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O Paracoccidioides brasiliensis € um fungo dimérfico que cresce na forma
miceliar a temperatura ambiente e na forma de levedura a 35-37<C. Recentemente, no
laboratério de Imunopatologia do Departamento de Microbiologia e Imunologia do
Instituto de Biologia da Unicamp, foi observado que uma amostra da cepa virulenta
Pb18 crescia de forma diferente das outras. A analise preliminar desta cultura mostrou
que o fungo se apresentava, exclusivamente, em formas intermediarias entre levedura
e micélio. Assim, este trabalho teve como objetivo a caracterizacao parcial deste isolado
atipico através da comparagao com a cepa selvagem. Para tanto, foram analisados: a
morfologia do isolado a 25 e 37<C; a composicao de proteinas de parede celular; o
desenvolvimento da doenca e a resposta imunolégica adaptativa em camundongos
BALB/c. Os resultados mostraram que este isolado nao alterou a sua forma de
crescimento, independente da temperatura de cultivo ou da passagem por animal.
Através da andlise das proteinas de parede celular observou-se auséncia de expressao
de algumas proteinas e baixa concentracdo da glicoproteina 43 (gp43) no fungo atipico
quando comparado com o selvagem. A infec¢do causada por este isolado atipico foi
mais branda do que aquela observada com a cepa virulenta Pb18, com completa
resolucdo das lesbes de disseminacdao. Entretanto, ndo foi possivel determinar
diferengas na avaliagdo da resposta imune adaptativa dos animais infectados com os
diferentes isolados. Apesar da necessidade de mais estudos, estes resultados indicam
que o isolado atipico pode vir a ser uma importante ferramenta para o estudo da

biologia do fungo e sua relagdo com o hospedeiro.
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P. brasiliensis is a dimorphic fungus that grows in mycelial phase at room
temperature and in yeast form at 35-37°C. Recently, in the Immunopathology Laboratory
of the Department of Microbiology and Immunology (Biology Institute/Unicamp), it was
observed that a sample of the virulent strain Pb18 grew in a different way from other
ones. Preliminary analysis of this culture showed that the isolated exhibited, exclusively,
an intermediate form of pseudohyphae. That way, the objective of this work was the
partial characterization of the atypical isolated (Pb18PH) through the comparison with
the wild strain Pb18. For this, there were analyzed: the morphology of the isolated to 25
and 37T; the composition of cell wall proteins; the disease development and the
adaptative immune response in BALB/c mice. The results showed that Pb18PH didn't
alter their growth form, independently of the cultivation temperature or the passage
through animal. By the analysis of the cell wall proteins, it was observed that Pb18PH
didn't express some proteins and presented low concentration of the glicoprotein 43
(gp43) when compared with the wild one. The infection caused by this atypical isolated
was softer than that observed with the virulent strain Pb18. Besides, it was noted the
complete resolution of disseminated lesions. However, it was not possible to determine
differences in the adaptative immune response evaluation of the animals infected with
the different isolated. To despite the need of more studies about this atypical isolated,
our results indicate that Pb18PH would come to be an important tool for the study of the

fungus biology and their relationship with the host.
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1. Introducao

1.1. O Agente Etiologico:

A Paracoccidioidomicose (PCM) é uma doenca granulomatosa crénica causada
por um fungo dimoérfico denominado Paracoccidioides brasiliensis (BRUMMER et al.,
1993; GOLDANI & SUGAR, 1995).

Este fungo, no individuo infectado ou quando cultivado a 37<C, apresenta-se na
forma de levedura, caracterizada macroscopicamente por colénias moles e rugosas
que, microscopicamente, sdo compostas por células ovais ou alongada possuindo
multiplos brotamentos, lembrando uma roda de leme. J& em temperatura ambiente, o P.
brasiliensis desenvolve-se sob a forma miceliar, apresentando-se como colbnias
brancas, pequenas e irregulares, cobertas por um curto micélio aéreo, sendo esta, a
provavel forma encontrada no ambiente. Microscopicamente, esta forma ¢é
caracterizada por hifas finas e septadas (BRUMMER et al., 1993; GOLDANI & SUGAR,
1995).

Inicialmente o P. brasiliensis era classificado, pela sistematica classica, como um
fungo imperfeito do filo Deuteromicota, classe Hyphomycetes, pelo fato de nao ser
conhecida nenhuma estrutura sexual que permitisse uma classificagdo mais precisa
(SAN-BLAS et al.,, 2002). Atualmente, apesar de ainda nao ter sido descoberto
nenhuma estrutura sexual, através da comparacdo filogenética de dermatoéfitos e
fungos dimoérficos, baseada nas sequéncias de rRNA da subunidade ribossomal maior
(28S), o P. brasiliensis foi mais precisamente classificado como pertencente ao Filo

Ascomycota, Classe Plectomycetes, Ordem Onygenales e Familia Onygeneceae sensu
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lato, juntamente com o Blastomyces dermatitides e o Histoplasma capsulatum
(LECLERC et al., 1994; BAGAGLI et al., 2006).

Apesar dos esforcos de varios grupos de pesquisa, 0 nicho ecolégico do
P. brasiliensis ainda nao é totalmente conhecido. Acredita-se que este possa ser
encontrado saprofiticamente na natureza, onde, provavelmente, clamidésporos e
conidios do fungo estejam presentes no solo (MEDINA & BODZIAT, 1949) ou em restos
vegetais (LACAZ, 1949). Esta hipbtese é apoiada pelo fato do fungo ja ter sido isolado
em solos de regides endémicas como Argentina (NEGRONI, 1966), Venezuela
(ALBORNOZ, 1971) e Brasil (SILVA-VERGARA, et al, 1998). Entretanto, muitas
tentativas semelhantes tém falhado em isolar o fungo do solo (RESTREPO, 1985).

Além do solo, o P. brasiliensis ja foi isolado nas fezes de alguns animais
silvestres como de morcegos frutivoros (Artibeus lituratus) (GROSE & TAMSITT, 1965)
e pinglim (Pygoscelis adeliae) (GARCIA et al., 1993). Recentemente, o P. brasiliensis
foi também isolado de tecidos de tatus (Dasypus noveminctus) que vivem em areas de
alta incidéncia da doenga, sendo este animal indicado como um provavel reservatério
do fungo (BAGAGLI et al., 1998; SILVA-VERGARA et al., 2000).

Associado aos provaveis reservatorios do fungo muito se tem discutido sobre as
principais caracteristicas ecoldgicas favoraveis ao P. brasiliensis. Neste contexto,
regidbes de clima Umido, com temperaturas amenas (17 a 24°C), alto indice
pluviométrico, altitude média, solo acido e vegetacdo abundante parecem ser as

melhores regides para o desenvolvimento do fungo (RESTREPO et al., 2001).
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1.2. A Doenca:

A paracoccidioidomicose € uma micose sistémica, que foi descrita pela primeira
vez no Brasil em 1908, por Adolpho Lutz, a partir de observacdes de lesdes na boca de
dois pacientes internados na Santa Casa de Misericérdia localizada na cidade de Sao
Paulo (LUTZ, 1908). Atualmente, estima-se que por toda a regiao endémica,
aproximadamente 10 milhdes de pessoas estdo infectadas, apesar da maioria nao
apresentar sintomas clinicos (RESTREPO et al., 2001).

Geograficamente esta micose esta restrita a América Latina, desde o México até
a Argentina, constituindo a principal micose sistémica desta regido. Entretanto, esta
doenca nao esta distribuida de forma homogénea por todo o continente, encontrando-
se restrita a apenas alguns paises. Destes, o Brasil é responsavel pela grande maioria
dos casos reportados (80%), seguido da Colémbia e Venezuela (BRUMMER et al.,
1993; GOLDANI & SUGAR, 1995). Nos paises onde a doenca é endémica, os casos
nao sao distribuidos homogeneamente pelo territério, mas tendem a se concentrar em
regides de florestas umidas (tropicais ou subtropicais) (BRUMMER et al., 1993). No
Brasil, a maior parte dos casos ocorre na regiao sudeste, mais precisamente no estado
de Sao Paulo (GOLDANI & SUGAR, 1995).

A paracoccidioidomicose raramente acomete criangas (3%) ou adultos jovens
(10%). O maior numero de casos ocorre principalmente em individuos com idades entre
30 e 60 anos de idade. Dentre estes, 0 maior incidéncia € observada em trabalhadores

rurais (FRANCO et al., 1989; BRUMMER et al., 1993).
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Em relacdo ao sexo dos individuos acometidos por esta micose, € observado
que a doenca € mais freqlente em homens do que em mulheres, com uma relacao
média de 13:1 nas areas endémicas, sendo esta relagdo muito maior (150:1) na
Colébmbia, Equador e Argentina (BRUMMER et al., 1993). Entretanto, testes cutaneos
feitos em individuos saudaveis nas mesmas areas nao mostram diferencas entre os
sexos, isto indica que ambos os sexos adquirem infecgdes subclinicas de forma
semelhante, mas a progressao da doenca é mais freqliiente em homens (GREER &
RESTREPO, 1977). Além disso, em criangas acometidas pela doenga nao sao
observadas diferencas em relagao ao sexo (GREER & RESTREPO, 1977; LONDERO &
MELO, 1983; MARQUES et al., 1983; LONDERO & RAMOS, 1990). Estes dados
levaram a hipétese de que influéncias hormonais seriam importantes para o
desenvolvimento da paracoccidioidomicose. Este fato foi comprovado por estudos de
RESTREPO e colaboradores (1984). Neste trabalho os autores demonstraram que o
estrogeno é capaz de inibir a transicao do P. brasiliensis de sua forma miceliar para a
forma de levedura. Porém, este mesmo horménio nao foi capaz de impedir a transicao
reversa, isto é, transformar o fungo da sua forma de levedura para a miceliar e nem foi
capaz de afetar o crescimento do mesmo ou a formagdo de multibrotamentos nas
leveduras.

A forma de contdgio dos individuos ainda ndo foi determinada com exatid&o.
Pressupde-se que na cadeia epidemiolégica da PCM, o contagio do hospedeiro deva
ocorrer pela inalacao dos conidios, penetrando nas vias aéreas superiores e instalando-

se, inicialmente, nos pulmdes. Este foco inicial de infecgcdo pode regredir com a
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destruicao total dos fungos; regredir com a persisténcia de fungos viaveis, ou progredir
para o desenvolvimento da doenca (FRANCO et al., 1989).

A maior parte dos individuos que entram em contato com o fungo sado capazes
de conter a infeccdo e ndo desenvolvem a doencga, condicdo denominada de
paracoccidioidomicose-infeccao. Isto é comprovado pelo fato de existir uma alta taxa de
individuos, residentes nas regides endémicas, que possuem teste cutaneo positivo para
antigenos do fungo (WANKE & LONDERO, 1994).

A partir de seu estabelecimento, a PCM pode evoluir de duas maneiras: aguda
ou crbnica. A forma aguda ou juvenil que representa de 3 a 5% dos casos e acomete,
especialmente, criancas e adultos jovens, de ambos os sexos, € caracterizada por sua
rapida evolugcao e pelo profundo envolvimento do sistema linfatico, especialmente
linfonodos e bago, além do acometimento da medula éssea e figado (BRUMMER et al.,
1993).

A forma crénica, por outro lado, é observada em mais de 90% dos pacientes e
ocorre principalmente individuos adultos, evoluindo lentamente e atingindo
principalmente os pulmdes. Nos casos onde a doenga é multifocal ocorrem lesGes
extrapulmonares, afetando especialmente as mucosas oral e nasal, pele, linfonodos, e
glandulas adrenais (BRUMMER et al., 1993).

