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Galileu Galilei

HIALOHIFOMICOSE CAUSADA POR PURPUREOCILLIUM LILACINUM: AVALIACAO DA
INFECCAO EXPERIMENTAL E DA RESPOSTA IMUNE IN SITU E SISTEMICA EM MODELO
MURINO C57BL/6

REsSuMO

Purpureocillium lilacinum é um fungo filamentoso, hialino, assexuado e
um dos agentes causais da hialohifomicose, considerado um importante
patdgeno oportunista humano, capaz de infectar individuos imunossuprimidos e
com crescente aumento de casos em imunocompetentes. Pouco se sabe sobre
a imunopatogénese da hialohifomicose causada por P. lilacinum e, por essa
razao, nosso trabalho objetivou analisar a infeccdo e as respostas imune,
sisttmica e in situ de camundongos C57BL/6, imunocompetentes e
imunossuprimidos, desafiados com conidios de P. lilacinum. Nossos resultados
nos permitiram comprovar o potencial infeccioso do fungo, uma vez que
hospedeiros imunocompetentes foram infectados, apesar de ndo apresentarem
sinais visiveis da doenca. Em contraste, 0s animais imunossuprimidos
apresentaram sinais da doenca compativeis com relatos de caso de pacientes
humanos, aumento do namero de células fungicas no baco e mortalidade
celular. A analise histoldgica da maioria dos camundongos imunocompetentes
inoculados por via intravenosa revelou células fungicas no tecido apesar da
auséncia de altera¢cBes histopatologicas. Este mesmo grupo, quando inoculado
por via subcutanea apresentou dermatite, paniculite e ulceracdes na pele. Esse
quadro foi mais grave nos animais imunossuprimidos, além de maior numero
de estruturas fungicas no tecido. A andlise do perfil imunolégico revelou
predominio de linfocitos TCD8* sobre TCD4*nos imunossuprimidos.
Observamos também os fenotipos de memodria central e memoria
efetora/efetora, especialmente CD4+. Células T regulatorias apresentaram
maiores percentuais nos imunossuprimidos. A quantificacdo de citocinas IL-2,
TNF-a e IFN-y revelou maiores percentuais no inicio da infecgao, em ambos os
grupos, supostamente devido ao maior niumero de células fungicas neste ponto
de observacao. Vimos ainda menores percentuais de neutréfilos e macréfagos
produzindo 6xido nitrico e IL-1 nos animais imunossuprimidos demonstrando a
interferéncia quantitativa e qualitativa da dexametasona sobre as células
envolvidas na resposta imune in situ ao fungo. Em sintese, consideramos que
nossos resultados reunidos, ampliam os conhecimentos ndo apenas sobre
essa espécie fungica, mas também sobre as bases da relagdo parasito-
hospedeiro, de modo a contribuir para o entendimento de seus mecanismos de
resisténcia e susceptibilidade.

Palavras chaves: Purpureocillium lilacinum, Hialohifomicose, Modelo
Experimental, Imunossupressao, Resposta imune.
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HYALOHYPHOMYCOSIS CAUSED BY PURPUREOCILLIUM LILACINUM: EVALUATION OF
EXPERIMENTAL INFECTION AND THE SYSTEMIC AND IN SITU IMMUNE RESPONSE IN
MURINE MODEL C57BL/6

ABSTRACT

Purpureocillium lilacinum is a filamentous fungus, hyaline, asexual and an agent
of hyalohyphomycosis, considered an important human opportunistic pathogen
capable of infecting immunocompromised individuals, with increasing number of
cases in immunocompetent. Little is known about the immunopathogenesis of
hyalohyphomycosis caused by P. lilacinum and therefore, the aim of this study
is to analyze the infection and systemic and in situ immune responses of
immunocompetent and immunosuppressed C57BL/6 mice, challenged with P.
lilacinum conidia. Our results allowed us to establish the infective potential of
the fungus, since immunocompetent hosts were infected, although they did not
visible signs of iliness. In contrast, immunosuppressed animals showed signs of
disease consistent with case reports of human patients as increase of the
number of fungal cells in the spleen and cell mortality. Histological analysis of
most immunocompetent mice inoculated intravenously revealed fungal cells in
the tissue despite the absence of histopathological changes. The same group
when subcutaneously inoculated showed dermatitis, panniculitis and ulcerations
on the skin. This situation was more serious in immunosuppressed animals and
greater number of fungal structures in the tissue. The analysis of the
immunological profile revealed TCD8* lymphocytes predominance of TCD4" in
immunosuppressed. We also note the central and effector memory/effector
phenotype, especially CD4*. Regulatory T cells showed higher percentages in
immunosupressed. Quantification of IL-2, TNF-a and IFN-y cytokines revealed
greater percentage at the beginning of infection in both groups, probably due to
the larger number of fungal cells in this viewpoint. Seen even smaller
percentage of neutrophils and macrophages producing nitric oxide and IL-1 in
immunosuppressed animals demonstrating the quantitative and qualitative
interference of dexamethasone on cells involved in in situ immune response to
fungus. In summary, we believe that our meeting results expand the knowledge
not only about this fungal species, but also on the basis of the host-parasite
relationship, so as to contribute to the understanding of their mechanisms of
resistance and susceptibility.

Key words: Purpureocillium lilacinum, Hyalohyphomycosis, Experimental
model, Immunosupression, Immune response.
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1. INTRODUCAO

Hialohifomicoses sdo infeccbes fangicas que se caracterizam pela
presenca de um micélio hialino, septado, ramificado ou ndo no tecido do
hospedeiro. Essas infeccfes podem ser causadas por diferentes fungos
hialinos, como Acremonium spp., Fusarium spp., Scopulariopsis spp.
Paecilomyces spp., Purpureocillium lilacinum, entre outros.

Purpureocillium lilacinum (Thom) Luangsa-ard, Houbraken, Hywel-Jones &
Samson, comb. nov 2011(1), é um fungo filamentoso, hialino, assexuado e um
dos agentes causais da hialohifomicose. Essa espécie é considerada um
importante patégeno oportunista humano e a despeito de sua moderada
viruléncia, € capaz de infectar criancas (2) e adultos imunossuprimidos. Vale
ressaltar o aumento de casos da doenca em individuos imunocompetentes nos
altimos 10 anos (3-5).

As manifestacdes clinicas da doenca em individuos imunocompetentes
variam de lesBes nodulares cutdneas a subcutaneas, caracterizadas por
erupcbes papulares, eritematosas, vesiculares ou necréticas (6-8). Nos
pacientes que apresentam comprometimento no sistema imunologico ou
pacientes debilitados, essas lesdes podem ser mais severas, disseminadas e,
em alguns casos, levando o paciente a 6bito (7, 9, 10).

As micoses tém emergido como a doenca humana mais comum em
pacientes imunossuprimidos (11). Os pacientes transplantados, com AIDS e
doencas crbnicas, como o diabetes, sdo mais suscetiveis, especialmente
agueles que fazem uso prolongado de corticosterdides, uma vez que essas
drogas afetam o sistema imune alterando o transito, nimero e fungbes de

leucdcitos (12).



De maneira geral, o reconhecimento do fungo pelo sistema imune inato é o
primeiro passo para a ativagdo de uma resposta imunolégica rapida. Isso
ocorre por meio da interacdo entre os receptores de fagoécitos (PRR — “Pattern
recognition receptor”’) e os padrdes moleculares associados a patdégenos
(PAMP — “pathogen associated molecular patterns”), culminando na cascata de
sinalizacdo que inicia uma resposta imune protetora durante a infecgéo (13).

Na resposta imune adaptativa, a imunidade celular parece ter um papel
importante nas infec¢des por fungos, visto que nos pacientes que apresentam
alteracdes na funcdo de linfocitos T sdo frequentes as infecgdes flungicas
oportunistas. As infec¢cdes cutaneas constituem a maior parte dos casos de
hialohifomicose por P. lilacinum. Portanto, células como macréfagos (M¢),
neutroéfilos e células dendriticas (DC) tém um papel importante na fagocitose e
apresentacdo de antigenos e, consequentemente, na eficiéncia da resposta
inata e adquirida (14).

Pouco se sabe sobre a imunopatogénese da hialohifomicose causada por
P. lilacinum. Os registros na literatura sdo relatos de casos clinicos, sem
aprofundamento do entendimento da interacdo parasito-hospedeiro. Trabalhos
anteriores do nosso grupo, utilizando isolados de origem humana, permitiram
demonstrar a interacdo in vitro do fungo com macroéfagos e células dendriticas
humanas (15) e macréfagos murinos (16).

Nos modelos murinos BALB/c (17) e C57BL/6 (18), mostramos que a
infecc@o por P. lilacinum por administragcéo intravenosa (i.v.) de conidios pode
ser estabelecida em animais imunocompetentes. Entretanto, para o
desenvolvimento da doenca, € necessaria a imunossupressado dos animais com

droga imunossupressora (dexametasona). Mostramos também que durante a



infeccdo, anticorpos especificos para conidios de P. lilacinum foram induzidos
tanto nos animais imunocompetentes quanto imunossuprimidos (19).

Estes dados sugerem que o modelo murino é adequado para estudar a
infeccdo por P. lilacinum. Desta forma, no presente estudo utilizamos este
modelo para explorar varios aspectos da doenca e da resposta imune do
hospedeiro frente a infeccéo por P. lilacinum. Objetivamos compreender melhor
0S principais mecanismos de defesa que o hospedeiro dispbe para controlar a
infecgdo, comparando o curso da infecgdo nos animais imunocompetentes e

imunossuprimidos.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Purpureocillium lilacinum

O género Purpureocillium foi proposto por Luangsa-ard e
colaboradores(1) para reclassificar a espécie Paecilomyces lilacinus, baseado
no sequenciamento das regides 18S do RNA ribossomal (rDNA), ITS (Internal
Transcribed Spacer) e TEF (Translation Elongation Factor 1-a). O fungo é
descrito como uma espécie produtora de conidios violaceos, ndo produtora de
clamidosporos e ndao-termofilica, diferentemente do género Paecilomyces
stricto sensu, representado por Paecilomyces variotti, uma espécie produtora
de conidios marrom-oliva e clamidosporos, extremamente terméfila e de rapido
crescimento em agar (1).

Purpureocillium lilacinum (Thom) Luangsa-ard, Houbraken, Hywel-Jones
& Samson, comb. nov 2011(1) é um fungo filamentoso, hialino (a saber,
agueles formados por hifas ndo pigmentadas), constituido por hifas septadas,
ramificadas ou ndo, anamorfico e cosmopolita, que vive em saprofitismo no
solo, ar e material em decomposicdo. Em temperatura ambiente, de acordo
com Luangsa-ard et al. (1), suas colbnias sédo de aspecto flocoso, com micélio
aéreo, inicialmente branco adquirindo coloracdo rosada a violacea ap6s a
esporulacdo (em torno de 10 dias) (Figura 1B). O reverso das colbnias
apresenta tons puarpura ou amarelado. Seu diametro varia de 25 a 33 mm em 7
dias Ao microscopio sdo observadas hifas vegetativas hialinas, das quais se
originam os conidiéforos sustentando fidlides de base dilatada e delicado
pescoco em forma de garrafa, caracteristica da espécie. Os conidios hialinos
ou na cor purpura quando em massa, podem variar de elipticos a fusiformes e
possuem paredes lisas a levemente rugosas (Figura 1A) (1).
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Figura 1. Aspectos micro e macromorfolégicos de Purpureocillium lilacinum. A)
Fotomicrografia eletrénica do fungo, evidenciando o conidiéforo (seta verde),
conidios (seta vermelha) e fialide (seta azul). B) Colonia flocosa, de superficie
rosada e bordas brancas. Fonte: Adaptado de Hoog, G.S. 2000.

2.1.1 — Fatores de viruléncia

Pouco se conhece sobre os fatores de viruléncia de P. lilacinum. Sabe-
se que o fungo possui diversos mecanismos, incluindo a secrecédo de enzimas
hidroliticas como quitinases (20), serino-proteases (21) e fosfolipases (22) as
quais estdo envolvidos na patogénese de varios estagios do ciclo de vida de
nematodeos parasitas de plantas. Além disso, também é capaz de produzir
micotoxinas como pecilotoxinas e leucinostatinas A e B, compostos com
atividades antibacteriana, antifingica, imunossupressora e indutora de resposta
inflamatéria exacerbada em modelos experimentais (23-25). A producdo de
melanina, considerada como um classico fator de viruléncia (26), também foi
observada em cultura de P. lilacinum isolado do solo de Chernobyl (27). Este
pigmento € essencial para a sobrevivéncia do fungo em condicdes indspitas,

como exposicao a radiacdo, altas temperaturas e extrema falta de umidade.
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2.2 Hialohifomicose causada por Purpureocillium lilacinum

O termo hialohifomicose foi introduzido em 1982 por Ajello (28), para
designar infec¢cfes que se caracterizam pela presenca de um micélio hialino no
hospedeiro. E causada por diversos agentes, como por exemplo, Paecilomyces
spp., Acremonium spp., Beauveria spp., Fusarium spp., Scedosporium spp.,
Scopulariopsis spp., Penicillium spp e Purpureocillium lilacinum. Algumas
espécies, incluindo P. lilacinum, além do micélio hialino possuem a habilidade
de produzir formas adventicias no tecido, que sdo estruturas morfologicamente
semelhantes a fidlides e a microconidios, que se disseminam por via sanguinea
ocasionando ocluséo, infarto e necrose vascular (29, 30).

A despeito de viver em saprofitismo na natureza, P. lilacinum é descrito
como parasita de insetos e nematodeos, sendo, por essa razao, utilizado como
agente de controle biolégico (31, 32). Além disso, é capaz de causar infeccdes
em animais como tatus (33), tartarugas (34), mais raramente em cées (35) e
gatos(36) e em humanos.

P. lilacinum ¢é considerado um patdogeno humano emergente e
oportunista, e a despeito de sua moderada viruléncia, € capaz de infectar
criancas (2) e adultos imunossuprimidos (37-39). Entretanto, observamos na
Gltima década um aumento significativo nos casos de hialohifomicose humana
causada por esse fungo em individuos imunocompetentes (3-5).

Os casos descritos na literatura, revisados por Borba e Brito (40),
mostraram que entre 1964 e 2004 ocorreram 122 casos de hialohifomicose por
P. lilacinum, com trés surtos de infec¢gBes oculares: dois nos Estados Unidos e
um no Brasil. Em 1996 ocorreu um surto na Suica cuja manifestacao clinica da

doenca foi cutanea. Pacientes submetidos a transplantes, principalmente



renais, tratados com corticosterdides, neutropénicos, diabéticos e portadores
de leucemia, sado alvos de infeccdo por este fungo (37). Na ultima década
foram relatados mais quarenta e cinco casos da doenga, comprovadamente
provocada por P. lilacinum, dentre eles dezessete casos em pacientes
imunocompetentes (41-43). Em 2015, Turner e Conrad (44) em um estudo
multicéntrico retrospectivo, relataram 135 casos de hialohifomicose por P.
lilacinum, dos quais 21 foram de infec¢éo ocular e 76% destes casos ocorreram
em pacientes imunocompetentes.

Nos individuos imunocompetentes, as manifestacdes clinicas da doenca
variam de lesbes nodulares cutaneas a subcutaneas e constituem 1/3 dos
casos de hialohifomicose por P. lilacihum (10). Essas lesbes sé&o
caracterizadas por erupcdes papulares, eritematosas, vesiculares ou necroticas
(6-8). Em pacientes imunossuprimidos, os relatos de casos, na maioria deles,
sao de infecgbes disseminadas (7, 9, 10).

As importantes vias de penetracdo desse fungo no hospedeiro séo a
pele, o trato respiratorio e os implantes de dispositivos cirargicos (10, 45, 46).
P. lilacinum, por ser um fungo potencialmente resistente a algumas técnicas de
esterilizacdo, pode contaminar lo¢cdes e cremes utilizados na pratica médica,
penetrando através da pele, principalmente em pacientes hospitalizados (47,
48). Implantes de lentes intra-oculares, cirurgias oftalmolégicas e traumas nao
cirirgicos séo fatores predisponentes para o desenvolvimento de infeccdes
oculares como ceratites e endoftalmites, que sédo as formas mais recorrentes
da doenca (38, 43, 44, 49). Alguns autores relatam ainda casos de doencas

oftalmoldgicas provocadas pelo uso de lentes de contato (5, 50).



