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de Sequeira, D. C. M. Interacé&o in vivo do fungo Paecilomyces lilacinus,
agente causal da hialohifomicose, com o modelo murino C57BL/6. Rio de
Janeiro, 2012. 110 f. Dissertacdo [Mestrado em Pesquisa Clinica em Doencgas
Infecciosas] - Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas.

REsSuMO

Paecilomyces lilacinus € um fungo filamentoso, hialino, assexuado e agente causal da
hialohifomicose. Esse fungo € considerado um patégeno emergente e oportunista
capaz de infectar criangcas, adultos imunossuprimidos, como também
imunocompetentes. O presente trabalho objetivou estudar a resposta a infeccao, in
vivo, de camundongos C57BL/6, imunocompetentes e imunossuprimidos, frente a P.
lilacinus. Dois isolados de origem humana do fungo foram avaliados quanto a
viruléncia, tendo como critérios, sinais clinicos, sobrevivéncia, indice esplénico, lesdes
histolégicas nos animais e reisolamento de células fangicas viaveis do bago. Além
disso, o perfil imunolégico dos animais foi feito através da quantificacdo de células T
CD4+ e CD8+ esplénicas, seus perfis de marcadores de ativagdo e memoria em
linfécitos T (CD25, CD69 e CD62L), e da avaliacdo de anticorpos no plasma contra
epitopos de P. lilacinus. Os resultados demonstraram que ambos os isolados fangicos
apresentaram caracteristicas morfolégicas compativeis com a espécie e foram
capazes de infectar os animais do grupo dos imunocompetentes e provocar a doenca,
com manifesta¢cdes clinicas, no modelo imunossuprimido. Um dos isolados,
proveniente de lesdo cuténea, foi considerado mais virulento, pelos critérios avaliados,
gue o isolado proveniente de lesdo subcutédnea na regido da tibia. A avaliacdo
imunoldgica mostrou diferencas na cinética de expressdo de moléculas de ativacédo
pelos linfécitos CD4+ e CD8+ dos animais inoculados com os dois isolados, sendo
mais recente para o isolado da regido tibial, e tardia para o isolado de pele. Foi
possivel também verificar que esse padrao se mantinha nos animais
imunossuprimidos, mas com um grau de ativacao aparentemente mais elevado do que
nas células obtidas dos animais imunocompetentes. Com relacdo a avaliacdo da
producdo de anticorpos especificos contra o fungo, nossos dados sugerem que a
imunossupressao ndo exerceu influéncia na resposta humoral, visto que ambos o0s
grupos de animais, imunocompetentes e imunossuprimidos, inoculados com o fungo

foram capazes de produzir anticorpos IgG especificos anti-P. lilacinus.

Palavras chaves: Paecilomyces lilacinus, viruléncia, modelo experimental,

imunossupressao, resposta imune celular e humoral.



de Sequeira, D. C. M. Interaction, in vivo, of the fungus Paecilomyces
lilacinus, etiological agent of hyalohyphomycosis, with C57BL/6 murine
model. Rio de Janeiro, 2012. 110 f. Master [Science dissertation in Clinic
Research in Infectious Diseases] - Instituto de Pesquisa Clinica Evandro
Chagas.

ABSTRACT

Paecilomyces lilacinus is a filamentous, hyaline, asexual fungus and causal agent of
hyalohyphomycosis. This fungus is considered an emergent and opportunistic
pathogen, to be able to infect children and adults immunosuppressed, as well as
immunocompetent ones. This study investigated the response to infection, in vivo, of
the immunocompetent and immunosuppressed C57BL/6 mice inoculated with P.
lilacinus. Two strains from human lesions were evaluated regarding virulence using the
following criteria: clinical signs, survival, splenic index, histopathological lesions and the
number of viable fungal cells recovered from spleen. Besides, the immunological profile
of the mice was done by quantification of CD4+ and CD8+ on splenocytes and their
profiles of activation markers on T lymphocytes (CD25 and CD69), as well as memory
markers (CD62L), and evaluation of antibodies in plasma against P. lilacinus epitopes.
The results demonstrated that both strains showed morphological features compatible
with the species and were able to infect the immunocompetent group of animals and
cause disease, with clinical manifestations, in the immunosupressed model. One of the
strains from skin lesions was considered to be more virulent than the strain from
subcutaneous lesion of the tibia area.

The immunological evaluation showed differences in the activation molecules
expression in CD4+ and CD8+ T cells obtained from animals infected with each fungal
strain. Activation happened earlier in cells from the tibia strain infected animals, when
compared to those obtained from animals infected with the skin isolated strain. We
were also able to observe the same pattern of expression in cells obtained from
Immunosuppressed infected animals, although the degree of activation seem to be
much higher than those observed in the immunocompetent mice. It was also possible
to suggest that the immunosuppression did not interfere in the humoral immune
response, since both groups of the animals, immunocompetent and
immunosuppressed, inoculated with the fungus were able to produce specific IgG anti-

P. lilacinus antibodies.

Key words: Paecilomyces lilacinus, virulence, experimental model,

immunosuppression, cellular and humoral immune response.
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1. INTRODUGAO

Paecilomyces lilacinus (Thom) Samson 1974 € um fungo filamentoso,
hialino, assexuado. Por ser a sua forma sexuada sugerida estar dentro do
género Byssochlamys, esse fungo pertenceria ao filo Ascomycota, ordem
Hypocreales (Inglis & Tigano, 2006). Recentes estudos moleculares com o
objetivo de elucidar a posicdo filogenética deste fungo sugeriram uma nova
classificacdo taxondmica para P. lilacinus, demonstrando que o fungo nao esta
relacionado ao género Paecilomyces “stricto sensu”, representado por
Paecilomyces variotii, uma espécie extremamente termofila, formadora de
clamidosporos e muitas vezes, também patogénica. Assim, 0s autores
propuseram o nome Purpureocillium lilacinum, ao verificarem a forte relacdo
desta espécie com outras produtoras de conidios violaceos (Luangsa-ard et al.,
2011). Nessa dissertacao, devido a n&o familiaridade, ainda, da comunidade
cientifica com a nova terminologia, utilizaremos o nome anterior do fungo, ou
seja, Paecilomyces lilacinus.

Em temperatura ambiente, as coldnias desse fungo, segundo Luangsa-
ard et al., (2011), atingem o diametro de 25 a 33 mm em 7 dias. Apresentam-se
aveludadas a flocosas, com micélio aéreo inicialmente branco, que se
desenvolve gradualmente em tons lilas, assumindo coloragéo rosada a violacea
apos a esporulacdo. O reverso pode ser incolor, porém, na maioria das vezes €
purpura. Exsudato limitado ou ausente.

Ao microscopio séo vistas hifas vegetativas hialinas, com delicada

parede celular, variando entre 2,5 a 4,0 um de largura. O conidiéforo pode



medir entre 4 a 6 ym de comprimento, ocasionalmente formando sinémios
frouxos. Também sdo visualizadas pequenas hastes (stalks) de parede
espessa e rugosa de 3 a 4 um de extensao, consistindo de ramificagbes
verticiladas com 2 a 4 fialides terminais (Figuras 1A, 1B), constituidas por uma
porcao basal dilatada e delicado pesco¢co em forma de garrafa, cujos diametros
variam de 6 - 9 x 2,5 - 3,0 um de comprimento (Luangsa-ard et al., 2011).

Os conidios de P. lilacinus sdo formados em sucessdo basipetal, ou
seja, conidios mais jovens sdo produzidos na base a partir da extremidade
aberta de uma fidlide. Esses conidios podem ser arredondados ou elipticos a
fusiformes (Figura 1B), de paredes delicadas a levemente rugosas, hialinas ou
quando em massa ha cor purpura, e medem cerca de 2,5-3,0x 2 — 4 um.
Podem estar soltos ou agrupados em longas cadeias divergentes ou

enovelados. Clamidosporos ausentes (Luangsa-ard et al., 2011).

Figura 1: Fotomicrografia eletrbnica do fungo Paecilomyces lilacinus. A)
Conidioforo (=), conidios ( =»); fidlide ( =) e stalk ( ===); B) Conidio
— —



fusiforme ( ) e fidlide com delicado pescoco ( ) em forma de garrafa

e porcéo basal dilatada ( ). Fonte: Adaptado da foto de Hoog (2000).

P. lilacinus é um fungo cosmopolita e ubiquitario, que vive em
saprofitismo no solo, no ar e em vegetais em decomposi¢cdo, como graos e
alimentos. Muitos estudos apontam a utilizacdo do fungo como agente de
biocontrole, uma vez que é descrito como parasita de insetos (Marti et al.,
2006) e nematédeos (Gunasekera et al., 2000). Entretanto, também é descrito
como agente causal de infeccbes em animais como tatus (Gordon 1984),
tartarugas (Li et al., 2008), crocodilos (Maslen et al., 1988) e mais raramente
em céaes (Littman & Goldschmidt, 1987) e gatos (Pawloski et al., 2010).

Em 1982, Ajello introduziu o termo hialohifomicose para designar
infeccbes causadas por fungos hialinos, a saber, aqueles que se apresentam
no tecido do hospedeiro sob a forma de hifas ndo pigmentadas, septadas,
podendo ser ramificadas ou ndo. A doenca é provocada por Paecilomyces spp.
e diversos outros fungos, como por exemplo, Acremonium spp., Beauveria
spp., Fusarium spp., Scedosporium spp., Scopulariopsis spp. e Penicillium spp.
A producao de um micélio hialino no hospedeiro é a principal caracteristica da
doenca, entretanto, algumas espécies como Acremonium spp., Fusarium spp. e
Scedosporium spp., Trichoderma spp., inclusive P. lilacinus, possuem a
habilidade de produzir formas adventicias no tecido, que sao estruturas
morfologicamente semelhantes a fialides e a microconidios, que se disseminam
por via sanguinea ocasionando oclusédo, infarto e necrose vascular (Perfect &
Shell, 1996; Das et al., 2010).

P. lilacinus € considerado um patégeno emergente e oportunista, e a

despeito de sua moderada viruléncia, € capaz de infectar criancas (Tan et al.,



1992) e adultos imunossuprimidos, sendo necessario destacar o crescente
namero de relatos da doenca em imunocompetentes (Perfect & Schell, 1996;
Westenfeld et al., 1996; Gutierrez-Rondero et al., 1999; Carey et al., 2003;
Walsh et al., 2004; Pastor & Guarro, 2006; Jaromi & Khaksar, 2007).

O fungo € considerado potencialmente resistente a algumas técnicas de
esterilizagdo, e uma vez que contamina lo¢des e cremes utilizados na clinica, a
pele constitui uma das principais vias de penetracédo do fungo (Orth et al., 1996,
Pastor & Guarro, 2006, Itin et al., 1998), juntamente com o trato respiratorio e
implantes de dispositivos cirargicos, como cateteres (Tan et al., 1992) e lentes
(Gordon & Norton, 1985).

As manifestagBes clinicas da hialohifomicose variam de lesdes
nodulares cutaneas e subcutdneas em imunocompetentes, a infeccOes
disseminadas nos imunossuprimidos. De acordo com Pastor & Guarro (2006),
as formas cutaneas e subcutaneas constituem 1/3 dos casos relatados de
hialohifomicose por P. lilacinus, e podem ser caracterizadas por erupcdes
papulares, eritematosas, vesiculares ou necréticas (Gutierrez-Rondero et al.,
1999; Hall et al., 2004, Itin et al., 1998; Huang et al., 2011; Ezzedine et al.,
2011; Antas et al., 2012).

Infec¢des oculares, como ceratites e endoftalmites sdo as formas mais
recorrentes da doenca (Westenfeld et al., 1996; Pastor & Guarro, 2006), tendo
como fatores predisponentes o implante de lentes intra-oculares, cirurgias
oftalmoldgicas e traumas nao cirargicos (Pintor et al., 2001). Em menor escala,
sao relatados também casos de doencas oftalmolégicas provocadas pelo uso

de lentes de contato (Starr, 1987 apud Pastor & Guarro, 2006).



Em revisdo publicada Pastor & Guarro (2006) sumarizaram os casos de
infeccBes oculares, cutaneas e subcutaneas e em outros sitios que ndo a pele
e globo ocular. Esses autores descreveram a ocorréncia de 122 casos de
hialohifomicose por P. lilacinus, de 1964 e 2004, com trés surtos de infeccbes
oculares: em 1977 e 1980 nos Estados Unidos e em 2004 no Brasil.
Adicionalmente, relataram um surto na Suica, em 1996, cuja manifestacao
clinica da doenca foi cutanea. Os fatores predisponentes para as formas
cutdneas e em outros sitios foram transplantes, especialmente renais,
leucemia, uso prolongado de corticosterdides, prolongada neutropenia e
diabetes (Shoham et al., 2005). Em oito desses casos o desfecho foi o 6bito do
paciente, sendo um deles, no Brasil (Castro et al.,, 1990). De 2007 até o
momento foram relatados mais dezoito casos da doencga, comprovadamente
provocada por P. lilacinus, sendo cinco deles em pacientes imunocompetentes.
Bursites, endocardites e rinites foram algumas das formas mais raras,
entretanto, as formas cutaneas e oculares foram as mais prevalentes (Garbino
et al., 2002; Jaromi & Khaksar, 2007; Chung et al., 2007; Wessolossky et al.,
2008; Van Schooneveld et al., 2008; Ford et al., 2008; Lin et al., 2008, Muller et
al., 2008; Motswaledi et al., 2009; Ounissi et al., 2009; Ezzedine et al., 2011;
Huang et al., 2011; Innocenti et al., 2011; Antas et al., 2012).

Os escassos relatos da infecgdo causada por P.lilacinus no Brasil ndo
se devem ao fato de sua auséncia na microbiota do pais, mas provavelmente a
trés outros fatores: o desconhecimento da comunidade médico-cientifica com
relacdo ao fungo, a dificuldade de seu isolamento e a sua classificagdo como
contaminante e ndo como o agente causal (Castro et al., 1990; Hofling-Lima et

al., 2005). Segundo Hofling-Lima et al. (2005), a andlise da frequéncia e a



etiologia das doencas oculares micéticas diagnosticadas por cultura e os
fatores associados as ceratites fangicas feita por pesquisadores do Laboratorio
de Doencas Externas Oculares da UNIFESP, Brasil, demonstrou o predominio
de infeccbes por fungos filamentosos, sobre as leveduras, entre eles, P.
lilacinus.

A susceptibilidade in vitro de P. lilacinus a antifungicos foi testada
através de ensaios de micro e macrodiluicdo em caldo e Etest, preconizados
pelo CLSI, e os resultados obtidos demonstraram a resisténcia desse fungo a
maioria dos antifungicos utilizados. A anfotericina B nao exerceu qualquer
atividade contra o fungo, e, contrastando com a maioria dos fungos
filamentosos, a atividade da flucitosina e do fluconazol, bem como da maioria
dos derivados azélicos contra P. lilacinus foi praticamente nula. Entretanto,
novos triazélicos como posaconazol, albaconazol e ravuconazol apresentaram
valores de concentracéo inibitéria minima (MIC) bastante baixos, indicando boa
atividade contra o fungo (Pastor & Guarro, 2006).

Em virtude da evidente resisténcia do fungo aos tratamentos
convencionais, a atividade antifungica de véarias combinacdes de farmacos
também foi testada. Quando empregada sem adicao de nenhum outro farmaco,
a atividade da anfotericina B apresentou MICs de >16mg/l, e uma vez
combinada ao voriconazol, por exemplo, essa MIC foi reduzida para 0,12mg/I.
As combinagbes entre os derivados azdlicos e terbinafina também
demonstraram sinergismo contra diversos isolados (Pastor & Guarro, 2006).
Devido a alta resisténcia de P. lilacinus as terapias antifingicas classicas,
voriconazol e posaconazol representam farmacos alternativos eficientes (Antas

et al., 2012).



Ainda nao foi estabelecido um tratamento padréo para a hialohifomicose
causada por P. lilacinus. Nas formas oculares, este vai desde a aplicacdo de
terapias topicas, subconjuntivas ou intra-oculares, combinadas a administragéo
de antifingicos sistémicos até a enucleacdo do globo ocular. Garbino et al.
(2002), relataram o caso de uma paciente que, apos diversos episodios de
endoftalmites, teve sucesso no tratamento com voriconazol, corroborando com
o trabalho descrito por Yuan et al. (2009), a partir de estudos in vivo, utilizando
o modelo murino, e ex vivo, a partir da doacdo de cérneas humanas, que
apontou o voriconazol como o tratamento de escolha em casos de ceratites
causadas por P. lilacinus.

Nas infecgbes cutaneas e subcutédneas o0 sucesso no tratamento, na
maioria dos casos, foi obtido com a administracdo sequencial de varios agentes
antifiingicos, como itraconazol, miconazol, fluconazol, cetaconazol, voriconazol,
caspofungina e terbinafina. A administracdo de anfotericina B sO obteve
resultados favoraveis quando associada a outro farmaco. O tratamento com
itraconazol obteve sucesso em alguns casos, especialmente quando utilizado
por pacientes imunocompetentes (Orth et al., 1996; Carey et al., 2003; Pastor &
Guarro, 2006). Apesar de ter sido empregado em poucos casos, 0 voriconazol
resultou em altos niveis de eficacia (Martin et al., 2002; Hilmarsdottir et al.,
2000 apud Pastor & Guarro, 2006), sendo importante destacar o sucesso do
tratamento em pacientes imunossuprimidos (Martin et al., 2002; Huang et al.,
2011). Em recente trabalho publicado, Rodriguéz et al. (2010), também
relataram a eficacia do voriconazol frente a forma invasiva de hialohifomicose

provocada por P. lilacinus em modelo murino, apds severa imunossupressao.



