar os niveis de citocinas [FN-gama, IL-10, TNF-alfa presentes nos sobrenadantes
dos macerados dos pulmdes nos dias 2, 7, 14, 30, 45, 60 e 90 apos a infeccao com P.
brasiliensis;

- Avaliar os niveis de citocinas [FN-gama, IL-10, TNF-alfa presentes no soro dos
animais nos dias 2, 7, 14, 30, 45, 60 e 90 apos a infeccdo com P. brasiliensis;

- Avaliar o perfil histopatologico dos pulmdes durante o curso da infecg¢ao;

- Quantificar os anticorpos IgG1 e IgG2a especificos para o antigeno de P. brasiliensis,
nos soros e no sobrenadante dos macerados dos pulmdes dos animais infectados durante o

curso da infecgao.



3. Metodologia



3.1 Animais

Foram utilizados camundongos da linhagem BALB/c normais, machos, de seis a oito
semanas, provenientes do Biotério do Centro de Biologia da Reprodug¢do (CBR) da
Universidade Federal de Juiz de Fora. Os animais foram mantidos na sala de manutencao
animal do laboratério de Imunologia em micro-isoladores na estante climatizada com agua e

racdo apropriados.

O presente estudo contou com a aprovacdo do comité de ética em pesquisa animal da

Universidade Federal de Juiz de Fora, registrado no PROTOCOLO 11/2003-CEA.

3.2 Obtencao e manutenc¢io da cepa infectante

A cepa infectante foi obtida de uma paciente infectada do sexo feminino. Esta cepa foi
descrita e caracterizada segundo Burgos e colaboradores (1985), denominada de cepa 69P e
doada pelo Hospital Universitario da UFJF para utilizagcdo neste estudo. Para manuten¢do da
cepa no laboratério, a amostra foi repicada a cada 20 dias em tubos de ensaio contendo 9 mL

de BHI (brain-heart-infusion) (Difco, USA) inclinado e mantidos em estufa a 36°C.

3.3 Preparacio do antigeno de Paracoccidioides brasiliensis

As células leveduriformes de P. brasiliensis recolhidas foram transferidas para tubo

Falcon de 15 mL contendo 10ml de salina estéril. Apds ser homogeneizado em Vortex (Ika),

1400rpm por 10 minutos, as células leveduriformes passaram por um processo de ultra-som



por dois ciclos de 10 minutos para separacao dos grumos de P. brasiliensis. O material foi
entdo centrifugado a 15°C por 30 minutos a 3000rpm (Hermle, Germany). O sobrenadante foi
coletado e a determinagdo da quantidade (pug/ml) de possiveis antigenos foi realizada pelo

método de Lowry e colaboradores (1951).

3.4 Infecclo intratoracica

A infecgdo foi induzida pela injegdo intratoracica (i.tr.) de 10° formas leveduriformes de
P. brasiliensis, preparado em 100 uL de tampao-salina-fosfatada (PBS) estéril e o grupo
controle recebeu igual volume de PBS estéril, de acordo com a técnica descrita por Spector
(1956) e adaptada para camundongos por Henriques e colaboradores (1990). Dos 62
camundongos infectados, 20 foram mantidos em separado para estudo de sobrevivéncia. Em
cada ponto do periodo de tempo estudado apds a infecgdo (2%, 7%, 152 30°, 45° 60° e 90°

dias), 6 camundongos infectados e 2 controles foram sacrificados.

3.5 Obtencao dos orgaos e células

Foi feito o sangramento do plexo oftdlmico a partir do 30° dia ap6s a infecgdo para
obten¢do do soro dos camundongos. Todos os camundongos envolvidos no experimento
foram sacrificados por “overdose” de anestesia (NaCl 0,9%, Xilazina 2% e Ketamina 5%). A
caixa tordcica foi aberta e a cavidade lavada com 1 mL de PBS. O lavado intratoracico foi
coletado e o seu volume medido com o auxilio de uma pipeta automatica. O pulmao direito
foi coletado e utilizado no procedimento de contagem de unidades formadoras de colonia

(CFU) de P. brasiliensis. Parte do pulmdo esquerdo foi fixada em solucdo de formol



tamponado 10% para avaliacdo histologica, ¢ parte congelada imediatamente para ser
p p ¢ g p g p

utilizado na reacdo em cadeia da polimerase (PCR).

3.6 Contagem de células formadoras de colonias (CFU)

O pulmdo direito de cada camundongo que foi sacrificado, foi triturado e
homogeneizado em 1 mL de PBS estéril, 100ul foi submetido a determinagdo do CFU e o
restante para a detecg¢@o de anticorpo especifico e citocinas. Foram feitas diluigdes seriadas do
homogeneizado. Cada amostra foi colocada em meio BHI enriquecido com 5% de soro de
cavalo. Em seguida as placas foram incubadas em estufa de 36°C por 15 dias. Ao término do
periodo de incubacdo, o nimero de unidades formadoras de colonia de P. brasiliensis (Pb-

CFU) foi contado visualmente.

3.7 Reac¢ao em cadeia da polimerase (PCR)

Fragmentos do pulmdo de camundongos (infectados ou controles) e leveduras da cultura
de P. brasiliensis foram transferidas para microtubos que continham 900uL do tampao de
extracdo (Tris-HC1 100mM, EDTA 20mM, NaCl 1,4M, CTAB 2%, RNAse 80ug/ml, PVP
1%, Ditiotreitol 10% e Proteinase K 20ng/ml) (Invitrogen, CA, USA) e incubados a 50°C por
18h. O DNA foi precipitado com isopropanol gelado (Invitrogen) por 48h a -20°C, e entdo
lavado com etanol 70% e em seguida dissolvido em tampao TE (Tris-HCl 10mM e EDTA
ImM). A concentracdo de DNA foi avaliada por espectrofotometria a 280/260nm (GeneQuant

pro, Amersham Biosciences, UK), cuja a concentragdo média foi 800ng/pl.