A evolugao e a gravidade da doenga variam largamente entre os pacientes e as
varias formas clinicas observadas estao relacionadas aos diferentes niveis de resposta
imune do hospedeiro. Os pacientes portadores de formas disseminadas da doenca
freqlientemente apresentam depressdao da resposta imune celular especifica,

diminuicdo da reatividade a testes cutdneos e altos niveis de anticorpos contra o
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P. brasiliensis. Nestes pacientes, a resposta tecidual € caracterizada pela ocorréncia de
granulomas frouxos que abrigam um grande namero de fungos. Em individuos com as
formas localizadas da doencga, por outro lado, observam-se respostas positivas para
provas de hipersensibilidade, baixos niveis de anticorpos especificos e a formacao de
granulomas epitelidides compactos com poucos fungos (SILVA et al. 1981; FRANCO,
1986; FRANCO et al., 1987).

Na PCM, assim como em outras micoses profundas, o mais importante
mecanismo de defesa é a resposta imune celular, sendo que sua depressao determina
o grau de severidade da doenca, tanto em humanos como em modelos experimentais
(SILVA et al., 1981; ROBLEBO et al., 1982; BRUMMER et al., 1993; SINGER-VERMES
et al., 1993). De fato, pacientes com formas severas da doenga, com envolvimento
intenso de varios 6rgaos, lesdes progressivas e, eventualmente, evoluindo para ébito,
apresentam perda acentuada da resposta imune celular, diminuicdo do numero de
linfocitos T e altos titulos de anticorpos especificos (SILVA et al.,, 1981; BRUMMER et

al., 1993; CALICH et al., 1998).

1.3. Modelos Animais:

A utilizagcdo de modelos animais para tentar elucidar os mecanismos da doencga
em humanos tem sido proposto desde a sua descricdo por LUTZ (1908). O primeiro
trabalho bem sucedido utilizando a infec¢ao experimental foi feito por MONTENEGRO

(1927), onde cobaias inoculadas, pela via intratesticular, com uma suspensao de
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tecidos humanos infectados apresentaram, em 100% dos casos, uma orquite
especifica. Desde entdo, os diversos modelos experimentais utilizados na PCM tém
fornecido informagdes importantes para a compreensao de varios aspectos da doenca,
além de permitirem o acompanhamento da infeccao desde seus estagios iniciais, o que
nao € possivel nos estudos realizados a partir de bidpsias e necropsias humanas
(KERR et al., 1988).

Modelos animais também tém sido empregados em varios estudos sobre o papel
da resposta imune na PCM. Utilizando-se deste recurso, PERACOLI (1978), inoculando
P. brasiliensis pela via intratesticular de hamsters, observou que na infecgcao
generalizada os niveis de resposta imune celular sdo muito baixos ou negativos,
enquanto os titulos de anticorpos permanecem elevados. Esses resultados confirmaram
a relacao entre a funcdo das células T e os niveis de anticorpos circulantes,
anteriormente observada na PCM humana, corroborando a teoria de que os anticorpos
nao apresentam papel protetor nas micoses em geral.

Atualmente, as espécies mais utilizadas para o estudo da PCM séao o hamster e
o camundongo. O hamster tem sido usado devido a sua alta susceptibilidade ao
P. brasiliensis, sendo que, neste animal, o fungo inoculado por via intratesticular produz
lesbes semelhantes as da doencga progressiva humana (COELHO et al, 1982). A
utilizagcdo do camundongo como modelo experimental fundamenta-se, além de sua
facilidade de obtencao e manutencao, na disponibilidade de linhagens isogénicas que
permitem a obtencéo de resultados altamente confiaveis.

Os camundongos das linhagens BALB/c, B10.A e A/Sn tém sido largamente

empregados em estudos sobre PCM. Segundo CALICH et al. (1985), que pesquisaram
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a susceptibilidade de diferentes linhagens de camundongos frente a inoculacao
intraperitoneal de 5x10° P. brasiliensis, a linhagem BALB/c apresenta susceptibilidade
intermediaria a infeccao paracoccidioidomicética, enquanto as linhagens B10.A e A/Sn
comportam-se, respectivamente, como pélos de susceptibilidade e resisténcia ao fungo.
A linhagem BALB/c, quando infectada intraperitonealmente com P. brasiliensis,
apresenta focos granulomatosos pequenos, espalhados por todo o abddémen,
compostos por macrofagos, neutréfilos e plasmécitos, com tendéncia a estabilizacao e
regressao a partir da 42 semana de infecgédo. Este modelo mimetiza a forma benigna da

PCM humana (BURGER et al., 1996).

1.4. Fatores de Viruléncia e Mutantes:

Atualmente diversas cepas do P. brasiliensis, que variam quanto a viruléncia,
foram isoladas e descritas. Essa variagao na viruléncia é baseada em diferengas entre
componentes importantes do fungo que podem funcionar como fatores de viruléncia.

Normalmente, os estudos sobre fatores de viruléncia sdo feitos através da
comparacao de respostas biolégicas utilizando fungos com e sem estes fatores. Tais
comparagdes requereram 0 isolamento de cepas mutantes obtidas tradicionalmente
pelo uso de substancias quimicas, mutagénese induzida por luz ultravioleta ou mesmo
isolamento de mutantes espontaneos. Uma desvantagem importante destes estudos
comparativos é que o mutante pode ser deficiente ndo apenas no fator a ser estudado,

mas sim, em varios outros fatores (HOGAN et al., 1996).
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Neste contexto, alguns componentes do P. brasiliensis tém sido apontados como
importantes fatores de viruléncia. Sdo exemplos os componentes da parede celular o-
(1,3)-glucana e B-(1,3)-glucana, o antigeno extracelular gp43, além de outros (HOGAN
et al., 1996).

O papel dos componentes da parede celular, --(1,3)-glucana e --(1,3)-glucana
vem sendo investigado ha muitos anos e muitos estudos neste campo utilizam mutantes
(SAN-BLAS & SAN-BLAS, 1977; SAN-BLAS et al., 1983; SAN-BLAS & SAN-BLAS,
1992).

A a-(1,3)-glucana é encontrada na por¢cao externa da parede celular e sua
localizacao tem levado a freqlentes especulagcdes sobre seu papel protetor contra as
defesas do organismo e consequente participacdo como um fator de viruléncia do P.
brasilensis. Muitos trabalhos mostram que leveduras do fungo contém quase que
exclusivamente a «-(1,3)-glucana e, freqlentemente, a baixa concentracao deste
componente na parede celular de leveduras tem sido correlacionada com baixa
viruléncia (SAN-BLAS & SAN-BLAS, 1977; HALLAK et al., 1982). Entretanto, alguns
mutantes avirulentos ou de baixa viruléncia possuem niveis de o-(1,3)-glucana
semelhantes a alguns tipos selvagens altamente virulentos (KANETSUNA, 1981;
ZACHARIAS et al., 1986). Apesar disto, a importancia desta molécula como um fator de
viruléncia tem sido sugerida, principalmente, através de evidéncia indireta. Varios
trabalhos mostram que isolados virulentos de P. brasiliensis quando mantidos por
longos periodos em cultura in vitro apresentam baixos niveis da a-(1,3)-glucana, parede

celular mais fina e perda de viruléncia em varios modelos animais (SAN-BLAS & SAN-
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BLAS, 1977; CASTANEDA et al.,1987; BRUMMER et al., 1990; KASHINO et al., 1990).
Porém, todas as trés caracteristicas eram recuperadas através da passagem por animal
ou pelo cultivo in vitro em meio suplementado com soro fetal bovino (BRUMMER et al,,
1990; KASHINO et al., 1990).

Outro papel da a-(1,3)-glucana é o de mascarar a B-(1,3)-glucana presente na
parede celular. Assim, a diminuicdo do conteudo da primeira além de expor a segunda
pode até mesmo alterar a relagdo parasita hospedeiro (HOGAN et al., 1996).

A B-(1,3)-glucana é capaz de estimular respostas inflamatérias em sitios de
infeccao, como por exemplo, nos pulmdes (BORGES-WALMSLEY et al., 2002). Tanto
em humanos como também em modelos animais da infecgao, infiltrados de células
polimorfonucleares e mononucleares sao usualmente encontradas em sitios
inflamatérios iniciais e também em lesdes granulomatosas cronicas. Além disso, B-(1,3)-
glucana esta envolvida no aumento de niveis séricos de TNF, sendo que cepas de
baixa viruléncia, como o Pb265, induzem niveis maiores de TNF no soro do que cepas
virulentas, como o Pb18 (HOGAN et al., 1996).

A relagdo entre a o-(1,3)-glucana e a p-(1,3)-glucana parece ser muito
importante no grau de viruléncia entre as cepas de P. brasiliensis. Cepas avirulentas ou
de baixa viruléncia do fungo induzem respostas inflamatérias mais intensas do que
cepas virulentas, provavelmente porque, a parede celular dessas contém menos o-
(1,3)-glucana e mais B-(1,3)-glucana do que as cepas virulentas (SILVA et al., 1994).

Outro importante fator de viruléncia no P. brasiliensis é a gp43. A gp43 é uma

glicoproteina que pode se apresentar de duas formas, ou como molécula de superficie
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celular ou como uma molécula liberada pelo fungo (PUCCIA et al., 1986; PUCCIA et al.,
1991). Além disso, esta glicoproteina funciona como um antigeno que é reconhecido
pela maior parte dos individuos com a paracoccidioidomicose (BLOTTA & CAMARGO,
1993). Apesar do papel da gp43 nao ser totalmente compreendido ela é capaz de se
ligar a laminina, um componente da matriz extracelular, e parece ser importante para a
adesao e invasao de células fungicas em células hospedeiras (LOPES et al., 1994;
HANNA et al., 2000). Recentemente, foi descrito que esta molécula provavelmente
funciona como um fator importante para evasao da resposta imunoldgica do hospedeiro
pelo P. brasiliensis (FLAVIA-POPI et al., 2002).

Além dos componentes estruturais do P. brasiliensis, um outro fator que parece
influenciar na sua viruléncia, assim como em outros fungos patogénicos, € o
dimorfismo. O dimorfismo é a habilidade de mudar a morfologia de uma forma
filamentosa multicelular para uma forma unicelular (SAN-BLAS et al.,, 2002). No P.
brasiliensis o Unico fator que desencadeia o dimorfismo parece ser a temperatura (SAN-
BLAS & SAN-BLAS, 1994).

Em muitas micoses, o desenvolvimento da doenca é marcado pela conversao de
uma morfologia fungica nao patogénica, conhecida como forma infecciosa, presente no
meio ambiente ou na superficie de mucosas, para uma forma morfologicamente distinta,
denominada de forma patogénica, em tecidos. Essa associacdo entre a morfologia e o
desenvolvimento da doenca sugere fortemente que fungos dimérficos necessitam da
morfogenia para a colonizagdo do hospedeiro e desenvolvimento da doenca,
entretanto, a relacdo entre a mudangca de forma e a viruléncia ainda permanece

obscura (ROONEY & KLEIN, 2002).




1. Introducao

A mudanca da forma pode favorecer o patégeno através do aumento de sua
resisténcia aos mecanismos de defesa do hospedeiro. A doenca pode se instalar em
consequéncia do aumento da sobrevivéncia do fungo frente aos mecanismos de defesa
do hospedeiro ou mesmo, através da habilidade de modular a resposta do hospedeiro
para criar um ambiente favoravel a sobrevivéncia do patdégeno e a colonizacdo do
hospedeiro (ROONEY & KLEIN, 2002).