Em muitos casos a combinacdo de agentes antifingicos e também a
associacdo desses agentes com procedimentos cirargicos foram necessarios
para a remissdo da doenca (Pastor & Guarro, 2006; Chung et al., 2007; Ford et
al., 2008; Chang et al., 2008; Yuan et al., 2009). Em resumo, o tratamento com
agentes antifingicos orais sem cirurgia tem sido eficiente somente para
pacientes imunocompetentes (Gottlieb & Atkins, 2001).

P. lilacinus é considerado para alguns autores um fungo com viruléncia
relativamente baixa, pois os mesmos descreveram que é necessario um alto
in6bculo e imunossupressdo para provocar uma infeccdo em hospedeiro
experimental (Pujol et al., 2002; Pastor & Guarro, 2006). O uso do modelo
animal é bastante (til para elucidar os mecanismos de invaséo e replicacao de
um microrganismo no hospedeiro humano, e as respostas desse hospedeiro ao
patdgeno. Fungos podem se comportar de formas totalmente diversas in vivo e
in vitro, alterando, por muitas vezes, suas caracteristicas morfofisiolégicas e até
a resposta aos antifingicos, portanto, a utilizacdo de um modelo experimental
em pesquisas fungicas é essencial. Podemos citar, ainda, a importancia do uso
de animais na identificacdo de fungos e restauragdo da viruléncia apés longos
periodos de estocagem (Kamei & Miyaji, 2001).

Hubalek & Hornick (1977) realizaram pesquisas com modelo murino
imunocompetente e imunossuprimido, aliados a altos indculos com isolados de
P. lilacinus, e ndo obtiveram resultados favoraveis na recuperacéo de células
viaveis, apesar de lesOes estarem presentes em diversos o6rgados. Mais
recentemente, Rodriguez et al. (2009), induziram uma infeccdo aguda em
animais severamente imunossuprimidos, utilizando altos indculos desse fungo,

que culminou em 100% de mortalidade apos 10 dias de infec¢cdo. Pastor &



Guarro (2006) concluiram que os modelos experimentais requeriam grandes
in6culos para o estabelecimento da infeccdo, por P. lilacinus, entretanto, Brito
et al. (2011) obtiveram sucesso em estabelecer a infeccdo com um inoculo
relativamente baixo (4,4 x 10* conidios), corroborando com Yuan et al. (2009)
que conseguiram estabelecer a infeccdo com inéculos de 10° conidios e 10°
hifas. Esses dados apontam para a necessidade de mais estudos in vivo, na
tentativa de padronizar o tamanho do indculo eficaz no estabelecimento da
infeccdo e a viruléncia das espécies (Antas et al., 2012).

Além do camundongo, diversos animais como ratos, coelhos e porcos da
india tém sido usados em modelos com espécies de Paecilomyces. Em modelo
de infeccdo de cornea de coelhos tratados ou ndo com acetato de
hidrocortisona, Agrawal et al. (1979) observaram um maior impacto nos
animais imunossuprimidos pelo farmaco. Sponsel et al. (2006) verificaram a
efichcia do tratamento tdpico com voriconazol em coelhos com ceratite
provocada por P. lilacinus. Diante desses dados, Pujol et al. (2002) enfatizaram
a importancia da utilizacdo dos modelos animais nos estudos de patogénese,
interacOes entre o fungo e o hospedeiro e a terapia de infec¢cdes provocadas
por esse fungo.

Pouco se conhece acerca dos fatores de viruléncia de P. lilacinus. Sabe-
se que esse fungo € capaz de secretar proteases e quitinases que estdo
envolvidas no processo infeccioso e patogénese sobre os varios estagios do
ciclo de vida de nematddeos parasitas de plantas (Bonants et al., 1995; Khan et
al., 2003). Quanto a produgdo de micotoxinas, P. lilacinus também €& capaz de

produzi-las, denominadas paecilotoxinas ou leucinostatinas, potencialmente
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toxicas para animais experimentais, e indutoras de uma exacerbada resposta
inflamatoria (Mikami et al., 1989; Westenfeld et al., 1996).

Em recente trabalho publicado, os autores utilizaram isolados de P.
lilacinus provenientes do solo de Chernobyl para demonstrar sua capacidade
em produzir melanina (Egorova et al., 2011). Sabe-se que esse pigmento é
essencial para a sobrevivéncia do fungo em condi¢gOes de radiacéo, exposicao
a altas temperaturas e extrema dessecacgao, uma vez que armazena agua e
ions, e por isso, é considerado um classico fator de viruléncia (Langfelder et al.,
2003).

Diversos trabalhos tém demonstrado que a corticoterapia afeta a
imunomodulacédo através de citocinas produzidas por linfocitos e altera o
transito, numero e funcdes de leucdcitos (Stock et al., 2005). Os corticoides,
incluindo a dexametasona, também prejudicam consideravelmente as
respostas linfoproliferativas devido a reducdo na sintese de IL-2, citocina
essencial para a expansdo clonal dos linfécitos ativados. Uma menor
disponibilidade de IL-2 constitui uma supressdo de IL-1 pelos mondcitos, e
consequentemente, a producdo de mediadores proé-inflamatérios também é
prejudicada. Monocitopenia também é provocada pelos corticides, bem como
neutrofilia, tanto pela liberacdo de neutrofilos maduros das reservas medulares
quanto pela reducdo da migracdo dessas células para exsudatos inflamatérios
(Antachopoulos & Roilides, 2005).

De acordo com Brito et al. (2011), a confirmagcdo do estado
imunossupressivo € dada pelo curso da infec¢cdo oportunista, uma vez que 0s

camundongos imunocompetentes infectados com P. lilacinus foram capazes de
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controlar a infeccdo e ndo desenvolver a doenca, ao contrario dos
imunossuprimidos, que apresentaram lesdes graves.

Devemos considerar que o sistema imunoldgico tdo amplamente
definido como um sistema de defesa é, antes de tudo, um sistema de equilibrio,
e, portanto, nem sempre a capacidade invasiva de um microrganismo se
reverte em dano ao individuo. Como o numero de individuos expostos aos
microrganismos é muito maior do que os que desenvolvem a doenca, podemos
acreditar que em algum momento dessa interacdo, ocorre um equilibrio entre
parasita e hospedeiro (Casadevall & Pirofski, 2000).

Entretanto, desordens tanto na imunidade inata, como por exemplo, 0
comprometimento da capacidade fagocitica de macrofagos (Mé), quanto na
adaptativa, como a reducdo de populacdes linfocitarias, parecem ter papel
fundamental no estabelecimento e progressao de doencgas (Romani, 2011).

Com o incremento do nimero de individuos imunossuprimidos, fungos
tém emergido como a maior causa de doencas humanas. Esses
microrganismos possuem mecanismos de escape da resposta imune inata, que
€ a primeira linha de defesa do organismo contra a infeccdo. Conidios de
Aspergillus spp., por exemplo, podem se internalizar em células epiteliais e
permanecer viaveis por muito mais tempo, comparado aos conidios no interior
de fagécitos “profissionais” como os M¢. Esses conidios também sao capazes
de induzir a secrecdo de citocinas pro-infamatoérias, gerando uma resposta
imune exacerbada que vai culminar em dano ao hospedeiro (Shoham et al.,
2005).

Uma resposta imune eficaz requer uma acdo coordenada das

imunidades inata e adaptativa. Depois de derrubadas as barreiras da pele e
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mucosas pelo patdogeno, uma variedade de células, como M¢, neutrdfilos e
células dendriticas (DC), desempenham papéis fundamentais, como fagocitose
e apresentacdo de antigenos (Antachopoulos & Roilides, 2005). Cenci et al.
(1997) utilizando um modelo murino de aspergilose invasiva, demonstraram a
especificidade de fagocitas ao desempenhar as fun¢gbes de eliminacdo do
fungo. Enquanto os M¢ alveolares fagocitavam e matavam os conidios,
leucécitos e mondcitos polimorfonucleares eram letais as hifas do fungo. Cabe
ressaltar que, para uma fagocitose eficiente, se faz necessaria a participacdo
de um numero suficiente de fagocitos no sitio da infeccdo, e a producéo e
ativacdo de fagocitos maduros é estimulada por um grupo de glicoproteinas,
destacando-se entre elas, G-CSF, M-CSF e GM-CSF, que sdo as mais
importantes defesas contra fungos (Antachopoulos & Roilides, 2005).

O reconhecimento do patégeno pelo sistema imune se da através dos
receptores de padrdes de reconhecimento de patdégenos (PRR) do hospedeiro,
que “percebem” os padrbes moleculares associados a patégenos (PAMPs),
presentes no fungo (Romani, 2011). Esse reconhecimento leva a ativacdo da
atividade fagocitica e a inducao da resposta adaptativa (T helper) pelas células
dendriticas (Antachopoulos & Roilides, 2005).

As duas maiores classes de linfocitos sao as células T, selecionadas no
timo, onde passam a expressar as moléculas CD4 ou CD8, e as células B, que
amadurecem na medula éssea. As ceélulas T sdo componentes cruciais da
resposta imune adaptativa. Entretanto, essas células s6 sdo capazes de
reconhecer o antigeno e combaté-lo se 0 mesmo estiver agregado a proteinas
especializadas, denominadas complexo principal de histocompatibilidade —

MHC. As moléculas de MHC Classe | sdo responsaveis por apresentar 0s
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peptideos as células citoliticas CD8+, enquanto o MHC Classe Il esta
associado a apresentacdo dos peptideos aos linfécitos auxiliares CD4+ (Abbas
& Lichtman, 2008).

Os linfécitos T CD4+ podem ser subdivididos em tipo | (Thl) e tipo Il
(Th2), e sao caracterizados por padrbes de producdo de citocinas que
desempenham diferentes papéis na resposta imune. Citocinas pro-inflamatérias
como IFN-y, IL-2, IL-12 e IL-18 sdo produzidas a partir da ativacdo de células
Thl em resposta a interacédo entre DC e o fungo, e como consequéncia disso,
temos ativagcdo de M¢, geracdo de células T citotoxicas e hipersensibilidade
tardia. Em contrapartida, citocinas Th2, como IL-4, IL-5 e IL-13 desencadeiam
reacoes alérgicas e modulam negativamente a resposta inflamatoria
(Antachopoulos & Roilides, 2005). Assim, concluimos que os linfocitos T CD4+
tém sido implicados no controle inicial das infeccdes, através de mecanismos
mediados por uma resposta pro-inflamatéria, promovida pela secrecdo de
citocinas que orquestram uma resposta imune efetiva (Espinosa & Rivera,
2011).

Embora uma enorme énfase seja dada ao papel das células T CD4+ na
imunidade celular, ha evidéncias de que os linfécitos T CD8+ também mediam
uma resposta imune protetora contra os fungos. Apesar de seus mecanismos
de acdo néao terem sido completamente elucidados, dados sugerem a acéo
dessas células diretamente nos sitios da inflamacéo, através de mecanismos
citotéxicos dependentes da liberacdo de perforinas e granzimas. Em infec¢des
por Aspergillus fumigatus, por exemplo, é sugerido que sua acdo citotoxica

confira imunidade nos casos de aspergilose invasiva (Vecchiarelli et al., 2007).
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Os processos de ativagao e diferenciagao celular se caracterizam pela
expressao de moléculas (“marcadores”) de superficie nos linfocitos CD4 e CDS8.

Molécula CD25 (cadeia « do receptor da IL-2) é expressa por progenitores

linféides e linfécitos T e B maduros. Liga-se a IL-2 com baixa afinidade e é
indicador de ativagdo intermediaria. A ativacdo dos linfocitos rapidamente
aumenta a expresséo de CD69, sendo este marcador um indicador de ativacao
inicial (Caruso et al., 1997).

A memoria celular é outro mecanismo da resposta imune, definida pela
resposta a re-exposicdo ao mesmo antigeno e geralmente, € mais intensa e
rapida. A diferenciagdo em células de memoéria é um processo bastante
complexo, caracterizado pela expressao diferencial de moléculas de superficie
celular. O CD62L é uma L-selectina que atua como “homing receptor” para
entrada de leucdcitos nos tecidos linfides secundéarios através das veias
endoteliais. Os ligantes presentes nas células endoteliais reconhecem os
leucécitos que expressam L-selectina, promovendo uma diminuicdo na
velocidade do trafego dessas células pela corrente sanguinea, facilitando a
diapedese e a entrada dos linfocitos nos 6rgdos linfoides secundarios.
Linfécitos T imaturos, que ainda ndo encontraram o antigeno especifico,
expressam CDG62L, pois precisam entrar nos linfonodos para encontra-los.
Apds o contato com o antigeno especifico, os linfécitos T efetores, e os ditos
Tem (memoria efetora) ndo expressam CD62L, pois circulam na periferia. Por
outro lado, os linfocitos Tcw (meméria central), expressam CD62L para
residirem nos orgaos linféides secundarios, onde permanecem prontos para

proliferar ao reencontrar o antigeno (Lanzavecchia & Salusto, 2005).
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O sistema imune ndo se mantém inerte a presenca de fungos
comensais ou parasitas, e, portanto, € necessario um equilibrio no fino balango
entre as respostas imunes Th1-Th2. A resposta imune Thl é necesséria para o
“clearance” da infecgdo fungica, enquanto a Th2 geralmente resulta em
susceptibilidade (Romani, 2011). A interacdo entre as DCs com o patégeno é
de suma importancia para determinar o direcionamento da resposta imune,
uma vez que hifas e conidios sao reconhecidos por diferentes PRRs. Por
exemplo, conidios de Aspergillus estimulam os receptores TLR2 e TLR4 a
induzir uma resposta imune do tipo Thl, enquanto as hifas levam a perda de
TRL4, permanecendo intacta a sinalizagdo dos TLR2, estimulando a producé&o
de IL-10, uma citocina anti-inflamatoria (Netea et al., 2003 apud Antachopoulos
& Roilides, 2005).

Os linfécitos B sdo importantes componentes da resposta imune
adaptativa, produzindo e secretando milhes de moléculas que reconhecem
diferentes antigenos. Cooperam com M¢, DC e linfécitos T, sendo excelentes
apresentadores de antigeno. Além disso, evidéncias indicam o efeito
regulatério dos linfécitos B na apresentacao de antigenos pelas DC, através da
producédo de citocinas e quimiocinas criticamente envolvidas nos processos de
maturacdo e migracdo dessas células. No entanto, esse é apenas um dos
caminhos percorridos pelas células B na imunomodulagéo da resposta imune
celular (Abbas & Lichtman, 2008).

Como um dos principais componentes da imunidade humoral, os
linfécitos B sdo produtores dos anticorpos que vao exercer suas funcdes
efetoras em locais distantes de onde foram criados. A primoinfeccdo ou a

by

vacinacdo leva a ativacdo de linfécitos B naive e sua consequente
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diferenciacdo em células produtoras de anticorpos e de memoéria (Abbas &
Lichtman, 2008). Partindo desse pressuposto, apesar do conceito de que a
imunidade celular é o principal mecanismo de defesa contra patégenos
intracelulares, se aceita, atualmente, a idéia de que certos tipos de anticorpos
podem ser protetores (Blanco & Garcia, 2008; Romani, 2011).

Por muito tempo, considerou-se que a resposta imune celular era a mais
importante defesa do hospedeiro contra a maioria, sendo todos os fungos
(Casadevall et al., 2002). A despeito do papel da resposta imune humoral
contra fungos ndo estar bem estabelecido, diversos autores propdem que 0s
anticorpos possam desempenhar funcbes auxiliares na ativacdo do sistema
imune, opsonizando e auxiliando a fagocitose, através da limitacdo do
crescimento das hifas no interior dos fagécitos, agindo como neutralizadores de
proteases ou toxinas produzidas pelo fungo e ativando o sistema complemento

(Casadevall et al., 2002, Blanco & Garcia, 2008; Alves et al., 2009).
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2. JUSTIFICATIVA

Nosso interesse em conhecer a interacdo fungo-hospedeiro utilizando o
modelo murino C57BL/6 € justificado pela escassez de estudos sobre a
viruléncia e o papel da resposta imune do hospedeiro frente a isolados de
Paecilomyces lilacinus, tanto in vivo quanto in vitro. No Brasil, nosso grupo &
pioneiro em pesquisas com esse fungo, e trabalhos anteriores, utilizando o
modelo murino BALB/c imunocompetente e imunossuprimido, forneceram
importantes dados acerca da viruléncia de dois isolados desse fungo. No
entanto, a literatura registra que linhagens inbred como o BALB/c apresentam-
se frequentemente mais susceptiveis que a linhagem inbred C57BL/6, como
por exemplo, nos polos de resisténcia x susceptibilidade a infeccdo com

Leishmania major (Sacks & Noben-Trauth, 2002).

Complementando esse estudo, foram realizados testes in vitro da
interacdo de macrofagos de camundongos C57BL/6 com conidios de P.
lilacinus provenientes de trés diferentes casos clinicos de hialohifomicose

(Peixoto et al., 2010), que forneceram dados importantes sobre a dinamica da
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célula fungica no interior dos fagocitos. Assim, nossos estudos in vivo,
utilizando esse mesmo modelo murino, poderdo ampliar o conhecimento da
relacdo parasita-hospedeiro e seus mecanismos de resisténcia e

susceptibilidade.

