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RESUMO

Paracoccidioides  brasiliensis é um fungo termodimorfico causador da
paracoccidioidomicose, a mais prevalente micose profunda e sisttmica da América Latina,
ocorrendo principalmente no Brasil. Calomys callosus, Rengger 1830 (Rodentia,
Cricetidae), é um roedor selvagem encontrado no Brasil Central, que tem se mostrado
susceptivel a infeccdo experimental pelo P. brasiliensis. O objetivo deste trabalho foi
estudar aspecctos clinico-patoldgicos desta infecgdo em C. callosus inoculados com 0,6 X
10° leveduras de P. brasiliensis, cepa Pb18, comparando-o aos camundongos A/Sn e
B10.A. Cinco animais de cada grupo foram sacrificados aos 7, 15, 30, 60, 90 e 120 dias
pos inoculo (d.p.i.), e fragmentos dos pulmdes, figado e baco foram processados para
exame micolégico direto, cultura em Mycosel, contagem de unidades formadoras de
colénias (UFC), e para exame histopatoldgico, através das coloragbes de hematoxilina e
eosina, reticulina de Gomori, tricromico de Masson, metenamina prata de Gomori-Grocott.
Sangue foi coletado do plexo venoso orbital para realizacdo de ELISA e dosagem de 1gG e
IgM especificos anti-P. brasiliensis. Outro grupo, contendo oito animais de cada espécie,
foi usado para observacdo da sobrevida pds-infeccdo. A mortalidade foi maior em C.
callosus, com todas as mortes ocorrendo até os 118 d.p.i. Os niveis de IgM mostraram
tendéncia a elevacdo nos trés grupos avaliados. Os camundongos B10.A e Calomys
callosus mostraram tendéncia a elevacdo dos niveis de 1gG, observada durante o periodo
experimental. Lesbes granulomatosas foram observadas nos 6rgdos analisados dos trés
grupos de animais testados, constituidos por células gigantes tipo Langhans, células
epitelioides, macrofagos, linfécitos, plasmacitos, eosindfilos e necrose. Nos pulmdes 0s
granulomas foram mais precocemente observados em Calomys callosus (15 d.p.i.),
evoluindo com maior presenca de necrose no final do experimento. O figado mostrou
granulomas j& aos sete d.p.i. em todos os animais, sendo mais necrosante em Calomys
callosus. Padrdo semelhante foi observado também para o baco. Em todos os Orgaos
analisados, as lesdes granulomatosas foram mais extensas em Calomys callosus no pulméo
e no baco, ocupando aos 90 d.p.i. respectivamente, 90% e 70% dos parénquimas
examinados, sendo mais reduzida no figado. Em relacdo a avaliagdo da deposicdo
diferencial de colageno, observou-se que as lesdes em Calomys callosus e B10.A tiveram
predominantemente deposicdo de colageno tipo Ill. No figado e baco dos animais B10.A
identificou-se deposicdo crescente de colageno tipo I, sem entretanto superar os niveis
observados para o colageno tipo Ill, até o final do experimento. Nos camundongos A/Sn 0s
niveis de colageno depositados foram mais baixos, comparativamente aos outros animais,
ndo sendo aparentemente identificados nas lesdes pulmonares, mostrando tendéncia a
aumento de deposi¢do de colageno tipo I, nos periodos finais do experimento, verificado
no figado. Calomys callosus apresentaram maior numero de UFC nos trés oOrgaos
estudados, especialmente nos pulmdes. As proporcdes de fungos viaveis identificadas nos
diferentes 6rgdos de Calomys callosus foram maiores que aquelas observadas nos outros
animais, tendendo a aumento no figado e pulmdes, com o transcorrer da infeccéo,
ocorrendo 0 mesmo em relagdo aos brotamentos fungicos. Conclusbes: A infeccdo
experimental produzida pela inoculacdo de 0,6 x 10° leveduras de Paracoccidioides
brasiliensis, cepa virulenta Pb18 produziu a doenga no C. callosus, que sob o ponto de
vista clinico-patologico foi mais grave e disseminada do que a observada nos modelos
murinos de susceptibilidade e de resisténcia, sobretudo nos pulmdes. Calomys callosus
pode ser considerado como modelo animal alternativo no estudo da paracoccidioidomicose
infeccéo.

Palavras-chave: Calomys callosus, paracoccidioidomicose, infecgdo experimental,
Paracoccidioides brasiliensis, resposta humoral, fibrose, granuloma.



ABSTRACT

Paracoccidioidomycosis is one of the most prevalent systemic mycosis in Latin America,
including Brazil. It is caused by chronic infection with Paracoccidioides brasiliensis, a
thermally dimorphic fungus. Calomys callosus, Rengger 1830 (Rodentia, Cricetidae), is a
wild rodent found in Central Brazil and has been shown to be susceptible to experimental
infection with P. brasiliensis. The objective of this work was to study the
clinicopathological aspects of this experimental infection in Calomys. callosus infected
with 0.6 x 10° yeast isolated from P. brasiliensis (strain Pb18) and to compare it with two
others susceptible animals: A / Sn and B10.A mice. For this, five animals from each group
were sacrificed at 7, 15, 30, 60, 90 and 120 days post inoculation (d.p.i.). Samples of the
lung, liver and spleen were processed for mycological examination to determine the
number of counts of colony forming units (CFU) as well as for histopathological
examination using hematoxilyn and eosin (H&E), reticulin Gomori, trichromic (Masson),
and Grocott’s stains. Blood samples from each mice were collected from orbital venous
plexus and used to detect IgG and IgM specific anti-P. brasiliensis by ELISA. To
determine of survival post-infection, others eight animals from each group was used. The
mortality rate was higher in C. callosus than A / Sn and B10.A mice, being all deaths
occurring up to 118 d.p.i. IgM levels tended to rise in all groups, but in B10.A mice and
Calomys callosus groups, the level of IgG was significantly elevated during the all
experimental period. Granulomatous lesions were observed in the roots of all animal
groups and all granulomas were composed by Langhans giant cells, epithelioid cells,
macrophages, lymphocytes, plasma cells, eosinophils, and necrosis. In C. callosus, the
development of granulomas in lung was observed with 15 d.p.i. and exhibited extensive
necrosis, especially at the end of the experiment. The presence of granulomas in liver was
detected with seven d.p.i. in all animals, but the extensive necrosis was observed especially
in samples of Calomys callosus. Similar pattern was also observed in spleen samples. In
addition, in Calomys callosus the granulomatous lesions were more extensive in lung and
spleen than in liver. The assessment of differential deposition of collagen showed that in
Calomys callosus and B10.A the lesions were predominantly composed by collagen type
[11, although in B10.A animals a predominance of collagen type | was observed without,
however, exceed the levels observed for collagen type Il at the end of the experiment. On
the other hand, the levels of collagen were lower in A / Sn mice than Calomys callosus and
B10.A. and, apparently, it was not identified in the lung. On the other hand, in this group
was observed a tendency to increase the deposition of collagen type I in the liver at the end
of experiment. Callomys callosus showed a higher number of CFU in the three organs
studied, especially in the lungs. The proportion of viable fungi in liver, lung and spleen
was always higher in Calomys callosus than A / Sn and B10.A and tend to increase in liver
and lung during the infection progression with the presence of budding fungi.

Conclusions: Ours results indicate that the experimental infection by Paracoccidioides
brasiliensis (Pb18) was more aggressive and widespread in Calomys callosus than A/Sn
and B10, especially in the lung. So, Calomys callosus can be considered as an alternative
animal model in studies of paracoccidioidomycosis infection.

Keywords: Calomys callosus, paracoccidioidomycosis, experimental infection,
Paracoccidioides brasiliensis, humoral response, fibrosis, granuloma.



1. INTRODUCAO

1.1 Paracoccidioidomicose

1.1.1 Caracteristicas da infec¢édo e do fungo

A paracoccidioidomicose (PCM) é uma micose sisttmica humana,
granulomatosa, produzida por fungo dimorfico denominado Paracoccidioides brasiliensis (P.
brasiliensis), pertencente a familia Moniliaceae, ordem Moniliales, classe Hyphomycetes
(MARTINEZ, 2004). Apresenta distribuicdo geografica restrita & América Latina tendo sido
identificada na maioria de seus paises, sobretudo na Venezuela, Colémbia, Equador,
Argentina, e principalmente no Brasil (SHIKANAI-YASUDA et al., 2006). A doencga acomete
principalmente a populacdo rural, de baixo nivel sécio-econémico, com maior predilecdo por
etilistas crénicos e mal-nutridos. No homem a principal via de entrada do P. brasiliensis é a
pulmonar, sendo excepcional sua inoculacdo através do tegumento cutaneo, gerando a doenca
(RAMOS-E-SILVA; SARAIVA, 2008).

Fatores geograficos como vegetacdo tropical e subtropical, locais junto a
galerias de florestas, as margens de rios, solo acido, com temperatura oscilando entre 17°C e
24°C, altitude até 1.500 metros e indice pluviométrico entre 500 a 2.500 mm/ano estdo
correlacionados com a presenca da doengca no homem, ocorrendo mais frequentemente em
homens com atividades relacionadas ao solo, principalmente agricultores e lenhadores. No
Brasil, estima-se que a taxa de incidéncia anual seja de 3 por 100.000 habitantes, e que entre as
micoses sistémicas, seja a que apresente a maior mortalidade (RAMOS-E-SILVA; SARAIVA,
2008).

Presumivelmente micélios e conidios crescem em locais com solo imido, ricos
em matéria organica, com pouca variagcdo na temperatura ambiente, (SHIKANAI-YASUDA et
al., 2006). A presenca de P. brasiliensis em materiais contaminados tais como ragéo para cées
e fezes de pinglim (Pygoscelis adeliae) tem sido descrita, assim como em tatus (Dasypus
novemcinctus) naturalmente infectados, capturados em area endémica no estado de Minas
Gerais (ENDO et al., 2004; FERREIRA et al., 1990; SILVA-VERGARA et al., 2000). A forma
miceliana (forma “M”) cresce lentamente a temperatura ambiente, entre 20 ¢ 30 dias, apos

semeadura em agar Sabouraud, formando col6nias brancas algodonosas, aderentes ao meio de
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cultura (NEGRONI, 1993). Ao exame microscopico direto, sdo observados filamentos finos,
septados, com diametro entre 2 e 3um, evidenciando numerosos esporos terminais ou
intercalares, de tamanhos variados. Em agar de infusdo cérebro/coracdo, a 37°C, as col6nias
assumem aspecto leveduriforme ou cerebriforme, amareladas, apds uma semana da semeadura.
Neste momento, ao exame microscopico, os fungos aparecem como celulas arredondadas, com
parede Unica e membrana dupla e refringente, medindo entre 5 ¢ 25um no seu maior didmetro,
isoladas ou com gemulagdo multipla (“roda de leme”), algumas apresentando tubo
germinativo, forma esta denominada leveduriforme (forma “L”), sendo encontrada nos tecidos

parasitados (RAMOS-E-SILVA; SARAIVA, 2008).

1.1.2 Aspectos relativos a viruléncia dos isolados do P. brasiliensis

Estudos bioquimicos e ultra-estruturais mostram que a parede celular da forma
miceliana € composta por uma Unica camada de células com espessura de 80 a 150nm,
apresentando quitina e B-glucana entremeadas. A forma leveduriforme apresenta parede celular
com trés camadas, duas elétron-densas separadas por uma zona clara. A superficie interna
possui quitina e PB-glucana, enquanto que a superficie externa é composta por a-glucana,
resistente a hidrdlise pelos macrdfagos. A viruléncia fangica correlaciona-se com os niveis de
a-1,3-glucana, e com a presenca de galactomanana. Outra molécula denominada lactomanana,
também imunogénica, estd presente na superficie externa da parede celular de micélios e
leveduras, entretanto cepas de P. brasiliensis, altamente virulentas, apresentam baixos niveis
de lactomanana, além de altos niveis de a-1,3 glucana (RAMOS-E-SILVA; SARAIVA, 2008).

O fungo apresenta uma glicoproteina, de peso molecular 43kDa, denominada
gp43, que se liga a laminina, inibindo a funcdo macrofégica, e a expressao do MHC-II,
evidenciando papel relevante no mecanismo de escape do fungo (FERREIRA; ALMEIDA,
2006). Representa o principal componente antigénico, reconhecido no soro de 100% dos
pacientes com PCM, estando em altas concentragdes na forma aguda (juvenil), e
desaparecendo do sangue circulante em situacfes em que a evolucdo clinica seja favoravel ao
hospedeiro, sendo, por isso, considerada como importante “marcador soroldgico” para
diagndstico, e seguimento de pacientes com PCM sob tratamento medicamentoso,
(MARTINEZ, 2004).

Diversificados graus de viruléncia, correlacionados a diferentes isolados do P.

brasiliensis, sdo atribuidos a varios fatores influenciadores, peculiares do hospedeiro, tais
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como sexo, idade e condig¢bes do sistema imunoldgico; além de outros inerentes ao proprio
fungo, como diversidade gendémica (VAZ et al., 1992). Receptores hormonais, encontrados em
P. brasiliensis, ttm sido efetivamente demonstrados como determinantes na defesa do
hospedeiro contra o parasita, destacando-se 0s receptores especificos para estradiol,
demonstrados no citoplasma do fungo, capazes de reconhecer estrogenos de mamiferos, nao
ocorrendo 0 mesmo com outros esterdides, tais como a testosterona. Estudos in vitro tém
mostrado que os hormonios femininos inibem a transformacdo da fase miceliana para
leveduriforme, justificando a maior incidéncia da doenca no sexo masculino, a partir da fase
pré-puberal (FRANCO, 1986).

Estudos experimentais, envolvendo cepas susceptiveis a infeccdo pelo P.
brasiliensis (Pb), tém demonstrado que amostras distintas de uma mesma cepa de
P.brasiliensis variam quanto a sua viruléncia, imunogenicidade e tropismo, nos diferentes
orgdos e sistemas, sofrendo a influéncia de repiques repetitivos, ao longo de muitos anos,
devido a alteracdo na sintese de o-1,3 glucana (RAMOS-E-SILVA; SARAIVA, 2008). Quatro
padrdes de viruléncia tém sido observados em P. brasiliensis: isolados fracamente virulentos,
denominados Pb265 e IVIC Pb267; intermediarios denominados Pb192, IVIC Pb9 e PbSN;
virulentos compostos pelo isolado Pb2052; e o isolado altamente virulento, representado pelo
Pb18 (KASHINO et al.,1985; SINGER-VERMES et al., 1989). Recentemente outro isolado
denominado PBO01, considerado altamente virulento, tem sido empregado experimentalmente
(FORTES; KIPNIS; JUNQUEIRA-KIPNIS, 2009).

1.1.3 Resposta do hospedeiro (Imunopatogenia)

A dindmica da infeccdo na PCM tem se mostrado semelhante a de outras
micoses profundas tais como histoplasmose e coccidioidomicose, produzindo doenga pulmonar
que, conforme a resposta imunolégica do paciente, cura-se espontaneamente, dissemina-se para
todo o corpo ou progride para processo granulomatoso crénico (CALICH et al., 2008). A
sequéncia de fendmenos celulares relacionados a entrada do fungo no hospedeiro é
caracterizada pela formagdo de edema local, sendo os fungos circundados por
polimorfonucleares, que sdo rapidamente sucedidos por células mononucleares circundando o
local, formando supuracédo central. Apds cinco dias, granuloma epitelidide pode ser observado,

mostrando supuracao central, contendo células fungicas, circundadas por células epitelidides e
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gigantes, passando a adotar caracteristicas de granuloma frouxo, com numerosas células
fangicas e multiplicacdo ativa, que conforme o crescimento e coalescéncia dos granulomas
passa a apresentar fibrose (ALVES et al.,, 2009); ou torna-se compacto, evidenciando
agregados de células epitelidides, com poucos fungos, sem sinais de reproducédo
(MONTENEGRO; FRANCO, 1994).

A imunidade desenvolvida frente as infec¢Bes produzidas por parasitas intra ou
extracelulares, envolve a acao interligada das respostas imune celular e humoral, precedidas
pela imunidade inata (CALICH et al., 2008).

A imunidade inata corresponde a primeira fase da resposta imune, e se baseia
em elementos pré-existentes do sistema imune, que interagem diretamente com todos 0s tipos
de microorganismos, levando a sua destruicdo ou inibicdo de seu crescimento, ndo tendo
especificidade clonal e ndo gerando memoria especifica. A imunidade inata blogqueia a entrada
de microorganismos, ou visa sua eliminagdo. Fazem parte da imunidade inata: as barreiras
epiteliais (mecénicas, quimicas e microbioldgicas), componentes celulares do sistema imune
tais como macrdéfagos e linfocitos especializados, chamados de exterminadores naturais (NK-
natural killer), e ainda por vérias proteinas plasmaticas, tais como as proteinas do sistema
complemento (KASHINO, 1997; CALICH et al., 2008). Este tipo de imunidade representa
pré-requisito essencial para a resposta imune adaptativa, e diversos elementos da imunidade
inata atuam em conjunto, para o controle inicial da multiplicacdo do patdégeno, sendo que a
maioria dos mecanismos efetores da imunidade inata se mostam idénticos aos da imunidade
adaptativa, ativados em fases posteriores da resposta imune (CALICH et al., 2008). O sistema
fagocitico mononuclear representa uma populagéo celular distribuida principalmente no figado,
baco, pulmdes e medula 0ssea, contribuindo para o estabelecimento de mecanismos envolvidos
na resisténcia natural frente a diversos patdgenos, atuando tanto como células efetoras, durante
a resposta imune adaptativa, como também células apresentadoras de antigenos, durante a
resposta imune frente ao P. brasiliensis (KASHINO et al.,1985).

Quando o fungo invade o hospedeiro, 0 sistema complemento € a primeira
defesa a ser ativada. Estudos in vitro tém demonstrado que esta ativagdo pelo fungo ocorre pela
via alternativa, favorecendo a fagocitose por opsonizacdo dos fungos pela C3b. Componentes
do sistema complemento fixam-se sobre o fungo nas lesGes teciduais, induzindo efeito litico
sobre o parasita (NOGUEIRA et. al., 1986). Outros produtos deste sistema, C3a, C5a, C567,

quimiotaticos para neutréfilos, parecem ndo influenciar o afluxo destas células para as areas
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lesadas (CALICH et al., 1979), sendo seu efeito protetor na PCM questionado por Burger e
colaboradores (1985).