No Brasil, os dados epidemiologicos e relatos de casos de
hialohifomicose por P. lilacinum s&do escassos (51, 52). Atribuimos essa
escassez de dados devido ao desconhecimento da comunidade médico-
cientifica com relagéo ao fungo, ocasionando dificuldades no seu isolamento e,
por conseguinte, na sua classificacdo como agente causal. Em 2005, Hofling-
Lima e colaboradores (51) fizeram uma andlise da frequéncia e da etiologia das
doencas oculares micéticas diagnosticadas no Laboratério de Doencas
Externas Oculares da UNIFESP e mostraram o predominio de infec¢Bes por

fungos filamentosos sobre as leveduras, entre eles, P. lilacinum.

2.2.1 - Diagnostico laboratorial e tratamento

A identificacdo morfologica tradicional, por meio da andlise macro e
micromorfoldégica das culturas € o padrdo ouro para o diagndstico da
hialohifomicose. Entretanto, como dito previamente, a dificuldade no isolamento
e o desconhecimento do agente etiol6gico constituem as principais dificuldades
para a identificacdo de P. lilacinum. Alguns autores obtiveram sucesso na
identificacdo do fungo utilizando a técnica de PCR-real time (53), em virtude de
sua especificidade. Porém, a identificacdo molecular ndo é utilizada na rotina
laboratorial.

O tratamento padrdo para a hialohifomicose ainda ndo esta definido,
visto que P. lilacinum é resistente a diferentes antifungicos. A anfotericina B,
bem como a maior parte dos derivados azolicos (fluconazol, miconazol, entre
outros), classicamente eficazes contra fungos filamentosos, segundo alguns

autores (10), apresentam atividade considerada pobre contra P. lilacinum.

Entretanto, de modo geral, triazélicos de nova geracdo como efinaconazol e



tavaborol (41), posoconazol (49) e voriconazol (4), tém apresentado bons
resultados, especialmente, em pacientes imunossuprimidos (8, 54).

Nas formas oculares, o tratamento vai desde a aplicagcdo de drogas
topicas, subconjuntivas ou intra-oculares, combinadas a administracdo de
drogas sistémicas e nos casos mais graves enucleacdo do globo ocular (50).
No tratamento das infec¢des cutaneas e subcutaneas, o sucesso do tratamento
foi alcancado com a administracéo sequencial e/ou associada de varias drogas
(itraconazol, miconazol, fluconazol, cetoconazol, voriconazol, caspofungina e
terbinafina), muitas vezes associada a procedimentos cirargicos (55, 56). Em

alguns casos, o tratamento com itraconazol € bem sucedido, especialmente

quando utilizado por pacientes imunocompetentes (57).

2.2.2 - Modelo experimental

P. lilacinum é considerado por alguns autores um fungo de viruléncia
relativamente baixa, necessitando de alto in6culo e severa imunossupressao
(10, 58, 59), para provocar uma infeccdo experimental em modelo animal.
Entretanto, trabalhos publicados por nosso grupo demonstraram que P.
lilacinum é capaz de infectar e causar doenca nos modelos murinos BALB/c e
C57BL/6, tanto em animais imunocompetentes quanto em animais
imunossuprimidos, utilizando-se inéculos considerados baixos (17, 19). De
acordo com Antas et al. (7), esses dados apontam para a necessidade de
padronizar um inoculo eficiente no estabelecimento da infecgdo no modelo
experimental, visando a melhor compreenséo da viruléncia das espécies.

Alguns animais, além do camundongo, tém sido utilizados como

modelos experimentais para a hialohifomicose provocada por P. lilacinum. Em



1979, Agrawal e colaboradores (60) observaram maior gravidade da infeccéo
na cérnea de coelhos tratados com acetato de hidrocortisona, em comparagao
aos nao-tratados. Entretanto, Sponsel et al., em 2006, (61) verificaram a
eficacia de voriconazol em coelhos com ceratite provocada por P. lilacinum.
Com base nesses dados, de acordo com Pujol et al. (59), o uso do modelo
experimental é importante nos estudos de patogénese e interacdes entre o
fungo e o hospedeiro, uma vez que, de modo geral, os fungos podem se
comportar de formas totalmente diversas in vivo e in vitro, alterando suas

caracteristicas morfofisioldgicas e até a resposta aos antifungicos.

2.3 - Resposta Imune nas infec¢fes fungicas

2.3.1 — Introducéao

Com o aumento no namero de individuos imunossuprimidos, as doengas
fungicas tém emergido como a maior causa de doencas humanas (7, 11).
Pacientes que desenvolvem deficiéncias imunolégicas apresentam
frequentemente micoses recorrentes e em alguns casos, desenvolvem formas
graves, o que enfatiza a importancia dos componentes do sistema imune no
controle da infecgéao.

Embora haja uma escassez sobre a avaliagdo das respostas
imunologicas contra P. lilacinum, acredita-se que, de uma forma geral, o
principal mecanismo de defesa contra fungos é desenvolvido pelos fagécitos,
que os destroem por meio da producdo de NO e de outros componentes

secretados por essas células (13).
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2.3.2 — Vias de reconhecimento pelas células hospedeiras

O reconhecimento do fungo pelo sistema imune inato ocorre de maneira
rapida, por meio de mecanismos constitutivos presentes nos sitios de interacéo
continua com fungos, e incluem a barreira de pele e mucosas, defensinas,
colectinas e sistema complemento (13). O primeiro passo nesse processo
envolve o] reconhecimento dos PAMPs [B-1,3/1,6 glucanas,
glucuronoxilomanana (GXM), fosfolipomananas e galactomananas] presentes
na célula fangica e s@o responsaveis por disparar a resposta inflamatdéria, pelos
PRRs presentes na célula hospedeira(62).

Durante o curso da infeccdo fangica, diversos PRRs sao estimulados
pelos PAMPs, em diferentes combina¢cdes que dependem tanto da espécie
fungica quanto da célula hospedeira. Por exemplo, a dectinal, que é um
receptor de lectina do tipo C (CLR), € o principal PRR envolvido no
reconhecimento de B-glucanas e apoés a ligacéo, induz a producao de citocinas
e quimiocinas proé-inflamatérias (13). Células dendriticas (DC) e macréfagos
(M¢) alveolares expressam DC-SIGN, um receptor que promove a ligacdo e
internalizacdo de conidios de A. fumigatus e células leveduriformes de C.
albicans pela via das galactomananas (62).

TLR2, TLR4 e TLR9 séo os principais receptores do tipo Toll (TLRS),
envolvidos no reconhecimento de componentes flngicos, como
fosfolipomananas e DNA. Em geral, a ligacdo a esses receptores dependem da
espécie fungica, morfologia e rota de infeccdo. De forma semelhante aos
CLRs, como receptores de manose e DC-SIGN, os receptores Toll facilitam a
apresentacao do antigeno pelas células dendriticas e modulam a resposta das

células T (13).
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No contraponto da relacdo parasito-hospedeiro, os fungos possuem
mecanismos de escape da resposta imune inata, como por exemplo, bloqueio
do reconhecimento de B-glucanas e inibicdo da opsonizacgéo (63, 64). Conidios
de fungos filamentosos, como Aspergillus spp. estimulam os receptores TLR2 e
TLR4 a induzir uma resposta Thl, enquanto as hifas levam a reducdo do
reconhecimento por TLR4, permanecendo intacta a sinalizagdo dos TLR2, o
que estimula a producdo de IL-10, uma citocina anti-inflamatéria (65, 66).
Essas espécies podem ainda manter os conidios viaveis por mais tempo
quando internalizados pelas células epiteliais, e quando internalizados por
fagécitos “profissionais” como os macrofagos (M¢) sdo capazes de induzir a
secrecdo de citocinas pro-infamatérias, gerando uma resposta exacerbada que
vai culminar em dano ao hospedeiro (13).

A eficacia da resposta imune depende da acdo coordenada das
imunidades inata e adaptativa. DCs sdo excepcionalmente habeis em
decodificar a informacdo associada ao fungo e a capacidade desses subtipos
celulares em ativar diversas vias de sinalizagdo, conferem a essas células a
propriedade de modelar a resposta das células T. Por exemplo, DCs
inflamatérias iniciam as respostas do tipo Thz e Thiz, por meio da via de
sinalizacao envolvendo TLRs, enquanto DCs tolerogénicas ativam as respostas
Thi e de células T regulatorias (Treg) (13).

Uma resposta predominantemente Thi, caracterizada pela producéo de
IL-2, IFN-y e TNF-q, esta relacionada com a imunidade protetora contra as
infeccbes fungicas. Em contraste, a resposta do tipo The, caracterizada pela
producdo de IL-4, IL-6 e IL-13, pode promover efeitos deletérios, como

respostas alérgicas ou infec¢do crbnica (62). A ativacdo da resposta Thi é
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determinada pela resposta das DCs a combinagdo dos TLRs e CLRs e dos
PAMPs presentes no fungo. Por meio da producdo de IFN-y e indugdo da
producdo de anticorpos opsonizantes, as células Th1 coordenam a ativacao de
fagdcitos nos sitios da infeccéo (13).

Considerando a resposta Thl como a mais adequada contra as
infec¢des fungicas, faz-se necessario compreender o papel das citocinas proé-
inflamatorias no design da resposta imunologica. IFN-y, por exemplo, € uma
citocina que aumenta as defesas do hospedeiro promovendo atividade de
células mononucleares e fagocitos polimorfonucleares que sdo criticos na
defesa contra fungos filamentosos (67). Bellochio e colaboradores (68)
demonstraram que pacientes infectados com Aspergillus spp. que
desenvolveram uma resposta Th2, com aumento da producao de citocinas anti-
inflamatérias como IL-4 e IL-10, apresentaram uma supressdo da atividade
efetora de macréfagos devido a diminuicdo da producao de IFN-y, bem como a
atividade linfoproliferativa de linfocitos pela supresséo de IL-2, culminando em
quadros de alergia e infeccdo progressiva. Esses dados corroboram os
resultados de Calish e Kashino (69), que em modelo murino experimental para
o estudo de paracoccidioidomicose, demonstraram que a secre¢ao de IFN-y e
TNF-a, seguidas da secrecao de IL-2, desempenham um papel fundamental
nos mecanismos de resisténcia contra Paracoccidioides brasiliensis. Em
contraste, a secre¢cao mais tardia dessas citocinas pro-inflamatérias associada
a secrecdo de IL-5, IL-10 e TGF-F caracterizaram a doenga progressiva nos
animais.

A importancia do TNF-a no controle das infecgbes fungicas pode ser

demonstrado em pacientes que desenvolvem artrite reumatoide e fazem uso de
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antagonistas dessa citocina no tratamento (70, 71). Sabe-se que esses
pacientes ficam suscetiveis as infeccbes por Candida spp. e Aspergillus spp.,
uma vez que TNF-a € liberado em resposta contra fungos e estimula a
expressdo de citocinas e moléculas de adesdo de linfocitos que leva ao

recrutamento de neutréfilo e fagocitos envolvidos no clearance da infeccéo

(71).
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Figura 2. Diferenciacdo de células TCD4 em resposta a infeccdo fungica. A
figura descreve os fatores de transcricdo envolvidos, citocinas produzidas e
possiveis funcdes efetora e regulatéria induzidas pela interacdo dos linfécitos
com as células dendriticas (DCs). A habilidade das DCs em responder aos
fungos a partir de diversas vias de sinalizagdo intracelular que refletem a
ligagéo entre PRRs e PAMPS, confere plasticidade ao sistema e contribui para
a modelagem da resposta de células T (Adaptado de Romani, 2011).

2.3.3 — Composicao do infiltrado inflamatoério
Os infiltrados inflamatérios nas infeccbes cutaneas provocadas por

fungos, de maneira geral, sdo constituidos por linfécitos, neutréfilos e
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macréfagos. S&@o observadas reagBes granulomatosas, muitas vezes
supurativas, dependentes do “status” imunoldgico do paciente (72).

Miranda et al. (73) avaliando gatos naturalmente infectados com
Sporothrix spp., demonstraram também experimentalmente em camundongos
imunossuprimidos que a esporotricose estimula o desenvolvimento de
granulomas com fagdcitos que sdo incapazes de destruir as células fungicas.
Os mesmos autores observaram, ainda, que a inibicdo das funcdes dos
macréfagos aumentou a susceptibilidade do hospedeiro, corroborando os
dados de Antachopoulos e Roilides (14), que citam a participacdo de G-CSF,
M-CSF e GM-CSF, glicoproteinas importantes para a producéo e ativacao de
fagdcitos que sdo cruciais na defesa contra fungos. Anteriormente, em 2007,
Sa e colaboradores demonstraram também a presenca de células de
Langerhrans no tecido cutaneo de pacientes portadores de cromoblastomicose,
apontando que a persisténcia do fungo no tecido esta relacionada a ativacéo
de linfocitos e producgéo de 6xido nitrico (74).

Com relacdo as formas cutaneas da hialohifomicose provocada por P.
lilacinum, diversos autores descrevem a presenca de infiltrados inflamatérios
mistos nas lesdes dos pacientes, compostos por macréfagos, neutréfilos e DCs
(8, 75, 76). Uma vez que as infecgbes cutaneas constituem a maior parte dos
casos de hialohifomicose provocada por fungos, é necessario ressaltar a
importadncia dessas células na fagocitose e apresentacdo de antigenos e,

consequentemente, na eficiéncia da resposta adaptativa (14).
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2.3.4 — Imunossupressao: a agcdo da dexametasona e o impacto na
infeccdo por P. lilacinum

A dexametasona é um glicocorticéide (GC) sintético com mecanismos de
acdo idénticos ao do cortisol (ou hidrocortisona), o qual € o mais importante
corticosteréide natural produzido pelo cértex da glandula supra-renal.
Comparado ao hormonio, a droga apresenta maiores poténcia antiinflamatéria
e efeitos miopéticos e tempo de agéo prolongados (77).

Um dos mecanismos de acao dos glicorticOides € a transrepressao, por
meio do qual mondmeros e receptores de GC interagem com fatores de
transcricdo, como a proteina ativadora 1 (AP-1) e o fator nuclear kB (NF-kB),
por interacdo proteina-proteina e promovem efeito inibitério de suas funcdes.
Por essa via, por exemplo, a sintese de citocinas pré-inflamatérias como IL-2,
IL-6, TNF-a e prostaglandinas é reduzida (77).

De acordo com Lionakis e Kontoyiannis (78), glicocorticoides afetam o
ndamero de leucécitos mononucleares, provocando linfopenia e monocitopenia
reversiveis. A droga afeta principalmente a imunidade celular, qualitativa e
funcionalmente, depletando linfécitos TCD4* circulantes, e em menor escala,
TCD8*, além de mondcitos, macréfagos e polimorfonucleares. Os autores
afirmam ainda, que a ativacdo, proliferacdo e migracdo de linfécitos é
prejudicada, bem como favorece uma resposta predominantemente Th2, por
meio do aumento na sintese de IL-4, IL-5 e IL-10 e diminuicdo das citocinas
pro-inflamatérias, como IFN-y e IL-12.

A corticoterapia provoca importantes impactos na imunomodulacdo da
resposta imune a fungos, uma vez que prejudica consideravelmente a

efetividade da resposta Thl nessas infecgbes (12). Em 2012, de Sequeira (18)
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demonstrou no modelo murino que drogas imunossupressoras como a
dexametasona interferem nas respostas linfoproliferativas provavelmente pela
reducdo na sintese de IL-2, essencial para a expansao clonal dos linfocitos
ativados, especialmente TCD4*. Desta forma, € possivel que na infeccdo por P.
lilacinum uma menor disponibilidade de IL-2 favoreca a reducdo de IL-1 pelos
macréfagos regulando negativamente os mediadores pro-inflamatorios, como
IFN-y (18).

De acordo com estudos realizados por nosso grupo (17,18), a
hialohifomicose provocada por P. lilacinum, com apresentacdo de quadros
clinicos, na maioria dos animais inoculados requer a imunossupressao dos
camundongos. Ao contrdrio dos imunocompetentes, 0s animais
imunossuprimidos apresentaram mortalidade mais acentuada, perda de peso,
alteracdes de comportamento e maior suscetibilidade a infec¢do, comprovada
pela presenca de alteracdes histoldgicas e lesdes aparentes, além de aumento

significativo da carga fungica no baco dos camundongos desse grupo.