3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL
Analisar a resposta a infeccdo, in vivo, de camundongos C57BL/6,
competentes e deprimidos imunologicamente, frente a isolados de

Paecilomyces lilacinus.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1- Estudar as caracteristicas morfoldgicas, in vitro, dos isolados de P. lilacinus;

2- Estudar os sinais clinicos e a evolucdo da infeccdo fungica em
camundongos competentes e deprimidos imunologicamente por meio de
analise macro e microscopica de lesdes em diferentes 6rgéos, indice esplénico,
perda de peso dos animais, quantificacdo de esplendcitos e recuperacao de

células fungicas do baco;
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3- Analisar o perfil imunolégico dos animais infectados através: (a) da
quantificacdo de células T CD4+ e CD8+ esplénicas, seus perfis de
marcadores de ativacdo em linfocitos T (CD25 e CD69), bem como de
marcadores de migracdo celular (CD62L), e (b) da avaliagdo de anticorpos no

plasma sanguineo contra epitopos de P. lilacinus.

4. MATERIAIS E METODOS

4.1. ISOLADOS

Foram utilizados dois isolados de Paecilomyces lilacinus, denominados
PL.T e PL.P. O isolado PLT, gentilmente cedido por Dr. Oliver Kurzai do Institut
fur Hygiene und Mikrobiologie de Wirzburg, Alemanha, foi proveniente de
paciente humano do sexo masculino, de 43 anos, que apresentou um abcesso
subcutédneo na regido tibial anterior direita com evolucao lenta por dois anos
(Kurzai et al., 2003), e o isolado PL.P, gentiimente cedido por Dra. Annete
Fotergill do Fungus Testing Laboratory, University of Texas Health Science
Center de San Antonio, Estados Unidos, foi proveniente de biopsia de leséo

cutanea de paciente humano.

4.2. ANALISE MORFOLOGICA
Os isolados foram caracterizados morfologicamente atraveés de cultivo

em placas de Petri contendo meio batata dextrose agar (BDA), por 12 dias,
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para andlise das colbnias. Para a observagdo microscopica foram realizadas
microculturas (Ridell, 1950) em meio extrato de malte agar (MEA), a
temperatura ambiente. As estruturas fungicas foram analisadas, por meio de
laminas preparadas em lactofenol de Amann com azul de algodao (fenol 20 g,
acido latico 20 ml, glicerol 40 ml, 4gua destilada 20 ml, azul de algod&o 0,05
g/100ml). Posteriormente foram visualizadas em microscopio Optico Zeiss

modelo Axiophot.

* A procedéncia das principais substancias quimicas e meios utilizados estao no anexo 1.

4.3. CONDICOES DE CULTIVO E PREPARO DA SUSPENSAO DE CONIDIOS

Os isolados foram cultivados em meio BDA, a temperatura ambiente, por
7 a 12 dias, para esporulacdo. Os conidios produzidos foram ressuspensos em
5ml de salina tamponada com fosfato (PBS 50 mM, pH 7,2). Em seguida,
incubados por 5 min a 4°C, homogeneizados em vortex por 3 min, e colocados
a 37°C por 5 min. Ap6s o periodo de incubacdo, os conidios foram
centrifugados por 30 min a 380 X g, e o sobrenadante coletado para
qguantificacdo em camara de Neubauer. A viabilidade das células foi avaliada

por unidade formadora de col6nia (UFC) (Goihman-Yahr et al., 1980).

4.4. IMUNOSSUPRESSAO

Uma solucdo estéril contendo fosfato dissddico de dexametasona na
dose de 5 mg/kg e tetraciclina na concentracdo de 1000 mg/L foi administrada
na agua dos camundongos trés dias antes da inoculacdo dos camundongos
com os isolados fungicos e apos a inoculagéo, diariamente, até o término do

experimento (45 dias). A posologia dos farmacos foi determinada a partir de
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experimentos, anteriormente realizados pelo grupo, para a indugcdo da
imunossupressdo no caso da dexametasona e prevencdo de infeccdo

bacteriana para a tetraciclina (Brito et al, 2011).

4.5. ANIMAIS

Todos os procedimentos com o0s animais foram realizados de acordo
com os Principios Eticos na Experimentacdo Animal adotado pela Sociedade
Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratorio (SBCAL), apés licenciamento
do projeto pela Comissio de Etica para o Uso de Animais da Fiocruz (CEUA —

FIOCRUZ), sob o numero L-041/07.

Foram utilizados 180 camundongos C57BL/6, SPF, machos, de seis a
oito semanas de idade, provenientes do Centro de Criacdo de Animais de
Laboratério (CECAL) e pesando aproximadamente 21 g.

Para cada isolado, os grupos de camundongos em experimentacao

foram divididos da seguinte forma:

e 30 animais imunocompetentes inoculados com P. lilacinus.
e 15 animais imunocompetentes inoculados com PBS - Controle.
e 30 animais imunossuprimidos inoculados com P. lilacinus.

e 15 animais imunossuprimidos inoculados com PBS - Controle.

Os grupos de animais imunocompetentes e imunossuprimidos
inoculados com cada isolado foram compostos de 12 animais para andlise de

sobrevivéncia e 18 animais para necropsia e demais avaliagées. Os grupos
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controles foram compostos de 6 animais para a analise da sobrevivéncia e 9
animais para necropsia e demais avaliagdes (Figura 2).
Os camundongos foram examinados nos dias 7, 21 e 45 apos a

inoculacdo com os isolados.

90 C57BL/6
Machos
6-8 semanas de idade
21 gramas de peso

Imunocompetentes Imunossuprimidos
30 camundongos 15 camundongos 30 camundongos 15 camundongos
|n_ocu_lados com P. inoculados com PBS inoculados com P. inoculados com PBS
lilacinus Controle lilacinus Controle

Figura 2. Divisdo dos animais em experimentacao por grupos (por isolado).

Os camundongos, em numero de cinco por caixa, conforme
preconizados pela CEUA foram mantidos em micro-isoladores de polipropileno
autoclavaveis, contendo camas de maravalha de Pinus, e receberam ragéo e
agua filtrada autoclavadas ad libitum. Os micro-isoladores foram dispostos nos
racks ventilados ALESCO, com medidas de troca de ar de 350 m%h, com

umidade e temperatura (+ 23°C) controladas.

4.6. INOCULACAO
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Apés utilizacdo de 01 gota de cloridrato de proximetacaina a 0,5%
(colirio anestésico), grupos de 60 camundongos, 30 competentes e 30
deprimidos imunologicamente foram inoculados com os isolados fangicos. Os
animais foram contidos manualmente e em seguida inoculados como descrito
por Brito et al. (2011). Em resumo, para esse procedimento foi utilizada seringa
“BD ultra fine”, contendo os conidios, com agulha de tamanho 0,3 x 12 mm. A
agulha foi inserida, gentilmente, até o fundo da orbita ocular atingindo a veia
orbital para entdo serem introduzidos 0,02 ml da suspensdo de células,
contendo 10° conidios, com viabilidade superior a 85%. Grupos controles
foram similarmente inoculados com PBS. Os camundongos foram utilizados
para os estudos dos sinais clinicos da infeccdo, tempo de sobrevivéncia,

histopatologia e perfil imunologico.

4.7. SINAIS CLINICOS E SOBREVIVENCIA DOS CAMUNDONGOS

Doze camundongos do grupo imunocompetente e 12 do grupo
imunossuprimido, inoculados com cada isolado foram observados em relagéo
aos sinais clinicos (perda de peso, apatia, lesdes cutaneas). A capacidade de
sobrevivéncia dos camundongos imunossuprimidos e imunocompetentes foi
avaliada durante 45 dias apdés a inoculagdo e comparada com a dos

camundongos utilizados como controle.

4.8. OBTENCAO DO SANGUE, NECROPSIA E HISTOPATOLOGIA

Seis camundongos dos grupos imunocompetente e imunossuprimido e

trés camundongos dos grupos controle foram pesados e anestesiados
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intraperitonealmente com 0,03 ml de cloridrato de quetamina a 10% associado
a 0,01 ml de cloridrato de xilazina a 2%, para a obtencdo de amostras de
sangue por meio de puncgdo cardiaca, nos 7°, 21° e 45° dias pdés-inoculacao.
Em seguida, os camundongos foram eutanasiados por exposi¢cao prolongada
ao CO,. Os animais foram posicionados em decubito dorsal em suporte de
disseccdo e apds exame do pélo, pele e mucosas, foi realizada antissepsia
com solucédo alcodlica de iodo a 10% (v/v), e abertas as cavidades toracica e
abdominal. Neste momento, foram investigadas alteragcbes macroscopicas
como cor, consisténcia, tamanho e possiveis les6es nos diferentes 6rgaos, e
apos, foram retirados assepticamente o figado, o baco e os pulmdes. Quando
0s animais apresentaram lesdes aparentes foram retirados fragmentos de pele
para analise posterior.

O figado, os pulmdes e os tecidos coletados foram fixados em solucdo
de formalina a 10%; desidratados em solucédo alcodlica crescente de 70 a 90%,
60 min cada; emblocados em parafina; cortados em finas secdes e corados em
hematoxilina-eosina (HE), pelo método de Grocott (impregnacédo pela prata) e
pela coloracdo acido periddico-Schiff (PAS) para o exame histopatolégico.

Os mesmos procedimentos foram realizados também para os animais

utilizados como grupo controle.

4.9. DETERMINACAO DO INDICE ESPLENICO

O indice esplénico foi determinado somente para 0S animais
imunocompetentes inoculados com os dois isolados fangicos estudados. O
aumento do baco foi determinado como sendo a raz&o entre 0s pesos do baco

e do corpo do animal infectado, dividido pela razdo entre os pesos do baco e
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do corpo do animal controle (Fernandes et al.,1999), O aumento do 6rgao foi
expresso em unidades em relagdo ao controle. O valor médio do peso relativo
dos bagos dos camundongos do grupo controle foi considerado como igual a

uma unidade.

4.10. REISOLAMENTO DO FUNGO

No mesmo momento da necropsia, 0 baco dos camundongos
imunocompetentes e imunossuprimidos inoculados com o fungo foi retirado
assepticamente, pesado, macerado e homogeneizado em meio RPMI estéril. A
suspensao foi ajustada para 2 mg de tecido/ml e amostras de 150 ul de cada
homogeneizado foram semeadas em placas de Petri contendo meio Mycosel,
objetivando determinar o niumero de unidades formadoras de colonias (UFC)
no orgao. As placas foram incubadas a temperatura ambiente, por 60 dias,
para o reisolamento do fungo.

O baco dos camundongos utilizados como controles (grupos Il e V),

também foram processados como exposto acima.

4.11. RESPOSTA IMUNE CELULAR

4.11.1 Citometria de Fluxo
Esplendcitos foram recuperados dos bacos coletados durante as
necropsias dos animais, para analise por citometria de fluxo. As heméacias
foram lisadas a partir da adicdao de 3 ul de tampéao de lise (0,21M NH4CI, pH
7.15) por bago. Apos, foram realizadas 3 lavagens consecutivas com tampéo
de coloracéo gelado (PBS, 0,1% de BSA, 0,01% de azida sédica) e transferidas

para os tubos FACS (Becton Dickinson, EUA), centrifugadas por 10 min em
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670 x g, & 4°C, e descartado o sobrenadante. Ao pellet contendo 10°cels/50pl,
foram adicionados 2ul/amostra de anticorpos monoclonais marcados com
fluorocromos especificos (CD4-FITC, CD8-PE, CD25-APC-Cy7, CD62L-APC e
CD69-PerCP, Becton Dickinson), na tentativa de verificar a expressao dos
marcadores de superficie para os subtipos de células T. Apds incubacao a 4°C
por 30 min, no escuro, as células foram lavadas com tampao de coloracdo e
fixadas por incubacdo com 500 ul de paraformaldeido a 1%. Posteriormente,
foram transferidas para mini-tubos de 1,2 mL (SSI, EUA) e estocadas a 4°C até
o0 momento da aquisicdo no citometro de fluxo CyAn (Beckman Coulter, CO,
EUA). Para andlise dos dados obtidos, foi utilizado o software FlowJo (Flow
Cytometry Analyses Software, Tree Star, EUA). A populacdo de linfocitos foi
definida a partir da criacdo de uma regido em gréafico de dot plot baseado no
tamanho no eixo “x” (FSC: foward scatter) versus granulosidade das células
(SSC: side-scatter) no eixo “y”. Dentro dessa regido, foram definidas as
subpopulacdes de linfécitos T (CD4+ e CD8+) e posteriormente analisados 0s

marcadores de ativacao e migracao celular dentro de cada subpopulacéo.

4.12. RESPOSTA IMUNE HUMORAL
4.12.2 Reacao de imunofluorescéncia indireta (RIFI)

Em laminas proprias para a RIFI foram colocados 4 ul de PBS
contendo 5 x 10" conidios/ml (obtidos segundo metodologia descrita no item
4.3). Ap6s a secagem das laminas, foram adicionados o0s soros dos
camundongos dos grupos imunocompetente e imunossuprimido inoculados
com o fungo e controles, diluidos a 1:20, 1:40, 1:80 e 1:160 e incubados por 60

min em camara umida. Depois de trés lavagens consecutivas com PBS + 0,2%
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de BSA foi adicionado o conjugado (anti-mouse IgG conjugado a fluoresceina —
FITC produzido em rato, Sigma, Missouri, EUA) previamente diluido em azul de
Evans (164, segundo informacdes do fabricante) e incubado em camara Umida
por mais 60 min. As laminas foram lavadas novamente em PBS + 0,2% de
BSA, e montadas em Vectashield para a leitura em microscopio Zeiss Colibri

Axio Observer 21.

4.12.2 Pesquisa de anticorpos por citometria de fluxo

Em placas de 96 pocos de fundo em U (Corning Costar®, EUA) foram
incubados 50 ul do soro dos camundongos dos grupos imunocompetente e
imunossuprimido inoculados com o fungo e controles, diluidos a 1:25, 1:50,
1:500, adicionados de 50 pl da suspens&o contendo 2,5 x 10° conidios (obtidos
segundo metodologia descrita no item 4.3), por 60 min, a 37°C. Apdés, foram
realizadas 3 lavagens em PBS + 10% de SFB, seguidas da adi¢céo de 100 ul do
conjugado (anti-mouse IgG conjugado a fluoresceina — FITC produzido em
rato, Sigma, Missouri, EUA) nas diluicbes 1:200, 1:400 e 1:800, e incubacao,
no escuro, por 60 min. Posteriormente, foram realizadas novas lavagens,
seguidas de fixacdo com paraformaldeido a 1%, para posterior aquisicdo no
citdbmetro de fluxo Cyan (Beckman Coulter, CO, EUA). Para analise dos dados
utilizamos o software FlowJo (Flow Cytometry Analyses Software, Tree Star,
EUA). A populacdo de conidios foi definida a partir da criacdo de uma regido
em grafico de dot plot baseado no tamanho no eixo “x” (FSC: foward scatter)

“y N

versus granulosidade das células (SSC: side-scatter) no eixo “y”. Dentro dessa
regido analisamos o percentual e a intensidade de fluorescéncia da marcacao

com o anticorpo anti-mouse IgG FITC.
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4.13. ANALISE ESTATISTICA

Comparagfes entre 0os grupos para a analise da viruléncia dos isolados

foram realizadas através do teste t-Student.
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5. RESULTADOS

5.1. CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

Na avaliagdo macromorfologica, a temperatura ambiente, aos 12 dias de
cultivo, foi possivel verificar, que ambos os isolados de Paecilomyces lilacinus
apresentaram colbnias inicialmente brancas, assumindo coloracdo violacea,
com reverso purpura, caracteristicas da espécie (Luangsa-ard et al., 2011)
(Figura 3). A partir do microcultivo em lamina foi possivel observar hifas
vegetativas hialinas, de parede lisa, com longos conidiéforos verticilados
sustentando 2 a 4 fiadlides em forma de garrafa com delicado pescoco e porgéo
basal dilatada. Também foram observados conidios elipticos a fusiformes,

hialinos, medindo 2,5 - 3,0 x 2,0 — 2,5 um (Figura 4).
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Figura 3: Macrocultura de Paecilomyces lilacinus apés 12 dias de cultivo em
meio batata dextrose &gar, a 25° C. A- Coldnia de coloracdo violacea; B-

Reverso da colbénia em coloragéo purpura.

Figura 4. Microcultivo em lamina de Paecilomyces lilacinus, com 14 dias de
crescimento, a 25°C em meio extrato de malte agar, corado com lactofenol de
Amann com azul de algodao. A) Isolado PL.T. Conidios em cadeias (==); B)
Isolado PL.P. Hifas vegetativas, septadas (=-—=p) e conidioforo sustentando
fidlides verticiladas (=) em forma de garrafa com porcdo basal dilatada e

delicado pescoco. Aumento original 1000 x.