Os ciclos objetivaram amplificar o gene ribossomico ITS, utilizando os iniciadores ITS-
1 (5’-TCC GTA GGT GAA CCT GCG G-3’) e OL-5 (5’-TGT GAC GAA GCC CCA TAC
G-3) MOTOYAMA et al., 2000), que gerariam um produto de PCR de 496pb. A reagdo de
PCR foi feita para conter 30ng/ml DNA, 1 U de Taq polimerase, 0,5 uM de cada iniciador,
0,25mM de dNTPs e 1,5 mM de MgCI2 (Invitrogen) em um volume final de 25uL. As
reacdes de amplificacdo foram realizadas utilizando um método de ‘touchdown’ com
95°C/2min, 10 ciclos de 95°C/Imin, 64°C/1min e 72°C/1,5min, 35 ciclos de 95°C/1min,
54°C/Imin e 72°C/1,5min e 72°C/10min. A reacdo da PCR foi realizada no GeneAmp PCR
System 9600 (Applied Biosystems, USA). Os produtos da amplificagdo do DNA foram
carreados no gel nativo de poliacrilamida (5%, 400 volts, 1,5h). Os produtos foram
visualizados pela coloragdo com prata e os fragmentos foram identificados usando a escala de

100pb.

3.8 Contagem total e diferencial de células

O numero total de células foi determinado em solugdo de Tiirk (diluigdo de 1:40) em

camara de Neubauer (microscopio optico em aumento de 100x). A contagem diferencial de

leucocitos foi realizada em citoesfregacos corados pelo método de Panético rapido

(microscopio Optico em objetiva de imersdo, aumento de 1000x).

3.9 Cultura de células



Células do lavado intratordcico de camundongos foram preparadas em meio RPMI
suplementado com 5% de soro fetal bovino (SFB), 0,5% de antibidtico e 1% de aminoéacidos
ndo essenciais, e cultivadas em placas de cultura de 24 pogos por 48 horas, na concentracao
de 1x10° células/mL, em 500pL. As células foram estimuladas in vitro ou ndo com o antigeno
soluvel de P. brasiliensis (20pg/ml). Apdés o periodo de cultivo em estufa de CO,, os
sobrenadantes foram coletados, centrifugados e congelados a —20°C, para posterior dosagem

de citocinas e 6xido nitrico.

3.10 ELISA (TNF-alfa, IFN-gama, 1L-10)

Os sobrenadantes de cultura, macerado de pulmao e soro dos camundongos infectados
com P. brasiliensis e controles, foram submetidos a técnica de ELISA de captura (TNF-a,
IFN-y e IL-10 kit BD OptEIA, CA, USA). Placas de ELISA foram sensibilizadas com o
anticorpo de captura, diluido em tampao segundo as normas do fabricante, e incubadas por
18h a 4°C. Apos este periodo os sitios inespecificos foram bloqueados com PBS-Tween 20
(PBST) + 10% SFB, por 1 hora. Em seguida, as placas foram lavadas quatro vezes em PBST
e adicionadas as curvas-padrdo para as respectivas citocinas, diluidas na razdo de 1:2. Nos
pocos seguintes as amostras dos sobrenadantes de cultura foram distribuidas e incubadas por
2 horas a temperatura ambiente. Terminada a incubagdo as placas foram lavadas ¢ o 2°
anticorpo biotinilado + streptavidina foi adicionado e incubado por mais 1 hora a temperatura
ambiente. Mais quatro lavagens foram feitas e a reag¢@o foi revelada pela adi¢cdo do substrato
contendo TMB. A reacdo foi interrompida com acido sulfurico 1M e a leitura feita em leitor

de ELISA (SPECTRAMAX 190, Molecular Devices, USA) a 450 nm. As quantidades de



citocinas foram calculadas a partir das curvas-padrao, obtidas pelas diferentes concentragdes

das citocinas recombinantes.

3.11 Dosagem de oxido nitrico

Os sobrenadantes das culturas de células do lavado intratoracico dos camundongos
foram analisados para quantificagcdo de nitritos (NO;") através da reagdo de Griess (GREEN
et al., 1982). Aliquotas de 100uL do sobrenadante foram incubadas com 50uL de
sulfanilamida (Sigma) a 1% e 50uL de N-1-dihidrocloreto de naftiletilenodiamina (Sigma) a
0,1% em 4cido fosforico a 2,5% (Sigma) em temperatura ambiente por 5 minutos.
Posteriormente a absorbancia foi medida, em comprimento de onda de 540nm. A produg¢do
de NO; foi quantificada através de comparacdo com curva-padrdo, feita com diferentes

concentragdes de NaNOs.

3.12 Avaliagao histopatologica

Para avaliacao histopatologica, fragmentos do pulmao dos animais dos grupos controle e
infectados foram fixados em solu¢do de formol tamponado 10% por 24 horas. Apds os
procedimentos rotineiros para inclusio em parafina, foram realizados cortes de Sum de
espessura, semi-seriados, que foram corados pela Hematoxilina-Eosina (HE). As laminas

foram analisadas em microscopio Optico e fotografadas.



3.13 Detecc¢io de anticorpos especificos (IgG1 e IgG2a)

Placas de ELISA foram sensibilizadas com o antigeno soluvel de P. brasiliensis e
incubadas por 18h a 4°C. Entdo, lavadas com PBS-Tween 20 (PBST) e bloqueadas com
PBST + 10% SFB, por 2 horas. Apds este periodo, as placas foram novamente lavadas quatro
vezes em PBST e, em seguida, adicionados os sobrenadantes de macerados de pulmao e os
soros de camundongos. As placas foram incubadas por 18 horas a 4°C. Terminada a
incubacdo as placas foram lavadas e adicionados os anticorpos anti-IgG1 e IgG2a conjugados
a peroxidase e incubadas por mais 1 hora a temperatura ambiente. Mais quatro lavagens
foram realizadas e a reagdo revelada pela adi¢do do substrato contendo acido citrico 0,1 M,
fosfato de sodio 0,2 M, agua destilada, cromégeno OPD e dgua oxigenada 0,03%. A reacdo
foi bloqueada com 4cido sulfirico 1M e a leitura feita em leitor de ELISA a 492nm. As

deteccdes dos anticorpos especificos foram quantificadas como densidade otica (DO).

3.14 Analise estatistica

As variaveis numéricas foram avaliadas nos diferentes grupos pelo teste de normalidade
de Kolgomorov-Smirnov para distribui¢do gaussiana dos dados. Foi utilizado o teste ndo
paramétrico de Mann-Whitney para determinacdo das diferencas significantes entre os grupos

de camundongos, com nivel de significancia menor que 5% (p<0,05).