2.3.5 — Subpopulagbes de linfécitos importantes na hialohifomicose

provocada por P. lilacinum
e Linfécitos T

Linfécitos T representam um importante componente da resposta imune
do hospedeiro as infec¢des fangicas, uma vez que pacientes com AIDS ou
demais quadros de imunossupressdo sao altamente suscetiveis a fungos
patogénicos ou oportunistas, como Candida albicans, Aspergillus fumigatus,
Cryptococcus neoformans, Histoplasma capsulatum, Pneumocystis jiroveci e

Purpureocillium lilacinum (79).

17



TCD4* - Como exposto anteriormente, o papel dos linfécitos TCD4* no
controle inicial das infec¢des contra fungos € bem definido. A diferenciacao de
células T CD4+ virgens em células T “helper’” especificas depende da
apresentacdo de antigenos pelas APCs, do acoplamento de moléculas co-
estimulatérias e é influenciado por citocinas produzidas na resposta inicial ao
antigeno (80).

As duas maiores subpopulacbes de linfocitos TCD4, Thl e Th2, séo
caracterizados por diferentes padroes de produgcdo de citocinas e tém
diferentes papéis na resposta imune. Cada subpopulacéo induz fungbes que
podem ser efetivas contra certos patdgenos e ineficazes ou patolédgicas contra
outros (81).

Com base em evidéncias clinicas e dados experimentais, podemos
inferir que o estabelecimento de um modelo Th1/Th2 esta diretamente ligado a
quadros de resisténcia ou suscetibilidade. Células Thl secretam IFN-y, TNF-a
e IL-2 e essas citocinas intervém em respostas celulares, como
hipersensibilidade tardia e ativacdo de macro6fagos, desempenhando um papel
central na resisténcia a patégenos intracelulares, como fungos. No entanto,
células Th2 estdo envolvidas em respostas humorais e alérgicas, por meio da
secrecdo de IL-4, IL-5, IL-6, 1I-10 e 1I-13, citocinas que estimulam a producéo
de anticorpos importantes no combate a patdgenos extracelulares. Além disso,
a resposta Th2 inibe o desenvolvimento das atividades biologicas de Thl (82,

83).

TCD8" - A despeito do papel central de linfécitos TCD4* na imunidade

contra as infec¢des fuangicas ha evidéncias de que linfécitos TCD8* também
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possam mediar uma resposta protetora contra fungos, especialmente em casos
de falhas na funcdo efetora de TCD4*, como por exemplo, em quadros de
imunossupressao (18,82). Particularmente, tem sido demonstrado que células
TCD8*, de forma semelhante as TCD4*, apresentam plasticidade na sua
capacidade de regular a imunidade antifungica, agindo diretamente nos sitios
da inflamagé&o, por meio de mecanismos citotoxicos dependentes da liberacéo
de perforinas e granzimas. Podemos citar como exemplo as infec¢des por
Aspergillus fumigatus, nas quais € sugerido que sua acao citotoxica confira

imunidade nos casos de aspergilose invasiva (82).

Tregs - Ainda com relagé@o ao papel de linfécitos TCD4™, no clearance da
infeccdo fangica, devemos considerar que o sistema imune ndo se mantém
inerte a presenca de fungos comensais ou parasitas, e, portanto, é necessario
um equilibrio no fino balanco entre os processos Th1/Th2 (13). Nesse contexto,
as células T regulatorias (Tregs), uma subpopulacdo de linfécitos T
especializados, sdo responsaveis por manter a homeostase pela supressao,
ativacao, proliferacdo e funcéo efetora, bem como a producgéo de citocinas, de
diversas células. A habilidade de controlar a resposta imune torna essa
subpopulacdo importante no controle de doencas autoimunes, alergias, bem
como a manutencgdo da tolerancia a enxertos e ao feto durante a gravidez (84).

Essa populacao celular se caracteriza pelo fenétipo CD4*CD25*FoxP3*
e € amplamente categorizada em dois grupos: Tregs Naturais e Tregs induzidas.
As Tregs Naturais séo originadas no timo durante os estagios fetal e neonatal
iniciais de desenvolvimento das células e sdo potencialmente capazes de

reconhecer auto-antigenos. Uma vez geradas, essas ceélulas sdo exportadas
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para os tecidos periféricos, onde previnem a ativacdo de outras células T
autorreativas que tém potencial de se desenvolver em células efetoras(85).

Células T regulatérias naturais expressam ainda a molécula co-
estimulatoria CTLA-4 (“‘cytotoxic T-lymphocyte antigen-4”) e fator de necrose
tumoral (TNF) da superfamilia GIRT“(“glucocorticoid-induced TNF receptor”).
Diferentemente das células T convencionais, que regulam positivamente a
expressdo de CD25 ap0s a ativagdo, essa subpopulacdo mantém a expressao
de CD25, provavelmente devido a ligagdo continuo dos seus TCRs a auto-
antigenos na periferia sob condi¢cdes normais nao inflamatorias (85).

De modo similar, células Tregs induzidas se originam no timo, porém,
derivam de populagbes classicas de linfocitos T ou das Tregs nNaturais. A
expressdo de CD25 nessas células é variavel, dependendo da forma de
apresentacdo da doenca e do sitio de atividade regulatoria. Além disso, a
funcdo das Tregs induzidas é dependente de citocinas imunossupressoras,
especialmente IL-10 (85, 86).

Apesar de ambos 0s subtipo se originarem no timo, as Tregs induzidas
necessitam de exposicdo ao antigeno num contexto imunoldgico distinto para
se diferenciarem. Por exemplo, a exposi¢cao antigénica por via intranasal ou
oral, parece induzir seletivamente o surgimento desse fenétipo celular. Além
disso, diferentemente das Tregs Naturais, que apresentam funcionalidade como
consequéncia de uma ligacéo forte dos TCRs, o desenvolvimento de células
regulatorias na periferia pode ser desencadeado por antigenos de baixa
afinidade ou alteragdes no sinal de transdugéo dos TCRs (85, 87, 88).

As Tregs podem suprimir uma diversidade de células do sistema imune,

incluindo TCD4*, TCD8*, Natural killers (NK), linfocitos B e APCs. Essas
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células sdo capazes de suprimir as funcdes de linfocitos T virgens
convencionais, bem como células T efetoras e de memoria. Além disso, as Tregs
suprimem sua proliferacdo diretamente, sem a presenca de um antigeno
apresentado pelas APCs (87).

Um dos mecanismos utilizados por essas células para perfazer a
imunossupressao € a morte direta de células efetoras, uma vez que, apos a
ativacao, células T regulatdrias naturais expressam serino protease granzima A
(humano) e B (camundongo) e depletam células T convencionais perforina-
dependentes suprimindo a interacdo CD95-CD95L. Entretanto, o principal
mecanismo de supressao das Tregs consiste na ativagao das APCs, por meio
da expressdo de CTLA-4, que competitivamente inibe a ligacdo de CD28 com
seus ligantes CD80 e CD86, que sdo regulados negativamente, impedindo,
desta forma, o sinal co-estimulatério das células efetoras (84,87).

Tregs N80 apenas reduzem a funcdo apresentadora de antigenos das
APCs, mas também criam um ambiente imunossupressor por meio da reducao
de IL-6 e aumento da producédo de IL-10 pelas DCs. Além disso, Tregs podem
produzir grandes quantidades de TGF-B, que funciona como um inibidor da via
TCR/CD3 e induzindo células T convencionais a apresentarem um fendtipo
imunossupressor com a expressao de FoxP3. Outra via de silenciamento da
atividade efetora das células do sistema imune mediada por citocinas é a
adsorcao da IL-2 no ambiente por meio da superexpressao de CD25 (84).

No que se refere a funcdo regulatéria dessas células nas infeccoes
fungicas, foi demonstrado em 2014 por Baker e colaboradores (89) o papel
fundamental dessas células em infec¢cdo humana, de individuos saudaveis, por

Aspergillus fumigatus. Nessa populacdo, a expanséo de Tregs funciona como
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um mecanismo efetivo de prevencdo da ativacdo de uma resposta imune
inapropriada, enquanto em individuos alérgicos, células Th2 especificas séo
fortemente expandidas apesar da presenca de Treg. Também em 2014, Schulze
e colaboradores (90), utilizando modelo experimental BALB/c depletado de
Tregs, demonstraram que na infeccdo por Cryptococcus neoformans, estes
camundongos desenvolveram uma resposta Th2, com producdo de citocinas
anti-inflamatérias como IL-4 e 1I-13, o que promoveu um quadro de extensa
pneumonia, ao contrario dos camundongos selvagens, cuja efetividade das

células T regulatorias levou ao controle da infeccao.

e Linfocitos B

Linfécitos B s&o importantes componentes da resposta imune
adaptativa, que desempenham suas fungdes protetoras por meio da secrecdo
de milhares de anticorpos diferentes, especializados no reconhecimento de
diferentes antigenos (82).

Independentemente do claro papel da imunidade celular na defesa do
hospedeiro contra a maioria, sendo todos os fungos (91), e do pouco
conhecimento acerca dos mecanismos por meio dos quais a resposta imune
humoral atua no combate a essas infeccdes, diversos autores propdem que 0s
anticorpos possam desempenhar funcdes importantes na ativacdo do sistema
imune. Essa atuacdo seria por meio da opsonizacdo e auxilio a fagocitose,
através da limitagdo do crescimento das hifas presentes no interior dos
fagdcitos e agindo como neutralizadores de proteases ou toxinas produzidas

pelos fungos e ativando o sistema complemento (91-93).
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No trabalho publicado por nosso grupo em 2013 (19), foi demonstrada a
producdo de anticorpos especificos contra P. lilacinum, em modelo murino. E
interessante notar que mesmo em titulos mais baixos, comparados aos
camundongos imunocompetentes, 0s animais imunossuprimidos foram
capazes de produzir anticorpos especificos, sugerindo que a acao da
dexametasona nao foi capaz de inibir por completo a imunidade humoral.
Quanto ao papel dos anticorpos na infeccdo fungica, os camundongos
imunocompetentes, embora tenham permanecido células fangicas viaveis no
organismo até 45 dias apos a infeccdo, em sua maioria ndo desenvolveram a
hialohifomicose com sinais clinicos aparentes. Sendo assim, apesar de o
conceito de que a imunidade celular seja o principal mecanismo de defesa
contra patdgenos intracelulares, se aceita, atualmente, a idéia de que certos

tipos de anticorpos possam ser protetores (13,94).

2.3.6 — Memodria celular

Outro mecanismo importante da resposta imune celular € a formacéo de
células de memdria. A definicdo classica de memaria imunolégica destaca as
propriedades de algumas populacfes celulares em reconhecer um estimulo
antigénico prévio e responder mais rapida e vigorosamente a uma segunda
exposicao, conferindo protecédo imediata (94, 95).

Linfocitos T virgens podem ser caracterizados pela expresséo reciproca
de CD45RA ou CD45R0O. Geralmente, as células virgens CD45RA+/CD45R0-
representam a populacdo mais heterogénea de linfocitos e migram através dos
orgaos linféides secundarios, nos quais ocorre a apresentacdo dos peptideos

antigénicos pelas DCs. Apés o reconhecimento, proliferam e dao origem a uma
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progénie de células efetoras (CD45RO*), dependentes de condi¢cdes
estimulatorias e das citocinas do ambiente (94). Durante esse processo de
diferenciacéo, as funcdes efetoras e potencial de migracdo dessas células sao
regularmente coordenados e apés a erradicacdo do patégeno, a maioria de
células T efetoras morrem, deixando um “pool” heterogéneo de células de
memb©ria, dividido em subgrupos com base em sua funcéo efetora, capacidade
proliferativa e potencial de migracdo (94). Esses subtipos sdo definidos pela
expressdo dos “homing receptors” CCR7 e CD62L de acordo com suas
propriedades e categorizados em memoria central (Tcm), memoria efetora (Tewm)
e memoria residente (Trwm) (96).

Células de memoria central expressam CD62L e CCR7 e podem
produzir IL-2 e proliferar intensamente. Comparadas aos linfocitos virgens
(CD45RA), as células de memoria central possuem maior sensibilidade ao
estimulo antigénico, dependem menos de co-estimulo e regulam positivamente
CD40L, promovendo maior feedback as DC e linfécitos B. Depois do estimulo
primario, essas células produzem principalmente IL-2, mas apos a proliferacédo
se diferenciam em células efetoras Thl ou Th2 (97).

Em contrapartida, células de memdria efetora (Tem) perdem ou reduzem
a expressdo de CCR7 e CD62L, o que indica a migracédo desses linfécitos para
o tecido inflamado. Comparadas as Tcwm, as Tem Se caracterizam por sua rapida
funcdo efetora e por serem menos proliferativas (84,96). CD8 Tem ou Tewmra
(expressam CD45RA) carreiam grandes quantidades de perforina e ambos,
CD4 e CD8, produzem altos niveis de IFN-y e IL-4, IL-4 e IL-5 poucas horas

apos o estimulo antigénico.
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Recentemente, o fenétipo CD62L/CCR7- tem sido descrito com o das
células de memoria residente. Essas populacdes sdo encontradas nos
epitélios, mucosas intestinal e vaginal, glandulas salivares, vias aéreas, cérebro
e ganglios (CD8), bem como no parénquima pulmonar (CD4) (98).

Para compreendermos a heterogeneidade fenotipica dessas células, é
importante destacar as moléculas implicadas nos processos de formacgéo da
memoria celular. Chemokine receptor 7 (CCR7) € um receptor de quimiocinas
que contém dominios transmembrana e medeia seus sinais por meio da
proteina heterotrimétrica G, expresso em DCs maduras e semi-maduras,
timécitos durante estagios especificos do seu desenvolvimento, linfécitos T e B
virgens, Tregs e células de memodria. O receptor também € expresso em
diferentes células ndo imunes, especialmente em diversos tipos de tumores
malignos (99, 100). CCR7 controla, ainda, a migracdo de células para 6rgaos
linféides secundarios, tecidos inflamados e subsequentemente, seu
posicionamento de acordo com o compartimento funcional definido (99).

O segundo receptor, CD62L, é uma L-selectina que atua na entrada de
leucocitos tanto nos tecidos linféides secundarios através das vénulas
endoteliais altas (HEV) como em tecidos né&o linféides inflamados (101). A
expressdo de CD62L em células T virgens € necessaria para sua recirculacdo
no sangue e linfonodos. Através da adesdo por rolamento, essa molécula
desacelera o trafego dos linfocitos pelo acoplamento dos ligantes expressos
nas vénulas endoteliais altas. Em consequéncia disso, uma cascata de
sinalizacdo desencadeada pela ativacao de linfocitos CCR7™ leva a ligacao e

transmigracgéo dos linfocitos ao linfonodo (102).
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Por analogia a estudos humanos, cujas células de memoéria central sdo
CD45R0O* e expressam, constitutivamente, CCR7 e CD62L, nos modelos
murinos as células de memodria podem ser subdivididas segundo o fenotipo
apresentado: Tcwm, que sdo CCR7MINCD62LMI"CD44Neh @ Tem CCR7-/°WCD62L-
flowCD44Migh (101). CD44 é uma glicoproteina polimorfica expressa na superficie
de muitos tecidos e linhagens celulares, implicada em diversas fungdes
incluindo o retorno dos linfocitos aos tecidos linféides, ativacdo de leucdcitos,
linfopoiese e metastase tumoral. Essa molécula intervém na ligagdo entre
células e a matriz extra celular via acido hialurbnico e apds ativacdo dos
linfécitos T virgens, a alta expressao de CD44 permanece nas células de
memoéria (103, 104). Baaten e colaboradores (104) reportam que a expressao
de CD44 é essencial para a geracao de células Thl de memdria por promover
a sobrevivéncia das células efetoras, porém, essa dependéncia nao €
encontrada em perfis Th2, Th17 ou em células TCD8*, apesar da expressao
similar desse marcador.

Nas infeccdes fungicas, a despeito da importancia das células TCD4* de
memodria, trabalhos demonstram que, na auséncia dessas células, linfocitos
TCD8* efetores podem mediar a resisténcia aos fungos. Essas células podem
se diferenciar em células de memodria de longo termo e manter-se na
circulagdo, mesmo na auséncia do “help” de TCD4*, bem como retém a

capacidade de produzir citocinas (105, 106).
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3. OBJETIVOS

3.1- Objetivo geral
Analisar a infeccdo e avaliar a importancia da manutencdo da resposta
imune celular, sistémica e in situ, de camundongos C57BL/6, imunocompetente

e imunossuprimidos, desafiados com conidios de Purpureocillium lilacinum.