31

5.2. SINAIS CLINICOS NOS CAMUNDONGOS INOCULADOS

A maioria dos camundongos imunocompetentes, inoculados com ambos
os isolados de P. lilacinus, ndo apresentou sinais clinicos da doenca. Os
camundongos mantiveram-se ativos ao longo do periodo observado, bem como
0s do grupo controle, inoculados com PBS. Entretanto, no tempo de 45 dias
apo6s a inoculacdo, 01 camundongo imunocompetente inoculado com o isolado
PL.T apresentou severa ceratite no olho direito (dados ndo mostrados). Os
camundongos dos grupos imunossuprimidos, inoculados com os isolados e
controles, apresentaram perda de peso (Tabelas 1 e 2), apatia e queda de
pélo. Ambos os isolados foram capazes de provocar lesdes na base da cauda
(Figura 5) a partir do 21° dia ap0ds inoculagdo e entre os camundongos
inoculados com o isolado PL.P, foi possivel observar a presenca de dermatite
no dorso e nodulo abdominal em um dos camundongos inoculado com esse

isolado (Figura 6).
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Tabela 1: Variacdo de peso dos camundongos imunocompetentes e

imunossuprimidos inoculados com P. lilacinus (isolado PL.T)

Grupo Dias apds inoculagao
0 7 21 45
CPT PL 219 T 23,71 +1,80 T 25,32 + 1,59 T 27,69 + 1,70

CPTPBS  21g 1 2385:0,16 t 2394+146 1 25912211
SPM PL 219 | 18,55+1,16 | 19071325 | 195~

SPMPBS  21g | 19,38%0,78 « 2104196 | 18,33+0,82

* Nao foi calculada a média, apenas utilizado o peso do Unico animal sobrevivente
neste ponto de coleta.

Tabela 2: Variacdo de peso dos camundongos imunocompetentes e

imunossuprimidos inoculados com P.lilacinus (isolado PL.P)

Grupo Dias ap0s inoculacéo
0 7 21 45
CPT PL 21g 1 2389143 } 2442+193 % 27,11:1.86
CPTPBS  21g f 24,741,27 t 24961325 1 2514147
SPM PL 219 l 17,27+1,78 l 18,19+1,02 l 16,83+2,03
SPM PBS 219 l 19,09+1,91 l 17,57+0,93 l 18,90+1,48

Legenda:
SPM PL = camundongos imunossuprimidos inoculados com P. lilacinus
SPM PBS = camundongos imunossuprimidos inoculados com PBS

CPT PL = camundongos imunocompetentes inoculados com P. lilacinus



33

CPT PBS = camundongos imunocompetentes inoculados com PBS

| perdadepeso 1T ganhodepeso <« manutencdo do peso
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Figura 5. Camundongo imunossuprimido inoculado (i.v.) com Paecilomyces

lilacinus (isolado PL.T) apresentando lesédo na base da cauda ( =—p).
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Figura 6. Camundongos imunossuprimidos inoculados (i.v.) com Paecilomyces
lilacinus (isolado PL.P) apresentando multiplas lesdes dermatolégicas no dorso
( =p ) e nédulo abdominal ( ).

5.3. SOBREVIVENCIA DOS CAMUNDONGOS

Os camundongos imunocompetentes, inoculados com o isolado PL.T e 0
grupo controle apresentaram 100% de sobrevivéncia, enquanto 0os animais
inoculados com o isolado PL.P apresentaram 90% de sobrevivéncia ao final
dos 45 dias de observacdo (Figura 7A). Com relagdo aos camundongos
imunossuprimidos inoculados com o fungo, 0s animais inoculados com o
isolado PL.T apresentaram 20% de sobrevivéncia e os inoculados com o
isolado PL.P apresentaram 0% de sobrevivéncia ao final do experimento (45
dias de observacdo). O grupo controle também apresentou 0% de

sobrevivéncia (Figura 7B).
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Figura 7. Percentual de sobrevivéncia dos camundongos apos inoculacdo

intravenosa com 10° conidios de Paecilomyces lilacinus, isolados PL.T e PL.P,
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e com PBS durante o periodo de 45 apds a inoculacdo. A) Camundongos

imunocompetentes B) Camundongos imunossuprimidos.

5.4. NECROPSIA

Durante a necropsia foi possivel observar que os O6rgdos dos
camundongos imunocompetentes inoculados com ambos o0s isolados,
apresentaram aspecto normal com relagdo ao tamanho e coloracao (Figura 8),
quando comparados aos camundongos controles. O baco dos camundongos
inoculados com o fungo foi o Unico 6rgdo a apresentar alteracdes, tendo sido

observado um expressivo aumento do tamanho do 6rgéo no 7° dia p6s-inéculo.
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Figura 8 — Necropsia de camundongo imunocompetente inoculado (i.v.) com
Paecilomyces lilacinus, isolado PL.T. Orgdos com caracteristicas morfolégicas,

cor e tamanho preservados.

Nos camundongos imunossuprimidos, inoculados com o fungo ou com
PBS, o baco apresentou atrofia e coloragdo palida em relacdo ao controle
imunocompetente (Figura 9). Essa coloracao foi também observada no figado e

nos rins, além de alteragbes em sua consisténcia (dados ndo mostrados).

-
. .
Yo,
‘
g 2
Figura 9 - Reducdo do tamanho do baco de camundongo controle

imunossuprimido com dexametasona (==%), com relacdo ao baco de

camundongo controle imunocompetente (= ).

5.5. EXAME HISTOPATOLOGICO

Nos tecidos hepatico e pulmonar dos camundongos imunocompetentes
inoculados com o isolado PL.T ndo foram observadas alteracdes histolégicas
nem estruturas fungicas. Ja nos camundongos imunossuprimidos, em cerca de
70% das laminas com resultados positivos, foi possivel observar hepatite com
moderado infiltrado inflamatdrio misto, multifocal, constituido por macréfagos,

neutrofilos e linfocitos. O infiltrado foi observado no parénquima em torno da
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veia centrolobular e na regiao periportal. Também foram observadas estruturas
fungicas semelhantes a conidios no parénquima hepético em meio a reacao
inflamatéria (Figura 10) como também no interior de macrofagos no tecido

pulmonar (dados ndo mostrados).

Figura 10. Corte histologico de tecido hepatico de camundongos
imunossuprimidos inoculados com Paecilomyces lilacinus, isolado PL.T aos 21
dias de inoculacdo. A - Foco inflamat6rio misto, multifocal, constituido por
macrofagos, neutréfilos, linfocitos e plasmécitos, centralizando estruturas
fungicas semelhantes a conidios no parénquima ( =—»). PAS, aumento original

#
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1000 x; B — Estrutura fungica no parénquima hepatico ( ). Grocott, aumento
original 1000 x.

Com relacédo ao isolado PL.P, 90% das laminas de tecido pulmonar
analisadas, de animais imunossuprimidos e imunocompetentes, apresentaram
alteracdes histolégicas, que diferiram apenas na quantidade de estruturas
fungicas encontradas. Enquanto o tecido pulmonar de imunossuprimidos
apresentou diversos conidios no parénquima e no citoplasma de macrofagos,
nos imunocompetentes observamos raros conidios dispersos no citoplasma
(Figura 11). Alguns camundongos imunossuprimidos apresentaram
pneumonites multifocais, com moderado infiltrado inflamatério constituido por
macrofagos e neutrdéfilos. Conidios foram observados no Ilimen e parede
alveolar no citoplasma de macréfagos em grandes quantidades, formando
agregados nas paredes dos alvéolos (dados ndo mostrados). Apenas um
camundongo do grupo dos imunocompetentes inoculado com o isolado PL.P
apresentou discreto foco inflamatério no parénquima hepatico constituido por
macrofagos, neutrofilos e linfocitos, porém estruturas fangicas nao foram
observadas. Os camundongos imunossuprimidos inoculados com o mesmo
isolado ndo apresentaram alteracdes histolégicas no tecido hepatico (dados

nao mostrados).
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Figura 11. Corte histoléogico de tecido pulmonar de camundongos

imunocompetentes inoculados com Paecilomyces lilacinus, isolado PL.P aos 21
dias de inoculacdo. A — Estrutura fungica semelhante a conidio no citoplasma
de fagocito (=—=p). PAS, aumento original 1000 x; B — Estrutura fungica no
parénquima pulmonar (== ). Grocott, aumento original 1000 x.

Nas laminas confeccionadas a partir do nédulo abdominal, coletado de
camundongos imunossuprimidos inoculados com o isolado PL.P, coradas por
HE, foi possivel observar dermatite com moderado infiltrado inflamatério difuso,
constituido por neutréfilos, que se estendeu para o tecido subcutaneo. Através
das coloragbes de PAS e Grocott, foram observados diversos conidios e
fragmentos de hifas em meio a material purulento (Figura 12). A cultura em
todos os casos foi positiva para P.lilacinus.

A frequéncia de estruturas fangicas encontradas nos tecidos dos

animais foi maior nos tempos iniciais da infeccdo com ambos os isolados. Em
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camundongos imunocompetentes sé foi possivel a observacdo dessas
estruturas nos tecidos coletados no 7° dia apds a inoculacdo, enquanto 0s
imunossuprimidos foram os que apresentaram altera¢des histopatolégicas mais
evidentes, com maiores quantidades de conidios livres e fragmentos de hifas
de P. lilacinus. No 21° dia essa frequéncia diminuiu até a completa auséncia de
estruturas fungicas no 45° pds-indculo, nos grupos dos camundongos tratados
com a dexametasona.

Nos camundongos utilizados como controle, ndo foram observadas

alteracdes e estruturas fungicas nos tecidos avaliados.

Figura 12. Corte histolégico de nédulo retirado da regido abdominal de
camundongo imunossuprimido inoculado com Paecilomyces lilacinus, isolado
PL.P, aos 45 dias de inoculacdo. A) Presenca de conidios (=) e fragmentos

de hifas (== em meio a material necrético. PAS, aumento original 1000 x
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5.6. INDICE ESPLENICO

A tabela 3 apresenta os valores dos indices esplénicos dos
camundongos imunocompetentes inoculados com ambos os isolados e seus
respectivos controles. Ao longo do periodo, os valores de indice esplénico
foram decrescentes e houve diferencas significativas nas médias entre os

isolados (P > 0,05).

Tabela 3: indice esplénico dos camundongos imunocompetentes inoculados

com Paecilomyces lilacinus, isolados PL.T e PL.P, e seus controles inoculados

com PBS
Grupos Dias apos a inoculacéo
07 21 45 Média do periodo
CPTPLT 2 02+1.32 1,26+0,94 1,37+0,86 1,44%1,30*
CPTPLP 5124037 0,9+0.29 0,4+0.06 0,77£1,25
CPT PBS 1 1 1 1

CPT PL.T = camundongos imunocompetentes inoculados com o isolado PL.T — n=6

por ponto analisado

CPT PL.P = camundongos imunocompetentes inoculados com o isolado PL.P —n= 6
por ponto analisado

CPT PBS = camundongos imunocompetentes inoculados com PBS — n= 3 por ponto
analisado

*P > 0,05
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5.7. REISOLAMENTO DE CELULAS FUNGICAS

O reisolamento de células fungicas foi realizado a partir do cultivo de
tecido esplénico, nos tempos de 7, 21 e 45 dias apds a inoculagdo, e esta
demonstrado na figura 14. Foi observado que grande quantidade de células
fungicas pdde ser recuperada no 7° dia apos a inoculacdo com ambos o0s
isolados, nos animais imunocompetentes e imunossuprimidos.

Para os camundongos imunocompetentes inoculados com o isolado
PL.T (Figura 13A) nao foi possivel a recuperacdo do fungo no 21° dia pés-
inoculacdo. E provavel que fatores relativos ao cultivo das células flngicas
impossibilitaram o reisolamento do fungo nesse ponto. Entre os camundongos
imunossuprimidos, foi observado um declinio progressivo da quantidade de
unidades formadoras de colbénia, do mesmo isolado citado acima, a partir do 7°
dia pds-inoculacao, porém ao final do experimento um numero maior de células
fungicas viaveis foram recuperadas do baco dos animais quando comparado
aos animais imunocompetentes. Foi possivel também o reisolamento de
células fangicas de material ocular de um camundongo imunocompetente
inoculado com o isolado PL.T, com severa ceratite no olho direito aos 45 dias
pos-inéculo (dados ndo mostrados).

Nos camundongos inoculados com o isolado PL.P (Figura 13B),
competentes e suprimidos imunologicamente, observamos uma curva de
recuperacgdo de ceélulas, em todos os pontos, semelhante a curva dos animais
inoculados com o isolado PL.T, com picos no 7° dia apés a inoculacao, seguido
de uma diminui¢do gradativa até o fim do periodo de observacdo. Entretanto, a

média de recuperacdo de células fungicas a partir do bago dos animais
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inoculados com o isolado PL.P foi significativamente (P > 0,05) maior que a
média de células recuperadas do 6rgédo dos animais inoculados com o isolado

PL.T em todos os pontos de observacéao.
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Figura 13. Numero de células de Paecilomyces lilacinus recuperadas de baco
de camundongos imunocompetentes e imunossuprimidos. Cada linha
representa a meédia de UFC recuperada de bago de seis camundongos
eutanasiados com 7, 21 e 45 dias ap0s a inoculagdo. A) Isolado PL.T; B)

Isolado PL.P.
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5.8. RESPOSTA IMUNE CELULAR

5.8.1. Celularidade do baco: quantificacdo de esplendcitos e de células
TCD4+ e TCD8+

No sétimo dia ap6s a inoculacdo com o isolado PL.T, os animais
imunocompetentes inoculados e controles apresentaram, respectivamente, 120
e 45 milhdes de células por baco. Nos imunossuprimidos, esse numero foi
reduzido drasticamente, sendo suas contagens 3 e 6,5 milh6es de células nos
inoculados e controle, respectivamente.

No tempo intermediario apds a inoculacdo (21° dia), ainda com o isolado
PL.T, observamos acentuada reducdo na celularidade do baco dos animais do
grupo imunossuprimido. Apesar disso, 0 grupo imunocompetente inoculado
com o este isolado manteve, proporcionalmente, cerca de duas vezes mais
células que seu controle, contando com 25 e 13 milhGes de células,
respectivamente. Entre o0s imunossuprimidos, ndo houve uma reducao
expressiva com relacdo ao inicio da infeccao. No grupo inoculado com o fungo
foi possivel quantificar aproximadamente 2 milhdes de células, e no seu grupo
controle 4,5 milhdes.

Ao fim do experimento, no 45° dia apds a inoculacdo, ocorreu uma
inversdo no perfil de celularidade comparando os animais inoculados com o
fungo e seus controles, tanto no grupo dos imunocompetentes quanto no dos
imunossuprimidos em relacdo aos tempos de experimento anteriores, portanto,

7° e 21° dias (Figura 14A).
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Figura 14: Quantificacdo de esplendcitos de camundongos imunocompetentes
e imunossuprimidos inoculados com Paecilomyces lilacinus e com PBS nos
dias 7,21 e 45 ap6s a inoculacdo. A) Isolado PL.T; B) Isolado PL.P.

Com relacdo a celularidade dos camundongos imunocompetentes e
imunossuprimidos, inoculados com o isolado PL.P, e seus respectivos
controles foi possivel observar um padrao semelhante de reducdo acentuada
da celularidade do bacgo nos grupos imunossuprimidos durante todo o periodo
de experimentacdo (Figura 14B). No 7° dia apods a inoculagdo, no grupo dos
imunocompetentes inoculados com o isolado PL.P observamos 93 milhGes de
células e no grupo controle 65 milhdes. Nos camundongos imunossuprimidos a
celularidade do baco apresentou niveis baixos, 2,85 milhdes de células entre
0s animais inoculados com o fungo e 4,25 milhdes no grupo controle.

No 21° dia pos-indculo a quantificacdo de células do baco no grupo dos
imunocompetentes, inoculados com esse mesmo isolado do fungo foi elevada,
75 milhdes de células e seu controle apresentou 68 milhdes. O perfil dos

imunossuprimidos diferiu, uma vez que observamos um ligeiro aumento no
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namero de células do bago dos camundongos inoculados com o fungo, com um
total de 3,4 milhdes de células, e 2,5 milhdes no grupo controle.

No ultimo ponto de observacdo do experimento, portanto o 45° dia apds
a inoculacdo com o isolado PL.P, o grupo dos animais imunocompetentes
controle apresentou 30,5 milhdes de células, enquanto que os camundongos
imunocompetentes inoculados com o fungo apresentaram 13,8 milhdes de
células. No grupo dos imunossuprimidos, observamos quantidades maiores de
células do bago dos camundongos inoculados com o fungo: 18,2 milhdes de
células, contra 7 milhdes nos animais controles.

Durante o experimento foi observado, pela citometria de fluxo, um
decréscimo no numero de esplendcitos apresentando morfologia compativel
com células viaveis no baco dos camundongos imunossuprimidos inoculados
com PBS com relagcdo ao controle imunocompetente, aos 7°, 21° e 45° dias

apo6s o inéculo (Figura 15).
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Figura 15. Gréaficos representativos do perfil morfolégico (tamanho FS x

granulosidade SS) das células de bago dos camundongos imunossuprimidos

inoculados com PBS com

relagdo ao controle

imunocompetente.

A)

imunocompetente aos 7 dias pos-indculo; B) imunossuprimido aos 7 dias pos-

indculo; C) imunocompetente aos 21 dias pés-inéculo. D) imunossuprimido aos

21 dias poés-inéculo; E) imunocompetente aos 45 dias poés-inéculo; F)

imunossuprimido aos 45 dias pos-inéculo. Um total de 10.000 eventos foi

adquirido dentro do gate de linfécitos.
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Com relacdo a quantificacdo de células CD4+ e CD8+ esplénicas de
camundongos imunocompetentes foi observado, no sétimo dia apds a
inoculag&o com o isolado PL.T, os animais apresentaram um ligeiro decréscimo
na expressao de células CD4+ tanto quanto de CD8+ quando comparado ao
grupo controle (Figura 16A). Foram quantificadas 20,43 e 12,83% de células
CD4+ e CD8+, respectivamente, no grupo inoculado com o fungo, enquanto no
grupo controle obtivemos 22,31% e 16,28% de ceélulas CD4+ e CD8+,
respectivamente. No 21° dia pds-inoculagdo os camundongos inoculados com
0 mesmo isolado, apresentaram 21,15% de células CD4+ e 33,27% de células
CD8+. Os animais do grupo controle apresentaram 19,5% e 32,53% de células
CD4+ e CD8+, respectivamente. No Ultimo ponto do experimento, 45° dia, 0s
camundongos inoculados com o fungo apresentaram 28,09% de CD4+ e
21,7% de CD8+. Os controles apresentaram 33,76% e 22,12% de células
CD4+ e CD8+, respectivamente (Figura 16A).