Em infecgdes pelo fungo Candida albicans, as células dendriticas parecem ser
diferentemente afetadas por hifas e leveduras deste fungo. FE D'OSTIANI e
colaboradores (2000), estudando a relacdo entre células dendriticas e as formas de C.
albicans, mostraram que leveduras do fungo estimulam a producéo de interleucina 12
(IL12) pela célula dendritica levando ao desenvolvimento de uma resposta do tipo T
helper 1 (Th1) produtora de interferon gama (IFN-y), sendo esta associada com uma
resposta protetora contra a C. albicans. Contrariamente, hifas deste fungo inibem a
producao de IL12 pela célula dendritica, levando a sintese de interleucina 4 (IL4) pelas
células T helper 2 (Th2) e ao desenvolvimento da doenca.

No caso do P. brasiliensis, até o presente momento, poucos relatos associam, de
forma clara, a mudanca morfolégica do fungo com a viruléncia do mesmo. SAN-BLAS &
SAN-BLAS (1977), estudando a estrutura da parede celular do P. brasiliensis,
observaram que na forma micelial havia uma predominancia de B-(1,3)-glucana
enquanto que na forma de levedura o principal polissacarideo presente na parede era a
o-(1,3)-glucana. Como discutido anteriormente, esses componentes parecem possuir

papeis importantes no grau de viruléncia de cepas do fungo. Estudos usando diferentes
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isolados do fungo sugerem que a o-(1,3)- glucana protege o fungo de enzimas
digestivas presentes em macrofagos e outros leucécitos (SAN-BLAS & SAN-BLAS,
1977). Ao considerar a parede celular do fungo como um fator de viruléncia, SAN-BLAS
(1982) sugeriu que fagécitos humanos poderiam produzir B-glucanase que seria capaz
de digerir apenas a p-(1,3)-glucana presente na parede celular de formas miceliares.
Desta forma, a transformacado do fungo para a forma de levedura, no comeco da
infeccdo, poderia prevenir a acdo de enzimas fagociticas sobre o fungo, levando ao
desenvolvimento da doenca.

Recentemente foi observado em nosso laboratério que uma amostra da cepa
virulenta Pb18 apresentava alteragcdes persistentes na sua forma de crescimento a
37C, isto é, as células fungicas encontravam-se em formas intermediarias de
crescimento entre levedura e micélio, normalmente pouco observadas nas culturas de
P. brasiliensis conduzidas a essa temperatura.

Considerando o surgimento desta alteracdo espontdnea em uma das amostras
da cepa virulenta Pb18 e sabendo que a morfologia do fungo pode influenciar na
viruléncia do mesmo, o presente trabalho teve por objetivos a caracterizacdo parcial
deste isolado, buscando a obtengcdo de um modelo experimental para futuros estudos
sobre a biologia do fungo e sua relagdo com o hospedeiro durante o desenvolvimento

da paracoccidioidomicose.
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2. Objetivos

Este estudo teve como objetivo geral:

+ Caracterizar parcialmente o isolado atipico da cepa virulenta Pb18, espontaneamente
surgido no laboratério de Imunopatologia do Departamento de Microbiologia e
Imunologia do Instituto de Biologia da Unicamp, através da analise comparativa com a

cepa selvagem.

E como objetivos especificos:

+ Estudar morfologia e a composicao de proteinas do isolado atipico através da:
(i)  Andlise macroscépica e microscopica das culturas fungicas mantidas a 37C;
(i)  Determinagao do crescimento a temperatura ambiente; e
(iii) Avaliacao das proteinas de parede através da técnica de SDS-PAGE e do

padrao de reconhecimento antigénico.

+ Estudar a evolugao da infeccdo em modelo animal através de:
(i)  Avaliacdo do peso dos 6rgaos-alvo;
(i) Avaliagao da celularidade do timo e do baco;
(iii) Andlise histopatoldgica dos 6érgaos-alvo;
(iv) Determinacao da capacidade do isolado atipico em invadir o timo;
(v) Avaliagdo dos niveis de morte celular por apoptose no timo; e
(vi) Caracterizacdo das populagées de linfocitos T presentes no timo e no bago por

citometria de fluxo.




2. Objetivos

¢ Avaliar a resposta imunoldgica de animais inoculados com os isolados através de:
() Analise da resposta de hipersensibilidade celular especifica;
(i) Ensaio de proliferacéo celular; e

(i)  Avaliagdo da participacao de citocinas na infecgao.
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3. Material e Métodos

3.1. Animais:

Camundongos machos, obtidos do CEMIB — UNICAMP a partir de colbnias livres
de patdégenos especificos (S.P.F.), da linhagem BALB/c e com oito semanas de idade
foram utilizados neste estudo.

Testes realizados a cada trés meses, desde 1989, para deteccao de infeccdes
nestas colbnias apresentaram resultados negativos para os seguintes patégenos:
coronavirus (MHV-3), Sendai virus, virus da pneumonia do camundongo (PVM), virus
da coriomeningite linfocitica (CCMV), Adenovirus, Polyoma virus, K-virus,
Citomegalovirus Murino (MCMV), Rotavirus, Ectromelia, Mycoplasma pulmonis,
ectoparasitas e endoparasitas. Os animais foram mantidos durante todo o periodo
experimental em unidades isoladoras flexiveis tipo Trexler (TREXLER, 1959), com agua
e ragao estéreis, fornecidas ad libitum, e com um ciclo de fotoperiodo de 12h/12h.

Todos os procedimentos foram realizados de acordo com as normas propostas
pelo Conselho Brasileiro de Experimentacao Animal (COBEA) e aprovados pelo Comité
de FEtica em Experimentacdo Animal do Instituto de Biologia da Unicamp

(CEEA/Unicamp).

3.2. Fungos:

Neste estudo foram utilizados dois isolados da cepa Pb18: o isolado original
procedente da micoteca da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo

(FCM-USP) e isolado atipico, denominado Pb18UNICAMP, obtido neste laboratério. Os
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dois isolados foram mantidos em meio de cultivo Fava Netto, a temperatura de 37°C, e
com repiques quinzenais.

A patogenicidade da cepa fungica selvagem (Pb18) foi estimada por SINGER-
VERMES et al. (1989), através da determinacao da LD50% e analise histopatoldgica do
local de inoculagao e lesdes de disseminagdo durante 24 semanas em camundongos

B10.A.

3.3. Comparacao morfologica e protéica dos dois isolados:

A comparacao entre os isolados foi realizada através de (i) analise morfoldgica
dos isolados mantidos a 37<C, (ii) determinacdo da forma de crescimento a temperatura
ambiente e (iii) avaliacdo das proteinas de parede e padrao de reconhecimento

antigénico.

3.3.1. Analise morfoldgica dos isolados mantidos a 37<C:

Normalmente a identificacdo de um fungo é feita através da observacao das
caracteristicas da cultura e das células fungicas. Assim, a analise morfolégica dos
isolados mantidos a 37°C foi feita através da analise macroscopica e microscopica das
culturas fungicas dos dois isolados.

A descricao macroscopica levou em consideracao caracteristicas relatadas na
literatura como a presenca colénias de coloracdo creme com textura mole e rugosa

(BRUMMER et al., 1993; GOLDANI & SUGAR, 1995).
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Para a andlise microscépica, células fungicas, obtidas antes e ap6s a passagem
em animal, foram ressuspensas em Solucdo Salina Tamponada com Fosfato (PBS),
pH7.2, agitadas em agitador tipo Vértex e coradas pela coloragao vital Azul de Algodao
(SANO et al., 1993).

Para a recuperacao do fungo a partir de 6rgaos de animais infectados com Pb18
e Pb18UNICAMP, no 7° dia p.i. o baco dos animais infectados foi retirado
assepticamente, pesado e macerado. O pellet obtido apés a centrifugacdo do macerado
foi ressuspendido em 1 ml de PBS, plaqueado em meio BHI enriquecido modificado por

SINGER-VERMES et al (1992) e incubado a 37<C por cerca de 15 dias.

3.3.2. Determinacao do crescimento a temperatura ambiente:

Com o conhecimento prévio de que o fungo P. brasiliensis, quando cultivado em
temperatura ambiente, cresce na forma miceliar caracterizada macroscopicamente por
colénias brancas, pequenas e irregulares, cobertas por um curto micélio aéreo
(BRUMMER et al, 1993; GOLDANI & SUGAR, 1995), amostras de Pb18 e

Pb18UNICAMP foram cultivadas a 25<C para a comparag ao entre as duas colénias.

3.3.3. Avaliacao das proteinas de parede e padrao de reconhecimento
antigénico:

A avaliacado das proteinas de parede das amostras Pb18 e Pb18UNICAMP foi
feita através da técnica de SDS-PAGE, conforme descrito por LAEMMLI (1970). Para
tanto, 500 ug/mL dos CFAs (Cell Free Antigen) de cada uma das amostras, apés

dosagem protéica, foram separadas em gel de poliacrilamida na presenca de dodecil
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sulfato de sodio 12%. O gel foi submetido a uma corrente elétrica de 60V por 16 horas
e, em seguida, as proteinas foram visualizadas através do método de impregnacao pela
prata.

Para comparacgao do padrao de reconhecimento antigénico do pool/ de anticorpos
obtidos de pacientes, proteinas fungicas dos dois isolados presentes no gel de
poliacrilamida foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose (Hybound-
C/Amersham) através de uma corrente elétrica de 30V durante 2 horas utilizando-se
tampao de transferéncia contendo tris 0,125M e glicina 0,192M. Em seguida, a
membrana foi “bloqueada” com leite em pé desnatado (Molico) 5% diluido em Tampao
Tris Salina (TBS), durante duas horas. A membrana foi entdo incubada durante a noite
com o pool anticorpo priméario obtido de pacientes (gentilmente cedido pela Prof®. Dr?
Heloisa Blotta, do Departamento de Patologia Clinica da Faculdade de Ciéncias
Médicas da UNICAMP). Apés esta etapa, a membrana foi recoberta com o anticorpo
secundario anti-imunoglobulina humana por 1 hora e a reacao foi revelada utilizando-se

3-3 Diamino-benzidina (0,6mg/ml) e H202 (1ul/ml) em tampao tris HCI 50mM pH 7,6.

3.4. Preparo de antigenos de P. brasiliensis CFA (Cell Free Antigen):

Para o preparo do CFA dos dois isolados foi utilizada a metodologia descrita por
CAMARGO et al. (1991). Inicialmente, células fungicas com 7 dias de cultivo foram
ressuspensas em 1 mL de solucado salina tamponada estéril acrescida de phenyl-
methyl-sulfonyl fluoride (PMSF). A seguir, a suspensao foi agitada por 10 minutos em

Vortex, centrifugadas por 10 minutos a 6.000 x g e o sobrenadante, contendo os
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antigenos de parede (CFA), foi coletado. A dosagem protéica do material foi realizada

de acordo com o método descrito por BRADFORD (1976).

3.5. Estudo comparativo da infeccao causada pelos isolados:

3.5.1. Preparo do in6culo:

Para o preparo das suspensdes fungicas, as amostras Pb18 e Pb18UNICAMP
foram semeadas em meio de cultura Fava Netto e coletadas sete dias depois, em sua
fase de crescimento exponencial. As células fungicas foram ressuspensas em PBS
estéril pH 7.2, agitadas em agitador tipo Vortex, em dois ciclos de 15 segundos cada,
centrifugadas por 10 minutos a 300xg e lavadas por 2 vezes em PBS.