4. Resultados



4.1 Avaliaciao da evolucio da infeccio intratoracica

A evolugdo da infec¢do foi caracterizada pelo aumento linear do nimero de colonias de
P. brasiliensis nos pulmdes dos camundongos, com um significativo aumento (p<0,05) em
todos os pontos analisados a partir do 7° dia apds a infec¢do, quando comparados com o
grupo controle e o 22 dia ap0s a infecgdo (Figura 6). Os produtos da PCR mostraram também
um aumento gradativo de DNA detectado nos fragmentos de pulmio (Figura 7) com a
progressdo da infec¢do, correlacionando-se com o aumento de unidades formadoras de

colonia.



CFU/ml {Log)

%)

=)

"
“
* -
*
| I I I
2 7 15 30 45 B0 a0

DIAS DE INFECGAQ

Figura 6: Cinética da infeccdo intratoracica com P. brasiliensis através da contagem de
unidades formadoras de coldnia apos os dias 2, 7, 15, 30, 45, 60 e 90 de infec¢do. *

Representa diferenga significativa (p<0,05) quando comparados ao 2° dia ap0s a infecgio.
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Figura 7: Produtos da PCR extraidos dos pulmdes dos animais apds os dias 2, 7, 15, 30, 45,

60 e 90 da infec¢do com o P. brasiliensis. PM: peso molecular = 496 pb.



4.2 Taxa de sobrevivéncia

Os camundongos mantidos em separado para andlise da sobrevida apos a infecgdo
(n=20) comegaram a morrer no 60° dia apds a infec¢do, apresentando-se neste ponto uma
porcentagem de 95% de sobrevivéncia. A analise de sobrevida foi encerrada no 90° dia apds a

infeccdo, com 75% de sobrevivéncia (Figura 8).
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Figura 8: Sobrevivéncia dos camundongos BALB/c ap6s os dias 2, 7, 15, 30, 45, 60 e 90 da

infeccdo com o P. brasiliensis.



4.3 Perfil celular do lavado intratoracico

A avaliacdo do niimero total de células no lavado intratordcico mostrou um significativo
aumento (p<0,05) no nimero total de células no 2° dia apds a infec¢do, com conseqiiente
redugdo do numero total de células até o 90° dia (Figura 9). J4 a analise do perfil celular
mostrou um aumento das células mononucleares no 15° dia apds a infecgdo, tendendo a
diminuigdo até o 90° dia. Ao contrario o numero de células polimorfonucleares (PMN)
diminuiu no 15° dia apds a infecgdo e tendeu a retornar aos niveis iniciais no 90° dia apos a

infeccao (Figura 9).
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Figura 9: Contagem total e diferencial de células do lavado intratoracico dos animais apds os
dias 2, 7, 15, 30, 45, 60 e 90 da infecgdo com o P. brasiliensis. * representa a diferenca

estatistica significativa (p<0,05) quando comparado aos outros dias de infecgao.



4.4 Perfil de citocinas durante a evolu¢ao da infecgao

O perfil de citocinas IFN-y, IL-10 e TNF-a foi avaliado nos sobrenadantes das células
do lavado intratoracico, apos estimulo ou ndo com o antigeno de P. brasiliensis, e também no
sobrenadante dos macerados dos pulmdes e soro dos animais infectados com P. brasiliensis.
Células pleurais de camundongos infectados mostraram aumento significativo (p<0,05) de
produgédo de IFN-y no 15° dia apos a infecgdo, quando comparados com os outros pontos da
infec¢do, havendo diminuicdo a partir desse ponto de observagdo (Figura 10). Por outro lado,
a producdo de IL-10 comeca a aumentar & partir do 45° apds a infeccdo, apresentando um
aumento significativo (p<0,05) no 90° dia apos a infecgdo, quando comparado aos periodos
anteriores (Figura 11). A produgdo de TNF-a apresentou um aumento significativo (p<0,05)
no 30° dia apds a infecgdo, no entanto, no 45° dia e no 90° dia uma produg¢do menor que a do
30° dia apds a infec¢do, porém significativamente (p<0,05) mais alta do que nos pontos
iniciais da infeccdo (Figura 12). A deteccdo de citocinas presentes nos sobrenadantes dos
macerados de pulmio mostrou um aumento na produgdo de IFN-y ja a partir do 45° dia,
apresentando o pico de produgdo no 60° dia apds a infec¢do (P<0,05), com redugdo drastica
no 90° dia (Figura 13). A produgéo de IL-10 apresentou-se elevada no 30° dia ap0s a infecgéo
com queda significativa (p<0,05) no 90° dia apds a infec¢do (Figura 14). Ja a produgdo de
TNF-o manteve-se significativamente aumentada (p<0,05) no 60° dia apds a infecgdo (Figura
15), acompanhando o mesmo perfil da produg¢do de IFN-y. No soro dos camundongos pode
ser observado um aumento significativo (p<0,05) na produgdo de IFN-y e TNF-o. no 30° dia

apos a infecgdo com posterior queda até o 90°dia ap6s a infecgdo (Figuras 16 e 17).
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Figura 10: Produgdo de IFN-y por células do lavado intratoracico, apos estimulo ou ndo com
antigeno de P. brasiliensis, nos dias 2, 7, 15, 30, 45, 60 e 90 apos infec¢cdo com P.
brasiliensis. * p<0,05 quando comparados aos dias 2, 7, 30, 45, 60 e 90 ap6s infecg¢ao e ao

controle (camundongo ndo infectado).
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Figura 11: Producdo de IL-10 por células do lavado intratorécico, apds estimulo ou ndo com
antigeno de P. brasiliensis, nos dias 2, 7, 15, 30, 45, 60 e 90 apos infec¢cdo com P.
brasiliensis. * p<0,05 quando comparados aos dias 2, 7, 15, 30, 45 e 60 apos infeccdo e ao

controle (camundongo ndo infectado).
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Figura 12: Produgdo de TNF-a por células do lavado intratoracico, apds estimulo ou ndo
com antigeno de P. brasiliensis, nos dias 2, 7, 15, 30, 45, 60 e 90 apods infeccdo com P.