A figura 16B apresenta o percentual de células CD4+ e CD8+ para os
camundongos imunocompetentes inoculados com o isolado PL.P e o grupo
controle, inoculado cm PBS. Ao 7° dia pés-in6culo com o fungo, o0s
camundongos apresentaram um ligeiro aumento de células CD4+ em relacédo
ao grupo controle, 25,79% e 23,62%, respectivamente e percentuais de 13,3%
de positividade para CD8+ em ambos os grupos. No 21° dia apds a inoculagéo,
0 grupo dos animais inoculados com o isolado PL.P apresentou 19,39% de
positividade para células CD4+, enquanto que 0 grupo controle apresentou
percentuais mais altos, 23,01%. Para as células CD8+, a exemplo do

observado no inicio do experimento, ndo houve uma diferenca evidente entre o
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grupo inoculado e o controle, sendo os percentuais de positividade de linfocitos
CD8+ verificados em 12,81% e 12,18%, respectivamente.

Ao final do experimento, no 45° dia, houve um aumento no ndmero de
células CD4+ e CD8+, para o grupo dos animais inoculados com o fungo em
relacdo ao controle, mais acentuado no caso das células CD8+. Foram
quantificadas 37,4% de células CD4+ e 32,27% de CD8+ no grupo inoculado
com o fungo, enquanto que o grupo controle, apresentou 35,62% e 23,22% de
células CD4+ e CD8+, respectivamente.

No que se refere aos resultados obtidos nos grupos de animais
imunossuprimidos inoculados com os mesmos isolados de P. lilacinus e seus
respectivos grupos controle inoculados com PBS (Figura 16A e B), observamos
uma inversao na propor¢do CD4/CD8, ja que, em todos os periodos do estudo
e em todos o0s grupos estudados, foram encontrados percentuais mais
elevados de células CD8+ do que CD4+ no baco dos animais.

No sétimo dia apls a inoculacdo com o isolado PL.T, as células CD4+
obtidas dos camundongos imunossuprimidos inoculados com o fungo foram
quantificadas em 5,08%, contra 29,27% de células CD8+. Entre os controles,
foram quantificadas 22,67% de células CD4+ e 42,32% de CD8+. No 21° dia
pos-inéculo, os camundongos imunossuprimidos inoculados com o isolado
PL.T apresentaram 5,26% de células CD4+, contra 14,37% para O grupo
controle inoculado com PBS. O percentual de positividade de células CD8+ nos
camundongos inoculados foi 7,89%, contra 40,36% entre os controles. Ao final
do experimento, portanto no 45° dia, os camundongos inoculados com o
mesmo isolado apresentaram um percentual de positividade de células CD4+

para o grupo inoculado com o fungo de 21,85%, e 39,71% de células CD8+,
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enguanto que no grupo controle esses percentuais foram de 3,89% e 22,08%
respectivamente (Figura 16A).

Em relagdo aos camundongos imunossuprimidos inoculados com o
isolado PL.P e no grupo controle, observamos que, no 7° dia apés o inoculo, a
proporcao de células CD4+ foi maior no grupo inoculado com o fungo, 23,45%
enquanto o seu controle apresentou, 9,57% de células. A percentagem de
células CD8+ entre os imunossuprimidos inoculados com o fungo e seu
controle foi de 45,69% e 48,71%, respectivamente. Ao 21° dia apds a
inoculagdo os camundongos imunossuprimidos, infectados com 0 mesmo
isolado, apresentaram percentual de células CD4+ (18,07%) semelhante ao
obtido no grupo controle (21,27%), diferentemente do observado para o
percentual de células CD8+, que foi de 49,08% para o grupo inoculado com o
fungo e 30,7% para o grupo controle. Ao final do experimento, 45° dia, tanto o
grupo de camundongos imunossuprimidos inoculados quanto o grupo controle
apresentaram uma baixa percentagem de células CD4+, totalizando 6,71% e
4,02%, respectivamente. Em relagdo as células CD8+, o grupo controle
apresentou um ligeiro aumento no percentual dessas células (25,89%), quando
comparado ao percentual de células do grupo inoculado com o fungo (23,57%)

(Figura 16B).
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Figura 16. Percentual de células CD4+ e CD8+ no baco de camundongos
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Paecilomyces lilacinus, isolado PL.T (A), e PL.P (B) e seus respectivos

controles PBS, nos dias 7, 21 e 45 ap0s a inoculagao
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5.8.2 Imunofenotipagem

5.8.2.1: Perfil da expressdo de moléculas de ativacdo e migracao
celular em linfécitos CD4+ de camundongos imunocompetentes e
imunossuprimidos inoculados com os isolados PL.T e PL.P e seus respectivos

controles inoculados com PBS

Os percentuais de expressdao dos marcadores de ativacdo CD25 e
CD69 e de migragdo celular, CD62L, em linfocitos CD4+ de camundongos
imunocompetentes inoculados com o isolado PL.T e com PBS estao
demonstrados nas figuras 17 A, C e E respectivamente. No 7° dia pds-indculo,
observamos uma queda de 11,89 pontos percentuais de células CD4+CD62L+
no grupo infectado com o fungo (48,98%) quando comparado ao grupo
controle, em que foi observado um percentual de marcacdo para essas células
de 60,87%. No 21° dia, ocorreu um ligeiro decréscimo na expressdo desse
marcador em ambos 0s grupos, porém o grupo infectado apresentou um
percentual um pouco maior de células CD4+CD62L+ (34,93%) do que 0 grupo
controle (28,57%), com um aumento de 6,36 pontos percentuais. Ao fim do
experimento, 45° dia, este padrdo de expressdo de CD62L permaneceu o
mesmo, com o grupo infectado apresentando um percentual de 39,08% células
CD4+CD62L+ e o grupo controle de 32,37% (Figura 17A).

Com relagdo a expressdo de CD25 e CD69, estas foram bastante
discretas durante todo o experimento. No 7° dia pds-inéculo, o grupo inoculado
com o fungo apresentou um percentual ligeiramente maior de células CD25+

(2,7%) do que o grupo controle (1,97%), enquanto que na marcacéo para CD69
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foi observado o inverso, com o grupo infectado apresentando 1,27% das
células expressando CD69 contra 1,74% no grupo controle. No tempo
intermediario (21° dia), os grupos inoculado com o fungo e controle,
apresentaram niveis bem semelhantes de células CD4+ expressando CD25,
4,62% e 5,28% de células respectivamente, enquanto o percentual de
expressdo para CD69 no grupo dos inoculados com o fungo foi
aproximadamente metade no grupo infectado (0,42%) quando comparado ao
grupo controle (0,87%). Ao final do experimento, no 45° dia pés-indculo, 2,6%
das células do grupo inoculado com o fungo expressaram CD25, e no grupo
controle, esse numero foi de 3,79%. Em ambos os grupos nao foi detectada a
expressao de CD69 nesse tempo (Figura 17 C e E).

Nos animais imunossuprimidos inoculados com o isolado PL.T,
observamos, nos primeiros 21 dias de infeccdo, uma diminuicdo consideravel
na expressdo da molécula CD62L pelas células CD4+ dos animais infectados
quando comparados ao grupo controle (em torno de 18,8 pontos percentuais
para os dias 7 e 21 ap6s o indculo), ndo tendo sido possivel porém detectar
sua expressao no grupo inoculado com o fungo no 21° de infecg¢édo. Por outro
lado, ao final do periodo de experimentacao (45° dia), a expressdo da molécula
CD62L foi bem semelhante entre os dois grupos estudados, apresentando um
percentual de 67,69% de linfocitos CD4+CD62L+ no grupo dos animais
imunossuprimidos infectados com o isolado PL.T, e de 69,74% no grupo
controle imunossuprimido (Figura 17 B).

Com relacdo a expressdo da molécula CD25 pelas células CD4 dos
animais imunossuprimidos inoculados com esse mesmo isolado, observamos,

no 7° dia apos o inéculo, que o grupo infectado apresentou 5,01% de células
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CD4+CD25+, 4,13 pontos percentuais acima do que foi observado no grupo
controle (0,88%). No 21° apoés a infec¢do, houve um aumento muito acentuado
nos percentuais de marcagéo para CD25 em ambos os grupos, porém o grupo
infectado apresentou um aumento de 38,36 pontos percentuais em relagcdo ao
grupo controle ndo infectado. No 45° dia apos a infeccdo, ambos 0s grupos
apresentaram percentuais baixos e semelhantes de células CD4+CD25+,
0,44% no grupo infectado com PL.T, e 0,75% no grupo controle (Figura 17D).

A expressao de CD69 foi semelhante a de CD25, atingindo seu
maximo de expressao, tanto no grupo infectado como no grupo controle, no 21°
dia apds o inéculo. Neste caso, o grupo inoculado com o fungo apresentou
uma marcacao de 10,88 pontos percentuais a mais para células CD4+CD69+
(13,87%) do que o grupo controle (3,79%). N&ao foi possivel a deteccdo de
células expressando o marcador CD69 em ambos os grupos ao final do
experimento (45° dia apés o indculo) (Figura 17F).

Nos camundongos imunocompetentes inoculados com o isolado PL.P
observamos, um perfil inverso de expressdo de CD62L pelas células CD4+ dos
animais inoculados em relagdo ao grupo controle do que aquele observado
com o isolado PL.T. No 7° dia ap6s a inoculacdo, o grupo inoculado com o
isolado PL.P apresentou um aumento de 8,28 pontos percentuais (60,43%) de
células CD4+ expressando o marcador CD62L do que o grupo controle, cujo
percentual de células CD4+CD62L+ perfazia um total de 52,15%. Nos demais
pontos de estudo (21° e 45° dias), o grupo infectado passou a apresentar uma
menor expressao de CD62L pelas células CD4+ do que o grupo controle. No
21° dia, esta diminuicao foi de 17,79 pontos percentuais, chegando a 20 pontos

percentuais 45 dias apos o inéculo (Figura 17B).
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No 7° dia apds a infeccdo com o isolado PL.P observamos uma
diminuicdo na expressdo da molécula CD25 pelas células CD4+ do grupo
infectado (2,37%), quando comparado aos percentuais observados no grupo
controle (5,46%) (Figura 17D). Esse perfil se inverte nos dias 21 e 45 apo6s o
in6culo com esse mesmo isolado do fungo, onde as células CD4+CD25+
sofrem um aumento de 17,98 pontos percentuais em relagéo ao grupo controle
no 21° dia, caindo para 2 pontos percentuais de aumento no dia 45 apos o

in6culo.

Com relagdo a molécula CD69 observamos, nos dias 7 e 21 pés-
in6culo, uma expressao semelhante deste marcador de ativacdo pelas células
CD4+ de ambos os grupos (inoculados com PL.P e controle) (Figura 17F). Por
outro lado, ao final do experimento (45° dia), verificamos um maior percentual
de células CD4+CD69+ no grupo inoculado (3,43%), do que no grupo controle

(0,55%).

Os camundongos imunossuprimidos inoculados com o isolado PL.P
apresentaram um perfil de expressdo da molécula CD62L semelhante aquele
apresentado pelos animais imunocompetentes inoculados com o mesmo
isolado, sendo que, no ultimo ponto de andlise, 45° dia apds o inéculo, o grupo
infectado apresentava uma diminuicdo ainda mais acentuada na expressao de
CD62L pelas células CD4+, quando comparado ao grupo controle (19,43%
contra 71,76%, respectivamente), do que aquela observada nos animais
imunocompetentes (Figura 17B).

No 7° dia apdés a inoculacdo, os percentuais de expressdo dos
marcadores CD25 e CD69 pelas células CD4+ foram de 5,53% e 3,18%,

respectivamente. No grupo controle, CD25 e CD69 foram expressos em 3,08%
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e 3,56% das células CD4+ (Figura 17 D e F). No tempo intermediario de
observacéo, 21° dia pés-inoculo, os marcadores CD25 e CD69, no grupo dos
camundongos inoculados com o fungo, foram expressos em 13,03% e 0,29%
das células CD4+, respectivamente. No grupo controle a expressdo dos
mesmos marcadores foi semelhante ao observado no grupo infectado (14,74%
e 0,23% das células). No 45° dia, o grupo inoculado com o fungo apresentou
expressdo de 7,35% e 0,62% dos marcadores CD25 e CD69 pelas células
CD4+. Quanto ao grupo controle, a expressao de CD25 foi bem mais baixa que
a do grupo infectado (0,86%), representando um aumento de cerca de 6,5
pontos percentuais na expressdo deste marcador no grupo infectado. N&ao

foram detectadas células CD4+CD69+ no grupo controle (Figura 17 D e F).
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5.8.2.2: Perfil da expressdo de moléculas de ativacdo e migracao
celular em linfécitos CD8+ de camundongos imunocompetentes e
imunossuprimidos inoculados com os isolados PL.T e PL.P e seus respectivos

controles inoculados com PBS

A figura 18A, C e E demonstram o0s percentuais de marcagdo de
células CD8+ expressando os marcadores de ativacdo CD25 e CD69 e de
migragao celular, CD62L, nos animais infectados com o isolado PL.P e seus
respectivos controles inoculados com PBS. Nossos dados indicam um
comportamento de expressdo da molécula CD62L nas células CD8 (Figura
18A) semelhante ao observado nas células CD4+ (Figura 17A), com diminuicdo
da expressao deste marcador no 7° dia apés a infeccdo no grupo inoculado
com o fungo (62,93%), em comparacdo com o grupo controle (73,26%). Nos
tempos de 21 e 45 dias apos a infeccdo houve uma tendéncia a equiparagao
dos percentuais de células CD8+CD62L+ entre os dois grupos, inoculado e
controle. No grupo inoculado com o fungo, 21 dias apés o inéculo, o percentual
de células CD8+CD62L+ foi de 61,02%, decrescendo para 50,13% no 45° dia.
No grupo controle esses percentuais foram de 55,89% no 21° dia, e 54,83% no

45° dia de experimento (Figura 18A).

Ao quantificarmos o marcador CD25, observamos no 7° dia apds o
indculo, percentuais semelhantes de células CD8+CD25+ nos grupos de
camundongos inoculados com o isolado PL.T (2,11%) e controle (1,94%). No
21° dia os valores percentuais foram 1,36% para o grupo inoculado com o

fungo e 0,81% para o grupo controle. Ja no 45° dia pos-indculo observamos
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uma reducdo na expressao desse marcador no grupo PL.T (2,8%) quando

comparado ao grupo controle (5,01%) (Figura 18C).

Em relacdo ao marcador de ativacdo CD69, no 7° dia apds o inoculo
obtivemos um percentual um pouco maior de células CD8+CD69+ no grupo
infectado (2,09%), do que no grupo controle (1,54%). No 21° dia, esses
valores diminuiram para 0,85% e 1,23% para 0S mMesmoS grupos,
respectivamente. Ao fim do experimento, 45° dia, os valores foram

praticamente nulos em ambos os grupos (Figura 18E).

Na figura 18 A, C e E podemos observar também o percentual de
marcacdo das moléculas de ativacdo em células CD8+ de camundongos
imunossuprimidos, inoculados com o isolado PL.T e seus respectivos controles

nao infectados.

Com relacdo a quantificacdo do marcador CD62L observamos um
perfil semelhante ao observado nos animais imunocompetentes e nas células
CD4+ apés infeccdo com o isolado PL.T, ou seja, uma diminui¢do, neste caso
mais acentuada, na expressdo de CDG62L pelas células CD8+ dos animais
infectados (28,03%), em comparacao ao grupo controle (58,94%). No 21° dia,
nao foi detectada a expressdo deste marcador nas células CD8+ no grupo dos
animais inoculados com o fungo, embora no grupo controle 35,72% das células
CD8 expressassem CD62L. Ao final do experimento, no 45° dia, o0s
percentuais de células CD8+CD62L+ foram semelhantes no grupo inoculado

com o fungo (73,31%) e no grupo controle (78,56%) (Figura 18A).

No 7° dia ap6s a inoculacdo, nos linfécitos CD8+ coletados do baco
dos camundongos imunossuprimidos inoculados com o isolado PL.T e o grupo

controle, foi observada a expressdo de CD25 em 0,42% e 0,38% das células,
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respectivamente. No 21° dia, ndo foi detectada a expressdo do marcador
CD25 no grupo dos animais inoculados com o fungo, por outro lado no grupo
controle o percentual de células CD8+CD25+ foi de 1,79%. Ao final do periodo
de experimentagao (45° dia), o grupo inoculado com o fungo apresentava
0,38% de células CD8+ que expressavam o marcador CD25, enquanto no

grupo controle esse percentual foi de 0,12%.

Com relagdo ao marcador CD69, na fase inicial da infeccao (7° dia), foi
verificado que o grupo inoculado com o fungo apresentou 2,63% de células
CD8+CD69+, enquanto no grupo controle esse percentual foi de 2,27%. No 21°
dia, esses percentuais foram de 6,57% e 8,85% para 0S mesmos grupos,
respectivamente, diminuindo ao final do periodo observado, 45° dia, para

2,01% e 0,02% (Figura 18E).