O numero total de células presente nas suspensdes foi determinado por
contagem em camara de Neubauer e o niimero final ajustado para 1x10’ fungos/ml,
sendo a viabilidade determinada pela coloragdo vital Azul de Algodao (SANO et al.,

1993).

3.5.2. Infeccao experimental:

Camundongos BALB/c foram inoculados, pela via intraperitonial, com 5x10°
P. brasiliensis das amostras Pb18 ou Pb18UNICAMP, contidos em 0,5 ml de solucao
salina estéril. Animais controle foram inoculados com solugcao salina estéril e
sacrificados ao longo do periodo experimental, servindo como controle para a

comparagao com os animais infectados.
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3.5.3. Delineamento experimental:

Lotes de animais inoculados com as amostras Pb18 e Pb18UNICAMP bem como
os controles foram anestesiados, pesados, submetidos a sangria pelo plexo braquial e
sacrificados por deslocamento cervical as 24 horas e aos 3, 5, 7, 14 e 28 dias apoés a

inoculagéao.

3.5.4. Avaliacao do peso dos orgaos:

Para a avaliacado do peso de cada 6rgao, o timo, bagco e figado retirado dos
animais ao longo da infeccdo foram lavados em PBS, secos em papel de filtro e
pesados. Os resultados foram expressos em indice dos 6rgaos obtido pela equagéo:

indice = peso do érgdo (em gramas)/peso do animal (em gramas) x 100.

3.5.5. Avaliacao da celularidade do timo e baco:

Para a avaliacdo da celularidade do timo e do bacgo, os 6rgaos, utilizados para a
citometria de fluxo, foram, imediatamente apds o sacrificio, macerado em meio de
cultivo RPMI 1640 contendo 10% de soro fetal bovino (FCS). A partir da suspensao
celular foi estimado o numero total de células através da contagem em camara

hemocitométrica de Neubauer.

3.5.6. Analise histopatologica:
Para a andlise histopatoldgica, os 6rgaos foram fixados em solugcao de formalina
tamponada 10% por 24 horas, lavados em agua corrente, desidratados em gradiente

crescente de alcool e embebidos em Histosec. Apds a inclusdo, o material foi
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submetido a microtomia para obtengdo de cortes finos (4 um) que foram
desparafinizados, hidratados em gradiente decrescente de alcool e corados por

hematoxilina-eosina.

3.5.7. Deteccao do isolado atipico Pb18UNICAMP no timo por imuno-
histoquimica:

Com o objetivo de determinar se o isolado Pb18UNICAMP também era capaz de
invadir o timo, cortes histolégicos do érgao foram desparafinizados, hidratados em
gradiente decrescente de etanol e lavados com solugéo salina antes da reagdo. Em
seguida a peroxidase enddgena foi bloqueada pela incubagao por 30 minutos em PBS
contendo 3% de peréxido de hidrogénio. Apds a pré-absorcao com soro normal de
camundongo, os cortes foram incubados com anticorpo primario anti-Pb18 produzido
em coelho (gentilmente cedido pela Dr®. Lucila Costallat Ricci do Departamento de
Microbiologia e Imunologia do Instituto de Biologia da UNICAMP) overnight a 4°C.
Seguido este estagio a reacdo foi revelada usando o kit ABC (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA). Apés a revelacado, os cortes foram contra-

corados com Hematoxilina de Harris, desidratados e montados em Permount.

3.5.8. Deteccao de Morte Celular por Apoptose no Timo:
Para a deteccao dos niveis de apoptose no timo, foi utilizado o Kit TUNEL
(Boehringer, Germany) de acordo com as instru¢des do fabricante. Esta técnica baseia-

se na identificacdo da fragmentacdo de DNA nuclear através da ligacdo de um
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nucleotideo marcado com fluoresceina mediada por uma enzima deoxinucleotidil

transferase terminal.

3.5.9. Caracterizacao das populacoes de linfocitos T por citometria de fluxo:

A caracterizacao das populagdes de linfécitos T no timo e no bago foram feitas
por citometria de fluxo. Para tanto, as 24 horas e aos 3, 5, 7, 14 e 28 dias p.i., 0s 6rgaos
foram coletados, lavados em meio de cultivo RPMI 1640 suplementado com 10% de
soro fetal bovino e antibiéticos, macerados em 2 ml de meio com auxilio de peneiras e
émbolos estéreis. A suspensao celular obtida foi centrifugada por 10 minutos a 300xg a
4°C e o botao de células resultantes foi ressuspens o em meio de cultivo. Nas amostras
de baco procedeu-se, ainda, a lise das hemacias.

O numero de células presentes na suspensao foi estimado por contagem em
camara de Neubauer e o nimero ajustado para 5x10° células/ml. Foram utilizados

200ul desta suspensdo (1x10° células) para a citometria de fluxo, os quais foram
incubados volume/volume com soro normal de rato (diluicdo 1:10 em PBS) sob
refrigeracdo por 15 minutos para bloqueio. A suspensédo foi centrifugada, o

sobrenadante descartado, o botdo de células ressuspenso e incubado com 1ul de

anticorpo anti-CD8 marcado com ficoeritrina e anticorpo anti-CD4 marcado com
isotiocianato de fluoresceina (Caltag Laboratories, Burlingame, CA, USA), sob
refrigeracdo e ao abrigo de luz por 30 minutos. Apdés a marcagao, a suspensao foi
centrifugada, lavada por 3 vezes em PBS e, finalmente, ressuspensa em 1ml de
solugéo fixadora de paraformaldeido 0,1% em PBS. A coleta de dados foi feita no

citdmetro de fluxo Coulter XL-MCL (Beckman-Coulter, Brea, CA, USA) e a andlise dos
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dados utilizou o programa EXPO (Applied Cytometry Systems, Dinnington, Sheffield,

England).

3.6. Avaliacao imunologica:

3.6.1. Resposta de hipersensibilidade celular especifica:

A resposta de hipersensibilidade celular especifica contra antigenos de
P. brasiliensis foi avaliada através do teste do coxim plantar (TCP) a partir do 7° dia de
inoculagao dos animais com o isolado Pb18 e com o isolado Pb18UNICAMP, conforme
descrito por MOSCARDI & FRANCO (1980). Para tanto, 24 horas antes do sacrificio
foram injetados 0,05 ml de antigeno CFA (80ug/ml) de Pb18 e 0,05 ml de solugéo salina
estéril, respectivamente, no coxim plantar esquerdo (pata teste) e coxim plantar direito
(pata controle). O mesmo protocolo foi utilizado para os animais inoculados com o
isolado Pb18UNICAMP. No momento do sacrificio o volume das patas foi medido com o
auxilio de um paquimetro. Para confirmar a positividade do teste as patas foram
retiradas, fixadas em formol tamponado 10%, desidratadas em gradiente de alcool,

cortadas e coradas por hematoxilina—eosina.

3.6.2. Ensaio de proliferacao celular:

O ensaio de proliferagao celular foi realizado utilizando-se células obtidas do
baco dos animais controle e animais experimentalmente infectados com os dois
isolados de P. brasiliensis. Para isso, 0 baco foi retirado, macerado em meio de cultura

RPMI 1640 e as hemacias lisadas com tampao Tris-NH4Cl. Ap6s determinacao do

27



3. Material e Métodos

nuamero de células viaveis e ajuste da concentracao, as células foram plaqueadas em
placa de 96 “wells” e cultivadas, em estufa de CO, a 37C, com Concanavalina A
(ConA) por 3 dias, com duas concentracées de CFA [0,0028 ug/ul (CFA1) e 0,0056
ug/ul (CFA2)] obtidas tanto da amostra Pb18 como da Pb18UNICAMP por 5 dias e
apenas com meio de cultura. A proliferacdo foi determinada através do método de
reducdao do “3-(4,5-Dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide” (MTT),
onde 10 ul de MTT foram adicionados em cada “well” e a placa incubada por 4 horas
em estufa de CO, a 37C. Em seguida, 100 ul da solugdo HCI 0,01M / SDS 10% foram
acrescentados em cada “well” e a cultura incubada “overnight” a 37<C. A absorbéancia
desta reacao foi entdo determinada em leitor de ELISA a 540nm, sendo a medida da
incorporacao do MTT proporcional ao numero de células viaveis em cada “well”. Assim,
a proliferagcao celular induzida por ConA ou pelo antigeno CFA foi comparada com as
respectivas células nao estimuladas, sendo o resultado expresso em porcentagem de

proliferagao.

3.6.3. Avaliacao da liberacao de citocinas na infeccao:

Com o objetivo de analisar e comparar qual o padrao de citocinas estava sendo
produzida durante a infeccdo pelas amostras Pb18 e Pb18UNICAMP, foram
pesquisadas as citocinas IL4, TNF e IFN-y no soro e em culturas de células do bago e

do timo.
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3.6.3.1. Obtencdo de amostras de soro:

O soro dos animais infectados com Pb18 ou Pb18UNICAMP e controles foram
obtidos através da sangria pelo plexo braquial durante o sacrificio dos animais e

armazenados a -70°C para posterior dosagem das citocinas por ELISA.

3.6.3.2. Obtencdo de amostras de sobrenadante de cultura de células do baco e

do timo:

Os sobrenadantes utilizados para a dosagem de citocinas foram obtidos das
culturas celulares utilizadas para o ensaio de linfoproliferacdo. Assim, antes da adigcao
do MTT nas culturas, uma parte dos sobrenadantes destas foram retirados e

armazenados a -70°C para posterior dosagem das citocinas por ELISA.

3.6.3.3. Dosagem por ELISA:

A dosagem de citocinas foi realizada no soro e no sobrenadante de cultura
celular timo e bago as 24 horas e aos 3, 5,7, 14 e 28 dias pi, utilizando os kits BD
OptEIA™ Set Mouse.

As placas foram sensibilizadas com anticorpos de captura (anti-TNF ou anti-IL4
ou anti-IFNy) durante toda a noite a 4°C e lavadas com PBS-Tween 20 0,05%. Findo
este periodo, procedeu-se, entdo, o bloqueio dos sitios livres com tampao de bloqueio
(PBS com 10% de soro fetal bovino) por 1 hora a temperatura ambiente. Apds nova
lavagem, os padrbes recombinantes, em diluicdes crescentes para construcdo das
curvas e as amostras foram adicionadas a placa e estas incubadas por 2 horas a

37°C. Em seguida, realizou-se nova lavagem e foi realizada entdo a deteccdo da
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reacao utilizando a solugcao de deteccgao (anticorpos de detecgcao associados a avidina-
HRP) por 1 hora a temperatura ambiente. A reacao foi entao revelada através da adigéao
do substrato (H.O.2) em tampao citrato-acido citrico com o cromdgeno orto-fenil-
diamina (OPD)e ap6s 30 minutos a reacdo foi parada utilizando H>SOs 2N. A

absorbancia foi lida em 492nm.

3.7. Anadlise estatistica:

O método de Andlise de Variancia (ANOVA), seguido pelo Teste de
Comparagdes Multiplas de Dunnett ou pelo Teste de Comparagcbes Multiplas de
Bonferroni, foi utilizado para andlise dos resultados obtidos. Os valores foram
considerados estatisticamente diferentes quando o valor de p era menor ou igual a 0,05
(p < 0,05). Todos os testes estatisticos foram realizados no software GraphPad InStat

versao 3.0 (1997).
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4. Resultados

4.1. Comparacao morfologica e protéica dos isolados:

4.1.1. Analise morfolégica dos isolados mantidos a 37<C:

A analise macroscépica das culturas fungicas mantidas a 37°C mostrou auséncia
de diferengas entre a amostra atipica e a cepa Pb18. Em ambos isolados, as culturas
apresentavam-se com colénias de coloragdo creme, com textura mole, rugosa e

aparéncia cerebriforme (Figura 1).