brasiliensis. * p<0,05 quando comparados ao inicio da infec¢do (2, 7 e 15 Dias Pos Infecgao).
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Figura 13: Detec¢ao de IFN-y no sobrenadante do macerado de pulmao dos camundongos
BALB/c nos dias 30, 45, 60 e 90 ap6s infec¢do com P. brasiliensis. * p<0,05 versus o

controle (camundongo ndo infectado).
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Figura 14: Deteccao de IL-10 no sobrenadante do macerado de pulmdo dos camundongos
BALB/c nos dias 30, 45, 60 e 90 ap6s infecgdo com P. brasiliensis. * p<0,05 quando

comparado aos dias 30, 45 e 60 ap6s infec¢ao e ao controle (camundongo nao infectado).
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Figura 15: Detec¢ao de TNF-o no sobrenadante do macerado de pulmao dos camundongos
BALB/c nos dias 30, 45, 60 e 90 apds infecgdo com P. brasiliensis. * p<0,05 quando

comparado aos 30 dias apos a infeccao.
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Figura 16: Detec¢ao de IFN-y no soro dos camundongos BALB/c nos dias 30, 45, 60 e 90
apos infeccdo com P. brasiliensis. * p<0,05 quando comparado aos outros pontos do estudo e

ao controle (camundongo nio infectado).
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Figura 17: Detec¢ao de TNF-o no soro dos camundongos BALB/c nos dias 30, 45, 60 ¢ 90
apos infeccdo com P. brasiliensis. * p<0,05 quando comparado aos outros pontos do estudo e

ao controle (camundongo nao infectado).



4.5 Analise histopatologica

O exame dos cortes histologicos de pulmio corado por HE mostrou um aumento no
numero, complexidade e tamanho dos granulomas, durante o curso da infec¢do. A figura 18
mostra a conformagdo natural do pulmdo de camundongos nédo infectados. O 2° dia apds a
infec¢do apresentou um denso infiltrado celular inflamatorio, células PMN ao redor dos
fungos e um granuloma inicial (Figura 19). O 7° dia apds a infec¢do mostrou granulomas
desenvolvidos proximo a cartilagem com predominante infiltrado PMN e presenca de fungos
(Figura 20). No 15% apo6s a infecgdo observam-se células gigantes, grande quantidade de
fungos e células PMN em grandes granulomas (Figura 21). No 30° dia apds a infec¢do pode
ser encontrado granulomas gigantes com coroa bem formada, grande quantidade de fungos
dentro do granuloma e células PMN proximos as células leveduriformes (Figura 22). No 45°
dia apo6s a infec¢do encontra-se grande quantidade de fungos rodeados por células PMN
(Figura 23). O 60° dia apos a infec¢do apresentou reducgdo da espessura da coroa e muitas
células PMN e células gigantes proximas as células leveduriformes (Figura 24). No 90° dia
apos a infec¢do notou-se aumento no tamanho dos granulomas com grande quantidade de
fungos, células gigantes e poucas ou nenhuma célula PMN (Figura 25). A figura 26 mostra

como se encontrava a cavidade toracica de camundongos infectados com P. brasiliensis.



Figura 18: Corte histologico de pulmao de camundongo do grupo controle. Coloragdo pela

HE (100x).



Figura 19: Histopatologia de pulmido de camundongos BALB/c infectados com P.

brasiliensis cepa 69P. 22 dia apds a infec¢do com infiltrado celular denso em PMN (circulos),

A) 100X e B) 200X.



Figura 20: Histopatologia de pulmdo de camundongos BALB/c infectados com P.

brasiliensis cepa 69P. 7° dia ap0s a infec¢do granuloma desenvolvido (circulo continuo), A)
40X. Notar infiltrado predominante em PMN e fungos dentro do circulo descontinuo B) 100X

e C) 200X .



Figura 21: Histopatologia de pulmdo de camundongos BALB/c infectados com P.
brasiliensis cepa 69P. 15° dia ap0s a infecgdo presenca de células gigantes (setas amarelas),

muitos fungos e células PMN, A) 100x e B) 400X.



Figura 22: Histopatologia de pulmdo de camundongos BALB/c infectados com P.

brasiliensis cepa 69P. 30° dia apds a infecgdo notar o tamanho do granuloma e da coroa (linha
amarela), muitos fungos rodeados por células PMN dentro do granuloma (setas amarelas), A)

40x, B) 100X e C) 400X.



Figura 23: Histopatologia de pulmdo de camundongos BALB/c infectados com P.

brasiliensis cepa 69P. 45° dia ap0s a infecgdo notar granuloma bem formado no parénquima

do pulmao (circulo negro) 40X.



Figura 24: Histopatologia de pulmdo de camundongos BALB/c infectados com P.

brasiliensis cepa 69P. 60° dia apds a infec¢do notar a redugdo no tamanho da coroa (linha
amarela), presenga de muitos fungos, células PMN (setas amarelas) e células gigantes (seta

verde), A) 100X e B) 400X.



Figura 25: Histopatologia de pulmdo de camundongos BALB/c infectados com P.
brasiliensis cepa 69P. 90° dia ap0s a infec¢do notar o tamanho do granuloma, a quantidade de
fungos dentro do granuloma, a presenga de células gigantes (seta verde) e poucos ou quase
nenhum PMN. Presenca de granulomas iniciais (circulo negro), A) 40X, B) 100X, C) 200X e

D) 400X.



Figura 26: Cavidade pleural de camundongo BALB/c infectados com P. brasiliensis. Seta

laranja mostra granulomas na cavidade.