3.2—- Objetivos especificos
a) Estudar a evolugéo da infeccao fungica nos modelos competentes e
suprimidos.
b) Descrever as lesbes cutaneas e sistémicas envolvidas durante o
curso da infeccao.
c) Caracterizar fenotipica e funcionalmente a resposta imune, sistémica

e in situ, dos animais infectados correlacionando a infeccao.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 - Isolado de Purpureocillium lilacinum
O isolado utilizado nesse trabalho, denominado PL.P, proveniente de
biopsia de pele de paciente humano, foi gentilmente cedido por Dra. Annete
Fothergill do Fungus Testing Laboratory, University of Texas Health Science
Center de San Antonio, Estados Unidos. Esta depositado na Colecdo de
Culturas de Fungos Filamentosos do Instituto Oswaldo Cruz sob o codigo 10C-

4665.

4.2 - Condicdes de cultivo e preparo da suspensao de conidios

O fungo foi cultivado em meio liquido BD (batata dextrose), a
temperatura ambiente e sob agitacdo (100rpm) por dez dias, para esporulagao.
Os conidios produzidos foram separados do micélio por filtracdo e
centrifugados por 15 min a 380 x g. Para as lavagens foi utilizada solugéo
salina tamponada com fosfato (PBS 50 mM, pH 7,2) (107) e ressuspensédo do
“pellet”, posteriormente quantificado em camara de Neubauer. A viabilidade das

células foi avaliada por unidade formadora de col6nia (UFC) (108).

4.3 - Animais e inoculacao

Duzentos e noventa e seis camundongos C57BL/6, SPF, machos, de
seis a oito semanas de idade, provenientes do Centro de Criagdo de Animais
de Laboratério (CECAL) e pesando aproximadamente 21 g foram utilizados

nesse estudo.
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Os camundongos, em namero de cinco por caixa, conforme preconizado
pela CEUA (FIOCRUZ) foram mantidos em micro-isoladores de polipropileno
autoclavaveis, contendo camas de maravalha de Pinus e receberam racéo e
agua filtrada autoclavadas ad libitum. Os micro-isoladores foram dispostos nos
racks ventilados ALESCO, com medidas de troca de ar de 350 m3h, com

umidade e temperatura (+ 23°C) controladas.

Todos os procedimentos com os animais foram realizados de acordo
com os Principios Eticos na Experimentagdo Animal adotado pelo Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA), apés licenciamento do projeto
pelas Comissbes de Etica para o Uso de Animais da Fiocruz e do Instituto

Oswaldo Cruz, sob os nimeros LW-20/13 e L-031/2015, respectivamente.

Os animais foram divididos da seguinte forma por experimento: 100 para
avaliacdo da infeccdo e resposta imune sistémicas, e 48 para avaliagdo da
infeccdo subcutanea resposta imune in situ e a partir dai, subdivididos nos
seguintes grupos:

Experimento 1 — Avaliagcdo da infeccdo e resposta imune (por

citometria de fluxo) sistémicas

Grupo Cl1 — 30 camundongos imunocompetentes inoculados com P. lilacinum,
18 utilizados para os experimentos imunolégicos e 12 para a curva de

sobrevivéncia;

Grupo CCi - 15 camundongos imunocompetentes inoculados com PBS, 9
utiizados para o0s experimentos imunologicos e 6 para a curva de

sobrevivéncia;
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Grupo Sl - 30 camundongos imunossuprimidos inoculados com P. lilacinum,
18 utilizados para os experimentos imunoldgicos e 12 para a curva de

sobrevivéncia;

Grupo SCi - 15 camundongos imunossuprimidos inoculados com PBS, 9
utilizados para o0s experimentos imunolégicos e 6 para a curva de

sobrevivéncia.

Grupo CI/SIi — 6 camundongos imunocompetentes inoculados com P.

lilacinum, observados por 21 dias e posteriormente imunossuprimidos.

Grupo CC/SCi1 — 4 camundongos imunocompetentes inoculados com PBS,

observados por 21 dias e posteriormente imunossuprimidos.

Experimento 2 — Avaliacdo da infeccdo subcutanea e resposta
imune (por imunohistoquimica) in situ
Grupo Cl2 - 16 camundongos imunocompetentes inoculados com P. lilacinum;
Grupo CC: - 8 camundongos imunocompetentes inoculados com PBS;
Grupo Slz - 16 camundongos imunossuprimidos inoculados com P. lilacinum;
Grupo SC:2 - 8 camundongos imunossuprimidos inoculados com PBS;

A imunossupressédo dos camundongos (grupos Sli, SCi, Sl2 e SC») foi
realizada por via oral, pela administracdo na agua, de solucéo estéril contendo
fosfato dissodico de dexametasona na concentragdo de 1mg/kg e tetraciclina a
1000 mg/L (cada camundongo ingere aproximadamente 5mL de agua). O
tratamento foi iniciado trés dias antes da inoculagdo experimental com o
isolado fangico e até o final do experimento (17). Para os grupos CI/SI1 e

CC/SC1, os animais foram imunossuprimidos utilizando a mesma solucao
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descrita acima, porém, a imunossupressao foi iniciada no 21° dia apds a
inoculagéo até o 35° dia, final do experimento.

No experimento 1 (infeccdo e resposta imune sistémicas), a inoculagao
foi realizada por via intravenosa, no plexo retro-orbital do olho direito. Apés a
utiizacdo de 01 gota de colirio anestésico a base de cloridrato de
proximetacaina 0,5%, os grupos CI1, SI1 e CI/SI1 foram inoculados com 0,02
mL da suspenséo de células (109), contendo 1x10° conidios de P. lilacinum. Os
grupos controle (CC1, SC1 e CC/SC1) foram inoculados com PBS. Em cada
ponto de observacao (dias 7, 14 e 21), seis animais dos grupos Cl1 e Sl1 e trés
dos grupos CCi e SC: foram submetidos a eutanasia. Os camundongos

utilizados para a curva de sobrevivéncia e os pertencentes aos grupos CI/Sl1 e

CC/SCi foram todos submetidos & eutanasia no 35° apés a inoculacéo.

No experimento 2 (infeccdo subcutanea e resposta imune in situ) 0s
animais foram inoculados por via subcutdanea na base da cauda. Os
camundongos, em posi¢cao dorso-ventral, foram inseridos em contensor de
acrilico e, ap6s tricotomia da regido da base da cauda, os grupos Clz e Slz
foram inoculados com 0,02 mL da suspensdao de células, contendo 1x10°
conidios de P. lilacinum. Os grupos controle (CC2 e SC2) foram, similarmente,
inoculados com PBS. Em cada ponto de observacéo (dias 1,3,5 e 7), quatro
animais dos grupos Clz e Slz e dois dos grupos CC:z e SC2 foram submetidos a

eutanasia.

Ambos experimentos foram repetidos uma vez para confirmacéo de sua

reprodutibilidade.
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4.4 - Sinais clinicos

A andlise dos sinais clinicos consistiu na observacao das alteracdes de
peso, comportamento (mobilidade, isolamento e vocalizacdo), lesbes cutaneas
e/ou oculares dos grupos Cli e Sli durante os 21 dias seguintes a inoculagéo, e
comparada aos seus respectivos grupos controle (CCi e SCi). Os grupos
Cl/Sl1 e seu controle CC/SCi foram avaliados 35 dias apds a inoculagdo. Com
excecdo do peso, todos esses parametros foram também observados nos

grupos Clz e Slz2 (experimento 2) até o 7° dia ap0s a infeccgéo.

4.5 - Sobrevivéncia

Os animais dos grupos Cli e Sli destinados a avaliacdo do tempo de
sobrevivéncia foram observados pelos 35 dias subsequentes a inoculacao. A

mortalidade de cada um dos grupos anotada diariamente.

4.6 - Unidades formadoras de col6nia (UFC)

No mesmo momento da necropsia, 0 bago dos camundongos do
experimento 1 (infeccdo e resposta imune sistémicas) inoculados com P.
lilacinum (grupos Cli , Sli e CI/Sl1) foi retirado assepticamente, pesado,
macerado e homogeneizado em meio RPMI estéril. A suspenséo foi ajustada
para 2 mg de tecido/mL e amostras de 150 ul de cada homogeneizado foram
semeadas em placas de Petri contendo meio Agar Mycosel. Isto foi feito para
determinar o namero de células fungicas viaveis (unidades formadoras de
colénias - UFC) no 6rgdo. As placas foram incubadas por 60 dias, a
temperatura ambiente.
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O bacgo dos camundongos utilizados como controle (grupos CC1, SCi1 e

CC/SC1) foram processados da mesma forma.

4.7 - Obtengé&o do sangue e necropsia

Seis camundongos dos grupos Cli e Sli e trés camundongos dos grupos
CC1 e SCi (controles) foram pesados e anestesiados. Foi utilizado cloridrato de
guetamina a 10% associado ao cloridrato de xilazina a 2% para a obtencao de
amostras de sangue por meio de punc¢éo cardiaca nos 7°, 14° e 21° dias pos-
inoculacdo. Em seguida, os camundongos foram submetidos a eutanasia por
exposicdo ao CO2. Os animais foram imobilizados em decubito dorsal em
suporte de disseccdo e apos exame do pélo, pele e mucosas para verificar a
presenca de lesdes dermatoldgicas e focos inflamatérios, foi realizada assepsia
com solucédo alcodlica de iodo a 10% (v/v), e abertas as cavidades toracica e
abdominal. Neste momento, foram investigadas alteragcbes macroscépicas
como cor, consisténcia, tamanho e possiveis lesdes nos diferentes 6rgdos e
foram retirados assepticamente o figado, o baco e os pulm&es. Nos animais
que apresentaram lesOes aparentes na pele foram retirados fragmentos de
aproximadamente 3mm de diametro que foram semeados em meio Agar

Mycosel para confirmagéo da presenca do fungo pela cultura.

4.8 - Anédlise histoldgica e imunohistoquimica

O figado, os pulmdes e os tecidos coletados dos animais do experimento
1 (infeccdo e resposta imune sistémicas) foram fixados em solugdo de

formalina tamponada com fosfato a 10%; desidratados em solucdo alcodlica
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crescente de 70 a 90%, 60 min cada, e submetidos a inclusdo em parafina para
0 exame histologico. Os cortes dos tecidos foram montados em laminas e
corados pelas técnicas de hematoxilina-eosina (H&E), pelo método de Grocott
(impregnacéo pela prata) e pela coloracao &acido periddico-Schiff (PAS) para a
realizacdo das analises.

Os camundongos utilizados no experimento 2 (infeccdo subcutanea e
resposta imune in situ) foram submetidos a eutanasia por exposi¢cdo ao CO: e
apos assepsia da regido, foram retirados cirurgicamente fragmentos de pele de
aproximadamente 3 mm de diametro ao redor do ponto de inoculagdo. A
amostra foi dividida em duas partes, para andlise histolégica e
imunohistoquimica. A porcao destinada as andlises histolégicas foi processada
como descrito para 0 experimento 1, enquanto a porgdo destinada a
imunohistoquimica foi embebida em resina OCT e armazenada em freezer -
80°C. Em seguida, os cortes foram montados em laminas silanizadas (trés
cortes em cada lamina), fixados em acetona e mantidas em freezer -80°C até o
momento da marcagdo com anticorpos especificos. Primeiramente, as laminas
foram hidratadas em PBS seguida da inibicdo da peroxidase enddgena com
solucdo contendo peréxido de hidrogénio (Dako — California, USA) durante 10
min a temperatura ambiente. Os cortes foram submetidos a duas lavagens em
PBS durante 5 min cada e para a inibicdo de ligacdes inespecificas foram
incubados em solugcdo contendo BSA 0,4% por 20 min a temperatura ambiente.
Apos, foram adicionados os anticorpos especificos anti-iNos, anti-IL-1, anti-
elastase neutrofilica e anti-CD68 por 18h a 4°C. O controle da reacdo foi
realizado pela supressdo do anticorpo primario em um dos cortes em cada

lamina. Ao término da incubacdo, foram realizadas 2 lavagens em solugéo
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PBS, 5 min cada, seguidas de incubagao com anticorpo biotinilado anti-coelho
(Dako — California, USA) por 25 min, e mais 2 lavagens com PBS. Os cortes
foram incubados com estreptavidina-peroxidase por 25 min e apds 2 lavagens
com PBS, a reacéo foi revelada utilizando o kit AEC (Invitrogen — California,
USA). ApGs a visualizagdo da marcacdo em microscopio optico (Nikon eclipse
E400), a reacao foi interrompida com agua tipo Il e feita a contra coloracdo com
hematoxilina de Meyer (Sigma — Missouri, USA) seguida da montagem em
Faramount medium (Dako — California, USA). Os cortes foram avaliados em
microscépio Otico, e 0s resultados expressos em percentual de células
positivas ou percentual de campos marcados dependendo da molécula
avaliada, como discriminado nas legendas das figuras. Foram avaliados 500

células ou 20 campos em aumento 400X por meio do software ImageJ.

4.9 - Imunofenotipagem por citometria de fluxo

A suspensdo de células do baco, descrita no item 4.6, foi utilizada
também para a obtencdo de células mononucleares. As hemacias foram
lisadas pela adicéo de 3 ul de tampao de lise (0,1M NH4Cl, pH 7.15) por baco e
a concentracdo celular foi ajustada para 1x107 células por mL. Foram
transferidos 100ul das amostras nos pocos de placas de 96 pocos. Apods 2
lavagens consecutivas com tampao de coloragéo gelado FACS (PBS, 0,1% de
BSA, 0,01% de azida sédica) e centrifugacdo por 10 min em 670 x g, a 4°C,
foram adicionados as amostras 20ul de tampéao de bloqueio (PBS, BSA 0,1%,
azida sédica 0,01% e Molico 5%) contendo o anticorpo 2.4G2, para bloqueio
de receptores Fc-y, por 5 min a 4°C. Posteriormente, foram adicionados os

anticorpos conjugados a diferentes fluorocromos, de acordo com a analise
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proposta, descritos na tabela 1. A seguir é apresentada a metodologia de cada

marcagao:

a) Marcacdao extracelular de linfécitos T de memdéria

Foram adicionados anticorpos anti-CD3, anti-CD4, anti-CD8, anti-CD44,
anti-CD62L, anti-CD197 (CCR7) em tampado de bloqueio distribuidos em
20ul/amostra, incubados por 30 min a 4°C. Apés lavagens com tampéo FACS,
as amostras foram fixadas com tampao cytofix-cytoperm (BD — New Jersey,
USA) por 20 min a 4°C e novamente lavadas e ressuspendidas em

150ul/amostra de tampé&o FACS.

b) Expressao de FoxP3

Para verificar a expresséo do fator de transcrigdo FoxP3, inicialmente, foi
feita a marcacao extracelular com anticorpos anti-CD4 e anti-CD25 em tampao
de bloqueio distribuidos em 20ul/amostra, incubados por 30 min a 4°C. Apés
lavagens com tampdo FACS, as células foram permeabilizadas com
100ul/amostra de tampéo fix-perm FoxP3 por 45 min a 4°C. Foram realizadas
lavagens com tampéo perm-wash FoxP3 e as amostras ressuspendidas em
100ul de perm wash contendo o anticorpo anti-FoxP3 por 30 min a 4°C.
Posteriormente, foram realizadas lavagens com tampédo de permeabilizacdo e
as amostras ressuspendidas em tampédo de permeabilizacdo/bloqueio por 60
min a 4° C. Seguida a essa etapa, também foi realizada a marcacao intracelular
para verificar a producédo de IL-10. Para isso, foi adicionado o anticorpo anti-IL-

10 em 20ul/amostra de tampéo de blogueio, incubado por 30min a 4°C e apos
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foram realizadas lavagens e ressuspensdo em 150ul/amostra de tampao

FACS.