I

Pb18UNICAMP

Figura 1: Cultura de amostras de P. brasiliensis cultivadas a 37TC. Note que nos dois frascos de

cultura é possivel observar colénias de coloracdao creme e aparéncia cerebriforme.
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Ja a observacao microscopica das células fungicas presentes nas duas amostras
da cepa Pb18 mostrou que o isolado selvagem apresentava crescimento na forma de
levedura (Figura 2A) quando cultivado a 37<C, confo rme o esperado, enquanto que o
isolado atipico Pb18UNICAMP, quando cultivado a esta mesma temperatura,
apresentava crescimento em formas intermediarias da transicdo de levedura para

micélio (Figura 2B).

Figura 2: Amostras de P. brasiliensis cultivadas a 37<T. (A): Pb18 e (B): Pb18UNICAMP. A umento:
400x

Com o objetivo de investigar a possibilidade de reversdo para o estagio
leveduriforme, a amostra Pb18UNICAMP foi inoculada em animal e recuperada do bago
apos 7 dias de infeccao, através do plagueamento do macerado deste 6rgdao em meio
BHI enriquecido modificado por SINGER-VERMES et al (1992). O resultado obtido
mostrou que a passagem por animal n&o foi capaz de modificar a forma apresentada

por esta amostra (Figura 3).
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Figura 3: Célula fungica da amostra Pb18UNICAMP apos a passagem em animal. Aumento: 400x

4.1.2. Determinacao da forma de crescimento a temperatura ambiente:

Uma das caracteristicas mais importantes do P. brasiliensis € o dimorfismo
térmico. Assim, para determinar se o isolado atipico era capaz de modificar sua forma
conforme a temperatura, amostras do fungo obtidas antes e apés passagem em animal
foram cultivadas a 25C. Como esperado, a amostra P b18 reverteu seu crescimento
para forma miceliar caracteristica, enquanto que a amostra Pb18UNICAMP nao
modificou a sua forma de crescimento, apresentando colénias cerebriformes

semelhante ao observado quando cultivado a 37<C (Figura 4).
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Figura 4: Cultura de amostras de P. brasiliensis cultivadas a 25C. 1 més. (A): Pb18. Note a
presenca de colénias brancas, pequenas e irregulares. (B): Pb18UNICAMP. Nesta cultura é
possivel observar a presenca de colénias de coloracdo creme, textura mole, rugosa e aparéncia

cerebriforme.

4.1.3. Avaliacao das proteinas de parede e padriao de reconhecimento

antigénico:

A observacao de morfologias distintas levou-nos a analise de expressao protéica
das duas amostras. Os resultados obtidos mostraram diferencas também em relacao a
composi¢cao de proteinas presentes na parede das células. Como pode ser observado
na figura 5, apenas a amostra Pb18 expressa proteinas com peso molecular de 32, 39,
50, 70, 90 kDa. Além disso, apesar de ambos isolados expressarem a banda

correspondente a gp43, nota-se que a cepa Pb 18 apresenta uma quantidade maior de

35



4. Resultados

expressao desta. Outra diferenca na expressao de proteinas foi detectado em uma

proteina com peso molecular de 38 kDa, mais expressa na amostra Pb18UNICAMP.

PM (kDa) Pb18 Pb18UNICAMP

116 —
97,4 —

66 —

48,5 —

29 —

18,4 —

Figura 5: Eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de Dodecil Sulfato de Sddio (SDS-
PAGE) dos CFA de Pb18UNICAMP e Pb18. Coloracado: Impregnacéao pela prata.
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O ensaio para a determinacdo do padrdao de reconhecimento antigénico das
proteinas de parede celular das duas amostras por um pool de anticorpos de pacientes
com paracoccidioidomicose mostrou que estes anticorpos reconheceram mais
proteinas da parede celular da cepa Pb18 do que do Pb18UNICAMP. Como pode ser
notado na figura 6, o pool de anticorpos de pacientes foi capaz de reconhecer varias
proteinas do isolado Pb18, dentre elas a correspondente a gp43. Entretanto, 0 mesmo
nao ocorreu com as proteinas do Pb18UNICAMP. Neste caso os anticorpos apenas

reconheceram uma proteina com peso molecular entre 90 e 116kDa.

Pb18 Pb18UNICAMP

- op43

Figura 6: Immunoblotting” dos CFA de Pb18 e Pb18UNICAMP utilizando anticorpos produzidos
em pacientes com paracoccidioidomicose. Note a presenca de uma banda marcada com peso
molecular entre 90 e 116kDa na amostra Pb18UNICAMP.
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4.2. Estudo comparativo da infeccao causada pelos isolados de

P. brasiliensis:

4.2.1. Avaliacao do peso de 6rgaos:

O timo, baco e figado, sabidamente afetados durante a paracoccidioidomicose
experimental, foram escolhidos para avaliar a infeccdo pelo isolado atipico
comparativamente a infeccao causada pela cepa selvagem.

Como pode ser observado na figura 7A, nos animais inoculados com a cepa
Pb18, o peso do timo comecou a diminuir logo as 24 horas apds a inoculacao e
persistiu de maneira crescente até o 7° dia, quando representava cerca de 1/3 do
observado nos animais controles. Apos este periodo, observou-se uma recuperacao do
6rgao, sendo que aos 14 dias pds-inoculacao, o peso médio dos timos era de cerca de
2/3 do encontrado em animais nao inoculados, persistindo este padrao até o final do
periodo experimental. J& nos animais inoculados com Pb18UNICAMP (Figura 7B), o
peso do timo dos animais infectados nao sofreu alteragbes marcantes quando

comparado com os animais controle.
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indice do timo
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Figura 7: Indice timico. (A) Pb18: A anélise estatistica (ANOVA) revelou variacées extremamente
significativas neste grupo (p<0,0001), enquanto que o Teste de Comparacées Multiplas de
Bonferroni mostrou diferencas significantes no indice do timo nos dias 3, 5, 7, 14 e 28 pos-
inoculacao, quando comparados com os animais controle. (B)Pb18UNICAMP: A analise estatistica
nao revelou variagcées significativas neste grupo. Os valores apresentados representam a média

do indice encontrado em 4 animais diferentes + o desvio padrao. (#p< 0,05, *#p<0,01, *+*p<0,001)

A mesma diferenca de resultados foi observada para o figado. Nos animais
infectados com Pb18, o peso do érgdao aumentou de modo exponencial a partir do 3°
dia de inoculacao atingindo ao 7° dia 0 seu pico. A partir deste periodo o aumento
hepatico tornou-se menos pronunciado. Entretanto, até o final do periodo experimental,
0 peso do figado manteve-se acima do observado nos animais controle (Figura 8A). Ja
os animais infectados com o isolado atipico Pb18UNICAMP nao mostraram estas

diferencas quando comparados com os respectivos controles (Figura 8B).
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Indice do figado

7 71
foemeny g
_____________ "
6 /5T TEEm—— .I g,6~ £\ ;\
/ A= A\ _ 7
F ° \i/ N\ P I
I, T _4{ -g -
54 N O 54 — —
2
-~==Pb18 N —==:Pb18UNICAMP
——PBS ——PBS
4 T T | I I I 4 I | I | | I
01 3 5 7 14 28 0135 7 14 28
Tempo (dias) B Tempo (dias)

Figura 8: Indice hepatico. (A) Pb18: A andlise estatistica (ANOVA) revelou variacées significativas
neste grupo (p=0,0003), enquanto que o Teste de Comparacoes Muiltiplas de Bonferroni mostrou
diferencas significantes no indice do figado nos dias 7, 14 e 28 pds-inoculacao, quando
comparados com os animais controle. (B)Pb18UNICAMP: A andlise estatistica nao revelou
variacoes significativas neste grupo. Os valores apresentados representam a média do indice

encontrado em 4 animais diferentes + o desvio padréo. (#p<0,05, #*p<0,01)

Em relacdo ao bago as observagbes foram semelhantes as encontradas no
figado. Nos animais inoculados com Pb18 observou-se que o peso esplénico aumentou
de modo exponencial a partir do 3° dia de infeccao, atingindo ao 7° dia cerca de trés
vezes o0 encontrado em animais nao infectados. A partir deste periodo o aumento deste
orgao tornou-se menos pronunciado. Entretanto, ao final do periodo experimental, o
peso do bago manteve-se acima do observado em animais controle (Figura 9A). Os
resultados dos animais inoculados com Pb18UNICAMP mostraram novamente que as
diferencas entre os pesos esplénicos dos animais infectados e controles nao foram

significativas (Figura 9B).
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Indice do baco
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Figura 9: Indice esplénico. (A)Pb18: A andlise estatistica (ANOVA) revelou variacées
extremamente significativas neste grupo (p<0,0001), enquanto o Teste de Comparacoes Multiplas
de Bonferroni mostrou diferencas significantes no indice do baco observado no 7% 14° e 28° dia
pos-inoculacao, quando comparados com os animais controle. (B)Pb18UNICAMP: A andlise
eslatistica ndo revelou variacoes significativas neste grupo. Os valores apresentados

representam a média do indice encontrado em 4 animais diferentes + o desvio padrao. (#*p<0,01)

4.2.2. Avaliacao da celularidade do timo e baco:

Semelhante ao observado no peso do timo, a infeccao pelo P. brasiliensis levou
a uma significativa reducdo no numero de células presentes no timo apenas nos
animais infectados com a cepa Pb18 (Figura 10). Nestes animais a celularidade do timo
diminui ja as 24 horas de infeccao atingindo um pico de diminuicdo celular aos 3 dias
pds-inoculagdo. A partir deste ponto o numero de células aumenta novamente,
entretanto, até o final do periodo experimental este nimero ndo atinge os valores

observados nos animais controles.
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Celularidade - Timo

Numero de células (x10 “/ml)

1 3 5 7 14 28
Tempo (dias)

m PBS o0 Pb18 B Pb18UNICAMP

Figura 10: Celularidade do timo. A andlise estatistica (ANOVA) revelou variacées significativas
neste grupo (p=0,0132), enquanto o Teste de Comparacoes Multiplas de Bonferroni mostrou
diminuicdo significante no 32 dia pos-inoculacao nos animais inoculados com Pb18, quando
comparado com os animais controle. Os valores apresentados representam a média do indice

encontrado em 4 animais diferentes + o desvio padrao. (*p<0,05)

Em relacdo ao numero de células do baco os resultados obtidos também séo
semelhantes aos do peso deste 6rgao. Como pode ser observado na figura 11, o
nimero de células do baco em animais inoculados com a cepa Pbi18 foi
significativamente maior do que o de animais controles principalmente aos 14 e 28 dias
pés-infec¢do. Enquanto que em animais inoculados com a amostra Pb18UNICAMP n&o
apresentaram alteracbes significativas no numero de células do bago quando
comparado com 0s animais controles. Através da comparagao entre a celularidade no
baco dos animais inoculados com as diferentes amostras mostrou que no 14° dia de
infeccdo o aumento no numero de células no bago dos animais inoculados com Pb18

foi significativamente maior do que nos inoculados com a cepa Pb18UNICAMP.
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Celularidade - Baco
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Figura 11: Celularidade do baco. A andlise estatistica (ANOVA) revelou variacées extremamente
significativas neste grupo (p<0,0001), enquanto o Teste de Comparacdes Multiplas de Bonferroni
mostrou aumento significante no 14° e 28° dia pos-infeccao nos animais inoculados com a cepa
Pb18, quando comparados com os animais controle. Além disso, nota-se uma diferenca
significativa entre os dois grupos de animais infectados aos 14 dias de infeccdo. Os valores
apresentados representam a média do indice encontrado em 4 animais diferentes + o desvio

padréao. (#p<0,05, *#p<0,01, *+#p<0,001)

4.2.3. Analise histopatologica:

A analise histopatologica dos 6rgaos mostrou diferengcas marcantes entre os

animais inoculados com as diferentes amostras.
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4.2.3.1. Timo:

A anadlise histopatolégica do timo mostrou que os animais inoculados com a
amostra Pb18UNICAMP nao apresentaram as alteragcdes observadas nos animais
inoculados com a cepa Pb18.