As células NK se desenvolvem na medula dssea e circulam no sangue, usando
mecanismo semelhante ao utilizado pelos linfécitos T citotoxicos. S@o ativadas pelos
interferons e citocinas derivadas de macrofagos, contribuindo na defesa inata, limitando o
crescimento do P. brasiliensis. As células NK sdo acionadas nas primeiras semanas de
infeccdo, ocorrendo posteriormente queda na sua atividade, associada a depressdo da
imunidade celular (CALICH; VAZ; BURGER et al., 1998; JANEWAY et al., 2002).

Animais experimentalmente infectados pelo P. brasiliensis apresentam acumulo
de neutréfilos nos locais inoculados (DIAS; FIGUEIRA; SOUZA, 2004), mobilizados na
tentativa de conter a invasdo do fungo. Sua deplecdo parece estar ligada a aumento na
severidade da doenca, em camundongos susceptiveis (PINA et al.,, 2006). Kurita e
colaboradores (1999) admitem que o efeito fungistatico dos neutréfilos seja potencializado por
IFN-y. Diante do primeiro contato com P. brasiliensis, os macrofagos iniciam processo de
neutrofilia extravascular, através da liberacdo de peptideos quimiotéxicos. Infiltracdo intensa
de PMN neutréfilos é vista nos pulmdes, na fase aguda da infeccdo em camundongos por P.
brasiliensis, contudo estudos mostram que os neutrofilos ingerem leveduras de P. brasiliensis
através de processo tipico de fagocitose (DIAS; FIGUEIRA; SOUZA, 2004), entretanto o fungo
sobrevive dentro deles, podendo ainda utilizar os neutréfilos para difundir a infeccdo a outras
células, tais como os macréfagos (SCHAFFNER et al., 1986).

A imunidade adaptativa (especifica ou adquirida) é a defesa estimulada por
patdgenos que invadem os tecidos, sendo conhecidas como celular e humoral (CALICH et al.,
2008).

Fazendo parte efetiva da forma de resposta imune celular adaptativa, a resposta
inflamatoria granulomatosa visa promover a destrui¢do, bloqueio e circunscricdo do parasita,
prevenindo sua multiplicagio (MONTENEGRO; FRANCO, 1994). A formacéo e eficacia do
granuloma relacionam-se a funcdo das células T, sendo a severidade da doenca diretamente
proporcional a deterioracdo ou blogueio da resposta imune celular, diminuindo a capacidade de
atuacdo no bloqueio da multiplicacdo do fungo, que muitas vezes rompe a barreira inflamatéria
e se difunde aos tecidos circundantes, formando assim novos focos infecciosos
(NASCIMENTO et al., 2008).

A organizacdo e ativacdo de fagdcitos mononucleares separam os granulomas

das inflamagdes cronicas, 0s quais ndo estdo necessariamente acompanhados por elementos
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mononucleares especializados, tais como células epitelidides. Essa cole¢do focal, mais ou
menos compacta e organizada de fagdcitos mononucleares e células epitelidides, ndo necessita
estar obrigatoriamente acompanhada de células gigantes multinucleadas ou de elementos
acessorios como linfocitos, neutrdfilos, eosindfilos, plasmdcitos, mastocitos, fibroblastos e
necrose. O desenvolvimento dos granulomas passa por trés estagios: 1) nas primeiras 24 horas
tem inicio a formacéo de infiltrado fagocitico, composto por células mononucleares jovens, 2)
entre trés a sete dias ocorre maturacéo e agregacao dessas células dentro do granuloma maduro,
associado a presenca de poucas células gigantes tipo corpo estranho, 3) posterior
amadurecimento destas células gerando o granuloma epitelidide. As células gigantes derivam
da fusdo de fagocitos mononucleares maduros, representando uma caracteristica comum dos
granulomas que ocorrem em doencas infecciosas crénicas, como é o caso da PCM
(MARIANO, 1995). Morfologicamente as células gigantes multinucleadas sao classificadas em
células gigantes tipo Langhans, apresentando nucleo circular, perifericamente localizado, e
células gigantes tipo corpo estranho, com nucleo espalhado irregularmente através da célula.
Fagdcitos maduros formam células do tipo corpo estranho, que posteriormente séo
transformadas em células gigantes tipo Langhans, vistas frequentemente em muitas doencas
granulomatosas, entre estas a PCM (ADAMS, 1976; NASCIMENTO et al., 2008).

Michalany e Michalany (1984) definem os granulomas como hiperplasia
reacional de macrofagos contra agentes inanimados e microorganismos de baixa viruléncia.
Baseada na morfologia dos granulomas, os tipos polares tuberculdide e ndo tuberculdide foram
descritos. A forma polar tubercul6ide segue a lei de Jadassohn-Lewandowsky, onde o agente
etiologico esta ausente ou escasso (fagocitose completa), e apresenta dois subtipos: tubérculo-
simile e sarcoide-simile. J& a forma polar do tipo ndo tuberculdide ndo segue a lei de
Jadassohn-Lewandowsky, estando o agente etioldgico sempre presente, por vezes em numero
copioso (fagocitose incompleta) e divide-se em dois subtipos: células gigantes e macrofagos
persistentes. Na auséncia de formagéo de granuloma compacto P. brasiliensis se espalha para
maltiplos orgdos através dos sistemas linfatico e circulatorio, resultando em lesdes
disseminadas (XIDIEH et al., 1999). O mecanismo que conduz a migracdo celular para formar
e manter o foco granulomatoso ndo esta bem esclarecido, entretanto a participacédo da molécula
de adesdo intercelular-1 (ICAM-1) no recrutamento de células inflamatorias para os pulmdes,
de camundongos infectados pelo P. brasiliensis esta envolvida na organizagdo do granuloma e
no controle da multiplicacdo do fungo, e sua expressdo depende de INF-y, TNF-o ¢ IL-12
(MOREIRA et. al., 2006).
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As células T helper produzem diferentes padrdes de citocinas, resultando em
fungdes regulatérias distintas, mostrando resposta Thl, correlacionada a reagdes de
hipersensibilidade tardia, podendo também evidenciar resposta Th2, auxiliando as células B na
producdo de anticorpos (CANO et al., 1998; CALICH; KASHINO, 1998). Em modelos
experimentais de PCM, a presenca de IL-2, IFN-y e da linfotoxina TNF- tem sido relacionada
com a resposta Thl, e estes animais demonstram resisténcia a infeccdo. Por outro lado a
susceptibilidade esta ligada a resposta Th2, havendo producédo das citocinas regulatérias IL-4,
IL-5, IL-6, e IL-10, responsaveis pela PCM progressiva (CALICH; KASHINO, 1998).

O TNF-a e o INF-y participam na migracdo e diferenciacdo do macr6fago em
células epitelidides e células gigantes, durante a formacao de granulomas bem estruturados; de
grande importancia na resisténcia contra P. brasiliensis. A interagdo parasita-hospedeiro induz
a uma superproducdo de TNF-a por parte das células fagociticas, podendo estar associada a
dano tecidual, quando em altas concentraces. A expressdo do TGF-A1 nas lesbes fibroticas
mucosas e cutaneas, na forma croénica da PCM em regressdo, sugere que o TGF-B1, além dos
seus efeitos imunorregulatérios, possa ter também papel na reparacdo tecidual (PARISE-
FORTES et al., 2006).

A interleucina-2 (IL-2) é sintetizada por células T ativadas e representa
importante determinante da magnitude da resposta imune. A 1L-2 estimula também a sintese de
outras citocinas derivadas das celulas T, tais como INF-y, lintotoxinas (LT), e também o
crescimento de células NK aumentando sua funcdo citolitica. Juntamente com a IL-12 e TNF-
a, a IL-2 age sinergicamente, induzindo a producdo de INF-y pela célula NK, tendo acdo
protetora na PCM experimental (CALICH; KASHINO, 1998).

O INF-y tem papel fundamental na resisténcia a infecgdo por P. brasiliensis, e a
atividade pro-inflamatoria dessa citocina parece ser crucial para a circunscricdo de lesdes
pulmonares. A deplecdo de IFN-y promove a disseminagdo fangica nos pulmdes, figado e
baco; altera o padrdo granulomatoso focal nos pulmdes, em camundongos B10.A e A/Sn
infectados com Pb18, tornando a inflamacdo difusa, e conduz a formacdo de granulomas
frouxos, com rica presenca de fungos, perdendo a capacidade de circunscrever 0 processo
infeccioso, conseqiientemente destruindo a arquitetura pulmonar (CANO et. al. 1998).

No decorrer da infeccdo experimental por P.brasiliensis a atividade fungicida
do macrdfago esta relacionada diretamente com a producéo de IFN-y, TNF-a e 6xido nitrico
(NO)(BRUMMER et al., 1988). O NO é uma importante espécie intermediéria reativa de

nitrogénio, que, na celula alvo, combina-se com grupos metais e enzimas responsaveis pela
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sintese de DNA e ciclo respiratorio, levando a morte celular. Este efeito depende da producao
da enzima oxido-nitrico-sintetase induzivel (iNOS). Embora a iNOS parega ser essencial para a
resisténcia contra paracoccidioidomicose, alta e continuada producdo de NO possivelmene
esteja associada com susceptibilidade a doenca (ALVES et al., 2009).

A fibrose é uma freqiiente e incapacitante sequela de processos infecciosos,
doencas imunes, exposicao tdxica a drogas, podendo também resultar de processo criptogénico
(FRIEDMAN, 1993). Na sua formacdo, aumento substancial na producdo de citocinas, tais
como o TNF-a, TGF-B, s@o observados (DA SILVA et al., 2009).

Na infeccdo experimental pelo Pbl8, foi documentada em camundongos
susceptiveis a presenca de lesGes disseminadas, ndo encapsuladas, com grande nimero de
fungos na forma leveduriforme, e fibras colagenas tipo Ill esparsas, enquanto que nos
camundongos resistentes, granulomas em pequeno namero, encapsulados, com colageno tipo I,
ou lesdes residuais com fungos degenerados séo observados (XIDIEH et al., 1999). Estudando
a organizacéo estrutural do granuloma, Kerr e colaboradores (1988a) mostraram uma dindmica
vinculada a mudanca fenotipica de colageno tipo Il para colageno tipo I, demonstrando que a
formacéo do colageno, nos granulomas, aumenta do centro para a periferia. PCM induzida em
camundongos Swiss foi caracterizada pelo aumento da formagéo de granulomas como reflexo
do descontrole da protecdo. Nestes granulomas, os autores puderam evidenciar fibrose
progressiva caracterizada pela presenca de colageno tipos | e 111 em intensidades semelhantes,
sugerindo a existéncia de diferentes graus de maturacdo da fibrose, representando mecanismo
de defesa do hospedeiro na tentativa de tentar circunscrever a infeccdo, prevenindo a
disseminacdo do fungo (DA SILVA et al, 2009). A reproducdo da doenca de Chagas
experimentalmente induzida em C. callosus tem mostrado regressdo espontanea do infiltrado
inflamatdrio, do parasitismo e da fibrose, que ocorre sem qualquer interferéncia de tratamento
especifico. (MAGALHAES-SANTOS; LIMA; ANDRADE, 2002)

Camundongos susceptiveis utilizados na infeccdo experimental pelo isolado
altamente virulento Pb18 desenvolvem muitas lesbes, ndo encapsuladas, com grande nimero
de células leveduriformes e colageno tipo Il distribuidos de modo esparso, enquanto que 0s
camundongos resistentes produzem poucos granulomas encapsulados com colageno tipo I, ou
lesGes residuais tendo a presenca de fungos degenerados (XIDIEH et al., 1999).

A fibrose, encontrada especificamente nos pulmdes de camundongos

susceptiveis, reflete 0 concomitante aumento no nimero de unidades formadoras de coldnias
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(UFC), com a formacdo de granulomas extensos e bem desenvolvidos. Entretanto o numero de
granulomas, por si s0, ndo reflete obrigatoriamente o nimero de UFC (DA SILVA et al. 2009).

Como parte integrante da resposta imune, a resposta imune humoral,
evidenciada em modelos murinos por Calich e colaboradores (1998), mostra diferencas na
cinética da producdo de anticorpos especificos anti-P. brasiliensis, das classes IgM e IgG, em
camundongos susceptiveis B10.A e resistentes A/Sn. Nos camundongos B10.A ocorre
elevacdo significante nos niveis de anticorpos IgM, durante os estagios precoces da infeccgéo,
mostrando aumento nos titulos de 1gG, detectados mais tardiamente, conforme a evolucdo da
doenca mostrou-se desfavoravel. Camundongos resistentes A/Sn evidenciaram baixos titulos
de 1gG especificos, durante todo o curso da infeccdo, documentado até 16 semanas, tendo sido
registrado pico de IgM somente na Gltima semana de observacdo. Referiram ainda que o
padrdo de resposta imune observado pela producédo de 1gG, nos camundongos susceptiveis, foi
similar a encontrada na doenga em humanos, com elevacdo dos niveis de IgG encontrados
conforme disseminagéo e gravidade da doenca (VAZ et al., 1992).

Estudos microbioldgicos e histopatolégicos tém grande significado na obtencéo
de informacdes na evolucdo da paracoccidioidomicose experimentalmente induzida, provendo
dados sobre o estabelecimento do diagnostico. Também favorecem o seguimento da infeccao
no organismo, quantificando a presenca do microorganismo e do dano tecidual. Técnicas de
coloragdo com hematoxilina e eosina (HE), metenamina de prata de Gomori-Grocott sdo as
mais frequentemente usadas para avaliacdo de o¢rgdos infectados pelo P. brasiliensis,
auxiliando o estabelecimento de correlagbes entre padrGes de celularidade, presentes nos
infiltrados granulomatosos da PCM, e a quantidade de fungos ali encontrados, provendo
melhor avaliagcdo da doenca no transcurso da infec¢do (DA SILVA et al., 2009).
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1.1.4 Formas clinicas de apresentacédo da paracoccidioidomicose

Clinicamente a doenca tem sido classificada em duas formas: uma denominada
crbnica, podendo ser unifocal ou multifocal (tipo adulto); outra, aguda ou subaguda (tipo
juvenil). A forma cronica da PCM ocorre em mais de 90% dos casos, principalmente no sexo
masculino, tendo alta frequéncia de envolvimento pulmonar, podendo acometer linfonodos,
membranas mucosas do trato digestivo e respiratorio alto, figado, adrenais e a pele, estando a
resposta imune celular demonstrada pela presenca de granulomas epitelidides tipicos, que
circundam e impedem a multiplicacdo do fungo (ALBORNOZ, 1982; SHIKANAI-YASUDA
et al., 2006). A forma juvenil afeta criancas e adolescentes de ambos os sexos, desenvolvendo-
se em decorréncia da disseminacdo hematogénica da infeccdo pulmonar primaria, evoluindo de
modo mais severo, e apresentando taxa de mortalidade significativa (GROSSO et al., 2003). A
forma aguda apresenta resposta imune celular precaria (MONTENEGRO, 1986), havendo
rapida deterioracdo do estado geral, cursando com febre séptica, astenia, anorexia, perda de
peso, leucocitose com eosinofilia e anemia (NEGRONI, 1993). Envolvimento severo do
sistema reticuloendotelial, com hipertrofia de linfonodos, hepatoesplenomegalia e disfuncao da
medula éssea ocorre freqliientemente (MAMONI et al., 2002).

Quando comparadas do ponto de vista imunopatoldgico, a forma juvenil é
freglientemente associada a anergia, mostrando lesdes necrotizantes e fungos em abundancia,
cursando com imunidade celular precaria e altos titulos de anticorpos circulantes. Ja a forma
adulta, crénica, mostra resposta hiperérgica, em que as lesdes raramente se disseminam,
estando associada a formacdo de granuloma tuberculdide, com pequeno numero de fungos. A
imunidade celular esta preservada e os niveis de anticorpos circulantes sdo baixos (FRANCO
et al., 2000).
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1.2 Modelos experimentais utilizados no estudo da PCM

Visando promover maior entendimento da patogénese da PCM e mimetizar o
processo infeccioso que acomete humanos, modelos experimentais tém sido desenvolvidos. A
primeira infeccdo experimental do parasito foi realizada por Splendore, em 1910, inoculando
material oriundo das lesdes de secrecdes humanas em porquinhos da india, gatos, cachorros, e
macacos (MIGAKI et al., 1982). Montenegro, em 1927, inoculando material obtido de lesdes
humanas em cobaia (porquinhos-da-india), por via intra-testicular, observou o
desenvolvimento de orquite. Posteriormente, outros animais foram inoculados, como o
camundongo, o rato e o hamster. Espécies animais distintas exibem diferentes graus de
susceptibilidade a infeccdo por P. brasiliensis; e dentro de uma mesma espécie animal esta
variacdo também ocorre, estando relacionada a idade, sexo e linhagem do animal, viruléncia de
P. brasiliensis e via de inoculacdo utilizada (COELHO et al., 1994).

Recentemente o emprego de camundongos isogénicos tem recebido destaque.
Isto se deve ao conhecimento acumulado por inimeros experimentos, caracterizando aspectos
soroldgicos, morfolégicos dos granulomas, qualitativos e quantificativos relacionados ao
fungo, vinculados a cronologias estabelecidas nos experimentos, proporcionando comparacdes
entre animais. Assim, os camundongos isogénicos A/Sn e B10.A tém sido amplamente aceitos
e utilizados com este fim, respectivamente caracterizando resisténcia e susceptibilidade a PCM.
Empregando a via intraperitoneal (i.p.) e indculos contendo 5 x 10° células leveduriformes,
camundongos susceptiveis B10.A demonstraram ineficiente ativacdo macrofagica,
hipersensibilidade tardia deprimida, niveis altos de anticorpos especificos contra P.brasiliensis,
principalmente dos isotipos 19G1, 19G2b, e IgA, tendo a presenca de granulomas frouxos, ricos
em fungos, manifestando a doenga de maneira progressiva. Os camundongos A/Sn resistentes,
entretanto, desenvolvem forte hipersensibilidade tardia, com ativacdo de macrofagos, e a
producdo de baixos niveis de anticorpos anti-P. brasiliensis, dos isotipos 1gG1 e IgG2a, com a
identificacdo de granulomas compactos, evoluindo a doenga muitas vezes para a cura
espontanea (CALICH et al., 1994; MURPHY et al., 1994; CANO et al., 1985; CALICH; VAZ;
BURGER,1998) (Tabela 1).