¢) Marcacao intracelular de citocinas

Para analise das populac¢des produtoras de citocinas, apds a marcagao
de superficie, as amostras foram lavadas com tampédo de permeabilizacao
(PBS, BSA 0,1%, azida sodica 0,01%, saponina 1%) e marcadas com 0S
anticorpos  anti-IFN-y, anti-TNF-a e anti-IL-2 em tampdo de
permeabilizacao/bloqueio (PBS, BSA 0,1%, azida sddica 0,01%, Molico 5%,
saponina 1% - 100ul/amostra), por 30min a 4°C. Seguida a esta etapa, foram
realizadas lavagens com os tampdes de permeabilizacdo e FACS. As células

foram ressuspendidas em 150ul/amostra de tampao FACS.

Seguido as etapas de marcacdo extra e intracelular de todas as
analises, as amostras foram transferidas para mini-tubos de 1,2 mL (Beckman
Coulter - California, USA) e estocadas a 4°C até o momento da aquisicdo no
citbmetro de fluxo Gallios (Beckman Coulter, California, USA). A analise dos
dados obtidos foi realizada com o “software” FlowJo (Flow Cytometry Analyses
Software, Tree Star - Oregon, USA). A populacao de linfécitos T foi definida a
partir da criacdo de uma regido em grafico de pontos baseado no tamanho no
eixo “x” (FSC: “foward scatter”) versus granulosidade das células (SSC: “side

scatter”) no eixo “y” e também da marcacao de CD3.
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Tabela 1:

imunofenotipagem por citometria de fluxo.

Anticorpos

conjugados

a fluorocromos

utiizados na

ANALISE TIPO DE MARCAGAO MOLECULA FLUOROCROMO
CD3 Alexa 647
CD4 APCCy7
. L. CD8 PE CF594
Células T de memaria Extracelular CD a4 V500
CD62L Alexa 700
CD 197 (CCRY7) PerCP 5.5
CD4 FITC
Células T regulatérias E_xtracelular / €D25 PeCy7
intracelular FoxP3 APC
IL-10 PE
CD3 Alexa 647
CD4 FITC
~ L Extracelular / CDS8 PE CF594
Produgdo de citocinas intracelular INF-y APC
TNF-a PECy7
IL-2 PE

4.10 - Andlise estatistica

O teste t-Student foi utilizado para a comparacdo da variacdo de peso

entre os grupos inoculados com o fungo do experimento 1 (Cli1 e Sli1) e seus

respectivos grupos controle (CCi1 e SCi1). Nas analises imunolégicas foi

aplicado o teste Mann-Whitney. Dados de sobrevivéncia foram analisados pelo

teste Kaplan-Meier seguido por “log rank tests”. O P-valor 0.05 ou menor foi

considerado significativo.
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5. RESULTADOS

5.1 - Sinais clinicos da doenc¢a nos camundongos inoculados

No experimento 1 (Infeccdo e resposta imune sistémicas) nao foram
observados sinais clinicos da hialohifomicose em camundongos
imunocompetentes, tanto infectados (Grupo Cl1) quanto controles (Grupo CCa).
Estes animais se mantiveram com atividade normal durante todo o periodo de
observacdo, sem apresentar lesdes externas visiveis nem qualquer alteracéo
nos oOrgdos internos apos eutanasia. Quanto aos camundongos
imunossuprimidos, ambos os grupos infectado (Grupo Sli) e controle (Grupo
SCi), apresentaram queda de pélo, apatia e perda de peso. Os camundongos
infectados com o fungo apresentaram também lesfes na pele (dermatites) e na
base da cauda e em alguns casos, ceratite, caracterizada pela opacificacdo da
coérnea, em ambos os olhos a partir do 14° dia apds a inoculacdo, compativeis
com a descricdo das manifestacdes clinicas da doenca em humanos (Figura 3).
A cultura realizada a partir da bidpsia desses tecidos foi positiva para P.

lilacinum (dados n&do mostrados).
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Figura 3. Camundongos imunossuprimidos inoculados (i.v.) com
Purpureocillium lilacinum (experimento 1). A - LesBes fungicas nos 6rgaos
internos (seta preta); B - Lesfes dermatoldgicas no dorso (seta vermelha) e C -
Ceratite no olho direito (seta branca).

No experimento 2 (infeccdo subcutanea e resposta imune in situ), 0s
camundongos foram observados por 7 dias ap0s a inoculacdo. Similarmente ao
observado nos grupos do experimento 1, os camundongos imunocompetentes
(Grupos Cl2z e seu controle CC2) ndo apresentaram quaisquer sinais clinicos da
hialohifomicose. Nos grupos imunossuprimidos (Grupo Sl2 e seu controle SC>),
0s animais apresentaram também apatia e queda de pélo, e o grupo infectado
(Sl2) apresentou lesdes ulceradas e purulentas no ponto de inoculagéao (Figura
4). Trés camundongos deste grupo apresentaram ceratite, um deles em ambos
os olhos no 5° dia ap6s a inoculagéo e dois no olho esquerdo aos 7 dias apos a
inoculacédo (dados ndo mostrados). A cultura dos tecidos das lesdes foi positiva
para P. lilacinum e ndo foram observadas altera¢cdes morfolégicas nas colbnias

(dados nédo mostrados).
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Figura 4. LesOes na base da cauda (seta) de camundongos imunossuprimidos
inoculados por via subcutanea com Purpureocillium lilacinum (experimento 2).
A - Dia 3 ap6s a inoculacéo; B - Dia 7 apds a inoculacéao.

5.2 - Variacao de peso dos camundongos

Com relacdo a variacdo de peso entre os grupos, foi possivel observar
ganho de peso nos camundongos imunocompetentes, tanto inoculados com o
fungo quanto os controles (Grupos Cl1 e CC1), sem diferenca entre os grupos.
Em contraste, os camundongos imunossuprimidos perderam peso, porém, o
grupo infectado com o fungo (Grupo Sli) perdeu significativamente (p-valor
<0,05) mais peso comparado ao seu controle inoculado com PBS (Grupo SC1),

em todos os pontos de observagao (Tabela 2).
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Tabela 2: Variagdo de peso dos camundongos imunocompetentes e

imunossuprimidos inoculados com Purpureocillium lilacinum

Dias apés inoculacao

Grupo

0 7 14 21
Cli 219 T 23,49 1,43 T 24,42 +1,93 T 27,11 + 1,86
CC 219 T 24,7 +1,27 T 24,96 + 3,25 T 25,14 +1.47
Sh 21g l 17,27 +1,78* l 17,57 +0,93* l 16,83 + 2,83*
SC1 21g l 19,09 + 1,91 l 18,19 + 1,02 l 18,90 + 1,48

Cl1 = camundongos imunocompetentes inoculados com P. lilacinum

CC1 = camundongos imunocompetentes inoculados com PBS

Sl1 = camundongos imunossuprimidos inoculados com P. lilacinum

SC1 = camundongos imunossuprimidos inoculados com PBS

| perda de peso em relagéo ao dia 0 1 ganho de peso em relacéo ao dia 0

*p-valor <0,05 quando comparado o grupo infectado com o seu controle

5.3 - Sobrevivéncia dos camundongos

A figura 5 mostra o percentual de sobrevivéncia dos quatro grupos
observados no experimento 1. Como esperado, 0S grupos controle, tanto
imunocompetentes (Grupo CCi) quanto imunossuprimidos (Grupo SCi)
apresentaram 100% de sobrevivéncia até o final do experimento. Ja 0s grupos
de animais infectados imunocompetentes (Grupo Cli1) apresentaram 75% de
sobrevivéncia, enquanto o percentual apresentado pelos imunossuprimidos
(Grupo Sh) foi de 50%. Cabe ressaltar que o ultimo grupo apresentou, além de
menor percentual de sobrevivéncia, uma mortalidade mais precoce comparada

aos imunocompetentes e sinais clinicos da hialohifomicose.

42



< 100 : : e - Cl
o

& 4. CC
«@ 1
E 80- L 1 ] —r S|1
5 1 SC
2 60+ 1
m A A J

(&)

S 404

©

2

S 204

o

[0

D- 0 1 1 1 1 1 1 1

0 5 10 15 20 25 30 35
Dias ap6s ainoculagéao

Figura 5. Curva de sobrevivéncia dos camundongos imunocompetentes e
imunossuprimidos. Sobrevida apés a inoculacéo intravenosa de 1x10° conidios
de Purpureocillium lilacinum e grupos controle inoculados com PBS durante o
periodo de 35 dias apos a infeccdo. Cli = camundongos imunocompetentes
inoculados com P. lilacinum; CCi = camundongos imunocompetentes
inoculados com PBS; Sl1 = camundongos imunossuprimidos inoculados com P.
lilacinum e SC1 = camundongos imunossuprimidos inoculados com PBS.

5.4 - Reisolamento de células fungicas

Para a avaliagdo da infec¢do utilizamos como parametro a quantificacao
de unidades formadoras de colbnia. As UFC foram reisoladas a partir do cultivo
de tecido esplénico dos camundongos inoculados por via intravenosa
(experimento 1), nos dias 7, 14 e 21 ap6s a inoculacdo. Podemos observar
uma similaridade na curva de recuperacdo de células fangicas em ambos 0s
grupos (Cli e Sl1), com um pico de obtencdo de células no 7° dia apds a
infeccdo, decaindo ao longo do experimento. Entretanto, a quantificacao
dessas células foi significativamente maior no grupo imunossuprimido (Slz)
comparado ao imunocompetente (Cl1), no 7° dia apos a inoculagéo (Figura 6).

Para esse experimento, assim como para a quantificacdo de linfocitos
TCD4* e TCD8*, acrescentamos o grupo de camundongos imunocompetentes
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gue sofreram imunossupressao a partir do 21° dia (Grupo Cl1/Sl1). Neste grupo
foi observado que aos 35 dias ap0s a inoculacdo, o numero de células fangicas
recuperadas do baco foi maior que no ponto anterior naqueles camundongos

gue néo foram imunossuprimidos (Grupo Cla).

4 .
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3 - —e—3SI1
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0 7 14 21 35
Dias apos a inoculagao

Figura 6. Numero de células de Purpureocillium lilacinum recuperadas de
fragmentos de baco de camundongos imunocompetentes e imunossuprimidos.
As linhas azul e vermelha representam os grupos experimentais, Cl1 e Slz,
respectivamente, e cada ponto a média de UFC recuperada de fragmentos de
baco de seis camundongos eutanasiados com 7, 14 e 21 dias apés a
inoculacao. A linha verde pontilhada representa o grupo Cli/Sly,
imunossuprimido a partir do 21° dia apés a inoculagéo e submetido a eutanasia
no 35° dia para a quantificacédo de células fungicas do bacgo. *P < 0,05.

5.5 — Exame histoldgico

5.5.1- Andlise histopatolégica

No experimento 1 (infeccdo e resposta imune sistémicas) foram
avaliadas alteracbes histologicas no pulmdo de camundongos
imunocompetentes e imunossuprimidos. Nos grupos controle (Grupos CC1 e
SC1) ndo foram observadas quaisquer alteragcdes no tecido pulmonar desses
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animais nos tempos avaliados. Apenas um camundongo imunocompetente
infectado apresentou no dia 14 pdés-inoculacdo, pneumonite piogranulomatosa
multifocal moderada, ndo relacionada a infeccéo.

No periodo inicial da infec¢cdo (até o dia 7), ndo foram observadas
alteracbes nos cortes histologicos pulmonares de camundongos
imunossuprimidos (grupo Sh). Entretanto, dois camundongos
imunocompetentes do grupo Cli1 apresentaram pneumonia granulomatosa
multifocal moderada. Foram observadas estruturas fungicas semelhantes a
conidios no tecido (Figura 7A), evidenciadas pela coloracdo de Grocott (Figura
7B).

Néo foram detectadas alteracdes histolégicas nos grupos no periodo
intermediario de observacdo (do dia 7 até 14). Ao final do experimento,
portanto, 21 dias apds a inoculagéo, ndo se observaram alterac6es nos cortes
histoldgicos provenientes de camundongos imunossuprimidos inoculados com
o fungo. Apesar da presenca de células inflamatorias, ndo foram evidenciadas
estruturas fangicas pela coloragdo de Grocott. O mesmo resultado foi
observado nos grupo dos camundongos imunocompetentes, no qual apenas
um camundongo apresentou pneumonite granulomatosa difusa e moderada
aparentemente sem relacdo com a infeccao, devido a auséncia de estruturas
fungicas no tecido (dados ndo mostrados).

No grupo dos camundongos imunocompetentes que sofreram
imunossupressao (Grupo Cli/ Sl1), ndo foram detectadas alteracbes no tecido
pulmonar, porém, apesar da auséncia de alteracbes histoldgicas, foram

observados conidios na parede dos alvéolos (dados ndo mostrados).
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Figura 7. Corte histologico de tecido pulmonar de camundongos
imunocompetentes inoculados com Purpureocillium lilacinum, 7 dias apos a
inoculagcdo. A — Estrutura fangica semelhante a conidio no citoplasma de
fagdcito (seta preta). Coloracéo por H&E; B — Estrutura fungica no parénquima

pulmonar (seta preta). Coloracéo por Grocott.

A analise histologica do tecido coletado de camundongos inoculados na
base da cauda (experimento 2 — infeccdo subcutanea e resposta imune in situ)
estd demonstrada na figura 8. N&o foram observadas alteracdes nos
camundongos controle (Grupos CCz e SC2) em nenhum dos tempos
observados. No entanto, os camundongos imunocompetentes inoculados com
P. lilacinum (Grupo Cl2), em todos os dias ap6s o inéculo (dias 1, 3, 5 e 7)
observou-se dermatite, paniculite e ulceracdes na pele com infiltrado
inflamatério difuso atingindo as dermes superficial e profunda, constituido por
diversas células inflamatérias. As coloracdes de PAS e Grocott evidenciaram a
presenca de poucos conidios no tecido subcutaneo, localizados no interior de
macréfagos no primeiro dia apés a infeccao. No terceiro dia apés a inoculacdo
foi detectada a presenca de hifas, além de abundantes conidios intra e
extracelulares e no dia 5 foi observado também a necrose das fibras na
musculatura estriada esquelética e focos de fibrose na derme e tecido
subcutaneo. Numerosos conidios no interior de macrofagos e neutroéfilos foram

observados no tecido subcutaneo e também na derme superficial em meio ao
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infiltrado inflamatorio. No final do periodo de observacgéo, portanto, 7 dias apos
a inoculacdo, a pele dos camundongos apresentou acantose e foram
observados conidios no interior de macrofagos.

De maneira geral, os camundongos imunossuprimidos inoculados com
P. lilacinum (Grupo Sl2) apresentaram lesdes mais severas e maior numero de
estruturas fungicas que os imunocompetentes (Grupo Cl2) a partir do primeiro
dia apos inoculagcdo. Em todos os pontos de observacdo, a analise histologica
do tecido coletado desses animais revelou a formacao de infiltrado inflamatorio
difuso e/ou multifocal, que foi se intensificando até o final do experimento.
Também foram observadas extensas areas de Ulcera recoberta por crostas,
dermatite e paniculite supurativa. No dia 1, foi revelada a presenca de
numerosos conidios no interior de macrofagos e hifas no tecido. No terceiro dia
apo6s a inoculagéo, o infiltrado variou de moderado a acentuado. A extensdo do
infiltrado atingiu as dermes superficial e profunda e musculatura esquelética
adjacente (miosite supurativa), sendo mais intenso no tecido subcutaneo.
Abundantes conidios foram observados no interior de fagocitos. No dia 5 p6s-
in6culo, além da presenca de conidio no interior dos fagocitos e no tecido,
também foram observadas hifas nas crostas que recobriam as ulceracdes dos
camundongos imunossuprimidos. Ao final do experimento, foi observada a
formacéo de infiltrados inflamatorios multifocais, abundantes conidios e hifas

nas crostas, derme e principalmente tecido subcutaneo.
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Figura 8. Corte histoldgico dos tecidos cutdneo e subcutdneo de camundongos
imunocompetentes (coluna esquerda) e imunossuprimidos (coluna direita)
inoculados por via subcutanea com Purpureocillium lilacinum, no dia 1 apés a
inoculacdo. A e B - Infiltrado inflamatério difuso atingindo as dermes superficial
e profunda. Coloracdo por H&E. C - Estruturas fungicas semelhante a hifas no
tecido (seta vermelha). D - Estruturas fungicas semelhante a conidios,
dilatados e langcando tubo germinativo (seta vermelha). Coloracéo por Grocott.