Logo as 24 horas de infeccao notou-se a presenca de histibécitos nos dois
grupos de animais infectados, entretanto, apesar de presentes no timo dos animais
inoculados com o isolado atipico, estas células ndo se apresentavam em quantidade
suficientemente grande para constituir um padrdo de “céu estrelado” como
observado nos animais infectados com a amostra Pb18 (Figura 12).

Além disso, no timo dos animais inoculados com a cepa Pb18, notou-se a
completa perda da delimitacao corticomedular aos 3 dias pds-inoculacdo que se
manteve até os 7 dias de infeccdo. Ja os animais infectados com o isolado atipico
nao apresentaram esse tipo de alteracao durante o periodo experimental (Figura 12).

Outra diferenca observada foi em relacao a presenca de infiltrado inflamatério
sub-capsular (Figura 13). Nos animais inoculados com a amostra Pb18 foi possivel
observar a partir dos 3 dias de infeccdo a infiltracdo de neutréfilos, pequenos
linfécitos, células mononucleares e alguns eosinéfilos na regido sub-capsular. J4 nos
animais inoculados com o Pb18UNICAMP ndo se notou a presenca de infiltrado

inflamatério neste 6rgao.
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Figura 12: Fotomicrografia do timo. 3 dias apds inoculacdo. (A) Pb18: E possivel observar a

perda da delimitacdo corticomedular e o padrao em “céu estrelado” caracterizado pela
presenca de muitas células, com nucleo picndtico, e de histiocitos. (B) Aumento maior da
figura 12A destacando a presenca de histiocitos (=). (C) Pb18UNICAMP: Neste caso nao ha a
perda da delimitacdo corticomedular e a regido cortical apresenta poucas células com nucleo
picndtico e histiocitos, formando um padrao em “céu estrelado” nao tao evidente. (D) Aumento
maior da figura 12C destacando a presenca de histiocitos (=). Coloracao: H.E. Aumento: (A) e
(C) 100x; (B) e (D) 1000x.
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Figura 13: Fotomicrografia do timo, 5 dias apds a inoculacao. (A) Pb18: Nota-se a presenca de

infiltrado proximo a capsula (*) que persistiu até o final do periodo experimental. (B)
Pb18UNICAMP: Nao é possivel observar a presenca de infiltrado sub-capsular de células
inflamatorias. Coloracao: H.E. Aumento: 200x.

Resultados anteriores obtidos no laboratério, utilizando a infeccao experimental
com Pb18 de camundongos BALB/c, descreveram que o P. brasiliensis era capaz de
invadir o microambiente timico. Neste trabalho observou-se também que o fungo era
detectado no timo até os 60 dias de infeccao (BRITO et al., 2003).

Assim, para determinar se o isolado atipico também era capaz de invadir o
microambiente timico foi utilizada a técnica de imuno-histoquimica. Esta analise
mostrou que o Pb18UNICAMP também é capaz de invadir o timo, entretanto, particulas

fungicas sé foram detectadas até o 3° dia de infecgdo (Figura 14).

46



4. Resultados

Figura 14: Fotomicrografia do timo de animais infectados com P18UNICAMP, 24 horas apos a
inoculacdo. Observe que a pseudo-hifa também é capaz de invadir o microambiente timico (-»).
Técnica: Imuno-histoquimica contra corada com Hematoxilina. Aumento: 400x.

A analise, através da técnica TUNEL, para determinar o nivel de apoptose no
timo de animais infectados pelas amostras de P. brasiliensis também mostrou
diferencas importantes entre as infecgdes.

Nos animais infectados com a cepa Pb18 observou-se uma forte reacéo positiva
principalmente na regido cortical do timo, quando comparado com 0s animais controle
(Figura 15). Um aumento na morte celular por apoptose nesta regiao foi detectado a
partir do primeiro dia apds a inoculagao, atingindo um pico aos 5 dias de infeccao. Ap6s
este periodo, os niveis de apoptose foram comparaveis ao observado nos animais
controle.

Ja nos animais infectados com a amostra Pb18UNICAMP nao foram
observadas diferencas significativas no nivel de apoptose entre estes e os animais

controle (dados n&do documentados).
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Figura 15: Fotomicrografia do timo. (A) PBS. (B) Pb18 - 24 horas p.i. (C) Pb18 - 7 dias p.i. (D)
Pb18 - 14 dias p.i. Note que ha um aumento na morte celular por apoptose, entretanto, a partir

dos 7 dias p.i. este processo ja se encontra semelhante ao visto nos animais controle. Técnica:
TUNEL. Aumento: 200x.
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4.2.3.2. Figado e Baco:

Através da analise histopatégica do figado foi possivel observar que animais
inoculados com a cepa virulenta Pb18 apresentavam, raramente, infiltrado inflamatério

contendo muitos neutréfilos e macréfagos. Ja4 nos animais inoculados com o isodado

atipico Pb18UNICAMP em nenhum momento foi notado este tipo de leséo. (Figura 16).
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Figura 16: Fotomicrografia do figado, 5 dias apds a inoculagao. (A) Pb18: Observe a presenca de
infiltrado inflamatdrio no interior do orgao. (B) Pb18UNICAMP: Ja os animais infectados com o
isolado atipico nota-se o aspecto normal do orgao. Coloracdo: H.E. Aumento: 100x.

A analise do baco também mostrou diferengas importantes na infeccao causada
pelos dois tipos de inoculo. Logo as 24 horas po6s-inoculagao da cepa Pb18, notou-se
uma desorganizagcao da estrutura desse 6rgao, com a perda da clara delimitacao entre
as polpas branca e vermelha. Além disso, observou-se a presenca de muitos
megacariécitos, especialmente na regido préxima a capsula. Ja no bagco dos animais

inoculados com Pb18UNICAMP néao foi possivel notar a desorganizacéao estrutural do
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orgao. Entretanto, a presencga de varios megacariocitos também foi observada no baco

desses animais. (Figura 17)

Figura 17: Fotomicrografia do baco, 3 dias apds a inoculacao. (A) Pb18: Observe a perda da

delimitacdo entre as polpas branca e vermelha. (B) Pb18UNICAMP: Ja os animais infectados
com o isolado atipico apresentaram aspecto normal com clara delimitacdo entre as polpas do
baco. (C) Pb18 e (D) Pb18UNICAMP: Note a presenca de megacariocitos na regiao proximas a
capsula. Coloracao: H.E. Aumento: (A) e (B) 100x; (C) e (D) 1000x.
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4.2.3.3. Lesbdes de Disseminacéo:

Tanto no baco quanto no figado dos animais inoculados com as duas amostras
de P. brasiliensis foram observadas lesdes de disseminacao. Entretanto, a evolugéao
das lesdes foi muito diferente durante a infeccdo com os dois tipos de amostra da cepa
Pb18.

No inicio da infec¢cao, os animais inoculados com Pb18 apresentavam tanto no
baco quanto no figado a presenca de infiltrados compostos predominantemente por
neutréfilos, além de eosindfilos, plasmécitos e alguns macrofagos e linfécitos
envolvendo muitas particulas fangicas. Esses infiltrados polimorfonucleares foram
gradativamente substituidos por infiltrados mononucleares, que evoluiram para a
formacao de granulomas com muitas particulas fungicas no seu interior, que puderam
ser observados até o final do periodo experimental (Figura 18).

Ja nos animais inoculados com Pb18UNICAMP, a evolucao da lesdo ocorreu de
forma diferente. As 24 horas pés-inoculacdo pdde-se observar um infiltrado intenso de
neutréfilos e poucas particulas fungicas envolvidas por estas células (Figura 18). Com o
passar do tempo essas lesdes tornaram-se mais organizadas, sendo possivel notar
também a presencga de alguns macréfagos e linfécitos. Entretanto, até os 14 dias de
infeccdo essas lesbes eram constituidas predominantemente por neutrofilos. Aos 28

dias pés-inoculacao ja nao se detectava a presenca das lesées.
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s L e . .
Figura 18: Fotomicrografia das lesées de disseminacéo. (A), (C) e (E) Pb18; (B), (D) e (F)
Pb18UNICAMP. (A) e (B) 24 horas; (C) e (D) 7 dias; (E) e (F) 28 dias pds-inoculacao. Observe a
evolucao das lesoes de disseminacao. Nos animais infectados com a cepa selvagem Pb18 ha o

desenvolvimento de granulomas contendo muitas particulas fungicas, ja as leso6es observadas
nos animais infectados com o isolado atipico apresentavam uma alta concentracdo de
neutrofilos e uma pequena quantidade de particulas fungicas, evoluindo para a resolucao aos
28 dias de infeccado. Coloracao: H.E. Aumento: 200x.
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4.2.4. Caracterizacao das populacoes de linfocitos T por citometria de fluxo:

4.2.4.1. Timo:

As analises por citometria de fluxo também revelaram diferencas nas populagdes
celulares presentes no timo dos animais infectados com os dois isolados.

Nos animais inoculados com o Pb18 notou-se uma diminuicdo na subpopulagéo
duplo positiva (CD4"CD8") de timdcitos, a partir do primeiro dia de infeccdo, com pico
ao redor do 3° dia, e aumento da populagéo duplo negativa (CD4 CD8’), também com
pico aos 3 dias. Além disso, observou-se um aumento nas populagdes CD4'CD8", aos
3 e 7 dias pos infecgéo, e CD4"CD8" aos 3 dias (Figura 19).

Ja nos animais inoculados com Pb18UNICAMP nao foi possivel detectar
nenhuma diferenga significativa na porcentagem das diferentes subpopulagcbes de

timécitos quando comparado com os animais controle (Figura 19).
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Figura 19: Citometria de fluxo dos timdcitos. Os valores apresentados representam a média de

células de 4 animais diferentes + o erro médio padrao. *p<0.05; **p<0.01 (Teste de Comparacoes
Multiplas de Dunnett).

4.2.4.2. Baco:

A analise da populacao de linfécitos T do bagco mostrou nos animais inoculados
com a cepa virulenta Pb 18 uma leve diminuicdo na porcentagem de células CD8" aos
14 dias pés-inoculagéo. Ja nos animais inoculados com Pb18UNICAMP nao foi possivel
detectar nenhuma diferenga significativa na porcentagem da populacao linfocitaria

quando comparado com os animais controle. (Figura 20)
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Figura 20: Citometria de fluxo dos esplendcitos. Os valores apresentados representam a média de

células de 4 animais diferentes + o erro médio padrao. *p<0.05 (Teste de Comparacées Multiplas
de Dunnett).