Podemos observar, na Figura 18B, que nos camundongos inoculados
com o isolado PL.P, o perfil de expressdo da molécula CD62L nos linfécitos
CD8+ foi muito semelhante ao observado nas células CD4+ dos animais
inoculados com o0 mesmo isolado de P. lilacinus (Figura 17B). No 7° dia ap6s a
infeccdo observamos percentuais similares de células CD8+CD62L+ nos
grupos infectado (71,92%) e controle (70,58%). A partir do 21° dia, as células
CD8+ dos camundongos do grupo inoculado com o fungo sofreram uma
reducdo na expressao desse marcador com relacédo ao grupo controle. No 21°
dia ap0s o in6culo com o isolado PL.P, 24,03% das células CD8+ dos
camundongos infectados expressavam o marcado CD62L, contra 43,54% no
grupo controle. No ultimo dia de avaliacdo (45° dia), esses percentuais foram

de 20,33% e 52,05% respectivamente (Figura 18B).
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Os animais imunocompetentes infectados com o isolado PL.P
apresentaram, durante todo o estudo, um percentual maior de células
CD8+CD25+ do que o grupo controle (Figura 18D). No dia 7, a expressdo do
marcador de ativagdo CD25 nas células CD8+ do grupo infectado foi de 1,71%
e de 0,51% no grupo controle. Embora tenhamos observado percentuais
elevados desse marcador para ambos 0s grupo no 21° dia pés-inoculacao
(59,22% e 39,07% de positividade, respectivamente) o grupo infectado
continuou apresentando maior expressao de CD25 do que o grupo controle.
Ao final do experimento, 45° dia, o percentual de células CD8+CD25+ foi de

0,75% no grupo dos inoculados com o fungo e 0,13% no grupo controle.

No 7° dia pés-inoculo, foi observado que os valores percentuais para o
marcador CD69 foram de 2,34% e 2,17% para 0sS camundongos
imunocompetentes inoculados com o fungo e o0 grupo controle,
respectivamente. No 21° dia esses valores diminuiram para 0,74% e 0,38%
para 0S mesmos grupos, respectivamente, diferentemente do observado para o
45° dia apdés a inoculacado, cujos valores percentuais para esse marcador foram
de 3,21% para os animais inoculados com o fungo, e 2,5% para o controle

(Figura 18F).

Os resultados da quantificacdo dos marcadores de ativacdo nos
linfécitos CD8+ coletados do bagco dos camundongos imunossuprimidos
inoculados com o isolado PL.P e com PBS, também estdo demonstrados na

figura 18B, D e F.

A imunossupressao ndo pareceu alterar o perfil de expressao da
molécula CD62L observado nas células CD8 dos animais imunocompetentes.

Novamente, nos dias 7 e 21 apos o inbéculo, observamos percentuais
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semelhantes de células CD8+CD62L+ nos grupos infectado e controle. No
tempo de observacdo mais tardio (45° dia), as células CD8+ dos animais
infectados apresentaram uma marcante reducdo na expressdo do marcador

CD62L (11,26%), em comparagcédo com o grupo controle (83,05%) (Figura 18A).

Ao contrario do que ocorreu com 0s animais imunocompetentes, no 7°
dia ap6s o indculo, a imunossupressdo parece diminuir a expressdo de CD25
nos linfécitos T CD8+ dos animais infectados (0,3%), quando comparado ao
grupo controle (2,51%). No 21° dia, o grupo inoculado com o fungo apresentou
50,58% de células CD8+CD25+, enquanto no grupo controle esse percentual
foi de 57,98%. Quarenta e cinco dias ap0s a infec¢do o grupo inoculado com o
fungo apresentou 0,88% de positividade para o marcador CD25, enquanto o
grupo controle ndo apresentou expressao detectavel do mesmo nas células

CD8+.

Com relacao a expressao do marcador de ativagcdo CD69, no 7° dia de
infeccdo 5,78%, das células CD8+ do grupo inoculado com o isolado PL.P
eram CD8+CD69+, enquanto no grupo controle observamos um percentual de
8,74%. No 21° dia, 0,86% das células CD8+ apresentavam marcacdo para
CD69 no grupo infectado, enquanto que no grupo controle, esse percentual foi
de 0,55%. No 45° dia apds a inoculacédo, as células dos camundongos do
grupo inoculado com o fungo apresentaram um aumento na expressado de

CD69 (2,84%), quando comparado ao grupo controle (0,03%).



m CD8CD62L PL.T

100

< CPTPLT
¥ 80 CPTPBS
§ % SPMPL.T
g 80 % 77 SPMPBS
X U
X 40 %
2 %
g8 o
2 o
o o0
7dias 21dias 45 dias
CD8CD25 PL.T
65+
< 50 mm CPTPLT
< ¥ CPTPBS
R e mm SPMPLT
@ 77 SPMPBS
g 4
(&)
[22]
Ol T
@
e 0- %-ﬂl 2 o
7dias 21dias 45 dias
El CD8CD69 PL.T
= BE CPTPLT
i’: vz CPTPBS
2 B SPMPLT
a A
8 77 SPMPBS
&
(=)
(&)
[22]
©
=)
‘Q
(&)

7dias 21dias 45 dias

7dias

7dias

CD8CD62L PL.P

21dias

CD8CD25 PL.P

21dias

CD8CD69 PL.P

21dias

45 dias

45 dias

45 dias

64

Hm CPTPLP
7z CPT PBS
B SPMPL.P
77z SPM PBS

CPTPL.P
CPTPBS
SPMPL.P
SPM PBS

N
N

CPTPL.P
CPTPBS
SPM PL.P
772 SPM PBS

Figura 18. Percentual de marcadores de ativagdo e migracdo em células CD8+

esplénicas, de camundongos imunocompetentes (CPT) e imunossuprimidos

(SPM) inoculados com Paecilomyces lilacinus, isolados PL.T (A, C e E) e PL.P

(B, D e F) seus respectivos controles inoculados com PBS, nos dias 7, 21 e 45

apos a inoculagéo.
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5.9. RESPOSTA IMUNE HUMORAL

A analise da resposta imune humoral dos camundongos inoculados foi
realizada utilizando as técnicas de reacao de imunofluorescéncia indireta (RIFI)
e citometria de fluxo.

A técnica RIFI demonstrou serem positivos para IgG especifica anti-
P.lilacinus os soros dos camundongos imunocompetentes e imunossuprimidos
inoculados com os isolados de P. lilacinus nas diluicGes utilizadas (1:20, 1:40,
1:80 e 1:160), em todos os diferentes tempos de observacao pés-inoculacao (7,
21, 45 dias). Os animais controles, inoculados com PBS, n&o apresentaram
reacdo soroldgica positiva. A intensidade de fluorescéncia observada foi
inversamente proporcional a diluicdo do soro dos camundongos. Na figura 19
estdo demonstrados os resultados da RIFI com os soros coletados aos 21 dias

apos a inoculacéo.
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Figura 19. Reatividade do soro de camundongos ao fungo P. lilacinus: A) Soro
de camundongo imunossuprimido inoculado com o isolado PL.P, na diluicdo de
1:20, B) Soro de camundongo imunossuprimido inoculado com PBS (controle),
na diluicdo de 1:20; C) Soro de camundongo imunossuprimido inoculado com o
isolado PL.T, na diluicdo de 1:40; D) Soro de camundongo imunossuprimido
controle, na diluicho de 1:40; E) Soro de camundongo imunocompetente
inoculado com o isolado PL.T, na diluicdo de 1:80; F) Soro de camundongo
imunocompetente controle, na diluicdo de 1:80; G) Soro de camundongo
imunocompetente inoculado com o isolado PL.P, na diluicdo de 1:160; H) Soro

de camundongo imunocompetente controle, na diluicdo de 1:160.
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Pela primeira vez na Micologia, foi possivel detectar positividade a IgG
nos soros dos camundongos imunocompetentes e imunossuprimidos,
inoculados com ambos os isolados de P. lilacinus, nas diluicbes de 1:25 até
1:500 por meio da técnica de citometria de fluxo, considerada de alta
sensibilidade. Com relagédo ao conjugado utilizado, a titulagdo de 1:400 foi a
escolhida por apresentar menor percentagem de fluorescéncia nos grupos
controle. Na Figura 20 estdo demonstrados os graficos de citometria de fluxo
para deteccdo de IgG anti-P.lilacinus, no soro dos camundongos dos grupos
imunocompetente e imunossuprimido, apos 21 dias de inoculacdo com o fungo
e com PBS titulados em 1:500. A figura 20A representa o tamanho e a
granulosidade dos conidios. Um total de 20.000 eventos foi adquirido dentro do
gate. A intensidade de fluorescéncia foi estabelecida através de uma regiao
selecionada a partir de uma amostra contendo conidios ndo marcados. As
figuras 20B e 20C sao relativas aos soros de camundongos
imunocompetentes, inoculados com PBS e com o fungo, respectivamente.
Podemos observar um percentual de 0,07% de células positivas no grupo
controle, contra 76,78% de células positivas no grupo inoculado com o fungo.
Na figura 20D e E observamos os percentuais de marcacéo obtidos a partir do
soro dos camundongos imunossuprimidos inoculados com PBS e com o fungo,
respectivamente. O grupo controle apresentou 0,10% de positividade enquanto
0 grupo dos camundongos inoculados com o fungo a positividade foi de

72,68%.
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Figura 20. Graficos representativos de citometria de fluxo. (A) Tamanho (FSC)
e granulosidade (SSC) dos conidios. Um total de 20.000 eventos foi adquirido
dentro do gate de conidios. (B) Percentuais de marcacao de IgG no soro dos
camundongos imunocompetentes inoculados com PBS (0,07%), (C)
Percentuais de marcacdo de IgG no soro dos camundongos
imunocompetentes inoculados P. lilacinus (76,78%), na diluicdo 1:500. (D)
Percentuais de marcacédo de IgG no soro dos camundongos imunossuprimidos
inoculados com PBS (0,10%), (E) Percentuais de marcacdo de IgG no soro
dos camundongos imunossuprimidos inoculados com P. lilacinus (72,68%), na
diluicdo 1:500.
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6. DISCUSSAO

O advento de terapias imunossupressoras prolongadas, 0s novos e mais
agressivos regimes de imunossupressao e o0 aumento da sobrevivéncia de
pacientes na terapia intensiva, sao alguns dos fatores diretamente relacionados
com o0 seu estado imunoldgico (Antas et al., 2012), que podem criar um
ambiente propicio para a invasdo, colonizacdo e disseminacdo de fungos em
diversos sitios do hospedeiro. As infec¢Bes fungicas invasivas constituem a
maior ameaca para 0s hospedeiros imunossuprimidos, especialmente nos
portadores de leucemias, linfomas, receptores de transplantes e neutropénicos

(Antachopoulos & Roilides, 2005).

Paecilomyces lilacinus € considerado um fungo oportunista humano,
emergente, com aparente tropismo pelas estruturas oculares, sendo capaz de
provocar ceratites e endoftalmites que podem resultar na enucleacao do globo
ocular. Além das formas oculares, o fungo pode apresentar as formas cutaneas
e subcutaneas, que vao de lesbes locais a disseminadas, bursites, sinusites,

vaginites e outras formas (Pastor & Guarro, 2006).

No presente estudo, foram analisados dois isolados de P. lilacinus
provenientes de pacientes com lesbes cutanea e subcutanea. A avaliacao
morfologica dos isolados revelou que ambos apresentaram caracteristicas
tipicas da espécie, como colbnias inicialmente brancas, assumindo coloracéao
violacea, com longos conidioforos verticilados sustentando fialides em forma de
garrafa com delicado pesco¢o e porgdo basal dilatada (Luangsa-ard et al.,

2011). Porem, ligeiras diferencas de coloracdo entre as colonias e velocidade
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de esporulacdo foram observadas. A coloracdo das colbnias do isolado
proveniente de lesdo cutanea (PL.P) variou de rosa a violacea, enquanto nas
colénias do isolado proveniente de lesdo subcutanea na regido da tibia (PL.T),
essa coloracdo manteve-se em tons de violaceo acinzentado. O isolado PL.P
foi 0 que apresentou uma producdo de conidios precoce e em maior
quantidade quando comparado ao isolado PL.T. Esse comportamento biolégico
poderia conferir ao isolado PL.P alguma vantagem no processo infeccioso em
relacdo ao isolado PL.T, uma vez que a esporulacdo adventicia, uma das
caracteristicas desse fungo (Perfect & Shell, 1996; Liu et al., 1998), permite a
disseminacdo dos pequenos conidios pelo corpo do hospedeiro. Outras
diferengas fenotipicas nesse fungo, além de coloracdo das colbnias e
guantidade de esporos formados, ja foram descritas por Mikami et al. (1989),
como a producdo de sinémios e micotoxinas (paecilotoxinas) por isolados

entomopatogénicos.

A utilizacdo do modelo experimental murino nos estudos de viruléncia
tém disponibilizado dados sobre a capacidade invasiva e a proliferacdo de P.
lilacinus nos 6rgdos dos animais, a partir da observacdo dos sinais clinicos e
resposta imune do hospedeiro, histopatologia e reisolamento de células
fungicas viaveis de diferentes 6rgdos durante a infeccdo (Pujol et al., 2002;

Brito et al., 2007, 2011).

Em nosso estudo, utilizamos o modelo murino C57BL/6,
imunocompetente e imunossuprimido, a fim de obter dados sobre viruléncia e
resposta imunolégica dos camundongos frente aos isolados de P. lilacinus,
obtidos de formas clinicas de hialohifomicose. Como descrito, anteriormente,

por Brito et al. (2011), foi possivel comprovar, no presente trabalho, a acéo
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imunossupressora do fosfato dissédico de dexametasona, por meio da
visualizagdo macroscopica e pesagem dos bacos dos camundongos
imunossuprimidos, os quais apresentaram atrofia do 6rgdo. Além disso, a
andlise citofluorimétrica das células do baco demonstrou alteracdes
morfologicas e sugestiva morte celular, assim como observado por Miller &
Schaefer (2007), estudando o modelo C57BL/6 imunossuprimido com

dexametasona infectado com Cryptosporidium parvum.

Para a comparacdo da viruléncia entre os isolados, o0s animais
inoculados aqui utilizados foram avaliados com relagdo aos, sinais clinicos,
sobrevivéncia, indice esplénico e reisolamento de células fungicas viaveis no
baco. Nesse contexto, a maioria dos camundongos imunocompetentes
inoculados com ambos os isolados se manteve ativa ao longo de todo o
periodo observado e nao apresentou perda de peso ou quaisquer sinais
clinicos da doenca, a excecao de um camundongo imunocompetente inoculado
com o isolado PL.T que apresentou ceratite no olho direito no 45° dia de
infeccdo, sugerindo a relacdo entre o sitio de inoculacdo e a manifestacédo
clinica da hialohifomicose, conforme descrito por Agrawal et al. (1979). No
estudo publicado por esses autores, ao inocularem coelhos com um isolado de
P. lilacinus proveniente de lesao ocular de paciente humano, observaram que
apenas o olho em que recebeu o in6culo fungico desenvolveu lesdes
oftalmoldgicas, diferentemente do que foi observado nos animais do grupo
controle, inoculado pela mesma via com PBS, e sem manifestagdo clinica.

Quanto as variacdes de peso dos camundongos aqui estudados, n0ssos
resultados apontaram, em meédia, que o0 grupo dos imunocompetentes

inoculados com o fungo e com PBS, ndo apresentou diferencas significativas
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de ganho de peso. Esses resultados divergem dos descritos por Brito et al.
(2011), que relataram uma ligeira perda de peso nos camundongos BALB/c
imunocompetentes inoculados com um isolado de origem humana. Com
relacdo aos camundongos imunossuprimidos, a perda de peso naqueles
inoculados com o isolado PL.P foi maior que nos inoculados com o isolado
PL.T. Nossos dados, com relacdo aos animais imunossuprimidos, estdo de
acordo com os resultados obtidos por Brito et al. (2011), pois verificamos nos
camundongos tratados com dexametasona, inoculados com ambos os isolados
e PBS, perda de peso, apatia e queda de pélo. Além disso, os camundongos
inoculados com os isolados fungicos apresentaram lesées na base da cauda a
partir do 21° dia de infeccdo. Ainda no grupo dos camundongos
imunossuprimidos, um dos animais, inoculado com o isolado PL.P apresentou
multiplas lesGes dermatolégicas no dorso e um ndédulo na regido abdominal.
Curiosamente, esse isolado, proveniente de uma lesdo cutanea, reproduziu, no
modelo experimental, quadro semelhante ao apresentado no paciente humano.