4.6 Producao de IgG1 e IgG2a especifica para o antigeno de P. brasiliensis

Anticorpos IgG1 e IgG2a especificos anti-P. brasiliensis foram determinados nos
sobrenadantes dos macerados de pulmdes e no soro de camundongos BALB/c infectados com
P. brasiliensis. Os resultados dos sobrenadantes dos macerados de pulmdo mostraram um
significativo aumento (p<0,05) de IgG1 no 30° dia apds a infecg¢do, quando comparados aos
camundongos ndo infectados, decrescendo 4 partir dai (Figura 27). Por outro lado, em todos
os periodos de tempo analisados o anticorpo IgGG2a manteve-se igual ao controle (Figura 27).
No soro dos camundongos, a detec¢ao dos anticorpos IgG1l e IgG2a especificos contra P.
brasiliensis apresentou-se significativamente aumentada (p<0,05) na maioria dos pontos da
infeccdo, quando comparados ao soro dos camundongos controle (Figura 28), sendo que, em
todos os pontos da infeccdo, a detecgdo de IgG2a mostrava-se em menor quantidade do que

IgG1 (Figura 28).
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Figura 27: Deteccao de IgG1 e IgG2a especificos anti-P. brasiliensis nos pulmoes dos
camundongos BALB/c nos dias 30, 45, 60 e 90 ap6s infeccao com P. brasiliensis. DO:

densidade optica 492nm. * p<0,05 quando comparado aos outros pontos da infecgao.
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Figura 28: Deteccao de IgG1 e IgG2a especificos anti-P. brasiliensis no soro dos

camundongos BALB/c nos dias 30, 45, 60 e 90 ap6s infeccao com P. brasiliensis. DO:

densidade optica 492nm. * p<0,05 e ** p<0,001, quando comparados ao controle.



4.7 Produgéao de Oxido Nitrico

As células do lavado intratoracico foram estimuladas ou ndo com o antigeno de P.
brasiliensis e ap6s 48 horas de cultura o NO foi quantificado. Houve um pico na producao de
NO no 72 dia ap6s a infecgdo (p<0,05) em sobrenadante das células ndo estimuladas in vitro
com o antigeno soltvel de P. brasiliensis. Entretanto, quando as células do lavado foram
estimuladas in vitro com o antigeno solivel de P. brasiliensis, houve um pico de producdo de

NO no 15°dia ap6s a infecgdo (p<0,05), decrescendo a partir deste ponto (Figura 29).
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Figura 29: Produgdo de Oxido Nitrico (NO) por células do lavado intratoracico, apos
estimulo ou ndo com antigeno de P. brasiliensis, nos dias 2, 7, 15, 30, 45, 60 e 90 apos
infeccdo com P. brasiliensis. * p<0,05 quando comparados 2 e 7 dias de infec¢do e ** p<0,05

quando comparados 2 e 15 dia de infec¢ao.



5. Discussao



O presente trabalho apresentou o perfil da resposta imune frente a infeccdo intratoracica
com P. brasiliensis em camundongos BALB/c. A rota estudada propde mimetizar a via
natural da infecgdo por este tipo de fungo. Os resultados mostraram uma taxa de
sobrevivéncia de 75% no 90° dia ap0s a infecgdo, quando o estudo foi interrompido devido as
condigdes clinicas e fisiologicas dos camundongos. Este fato pode estar relacionado a alta
viruléncia da cepa 69P utilizada, assim como a via de infec¢do intratoracica levar o fungo
diretamente ao pulmdo, que ¢ o sitio de instalagio e multiplicagdo do P. brasiliensis.
Entretanto, outros trabalhos, utilizando a cepa Pbl8 e outras vias de infec¢do, como a
intratraqueal (CANO et al., 1995) ou intraperitoneal (KASHINO et al., 1996), mostraram um
tempo de sobrevida, em média, de 200 dias. Porém, quando camundongos BALB/c foram
infectados por via intravenosa, com a cepa Pb IOC 3698, os animais apresentaram no 70° dia
apos a infeccdo, uma taxa de sobrevida de apenas 30% (BORBA et al., 2005).

A progressdo da infeccdo com P. brasiliensis em camundongos BALB/c ¢ monitorada
pela presenca e quantidade de fungos determinados pelo CFU. No presente trabalho, além do
CFU, a presenca do fungo foi detectada pela pesquisa de DNA de P. brasiliensis por PCR.
Neste trabalho demonstrou-se que houve aumento gradativo do nimero de colonias de P.
brasiliensis nos pulmdes dos camundongos infectados, o qual pode ser correlacionado com a
detec¢do de DNA do fungo nos produtos da PCR dos pulmdes, confirmando que esse método
¢ eficiente para avaliar a presenca de P. brasiliensis em tecidos de individuos infectados.
Correlagdo semelhante, associada ao aumento de CFU e aumento de deteccdo de DNA por
PCR, foi demonstrada em camundongos BALB/c infectados com Rhisopus oryzae
(IBRAHIM et al., 2005) e em camundongos CD-1 infectados com Aspergillus fumigatus
(SINGH et al., 2005).

O padrao de distribui¢do do niimero de células encontrado em cavidades peritoneal,

toracica e craniana de camundongos demonstra o quio efetiva pode ser a resposta do



hospedeiro frente aos diferentes patégenos. Os dados do presente trabalho demonstraram
aumento inicial de células no lavado da cavidade toracica ja a partir do 2° dia ap0ds a infecgdo.
No 15° dia ap6s a infecgdo pdde ser observado um aumento de células mononucleares e
diminuigdo de células polimorfonucleares. Por outro lado, no 90° dia apds a infecg¢do houve
uma tendéncia de inversdo destes resultados, observado por uma diminuicao sutil de células
mononucleares e o aumento das células polimorfonucleares. No entanto, ratos inoculados
intraperitonealmente com fragmentos da parede celular do fungo apresentaram um aumento
intenso de leucécitos PMN até 24 horas apds a inje¢do, seguidos por uma migracdo de células
mononucleares a partir de 48 horas apds a injecdo (ALVES et al., 1987). Desse modo, os
dados observados no presente trabalho sugerem que a presenca de polimorfonucleares nos
momentos iniciais da infeccdo estejam relacionados a resposta imune inespecifica que em
seguida, tende a desenvolver uma resposta imune especifica contra o fungo. Esse mesmo
padrao de migracao celular foi observado em hamsters que tiveram P. brasiliensis inoculados
em seus testiculos (COELHO et al., 1994).