4.3. Avaliacao imunologica:

4.3.1. Resposta de hipersensibilidade celular especifica:

A avaliacdo da resposta de hipersensibilidade tardia especifica para
P. brasiliensis foi feita através do teste do coxim plantar (TCP), injetando-se 4 ug de

antigeno especifico (CFA obtido de Pb18) no coxim plantar posterior esquerdo de cada
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animal, 24 horas antes do sacrificio. Foram considerados como parametros para a
avaliacao imunolégica o aumento do volume da pata teste em relagdo a pata controle,
inoculada com PBS estéril.

Ao longo do periodo experimental, tanto nos animais inoculados com
Pb18UNICAMP como com Pb18, ndo foi possivel observar diferengas entre o volume

das patas teste e controle (Figura 21).
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Figura 21: Volume das patas de camundongos BALB/c infectados com P. brasiliensis 24 horas
apos o Teste do coxim plantar. (A) Pb18 e (B) Pb18UNICAMP. Os valores representam a média
do volume das patas de 4 animais * o erro padrao médio.

Apesar dos resultados ndo apontarem uma diferenca no volume entre as patas,
estes resultados nao necessariamente indicam uma reacdo negativa do teste de
hipersensibilidade celular tardia, uma vez que, este parametro, por ser uma medida
indireta, ndo proporciona uma analise qualitativa das células que migram para o local da
inoculacdo. Assim, a analise histol6gica das patas foi realizada com o objetivo de se
determinar se existia alguma diferenca no padrdo e na quantidade de células

migratérias. Nos dois tipos de infeccdo observou-se a presenca de um discreto infiltrado
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inflamatério, entretanto, nenhuma diferenga qualitativa entre os dois grupos foi

observada (dados ndo documentados).

4.3.2. Ensaio de proliferacao celular:

O ensaio de proliferagao celular, utilizando o mitégeno ConA, mostrou que as
células esplénicas derivadas de animais infectados apresentaram capacidade
proliferativa mais reduzida que o grupo controle (Figura 22). Entretanto, nos animais
inoculados com a cepa Pb18 observou-se uma diminuigdo significativa na proliferacao
das células do baco aos 28 dias ap6s infec¢cao, se comparada com o resultado obtido

utilizando células de animais controle.
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Figura 22: Proliferacdo celular com o mitégeno ConA. A porcentagem de proliferacao foi
determinada comparando-se as culturas estimuladas com suas respectivas culturas sem
estimulacado. Os valores apresentados representam a média da porcentagem de proliferacao de
quatro amostras de células de 3 animais diferentes + o erro médio padrao. #p<0,05 (Teste de

Comparacoées Multiplas de Dunnett).
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No ensaio utilizando antigenos especificos do P. brasiliensis (CFA) notou-se que

as células obtidas de animais inoculados com a cepa virulenta Pb18 apresentaram

capacidade de proliferagdo durante todo o periodo experimental com excecao do 28°

dia de infecgdo. Ja as células dos animais inoculados com Pb18UNICAMP tinham a sua

capacidade proliferativa diminuida as 24 horas de infeccdo chegando, aos 3 e 5 dias

pds-inoculacao, a apresentar inibicao desta resposta. A partir dos 7 dias de infeccao a

capacidade proliferativa tendeu a retornar aos niveis normais. (Figura 23)
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Figura 23: Proliferacdo celular utilizando antigeno de P. brasiliensis. A porcentagem de

proliferacdo foi determinada comparando-se as culturas estimuladas com suas respectivas

culturas sem estimulacao. Os valores apresentados representam a média da porcentagem de

proliferacao de quatro amostras de células de 3 animais diferentes + o erro médio padrao. ND: Nao

detectado. #p<0,05 (Teste de Comparacoes Muiltiplas de Dunnett).
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4.3.3. Avaliacao da liberacao de citocinas na infeccao:

4.3.3.1. Citocinas no soro:

Para determinar o padrdo de citocinas produzidos durante a infec¢cao, com as
duas amostras do fungo, foi dosado no soro dos animais infectados ou néao as
concentragdes de IL4, IFNy e TNF.

Durante a infeccao com Pb18UNICAMP o soro dos animais apresentaram um
discreto aumento na concentragao de IL4 com um pico aos 3 dias pds-inoculagdo e em
seguida uma diminuicdo da mesma. Ja nos animais inoculados com Pb18 observou-se
uma leve diminuigdo as 24 horas de infecgao. (Figura 24)

Apesar da baixa concentragao de TNF no soro dos animais infectados notou-se
diferencas entre a cinética da concentracdo desta citocina durante a infecgdo com as
duas amostras do fungo. Nos animais inoculados com Pb18UNICAMP observa-se um
aumento na concentracdo do TNF nos 3 primeiros pontos da infec¢cdo para em seguida
ocorrer uma diminuicdo da mesma. Ja nos animais inoculados com a cepa virulenta
Pb18 ha um aumento o TNF sérico as 24 horas e em seguida uma diminui¢do. A partir
dos 7 dias pés-inoculacao a concentracao desta citocina volta a subir até os 28 dias de

infeccdo quando este aumento é estatisticamente significativo. (Figura 25)
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Figura 24: Concentracdo de IL 4 no soro de animais inoculados com P. brasiliensis. A andlise
estatistica (ANOVA) revelou variacoes extremamente significativas neste grupo (p<0,0001),
enquanto que o Teste de Comparacoes Multiplas de Bonferroni mostrou diferencas significantes
na concentracao de IL4 aos 3 dias pos-inoculacao nos animais inoculados com Pb18UNICAMP.
Além disso, mostrou diferencas significativas entre as infeccoes no primeiro e terceiro dia de
infeccdo. Os valores apresentados representam a média da concentracao da citocina no soro de 3

animais diferentes + o desvio padrdo. (#p< 0,05, *+p<0,01, **+*p<0,001)
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Figura 25: Concentracao de TNF no soro de animais inoculados com P. brasiliensis. Ndo foi
possivel observar nenhuma alteracao estatisticamente significativa desta citocina nestes animais.
Os valores apresentados representam a média da concentracdo da citocina no soro de 3 animais
diferentes + o desvio padrao. ND: Nao detectado.
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No caso do IFNy nado foi possivel detectar esta citocina no soro dos animais

inoculados tanto com Pb18UNICAMP quanto com Pb18.

4.3.3.2. Citocinas no sobrenadante de cultura de baco:

A dosagem das citocinas no sobrenadante foi realizada tanto nas culturas
estimuladas com o mitégeno ConA como nas estimuladas com antigenos especificos
do P. brasiliensis (CFA).

Em sobrenadantes das culturas de células do baco, de animais inoculados com a
cepa virulenta Pb18, estimuladas com ConA, notou-se a presenca da IL4 em todo o
periodo experimental, entretanto, sem nenhuma diferenca estatistica em relacdo ao
controle. Ja nas culturas de células de animais inoculados com Pb18UNICAMP, nao foi
possivel detectar a presenca da IL4 em varios pontos do periodo experimental como
pode ser observado na figura 26A. Quando as culturas foram estimuladas com o
antigeno especifico CFA, a producao de IL4 foi sempre muito baixa em ambos os
grupos experimentais ao longo de todo o periodo de observacao (Figura 26).

A dosagem de TNF na cultura de células do baco de animais inoculados com
Pb18 e estimuladas in vitro com ConA mostrou uma diminuicdo desta citocina as 24
horas de infeccao. A partir deste ponto a concentragao volta a subir atingindo um pico
de producgao aos 5 dias pos-inoculacao para, em seguida, diminuir novamente atingindo
concentragdes menores do que as detectadas nos animais controle. J& as culturas de
células dos animais inoculados com o Pb18UNICAMP mostraram um aumento na

concentracdo desta citocina, com pico em 5 dias pés-inoculacao e, em seguida, uma
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diminuicdo da mesma a niveis inferiores ao encontrado nos animais controles (Figura
27).

Um comportamento oposto ocorreu quando esta citocina foi dosada em culturas
de células de baco estimuladas com o antigeno especifico CFA. Nos dois grupos nota-
se aumento desta citocina as 24 horas de infeccdo seguido de diminuicdo da mesma. A
partir do 14° dia de infeccao os niveis de TNF voltam a aumentar e atingem um novo
pico aos 28 dias pos-inoculacao (Figura 27).

No caso da dosagem de IFNy nas culturas de baco estimuladas com o mitégeno
observa-se, nos animais inoculados com Pb18, inicialmente, as 24 horas de infeccao,
que houve uma diminuicao desta citocina no sobrenadante das culturas seguido de um
aumento com pico em 5 dias de infecgdo. Em seguida a concentracéo de IFNy retornou
aos niveis normais. J& nos animais inoculados com isolado atipico, nota-se um
aumento da concentracdo desta citocina as 24 horas de infecgdo seguida por uma
diminuicdo aos 3 dias pdés-inoculagdo. No 5° dia infecgdo observa-se um novo pico de
aumento de IFNy seguido, novamente da diminuicdo na concentragcdo desta citocina
(Figura 28).

As concentracbées de IFNy observadas nas culturas de células de baco
estimuladas com o antigeno especifico foram menores do que aquelas observadas nas
culturas estimuladas com ConA. Além disso, notou-se nos dois grupos de infecgdo uma
semelhanca na cinética de producgdo do IFNy e que as células coletadas nos 14° e 28°
dias de infeccdo apresentaram concentragbes de IFNy significativamente maiores do

que o controle (Figura 28).
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Figura 26: Concentracao de IL4 no sobrenadante de cultura de células do baco estimuladas.
Independente do estimulo usado nao foi possivel detectar nenhuma alteracdo na concentracao
desta citocina quando comparado com o controle (tempo 0). Os valores apresentados
representam a média da concentracao da citocina no sobrenadante de cultura de células do baco
de 3 animais diferentes + o desvio padrdo. ND: Nao detectado.
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Figura 27: Concentracdo de TNF no sobrenadante de cultura de células do baco estimuladas. A
andlise estatistica (ANOVA) revelou variacées significativas neste grupo (p<0.0001), enquanto que

o Teste de Comparacoées Multiplas de Dunnett mostrou diferencas significantes na concentracao
de TNF aos 5 dias pds-inoculagcdao nas culturas de Pb18UNICAMP estimuladas com ConA. Além

disso, nas culturas estimuladas com CFA observou-se diferencas significantes na concentracao

de TNF aos 1, 14 e 28 dias pds-inoculacdo. Os valores apresentados representam a média da

concentracgdo da citocina no sobrenadante de cultura de células do baco de 3 animais diferentes +

o desvio padrao. (#p<0,05; *+p<0,01)

63




4. Resultados
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Figura 28: Concentracado de IFNyno sobrenadante de cultura de células do baco estimuladas. Nas
culturas estimuladas com o mitégeno ConA nao foi possivel detectar nenhuma alteracdo na
concentracado desta citocina quando comparado com o controle (tempo 0) independente da
amostra fungica inoculada. Ja nas culturas estimuladas com CFA a analise estatistica (ANOVA)
revelou variacoes extremamente significativas neste grupo (p<0.0001), enquanto que o Teste de
Comparacoes Multiplas de Dunnett mostrou diferencas significativas na concentracao de IFNyaos
14 e 28 dias pos-inoculacado. Os valores apresentados representam a média da concentracado da
citocina no sobrenadante de cultura de células do baco de 3 animais diferentes + o desvio padrao.
ND: Nao detectado. (#p<0,05; #+*p<0,01)

4.3.3.3. Citocinas no sobrenadante de cultura de timo:

A dosagem das citocinas induzidas pela ConA e pelo CFA também foi realizada
no sobrenadante de culturas de células do timo de animais infectados com
P. brasiliensis.