Cano e colaboradores (1995) realizaram a inoculagdo de 10° leveduras de P.
brasiliensis, isolado Pb18, pela via intratraqueal (i.t.), em camundongos A/Sn e B10A. Nos
A/Sn foi verificado aumento significativo dos niveis de anticorpos especificos 19G2a e 19G3;

entretanto na quarta semana de infeccdo os camundongos susceptiveis B10.A apresentaram

27



titulos do isotipo 1gG2b significativamente elevados. As respectivas caracteristicas de
resisténcia e susceptibilidade dos camundongos A/Sn e B10.A se mantiveram semelhantes as
encontradas nas inoculacdes intraperitoneais, demonstrando que ambas as vias de indculo
favorecem a disseminacdo fungica a varios 6rgdos, nos animais susceptiveis. A IL-4 esta
associada a secrecdo de 1gG1, enquanto que o TGF-p tem se mostrado importante fator para
inicio da secre¢do de IgA e IgG2b. O IFN-y é o maior indutor da secrecdo de 1gG2a, e estimula
a secrecdo de 1gG3, em resposta a antigenos tipo 2, independentemente de células T, sendo
estes achados consistentes com a predominante influéncia do IFN-y na ativacéo da células B

nos animais resistentes (CANO et al., 1998).

Quadro 1. Caracteristicas imunopatoldgicas evidenciadas na paracoccidioidomicose experimental em
diferentes linhagens de camundongos susceptiveis (B10.A) e resistentes (A/Sn) infectados com o
isolado virulento Pb18 (CALICH et al., 1994; MURPHY et al., 1994).

Animais estudados Camundongos susceptiveis Camundongos resistentes

B10.A AJISn
Expressdo MHC Il Transitoria Sustentada
Hipersensibilidade tipo tardia Deprimida Forte
Ativacgdo de macrdfagos Inefetiva Efetiva

LesBes granulomatosas Numerosas, desorganizadas Poucas, organizadas

Producdo de anticorpos especificos Altos niveis Baixos niveis
Ativacdo de polimorfonucleares Baixa Alta
Ativacdo policlonal de células B Alta Baixa

Isotipo predominante 1gG2b, IgA 1gG2a
Antigenemia Presente Ausente
Leveduras vidveis Numerosas Ausentes
Tipo de resposta Th2 Thi
Citocinas envolvidas IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, TGF-p IL-2, IFN-y
Evolucéo da doenca Progressédo Regressédo

Calich e Kashino (1998) estudaram as citocinas produzidas pela infecgédo por P.

brasiliensis em camundongos susceptiveis (B10.A) e resistentes (A/Sn), inoculados

intraperitonealmente (Quadro 2). Os camundongos resistentes A/Sn produziram niveis
precoces e sustentados de IFN-y e IL-2; as citocinas tipo 2 (IL-4 e IL-5) iniciaram seu

aparecimento oito semanas apds a infeccdo. Os camundongos susceptiveis B10.A mostraram
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baixos niveis de IFN-y, concomitantemente a niveis significantes de IL-5 e I1L-10, detectados
precocemente. Os autores sugerem que a secre¢do precoce de altos niveis de TNF-o e IFN-y,
seguida de niveis elevados e mantidos de IL-2 e IFN-y tenha papel importante no mecanismo
de resisténcia a infeccdo por P. brasiliensis. Em contraste, baixos niveis de TNF-a e IFN-y,
secretados de maneira precoce e efémera, associados a producdo elevada de IL-5. IL-10 e
TGF-p caracterizam a doenca progressiva e disseminada encontrada nos animais susceptiveis
(Quadro 2).

Calich e colaboradores (1985), usando 5 x 10° leveduras, inoculadas via i.p,
utilizando diversas cepas de camundongos, de ambos 0s sexos, observados durante 592 dias,
categorizaram 0s animais em relacdo a infeccdo como: muito resistentes, resistentes,
intermediarios e susceptiveis. Os camundongos A/Sn foram alocados como altamente
resistentes, tendo tempo de sobrevida médio de 377 dias; os C3H/He como resistentes, tendo
sobrevida média de 238 dias; os BALB/c como susceptibilidade intermediéria, com sobrevida
média entre 150 a 200 dias; e os camundongos B10.A, como susceptiveis mostrando média de

sobrevida inferior a 140 dias.

Singer-Vermes e colaboradores (1994), inoculando camundongos machos
B10.A e A/Sn com 5 x 10° leveduras do isolado Pb18 via i.p., evidenciaram aumento
equivalente no nimero de UFC em ambos os animais até a 12% semana p6s indculo, quando
evidenciou queda nos camundongos resistentes e aumento nos susceptiveis, obtendo diferenca
estatisticamente significativa na 16* semana de infeccdo, no omento/pancreas, baco, pulmdes e

figado.

Cano e colaboradores (1995) inoculando camundongos machos B10.A e A/Sn
com 10° leveduras do isolado Pb18 via i.t., evidenciaram nos animais A/Sn infeccdo flingica
restrita aos pulmdes e sobrevida média de 393 dias, ao passo que, os camundongos B10.A
tiveram sobrevida média de 181 dias. Os animais foram acompanhados pelo periodo de 400
dias, tendo sido observado sobrevivéncia de 95% dos animais A/Sn e B10.A pertencentes aos
grupos-controle. A contagem de UFC foi mais expressiva nos pulmdes de ambos os animais,
sendo maiores nos camundongos A/Sn, no periodo compreendido entre sete e 30 d.p.i.,
passando a ser significativamente maior nos camundongos B10.A, somente a partir do 16

d.p.i., coincidindo com evidente disseminacdo fungica para o figado.
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Quadro 2. Perfil das citocinas na PCM experimental, observado em camundongos susceptiveis
(B10.A) e resistentes (A/Sn), infectados i.p., com 5 x 10° leveduras, do isolado virulento Pb18
(CALICH; KASHINO, 1998).

Caracteristicas Camundongos susceptiveis Camundongos resistentes
(B10.A) (A/Sn)

SecregOes de IL-2 e Baixas e transitorias Altas e persistentes

IFN-y

Secrecdo de IL-4 Tardia e transitoria Tardia e transitéria

Secrecdo de IL-5 Precoce e tardia Tardia

Secrecdo de IL-10 Pico precoce Pico tardio

Producéo de TNF-a Baixa Alta

Secrecdo de TGF- Alta Baixa
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1.2.1 Calomys callosus como modelo experimental de doencas infecciosas

Calomys callosus € um cricetideo de porte semelhante ao camundongo. Esta
presente em uma ampla distribuicdo geogréafica, desde o norte da Argentina ao leste dos Andes,
e no chaco boliviano e paraguaio. No Brasil encontra-se nas regides Centro-Oeste, Nordeste e
Sul até o estado do Parand (MELLO, 1969). C. callosus apesar de originalmente apresentar
habitos pastorais, esta adaptado a viver em diferentes biomas, tais como semidesertos, savanas,
cerrados, pampas, florestas de coniferas, bancos de gramineas naturais, pastagens, matas
secundarias, capoeiras, etc. Algumas vezes é encontrado em ambientes domésticos,
peridomiciliar ou domiciliar. Apresenta atividade noturna, sedentério e vive no solo, ndo sendo
trepador nem saltador; seu espaco fisico vital é considerado de amplitude estreita (MARES;
OJEDA; KOSKO, 1981). A longevidade média do C. callosus é de 715,2 (+274,3) dias para o
macho e 822,5 (£271,8) dias para a fémea (MELLO, 1984). No cerrado do Brasil, a presenca
do C. callosus é notada nas areas de mata derrubada invadidas por pastagens, presenca de
gramineas, capoeira, mata ciliar, arvoredo do cerrado de arvores baixas e arvoredo fechado
(MELLO, 1984).

Investigagbes constataram C. callosus naturalmente infectados pelo
Trypanosoma cruzi (RIBEIRO, 1973) e pelo virus Machupo (KILGORE et al., 1995). Esse
roedor tem-se mostrado altamente susceptivel as doencas infecto-parasitarias como
esquistossomose, leishmaniose (MELLO, 1977; MELLO; TEIXEIRA, 1984), toxoplasmose
(FAVORETO-JUNIOR, 1998), e paracoccidiodomicose (FARIA, 2009).

C. callosus é considerado reservatorio natural de Tripamosoma cruzi e tem se
mostrado um modelo experimental adequado para se estudar a doenca de Chagas (OLIVEIRA
et al., 1997). LesGes neuronais cardiacas podem estar presentes e tem sido estudadas em C.
callosus infectados cronicamente pelo T. cruzi (DE-SOUZA et al., 1999). Fortes e
colaboradores (2009) demonstraram susceptibilidade por parte de C. callosus & infeccéo pelo
PBO01, com persisténcia de fungos viaveis no pancreas.

Recentemente (BERBERT et al., 2007), observacdes histologicas e soroldgicas
utilizando Calomys callosus e camundongos reconhecidos como susceptiveis (B10.A) e
resistentes (A/Sn) a PCM, infectados intraperitonealmente com leveduras do isolado Pb18,
com quantidades variaveis do fungo, a saber: 0,6 x 10 0,6 x 10° 0,6 x 10" e 0,6 x 10°,
evidenciaram resposta frente a infeccdo altamente desfavoravel em C. callosus, sugerindo que
este animal apresente deficiéncia no controle do processo infeccioso comparativamente a

infeccdo desenvolvida nos outros dois animais. O padréo agressivo de infeccdo observado em
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Calomys foi traduzido por maior quantidade de granulomas frouxos, necréticos, permeados por
maior quantidade de fungos, ocupando area mais extensas nos 6rgaos atingidos, em especial
nos pulmdes. C. callosus morreram precocemente nos grupos formados pelos diferentes
indculos e a presenca de grande quantidade de fungos, entremeados nas lesées granulomatosas
frouxas, sinalizaram para uma grande susceptibilidade deste animal & PCM. Alteracdes
macroscopicas e microscopicas foram proporcionais a dose do inoculo; entretanto as
diferencas mais notaveis foram encontradas nos grupos em que a dose de indculo foi de
0,6 x 10° leveduras, tendo C. callosus apresentado lesdes ainda mais graves e mais extensas do
que aquelas apresentadas pelos camundongos. Amostras de soros foram coletadas ap6s quatro
semanas e na fase avancada da infeccdo. Os niveis de IgG foram entdo mensurados por
ensaio ELISA, sendo que C. callosus apresentaram niveis semelhantes aos dos camundongos
B10.A em todas as doses de indculo, nos dois periodos analisados.

Faria (2009), utilizando in6culo menor (0,6 x 10°), observando C. callosus,
camundongos B10.A e A/Sn, dosando anticorpos 1gG1 e IgG2a especificos anti-P. brasiliensis
constatou em C. callosus niveis de 1gG2a muito inferiores aqueles observados para 0s animais
resistentes e até mesmo para 0s camundongos susceptiveis. Considerando a baixa dose de
indculo utilizada, sugere que C. callosus apresentem alto nivel de susceptibilidade ao P.
brasiliensis.

Diante disto, dando sequiéncia ao estudo do modelo de infeccdo experimental
por P. brasiliensis em C. callosus, realizou-se estudo histolégico, microbiolégico e da

dindmica da resposta humoral ao fungo ao longo de 120 dias da infeccéo.
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2 OBJETIVOS

2.1

2.2

Geral:

- Avaliar, segundo parametros histopatolégicos e microbioldgicos, o
desenvolvimento da infeccdo experimental em Calomys callosus por meio da
inoculagdo intraperitoneal da cepa Pbl8 do Paracoccidioides brasiliensis,
comparativamente aquela desenvolvida em camundongos A/Sn e B10.A, reconhecidos
na literatura, como modelos de resisténcia e susceptibilidade a infeccdo,

respectivamente.

Especificos:
- Avaliar comparativamente a sobrevida de C. callosus infectados

experimentalmente pelo P. brasiliensis, com aquela observada para a infeccdo

experimental desenvolvidos em camundongos A/Sn e B10.A.

- Estudar a evolucdo da resposta tecidual ao P. brasiliensis por meio de
microscopia de luz de transmissdo, a partir da avaliacdo qualitativa e semi-quantitativa
do infiltrado inflamatdrio, da fibrose, da extensdo do dano tecidual associado a lesdes
identificadas nos pulmdes, figado e baco de C. callosus e camundongos A/Sn e B10.A.

- Avaliar a evolugdo da paracoccidioidomicose experimental a partir da
identificacdo e quantificagdo do P. brasiliensis nos pulmdes, figado, baco de C.
callosus e dos camundongos A/Sn e B10.A, pelo exame micoldgico direto, cultura e

por avaliacdo histopatologica.

- Avaliar a resposta sorolégica dos animais testados por meio da quantificacdo de

IgM e IgG anti-P. brasiliensis ao longo do periodo experimental.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Calomys callosus, Rengger 1830 (Rodentia, Cricetidae), cepa Canabrava,
machos, procedentes de coldonia mantida pelo Laboratério de Histologia da Universidade
Federal de Uberlandia (UFU), gentilmente cedidos pela Prof. Dra. Eloisa A. V. Ferro, e
camundongos machos da linhagem A/Sn e B10.A, procedentes do Centro de Bioterismo da
Universidade de Sdo Paulo (USP - S&o Paulo, SP), todos entre 8 e 10 semanas de idade e
pesando entre 25 e 30g no momento da inoculacdo, foram utilizados no presente experimento.
Os animais foram mantidos no Centro de Bioterismo e Experimentacdo Animal (CEBEA) da
Universidade Federal de Uberlandia (UFU) sob condi¢cdes padrdes de luminosidade (ciclos
alternados de claro/escuro de 12 horas), temperatura ambiente (25°+ 2°C), e umidade relativa
do ar (55% * 5%), recebendo racdo e agua ad libitum.

3.2 Obtencao do in6culo de P. brasiliensis

3.2.1. Cultivo de leveduras de P. brasiliensis

Para o cultivo de leveduras de P. brasiliensis foi utilizado o isolado Pb18,
gentilmente cedido pela Dra. Maria Cristina Roque Barreira, do Departamento de Biologia
Celular e Molecular de Bioagentes Patogénicos da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da
Universidade de S&o Paulo (FMRP-USP). O fungo foi cultivado a temperatura de 37°C, em
meio de cultura YPD (extrato de levedura 0,5%, peptona 0,05%, D-glicose 1,5%) acrescido de
agar 1,5%.

Ap0s sete dias de crescimento, amostras dos fungos foram removidas do meio
solido em halo de seguranca com auxilio de alca de platina e transferidas para frasco
Erlenmeyer devidamente esterilizado, contendo cerca de 5ml de solucéo salina tamponada com
fosfato (PBS) estéril. O contetdo do frasco foi homogeneizado com auxilio de pérolas de vidro
até a dissolugdo dos grumos da cultura. Em seguida, as células fangicas foram contadas
utilizando-se, para tanto, uma camara de Neubauer (Weber Scientific International, Lancing,

Sussex, England) e microscépio epifluorescente (Olympus Mod. BX60, Tokyo, Japan) com
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objetiva de 20x e ocular de 10x. Para tanto, 10ul de suspensdo da cultura em solucdo de
diacetato de fluoresceina e brometo de etidio (CALICH; PURCHIO; PAULA, 1978) foi
inoculada na interface lamina/laminula. Tanto a contagem das células totais quanto das células
viaveis (fluorescentes) foi realizada considerando os quatro reticulos externos, obtendo-se

viabilidade de 80%, a partir da seguinte formula:

Numero total de células contadas (10ul) x fator de diluicdo x 1,5 x 10*

Numero de quadrantes do reticulo

3.3 Desenvolvimento da infeccdo experimental

3.3.1. Inoculacdo dos animais

Foram utilizados no total 114 animais, sendo 38 C. callosus, 38 camundongos
A/Sn e 38 camundongos B10.A. Cada grupo foi subdividido em sete grupos experimentais. Os
primeiros seis grupos foram caracterizados como correspondendo a cronologia de observagéao
experimental, a saber: sete, 15, 30, 60, 90 e 120 dias pos-infec¢do; o sétimo grupo, contendo
oito animais de cada espécie, correspondeu ao grupo analisado para sobrevida pés-infec¢éo.

Os animais de todos o0s grupos experimentais foram inoculados
intraperitonealmente (i.p.) com 250l de PBS contendo 0,6 x 10° leveduras de P. brasiliensis,
cepa Pb18. Durante todo o periodo experimental, os animais foram observados duas vezes ao

dia para avaliacdo do estado geral.

3.3.2 Sacrificio dos animais e coleta das amostras

Apobs anestesia pela inalacdo de éter sulfarico, os animais foram sacrificados
utilizando-se a técnica de deslocamento cervical, seguindo cronograma pré-estabelecido,
constando seis periodos de observacdo ja considerados anteriormente. No momento da
eutanasia, amostras de sangue foram colhidas nos diferentes periodos experimentais a partir do
plexo venoso retro-orbital, quando tubos capilares de vidro eram digitalmente posicionados e
pressionados perpendicularmente contra o epicanto interno do olho, utilizando movimentos de
semi-rotacdo do tubo nos sentidos horario e anti-horario. Amostras de sangue coletadas em

tubos eppendorf de dimensGes apropriadas foram centrifugadas a 720 x g por 10 minutos. As
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amostras de soro obtidas foram entdo armazenadas a -20°C até o momento de sua utilizagéo
para as analises soroldgicas.

Ademais, os animais foram parcialmente eviscerados para coleta dos pulmdes, do
figado e do baco. Apos a analise macroscopica dos orgaos, fragmentos foram amostrados para a
realizacdo dos estudos histopatoldgicos e microbioldgicos. Para o estudo histopatolégico,
fragmentos coletados em uma regido pré-determinada dos 6rgaos foram fixados em solucdo de
paraformoldeido a 10%, e ai mantidos ndo mais que 72 horas. Para o estudo microbiologico,
outros fragmentos dos mesmos Orgdos foram pesados e colocados em frasco estéril contendo

soro fisiologico, e encaminhados para a realizacdo da pesquisa direta e cultura para fungo.