Adicionalmente, a analise histopatologica de pulmdes dos animais infectados mostrou um
aumento de PMN e formagédo de granulomas, ja a partir do 2° dia de infec¢do. Durante o curso
da infeccdo, houve evidéncias do crescente aumento do fungo, PMN, numero e tamanho dos
granulomas até o 60° dia apds a infec¢do. No entanto, quando a infec¢do estava no 90° dia
verificou-se que as células PMN estavam ausentes ou em pequenas quantidades. Refor¢ando a
idéia de que essas células tém um papel central no inicio da infec¢do, com o propodsito de
conter a dissemina¢do do fungo. Seiler e colaboradores (2003) demonstraram que, em
camundongos C57Bl/6 infectados com Mycobacterium tuberculosis, no inicio da infecgado,
houve uma constituicdo que propicia a conten¢ao da bactéria, com as células PMN tendo um
papel central na regulagdo do foco granulomatoso no pulmio para que este granuloma

formado possa ter uma fun¢do de prote¢do ao longo do tempo. No entanto, as variacdes dos



perfis celulares do lavado intratoracico observado no presente estudo, podem estar
inversamente relacionadas com a formagdo do granuloma. Assim, sugerindo que a evolugao
do granuloma em resposta a infec¢do por P. brasiliensis depende principalmente de células
presentes na cavidade toracica, as quais foram inicialmente recrutadas para esse local e que
posteriormente migram para o pulmao.

A presenca de quimiocinas e receptores de quimiocinas tém um papel fundamental no
recrutamento de células durante as reagdes inflamatorias granulomatosas. Estudos prévios
demonstraram que a alteragdo dos padrdes de quimiocinas e citocinas influencia a evolucdo da
infeccdo com P. brasiliensis (MAMONI e BLOTTA, 2005) e que a presenga de quimiocinas
como RANTES e IP-10 estdo relacionadas com a infiltracdo de células mononucleares,
enquanto a presenca de MIP-1alpha, principalmente quando aumentada pela auséncia de IFN-
Y, esta relacionada com uma cronica neutrofilia (SOUTO et al., 2003). Além disso, a auséncia,
no foco da infecg¢do, de moléculas de adesao intercelulares (ICAM-1) efetivamente envolvidas
na migracdo celular e na organizacdo dos granulomas, aumenta a susceptibilidade dos
camundongos, atrasando a formacdo dos granulomas, e favorece o crescimento e
disseminacdo dos fungos (MOREIRA et al., 2006).

No presente estudo, no 90° dia apds a infec¢do, observou-se que o granuloma ndo
conseguiu conter a dispersdo do fungo, fato que provavelmente esteja associado a diminuigao
ou auséncia de células PMN no granuloma, como também, pela alta produgdo de IL-10 nesse
ponto da infec¢do. J& que essa citocina pode afetar significativamente a ativacdo de células
PMN, inibindo sua habilidade em matar o P. brasiliensis (COSTA et al., 2007).

As células do lavado intratoracico mostraram-se respondedoras frente ao estimulo in vitro
pelo antigeno soluvel de P. brasiliensis observado pela detec¢do de citocinas como IFN-y,
TNF-a e IL-10. O aumento inicial na produ¢do de IFN-y pode estar correlacionado com a

ativagdo das células da regido torécica, evidenciado pelo aumento da produgdo de NO,



sugerindo que houve uma tentativa de controlar a infec¢do. O IFN-y tem um papel
fundamental na ativacdo de macréfagos e de células PMN do lavado bronquioalveolar de
camundongos CD-1 infectados com Blastomyces dermatitidis (KETHINENI et al., 2006). No
entanto, no presente trabalho observou-se que houve redugdo na producdo de IFN-y apds o
15° dia pos-infec¢do com P. brasiliensis em camundongos BALB/c, sugerindo que os baixos
niveis dessa citocina estejam relacionados ao agravamento da doenga nesses animais através
de uma modulacdo negativa da produ¢do de IFN-y. Em camundongos nocauteados para a
producao de IFN-y houve 100% de mortalidade 16 dias apds infec¢do pela via endovenosa por
P. brasiliensis, com disseminagdo para pulmao, baco e figado, mostrando que a falta dessa
citocina leva ao agravamento da doenca (SOUTO et al., 2000). Além disso, em pacientes com
as formas mais severas da paracoccidioidomicose aguda ou cronica, onde ha
comprometimento do hospedeiro, sdo detectados baixos niveis de IFN-y, com conseqiiente
reducdo da atividade microbicida das células e formacdao de granuloma (BENARD et al.,
2001).

Ainda no lavado intratoracico, a producgdo de IL-10 foi detectada com aumento gradativo
a partir do 45° dia apds a infecgdo com P. brasiliensis com pico mais elevado no 90° dia apds
a infec¢do. Contudo, a produgdo de TNF-a ja estava aumentada a partir do 30° dia apos a
infec¢do e mantendo niveis similares até o 90° dia apos a infecgdo. Apesar da produgdo
aumentada de TNF-a no lavado intratoracico, os animais apresentavam péssima condi¢do
fisiologica, sugerindo que houve modulagdo negativa pelo aumento na producdo de IL-10
pelas células do lavado intratoracico. Além disso, uma possivel causa da ndo atividade do
TNF-a pode estar relacionado a auséncia ou baixa expressdo do receptor de TNF- a p55
(SOUTO et al., 2000)

Além do lavado intratoracico, a produgio de citocinas foi determinada, a partir do 30° dia

apos a infeccdo, no macerado de pulmao e no soro de camundongos BALB/c infectados com



P. brasiliensis. A deteccdo de IFN-y e TNF-o no macerado de pulmdo mostraram estar
aumentadas no 60° dia apds a infecgdo ¢ houve uma subseqiiente queda no 90° dia apds a
infecgdo. J4 a detecg¢do de IL-10 mostrava-se aumentada a partir do 30° dia apds a infecgdo, e
também com forte queda no 90° dia apds a infecgdo. Em adi¢do a esta queda na detecgdo das
citocinas no macerado de pulmédo no 90° dia apds a infecgdo observou-se também a presenga
de granulomas fibrosados, disseminac¢do generalizada do fungo, além de granulomas iniciais,
sugerindo que as alteracdes dessas citocinas analisadas contribuiram para o descontrole da
infeccdo no pulmdo. Segundo Wagner e colaboradores (1994) a IL-10 enddgena pode ter um
efeito tanto benéfico quanto deletério na resposta do hospedeiro frente a Listeria
monocytogenes.