5.5.2 — Andlise imunohistoquimica
As tabelas 3 e 4 sumarizam o0s dados obtidos da analise
imunohistoquimica do experimento 2 (infecgdo subcutanea e resposta imune in
situ). O percentual de macréfagos (CD68) e neutréfilos (NE) foi quantificado
dentro de um total de 500 células, além de classificada a intensidade da

producdo de Oxido nitrico e IL-1, variando de discreta (+) a muito intensa

(++++).
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Observamos nos camundongos imunocompetentes (Grupo Cl2) maior
namero de neutrofilos que macréfagos, especialmente, no primeiro dia apés a
inoculacdo (Tabela 3). No entanto, com relagdo a quantificacdo dos
macréfagos, foi possivel notar que o nimero absoluto dessas células tendeu a
aumentar nos tempos finais da observacdo, bem como a producdo de 6xido
nitrico (Tabela 4).

A producdo de IL-1 por macréfagos foi alta no primeiro dia apés a
infecgdo, decaindo drasticamente nos dias 3 e 5 e tendo uma elevacao
significativa ao final do experimento. O grupo controle (Grupo CC2) apresentou
nameros proporcionalmente muito menores que o grupo infectado (Grupo Clz)
(Tabela 4).

N&o foi possivel alcancar o total de 500 células nos camundongos
imunossuprimidos, tanto infectados quanto controles (Grupos Sl2 e SC»).
Quantificamos nesses animais aproximadamente 280 células totais e a
exemplo do observado nos camundongos imunocompetentes, quantificamos
mais neutréfilos do que macréfagos, especialmente no periodo inicial (dia 1) e
final (dia 7) do experimento (Tabela 3). Essa mesma variagdo ocorreu com a
producéo de 6xido nitrico, porém, com relacdo a producéo de IL-1, os dias 1 e
3 parecem ter sido o pico de maior atividade (Tabela 4).

A figura 9 ilustra a analise das células com marcacao positiva de
moléculas de superficie e intracelulares presentes nos grupos
imunocompetente e imunossuprimido. Foi possivel, também, observar a
presenca de estruturas fungicas nos tecidos corados por hematoxilina (dados

nao mostrados) corroborando os dados do exame histopatologico (item 5.5.1).
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Tabela 3: Quantificacdo de macrofagos (CD68) e neutréfilos (NE) de

camundongos imunocompetentes e imunossuprimidos

D1 D3 D5 D7
(%) de células positivas
Cl2 18.6 15.9 25.6 44.9
3 CCz 6.8 6.6 7.6 8.8
Macrofagos
Slz 7.1 8.2 25 8.7
SC2 4.0 1.8 0.5 0.5
Cl2 62.6 25.6 44.8 29.8
. CCz 35 3.2 4.3 2.2
Neutréfilos
Slz 22.1 17.1 11.8 18.5
SC2 4.6 0.7 0.7 0

Tabela 4: Intensidade de producédo de 6xido nitrico (NOS) e IL-1 por células de

camundongos imunocompetentes e imunossuprimidos

D1 D3 D5 D7

IL-1 Clz ++ + + +++

CC. + + + +

Sl + + + +

SC:2 + + + +
NOS Clz ++ ++ +++ +++

CC + + + +

Sl2 + + + +

SC2 + + + +

Cl2 = camundongos imunocompetentes inoculados com P. lilacinum
CCz2 = camundongos imunocompetentes inoculados com PBS

Sl2 = camundongos imunossuprimidos inoculados com P. lilacinum
SC2 = camundongos imunossuprimidos inoculados com PBS

D1, D3, D5 e D7 — Dias ap6s a inoculagdo
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Figura 9. Analise imunohistoquimica de bidpsia de pele de camundongos
imunocompetentes e imunossuprimidos. A coluna da esquerda demonstra a
marcacao positiva de células e moléculas intracelulares presentes nos grupos
imunocompetentes e a coluna da direita, nos imunossuprimidos. A e B -
Quantificagdo de macréfagos (Clz, Sl2); C e D - Quantificagdo de neutrdfilos
(Clz, Sl2); E e F - Producéo de IL-1 (Clz, Sl2); G e H - Producao de 6xido nitrico
(Clz, Sl2); 1 e J - Controle negativo da reagao.
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5.6 - Resposta imune sistémica

A sequir, serdo descritos os resultados da imunofenotipagem de células
T coletadas do baco de camundongos imunocompetentes (Cli) e
imunossuprimidos (Sl1), com seus respectivos controles (CC1 e SCi) do

experimento 1 (infecg&o e resposta imune sistémicas).

5.6.1- Quantificacdo de linfécitos CD4* e CD8* no baco de camundongos
Imunocompetentes e imunossuprimidos

Com relacdo a quantificacdo de células CD4* e CD8* esplénicas de
camundongos imunocompetentes (Grupos Cli e Sli1), observamos um
predominio de linfécitos CD4* sobre CD8*, por todo o periodo experimental
(Figura 10A). Apesar dessa diferenca, o percentual tanto de linfécitos CD4*
quanto CD8* foi maior nos camundongos infectados (Grupo Cli1) que nos
grupos controle (CCi1). Observamos ainda, que o predominio dessas células foi
maior nos dias 7 e 14 apds a inoculacdo, decaindo ao final do periodo
experimental (Figura 10A). Vale destacar que o grupo Cli1 apresentou maior
percentual de CD4 no dia 7 e de CD8 no dia 21 quando comparado ao grupo
controle CCa.

Diferentemente do observado nos camundongos imunocompetentes, 0S
grupos imunossuprimidos (Sli e SCi) apresentaram claramente maior
predominio de linfécitos CD8+, comprovando a a¢do imunossupressora da
dexametasona. Cabe ressaltar, que em contraste com o observado nos grupos
imunocompetentes, o percentual de linfocitos CD4* foi ainda menor no grupo
inoculado com o fungo (Sl1) e teve pequena variagdo ao longo do experimento.

Ao contrario do observado nos linfocitos CD4*, linfécitos CD8* apresentaram
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maiores percentuais no grupo infectado (Sli), comparado ao seu controle
(Grupo SCi), especialmente nos tempos iniciais da infeccdo, decaindo
ligeiramente ao fim do experimento (Figura 10B).

No grupo dos camundongos inicialmente imunocompetentes que sofreram
imunossupressao apos 21 dias (Cli/Sl1), foi observado que o percentual de
linfécitos CD4+ (23%) foi significativamente menor que de CD8+ (54%) nos
animais infectados e controle (28% e 56%, respectivamente), similarmente ao
demonstrado na cinética dos animais imunossuprimidos, demonstrando mais

uma vez a acdo da dexametasona sobre essas células (dados nao mostrados).
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Figura 10. Quantificacdo de linfocitos TCD4* e TCD8* esplénicos de
camundongos inoculados com Purpureocillium lilacinum e grupos controle
inoculados com PBS nos dias 7, 14 e 21 ap6s a inoculacdo. A - Camundongos
imunocompetentes; B - Camundongos imunossuprimidos. Cli = camundongos

imunocompetentes inoculados com P. lilacinum; CCi1: = camundongos
imunocompetentes  inoculados com PBS; Sli = camundongos
imunossuprimidos inoculados com P. lilacinum e SCi = camundongos

imunossuprimidos inoculados com PBS. (*) diferenca estatistica entre o grupo
infectado e controle no mesmo periodo de observagédo. (#) Diferenca estatistica
entre os grupos infectados durante o periodo experimental. P < 0,05.
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Na figura 11 estdo demonstrados os graficos representativos do perfil
morfolégico de linfécitos TCD4+ e TCD8+ esplénicos dos camundongos, com
base em tamanho e granulosidade, bem como a estratégia de andlise das

subpopulacdes de memoaria central e efetora/efetoras.

- vy~ —y - .A_.. -...;',

Combination Gates (FlowJo)

Figura 11. Graficos representativos do perfil morfolégico das células T de baco
dos camundongos imunocompetentes inoculados com PBS (controle positivo) e
estratégia de analise de subpopulac6es de memdéria central e efetora/efetoras.
A) Discriminagdo de “doublets” (grumos) por meio dos parametros de tamanho
e sinal emitidos pelas células; B) Tamanho (FS) e granulosidade (SS) dos
linfécitos. Um total de 30.000 eventos foi adquirido dentro do “gate”; C)
Quantificagdo de linfécitos T (CD3*); D) Discriminacdo de linfocitos TCD4* e
TCD8* dentro do “gate” de CD3*; E, F e G) Determinacdo da expressao de
moléculas CCR7, CD62L e CD44 (marcadores de memoria central e efetora)
em células CD4* ou CD8*. Para a determinacdo dos fenotipos de memdria
células a marcacdo de células tripla, duplas e simples positivas para cada
marcador foi determinada utilizando-se a ferramenta de Gates combinatorios
do programa FlowJo X.
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5.6.2. Memoria celular

A cinética da expressao de marcadores de memoria em linfocitos CD4*
provenientes do baco de camundongos imunocompetentes (Grupos Cl1 e CCz)
e imunossuprimidos (Grupos Sl1 e SC1) estd demonstrada na Figura 12. Com
relacdo ao percentual de células CD4* de meméria central, observamos que no
7° dia ap0Os a inoculacdo, os camundongos imunocompetentes apresentaram
maior percentual destas células, comparado aos imunossuprimidos. Este grupo
voltou a apresentar diferenca estatistica ao final do experimento (21 dias),
diferentemente do observado no periodo intermediério da infecgdo (14 dias), no
qual os percentuais de células CD4* de memoria central foram equivalentes em
ambos os grupos (Figura 12A).

Ao quantificar linfocitos CD4* de memoéria efetora/efetores (Figura
12C), nossos resultados demonstraram que, de modo semelhante ao
observado com as células de memoéria central, os camundongos
imunocompetentes (Grupos Cl1 e CCi) foram capazes de apresentar maiores
percentuais deste fenétipo celular que os camundongos imunossuprimidos
(Grupos Sl1 e SC1), no 7° dia ap6s o inoculo. Entretanto, passado o periodo
inicial, este perfil se inverteu, e as células coletadas de camundongos
imunossuprimidos apresentaram maior expressédo dos marcadores de memoria
efetora/efetora.

Nos linfocitos CD8+, observamos que o0s camundongos
imunocompetentes (Grupos Cli e CC1) apresentaram maiores percentuais de
células de memdria central do que os imunossuprimidos (Grupos Sl1 e SCi), no
inicio da infeccao (dia 7) decaindo para niveis similares aos imunossuprimidos

nos dias 14 e 21 (Figura 12B). A cinética da expressdo de marcadores de
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memoria efetora/efetoras, demonstrada na figura 12D, mostra que o0s
camundongos imunocompetentes apresentaram mais células de memodria
efetora/efetoras no inicio da infec¢é@o, porém, este perfil se inverteu no periodo
intermediario (14 dias apds indculo), tornando-se equivalente ao final do
periodo experimental.
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Figura 12. Expressdao de marcadores de memoéria em linfocitos CD4* e CD8*
esplénicos de camundongos inoculados com Purpureocillium lilacinum e grupos
controle nos dias 7, 14 e 21 apoés a inoculacédo. A - CD4* de memdria central
em; B - CD8*de memdria central; C - CD4* de memoria efetora/efetores; D —
CD8* de memoria efetora/efetores. Cli = camundongos imunocompetentes
inoculados com P. lilacinum; CCi = camundongos imunocompetentes
inoculados com PBS; Sl1 = camundongos imunossuprimidos inoculados com P.
lilacinum e SCi = camundongos imunossuprimidos inoculados com PBS. (*)
diferenca estatistica entre os grupos competente e suprimido no mesmo
periodo de observacdo. (#) Diferenca estatistica entre os grupos infectados
durante o periodo experimental. P < 0,05.

5.6.3. Células T regulatorias
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A figura 13 demonstra os percentuais de marcacdo de células T
regulatérias de camundongos imunocompetentes e imunossuprimidos. Os
grupos imunocompetentes, inoculado e controle (Cl1 e CC1, respectivamente)
ndo apresentaram diferencas entre si ao longo do periodo observado.
Entretanto, foi possivel observar no grupo imunossuprimido infectado,
diferencas com relacdo ao seu controle. No 7° dia apds o in6culo, o grupo
infectado (Sl1) apresentou menores percentuais desse fenétipo celular que o
grupo controle (SC1), contudo, do periodo intermediario (até o dia 14) até o fim
do experimento (dia 21), o que observamos foi uma inversdo nesse perfil, com
aumento nos percentuais de células T regulatérias no grupo imunossuprimido
infectado com relagéo ao controle. A figura 14 demonstra a caminho da analise

citofluorimétrica dessas populacoées.
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Figura 13. Expressdo de marcadores de células T regulatérias de
camundongos inoculados com Purpureocillium lilacinum e grupos controle
inoculados com PBS nos dias 7, 14 e 21 apés a inoculagdo. Cl1 =
camundongos imunocompetentes inoculados com P. lilacinum; CCi=
camundongos imunocompetentes inoculados com PBS; Sli = camundongos
imunossuprimidos inoculados com P. lilacihnum e SCi = camundongos
imunossuprimidos inoculados com PBS. (*) diferenca estatistica entre os
grupos imunocompetente e imunossuprimido no mesmo periodo de
observacéo. P > 0,05.
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Figura 14. Gréficos representativos do perfil morfolégico das células T de baco
dos camundongos imunocompetentes inoculados com PBS (controle positivo) e
estratégia de andlise de subpopulacbes de células T regulatérias. A)
Discriminagcao de “doublets” (grumos) por meio dos parametros de tamanho e
sinal emitidos pelas células; B) Tamanho (FS) e granulosidade (SS) dos
linfécitos. Um total de 30.000 eventos foi adquirido dentro do “gate”; C) Selegao
da populacdo CD4*; D, E e F) Moléculas CD25, FoxP3 e 1l-10 (marcadores de
células Treg) expressos por CD4*. Para a determinacéo de células regulatorias
produtoras de IL-10 foi aplicada a ferramenta de Gates combinatérios do
programa FlowJo X.
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5.6.4. Producao de citocinas

Nos dias 7, 14 e 21 apOs a inoculacdo com Purpureocillium lilacinum e
PBS, os linfécitos do baco de camundongos imunocompetentes (Grupos Cl1 e
CC1) e imunossuprimidos (Grupos Sli1 e SCi) foram avaliados quanto a sua
capacidade de produzir citocinas proé-inflamatérias IFN-y, TNF-a e IL-2.
Observamos que os linfécitos de camundongos imunossuprimidos tiveram mais
altos percentuais de producdo de citocinas em CD4*. Com relacdo aos
linfécitos CD8*, observamos essa diferenca especialmente no periodo inicial (7
dias) comparados ao grupo imunocompetente (Figura 15) .

A cinética da expressdo de producdo de IFN-y produzidos pelas células
de camundongos imunocompetentes e imunossuprimidos esta representada na
Figura 15 A e B. Linfocitos CD4* e CD8* de camundongos imunossuprimidos
(Sl1 e SCi) foram capazes de produzir maiores percentuais de IFN-y que as
células dos imunocompetentes (Cli e CCi). Nos linfécitos CD8* esse
percentual foi vinte vezes maior no inicio da infeccao.

Das citocinas analisadas TNF-a foi a que apresentou o maior percentual
de expresséao nas células de camundongos imunocompetentes (Cl. e CC1) nos
tempos 7 e 14 poés-inoculacdo. Porém ao se comparar 0s grupos de
camundongos competentes e suprimidos observamos que os maiores valores
percentuais para essa citocina foram vistos geralmente nos animais
imunossuprimidos (Sli e SCi). Linfocitos CD4+ apresentaram maiores
percentuais no periodo inicial da infec¢ao (dia 7), decaindo gradativamente até
o final do experimento. Em contraste, CD8+ apresentou maiores percentuais no
7° dia apos a infecgdo, com uma queda no periodo intermediario e aumento ao

final do periodo experimental. Foi possivel observar diferengas dentro dos
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grupos ao longo do experimento, tanto entre imunocompetentes quanto
imunossuprimidos (Figura 15C e 15D).