3.4 Avaliacao da resposta humoral

3.4.1 Preparo de antigeno soluvel de P. brasiliensis (AgPb)

O AgPb foi preparado segundo Scott (1987) com algumas modificagdes como
descrito a seguir: leveduras do isolado Pb18 foram suspensas em 2ml de PBS estéril contendo
os inibidores de proteases aprotinina a 10pg/ml (Sigma Chemical CO, St Louis, MO, USA,
10820), leupeptina a 50ug/ml (Alexis Biochemicals, codigo 260-009-M005) e fluoreto de
fenilmetilsulfonil a 1,6mM (PMSF - Sigma Chemical CO, St Louis, MO, USA, co6digo
P76260). A seguir, foram realizados 15 ciclos de congelamento e descongelamento em N
liquido e banho-maria a 37°C, respectivamente. O extrato antigénico foi entdo submetido a
seis ciclos de 30 segundos em ultra-som (Thornton, Impec Eletronica, S&o Paulo, Brasil) a
40KHZ e posteriormente macerado em N, liquido. Apds esse processo, a suspensdo foi
clarificada por centrifugacdo a 20.000 x g por 15 minutos, a 4°C (Centrifuge 5810R;
Eppendorf, Hamburg, Germany). O sobrenadante foi coletado e armazenado a —20°C, até o
momento do uso. O contetdo protéico dos extratos foi estimado pelo método de Bradford
(Bradford, 1976) utilizando como curva padrdo de proteina a soro albumina bovina (BSA-
Sigma Chemical CO, St Louis, MO, USA, codigo A8022), em diluigdo seriada de 0,25mg/ml a
1,5mg/ml. A leitura da reacdo foi realizada a 595nm em espectrofotdmetro (Biomate 3, Termo
Scientific, Waltham, USA).
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3.4.2 Ensaio Enzimatico de Imunoabsorbancia (ELISA) para identificacéo e

quantificacdo de IgM e 1gG especificas anti-P.brasiliensis

Ensaios imunoenzimaticos (ELISA) foram realizados para determinar os niveis
de anticorpos IgM e IgG totais, especificos para P. brasiliensis em amostras de soros
individuais de C. callosus, dos camundongos B10.A e A/Sn experimentalmente infectados
com 0,6 x 10° células fngicas.

Placas de alta afinidade para ELISA foram sensibilizadas com 5ug/ml do AgPb
diluidos em tampdo carbonato 0,06M (pH 9,6), overnight, a 4°C, em cdmara Umida, para
ligacdo do antigeno & placa. O blogueio dos sitios inespecificos foi realizado com PBS
contendo 0,05% de Tween-20 (PBS-T), acrescido de 5% de leite em pd desnatado (Molico,
Nestlé, Sdo Paulo) (PBS-TM 5%) por uma hora, a temperatura ambiente. Na etapa seguinte, as
placas foram incubadas com amostras de soros diluidas a 1:32 para o anticorpo IgM e 1:64
para o anticorpo IgG em PBS-TM 1%. Apo6s incubagdo por 1 hora a 37°C, foram adicionados
0s conjugados de cabra anti-IgM (Sigma Chemical CO, St Louis, MO, USA, cddigo A8786) ou
anti-lgG (Sigma Chemical CO, St Louis, MO, USA, cdédigo A3673) de camundongos,
marcados com peroxidase, diluidos a 1:1000 em PBS-TM 1%. As placas foram incubadas por
uma hora a 37°C. Apds cada etapa da reacdo, os pocos foram lavados seis vezes com PBS-T,
excetuando-se ap6s o0 bloqueio em que as placas foram lavadas trés vezes. A reacdo foi
revelada pela adicdo do substrato contendo 0,03% de H,0O, e 1mg/ml de orto-fenilenodiamina
(OPD - Sigma Chemical CO, St Louis, MO, USA, codigo P9029) diluido em tampé&o
citrato/fosfato (pH 5,0). A interrupgéo da reacgdo foi feita pela adi¢do de 25uL de H,SO,4 a 2N,
por poco. As densidades dpticas (DO) obtidas foram determinas em leitor de placas (Titertek
Multiskan Plus; Flow Laboratories, Geneva,Switzerland) a um comprimento de onda de
492nm. Todos o0s ensaios foram realizados em duplicata. Os resultados foram expressos em
indice ELISA (IE), onde: IE é o quociente da médias dos valores de DO em cada amostra pelos
valores de corte (cut-off). Os valores de cut-off das reacdes foram estabelecidos pela media de
DO de trés amostras negativas mais trés desvios padrdes. As amostras com IE acima de 1,2

foram consideradas positivas (SILVA et al., 2002).
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3.5 Avaliacédo histopatoldgica da infeccéo experimental

3.5.1 Obtencéo dos cortes histologicos

Os fragmentos teciduais, previamente fixados em paraformoldeido (10%),
foram processados rotineiramente para a anélise de microscopia de luz visivel, considerando a
desidratacdo e diafanizacdo dos fragmentos por meio de processador automatico de tecidos
(Histotécnico, Lupe PTO05, Sdo Paulo, SP, Brasil). Em seguida, os fragmentos foram incluidos
em parafina e seccdes histologicas de 3um de espessura foram obtidas e coletadas em laminas
de vidro previamente limpas e desengorduradas. Seguindo-se a desparafinacdo em estufa 60°C,
os cortes foram diafanizados em trés banhos de xilol por cinco minutos, hidratados em
concentracfes decrescentes de alcool (100%, 90%, 70%), e corados pelas técnicas da
hematoxilina e eosina, reticulina de Gomori; tricrdmico de Masson e metenamina prata de
Gomori-Grocott (MICHALANY, 1980).

Apos a coloracdo, as laminas foram desidratadas pela passagem em solugdes
alcodlicas de concentracdes crescentes (70%, 90%, 100%) e clarificadas no xilol. Todas as

laminas foram montadas em laminula por meio de Permount (Sigma Co, USA).

3.5.2 Avaliacdo morfologica qualitativa da resposta inflamatoria

A avaliacdo da resposta inflamatoria foi realizada a partir da identificacdo do

tipo e padrdo de circunscricdo do granuloma, dado pelos seguintes aspectos:
1. Caracterizacdo da composicao celular
2. Presenca de necrose
3. Padrdo de circunscricdo (frouxo; compacto)

Desta forma, os granulomas frouxos foram definidos como reacdo epitelioide
mal definida, com células gigantes em numero variavel, inflamagdo exsudativa, mostrando
extensas areas de necrose, rica em fungos. Os compactos foram caracterizados pela presenga de
células epitelidides agrupadas, formando granulomas bem definidos, tendo poucos fungos
degenerados (RESTREPO et al., 1992).

Para fins de descricdo objetiva dos achados histopatolégicos, os granulomas

foram categorizados em trés tipos:
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1 — Infiltrado inflamatério granulomatoso, contendo células de Langhans e macréfagos
epitelidides, com auséncia de plasmacitos, neutréfilos (com ou sem microabscessos) e
eosinofilos.

2 — Infiltrado inflamatorio granulomatoso do tipo 1, acrescido da presenca de plasmacitos,
neutréfilos (com ou sem microabscessos) e eosindfilos.

3 — Infiltrado inflamatdrio granulomatoso do tipo 2, acrescido de necrose por coagulagéo.

3.5.3 Avaliacdo morfologica semi-quantitativa

A avaliacdo do grau de acometimento do 6rgao pela doenca foi realizada a partir
da estimativa do percentual de area ocupada pelos granulomas paracoccidioidicos nas sec¢oes
histoldgicas de cada 6rgdo em particular. Para tanto, cada sec¢do histoldgica foi avaliada em
aumento de 400x, estabelecendo-se inicialmente o percentual ocupado por campo. Em seguida,
foi realizada uma média a partir dos campos avaliados para cada grupo de animais testados, em

funcdo dos tempos definidos de observacao.

3.5.4 Avaliacdo semiquantitativa da fibrose nas lesbes inflamatorias

causadas pelo P. brasiliensis

A avaliacdo semiquantitativa da fibrose foi realizada a partir de cortes
histoldgicos corados pelas técnicas da reticulina de Gomori e do tricrbmico de Masson, que
permitem a visualizacdo das fibras colagenas tipos Il e I, respectivamente.

Para a avaliagdo semiquantitativa de colageno tipo | foram utilizados os critérios

de Kerr e colaboradores (1988b) relacionados abaixo e ilustrados na Figura 1, a saber:

(-): auséncia de deposigao de colageno.

(+): expressdo fraca visualizada pela deposicdo de coldgeno de cor cinza-azulado, fibrilar
frouxo, nucleos numerosos.
(++): expressdo moderada, fibras ténues azul-esverdeadas, alguns ncleos ainda arredondados.

(+++): expressdo forte, colageno homogeénio azul-esverdeados mais intenso, fibras espessas

com nucleos achatados.
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Figura 1. Escala semi-quantitativa empregada na avaliacdo da quantidade de colageno tipo | presente nas lesGes
teciduais. Ausente (A); positivo + (B); moderadamente positivo ++ (C); fortemente positivo +++ (D) (Objetiva:
40x).

Em relagdo ao coldgeno tipo Ill, optou-se pela utilizacdo de escala semi-
quantitativa baseada naquela preconizada por Silva e colaboradores (1999) conforme descricéo

abaixo e ilustrado na Figura 2:

(-): auséncia de deposigéo de fibras

(+): expresséo fraca: fibras delicadas esparsas, de comprimentos variaveis, em geral
pequenas, vistas no interior ou externamente aos granulomas.

(+ +): expressdo moderada, tendo feixes constituidos por multiplas fibrilas, sem aspecto
fragmentado, permeando ou contornando, parcial ou totalmente, os granulomas.

(+++): expressdo forte, com feixes espessos e longos, sem fragmentacdo, permeando ou

contornando totalmente os granulomas.
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Figura 2 . Escala semi-quantitativa empregada na avaliacdo da quantidade de colageno tipo Ill, presente nas lesdes
teciduais. Ausente (A); positivo + (B); moderadamente positivo ++ (C); fortemente positivo +++ (D) (objetiva:
40x).

Para ambas as avaliacOes, os resultados foram expressos pela média dos escores
ao longo dos periodos de observagdo do experimento e pelas médias das fases iniciais (sete a
30 d.p.i) e finais do experimento (60 a 120 d.p.i).

3.7 Pesquisa do P. brasiliensis por meio de pesquisa direta,

cultura e contagem de Unidades Formadoras de Coldnia (UFC)

Fragmentos representativos dos 6rgaos de cada grupo animal testado medindo
16 mm?® foram amostrados, pesados e transferidos para tubos de ensaio estéreis contendo soro
fisiologico (NaCl 0,9%). Em seguida, os fragmentos organicos foram seccionados, macerados

e homogeneizados em 5ml de PBS estéril com auxilio de gral e pistilo de vidro ndmero 1.
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Aliquotas de 100ul da suspensédo celular de cada 6rgdo foram semeados em placas de Petri,
contendo agar Mycobiotic (Difco, Detroid, USA), e armazenadas em estufa microbiol6gica
(Orion 502, FANEM, S&o Paulo, SP, Brasil) entre 35°C e 36°C, por um periodo de 30 dias.
Para a pesquisa micologica direta, o restante da suspensao celular foi depositado em lamina de
vidro, acrescido de duas gotas de hidroxido de sédio (NaOH) 20%. O conjunto foi entéo
recoberto por laminula de vidro para observagdo microscopica.

Na pesquisa direta, a identificacio do fungo teve como pardmetro o
reconhecimento de formas compativeis com leveduras de P. brasiliensis: estruturas
arredondadas, isoladas ou ndo, gemulantes ou ndo, com parede Unica e membrana dupla
refringente.

A identificacdo do P. brasiliensis em cultura foi feita a partir do reconhecimento
de coldnias cerebriformes de cor creme. A quantificacdo do seu crescimento foi realizada pela
contagem de unidades formadoras de colonias (UFC). A plotagem dos resultados foi feita
levando-se em consideracdo a média de UFC por miligrama de tecido obtido em cada grupo de
animais, nas fases iniciais (sete a 30 d.p.i.) e finais do experimento (60 a 120 d.p.i.).

Os resultados foram analisados considerando as seguintes abordagens:

1. Proporcdo de 6rgdos com exame de pesquisa direta, positivo para cada grupo
experimental.

2. Proporcdo de animais com resultados positivos segundo a cronologia do experimento,
considerando cada 6rgdo em particular nos diferentes grupos de animais avaliados.

3. Proporcdo de 6rgdos com cultura positiva para cada grupo experimental segundo a
cronologia do experimento.

4. Numero de UFC por miligrama de tecido estudado, segundo a cronologia do experimento

para cada 6rgdo analisado nos diferentes grupos experimentais.
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3.8 Avaliacdo do P. brasiliensis nas seccdes teciduais

Para a identificacdo especifica do fungo no tecido, realizou-se a técnica de
metenamina-prata de Gomori-Grocott, com a qual os fungos eram identificados como
estruturas arredondadas coradas em preto, sobre fundo verde. A producdo de blastoconideos,
muitas vezes sob a forma de brotamentos, também foram considerados (MICHALANY, 1980).

As laminas foram examinadas ao microscopio éptico (Olympus UIS2/UIS).

3.8.1 Contagem de fungos nos tecidos

A contagem de fungos foi realizada a partir da identificacdo das areas em que a
presenca do P. brasiliensis foi flagrada, tendo como pardmetro os granulomas de maiores
dimensGes observados nas seccOes teciduais. Toda a extensdo dos granulomas foi avaliada
seguindo-se uma linha imaginaria tracada nos seus maiores diametros a partir de campos
sequenciais utilizando objetiva de 40x e ocular de 10x, sendo a contagem de fungos realizada
através de programa especifico para analise e contagem de células (software IMAGE J) (Figura
3). A expressdo de contagem dos fungos foi feita considerando a proporcdo de fungos viaveis e
de brotamentos por campo contado, considerando os diferentes 6Orgdos nos grupos
experimentais testados e a cronologia do experimento.

Na contagem, inicialmente, foram consideradas as formas flngicas
reconhecidas como viaveis e inviaveis. Para identificacdo das formas viaveis foram levados em
conta os seguintes parametros: reconhecimento de leveduras com parede celular completa, com
forma oval ou arredondada, sem brotamentos ou com exosporulagdo (formas em roda de leme,
Mickey Mouse ou em cacho de uva) e apresentando citoplasma corado uniformemente em preto
(RESTREPO, 2000). O tamanho e o numero de brotamentos ndo foram considerados para a

medida da viabilidade.
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Figura 3. Diagrama representativo da metodologia de contagem dos fungos dentro dos granulomas encontrados nos
tecidos.

As formas invidveis foram identificadas a partir das seguintes caracteristicas:
leveduras com parede celular fragmentada, formas aberrantes tipo concha, granada, banana, lua
crescente ou balonizadas, encolhidas e enrugadas (ANGULO-ORTEGA, 1972; RESTREPO,
2000)(Figura 4). As células apresentando exosporulacdo multipla foram consideradas inviaveis
sempre que a célula-méde apresentava morfologia de celula invidvel. N&o obstante o
reconhecimento de caracteristicas de viabilidade nas gemulacdes a expressao da contagem dos
fungos foi feita considerando a proporcao de fungos viaveis e brotamentos por campo contado,
nos diferentes 6rgdos, para cada grupo experimental testado, seguindo a cronologia proposta

para 0 experimento.
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Figura 4. Aspectos micromorfolégicos de formas inviaveis de P.
brasiliensis na vida parasitaria encontrada nos animais infectados
experimentalmente. Coloracdo de Gomori-Grocott (Objetiva de 40x).

3.9 Normas de biosseguranca e consideracoes éticas

Todos os procedimentos de coleta, manuseio de materiais bioldgicos e dos
reagentes, bem como a utilizacdo dos equipamentos, foram realizados de acordo com as
normas de biosseguranca compativeis (MINEO et al., 2005), e também obedecendo o0s
principios éticos em pesquisa animal recomendados pelo Colégio Brasileiro de
Experimentagdo Animal (COBEA, 1996). Este estudo experimental foi submetido e aprovado
pelo Comité de Etica na Utilizacdo de Animais (CEUA) da Universidade Federal de
Uberlandia, sob o protocolo nimero 086/2008 (Anexo 1).
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3.10 Analise dos resultados

Os resultados foram analisados comparativamente entre 0s grupos estudados
segundo a cronologia do experimento ja determinado. Todos os resultados foram analisados
intra e inter-grupos, procurando-se identificar diferencas nos valores obtidos entre as etapas do
experimento e entre 0s grupos, em cada etapa proposta para o experimento. Para tanto, os
valores obtidos foram avaliados estatisticamente segundo a sua normalidade e
homocedasticidade pelo teste de Kolmogorov-Smirnov e Shapiro-Wilk (SPIEGEL, 1979).

Para comparacdo dos valores dos indices ELISA (IE), ELISA Avidez, escores
do processo inflamatério e dos valores de UFC foram realizados testes estatisticos segundo a
distribuicdo amostral e a homocedasticidade dos dados, a saber: para dados normais utilizou-se
analise de variancia (ANOVA); para dados ndo normais foram empregados Kruskal-Wallis ou
Friedman (SPIEGEL, 1979).

O teste de Spearman foi utilizado para se investigar correlagdo entre a
propor¢do de fungos vidveis, de brotamentos e a area envolvida pelos granulomas nos 6rgaos
estudados, ao longo do experimento.

Para a analise de mortalidade (sobrevida total) comparativa entre 0s grupos
estudados, desenhou-se a curva de sobrevida total para cada grupo de animais no decorrer de
15 meses de acompanhamento (curva de sobrevida total Kaplan-Meier), comparadas pelo teste
de log-rank. Toda a andlise foi efetuada com o auxilio de programa estatistico software
GraphPad Prism versao 5.0 (GraphPad Software, Inc., San Diego, EUA). Para todos os testes
estatisticos desenvolvidos considerou-se o intervalo de confianca de 95%, rejeitando a hipdtese
de nulidade quando p<0,05.
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4  RESULTADOS

4.1 Avaliacido da mortalidade

Em relacéo a sobrevida observamos, ao longo de aproximadamente 15 meses
(443 dias) de acompanhamento, que Calomys callosus morreram todos dentro de 118 dias p6s
inoculo (Figura 5), apresentando a andlise estatistica diferenca significante. Foi realizada
necropsia em todos os animais que morreram neste periodo de observacdo, ndo sendo
encontrados sinais da infecgdo sistémica em nenhum dos camundongos A/Sn que foram a
Obito, entretanto todos os camundongos B10.A e C. callosus evidenciaram comprometimento

dos 6rgdos no momento em que morreram.
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Figura 5. Curva de sobrevida para os grupos de animais estudados com 0,6 x 10° leveduras de P. brasiliensis,
obtida ao longo de aproximadamente 15 meses de observacgdo (Teste de Logrank, p=0,0038).
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4.2 Avaliacdo da resposta humoral através da quantificacdo da
IgG e IgM

Quanto aos niveis do anticorpo IgM houve uma tendéncia a elevagdo nos trés
grupos avaliados. Para C. callosus, seus valores foram significantemente mais elevados, a
partir dos 90 d.p.i., em relacdo aqueles encontrados aos sete d.p.i.. No inicio do processo
infeccioso, aos 7 d.p.i, comparando-se 0s trés grupos em cada periodo cronolégico, observou-
se que os camundongos A/Sn apresentaram niveis de IgM significantemente mais elevados do
que C. callosus (Figura 6).