No soro dos camundongos, o IFN-y e o TNF-a parecem ser essenciais no controle da
infeccdo com P. brasiliensis. No presente estudo, foi detectado aumento da produgdo de IFN-
v ¢ TNF-a no 30° dia apds a infecgdo com P. brasiliensis, e que no entanto diminuiu no 90°
dia, quando os animais se encontravam muito debilitados. Esses dados refor¢gam o importante
papel dessas citocinas associadas a resisténcia da doenca, ja que o TNF-a ¢ requerido em
reagdes inflamatorias granulomatosas, tanto para o recrutamento como na ativacdo de células
efetoras, principalmente macréfagos (ADAMS, 1976; TRACEY e CERAMI, 1993).
Macrofagos obtidos de camundongos resistentes liberaram niveis mais altos de TNF-a que
aqueles obtidos de animais susceptiveis quando co-cultivados na presenca de leveduras
(CALICH e KASHINO, 1998), sendo que IFN-y desempenha um papel fundamental na
ativagdo de macrofagos em infec¢des sistémicas com P. brasiliensis pela eliminagdo das
leveduras (TABORDA et al., 1998).

Desse modo, a modulagdo no perfil de citocinas identificadas no presente trabalho pode
estar regulando o recrutamento de células para a cavidade pleural. Como ja descrito, a

administracdo de IL-4 ou IL-10 recombinante em camundongos bloqueia o fluxo de células



para a cavidade pleural, assim como o aumento de IFN-y no exsudato, mostrando a
importancia do balango dessas citocinas na influéncia da ativacdo de células na cavidade
pleural (FINE et al., 2003).

A resposta imune humoral, apesar de ndo desempenhar papel principal na defesa do
hospedeiro frente ao P. brasiliensis exerce funcdo auxiliar na ativacdo do sistema imune. Os
niveis de anticorpos IgG1 e IgG2a especificos contra P. brasiliensis, mostraram que tanto no
macerado de pulmdo, quanto no soro dos camundongos infectados, houve predominio de
anticorpos de perfil Th2, devido os altos niveis de IgG1 e baixos niveis de IgG2a. Esses dados
corroboram com o agravamento da infec¢do, ja que o controle da doenca estd diretamente
relacionado com a resposta Thl, independente das vias de infeccdo (CANO et al., 1995;
KASHINO et al., 2000). Estudos demonstraram que a deplecdo de neutréfilos (PINA ef al.,
2006) e IL-4 (ARRUDA et al., 2004), induz o aumento da resposta imune protetora, associada
ao perfil de resposta Thl, com producdo aumentada de anticorpos especificos contra P.
brasiliensis do isotipo 1gG2a.

Assim, a associacdo dos tipos celulares, perfil de citocinas e imunoglobulinas detectadas
na cavidade pleural podem levar a alteragdes na formagdo e atividade do granuloma com
conseqiiente agravamento da infec¢cdo com P. brasiliensis. Dentre os varios tipos celulares, as
células Bl sdo o subtipo dominante de linfocitos B na cavidade pleural, por conseguinte,
influenciam na cinética de producdo de anticorpos protetores e contribuem para o
desenvolvimento de uma resposta Th2 e a susceptibilidade do camundongo na infec¢do com
P. brasiliensis (MARCELINO-FRANCA et al., 2006). Além disso, foi demonstrado que a
interacdo de células Bl com macréfagos desempenham papel importante na formacdo de
granuloma na presenca de antigeno de P. brasiliensis (VIGNA et al., 2006), assim como o
balango de IL-10 e TNF- o (ZOUAIN et al., 2002). Camundongos imunizados com fragao

antigénica de P. brasiliensis e posteriormente infectados com cepa Pbl8, desenvolveram



disseminagdo progressiva da doenga para figado e bago com aumento da produgdo de
citocinas associadas a alta producdo de IgGl e IgG2a e baixa producdo de IgG2b e IgG3
(DINIZ et al., 2004).

Estudos mostraram que as células Ly-1 B (Bl) diferentemente das células B
convencionais sdo produtoras de IL-10 (O’GARRA e HOWARD, 1992) e que a presenca de
componentes da matriz extracelular, como laminina, fibronectina e colageno, estimulam as
células B1 a produzirem altas taxas de IL-10, TNF-o. e IL-18 (FERREIRA et al., 2003). Além
disso, outros estudos demonstraram que os componentes da matriz extracelular estdo
diretamente envolvidos na formacdo de granulomas contra diferentes patégenos (ZHU e
BOROS, 1996; NISHIKAKU e BURGER, 2003; SATO et al., 2003).

Tomados juntos os dados do presente trabalho indicam que a evolugdo da infec¢do por
Paracoccidioides brasiliensis estd associada com a falta de ativacdo eficiente das células
presentes no pulmio, que podem estar relacionados com a modulagdo negativa da resposta

imune.



6. Conclusoes



1. A evolugdo da infeccdo mostra que a rota de infeccdo intratoracica foi eficaz para o

estudo da paracoccidioidomicose em modelo experimental murino.

2. A contagem de unidades formadoras de colonia de P. brasiliensis esta diretamente
relacionada com a deteccdo de DNA do P. brasiliensis por PCR nos pulmdes dos animais

infectados durante o curso da infecgao.

3. O desbalango de citocinas e imunoglobulinas durante o curso da infec¢do pode estar
relacionado a perda de fun¢do do granuloma presente no pulmio e consequente agravamento

da doenca nos camundongos BALB/c.
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Abstract. The present study proposes a novel model for the study of P. brasiliensis infection
using the intrathoracic route. BALB/c mice were infected with 10° yeast forms of P.
brasiliensis and after 2, 7, 15, 30, 45, 60 and 90 days postinfection P. brasiliensis colony
forming units were enumerated and the presence of P. brasiliensis DNA was determined in
lung tissue. The results showed a gradual increase in the number of colony forming units,
which was confirmed by the detection of P. brasiliensis DNA in lungs of infected mice.
These data indicate that P. brasiliensis infection by the intrathoracic route has a rapid
progression into the lung tissue similar to the acute form of the human disease and that DNA

analysis could be useful for improving diagnosis.