Por fim, a expressao de IL-2 produzida por linfocitos CD4* e CD8* esta
representada pela figura 15E e 15F. Observamos que linfécitos CD4+ de
camundongos imunossuprimidos expressaram maiores percentuais dessa
citocina que CD8+, decaindo gradativamente até o fim do experimento. As
células dos camundongos imunocompetentes, tanto CD4+ quanto CD8+,
mantiveram baixos percentuais de producdo dessa citocina, nos periodos
iniciais e intermediario do experimento, sofrendo um ligeiro aumento ao final do
periodo de observacdo. A figura 16 esquematiza a estratégia de analise das

populacées de linfécitos CD4* e CD8* produtores de citocinas.
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Figura 15. Quantificacdo de citocinas produzidas por linfécitos CD4* e CD8*
esplénicos, coletados de camundongos inoculados com Purpureocillium
lilacinum e grupos controle inoculados com PBS nos dias 7, 14 e 21 apés a
inoculacédo. A e B - Producao de IFN-y por CD4*e CD8*, respectivamente; C e
D - Producéo de TNF-a por CD4* e CD8*, respectivamente; E e F - Producédo
de IL-2 por CD4* e CD8* respectivamente. Cli = camundongos
imunocompetentes inoculados com P. lilacinum; CCi = camundongos
imunocompetentes  inoculados com PBS; Sli = camundongos
imunossuprimidos inoculados com P. lilacinum e SCi = camundongos
imunossuprimidos inoculados com PBS. (*) diferenca estatistica entre o grupo
infectado e controle no mesmo periodo de observacao. (#) Diferenca estatistica
entre os grupos infectados durante o periodo experimental. P < 0,05.
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Figura 16. Graficos representativos do perfil morfolégico das células T de baco
dos camundongos imunocompetentes inoculados com PBS (controle positivo) e
estratégia de analise de populacfes produtoras de citocinas. A) Discriminacdo
de “doublets” (grumos) por meio dos parametros de tamanho e sinal emitidos
pelas células; B) Tamanho (FS) e granulosidade (SS) dos linfécitos. Um total
de 30.000 eventos foi adquirido dentro do “gate”; C) Quantificagao de linfécitos
T (CD3%); D) Discriminacado de linfocitos TCD4* e TCD8* dentro de CD3*; E, F
e G) Citocinas Thl (IFN-y, lI-2 e TNF-a) produzidas por células CD4* ou
CD8*. Para a determinacdo de células tripla, duplas e simples produtoras de
cada citocina foi aplicada a ferramenta de Gates combinatérios do programa
FlowJo X.
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6. DIsScussAo

As infeccdes fangicas invasivas constituem atualmente a maior ameaca
para os hospedeiros imunossuprimidos (14), e dentre elas esta a causada pelo

fungo Purpureocillium lilacinum (7).

Os mecanismos da resposta celular e imunologica contra P. lilacinum
Sa0 escassos, por isso este trabalho buscou elucidar parte das bases celulares
e imunolégicas da interacdo parasito-hospedeiro. A escolha do modelo
experimental C57BL/6 deveu-se a trabalhos anteriores do nosso grupo, que
utilizaram macrofagos peritoneais de camundongos desta linhagem para
experimentos in vitro (16) demonstrando o potencial desse fungo em aderir,
invadir e destruir as células do hospedeiro. Desta forma, partimos para estudos
in vivo na tentativa de melhorar a compreensdo desses mecanismos.

Em 2012, nosso grupo comparou a viruléncia de dois isolados de P.
lilacinum de origem humana, denominados PLT e PLP, e os resultados obtidos
sugeriram que o segundo isolado foi o mais virulento (18) sendo, portanto, o
isolado escolhido para o presente estudo.

A habilidade do fungo em escapar da resposta imune do hospedeiro foi
por nés demonstrada na observacdo dos sinais clinicos da doenca nos
camundongos imunocompetentes e imunossuprimidos. Apesar do fungo P.
lilacinum possuir viruléncia baixa, segundo alguns autores, e necessitar de um
hospedeiro imunossuprimido para invadir e produzir a doenca (10, 58, 59), os
modelos por nés testados nos mostram que o hospedeiro imunossuprimido é
mais suscetivel, sem duvida, porém a capacidade do fungo em permanecer

viavel e circulando no hospedeiro competente € um fato. Observamos no
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experimento 1 (avaliagdo da infeccdo e resposta imune sistémicas) que 0sS
animais imunocompetentes mantiveram-se higidos durante o periodo
experimental, ndo apresentando quaisquer alteracbes comportamentais ou
manifestaces clinicas, como, perda de peso, lesbes nos 6rgados internos ou
externos. Entretanto, a infeccdo foi estabelecida, visto os resultados de
recuperacdo de células do baco até o fim do periodo de observacdo. Em
contraste, 0os animais imunossuprimidos apresentaram, perda de peso, queda
de pélo, apatia, dermatites, lesdes nos 6rgados internos e ceratites em ambos
os olhos, compativeis com os casos descritos de infeccdo humana e
semelhantes ao modelo BALB/c utilizado por Brito et al. (17).

Essas diferencas também foram observadas nos camundongos
inoculados por via subcutdnea (experimento 2 — avaliacdo da infeccao
subcuténea e resposta imune in situ). O grupo imunocompetente infectado com
P. lilacinum e seu controle inoculado com PBS (Clz2 e CC2) ndo apresentaram
sinais clinicos, ao contrario dos imunossuprimidos, que quando infectados
(Sl2), além de apatia e queda de pélo, apresentaram ainda lesdes no local de
inoculacdo (base da cauda), crostas na pele e em alguns casos, ceratite. Os
dados da avaliacdo clinica dos animais, nesse estudo, indicam que a acédo
imunossupressora da dexametasona foi importante na manifestacao clinica da
doenca, observado também em trabalhos anteriores de nosso grupo (17, 18).

A avaliacdo da sobrevivéncia dos camundongos nos permitiu observar
que a mortalidade dos grupos se deveu a acao do fungo, uma vez que 0s
controles imunocompetentes e imunossuprimidos apresentaram 100% de
sobrevivéncia. Aléem disso, os camundongos imunossuprimidos foram mais

suscetiveis a infecc¢ao, pois somente 50% desses chegaram ao final do periodo
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de observagcdo, enquanto que 0S camundongos imunocompetentes
apresentaram 75% de sobrevivéncia ao fim do experimento. Cabe ressaltar que
0 grupo de animais imunossuprimidos teve morte precoce quando comparado
ao grupo competente. Em experimento anterior (18) os camundongos C57BL/6
imunossuprimidos, infectados com P. lilacinum, apresentaram 0% de
sobrevivéncia ao final do experimento (45 dias). Esse resultado foi atribuido,
além da presenca do fungo, mas principalmente, & dose da dexametasona
(5mg/kg) produzindo uma severa imunossupressao e consequentemente maior
suscetibilidade e morte dos animais. Este resultado nos fez reduzir a dose do
imunossupressor para o presente trabalho, permitindo avaliar melhor os
animais infectados chegando ao resultado apresentado.

Um dos critérios que utilizamos para avaliar se os animais haviam se
infectado foi a recuperacdo de células fungicas do baco dos camundongos. O
que demonstrou, claramente, a capacidade desse fungo em permanecer viavel
e circulando no hospedeiro competente quanto nos imunossuprimidos. Foi
interessante observar que embora 0s animais imunocompetentes inoculados
por via endovenosa nao tenham apresentado qualquer sinal clinico da
hialohifomicose, a curva de recuperacao das células fangicas no baco foi
bastante similar em ambos os grupos, com o pico de recuperacdo no dia 7
apos a infeccdo, decaindo gradativamente até o final do experimento. Esses
resultados corroboram os dados obtidos por Brito et al. (17) e de Sequeira (18)
e demonstram a tentativa do hospedeiro em debelar a infeccéo. Entretanto, ao
imunossuprimir os animais no 21° dia apos a infeccdo, no grupo
imunocompetente (CI/Sl1) foi observado um discreto aumento no numero de

células recuperadas (35° dia), comparado ao grupo imunocompetente que nao
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foi posteriormente imunossuprimido. Esse resultado sugere que embora a
tendéncia demonstrada pela curva seja de que os camundongos
imunocompetentes possuam habilidade para promover o “clearance” da
infeccdo ao longo do tempo, a imunossupressédo favoreceu o aumento de
células fungicas no hospedeiro.

Com relagéo as lesdes observadas durante a necropsia dos animais do
experimento 1, atribuimos o aumento de tamanho do baco do grupo
imunocompetente infectado (Cl1), no primeiro ponto de observacao (dia 7 pos
indculo) a intensa resposta linfoproliferativa provocada pela presenca do fungo,
ao contrdrio do observado no seu grupo controle (CCi). A acdo da
dexametasona sobre a resposta proliferativa dos linfécitos também foi
comprovada com base nesses resultados, uma vez que os camundongos dos
grupos imunossuprimidos, infectado e controle, apresentaram atrofia do baco e
alteracdes na cor e consisténcia do érgao (123). Além disso, foram observadas
lesbes nodulares e amareladas, as quais podemos inferir terem sido
provocadas pelo fungo, tendo em vista a cultura positiva do tecido. Esses
dados corroboram os resultados de Brito et al. (17) e de Sequeira (18), porém,
divergem do observado por Hubalek e Hornich (60), que em trabalho
experimental utilizando um isolado de P. lilacinum proveniente de plumagem de
Passer domesticus (pardal) para infeccdo de camundongos imunocompetentes,
observou a presenca de lesdes no figado, peritbnio e baco desses animais.
Contudo, devemos considerar que, além dos autores terem utilizado um inoculo
cerca de 500 vezes maior que o utilizado neste estudo, as lesdes descritas

foram observadas apos 55 dias de infecgao.
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Legrand e colaboradores (110), ao utilizar modelo murino para avaliar
hialohifomicose provocada por Fusarium solani, demonstraram a presenca de
infiltrados inflamatdrios moderados, formados por células fagociticas, como
macréfagos e neutroéfilos. Nossos resultados corroboram os dados da literatura,
uma vez que a andlise histolégica dos 6rgdos provenientes do experimento 1
demonstrou que o0s animais imunocompetentes infectados (Cli e Sli)
apresentaram alteragdes no tecido pulmonar e infiltrados inflamatérios do
mesmo perfil. Foi possivel observar a formacdo desses infiltrados ao redor de
estruturas fungicas semelhantes a conidios e hifas, evidenciadas pela
coloracdo de Grocott. Com relagcdo a nédo terem sido encontradas alteracoes
nos cortes histolégicos provenientes de camundongos imunossuprimidos, uma
possivel explicacéo seria a regido do corte histologico investigada, tendo em
vista resultados de estudos anteriores de nosso grupo divergirem destes dados
exigindo, portanto, analises complementares (18). Além disso, observamos a
presenca de estruturas fangicas nos cortes dos animais inicialmente
imunocompetentes, que sofreram imunossupressao no 21° apds a inoculacdo
(Cl/Sl1) e sendo assim, especulamos que a imunossupressdo tardia tenha
favorecido a recolonizacéo do tecido pelo fungo, comprovado pela recuperagéo
de células ao final do experimento (35° dia).

De acordo com diversos autores (4, 6, 111) a andlise histopatolédgica das
bidpsias de pele dos pacientes infectados com P. lilacinum revela a formacéao
de reacdes granulomatosas, cujos infiltrados inflamatorios sdo constituidos
principalmente por polimorfonucleares e macréfagos, corroborando os
resultados obtidos neste trabalho. Nos camundongos utilizados no experimento

2 (avaliacdo da infeccdo subcutanea e resposta imune in situ), foram
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observadas lesdes ulceradas no ponto de inoculagdo, além da formacédo de
infiltrados inflamatorios multifocais e/ou mistos, constituidos por diversas
células inflamatoérias e diferindo entre os grupos (Cl2 e Sl2) com relagcdo a
gravidade, que foi mais acentuada no grupo Slz. Interessante observar que no
trabalho publicado por Permi e colaboradores (6), relatando a infeccao
provocada por este fungo em paciente imunocompetente, foi observada a
formacdo de fibrose, conforme observamos no presente estudo nos
camundongos imunocompetentes. Sabe-se que a fibrose é a formacédo de
tecido constituido por fibras colagenas em um 6rgdo, em resposta a injuria ou
dano tecidual, sendo assim, especulamos que a condicdo imunoldgica normal
do hospedeiro utiliza esse mecanismo para responder a invaséo e proliferacédo
do fungo no tecido do hospedeiro.

A andlise imunohistoquimica dos fragmentos de tecido coletados dos
camundongos inoculados na base da cauda (experimento 2),
imunocompetentes (Cl2 e CC2) e imunossuprimidos (Slz e SC2) nos permitiu
identificar e quantificar as células, citocinas e enzimas envolvidas na resposta
imune in situ. De maneira geral, percentuais de neutréfilos nos camundongos
imunocompetentes e imunossuprimidos foram maiores que o de macréfagos, a
excecdo do 7° dia apds a inoculagdo, no primeiro grupo. Sabemos que P.
lilacinum € capaz de destruir, in vitro, os macréfagos que fagocitam os
conidios, bem como formar tubos germinativos e hifas nas primeiras 24h apés
a infeccdo (16). Sendo assim, a acentuada diferenga nos percentuais dessas
células pode ser atribuida ao fato de que, apesar de os macrofagos serem a
primeira linha de defesa contra os conidios, os neutrofilos sdo a populacao

celular selecionada para eliminar as hifas (112, 113). Hipotese plausivel de se
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supor uma vez que P. lilacinum, assim como outros agentes da
hialohifomicose, € um produtor de hifas e estruturas adventicias no tecido (29).
Esses resultados s&o corroborados pelos achados de Demirezen e
colaboradores (114), que verificaram o predominio de neutréfilos sobre
macréfagos no esfregacgo cervicovaginal de pacientes infectadas com espécies
de Candida, as quais possuem habilidades de formar hifas e/ ou pseudohifas.
Entretanto, em trabalho publicado por Morgado e colaboradores (115), foram
verificados maiores percentuais de macrofagos comparados aos neutréfilos nas
formas fixas e linfocutaneas da esporotricose. Podemos supor que esses
resultados se devem ao fato de Sporothrix spp., quando no hospedeiro, adquirir
a forma de levedura, contra as quais a resposta imunolégica mediada por
macrofagos pode ser eficaz. Cabe ressaltar ainda a diferenca percentual do
namero de macréfagos, encontrada nesse trabalho, entre o0s grupos
imunocompetente e imunossuprimido, demonstrando mais uma vez a acao da
dexametasona. Sabemos que a droga, ao interferir na sintese de IL-2, pode
suprimir a producdo de marcadores de inflamacdo, como IL-1 (14, 116, 117),
levando a uma deficiéncia na funcdo dos macréfagos. Nossos resultados
corroboram esses dados, uma vez que a producdo de 6xido nitrico e IL-1 pelos
camundongos imunocompetentes variou de moderada a intensa,
especialmente nos periodos finais de observacao, enquanto nos camundongos
imunossuprimidos se manteve discreta em todos 0s pontos.

Considerando que os mecanismos de defesa do hospedeiro dependem
das acOes coordenadas das respostas imune inata e adaptativa, buscamos
analisar os mecanismos por meio dos quais camundongos imunocompetentes

by

e imunossuprimidos reagem frente a infecgcdo sistémica por P. lilacinum.

70



Primeiramente, quantificamos linfocitos CD4* e CD8* em ambos os grupos, e
nossos resultados foram compativeis com os observados por de Sequeira (18)
e Machado et al. (118), sugerindo que a dexametasona pode depletar
seletivamente linfocitos CD4*.

Em 1999, Parimi e colaboradores (119), estudando os efeitos da
dexametasona sobre os linfocitos de criancas portadoras de displasia
broncopulmonar, observaram que a droga induziu alteragdes significativas em
linfécitos CD4* e na razdo CD4*/CD8*, entretanto, pareceu nao ter efeito sobre
células CD8*. Os autores reforcam ainda, que devido ao fato dos linfécitos
CD4* serem a maior fonte de producdo de citocinas proé-inflamatérias, o
decréscimo no numero dessas células poderia explicar as deficiéncias dos
mediadores de inflamacao da resposta imune inata, conforme observamos em
NOSso experimento 2.