Analisando os niveis do anticorpo 1gG, os camundongos B10.A e C. callosus
mostraram tendéncia a elevacdo dos niveis, observada durante o periodo experimental,
ocorrendo de maneira mais expressiva neste Gltimo grupo. Nao obstante, nestes dois animais
detectou-se aumento estatisticamente significante nos niveis de 1gG a partir dos 60 d.p.i. Os
camundongos A/Sn tiveram aumentos estatisticamente significantes nos niveis de IgG obtidos
apenas aos 90 d.p.i, em relacdo aos niveis observados aos sete d.p.i. (p < 0,05). A comparacao
dos trés grupos, para cada tempo experimental mostrou que C. callosus apresentou elevacgéo
dos niveis deste anticorpo de forma significativa em relacdo aos obtidos nos camundongos
A/Sn aos 120 d.p.i (p < 0,05)(Figura 6).
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Figura 6. Niveis dos anticorpos IgM e IgG especificos para o P. brasiliensis expressos em indice ELISA (IE).
C. callosus, camundongos B10.A e A/Sn foram infectados intraperitonealmente com 0,6 x 10° leveduras do
isolado Pb18 de P. brasiliensis. Amostras de soro foram coletadas aos 7, 15, 30, 60, 90 e 120 d.p.i.. Valores séo
indicados como média * erro padrdo da média. A linha pontilhada indica o valor para o cut-off da reagéo (IE >
1,2). Letras diferentes acima das barras indicam diferencas estatisticamente significantes entre os trés grupos
dentro do mesmo periodo (p < 0,05). Os simbolos *, # e + indicam aumento estatisticamente significante dos
niveis de anticorpos, em relagéo aos 7 d.p.i., nos C. callosus, camundongos B10.A e A/Sn respectivamente (p <
0,05).
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4.3 Analise histopatologica da infeccdo pela coloracdo de

Hematoxilina e eosina (HE)

Camundongos A/Sn:

Os pulmdes dos camundongos resistentes A/Sn, mesmo nas fases mais
precoces, apresentaram pneumonite intersticial (com areas granulomatosas e néo
granulomatosas), persistente ao longo do experimento, com a proporcdo da area afetada do
6rgdo variando entre 30 a 60%. Pode-se notar que o infiltrado era composto por tipos variados
de leucdcitos, dispostos sem organizacdao definida, marcado pela presenca de macrofagos,
linfocitos, plasmdcitos, neutréfilos, formando ou ndo microabscessos, e eosinofilos.
Macrofagos e linfocitos foram identificados como componentes constantes deste infiltrado,
com sua presenca observada entre 80 a 100% das seccOes histoldgicas avaliadas. Outras células
foram vistas com menor frequéncia, a saber: plasmacitos, em 20% dos animais, apenas aos 60
d.p.i.; neutrofilos, em sete e 15 d.p.i., em 60 a 100% dos animais; e eosinéfilos, compondo o
infiltrado inflamatorio em 20% dos animais, aos sete d.p.i..

No figado, observou-se infiltrado granulomatoso unifocal, em geral subcapsular,
envolvendo até 5% do parénguima hepatico, numa proporcao entre 20% e 40% dos animais até
aos 60 d.p.i., a partir do qual ndo pode mais ser evidenciado. Morfologicamente 0s granulomas
variaram em frouxos e compactos, sem predominio aparente de um dos tipos. A partir dos 15
d.p.i. até os 60 d.p.i. pode-se perceber a presenca de eosindfilos, plasmacitos e neutrofilos
(delineando ou ndao microabscessos) em até 40% dos granulomas, ndo sendo mais identificados
apos esta data. Em todos os granulomas foram observados fungos, em pequeno ndmero, a
maioria dos quais com aspectos morfologicos identificaveis como inviaveis. Aos 90 e 120
d.p.i., observou-se infiltrado inflamatério misto, ndo granulomatoso, constituido por
macrofagos, linfocitos, neutrofilos (com eventual formacéo de microabscessos), eosinofilos e
plasmaocitos. Em geral o infiltrado era multifocal, com dimensdes variadas, alcangando a area
méaxima de até 5% do 6rgdo, em 80% dos animais. As lesbes foram observadas em diferentes
regides, a saber: subcapsular, no espago porta, perifericamente & veia centrolobular ou no
parénquima. Hiperplasia das células de Kupfler foi identificada em todos os animais estudados,
em todos os periodos de observacao.

Em relagéo ao bago, infiltrado inflamatorio discreto, estava presente de maneira
focal a partir de 60 d.p.i., persistindo até o final do experimento, sendo composto por

mononucleares e chegando a afetar 60% dos animais A/Sn. Notou-se ainda a presenca de
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megacaridcitos, espessamento e fibrose da capsula esplénica. Granulomas foram identificados
no peritonio visceral, agredindo a capsula esplénica, sendo composto por macréfagos, células
epitelidides, PMN por vezes formando microabscessos, invadindo e comprometendo o
parénquima do baco, sendo observados entre 15 d.p.i. e 60d.p.i., afetando pequenas areas,
acometendo 20 a 40% dos camundongos A/Sn.

Camundongos B10.A

Os pulmdes dos camundongos susceptiveis B10.A mostraram pneumonite
intersticial (granulomatosa ou ndo granulomatosa) em todos os periodos de estudo
estabelecidos para o experimento em 100% dos animais. Entre sete e 15 d.p.i. o infiltrado
inflamat6rio foi ndo granulomatoso, havendo predominio de exsudato linfo-histiocitério,
permeado por neutrofilos, sem a formacdo de microabscessos. A presenca de neutréfilos,
embora constantemente observados ao longo do experimento, foi varidvel em relacdo a
propor¢do identificada em cada periodo, com 100% entre sete e 15 dias, declinando para 40%
aos 90 d.p.i. e 120 d.p.i; plasmdcitos foram observados a partir dos 30 d.p.i. até 120 d.p.i. em
40% dos animais. O infiltrado granulomatoso (pneumonite granulomatosa) foi observado a
partir dos 30 d.p.i. até os 120 d.p.i., em 20% dos animais, caracterizado como frouxo e
multifocal0, chegando a ocupar 15% da &rea dos fragmentos avaliados (120 d.p.i.). Sua
composicdo era caracterizada pela presenca de células gigantes multinucleadas (tipo
Langhans), celulas epitelidides, neutrofilos e plasmaocitos.

O estudo do figado dos camundongos B10.A, susceptiveis a infec¢do pelo P.
brasiliensis, mostrou: predominancia de macréfagos, em 80 a 100% dos animais, seguido pelos
linfocitos e neutrofilos em 60 a 100%, eosindfilos entre 20 e 100%, ao longo de todo o periodo
de experimento; granulomas presentes em todas as etapas, sendo que 0 acometimento nos
periodos iniciais (sete, 15 e 30 d.p.i.) foi de 40% dos animais, enquanto que nas fases finais
80% dos camundongos B10.A estavam acometidos. Estes granulomas eram isolados ou
confluentes, ora compactos, ora frouxos, com a presenca de celulas epitelidides e células de
Langhans contendo fungos no seu interior. Outras células também puderam ser observadas:
macrofagos e linfécitos (100% dos casos), neutrofilos (entre 20 e 80%, distribuidos ao longo
de todos os periodos experimentais); eosinofilos, em 20 a 40% dos casos nos periodos de sete e
15 d.p.i., desaparecendo nos periodos subsequentes; e eventualmente necrose central (20 a
40%, nos periodos iniciais de sete e 30 dias, respectivamente).

No baco, infiltrado granulomatoso foi observado a partir dos 30 d.p.i. Os

granulomas se caracterizaram como frouxos, multifocais, sendo evidenciados numa proporc¢ao
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que variou entre 40 e 80% dos animais. Este padrdo foi observado até o final do experimento.
Sua composicao foi caracterizada pela presenca de células gigantes multinucleadas (Langhans),
células epitelioides, macrofagos, neutrofilos, com e sem a formacdo de microabscessos. Estes
granulomas acometiam, em média, 5% das superficies de corte estudadas, chegando ocupar até
40% em um determinado animal aos 120 d.p.1..

Calomys callosus:

Nestes animais, pOde-se observar pneumonite intersticial ndo granulomatosa
composta por macrofagos, linfocitos, neutréfilos e alguns eosinéfilos, ocupando aos sete d.p.i.,
entre 60 e 90% das seccles histoldgicas examinadas, sendo gradualmente substituida por
pneumonite granulomatosa, que fora identificada a partir dos 15 d.p.i., com granulomas em
geral frouxos, multifocais e coalescentes, numa proporcdo que variou entre 20% a 100% dos
animais estudados, observados até no final do experimento. A ocupa¢do do granuloma foi de
menos de 10% nos periodos iniciais (15 d.p.i.), chegando a 100% em um animal aos 90 d.p.i.,
mostrando localizacdo inicial no espaco peribronquiolar. Sua constituicdo foi caracterizada
pela presenca de células gigantes multinucleadas (tipo Langhans), macrofagos, células
epitelioides, linfocitos, plasmdcitos, neutrofilos (com e sem a formacdo de microabscessos) e
eosindfilos. Observou-se necrose pdde ser observada nos granulomas desde os 30 dias até os
120 d.p.i. (Figura 7).

No figado também predominou a presenca de granulomas desde os sete dias de
observacao, ocupando em média 5% da area das sec¢Oes histoldgicas examinadas, chegando a
ocupar 40% da superficie do corte em um animal avaliado aos 120 d.p.i. Os granulomas,
predominantemente frouxos e multifocais, apresentaram uma constituicdo celular caracterizada
pela presenca de células gigantes multinucleadas (tipo Langhans), células epitelioides,
linfdcitos, neutrdfilos, plasmacitos e eosindfilos. Necrose, por outro lado, foi observada a partir
dos 90 d.p.i. variando de 40 a 100% nos animais testados (Figura 8).

No baco, os granulomas foram observados a partir dos 15 d.p.i. permanecendo
evidentes até o final do experimento (120 d.p.i.). Em geral frouxos, multifocais e coalescentes,
compostos por células gigantes multinucleadas (tipo Langhans), células epitelidides, linfdcitos,
plasmécitos, neutrofilos e eosinéfilos (Tabela 3). A necrose foi identificada a partir dos 90
d.p.i. mantendo-se evidente até os 120 d.p.i. Estes granulomas ocuparam, em media, 25% da
area das seccOes histologicas examinadas, chegando até 85% em um animal aos 120 d.p.i.
(Figura 9).
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Figura 7. Aspecto histologico das lesdes inflamatorias observadas no tecido pulmonar de Calomys callosus, conforme
a cronologia do experimento. (A): aos sete d.p.i.., a maior parte do parénquima pulmonar (lado direito da linha) foi
difusamente permeado pelo exsudato (Objetiva: 4x, coloragdo HE). (B): detalhe do exsudato inflamatério mostrando
histidcitos e neutrofilos permeando o tecido conectivo do septo interalveolar (Objetiva: 40x, coloragdo HE). (C): aos
30 d.p.i.. lesdo granulomatosa organizada(*) (Objetiva: 10x, coloracéo HE). (D): detalhe do granuloma com a presencga
de fungos visualizados dentro de células de Langhans (seta) (Objetiva: 40x, coloragdo HE). (E): aos 90 d.p.i..,
substituicdo de todo o parénquima pulmonar por massas coalescentes de inflamagdo granulomatosa (4) invadindo e
destruindo os bronquiolos (seta)(Objetiva: 10x, coloragdo HE). (F) mesmo periodo de tempo, mostrando inflamacéo
granulomatosa com areas de necrose (#) e massas de P.brasiliensis (seta)(Objetiva: 20x, coloracdo HE). Insercdo com
maior detalhe: P. brasiliensis na sua forma morfol6gica caracteristica (Objetiva: 40x, coloragdo Grocott).
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Figura 8. Aspecto histolégico das lesdes inflamatdrias observadas no tecido hepético de Calomys callosus,
conforme a cronologia do experimento. (A): aos sete d.p.i., presenca de infiltracdo granulomatosa (4)
acometendo o parénquima hepético, células gigantes (+) com fungos em seu interior (seta)(Objetiva: 40x,
coloragdo HE). (B): aos 15 d.p.i., inflamagdo granulomatosa bem organizada (4) apresentando células gigantes
com fungos em seu interior (seta), circundadas por macréfagos, plasmacitos, linfécitos, e eosinéfilos («)
(Objetiva: 40x, coloragdo HE). (C): aos 30 d.p.i., lesdo granulomatosa organizada (4), com células gigantes
multinucleadas contendo maior nimero de fungos em seu interior (seta), neutréfilos, eosinéfilos e plasmaécitos
presentes (<)(Objetiva: 40x, coloracdo HE). (D): aos 60 d.p.i., granulomas ocupando grandes areas do parénquima
hepéatico () (Objetiva: 4x, coloragdo HE). (E): aos 90 d.p.i., inflamagdo granulomatosa (4) mostrando detalhes
das células gigantes com grande nimero de fungos em seu interior (seta) (Objetiva: 100x, coloragdo HE). (F) aos
120 d.p.i.,, mostrando inflamacdo granulomatosa (4), além de area necrética ocupando grande extensdo do
parénquima hepatico (¥) (Objetiva: 20x, coloracdo HE).
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Figura 9. Aspecto histoldgico das lesbes inflamatdrias observadas no tecido esplénico de Calomys callosus,
conforme a cronologia do experimento. (A): aos 30 d.p.i., tecido esplénico evidenciando a presenca de granulomas
(#) contendo células gigantes (+) e mononucleares, com fungos em abundancia (seta) (Objetiva: 10x, coloragéo
HE). (B): aos 30 d.p.i., detalhes do granuloma mostrando neutréfilos formando microabscessos (circulo) (Objetiva:
100x, coloragdo HE). (C): aos 60 d.p.i., lesdo granulomatosa com &rea de necrose central (}). (Objetiva: 20x,
coloragdo HE). (D): aos 60 d.p.i., granuloma composto de células gigantes contendo fungos em seu interior (seta),
além de histiocitos, linfécitos, neutréfilos e plasmdcitos (Objetiva: 100x, coloragdo HE). (E): aos 90 d.p.i.,
inflamagdo granulomatosa (4) acometendo grande extensdo do bago, com areas de necrose (f)(Objetiva: 4x,
coloracdo HE). (F) aos 120 d.p.i., mostrando inflamacdo granulomatosa confluente substituindo o parénquima
esplénico, com a presenga de eosindfilos («)(Objetiva: 40x, coloracdo HE).
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Na Tabela 1, os granulomas observados na infeccdo experimental nos diferentes 6rgdos dos
animais testados estdo distribuidos segundo seus tipos mais frequentes.

Tabela 1. Distribuicdo dos tipos de infiltrado granulomatoso predominantes nos animais testados em funcéo de
cada 6rgdo examinado.

Cronologia do experimento*

Orgaos Animais - e = 5 5 5
A/Sn - - - - 2 -
Pulmdes B10.A - 2 - 2 2
C. callosus - 1 2 2 3 3
A/Sn 1 1 3 2 - -
Figado B10.A 2 2 2 3 2 2
C. callosus 2 2 3 3 3 3
A/Sn - 2 1 2 - 1
Baco B10.A - 2 2 3 3
C. callosus - 2 2 - 3 3

* dias pds-infeccao

1 — infiltrado inflamat6rio granulomatoso (granulomas) sem presenca de plasmécitos, neutrofilos e eosindfilos.

2 — Infiltrado inflamatério granulomatoso (granulomas) com a presenca de plasmacitos, neutr6filos (com ou sem
microabscessos) e eosinéfilos;

3 — Granulomas do tipo 2, acrescido de necrose por coagulagéo.
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Na Figura 10 encontram-se distribuidos os percentuais de area ocupada pelos
granulomas paracoccidioidicos nos diferentes grupos de animais testados e dos 0Orgaos
avaliados, seguindo a cronologia do experimento. Os achados ai demonstrados reforcam a
maior extensdo de comprometimento organico pela infeccdo experimental em C. callosus

comparativamente aos outros animais infectados.
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Figura 10. Percentuais médios de &reas acometidas pelos granulomas nos fragmentos de pulmdes (A), figado (B)
e baco (C), provenientes dos diferentes animais estudados, seguindo a cronologia do experimento (em dias). Os
simbolos * e # demonstram haver diferenga estatistica entre o C. callosus e os camundongos A/Sn e B10.A,
respectivamente. O simbolo + demonstra haver diferenca estatistica entre o camundongo B10.A e o A/Sn. Letras
diferentes acima das barras indicam diferengas estatisticamente significantes entre os trés grupos dentro do mesmo
periodo (p < 0,05).
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4.4. Avaliacao da fibrose

As Figuras 11, 12 e 13 retratam a percepcdo da fibrose observada nos
granulomas, considerando a presencga e a semiquantificagdo do colageno tipo 1l e tipo I, ao
longo dos periodos de observacdo experimental. Na Figura 14, estas observacdes foram
condensadas considerando os periodos inicial (7 a 30 d.p.i.) e final (60 a 120 d.p.i.). A
avaliacdo semi-quantitativa, através da média obtida dos escores encontrados pela coloragdo de
tricromico de Masson para coladgeno tipo I, mostrou, nos diferentes érgdos do camundongo
resistente A/Sn, auséncia na formacéo de colageno tipo | nos pulmdes. Deposicao de colageno
tipo 1 aos 30 d.p.i., e principalmente 60 d.p.i., foram apreciadas no figado, enquanto que no
bago quantidade pequena e isolada foi vista somente aos 60 d.p.i. (Figura 11).

Os camundongos B10.A apresentaram no figado e no bagco maior producgédo de
colageno tipo I entre 15 e 120 d.p.i., sendo que no figado isto ocorreu especialmente nas fases
finais do experimento (Figura 12).

C. callosus evidenciaram menores quantidades de colageno tipo I, observados
no figado, e nos pulmdes. Nas fases mais iniciais do experimento, este coladgeno foi produzido
no baco(Figura 13).