Paracoccidioidomycosis or South American blastomycosis, is a chronic granulomatous
infection caused by the Paracoccidioides brasiliensis.' In the majority of cases the P.
brasiliensis penetrates into the organism by the respiratory route.” Infected individuals
generally develop asymptomatic or subclinical paracoccidioidomycosis, nodules in the lungs
being detectable. The utilization of experimental models through different routes of infection
allows a better undertanding of host-parasite interactions. The intraperitoneal, intratracheal,
and intranasal routes have been widely wused for the study of experimental
paracoccidioidomycosis.” * This is the fist report on paracoccidioidomycosis induced by the
intrathoracic route. It was shown that P. brasiliensis DNA obtained by serum correlates with
the P. brasiliensis colony counts in lung tissue of infected mice.” Specific primers OL5 and
ITS1 were able to distinguish between DNA obtained from P. brasiliensis and other
pathogenic fungi.’ The aim of this study was to evaluate the progression of P. brasiliensis
infection by the intrathoracic route in BALB/c mice, by counting colony forming units and
confirming the presence of the fungus through the detection of P. brasiliensis DNA using the
PCR method.

For this study BALB/c male mice, 8--10 weeks old were used. Mice were raised at the
Biological Reproduction Center of the Federal Univestiy of Juiz de Fora. The present study
has the approval of the committee of ethics in animal research of the Federal Universitiy of
Juiz de Fora (number 11/2003-CEA).

The P. brasiliensis was isolated from one infected female patient, diagnosed and
characterized.” After characterization, this strain was identified as 69P and a sample was
donated to this study by the University Hospital of UFJF. To maintain the strain in the
laboratory, the sample was replicated every 20 days in two assay tubes containing 9 ml of

Brain-Heart-Infusion (BHI) agar (Difco-BD, CA, USA) inclined and kept at 36°C.



The infection was induced by intrathoracic inoculation of 10° P. brasiliensis yeast forms
in 100 pL of PBS. The animals of the control group received an equal volume of PBS. All
mice (n = 6/group) were sacrificed by overdose of anesthesia (0.9% NaCl, 2% Xylazine, 5%
Ketamine) at 2, 7, 15, 30, 45, 60 or 90 days postinfection. The right lung was used in the
procedure of counting colony forming units of P. brasiliensis and the left was immediately
frozen to be used in the DNA detection by PCR. The right lung was triturated in 1 ml of
sterile PBS and 100 pl was used for determining CFU counts. P. brasiliensis was grown in
BHI agar enriched with 5% of horse serum maintained at 36°C for 15 days. At the end of the
incubation period numbers of CFU were counted visually.

For the DNA detection, the lung tissues and control cultures of P. brasiliensis were
transferred to microtubes containing 900 pl of the extraction buffer (100 mM tris-HCI, 20
mM EDTA, 1.4 M NaCl, 2% CTAB, 80 pg/ml RNAse, 1% PVP, 10% ditiotreitol and 20
ng/ml proteinase K) (Invitrogen, CA, USA) and incubated at 50°C overnight. DNA was
precipitated with frozen isopropanol (Invitrogen) for 48 hours at -20°C. The samples were
then washed with 70% ethanol, and dissolved in 100 pl of TE buffer (10 mM Tris-HCI and 1
mM EDTA). The DNA concentration was evaluated at 260/280 nm (GeneQuant pro,
Amersham Bioscience, UK). The ribossomic gene ITS were amplified using primers ITS-1
and OL-5 (Table 1).° The reaction was made with 30 ng/ml DNA, 1 U Taq polimerase, 0.5
UM primers, 0.25 mM dNTPs and 1.5 mM MgCI2 (Invitrogen) in a final volume of 25 pl. The
amplification was made using a touchdown method with 95°C/2 min, 10 cycles of 95°C/
Imin, 64°C/1 min and 72°C/1.5 min, 35 cycles of 95°C/1 min, 54°C/1 min and 72°C/1.5 min
and 72°C/10 min. The amplification was done in the GeneAmp PCR System 9600 (Applied
Biosystems, USA). The products of the amplification were carried in native gel 5%
poliacrilamide (400 volts, 1.5 hours). The products were visualized by silver staining and the

fragments were identified using a scale of 100-bp.



The Mann-Whitney test was used to determine the significant differences between
infected mice and control in different days, with the level of significance being 5%.

The progression of the disease was followed by observing the almost linear increase of the
number of P. brasiliensis CFU in lung tissues of infected mice, showing a significant increase
(p < 0.05) at all time points from day 7 postinfection (Fig. 1A), in comparison with day 2. As
expected, the PCR products showed an increase in P. brasiliensis DNA from the lung
fragments as the disease progresses (Fig. 1B), correlating with the CFU increases (Fig. 1).

The strain 69P used in this study has a high virulence profile and the route of infection
allows a rapid access to the lung, the pivotal site of multiplication of P. brasiliensis. The CFU
counts demonstrated a gradual increase in P. brasiliensis in the lung; however a dissemination
of the P. brasiliensis to other organs was not found (data not shown). This fact can be related
to a fungus strain characteristic, or to the intermediate resistance pattern of the BALB/c
lineage against P. brasiliensis.*® The CFU data are corroborated by the DNA detection of P.
brasiliensis in lung fragments from infected mice. To our knowledgment, this work is the first
that shows a correlation between the increase of P. brasiliensis CFU and specific DNA
detection during the evolution of paracoccidioicomysosis. The intrathoracic infection route
can be an interesting model for the study of this pulmonary disease because the rapid
progression into the lung tissue is similar to the acute form of the human disease. DNA
analysis of tissues from infected individuals may be useful for improving the diagnosis of

paracoccidioidomycosis.
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Figure 1. (A) Time course of pulmonary infection of BALB/c mice inoculated

intrathoracically with 10° yeast forms of P. brasiliensis. Each bar represents the mean of six



animals. Range bars represent standard errors of the means. *p < 0.05 vs group 2 days
postinfection. (B) DNA products obtained after digestion of lungs at different times evaluated
by PCR wusing ITS-1 and OL-5 primers, and analyzed by 5% polyacrilamide gel
electrophoresis silver staining. Arrow: 496-bp molecular weight (MW). GeneRuler 100-bp
DNA ladder.

Table 1 — Primer sequence

Primers Sequencing Product

ITS-1 5’-TCC GTA GGT GAA CCT GCG G-3’
496pb
OL-5 5’-TGT GAC GAA GCC CCA TAC G-3°
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