Alguns autores consideram a dexametasona capaz de interferir na
expansao clonal e diferenciacdo de células T, de modo geral, uma vez que a
droga inibe a expressao de IL-2, citocina essencial para a expansao clonal de
linfécitos T (120, 121). No entanto, em 2011, Zhang e Bevan (122) afirmaram
que, apesar da IL-2 ser um fator de crescimento de células T, sua expressao
em CD8+ é relativamente baixa, ao contrario do observado em CD4+. Sendo
assim, a citocina envolvida na diferenciacdo das células CD8+ seria a IL-12 e
por essa razao, essas células seriam relativamente refratarias aos efeitos da
dexametasona, continuando a proliferar enquanto outros linfocitos entrariam
em apoptose (123). Essa afirmacgao corrobora os resultados obtidos em nosso
estudo, que demonstrou claramente a acentuada mortalidade de linfocitos

CD4* dos camundongos imunossuprimidos (Sl1 e SCi), especialmente
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naqueles infectados com o fungo, concordando com os resultados de Brandao
(124), que associou a infeccdo experimental por Candida albicans em
camundongos ao uso de dexametasona e observou que, somando os efeitos
da droga e da infecgdo, os animais apresentaram intensa deplecao linfocitéria,
comparados aqueles imunocompetentes.

Ao contrario do observado no grupo imunossuprimido, camundongos
imunocompetentes apresentaram maiores percentuais de CD4* comparado a
CD8*, conforme descrito na literatura, especialmente nos camundongos
infectados (Cli)) com P. lilacinum. Esses dados sugerem que, noS
camundongos imunocompetentes, diferentemente do observado nos
camundongos imunossuprimidos, no quais a presenca do fungo foi capaz de
intensificar a mortalidade celular, a linfoproliferacdo de CD4* foi estimulada
pela presenca do patégeno.

Em trabalho experimental demonstrando a infeccdo em camundongos
pelo fungo Cryptococcus neoformans, Lindell e colaboradores (105)
demonstraram a capacidade protetora de células CD8* em auséncia de CD4*,
por meio do reconhecimento de macréfagos infectados com o fungo e
consequente producéo de IFN-y. E importante lembrar que, embora néo sejam
claros os mecanismos por meio dos quais a resposta imune promovida pelos
linfécitos CD8* nas infeccbes fungicas é efetuada, sabe-se que, em individuos
com deficiéncia de CD4*, os linfécitos CD8* adquirem marcadores de ativagédo
com magnitude similar, além de se diferenciarem em células efetoras
produtoras de IFN-y sem o “help” de CD4*.

No grupo dos camundongos inicialmente imunocompetentes que foram,

posteriormente, imunossuprimidos  (Cl/Sl1), observamos apos a
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imunossupressdo, a inversdo na razdo CD4*/CD8*. Embora ndo tenhamos
quantificado os linfocitos antes da administracdo da dexametasona, assumimos
que o0s animais tinham percentuais equivalentes aos observados nos
camundongos imunocompetentes aos 21 dias ap6s a infeccdo, verificamos
maiores percentuais de CD4*. Ao perfazer a imunossupresséo e apos 14 dias,
portanto no 35° dia apds o indculo, quantificamos essas células e percebemos
que, conforme o esperado, a mortalidade de CD4* foi acentuada e CD8*
apresentou maiores percentuais celulares.

A ativacdo de linfocitos T virgens ocorre apds a apresentacdo do
antigeno pelas células apresentadoras de antigeno (APCs) nos 6érgaos linféides
secundéarios. O design da resposta imune se da pelo reconhecimento
antigénico e acdo de moléculas co-estimulatorias que induzem os processos de
ativacdo e diferenciacdo expressos pelo aumento ou diminuicdo de varias
outras moléculas (125). Sabemos que a geracdao de células de memoria €
delineada por sua capacidade de migracdo e funcdo efetora (126) e essas
células podem ser categorizadas de acordo com a co-expressao de CD62L e
CCRY7 (96).

Em nosso trabalho foi possivel identificar linfoécitos CD4* e CD8* de
memoéria central e memdria efetora/efetores. No primeiro ponto de observacao
(7 dias), linfécitos CD8* de memoria central e efetora/efetores oriundos de
camundongos imunocompetentes foram as maiores populacdes encontradas.
Apesar do consenso entre alguns pesquisadores de que linfécitos CD4* sejam
necessarios (127, 128), alguns trabalhos relatam que linfocitos CD8* requerem
um tempo menor para iniciar a expansdo clonal e, consequentemente,

responder ao estimulo antigénico, o que poderia explicar nossos resultados
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(129, 130). Nos periodos subsequentes, ndo observamos diferencas
estatisticas entre os percentuais de linfécitos CD8* de memdria central entre 0s
grupos imunocompetente e imunossuprimido, porém, do periodo inicial (dia 7)
ao intermediario (14° dia ap06s a infec¢ao), notamos uma maior populacédo de
células CD8* de memodria efetora/efetoras em ambos os grupos. No grupo
imunocompetente, essa diferenga foi maior no grupo controle, ao contrario do
grupo imunossuprimido, cujos animais infectados apresentaram maiores
percentuais desse fendtipo, comparado aqueles que foram inoculados com
PBS. Podemos supor que, em razdo da deficiéncia de CD4*, as células dos
imunossuprimidos (Cl1) tenham expressado esse fenétipo na tentativa de
conter a carga fangica (106), ainda consideravel neste ponto de observagao
como registrado no grafico de recuperacédo de células (Figura 4).

No que concerne a cinética da expressao de linfocitos CD4+ de memoria
central e efetora/efetores, nossos dados foram bastante heterogéneos.
Observamos o predominio de células de memodria central de camundongos
imunocompetentes infectados com P. lilacinum sobre imunossuprimidos (Cl1 e
Sl1, respectivamente), nos periodos inicial (dia 7) e final (dia 21) da infeccéo,
enquanto no periodo intermediario ndo foram observadas diferencas entre os
grupos. Se considerarmos que a presenca do patégeno pode induzir a ativacdo
de APCs e, consequentemente a apresentacdo desses antigenos nos 6rgaos
linféides, onde reside esse fendtipo celular, podemos pressupor que essas
células sofrem ondas de ativacdo durante a infeccdo cronica por nés
observada.

Correlacionando os dados da analise citofluorimétrica com a observacgao

do curso da doenca nos camundongos aqui estudados, observamos que, de
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uma maneira geral, o fenétipo de linfocitos CD4+ de memdria efetora/efetores
apresentou percentuais mais altos comparados as células de memdaria central,
conforme o esperado numa infeccdo sistémica com comprometimento e/ou
presenca do fungo em 6rgédos e tecidos, como por nos demonstrado. Tais
resultados confirmam o descrito na literatura, a respeito da capacidade desse
subtipo celular de migrar para os tecidos periféricos e produzir citocinas em
resposta a presenca do patdégeno (126).

Diversos estudos tém demonstrado que o padrédo Thl de citocinas
possui maior efetividade no controle das infecges fungicas (13, 62, 131). No
entanto, para impedir a exacerbacdo da resposta inflamatéria, que pode
resultar em maior lesdo tecidual, h4 mecanismos imunorregulatérios que
controlam a evolucao da resposta imune, dentre eles, a formacédo de células T
regulatorias (132). Em nosso trabalho, foi possivel identificar a presenca de
células T regulatérias, destacando que no primeiro ponto de observacédo (dia
7), as células dos camundongos imunocompetentes e imunossuprimidos
infectados com o fungo (Cl1 e Sli1, respectivamente) apresentaram menores
percentuais desse fenétipo, comparado aos respectivos controles (CC1 e SCa).

Tal perfil foi também observado por Berod e colaboradores (133), em
infeccdo experimental de camundongos com Mycobacterium bovis e 0s autores
concluiram que a possivel explicacdo para esse fato se deve a maior producao
de células T efetoras na fase aguda da infeccdo, com o objetivo de conter a
acao do patdgeno. Apos esse periodo, foi possivel notar, no presente trabalho,
que os grupos infectados (Cl1 e Sl passaram a expressar mais Tregs quUe Seus

controles (CC1 e SCz1), especialmente 0s imunossuprimidos.
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Correlacionando estes dados com o0s obtidos na analise
imunohistoquimica, na qual observamos um predominio de neutréfilos sobre
macréfagos, podemos supor que as Trg podem ter sido requeridas para
controlar a inflamacéo. Sabemos que ndo apenas reduzem a fungéo das APCs,
mas também criam um ambiente imunossupressor por meio da reduc¢éo de IL-6
e aumento da produgcdo de IL-10, desta forma, suprimindo os efeitos
potencialmente deletérios de neutrofilos por meio da acao da IL-10 (79).

Adicionalmente a celularidade, expansdo e geracdo/manutencdo de
células de memodria central e efetora/efetoras e células T regulatorias, outro
parametro considerado relevante ao avaliarmos a resposta imune a P.
lilacinum, é o perfil funcional dessas mesmas células, ou seja, a producédo de
citocinas. Em nosso estudo, avaliamos a producdo das citocinas pro-
inflamatoérias IFN-y, TNF-a e IL-2 por linfécitos CD4+ e CD8+ coletados do
baco de camundongos imunocompetentes e imunossuprimidos. Nesse
contexto, devemos considerar as diferencas entre o0s dois grupos
experimentais, uma vez que, sabe-se que o0s glucocorticbides, como a
dexametasona, sdo potentes imunossupressores capazes de alterar as fungdes
proliferativas dos linfocitos, bem como a resposta inflamatéria de macrofagos e
outras células(134).

No trabalho publicado em 2005, Antachopoulos e Roilides (14)
descreveram o papel fundamental de citocinas do tipo Thl, como IFN-y e TNF-
a na resposta imune efetiva contra fungos. IFN-y produzido pelos linfécitos
estimula a migracdo, adesdo e atividade antifungica de macrofagos e
neutréfilos contra Candida spp. e fungos filamentosos. Além disso, essa

citocina é capaz de prevenir a supressao da atividade de mondcitos induzida
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pela dexametasona. Os autores relataram ainda que TNF-a, além de estimular
as funcbes de fagocitos, induzem a producdo de outras citocinas pro-
inflamatérias, como o IFN-y, IL-1, IL-16 e IL-12. A importancia da IL- 2 nas
infec¢des fungicas é refletida por sua capacidade de interagir com linfécitos T
que expressam seus receptores e estimular sua proliferacdo. Além disso, foram
descritas suas propriedades semelhantes a lectina, com especificidade de se
ligar a manose presente na parede celular de Candida spp., otimizando a
resposta imune a esse patégeno (107).

A producdo de citocinas supracitadas por linfocitos CD4* e CD8*,
avaliada no presente trabalho, chama a atencéo pelo elevado percentual de
producdo por linfocitos provenientes dos camundongos imunossuprimidos,
principalmente IFN-y, comparado aos imunocompetentes. Apesar de alguns
autores relatarem que hospedeiros imunocompetentes produzem maiores
percentuais de citocinas que 0s imunossuprimidos, uma explicagdo para
nossos resultados é a de que a imunossupressao pode ter induzido uma super
ativacao desses linfécitos e consequentemente alta producédo de citocinas, na
tentativa de coordenar a resposta a infeccdo, especialmente no periodo inicial
da infecgéo (dia 7), em virtude do alto nimero de células fungicas recuperadas
do bacgo desses animais.

Resultados similares aos nossos foram obtidos por Machado e
colaboradores (118), em estudo experimental utilizando camundongos BALB/c
imunocompetentes e imunossuprimidos infectados por Leishmania chagasi. Os
autores observaram um aumento significativo de IFN-y e IL-2 nos grupos
imunossuprimidos, comparados aos imunocompetentes, entretanto, assim

como por nos observado, esses maiores percentuais de producdo de citocinas
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nao tiveram relacdo com a diminuicdo da carga parasitaria. Os autores afirmam
ainda que, apesar dos altos percentuais de producdo de IFN-y, a resposta do
hospedeiro pode ser defectiva, devido a falhas na resposta via IFN-y.

Em sintese, consideramos que nossos resultados reunidos, ampliam os
conhecimentos ndo apenas sobre Purpureocillium lilacinum, mas também
sobre as bases da relacdo parasito-hospedeiro, de modo a contribuir para o

entendimento de seus mecanismos de resisténcia e susceptibilidade.
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7. CONCLUSOES

Os resultados da avaliacdo da infeccdo experimental e da resposta

resposta imune de camundongos C57BL/6, imunocompetentes e

imunossuprimidos, permitem concluir:

X/
L X4

O fungo foi capaz de infectar, mesmo em baixo inéculo, hospedeiros
imunocompetentes e imunossuprimidos. O modelo imunocompetente,
apesar de comprovada a infec¢do, ndo desenvolveu sinais visiveis da
hialohifomicose, ao contrario do observado nos imunossuprimidos que
apresentaram sinais clinicos da doenca como les6es dermatolégicas e
ceratites, compativeis com a descri¢do na literatura dos casos clinicos

humanos de hialohifomicose;

O fosfato dissédico de dexametasona foi eficiente na imunossupressao
dos camundongos, demonstrada pelas alteracées de comportamento,
peso, coloracdo e textura dos Orgdos internos e atrofia do baco, em
virtude de mortalidade celular, comprovada pela quantificacdo dessas

células por citometria de fluxo;

Os camundongos imunocompetentes infectados apresentaram taxa de
sobrevivéncia maior que os animais imunossuprimidos. Houve aumento
do numero de células fungicas no baco dos camundongos
imunossuprimidos, estatisticamente maior que nos imunocompetentes
no inicio da infeccdo. Aléem disso, a imunossupressao foi capaz de

aumentar o numero de células fungicas no baco dos camundongos,
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inicialmente, imunocompetentes que  foram, posteriormente,
imunossuprimidos, indicando que deficiéncias na resposta celular

favorecem a infeccéo fungica;

% A analise histopatolégica dos o6rgdos dos camundongos infectados
revelou:
ea maioria dos animais inoculados por via intravenosa ndo apresentou
alteracdes no tecido hepatico e pulmonar, porém células fungicas,
semelhantes a conidios, foram observadas, juntamente a linfocitos e
plasmacitos.
e0S animais imunocompetentes infectados por via subcutanea
apresentaram dermatite, paniculite e ulceracdes na pele com
infiltrado inflamatério difuso atingindo as dermes superficial e
profunda, constituido por neutréfilos, macréfagos e linfécitos com
presenca de conidios e hifas. Os imunossuprimidos apresentaram
lesbes mais severas e maior nimero de estruturas fungicas que os

imunocompetentes.

% A andlise do perfil imunolégico dos animais infectados revelou:

e na resposta imune sistémica: houve um predominio de linfocitos
CD4+ nos animais imunocompetentes, cuja proporcao de
linfocitos CD4+ e CD8+ se inverteu nos imunossuprimidos,
comprovando a acdo da dexametasona sobre linfécitos CD4*.
CD4* de memoria efetora/efetores foi o fendtipo expresso em

maiores percentuais em ambos 0os modelos, provavelmente por
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essas células terem a capacidade de migrar para tecidos
periféricos e neles realizar suas funcdes. Maior expressdo de
células de memdria central e memoria efetora/efetora CD8*, no
inicio da infecgdo, especialmente no grupo dos imunossuprimidos
com deficiéncia de CD4", podendo ser fundamental para uma boa
resposta imunolégica. Maiores percentuais de Trg em
imunossuprimidos, provavelmente porque nesses animais 0s
efeitos da inflamagdo mediada por neutréfilos poderiam gerar
dano aos hospedeiros. Maior percentual das citocinas pro-
inflamatérias IFN-y, TNF-a e IL-2 no periodo inicial da infecc¢ao (7
dias), resultado, provavel, da producdo intensa pelos linfocitos

CD4+ e CD8+ na tentativa de debelar a infeccao.

na resposta imune in situ: foram observados menores percentuais
de macroéfagos e neutrdfilos, além de menor producdo de Oxido
nitrico e IL-1 por macréfagos dos animais imunossuprimidos
demonstrando a interferéncia quantitativa e qualitativa da

dexametasona sobre as células envolvidas na resposta ao fungo.
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8. PERSPECTIVAS

Como principal perspectiva, temos a publicagcdo de dois artigos, um
deles em ja em fase de submisséo. Adicionalmente, aguardamos o resultado
do processo seletivo PDJ (Pés-doutorado Junior) do CNPq, para o qual
submetemos um projeto que visa a caracterizacdo de peptideos fangicos que
reajam com soro de camundongo por Immunoblotting seguida de analise
proteGmica por MALDI-TOF.

Consideramos que estas abordagens podem contribuir para a obtencao
de dados novos e a compreensdo de aspectos ainda nao elucidados da
resposta imune contra P.lilacinum, ndo apenas no modelo experimental,mas
principalmente promovendo informagdes basicas para estudos futuros acerca

do potencial infeccioso deste fungo.
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