A andlise dos fragmentos teciduais corados pela reticulina Gomori evidenciou,
nos trés érgdos estudados, quantidades de colageno tipo Il em C. callosus semelhantes as
encontradas nos camundongos B10.A, sendo que os camundongos B10.A apresentaram
colageno tipo Il presentes nos trés 6rgdos estudados, especialmente nas fases mais tardias do
experimento (Figura 14).

Nos camundongos resistentes A/Sn ndo foi evidenciada formacdo de colageno
tipo 111 nos pulmdes, e pouco colageno tipo Il foi visto aos 30 e 60 d.p.i. no figado; no baco,
colageno tipo Il foi demonstrado em pequena quantidade dos 30 aos 90 d.p.i. (Figura 11).

Os camundongos B10.A, em contrapartida, expressaram no figado maior
deposicao de colageno tipo 111, numa fase mais precoce do experimento, aos 30 dias (Figura
12).

Os animais C. callosus apresentaram acumulo de colageno tipo 11, dos 15 aos
120 d.p.i., nos trés orgdos estudados. Nos pulmdes, houve maior producéo, verificando-se entre
0s 15 e 120 d.p.i., tendéncia crescente conforme o processar dos tempos estudados (Figura 13).
No baco a producédo de colageno tipo Il foi semelhante em C. callosus e nos camundongos
B10.A (Figura 14).
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Figura 11. Comparativo entre a quantidade de colagenos tipos | e Il nos camundongos A/Sn, seguindo a
cronologia do experimento. (A) figado, (B) baco.
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Figura 14. Analise das coloracdes de reticulina Gomori e tricrdbmico de Masson nos tecidos estudados, para
quantificacdo e analise semiquantitativa dos colagenos Il e I, respectivamente. Percentuais médios dos escores
obtidos para os colagenos Ill e | nos granulomas nos fragmentos de pulmdes (A), figado (B) e baco (C),
provenientes dos diferentes animais estudados, observados em dois periodos (inicial e final) do experimento (em
dias).
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4.5 Analise microbioldgica

4.5.1 Pesquisa direta de fungos

Maior nimero de animais positivos para P. brasiliensis foi observado entre C.
callosus, seguidos dos camundongos B10.A e A/Sn, independentemente do 6rgdo analisado.
Todavia, as maiores diferencas nos percentuais de positividade para pesquisa direta de fungo
foram observadas nos pulmdes, a partir de 30 d.p.i (Figuras 15 e 16).

Quando analisados os percentuais de positividade do exame micologico direto
em cada grupo de animais estudados, considerando-se o conjunto dos 6rgaos, observou-se que
estes valores foram expressivamente maiores em C. callosus, em todos 0s tempos
estabelecidos para o experimento. Nos camundongos B10.A estes valores tornaram-se
positivos a partir do sétimo dia alcancando valores percentuais maiores aos 15 e 30 dias do
experimento, com posterior declinio até os 120 dias; nos camundongos A/Sn valores
percentuais foram positivos ao longo de todo o experimento, com maior expressividade aos 60
dias, declinando aos 120 dias (Figura 15). Analisando-se separadamente os 6rgaos, observou-
se nos pulmdes valores percentuais maiores de positividade do exame micolégico direto em C.
callosus, seguidos pelos camundongos B10.A. Os pulmdes dos camundongos A/Sn
apresentaram sempre valores nulos ao longo de todo o experimento. Em relacdo ao figado,
foram observados valores percentuais de positividade ao exame micoldgico direto em C.
callosus, ao longo de todo o experimento, enquanto que nos camundongos B10.A estes valores
percentuais comportaram-se de maneira oscilante, sendo sempre inferiores aqueles encontrados
no figado de C. callosus. Valores percentuais positivos no figado dos camundongos A/Sn
foram encontrados somente aos 60 dias do experimento. Comparativamente, o baco de C.
callosus foi o que obteve maior positividade, sobretudo aos 30 dias de observacdo; nos
camundongos B10.A encontrou-se valores alternantes; os camundongos A/Sn tiveram valores

percentuais sempre positivos, expressando maior positividade aos sete dias (Figura 15).
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Figura 15. Valores percentuais de positividade para P.brasiliensis, cepa Pbl8, obtidos por meio de exame
micolégico direto, para cada 6rgdo estudado, distribuidos segundo os animais testados em seis periodos de
observacdo distintos. (A) Todos os drgdos (total), (B) pulmdes, (C) figado, (D) bago. O simbolo * demonstra
haver diferenca estatistica entre C. callosus e o camundongo A/Sn.

Em todos os o6rgaos estudados, tanto isolada como conjuntamente, os animais C.

callosus evidenciaram valores percentuais maiores de positividade ao exame micol6gico

direto, tanto no periodo inicial da infec¢do quanto no periodo final (Figura 16).
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Figura 16. Valores percentuais de positividade para P.brasiliensis, cepa Pbl8, obtidos por meio de exame
micolégico direto, para cada 6rgdo estudado, distribuidos segundo os animais testados em dois periodos de
observagdo distintos. (A) Todos os drgéos (total), (B) pulmdes, (C) figado, (D) bago.

4.5.2 Cultura para P. brasiliensis

A cultura de fungos em agar Mycosel mostrou que em C. callosus o pulméo foi
0 6rgdo que apresentou maior percentual de positividade para P. brasiliensis, com positividade
de 50%, seguido pelo bago com 30%. Nos camundongos A/Sn houve maior percentual de
positividade no bago (23%), seguido dos pulmdes (13%) (Figuras 17, 18 e 19). Ja para 0s
animais B10.A, positividade maior foi observada nos pulmdes, seguida pelo baco e figado

com valores muito aproximados.
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Figura 17. Proporcdo de culturas positivas para P. brasiliensis, cepa Pb18, expressas em valores percentuais,
distribuidos segundo os 6rgdos avaliados nos diferentes grupos de animais testados.

Analisando o0s resultados cronologicamente, pode-se observar que nos
camundongos resistentes (A/Sn) o baco mostrou uma positividade de 60% no sétimo e no 15°
dias, declinando a zero a partir do 60° dia. Os pulmdes tiveram 40% de positividade aos 15 dias
pos-indculo, declinando a zero a partir do 60° dia de observacdo. Houve comportamento
paradoxal no grupo dos animais B10.A, em todos os trés 6rgaos estudados, especialmente no
periodo entre 30 e 60 dias do transcorrer do experimento, onde os valores percentuais de
culturas positivas oscilaram de forma inconstante. Em C. callosus observou-se nos pulmdes um
percentual de positividade ascendente a partir do inicio do experimento, com um pico aos 90
d.p.i., quando entdo declinou a zero aos 120 dias. No baco e no figado o percentual de culturas

positivas foi maior no 15° dia (80%) e 7° dia (60%), respectivamente (Figural8).
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Figura 18. Proporcdo de culturas positivas para P. brasiliensis, cepa Pb18, expressas em valores percentuais,

distribuidos segundo os 6rgdos avaliados nos diferentes grupos de animais testados: camundongos A/Sn,

camundongos B10.A e C. callosus, nos seis periodos de analise (em dias), nos (A) pulmdes, (B) figado, (C) bago.
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Figura 19. Percentuais de 6rgdos positivos para P. brasiliensis, cepa Pb18 por animais testados, em todos o0s 6rgédos
conjuntamente (A), nos pulmdes (B), no figado (C) e no bago (D), obtidos por meio da cultura, distribuidos segundo
dois periodos de observagéo (em dias) do experimento.
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45.3 Contagem de Unidades Formadoras de Col6nias

O maior numero de unidades formadoras de col6nias (UFC) foi encontrado nos
pulmdes de C. callosus a partir do 15° d.p.i. até o final do experimento, com valores mais altos
que aqueles observados para 0os outros animais. A Tabela 4 e a Figura 20 mostram 0s
mencionados dados, considerando sua distribuicdo em todos os periodos de observagdo e nas

fases inicial e final do experimento, respectivamente.

Tabela 2. Valores de UFC/mg de tecido obtidos em todos os érgdos conjuntamente, em cada grupo de animais
estudados, conforme cronologia do experimento.

Cronologia do experimento
Orgdos  Animais

7 dias 15 dias 30 dias 60 dias 90dias 120 dias

A/Sn 1 6 1 0 0 0
Pulmdes B10.A 5 6 0 0 1 0
C. callosus 13 202 340 190 443 0
A/Sn 0 1 0 0 0 0
Figado  B10.A 0 11 0 0 1 0
C. callosus 20 1 0 1 0 0
A/Sn 3 3 1 0 0 0
Baco B10.A 0 7 0 0 1 1
C. callosus 1 38 2 7 8 1
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Figura 20. Contagem média de UFC/mg de tecido obtida nos periodos inicial (7 a 30 dias) e final (60 a 120 dias)
do experimento. C. callosus mostrou nimero médio maior de UFC/mg de tecido, em todos os 6rgdos na primeira
metade do experimento, exceto no figado e no bago em que valores semelhantes foram encontrados, entretanto
somente na metade final do experimento. Valores inexpressivos foram encontrados nos pulmdes dos
camundongos B10.A e A/Sn.
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4.6 Avaliacdo semiquantitativa dos fungos nas sec¢bes teciduais

4.6.1 Fungos viaveis

Para os animais A/Sn ndo foram identificados fungos viédveis nos pulmdes e no
baco, até os 30 d.p.i. No figado, pode-se observar elevacdo aos 30 d.p.i., com pico de
percentual aos 60 dias, e decréscimo gradativo até os 90 dias, quando nédo foi mais identificado.

Para os animais B.10A houve uma maior variacdo quanto ao percentual de
fungos viaveis ao longo do experimento e nos diferentes érgdos examinados. Tanto no figado
como no baco, maiores percentuais de fungos viaveis foram identificados nas fases iniciais do
experimento, com um pico aos 15 dias pés-infeccdo, sendo 34% no figado e 12% no baco.
Entretanto, nestes 6rgdos houve um acentuado decréscimo subsequiente, chegando préximo de
10% no final do experimento. No figado e no baco, o pico se deu aos 30 dias, num percentual
menor do que aqueles encontrados para figado e baco com 15 dias. Pode-se ainda identificar
fungos viaveis ao final do experimento, cujos valores foram mais proximos daqueles obtidos
no inicio do experimento.

Para C. callosus fungos viaveis foram identificados desde o 7° d.p.i. no figado e
a partir dol5° dia pds-infeccdo nos pulmdes, com picos aos 60 d.p.i. e 90 d.p.i.,
respectivamente. Ja para o baco, o pico foi identificado, aos 30 dias po6s-infeccdo. Em todos 0s
Orgdos, os percentuais de fungos viadveis encontrados para C. callosus na fase final do
experimento foram maiores que aqueles observados para 0s outros animais.

Na Figura 21 pode-se observar os percentuais de fungos vidveis observados de

forma comparativa entre o0s trés grupos de animais testados, para cada érgdo em particular.

72



A (Pulmes)
50 r

45
40
= e
25 * £
20

£ --&-- A/Sn
—— B10.A

C. callosus

% viaveis

15
10

vl e ae

7 15 30 60 90 120
Cronologia do experimento (dias)

B (Figado) 55

50
45
40
35 +a
2 | *
= 30 -=-®-- A/Sn
;\;o 25 r * —8— B10.A
20 r C. callosus
15
10
s + b
0
7 15 30 60 90 120
Cronologia do experimento (dias)
C (Baco)) 50 -
45 A
40
35 -
@ 30 - *b
:§ 25 - ® - A/Sn
2 50 | —&8— B10.A
15 - C. callosus
10 -
4 a a
0 - e
7 15 30 60 90 120

Cronologia do experimento (dias)

Figura 21. Percentual de fungos viaveis identificado nos drgdos avaliados dos diferentes grupos de animais
testados, em funcdo da cronologia do experimento. (A) pulmdes, (B) figado, (C) baco. Os simbolos * e #
demonstram haver diferenca estatistica entre C. callosus e os camundongos A/Sn e B10.A, respectivamente. O
simbolo + demonstra haver diferenca estatistica entre 0 camundongo B10.A e o A/Sn. Letras diferentes acima das
barras indicam diferencas estatisticamente significantes entre os trés grupos dentro do mesmo periodo (p< 0,05).
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4.6.2 Brotamentos fungicos viaveis

Os resultados revelaram que em C. callosus houve um maior percentual de
brotamentos identificados no figado e nos pulmdes, em relagdo aos percentuais encontrados
para 0os camundongos A/Sn e B10.A. Esta diferenca, aparentemente, revelou-se maior nos
pulmdes. No baco pode-se verificar um padréo de percentual de brotamentos semelhante entre
os camudongos B10.A e C. callosus. Todavia, 0s picos de contagem para 0s camundogos
B10.A se deram precocemente em relagdo aos resultados observados em C. callosus.
Praticamente ndo foi possivel identificar atividade proliferativa fungica, dada pela identificacdo
de brotamentos para os animais A/Sn, que foi evidenciada apenas no figado, aos 30 dias pds-
infeccdo. Na Figura 22 pode-se observar a distribuicdo dos percentuais ao longo do periodo de
experimento nos orgaos avaliados, considerando os diferentes animais testados.

Encontrou-se a presenca, ainda que esporadica e restrita, em C. callosus, de
micélios em pequena quantidade, em 26,66% dos animais nos periodos de 30, 60 e 90 dias de
experimento, nos trés 6rgaos alvo deste estudo.

Apenas nos pulmdes de C. callosus foi possivel identificar uma correlacao forte
entre fungos viadveis e brotamentos, bem como entre brotamentos e areas ocupadas pelos
granulomas (rs=0.928). Além disto, foi identificada correlacdo perfeita entre fungos viaveis e

area ocupada pelos granulomas (rs=1).
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Figura 22. Proporgéo de brotamentos entre os fungos viaveis. Os simbolos * e # demonstram haver diferenca

estatistica entre C. callosus e os camundongos A/Sn e B10.A, respectivamente (p < 0,05).
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5  DISCUSSAO

O presente estudo evidenciou significativa patogenicidade de P. brasiliensis
cepa Pb18 em C. callosus, traduzida, na infeccdo i.p. experimentalmente induzida, pela
gravidade da expressdo da doenca nestes animais, maior que a observada nos camundongos
classicamente reconhecidos como susceptiveis a infeccdo por P. brasiliensis. Da mesma forma,
os resultados apontaram que a cepa Pbl1l8 mostrou-se altamente virulenta, levando a
mortalidade precoce em C. callosus, comparativamente aos outros animais estudados. Todos C.
callosus inoculados morreram aos 118 d.p.i.

Com a dose de inéculo utilizada (0,6 x 10°), 50% de C. callosus morreram até
os 80 d.p.i. (Figura 6). Este achado ganha relevancia tendo em vista que a dose letal média
(LDsg), determinada em camundongos B10.A infectados i.p. com 5 x 10° do Pb18, foi de 160
d.p.i. Estes parametros fundamentaram a classificacdo destes animais como susceptiveis a
infeccdo (CALICH et al., 1985). Em contrapartida, estes autores observaram que, sob as
mesmas condig¢des experimentais, 0s camundongos A/Sn foram categorizados como resistentes
a infecgcdo, em funcdo da sua alta sobrevida, ndo tendo sido possivel observar nenhuma morte
durante periodo de observacdo de aproximadamente 600 d.p.i..

Cano e colaboradores (1995), inoculando 10° leveduras do isolado Pb18 via i.t.,
obtiveram tempos médios de sobrevida de 181 e 393 dias, respectivamente, para 0sS
camundongos susceptiveis (B10.A) e resistentes (A/Sn), tendo sido encontrado nos grupos-
controle (ndo infectados) 95% de sobrevida, durante 400 dias de observacéo. Estes resultados
mostram que a utilizacdo de camundongos A/Sn e B10.A se adequam aos objetivos da
presente presquisa, para avaliagdo do comportamento de C. callosus frente a infeccdo por P.
brasiliensis. Independentemente da via de inoculagdo, estes animais se comportam,
respectivamente, como resistentes e susceptiveis a infeccdo (ARRUDA et al., 2007) .

No presente trabalho, estendeu-se a cronologia de observagdo do “grupo de
sobrevida pés-infecgdo” (Materiais ¢ Métodos) para aproximadamente 15 meses (443 d.p.i.).
Neste periodo, os animais A/Sn apresentaram maior sobrevida que os B10.A, destacando-se o
fato de que nenhum dos animais A/Sn apresentou doenca, traduzida pela presenca de lesdes
nos 6rgdos examinados. Diferentemente, todos os animais B10.A sobreviventes mostraram
lesGes organicas (dados ndo descritos).

Um dado marcante nesta discussio é a dose do inéculo de 0,6 x 10°
aproximadamente 83 vezes menor que o tradicionalmente utilizado nos modelos de infeccao ja
estabelecidos (5 x 10°), (CALICH et al, 1985, CALICH; KASHINO, 1998) sendo
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discriminante quanto a susceptibilidade diferenciada entre C. callosus e os camundongos
B10.A.

A infeccdo experimental por P. brasiliensis, cepa Pb18 evoluiu com a formacao
de lesbes granulomatosas nos trés orgaos analisados dos trés grupos de animais testados, sendo
de forma mais exuberante em C. callosus, principalmente nos pulmdes. Este padréo
notadamente distinto encontrado em C. callosus, comparado aos outros dois animais testados
neste experimento, traduziu-se pelo maior numero de granulomas frouxos ocupando maiores
areas, por vezes chegando a coalescerem, tendo eventualmente a presenca de necrose central, e
por ainda demonstrarem carga flngica bastante expressiva. Este padrdo foi acompanhado da
baixa densidade de fibras colagenas, predominando as do tipo Ill. Maior proporcéo de fungos e
de brotamentos viaveis foi encontrada nos granulomas de C. callosus, tendendo a aumentar
conforme o transcurso da infeccdo, em especial até 90 d.p.i, diferenciando-se, marcadamente,
dos achados nos camundongos susceptiveis (B10.A) e resistentes (A/Sn). Além disso, 0s niveis
de anticorpos especificos isotipo 1gG anti-P. brasiliensis foram mais altos, comparativamente
aos outros animais, elevando-se gradativamente até o final do periodo de observagdo. Todos
estes dados respaldam a maior susceptibilidade de C. callosus a infec¢do flingica, traduzida
pela maior mortalidade ja discutida.