Na avaliacdo da sobrevivéncia dos camundongos, no presente estudo,
nos animais imunocompetentes, inoculados com o isolado PL.P houve
sobrevivéncia de 90% dos camundongos enquanto que os inoculados com o
isolado PL.T 100% de sobrevivéncia foi observado. Nos animais
imunossuprimidos, onde taxas baixas de sobrevivéncia ja eram as esperadas
devido a imunossupressédo, os animais inoculados com o isolado PL.P nao
sobreviveram ao final do experimento (45° dia) e aqueles inoculados com o
isolado PL.T apresentaram 20% de sobrevivéncia. Esses dados diferem
daqueles obtidos por Brito et al. (2011), nos quais o0os camundongos

imunocompetentes inoculados com o isolado proveniente de lesdo humana
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utilizado, n&o causou morte entre os animais ao fim do experimento (45 dias
pés-indculo). Entretanto, os mesmos autores verificaram que nos animais
imunossuprimidos, inoculados com o mesmo isolado, a taxa de sobrevivéncia
foi de 0%, semelhante ao encontrado no nosso trabalho para o isolado PL.P.
Ao exame das cavidades toracica e abdominal, durante a necropsia dos
animais, ndo constatamos quaisquer alteragdes nos érgaos dos camundongos
imunocompetentes e imunossuprimidos que pudessem ser atribuidas ao fungo,
com excecdo da observacdo da esplenomegalia e da atrofia do baco nos
respectivos grupos, corroborando os achados de Gordon (1984), que apos
inocular um isolado de P. lilacinus proveniente de Dasypus novemcinctus (tatu)
em camundongos imunocompetentes e imunossuprimidos, nao encontrou
lesbes nos diferentes 6rgaos, exceto um abscesso na parede estomacal de um
dos camundongos imunossuprimidos. Por outro lado, os resultados obtidos por
Hubélek & Hornich (1977), foram diferentes dos encontrados em nosso estudo,
uma vez que os autores demonstraram que camundongos imunocompetentes
inoculados, intraperitonealmente, com um isolado de P. lilacinus, proveniente
da plumagem de Passer domesticus (pardal), apresentaram lesdes no
peritbnio, no figado e no baco dos animais aos 55 dias ap0s a inoculacao. No
experimento dos autores, acima citados, temos de levar em consideragdo o

tamanho do inéculo, que foi 500 vezes maior que o por nés utilizado.

Em relacdo a busca por estruturas fangicas ou lesdes histoldgicas ao
exame histopatologico realizado em nosso trabalho, ndo foram observadas
alteracbes nos tecidos hepéatico e pulmonar dos camundongos
imunocompetentes inoculados com o isolado PL.T, nem mesmo estruturas

semelhantes a fungo. Nossos dados divergem dos resultados obtidos por
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Hubalek & Hornich (1977), que, em infeccdo experimental com P. lilacinus,
encontraram no tecido hepatico de camundongos imunocompetentes, grande
namero de conidios e hifas. Brito et al. (2011), no entanto, relataram ter
encontrado raros conidios no tecido de camundongos imunocompetentes.
Quanto aos camundongos imunossuprimidos, inoculados com esse mesmo
isolado (PL.T), verificamos alteragbes histolégicas no tecido hepatico ou
estruturas fungicas semelhantes a conidios. Observamos também essas
estruturas no interior de macréfagos no tecido pulmonar. Nossos dados
divergem de Brito et al. (2011), cuja analise histopatologica de figado, baco,
pulmdo e rim de camundongos BALB/c imunossuprimidos n&o revelou
quaisquer lesbes apods inoculacdo dos animais com o isolado de origem
humana. A explicacdo para essa divergéncia pode estar na linhagem do
camundongo utilizada por nés (C57BL/6), uma vez que, ndo sabemos se as
diferentes linhagens, BALB/c e C57BL/6, respondem de forma semelhante a
dexametasona, tornando-as mais ou menos susceptiveis ao fungo.

A observacao das laminas de tecido dos camundongos inoculados com
o isolado PL.P, nos permitiu verificar alteracdes histolégicas no tecido
pulmonar, com abundante quantidade de estruturas fungicas no tecido dos
camundongos imunossuprimidos e raras nos imunocompetentes. Além disso,
ao exame microscoépico do nodulo de pele retirado da regido abdominal de um
dos animais imunossuprimidos, foi constatada a presenca de inumeras
estruturas semelhantes a conidios e fragmentos de hifas. Nesse contexto, o
isolado PL.P mostrou uma maior e mais precoce esporulacdo, e essas
caracteristicas, provavelmente, favoreceram a invasao do tecido do hospedeiro

por este isolado, inclusive dos imunocompetentes, em comparacéo ao isolado
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PL.T. Ainda de acordo com Brito et al. (2011), o fato de os camundongos
imunocompetentes inoculados com o isolado PL.T nao terem apresentado
alteracdes histologicas, e dessas terem sido raras nos camundongos ndo
tratados com dexametasona inoculados com o isolado PL.P, sugere que o
sistema imunoldgico desses animais foi eficiente em conter as células fungicas.
Sabemos que a formacdo de estruturas adventicias pode facilitar a
disseminacédo e invasdo do fungo no hospedeiro (Liu et al., 1998; Pastor &
Guarro, 2006). Entretanto, a condicdo imunolégica normal do hospedeiro é
capaz de conter o fungo através da formacdo de granulomas, conforme
observado no nosso trabalho e corroborado pelos resultados de outros autores
(Hubalek & Hornich,1977; Brito et al., 2011).

Os resultados de indice esplénico dos animais imunocompetentes
avaliados no presente estudo apontaram valores decrescentes nos
camundongos inoculados com ambos os isolados. No inicio da infec¢do, o
baco dos camundongos inoculados com o fungo apresentou acentuada
esplenomegalia, provavelmente em virtude da intensa linfoproliferacdo
estimulada pela presenca do patégeno. Ao longo desse periodo, o volume do
orgdo foi se aproximando, gradativamente, do volume dos bacos dos
camundongos controle, porém o0 mesmo nao se igualou, indicando,
possivelmente, que o sistema imunoldgico dos camundongos inoculados com o
fungo foi capaz de controlar a infeccdo. Contudo, as médias desse indice para
o isolado PL.T foram, significativamente, maiores que as medias para o isolado
PL.P. Esses resultados divergem um pouco dos resultados descritos por Brito
et al. (2011), nos quais os valores do indice esplénico também foram

decrescentes ao longo do periodo observado, porém se igualaram aos valores
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do grupo controle, ao fim do experimento (35 dias), principalmente para o
isolado de origem humana que é o mesmo isolado PL.T utilizado no presente
estudo. A partir desses dados, poderiamos especular acerca da diferenca da
eficiéncia do sistema imune do modelo murino experimental utilizado em nosso
estudo, frente a infeccdo com P. lilacinus, quando comparado ao modelo
BALBI/c.

O dultimo critério para a avaliagdo da viruléncia dos isolados de P.
lilacinus do presente estudo foi a recuperacdo de células fungicas viaveis do
baco dos camundongos imunocompetentes e imunossuprimidos inoculados.
Em ambos os grupos, as médias de unidades formadoras de colbnia reisoladas
foram estatisticamente maiores para o isolado PL.P. O pico de recuperacao de
células do fungo ocorreu aos 7 dias ap6s a infeccdo, decrescendo
gradualmente até o final do periodo de observacdo. N&o foi possivel a
recuperacdo de células do isolado PL.T no 21° dia, e por isso, consideramos
duas hipéteses: a) fatores inerentes aos camundongos submetidos a eutanasia
nesse ponto permitiram o completo clearance da infec¢éo; b) problemas no
cultivo dessas células podem ter impedido o reisolamento do fungo. De uma
forma geral, esses resultados corroboram os de Brito et al. (2011), que
conseguiram reisolar células fungicas do baco, pulmdo e figado de
camundongos imunocompetentes e imunossuprimidos, inoculados com P.
lilacinus, a partir do 7° dia de infeccdo, também decrescendo gradativamente
até o 35° dia.

Os resultados obtidos em nosso estudo, utilizando dois isolados de
origem humana, permitiram avaliar diferencas na viruléncia entre eles, da

mesma forma que Brito et al. (2011), que compararam isolados provenientes
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de forma clinica da hialohifomicose e ambiental. Nossos dados reforcam a ideia
de que diferencas fenotipicas podem promover uma maior adaptacdo do fungo
ao ambiente indspito e permitir que ele se torne mais invasivo. O isolado PL.P,
proveniente de lesdo cutanea, foi considerado ser o mais virulento, pois
provocou a morte de 10% dos camundongos imunocompetentes ao final do
periodo de observacdo (45 dias), causou alteragBes histologicas no tecido
pulmonar e hepatico com a presenca de estruturas fungicas e maior quantidade
de células do fungo recuperadas do baco, quando comparado ao isolado PL.T.
Adicionalmente, os animais imunossuprimidos inoculados com o isolado PL.P
apresentaram lesdes dermatoldgicas, semelhantes as do hospedeiro humano
do qual foi isolado, além de ndédulo subcutaneo, onde foi possivel reisolar o
fungo e observar microscopicamente abundantes estruturas fangicas

semelhantes a conidios e fragmentos de hifas.

Devemos considerar, no entanto, que ndo apenas os fatores de
viruléncia do fungo podem influenciar no curso da doenca, mas também as
condicbes do hospedeiro (Casadevall & Pirofski, 2000). No ambiente da
imunossupressao, o modelo murino por nés estudado, permitiu comprovar essa
afirmacgéo, uma vez que foram maiores as alteracdes histoldgicas observadas,

0s sinais clinicos da doenca e a quantidade de fungos recuperados do baco.

A despeito de alguns trabalhos experimentais com P. lilacinus atribuirem
a esse fungo uma baixa viruléncia, e afirmarem ser necessario indculos altos e
imunossupressao para reproduzir a infeccdo (Pastor & Guarro, 2006), e
consequentemente diversos autores utilizarem indéculos altos para infectar
camundongos imunocompentes e imunossuprimidos (Hubéalek & Hornich, 1977;

Pujol et al., 2002), tal afirmacé&o foi questionada, recentemente, por nosso
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grupo (Brito et al., 2011), j& que, utilizando um inéculo de 4,4 x 10* conidios por
animal, considerado baixo, foi possivel comprovar a infeccdo em camundongos
imunocompetentes e imunossuprimidos, através de achados histopatologicos e
da recuperacgdo de células fangicas de diversos 6rgaos.

No presente estudo, utilizamos um modelo experimental descrito como
resistente a infeccdo por Leishmania major (Sacks & Noben-Trauth, 2002).
Camundongos da linhagem C57BL/6, imunocompetentes e imunossuprimidos,
estudados aqui, foram inoculados com 10° conidios, por animal, e
apresentaram resultados semelhantes aos descritos por Brito et al. (2011), no
que concerne ao estabelecimento da infeccdo. Além de estudarmos o isolado
PL.P, proveniente de lesédo cutanea, utilizamos o isolado PL.T, proveniente de
abscesso subcutaneo na regido da tibia, sendo o mesmo isolado estudado por
Brito et al. (2011). Apesar de analisarmos a viruléncia desse isolado para
BALB/c e C57BL/6 em experimentos e épocas diferentes, 0s resultados
encontrados, em geral, foram similares para os grupos de camundongos
estudados, porém algumas divergéncias foram observadas nos animais
imunocompetentes inoculados com o isolado PL.T, como: a) ganho de peso; b)
auséncias de estruturas fungicas no tecido; c) menor quantidade de células
fungicas viaveis recuperadas do baco. Esses resultados podem sugerir que o
modelo C57BL/6 foi mais resistente ao isolado PL.T, quando comparado ao
modelo BALB/c. Porém novos ensaios, ocorrendo paralelamente, devem ser

realizados para a confirmacéo dessa hipétese.

Em 1987, Sthephan & Al-Din demonstraram, in vitro, que a temperatura
Otima de crescimento e esporulagdo de P. lilacinus varia entre 20°C a 25°C,

podendo chegar até 30°C. E possivel que a temperatura do hospedeiro tenha
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alguma relacdo com as manifestagdes clinicas da hialohifomicose causada por
esse fungo, tendo em vista seu evidente tropismo pelas estruturas oculares e
pele. Os olhos, assim como outros 6érgdos (cérebro, testiculos, ovarios),
constituem um ambiente propicio ao desenvolvimento do fendmeno
denominado “privilégio imune”, suprimindo respostas inflamatérias locais,
permitindo que as infecgbes se estabelecam com mais facilidade (Mellor &
Munn 2008). Os camundongos imunocompetentes, modelos em nosso estudo,
provaram que, na auséncia de quaisquer perturbacdes, o sistema imune
promove uma resposta eficaz que Iimpede o desenvolvimento da
hialohifomicose provocada por P. lilacinus nesses sitios. Nesse trabalho, houve
apenas uma exce¢ao no grupo dos camundongos imunocompetentes, que
desenvolveu ceratite no olho direito, porém, acreditamos que algum fator
intrinseco a esse animal possa ter favorecido o curso da doencga. Ao contrario
do ocorrido com os camundongos imunocompetentes, 0s imunossuprimidos
apresentaram leses na base da cauda, lesdes cutaneas e nddulo repletos de
estruturas fangicas. Esses dados sdo importantes para demonstrar que o
funcionamento do sistema imunoldgico, com todos 0s seus mecanismos e
engrenagens, é crucial para determinar o curso das interacfes entre parasito e

hospedeiro.

Em nossa analise do perfil imunolégico dos camundongos
imunocompetentes e imunossuprimidos determinamos, primeiramente, a
quantificacdo do namero de esplendcitos dos animais ao longo do periodo de
observacdo (45 dias). De acordo com Diasio & LoBuglio (1996), os
mecanismos de acdo dos corticosterbides podem causar a inibicdo da

proliferacdo de células T e, consequentemente, da imunidade humoral T



80

dependente (via células Ty), e também a expressdo dos genes que codificam
citocinas pro-inflamatorias, tais como IL-1, IL-2, IL-6, IFN-y TNF-a, que, juntas,
sdo capazes de reverter a inibicdo da linfoproliferacdo provocada pelo farmaco.
Nossos resultados comprovam claramente uma acgdo imunossupressora da
dexametasona, uma vez que, 0s camundongos imunossuprimidos
apresentaram um numero significativamente muito baixo de esplendcitos, ainda
menor nagueles inoculados com ambos os isolados fungicos, especialmente na
fase inicial da infeccdo, quando comparado aos animais dos grupos
imunocompetentes. Esses dados corroboram o0s resultados obtidos por
Brandao (1991), em que, estudando a associacédo da dexametasona a infec¢ao
experimental de Candida albicans em camundongos, observou-se que o0s
efeitos imunossupressores do farmaco e da infecgao sistémica se somavam, e
que o0s animais tratados com a dexametasona e infectados apresentaram
acentuada deplecao linfocitaria. Ao final do periodo de observacdo, no nosso
estudo, talvez em virtude da diminuicdo de células fungicas no baco, e com a
provavel liberacdo de antigenos circulantes, nossos camundongos
imunossuprimidos inoculados com o fungo apresentaram um namero maior de

esplendcitos, quando comparados ao seu controle, inoculado com PBS.

Alguns autores apontam a acdo da dexametasona como capaz de
interferir na expanséao clonal e diferenciacéo tanto de células T CD4+, quanto
de T CD8+ (Diasio & LoBuglio, 1996). A base para essa afirmacao € a de que a
inibicdo da expresséo de IL-2 interferiria na proliferagdo das células T de uma
maneira geral. No entanto, Zhang & Bevan (2011) afirmam que IL-12 é a
citocina envolvida na diferenciacdo de células T CD8+, enquanto IL-2, mesmo

definida como sendo um fator de crescimento de células T, predomina em
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células T CD4+, sendo muito baixa a sua expressdo nas T CD8+. Nesse
contexto, comprovamos em nosso estudo a possivel acdo da dexametasona
sobre a producéo de IL-2, e assim seu papel na expansao clonal dos linfocitos,
como sendo um fator restrito as células T CD4+. Nos camundongos
imunossuprimidos inoculados com ambos os isolados de P. lilacinus, bem
como nos controles inoculados com PBS, durante todo o periodo de
experimentacdo, observamos um predominio das células T CD8+ sobre as T
CD4+. Nos grupos imunocompetentes, como descrito na literatura, a

expressao de células T CD4+ foi maior que a T CD8+.

Ainda com relacao ao fenétipo das células respondedoras, o predominio
de linfocitos T CD8+ em relagdo aos T CD4+ nos camundongos
imunossuprimidos com dexametasona observado em nosso estudo,
assemelha-se aos resultados de Miller & Schaefer (2007). Uma das possiveis
explicacBes sugeridas pelos autores é a de que as populacbes de células T
CD8+ sejam resistentes aos efeitos da dexametasona, e assim continuem a
proliferar, enquanto os outros linfocitos entrariam em apoptose. Os autores
concluem o estudo afirmando que a imunossupressdo com dexametasona €
um complexo que associa a deplecdo de linfécitos T CD4+ ao aumento
exponencial do nuamero de neutrofilos maduros e gradual aumento dos

linfocitos T CD8+.

Apés o reconhecimento de seu antigeno especifico, os linfocitos T
sofrem um processo de ativacao e diferenciagéo relacionado com a queda ou o
aumento de expressao de varias moléculas. Como exemplo podemos citar os 3
marcadores avaliados no presente trabalho, CD69, CD25 e CD62L ou L-

selectina. O aumento da expressdo de CD69 é um dos eventos iniciais da
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ativacdo de linfécitos apds a estimulacdo pela presenca do patégeno (Caruso
et al., 1997; Starska et al., 2011). Apesar de seu ligante ser ainda
desconhecido, sabe-se que a molécula CD69 ¢é uma glicoproteina
homodimérica de membrana, de aproximadamente 35kDa e que possui um
grande dominio citoplasmético envolvido na transducéo de sinais de ativacao.
Mais tardiamente, a ativagdo dos linfocitos pode ser também sinalizada pela
expressdo do marcador CD25, uma glicoproteina de membrana de 55kDa,
também conhecida como a cadeia a do receptor de IL-2. Esse marcador é
expresso nos timécitos e progenitores das linhagens T e B, e em linfcitos
maduros ativados (Caruso et al., 1997).