Estudos recentes sobre infeccdo experimental de P. brasiliensis em C. callosus
tém apontado estes animais como alternativa viavel ao desenvolvimento de PCM experimental,
em especial pelas caracteristicas de susceptibilidade a infeccdo neles observadas. Neste
sentido, o presente trabalho procurou identificar evidéncias microbioldgicas e histopatoldgicas
da infeccéo que corroborassem esta percepcao, desenvolvendo-se com o cuidado de comparar a
evolucdo da infeccdo em animais classicamente identificados como modelos de resisténcia e
susceptibilidade ao P. brasiliensis.

Outro aspecto da paracoccidioidomicose, que também tem sido considerado na
literatura, diz respeito a sua disseminacdo. E classicamente conhecido que a maior parte das
infeccbes/doencas € iniciada pela presenca de leveduras do P. brasiliensis aspirado nos
pulmd@es. N&o obstante, algumas investigacdes tém mostrado a presenca de fungos em animais
naturalmente infectados e em produtos manufaturados, utilizados na alimentacdo de animais
domeésticos (FERREIRA et al., 1990). Esta preocupacdo € pertinente, tendo em vista que
fungos viaveis ou seus produtos poderiam entrar em contato direto com outros animais ou o ser
humano, caso habitem partilhando de ecosistema em comum. E possivel, embora ainda n&o

provado, que inoculagdes traumaticas do fungo ou de seus constituintes, possam de um lado
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favorecer a infeccdo e, de outro, produzir sensibilizacdo, concorrendo para modificagédo do
padrdo de resposta a infeccéo.

Estudo prévio (BERBERT et al., 2007) mostraram que diferentes doses da cepa
Pb18 de P. brasiliensis (10°, 10° 107, 10°) inoculadas pela via i.p., podem produzir infeccées
devastadoras em C. callosus, nos quais a extensdo das lesdes e a mortalidade dos animais séo
diretamente proporcionais a dose do indculo. Mesmo os inéculos considerados inferiores (0,6 x
10°) aos j4 testados em outros modelos murinos, continuaram mostrando resposta infecciosa
desfavoravel neste animal, comparativamente aos modelos classicamente descritos de
resisténcia (camundongos A/Sn) e, em especial, de susceptibilidade (camundongo B10.A)
(CALICH et al., 1985). Estes modelos tém sido utilizados no estudo da paracoccidioidomicose,
e provido grande volume de informacGes referentes a resposta humoral e celular, achados
histopatoldgicos micoldgicos, e sobre a modulacéo da resposta imune.

O Genero Calomys € composto por roedores da familia Cricetidae, amplamente
encontrados nas Ameéricas Central e do Sul, em diferentes tipos de biomas como em floresta
tropical, savana, caatinga, pastagem e area urbana (MELLO, 1984). A biologia desses animais,
bem como sua adaptacdo as condicdes laboratoriais foram estudadas por diversos autores
(JUSTINES; JOHNSON, 1970; MELLO, 1984). Petter e de KARIMI (1967) introduziram C.
callosus mantidos em laboratério, demonstrando o facil manuseio destes animais, e sua alta
taxa de fertilidade, durante todo o ano (JUSTINES; JOHNSON, 1970; MELLO, 1969, 1977,
1978). O biotério da Universidade Federal de Uberlandia, tem reproduzido e mantido, de forma
controlada, uma mesma linhagem deste cricetideo, adotando este animal em diversas linhas de
pesquisa, hd mais de 10 anos (FERRO et al., 1999; LIMINGI; FERRO, 2003), 0 que nos
garante a isogenicidade dos animais utilizados.

C. callosus sdo considerados importantes animais em relagdo a Saude Publica,
participando da epidemiologia de algumas zoonoses, atuando como reservatério natural de
Trypamosama cruzi (RIBEIRO, 1973; OLIVEIRA et al., 1997), e como agente transmissor da
febre hemorragica argentina (JUSTINES; JOHNSON, 1970). Também este cricetideo tem-se
mostrado bastante susceptivel a doengas tais como a esquistossomose (LENZI et al., 1998),
toxoplasmose (FAVORETO-JUNIOR et al, 1998), demonstrando caracteristicas
eletroforéticas das imunoglobulinas e proteinas séricas totais similares as de outros roedores,
tais como ratos, coelhos e camundongos (FAVORETO-JUNIOR et al., 1998). Entretanto sdo

ainda poucos os relatos na literatura mundial, enfocando a infeccdo experimental destes
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animais por P. brasiliensis (BERBERT et al., 2007; FARIA, 2009; FORTES; KIPNIS;
JUNQUEIRA-KIPNIS, 2009).

Pelo fato de serem estes roedores naturais do bioma cerrado, habitantes de uma
area reconhecidamente endémica de paracoccidioidomicose humana, € valido pensar que estes
animais possam ter muito a informar sobre a relagdo parasita-hospedeiro na
paracoccidioidomicose experimental, j& que estes animais partilham o mesmo ecossistema
gerador de formas infectantes de P. brasiliensis.

Conexfes entre a multiplicacdo réapida e intensa de roedores e doencas
emergentes na America do Sul tém sido relatadas desde 1552. Mais de 63 relatos bem
documentados na literatura, mencionando ecloséo e invaséo de roedores foram identificados
em diversas partes da América do Sul, conhecidas na lingua portuguesa e na espanhola como
“ratadas”. Este evento correlaciona-se ao periodo de florescéncia de bambus, produzindo
aglomerados de sementes, e também ao periodo de chuvas intensas, atribuidas ao fendmeno “el
niflo”. Alguns relatos mencionam “ratadas” envolvendo C. callosus (JAKSIC; LIMA, 2003).
Ja foram identificados C. callosus vivendo em ambientes domiciliares, praticamente
coabitando com humanos (MARES; OJEDA; KOSKO, 1981). A presenca de cricetideos
infectados pelo virus Machupo (familia Arenaviridae) foi relacionada & febre hemorragica
humana na Bolivia (KILGORE et al., 1995). Isolados de P. brasiliensis em tatus provenientes
de éareas endémicas da PCM, e a demonstracdo que estes animais podem apresentar PCM-
doenca confirmam o papel deste animal na eco-epidemiologia do fungo (SILVA-VERGARA
et al.,, 2000; NEVES et al., 2006). Em vista disto, investigacbes sobre seu papel na
paracoccidioidomicose poderiam ser realizadas no sentido de verificar seu potencial papel
como reservatorio natural de P. brasiliensis, como observado em outros animais, ou ainda sua
participacdo na disseminagéo, a partir da presenca do fungo em suas secre¢des. A proposito,
observagdes ndo sistematicas pelo exame micologico direto das fezes de C. callosus, realizadas
na vigéncia da presente investigacdo, mostraram positividade para P. brasiliensis.

Diferencas na disseminacao e susceptibilidade ao P. brasiliensis e 8 PCM entre
diferentes espécies sdo bem conhecidas. Alguns fatores tém sido identificados, vinculados ao
grau de susceptibilidade a infeccdo de determinada espécie, tais como dose e via do inoculo,
viruléncia do fungo, idade, sexo e cepa dos animais. Varias vias de inoculagdo tém sido
estudadas com eficicias variaveis: intratesticular, intratraqueal, instilacdo nasal, lingual,
subcutinea, mucosa retal, lmen do cdlon, intracardiaca e intravenosa, entretanto devido a

facilidade técnica de execucdo e boa reprodutibilidade, a via i.p. tem sido também empregada
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nestes estudos, sendo considerada interessante ndo s6 por reproduzir a infeccdo humana
natural, como também pela efetividade na producdo da infeccdo experimental por P.
brasiliensis (CALICH et al., 1985; CALICH et al., 1987; COELHO et al., 1994; CANO et al.,
1995; CALICH; VAZ; BURGER, 1998; ARRUDA et al., 1997). Baseado na nossa observacéo
anterior, quando menores quantidades de leveduras de Pb18 em relacdo as usualmente
empregadas (0,6 x 10° leveduras) foram inoculadas pela via intraperitoneal, promovendo a
doenca em C. callosus (BERBERT et al., 2007; FARIA, 2009), foi mantida, no presente
trabalho, esta mesma quantidade de indculo, tendo as leveduras 80% de viabilidade. Além
disto, a caracterizacdo dos modelos de resisténcia e susceptibilidade nos camundongos A/Sn e
B10.A, respectivamente, com padrBes proprios de resposta imune, patogenia e microbiologia,
foi obtida a partir da utilizacdo de indculos i.p. reforcando a necessidade de sua utilizagdo neste
estudo estudo (CALICH et al., 1985; CALICH; VAZ; BURGER, 1998; CALICH; KASHINO,
1985; KASHINO et al., 1998; CALICH et al., 1994; CALICH et al., 2008).

O controle do crescimento fungico depende da organizacdo dos granulomas.
Camundongos resistentes apresentam granulomas usualmente mais compactos, com maior
habilidade de controlar a infeccdo. Este padrdo tem sido observado em animais resistentes a
infeccdo, evidenciando resposta imune do tipo Thl, com producdo aumentada de IFN-y e
concentracdes 6timas de 6xido nitrico (NO). Este padrdo de resposta tende a cura da infeccgéo.
Granulomas inicialmente bem organizados podem tornar-se gradualmente frouxos,
desorganizados, perdendo sua delimitacdo e albergando quantidades crescentes de fungos,
demonstrando mudanca na resposta para o perfil Th2. Esta progressdo da infeccdo reflete-se
pela diminuicdo da producdo de INF-y, com niveis aumentados de NO, acompanhados de
aumento nos niveis de IL-10. Padrdo semelhante tem sido observado na formacdo de
granulomas identificados em animais atimicos (LENZI et al., 1994). Também tem sido
observado que pacientes com paracoccidioidomicose progressiva, ndo controlada (“severa”
exibem granulomas difusos, frouxos, coalescentes, como tradugdo da supressdo das células T
(ALVES et al., 2009).

A proposito, tem sido verificado que a modulacdo da resposta imune na PCM
em animais B10.A, classicamente identificados com susceptibilidade a infeccao, estd associada
ao perfil Th2 de resposta imune, caracterizado pela presenca de altos niveis de I1L-4, IL-5, IL-6,
e IL-10, TGF-B e depressao da resposta celular protetora (SOUTO et al., 2000; CALICH,
KASHINO, 1998; MELLO; SILVA-VERGARA; RODRIGUES JUNIOR, 2001).
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No presente experimento encontrou-se, em C. callosus, altos niveis de IgM
especifica anti-P. brasiliensis, associados a altos e crescentes niveis de anticorpos IgG
especificos. Estes niveis foram proporcionalmente maiores que aqueles observados nos
camundongos B10.A, ao longo de todo o experimento, confirmando a observacao de que niveis
de 1gG aumentam conforme a severidade na doenca clinica (FRANCO, 1986; BAGLIONI et
al., 1984; CALICH et al., 2008). Estes dados também sugerem que os camundongos B10.A
tiveram resposta imune humoral menos intensa do que C. callosus, mostrada pelos niveis de
IgG, entretanto ainda mantendo padres de susceptibilidade. Os animais resistentes
apresentaram inicialmente até 30 d.p.i. niveis maiores de IgM, e também em relacdo a 1gG,
contrariando dados da literatura que mostram formas benignas da doenca apresentando titulos
de anticorpos mais baixos (BAGLIONI et al.,, 1984; CALICH et al., 2008). Calich e
colaboradores (1985) demonstraram que cepas de camundongos resistentes a doenca (A/Sn)
desenvolveram anticorpos anti-P. brasiliensis mais tardiamente do que os camundongos
susceptiveis (B10.A). Da mesma forma Cano e colaboradores (1995) descreveram animais
infectados com 10° leveduras, obtendo a producéo de anticorpos atingindo seu pico apés quatro
semanas em aninais susceptiveis B10.A, contrariamente aos camundongos resistentes A/Sn,
que evidenciaram elevados niveis de anticorpos somente apds oito semanas de infeccao,
superando os encontrados nos camundongos B 10.A. Estas diferengas podem estar relacionadas
com a quantidade de leveduras inoculadas e, possivelmente, indculos altos estimulem
precocemente resposta imune potente nos hospedeiros resistentes.

Segundo Vaz e colaboradores (1992), a resposta imune humoral produzida nos
camundongos susceptiveis (B10.A) é similar ao perfil de resposta imune observado na doenca
humana disseminada. No presente experimento, o perfil sorologico de C. callosus mostrou-se
semelhante ao de camundongos susceptiveis B10.A, com elevados niveis anticorpicos,
presenca de granulomas ocupando grandes areas, retratando grande suceptibilidade a infeccéo.
Estes achados reproduziram também a observacédo anterior envolvendo C. callosus infectados
i.p. com P. brasiliensis, Pb18, na dose de 0,6 x 10° leveduras, nos quais foram identificados
altos niveis de IgG, mensurados por ELISA, semelhantes em C. callosus e nos camundongos
B10.A (BERBERT et al., 2007), reforgados pelos achados de FARIA (2009), que encontrou
altos niveis de IgG1 especificos para P. brasiliensis, proximos aqueles observados para os
camundongos A/Sn e B10.A. Todavia, C. callosus mostraram niveis bastante reduzidos de
anticorpos 1gG2a especificos. De maneira semelhante ao observado em outros modelos
animais de suceptibilidade, os altos niveis de anticorpos especificos encontrados no soro
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podem nédo ter papel protetor na evolugdo da infeccdo por P. brasiliensis (BORGES-
WALMSLEY et al., 2002).

A analise histopatoldgica evidenciou, no presente estudo, processo inflamatorio
identificado nas lesGes da paracoccidioidomicose, com composi¢do celular e organizagéo
diversificadas. Particularmente em C. callosus observou-se infiltrado granulomatoso em maior
namero, mesmo nas fases mais precoces do experimento, precedidos por infiltracdo
neutrofilica e eventual formacdo de microabscessos. Com a evolucdo do experimento a
extensdo dos infiltrados granulomatosos gradativamente aumentou, tornando-se coalescentes e
desorganizados, tendo halo linfocitico pobre, associados a presenca de neutréfilos e extensas
areas de necrose, sendo demonstrado maior concentracdo de fungos, sobretudo viaveis,
acompanhados de maior nimero de brotamentos, também viaveis. Este achado foi
particularmente notavel nas lesGes pulmonares. No outro extremo, as lesées nos camundongos
resistentes A/Sn caracterizaram-se pelo menor nimero, sendo em geral unifocais, pequenas,
bem circunscritas. Houve predominio de infiltrado linfo-histiocitario, com eventual presenca
de neutrdfilos, plasmacitos e menos frequentemente eosinofilos. A necrose foi raramente vista,
mais frequente no figado, mostrando-se eventualmente permeada por fungos. Ja& o0s
camundongos B10.A apresentaram padrdo de composicdo celular e de organizacdo do
infiltrado inflamatorio intermediario (Tabela 3 e Figura 10). Estes achados sustentam um
padrdo de resposta classicamente observado nos camundongos resistentes e susceptiveis,
previamente descrito na literatura, independente da via de inoculacdo, quando 0s animais sao
desafiados com a cepa Pb18. Mais ainda, mesmo na presenca de um inoculo menor, as
respostas se mantiveram semelhantes aquelas classicamente descritas (CALICH et al., 1985;
CANO et al.,, 1995). Os achados do presente trabalho confirmam aqueles previamente
observados (BERBERT et al., 2007), possibilitando mais ainda a visualizacdo de que a
extensdo da lesdo é progressiva com o tempo, ndo sendo satisfatoria para conter a proliferacao
fangica. Mais ainda, evidenciou-se maior susceptibilidade de C. callosus, comparativamente
aos animais B.10A.

Muito embora a atividade neutrofilica seja apontada como um dos mecanismos
fundamentais na destruicdo de P. brasiliensis nas fases precoces da doenca (PINA et al., 2006),
0 granuloma representa 0 modelo predominante de resposta inflamatdria observado na
infeccdo. Ele traduz o padrdo de modulagédo da resposta imune, sendo a expresséo tecidual dos
fendmenos celulares e humorais observada na adaptagdo do hospedeiro frente a infeccéo por P.

brasiliensis. Usualmente o granuloma é caracterizado pela presenca de macrdéfagos e seus
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derivados, linfécitos, plasmdcitos, eosinofilos, neutrofilos e um componente fibroso
circunscrevendo-o perifericamente, abrigando no seu interior células parasitarias em diferentes
estagios de viabilidade, com ou sem presenca de necrose. Diferencas na modulacdo da resposta
imune celular influenciam o seu desenvolvimento, sua morfogénese e eficiéncia no controle da
infeccdo (CAMARGO; FRANCO, 2007; ALVES et al., 2009; DA SILVA et al., 2009).

Achados baseados em modelos experimentais murinos susceptiveis mostram
que o numero, o tamanho, a confluéncia e a extensdo dos granulomas aumentam
concomitantemente com a gravidade do processo infeccioso. Extensas areas de necrose e maior
densidade fungica sdo caracteristicas da infecgdo descontrolada, com formas disseminadas
anérgicas (FRANCO; MONTENEGRO, 1984; CALICH et al., 1985; DEL NEGRO et al.,
1994; CALICH et al., 2008). A presenca da necrose tem sido atribuida a desnaturacao, néo so
das proteinas estruturais, como também das proteinas enzimaticas, sendo conseqiiéncia da
interrupcdo da circulacdo do sangue em areas limitadas dos 6rgdos envolvidos pelo granuloma.

Nesta pesquisa, 0s achados o0ssos achados mostraram que 0s granulomas
observados em C. callosus eram do tipo frouxo, semelhantes aqueles encontrados nos
camundongos B10.A e em animais atimicos (LENZI et al., 1994), e compativeis com a
resposta identificada nas formas clinicas agressivas da infeccdo humana. Alves e colaboradores
(2009) também mostraram uma evolucdo desfavoravel da infeccdo quando desenvolvida a
partir da inoculacdo intratordcica com cepa altamente virulenta (69P). Neste estudo, os
granulomas inicialmente compactos, bem organizados, modificaram-se com a progressdo da
infeccdo, tornando-se gradualmente maiores e de composi¢do mais complexa, associando-se a
30% de mortes aos 70 d.p.i. Aos 90 d.p.i. os granulomas foram incapazes em conter a
multiplicagdo fangica, com muitas formas sendo identificadas fora do granuloma. Os autores
consideram que a diminuicdo dos neutrofilos poderia estar associado a este padrdo de resposta.
No presente trabalho ndo se objetivou avaliar a resposta neutrofilica particularmente, mas foi
evidente a presenca destas células nos granulomas nas fases mais tardias, percebendo-se
maiores dimensdes das lesdes ocupando o parénquima. E provavel que a presenca dos
neutréfilos seja vinculada a maior presenca de fatores quimiotéticos resultantes da leséo
tecidual e também a maior riqueza antigénica, vinculada a sua reducdo de sua ativacao.

Calich e colaboradores (1985), entre outros (CALICH; VAZ; BURGER, 1998;
CALICH; KASHINO, 1998) relataram diferentes padroes de granulomas observados em
camundongos isogénicos machos, com idades entre seis a oito semanas, ap0s inoculacéo

intraperitoneal de 5 x 10° leveduras de P. brasiliensis, quando documentaram que o nimero e a
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disseminacédo dos granulomas aumentaram com a evolugdo do processo infeccioso, sendo mais
numerosos e maiores nos animais susceptiveis (camundongos B10.A), e sendo o bago e o
figado os 6rgdos mais afetados. O atual trabalho evidenciou nos pulmdes de C. callosus
correlagéo forte entre fungos viaveis e brotamentos, e entre brotamentos e areas ocupadas pelos
granulomas (rs=0.928), e ainda foi identificada correlacdo altamente positiva entre fungos
viaveis e area ocupada pelos granulomas (rs=1), 0 que retrata a grande afinidade pulmonar pela
infeccdo pelo Pb18 neste animal, provavelmente refletindo maior dificuldade na inibicdo do
crescimento fangico, de forma semelhante ao que ocorre nos animais susceptiveis (COELHO
etal., 1994; FRANCO et al., 1998).

Provavelmente a progressio da doenga em C. callosus apresente
imunopatogenia semelhante a dos camundongos susceptiveis, tais como camundongos B10.A e
atimicos, mostrando maior agressividade na progressdo da infeccdo que os animais BALB/c,
de susceptibilidade intermediaria (CALICH et al., 1985). Todavia, a constatacdo destas
evidéncias estd fora do escopo deste trabalho e outras abordagens seriam necessérias para
avaliar estes aspectos da infeccao experimental em C. callosus.

Dois tipos de granulomas tém sido identificados na PCM: a) granulomas
frouxos, desorganizados e mal delimitados, individualizados pela deposicdo de colageno tipo
I11, necrose, e maior nimero de fungos identificados, com evolucéo progressiva e agressiva da
infeccdo, disseminacdo da doenca e anergia; b) granulomas compactos, organizados e bem
delimitados, encapsulados principalmente com colageno tipo I, composto predominantemente
por macrofagos de diferentes tipos, com a presenca de neutréfilos, relacionados a resisténcia e
ao controle da doenga com sua cura (XIDIEH et al., 1999). Granulomas compactos séo capazes
de dominar a multiplicacao fungica; por outro lado, nos granulomas frouxos, a funcao protetora
deixa de operar e leveduras aumentam em numero, perpetuando a resposta inflamatéria
tecidual gerando fibrose. Portanto a ocorréncia de granulomas recentes, predominando
colageno tipo Ill, concomitantemente a antigos, predominando colageno tipo I, denota a
incapacidade do granuloma em eliminar o fungo e limitar sua multiplicacdo (KERR et al.
1988b).

Usualmente, a fibrose parece ter inicio simultaneamente com o processo
inflamatdrio e a presenca de infiltrado leucocitario mononuclear, progredindo paralelamente a
formacéo do granuloma, sendo a presenca dos macrofagos determinante para esta deposicao de
colageno (FIGUEIREIDO; SILVA; ROSSI, 1986; FRANCO et al., 1998; KERR; OLIVEIRA;
LENZI, 1988a; KERR et al., 1988b; NISHIKAKU; BURGER 2003). Macrdfagos ativados
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produzem citocinas estimulantes para proliferacdo de fibroblastos tais como: TNF-y, TGF-p,
IFN-y, IL-1 e IL-6 (FRIEDMAN, 1993; HUNNINGHAKE; KALICA, 1995). O TNF-a
desempenha papel central na defesa imune inata contra maltiplos organismos intercelulares,
tendo também atividade mitogénica para fibroblastos (VILCEK et al., 1987). Variacbes nos
seus niveis podem tanto aumentar a atividade pré-fibrotica, levando a maiores expressdes de
TGF-f (LUNDBLAD et al., 2005), como ter acdo antifibrdtica, diminuindo a sintese de
colageno, e inibindo a sinalizacdo do TGF-p (LI et al., 2002).

A origem e intensidade da resposta inflamatoria parecem estar diretamente
relacionadas a presenca de elementos da parede celular e/ou derivados do fungo. A regressdo
do parasitismo e da inflamacdo estd simultaneamente relacionada com a regressdo da fibrose
(FIGUEIREIDO; SILVA; ROSSI, 1986; ANDRADE, 2009).

Neste trabalho, utilizando animais resistentes, foi possivel observar numero
reduzido de lesBes granulomatosas associadas a infiltrados celulares mais organizados e bem
delimitados, todavia sem evidenciar quantidades apreciaveis de deposicao de tecido conjuntivo
fibrotico. Observaram-se variagdes na presenca de colageno, dependendo do tipo e do 6rgédo
considerado ao longo do experimento, mas em menor quantidade do que aquela observada nos
outros animais. Nos camundongos A/Sn, a quantificacdo de colagenos tipos | e Il nos
pulmdes néo identificou fibrose claramente definida nos granulomas. Estes animais infectados
por isolado virulento Pb18, na concentragdo de 5 x 10° leveduras viaveis, demonstraram
granulomas, eventualmente presentes nas fases mais precoces da infeccdo, acompanhados de
fibrose, com predominio do colageno | (XIDIEH et al., 1999; NISHIKAKU; BURGER, 2003).
Este padréo de deposicao ndo foi reproduzido no presente experimento. Uma possibilidade de
explicacdo estaria associada ao fato de que, neste experimento, utilizou-se dose de indculo bem
menor do que a citada anteriormente. Assim, é possivel que, neste estudo tenha ocorrido uma
resposta mais efetiva dos animais A/Sn contra P. brasiliensis, constatada pela identificacdo de
fungos apenas nas fases iniciais do experimento. Neste sentido, € plausivel também admitir que
a réapida involucdo da resposta inflamatdria crénica granulomatosa possa explicar a reduzida
presenca de mediadores indutores de fibrose mais intensa.

Por outro lado, na presente pesquisa, identificou-se deposicdo de coladgenos
tipos Il e I nos animais B10.A, em niveis aproximadamente equiparados, com ligeira
predominancia do colageno Ill. Este fato nos induz a pensar no desenvolvimento de maturagéao
do tecido conjuntivo no granuloma, representado pela substituicdo gradativa do colageno tipo
Il pelo tipo I. No curso da infecgdo nestes animais, este balan¢o parece ndo estar sendo
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satisfatoriamente modulado, tendo em vista que, embora o coldgeno tipo | tenha aumentado
durante o experimento, ndo foi observada uma inversdo radical dos niveis de colageno tipo Il
para tipo |. Estes achados, a priori, contrastam com aqueles identificados para os animais
B10.A verificados por outros autores (XIDIEH et al., 1999; NISHIKAKU; BURGER, 2003).
Possivelmente a reducdo no indculo possa também ter modificado o padrdo de resposta dos
animais susceptiveis, produzindo menor depressao da resposta celular, sem, entretanto, resultar
em maior eficicia da resposta antifungica. Provavelmente, estes niveis produziram maior
extensdo do processo inflamatorio, estabelecendo outro patamar de equilibrio na relacdo
parasita-hospedeiro, justificando entéo a maior fibrose observada. A utilizacdo de animais de
susceptibilidade intermediéria para P. brasiliensis tem produzido resposta associada & presenga
de numerosas células fungicas permeando a matriz colagénica, constituida por ambos
colagenos tipos Il e I (FRANCO et al., 1998). Este padrdo de deposicdo de fibras colagenas
foi também documentado em camundongos BALB/c atimicos (nu/nu) por Lenzi et al. (1994).
Os autores inocularam i.p. 5 x 10° leveduras de Pb18, produzindo granulomas com
predominancia de fibras colagenas Il sobre as fibras colagenas |, demonstrando que quando a
proliferacdo fungica é controlada, a matriz extracelular torna-se madura, predominando a
presenca de colageno tipo I. Os autores ainda sugerem que os fungos possam participar na
modulacdo da deposicao de fibras reticulares (colageno tipo I11). Cock e colaboradores (2000)
também observaram este padrdo de comportamento em animais BALB/c quando inoculados
por conideos, por instilacdo nasal, na concentracdo flngica de 4 x 10°, evidenciando fibrose
progressiva caracterizada pela presenca de colagenos tipos | e Il1, a partir da quarta semana de
infeccdo. Desta forma, nas condi¢cfes do atual experimento, os animais B10.A se comportaram
como aqueles definidos como de susceptibilidade intermediaria.

Ja para C. callosus, os achados foram totalmente distintos. Nestes animais, um
extenso infiltrado inflamatério acompanhado de maior presenca de necrose, variabilidade na
composicao celular, incluindo a presenca de focos de microabscessos compondo granulomas
mal delimitados foi acompanhado de deposicéo quase que exclusivamente de colageno tipo I11.
Nenhuma evidéncia de maturacdo do granuloma foi observada. Apenas tracos de colageno tipo
| foram observados focalmente em pulmé&o e bago. Estes achados reforcam a susceptibilidade
do animal, vinculada, provavelmente, a uma depressdo acentuada da resposta celular, tanto
CD4 quanto CD8, imitando aquela observada nos animais B10.A quando inoculados com
quantidades maiores de fungo (CALICH et al., 1985; CANO et al., 1998; XIDIEH et al.,
1999), em que apenas quantidades detectaveis de colageno Il tém sido observadas.
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Depositos precoces de colageno em C. callosus provavelmente estdo
relacionados com intensa producdo de citocinas fibrogénicas pelos macréfagos ativados
(EICKELBERG et al., 1999). Pela evolucdo dos granulomas, parece que este padrdo de
mediacdo mantém-se inalterado também nas fases mais tardias do processo. Este padrdo de
remodelagcdo do colageno pode estar associado a fatores genéticos proprios do animal, ou
também associado ao tipo de microorganismo indutor da resposta, juntamente com a sua
viabilidade e densidade tecidual (ROJKIND; DUNN, 1979; GRIMAUD et al., 1980). Andrade
e Grimaud (1988) e Andrade e Peixoto (1992), estudando a regressdo da fibrose
esquistossomotica nos granulomas presentes no figado de C. callosus, demonstraram padrdo de
resisténcia, com a presenca de ambos os tipos | e Ill de coldgenos desaparecendo gradual e
simultaneamente, conforme a doenca foi sendo controlada.

Apesar destes resultados, o papel desempenhado pelos diferentes tipos de
indculos sobre a resposta imune, esta longe de ser elucidado. Especula-se que a fibrose, ao
menos em parte, possa estar relacionada a estimulo direto do fungo, sugerindo a possibilidade
de que o fungo possa, por si sO, induzir a producdo de elementos da matriz extracelular.
(TUDER et al., 1985).

A progressdo da infeccdo pelo P. brasiliensis determinada pela anélise
histopatologica e contagem de UFC tem sido considerada como pardmetro confidvel na
discriminacdo entre susceptibilidade e resisténcia em modelos murinos (OLIVEIRA et al.,
2008; CANO et al., 1998; BORGES-WALMSLEY et al., 2002), ambos conjuntamente
refletindo a progressdo da doenca (ALVES et al.,, 2009). Aspecto relevante do presente
trabalho diz respeito a presenca flngica na evolucdo da infeccdo. Conforme ja citado na
literatura, os animais A/Sn apresentam evolugdo da infecgdo associada a reducdo da carga
fangica durante o processo infeccioso, ndo sendo possivel sua evidenciacdo nos periodos finais
do experimento. Estes achados divergiram dos animais B10.A que, juntamente com C.
callosus, mostraram maior densidade fungica. Neste sentido, o presente experimento mostrou
maior positividade da pesquisa direta de P. brasiliensis em C. callosus, predominando em
todos os periodos estudados, independentemente do 6rgdo analisado. As maiores diferencas
nos percentuais de positividade para pesquisa direta de fungo foram observadas nos pulmdes, a
partir do 30 d.p.i.. Este dado foi confirmado pela positividade da cultura para fungos, pela
quantificacdo de UFC e pela contagem de fungos viaveis e em brotamento no tecido, quando se
observou em C. callosus que o pulméo foi o principal 6rgdos alvo da infecgdo fungica. Estes

dados apresentaram uma correlagdo alta e significativa, como mencionado anteriormente. Em
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conjunto, estes achados reforcam a caracteristica de susceptibilidade prépria do C. callosus ao
P. brasiliensis (RESTREPO, 2000).

Vale ressaltar que, aos 120 d.p.i., verificou-se queda brusca na positividade da
pesquisa direta de P. brasiliensis, confirmada pela diminui¢do no nimero de culturas positivas,
de UFC, e na proporcéao de fungos viaveis nos 6rgdos de C. callosus. Fatores como adversidade
do meio ambiente, causada pelos mecanismos de defesa do hospedeiro, alteragcdes de pH nos
tecidos infectados, além da alta concentracdo de microorganismos encontrados nos tecidos
podem ser relacionadas como possiveis causas deste estado. As células em divisdo sdo mais
sensiveis a agentes agressores. Assim sendo, a formacéo de multiplos brotamentos nas células
fangicas, canalizaria reservas celulares para o processo de reproducdo, provocando reducéo na
viruléncia fungica, tornando-os mais susceptiveis a acdo do sistema imune. Este estado
facilitaria a morte celular, explicando a queda no nimero de fungos.

Achado interessante, observado neste estudo, foi a presenca de hifas em alguns
animais do grupo de C. callosus, em diferentes periodos da infeccdo. Este achado ndo foi
reproduzido nos camundongos A/Sn e B10.A. Londero e colaboradores (1980) reportaram pela
primeira vez a ocorréncia de hifas do fungo em tecidos humanos, observacdes estas que foram
também referidas por Kerr e colaboradores (1988c) e Svidzinski (1999). Nos tecidos, o
processo de transformacdo da fase M para L do P. brasiliensis é decisiva para o
desenvolvimento da doenca, ocorrendo nas primeiras 96h pds inoculo, havendo regressdo da
infeccdo caso isto ndo ocorra (ARISTIZABAL et al., 1998). Kerr e colaboradores (1988c)
encontraram a presenca de hifas de P. brasiliensis em camundongos atimicos (nu/nu)
inoculados, ndo atribuindo este achado a efeitos pos-morte, desde que as hifas foram
identificadas em camundongos cuja necropsia foi realizada imediatamente ap0s eutanasia.
Hifas anormais e bizarras encontradas em tecidos de pacientes imunocomprometidos sugerem
o0 possivel papel da imunodepressdo na determinacdo da morfologia do fungo no tecido (KERR
et al., 1988c). Ademais, outras possibilidades tém sido levantadas para explicar estes achados:
alteracbes de temperatura, nutricionais e respiratorios do animal (LONDERO; SEVERO;
RAMOS, 1980). Provavelmente, estes animais seriam mais susceptiveis na desregulacdo da
temperatura corporal durante a resposta ineficaz ao fungo, trazendo também modificacdes da
tensdo de oxigénio pela deficiéncia respiratoria advinda do intenso comprometimento
inflamatdrio dos pulmdes. Por outro lado, estas alteracBes podem ter contribuido para um

estado de prostragdo, decorrente de deficiéncias nutricionais ocorridas durante o processo
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infeccioso. Estas observacOes devem ser consideradas apenas como conjecturas, desde que ndo
foi possivel avaliar objetivamente estes dados, no presente experimento.

Dentro dos objetivos tracados para este trabalho, observou-se que C. callosus
apresentou alta vulnerabilidade a infeccdo pelo Pbl18, com a presenca de granulomas
coalescentes e frouxos, ricos em fungos, producdo de anticorpos da classe 1gG, grande nimero
de fungos detectados pelo exame micoldgico direto, em cultura e pela contagem fungica
tecidual, coincidente com sua maior disseminacdo, mortalidade precoce, diante de inoculo
menor do que aquele usualmente identificado na literatura. Esta analise foi sempre comparativa
com outros animais, camundongos B10.A e A/Sn, que participaram deste estudo. Novos
estudos, sdo necessarios para identificar quais seriam os parametros da resposta imune e do

comportamento fangico no hospedeiro, que justifiquem este padrdo de susceptibilidade.
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CONCLUSOES:

A infeccéio experimental produzida pela inoculagéo intraperitoneal de 0,6 x 10° leveduras
de Paracoccidioides brasiliensis, cepa virulenta Pb18, produziu a doenca em C. callosus,
que sob o ponto de vista clinico-patolégico foi mais grave e disseminada do que a
observada nos modelos murinos de susceptibilidade e de resisténcia, sobretudo nos

pulmdes.
A expressao desta diferenca confirmou-se pelo comportamento soroldgico de C. callosus
comparativamente aos camundongos B10.A e A/Sn, obtido pelo ELISA, pela dosagem de

IgM e 1gG nos diferentes momentos da cronologia do experimento.

Calomys callosus apresentou maior carga fangica, observada de maneira crescente com

maior nimero de fungos viaveis e brotamentos conforme o evoluir da infeccéo.

Calomys callosus pode ser considerado como potencial modelo animal alternativo no

estudo da paracoccidioidomicose infecgéo.
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ANEXO 1. Protocolo de aprovacio do projeto de pesquisa emitido pelo Comité de Etica na
Utilizacdo de Animais (CEUA), da Universidade Federal de Uberlandia.

u Universidade Federal de Uberiandia
Pro-Reitoria de Pesguisa e Pos-Graduacéio
Comité de Etica na Utilizacio de Animais {CEUA)
Campus Santa Mdnica, Bloco 1J
www.comissees.propp.ufu.br
Telefone: 3239.4531

Uberléandia, 23 de marco de 20409

DECLARACAQ

Declaro para os devidos fins que o Comité de Etica na Utilizacio de Animais. CHU,
iniciou seus trabalhos de avaliacio e monitoracio de pesquisas em janeiro de 20068,
Portanto, o projeto intitulado  “Desenvolvimento de modelo  experimental  para
paracoccidioidomicose em  Cricetideos: estudo comparativo com a infeccdo em
camundongos resistentes e susceptiveis a doenca”, cujo responsavel ¢ o Dr. Adriano
Mota Loyola, quando iniciado, em 2006, ndo possuia um comité para analisa-lo.
Contudo, apds avaliacdo do projeto, o CEUA informa que o protocolo encontra-sc
aprovade scgundo scu regimento.

Por ser verdade, firmo a presente.
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