A molécula CD62L ou L-selectina, é expressa na superficie de linfécitos
T imaturos. Apos o reconhecimento antigénico e ativacao as células perdem a
expressao deste marcador, permitindo assim que as mesmas circulem pelo
organismo a fim de exercer suas fungdes efetoras no sitio da infeccao (Grailer
et al., 2009). Por outro lado, sua expressado ndo s6 estéa relacionada ao trafego
e homing de linfécitos para os 6rgaos linféides, como também com a memdéria
celular. Trabalhos pioneiros do grupo de Antdnio Lanzavechia (Rivino et al.,
2004; Lanzavecchia & Salusto, 2005) inicialmente mostraram que a perda
gradativa desse marcador seria um indicativo da geracdo de células de
memoria efetora (Tgv), que residem em oOrgaos nao linféides e circulam pelo
organismo. Nesse contexto, devemos considerar que, baseados na expresséao
high e low de CD62L, associada a expressao do receptor de quimiocina CCR?7,
as células de memoria sdo subdivididas em memoria central (Tcw -
CD62L"CCR7"), circulantes entre os 6rgados linféides e de longa duracéo, e

meméria efetora (Tem - CD62L°CCR7), residentes dos tecidos periféricos e de
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curta duracdo apos a secrecao de citocinas pro-inflamatorias (Kedzierska et al.,
2006; Lefrancois, 2006). As células Tgy podem ainda ser classificadas em
terminalmente diferenciadas, efémeras e residentes nos tecidos periféricos
(Lefrancois, 2006). Unsoerd & Pircher (2005) propéem ainda, uma terceira
populacdo de células de memoria, denominada “memdria intermediaria”,
constituidas por linfécitos que expressam CCR7 na auséncia de CD62L
(CD62L"CCRT7"), e concluem seu trabalho apontando a maior frequéncia desse
fenédtipo também em linfécitos T CD8". Contudo, como nosso estudo baseou-se
apenas na expressdo do marcador CD62L, sem associa-lo a expressdo de
CCR7, nos permitindo apenas avaliar o grau de diferenciacdo dessas células
em funcdo do tempo e de sua capacidade de migrar ou ndo para 6rgaos
linféides secundérios como o baco e linfonodos.

Avaliando conjuntamente a expressdo desses marcadores nos animais
imunocompetentes inoculados com dois diferentes isolados de P. lilacinus
fomos capazes de observar padrées distintos no que se refere a ativacao
celular.

As células CD4+ dos animais inoculados com o isolado PL.T
apresentaram uma diminuicdo na expressdo da molécula CD62L,
acompanhado de um aumento na expressao de CD25 no 7° dia ap0s o inoculo,
quando comparados aos grupos controles, inoculados com PBS, sendo que
esse perfil se inverteu nos dias 21 e 45. Por outro lado, ndo fomos capazes de
detectar aumento na expressdo de CD69 em nenhum dos pontos de estudo.
Tomando como fundamento que a expressao de CD69 € um evento precoce da
ativacao celular e unindo esse dado as alteracdes ja citadas na expressao de

CD25 e CD62L podemos inferir que, durante a infeccdo com esse isolado, a
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ativacdo celular ocorre precocemente, em até 7 dias apdés o inéculo. E
possivel, que nos dias 21 e 45, as células estejam retornando ao bago como
células de memaria central, j& que aumentam a expressao de CD62L e perdem
a expresséao de CD25.

Por outro lado, diminuicdo da expressdo de CD62L s6 pOde ser
observada nas células CD4+ dos animais imunocompetentes inoculados com o
isolado PL.P, a partir do 21° dia, permanecendo inferior aos valores
encontrados no grupo controle ainda do 45° dia apdés a infeccao.
Paralelamente, a expressdo de CD25 também s6 aumenta a partir do dia 21,
quando atinge 17,98 pontos percentuais acima do controle, sofrendo uma
pequena queda na expressdo no dia 45, mas ainda assim com percentuais
superiores ao grupo controle. A expresséao de CD69 aumenta a partir do 21° dia
de infeccéo, apresentando o maior aumento de expressdo com relacdo ao
grupo controle no 45° dia. Esses dados apontam para uma ativacdo mais
tardia das células CD4+ dos animais inoculados com o isolado PL.P, em
comparacao com o isolado PL.T. Essa ativacdo mais tardia das células CD4+
pode ser um dos mecanismos responsaveis pela maior viruléncia do isolado
PL.P, observada nos dados clinicos ja descritos anteriormente, como a maior
recuperacao de células fungicas e maior mortalidade.

Nos animais imunossuprimidos com dexametasona inoculados com o
isolado PL.T, a expressao de CD62L permaneceu abaixo do grupo controle
durante todo o periodo de estudo. A expressao de CD25 exibe um pico no 21°
dia, quando apresenta 38,36 pontos percentuais acima do controle inoculado
com PBS, porém cai no 45° dia, permanecendo proximo ao percentual de

expressdo do grupo controle. A cinética de CD69 também apresentou
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expressdo maxima no 21° de experimento. Esses dados sugerem que, apesar
do numero pequeno de células CD4 presentes no bago desses animais (como
demonstrado na figura 16), essas células parecem estar em um grau de
ativagcado extremamente elevado. No caso dos animais inoculados com o
isolado PL.P essa estimulacdo parece ocorrer mais tardiamente, levando a
uma proliferagédo ainda maior do fungo, como foi por n6s demonstrado na figura
13. Apesar da cinética mais tardia de ativacdo apresentada por todos os
marcadores nos animais imunossuprimidos inoculados com PL.P, o grau de
ativagcdo parece ser ainda maior do que aquele observado nos animais
inoculados com o isolado PL.T no 45° dia de infec¢do, ja que a queda na
expressdo de CD62L € muito mais acentuada com relacdo ao grupo PBS,
acompanhada de um aumento marcante na expressdo de CD25 e CD69. E
sabido na literatura que um dos fatores relacionados com o desenvolvimento
de um numero elevado de células T CD4+ efetoras ou de memdria efetora,
seria a intensidade do estimulo, diretamente relacionada com a sua
concentragédo (Lanzavecchia, & Salusto 2005). Neste caso, nosso resultado
demonstrando uma maior carga fingica nos camundongos imunossuprimidos,
guando comparados aos imunocompetentes, poderia ser um indicativo de que,
as poucas células CD4+ encontradas nesses animais, estariam sofrendo um
processo de ativagao intenso, levando ao desenvolvimento de células efetoras,
que possuem tempo de vida curto, e ndo seriam capazes de controlar a
infeccéo, levando os animais a morte mais precocemente, quando comparados
ao grupo controle.

A expressdo desses marcadores de ativacdo e migracdo celular nos

linfécitos CD8+ dos camundongos imunocompetentes e imunossuprimidos
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inoculados com ambos os isolados fungicos, em comparacdo aos seus
respectivos controles, foi semelhante aquela observada nos linfécitos CD4+
dos camundongos desses mesmos grupos.

Um ponto interessante a ser considerado em relagdo a expressao de
CD69 € o seu predominio em linfocitos T CD8+. Trabalhos publicados por
Santamaria et al. (1992) e Antas et al. (2002) ja relataram uma expressao
seletiva de CD69 em linfécitos CD8+, quando comparada as células CD4+. Em
nosso estudo, os resultados obtidos corroboram essa afirmacao, uma vez que,
excetuando-se o grupo dos camundongos imunossuprimidos inoculados com o
isolado PL.T no 21° dia p6s-inéculo, os demais grupos também apresentaram
percentuais de expressdo de CD69 maiores nas células CD8+, do que nas
CD4+ ,em todos os pontos de observacao.

A despeito da resposta imune celular ter sido, por muito tempo,
considerada o mecanismo de defesa mais importante, contra patdégenos
intracelulares, o papel da imunidade humoral ndo pode ser descartado, a partir
do entendimento de que certos tipos de anticorpos também poderiam
desempenhar funcdes protetoras (Blanco & Garcia, 2008). Alves et al. (2009),
em um estudo de paracoccidioidomicose experimental em camundongos,
sugeriram que esses anticorpos teriam a funcdo de auxiliar a ativacdo do
sistema imune, opsonizando o fungo, facilitando a fagocitose e ativando o
sistema complemento.

De acordo com Rocha et al. (2002), a avaliagdo da resposta imune
humoral é feita quase que exclusivamente através de testes soroldgicos in
vitro, a partir de antigenos sollveis ou preparacdes antigénicas de parasitas

fixados, como o emprego da reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI).
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Segundo esses mesmos autores, a andlise de anticorpos através da sorologia
convencional, além de apresentar reatividade cruzada, chama a atencdo para
0s baixos titulos de anticorpos. A citometria de fluxo surge como uma
alternativa de alta sensibilidade para analise soroldgica, tendo sido utilizada de
forma satisfatéria na deteccdo de anticorpos anti-tripomastigotas vivo de
Trypanosoma cruzi (Martins-Filho et al., 1995) e como método alternativo para
se avaliar os niveis de anticorpos contra promastigotas de Leishmania
(Viannia) braziliensis (Santiago et al., 2008). Em nosso estudo, objetivando
fornecer dados inéditos acerca da resposta imune humoral contra P. lilacinus,
aliamos a simplicidade e rapidez da RIFI, a alta sensibilidade e especificidade
da citometria de fluxo. Sendo assim, nossos resultados mostraram, pela
primeira vez, que a infeccdo experimental com esse fungo foi capaz de
estimular, nos camundongos imunocompetentes e imunossuprimidos
inoculados com o fungo, a producédo de anticorpos IgG anti-P.lilacinus.

Ao longo dos anos, os testes soroldgicos tém sido importantes
ferramentas para o diagndstico de doencas fungicas. Warnock (1974) mostrou
a grande importancia da RIFI no diagnéstico das formas alérgicas e micetomais
de aspergilose pulmonar, utilizando micélio aderido as laminas. Nossos dados
corroboram os estudos que mostram essa técnica como rapida e simples na
deteccgéo de anticorpos da classe 1gG contra epitopos de P. lilacinus.

Os resultados aqui obtidos através da citometria de fluxo foram similares
aos da RIFI. Foi possivel detectar anticorpos IgG ligados aos conidios de P.
lilacinus, e os percentuais de fluorescéncia dos grupos controle ndo foram
considerados significantes, sugerindo uma producdo de anticorpos espécie-

especificos contra esse fungo. Nesse sentido, dados na literatura indicam que
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a dexametasona, como outros corticosteréides, podem inibir a resposta
imunoldgica T dependente (Diasio & LoBuglio, 1996). Em nosso estudo, a
reatividade observada no soro dos camundongos imunossuprimidos foi similar
ao grupo imunocompetente, sugerindo que, neste caso, a imunossupressao
provocada pela dexametasona nao interferiu no compartimento humoral,
apontando para uma possivel resposta T independente, desencadeada por
antigenos polissacaridicos, lipidicos e outros antigenos ndo protéicos que sao
reconhecidos pelo linfécito B sem o envolvimento de células T helper (Abbas &
Lichtman, 2008).

A importancia de dados acerca da interacao entre parasito e hospedeiro,
especialmente no ambiente da imunossupressdo, € de suma importancia no
atual cenario das doencas infecciosas, uma vez que o numero de individuos
imunossuprimidos tende a aumentar gradativamente devido a diversos fatores,
COMO regimes imunossupressores mais agressivos, aumento na expectativa de
vida, administracdo prolongada de corticides em portadores de doencas
metabdlicas e AIDS. Esses fatores, aliados a uma maior sobrevivéncia na
terapia intensiva, alta frequéncia de instrumentalizacéo e insercéo de cateteres
e a administracao indiscriminada de antibiéticos de largo espectro (Antas et al.,
2012) tém contribuido para um aumento substancial de infec¢des fungicas
sistémicas.

Em sintese, a partir dos resultados demonstrados nesse estudo a
capacidade invasiva e patogénica de P. lilacinus ndo deve ser subestimada
apesar dos relatos de varios autores conferindo a esse fungo baixa viruléncia
(Pastor & Guarro, 2006), pois, ao analisarmos dois isolados provenientes de

casos de hialohifomicose humana, infectamos, com baixos inoculos,
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camundongos C57BL/6 imunocompetentes e estabelecemos a doenca nos
animais imunossuprimidos. Além disso, sugerimos que o modelo experimental
utilizado € menos susceptivel a esse fungo, quando comparado ao estudo do
nosso grupo utilizando modelo murino BALB/c. Adicionalmente, foi possivel
reproduzir, para um dos isolados estudados, a manifestacdo clinica (lesdo
dermatolégica) encontrada no paciente humano da qual o isolado foi
proveniente, fazendo dessa linhagem, em nossa opinido, um bom modelo para
estudos de viruléncia.

A andlise do perfil imunolégico dos animais aqui infectados por P.
lilacinus demonstrou uma resposta imune celular nos imunocompetentes com
predominio de células T CD4+ sobre T CD8+, invertendo-se nos animais
imunossuprimidos, devido a acao da dexametasona sobre os linfocitos T CD4+.
Ademais, foi verificado a partir da analise dos marcadores de superficie celular,
que os linfécitos dos animais inoculados com o isolado PL.T sdo ativados
primariamente nos estagios iniciais da infeccao com o fungo, enquanto que, na
infecgao pelo isolado PL.P, essa ativacdo parece ser mais tardia. Verificamos
também a producéo de anticorpos IgG espécie-especificos contra P. lilacinus.
Todos esses dados reunidos, sem duvida, ampliam os conhecimentos sobre
essa espécie fungica, de modo a contribuir para o entendimento da relacao

fungo-hospedeiro e seus mecanismos de resisténcia e susceptibilidade.
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7. CONCLUSOES

Os resultados da anélise da resposta a infeccdo, in vivo, de
camundongos C57BL/6, imunocompetentes e imunossuprimidos, frente a

isolados de origem humana de Paecilomyces lilacinus permitem concluir:

o Entre os isolados de P. lilacinus, provenientes de lesdes de pele e
tibia, observou-se pequenas diferencas fenotipicas, porém caracteristicas

morfolégicas compativeis com a espécie foram visualizadas;

e A inoculagcdo dos isolados fangicos no modelo murino
imunocompetente e imunossuprimido permitiu verificar a viruléncia dos
isolados:

% O modelo imunocompetente foi infectado por ambos os isolados,
porém o0s animais nao desenvolveram a doenca, exceto um
camundongo que apresentou a forma ocular da hialohifomicose. Diante
disso, consideramos a susceptibilidade do animal devido a fatores
intrinsecos ao mesmo;

+ Diferentemente, no modelo imunossuprimido os camundongos
apresentaram sinais clinicos da doenca como, lesdes dermatologicas e
nodulos repletos de estruturas fungicas, compativeis com a descricao na
literatura dos casos clinicos de hialohifomicose;

+ O isolado proveniente de lesdo cutanea (PL.P) foi considerado o
mais virulento porque provocou alteracdes histolégicas nos tecidos com

a presenca de estruturas fungicas e maior quantidade de células do
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fungo foram recuperadas do baco. Além disso, 0s animais
imunossuprimidos apresentaram lesdes dermatoldgicas e nodulo

subcutaneo rico em células fungicas viaveis;

e A utilizacdo do fosfato dissédico de dexametasona foi eficiente na
imunossupressao celular dos camundongos utilizados como modelo
imunossuprimido, e nos forneceu dados acerca da deplecéo celular provocada

por esse farmaco, aparentemente mais seletiva para linfécitos T CD4+.

e A avaliacdo da expressdo de marcadores de ativacdo e migracao
celular demonstrou que as células CD4 e CD8 dos animais inoculados com o
isolado PL.T sofrem uma ativacao celular precoce/intermediaria, enquanto que,
nos animais inoculados com o isolado PL.P essa ativacdo € mais tardia, o que
poderia ser um dos mecanismos relacionados com a maior viruléncia por nés

observada para este isolado.

e A imunossupressdo ndo alterou a cinética de expressdo dos
marcadores de ativacdo e migracdo nas células CD4 e CD8 quando
comparadas aos obtidos nos animais imunocompetentes, porém o grau de

ativacao celular parece ser mais acentuado nos animais imunossuprimidos.

e A imunossupressao realizada com dexametasona nao exerceu
influéncia quantitativa na resposta imune humoral, uma vez que o0s
camundongos imunossuprimidos, assim como 0Ss imunocompetentes,
inoculados com o fungo apresentaram os mesmos titulos de anticorpos IgG

especificos anti-P.lilacinus.
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ANEXO

Procedéncia das principais substancias quimicas e meios de cultura
utilizados

e Albumina do soro bovino (BSA) — Sigma, USA, USA

e Anticorpos monoclonais: CD4 — FITC, CD8 — PE, CD25 — APC.Cy 7, CD
62L — APC, CD69 — PerCP Cy5.5 — Beckton Dicson, USA

e Azida sodica — Sigma, USA, USA

e Azul de Evans — Sigma, USA

e Batata dextrose Agar - Difco

e Cloridrato de quetamina — Syntec, Brasil

e Cloridrato de proximetacaina — Alcon, Brasil

e Cloridrato de tetraciclina — Teuto, Brasil

e Cloridrato de xilazina - Syntec, Brasil

e Extrato de malte agar — Difco

e Fosfato dissddico de dexametasona — Hypofarma, Brasil

e Lactofenol de Amann com azul de algodao — Merck, E. Merck, Germany

e Mycosel - Difco

e RPMI 1640 — Sigma, USA

e Soro fetal bovino - Hyclone, USA

e Tiopental sédico — Abbott laboratories, Abbott Park, USA.