A estimulacdo com a ConA induziu um aumento na concentracdo de IL4 nas
culturas de células de timo de animais inoculados com a cepa virulenta Pb18, coletadas

logo no inicio da infecgao, isto é, as 24 horas pds-inoculagdo. Ja nas culturas de células
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do timo de animais inoculados com isolado atipico esse aumento ocorreu aos 14 e 28

dias de infecgao. (Figura 29)

Nas culturas de células timicas de animais inoculados com Pb18 e estimuladas

in vitro com o antigeno CFA, ndo se observou nenhuma diferenga significativa na

concentracdo de IL4 ao longo da infeccdo. Ja nas células provenientes de animais

inoculados com Pb18UNICAMP a IL4 foi mais reduzida apenas no 7° dia de infecgéo.
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Figura 29: Concentracdo de IL4 no sobrenadante de cultura de células do timo estimuladas. A

andlise estatistica (ANOVA) revelou variacoes extremamente significativas neste grupo (p<0.0001),

enquanto que o Teste de Comparacoes Multiplas de Dunnett mostrou diferencas significantes na
concentracdo de IL4 nas culturas estimuladas com ConA as 24 horas (Pb18), 14 e 28 dias
(Pb18UNICAMP) pds-inoculacao. Ja nas culturas estimuladas com CFA o Teste de Comparacées

Multiplas de Dunnett mostrou diferencas significantes na concentracao de IL4 apenas aos 7 dias

pos-inoculacao (Pb18UNICAMP). Os valores apresentados representam a média da concentracao

da citocina no sobrenadante de cultura de células do baco de 3 animais diferentes + o desvio
padrao. ND: Nao detectado. (#p<0,05, *+p<0,01)
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Nas culturas de células do timo de animais inoculados com a cepa virulenta
Pb18, estimuladas com ConA, nao foi possivel detectar a presenca de TNF durante o
periodo experimental. Ja nas culturas de células do timo de animais inoculados com
Pb18PH observou-se que a concentragcdo de desta citocina diminuiu ao longo da
infecc&o a ponto de ndo ser mais detectada a partir dos 7 dias de infec¢ao. (Figura 30)

Quando as culturas de células do timo, de ambos os grupos de animais, foram

estimuladas com CFA, nao foi possivel estimar a concentragao de TNF.
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Figura 30: Concentracdo de TNF no sobrenadante de cultura de células do timo estimuladas. A
andlise estatistica (ANOVA) revelou variacoes significativas neste grupo (p=0.0096), enquanto que
o Teste de Comparacoées Multiplas de Dunnett mostrou diferencas significantes na concentracao
de TNF em todos os dias pos-inoculacdo. Os valores apresentados representam a média da
concentracao da citocina no sobrenadante de cultura de células do baco de 3 animais diferentes +
o desvio padrao. ND: Nao detectado. (*p<0,05)

Em relacdo aos niveis de IFNy no sobrenadante das culturas de células do timo
de ambos os grupos de animais notou-se uma baixa concentracao desta citocina

quando as culturas foram estimuladas com o mitbgeno ConA, com excec¢ao do primeiro
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dia de infeccdo com a cepa virulenta Pb18, quando foi observado o seu aumento
(Figura 31).

Quando as culturas foram conduzidas na presenca do antigeno especifico de
P. brasiliensis nao foi possivel detectar o IFNy nos sobrenadante das culturas de células

do timo dos dois grupos experimentais.
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Figura 31: Concentracao de IFNy no sobrenadante de cultura de células do timo estimuladas. A
andlise estatistica (ANOVA) revelou variacées significativas neste grupo (p= 0.0217), enquanto
que o Teste de Comparacées Miultiplas de Dunnett mostrou diferencas significantes na
concentracao de IFNy as 24 horas pos-inoculacao. Os valores apresentados representam a média
da concentracdo da citocina no sobrenadante de cultura de células do baco de 3 animais
diferentes + o desvio padrao. (*+p<0,01)
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5. Discussao

Apesar da paracoccidioidomicose ter sido descrita pela primeira vez ha quase
cem anos por Aldolpho Lutz (LUTZ, 1908) e do grande desenvolvimento tecnoldgico
ocorrido nos ultimos tempos, muitas questdes a respeito da biologia do P. brasiliensis e
da sua relacdo com o hospedeiro permanecem ainda um mistério para o0s
pesquisadores.

Para o estudo de muitos microrganismos e das suas relagbes com o sistema
imune do hospedeiro uma das ferramentas bastante utilizada é o mutante.
Normalmente estes mutantes sdo obtidos através do tratamento quimico ou fisico
destes microrganismos ou através da descoberta de mutacdes espontaneas ocorridas
em culturas mantidas em laboratérios.

Assim, tendo em vista a importancia dos mutantes no entendimento de muitas
infeccdes associado ao fato de termos, em nosso laboratério, observado a presencga de
uma amostra da cepa virulenta Pb18 com caracteristicas atipicas, este trabalho
procurou estudar a morfologia e a composicao protéica, além da infeccao e resposta
imune com o objetivo de caracterizar parcialmente este isolado visando a obtencao de
uma nova ferramenta para o estudo da paracoccidioidomicose e de seu agente causal.

Até o presente momento, a maioria dos relatos de isolados atipicos do
P. brasiliensis descreve mutantes obtidos através do tratamento quimico ou da
manipulagao de fatores nutricionais. Um componente quimico capaz de induzir mutagao
no P. brasiliensis é o N-metil-N-nitro-N-nitrosoguanidina (NTG). SAN-BLAS &
CENTENO (1977), através do tratamento de leveduras da cepa Pb9 com o NTG,
obtiveram cerca de setenta mutantes desta cepa. Ja em relacdo a manipulacdo de

componentes nutricionais, VILLAR e colaboradores (1988) demonstraram que a adigao
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de soro fetal bovino (FCS) as culturas da cepa ATCC 60885 (American Type Culture
Collection n°60885) de P. brasiliensis, mantidas em meio Agar-BHI (Brain-Heart-
Infusion), levava ao desenvolvimento de amostras capazes de manterem-se na forma
de levedura a 21°C. Dentre estas amostras os autores isolaram uma que, mesmo sem a
suplementacdo com FCS, permaneceu com as alteragdes obtidas e foi depositada na
ATCC sob o numero 64678.

Entretanto, nem todos os mutantes de P. brasiliensis descritos foram isolados
através de tratamento quimico ou da manipulagao de componentes nutricionais. Neste
sentido, existem relatos que mostram a obtencao de isolados atipicos deste fungo a
partir de pacientes. Um exemplo disto é uma cepa atipica, denominada 1430, isolada a
partir de um paciente de 55 anos de idade, trabalhador rural e sofrendo de infecgéo
cronica pelo P. brasiliensis, que se apresentava na forma de levedura mesmo a
temperatura ambiente (HAHN et al., 2002).

E interessante ressaltar que todos os mutantes supra citados tém em comum a
caracteristica de permanecer na forma de levedura mesmo a temperatura ambiente.

Também foram relatados casos de isolados atipicos obtidos a partir de cultivo in
vitro por longos periodos que apresentam formas variadas. Nesse sentindo, ha
descricoes de varias cepas de P. brasiliensis, mantidas por longos periodos em 6leo
mineral, que haviam perdido a habilidade de infectar camundongos e de completar o
processo dimérfico, permanecendo como formas transitérias como pseudo-hifas
(MENDES DA SILVA et al., 1994; BORBA & SCHAFFER, 2002; BORBA et al., 2005).

De forma semelhante, o isolado atipico denominado Pb18UNICAMP, derivado

de uma amostra da cepa virulenta Pb18 mantida em nosso laboratério por alguns anos
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através de passagens in vitro, apresenta-se exclusivamente em formas intermediarias
de crescimento, tanto a 37°C quanto a temperatura ambiente. Vale destacar que esse
isolado foi obtido sem nenhum tratamento quimico especifico e que a passagem por
animal nao foi capaz de modificar a sua forma de crescimento. Desde sua descoberta o
isolado vem se mantendo sem alteragdes ha cerca quatro anos no nosso laboratorio.
Tais resultados nos levam a crer que este isolado atipico muito provavelmente é um
mutante morfolégico espontaneo estavel da cepa virulenta Pb18.

Se relacionarmos as diferencas nos padrdes de infeccdo com a morfologia
apresentada pelo fungo pode-se supor que provavelmente a forma do fungo influencia
no desenvolvimento da infec¢&o pelo fungo.

A infeccao causada pelo Pb18 provocou alteragcdes no peso e nas caracteristicas
morfolégicas dos 6rgdos semelhantes as relatadas anteriormente em trabalhos do
nosso laboratério (BRITO, 2001; SOUTO, 2002; BRITO et al., 2003). Naqueles estudos,
a cepa virulenta Pb18 induziu atrofia timica associada a hipertrofia do baco e figado,
além de varias alteracbes histoldgicas importantes nestes mesmos 6érgdos em
camundongos BALB/c. Ja os resultados obtidos com o isolado atipico Pb18UNICAMP
mostram que esta amostra é capaz de induzir uma infecgcdo mais branda, sem muitas
das alteracOes relatadas para a cepa Pb18.

Alguns trabalhos ja correlacionam a morfologia de fungos com a severidade da
infeccdo. FE D’OSTIANI et al. (2000), estudando a relagdo entre células dendriticas e
as formas de Candida albicans, mostraram que, dependendo da forma em que o fungo
se apresentava, havia a inducao de uma resposta protetora ou danosa para o individuo.

Por exemplo, as leveduras da C. albicans estimularam células dendriticas a produzir
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a IL12, uma citocina responsavel pela diferenciacdo de resposta protetora do tipo Th1.
Ja hifas de C. albicans inibiram a producgao de IL12 pela célula dendritica, levando a
sintese de IL4 e, consequentemente, a diferenciacdo de uma resposta do tipo Th2
relacionada ao desenvolvimento da doenca.

No caso do P. brasiliensis, poucos relatos na literatura associam claramente a
morfologia do fungo com a severidade da doenca. BORBA e colaboradores (2005),
estudando isolados mantidos in vitro desde 1925 e cultivados em meio submerso em
6leo mineral, observaram desde a década de 40, que a inoculacao intravenosa em
camundongos BALB/c dessas amostras com alteracdes morfoldégicas nao induzia
les6es nos 6rgaos estudados e nem tao pouco esplenomegalia da mesma forma que as
cepas tipicas como a Pb18. Esses autores sugeriram que existe uma relacdo entre
alteragdes morfolégicas com a viruléncia do fungo.

Além da forma do fungo, um outro fator que pode, provavelmente, estar
envolvido nas diferencas de infeccao observadas neste trabalho € a composicao da
parede celular das duas amostras. A andlise das proteinas de parede celular dos dois
isolados mostrou que apenas a cepa Pb18 selvagem expressava proteinas com pesos
moleculares de 32, 39, 50, 70, 90 kDa. Além disso, pbde-se notar que ambas
expressavam uma proteina com peso molecular correspondente a gp43. Entretanto, o
isolado Pb18UNICAMP apresentava uma menor expressao desta proteina quando
comparado ao selvagem Pb18. Recentemente, GONZALEZ et al. (2005) purificaram e
caracterizaram parcialmente uma proteina de 32 kDa presente tanto em leveduras
como em micélios de P. brasiliensis. Neste estudo os autores mostraram que esta

proteina ndo estqd associada a nenhum carboidrato ndo sendo, portanto, uma
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glicoproteina. Além disso, a proteina foi capaz de interagir com diferentes proteinas
componentes da matriz extracelular como a laminina, fibronectina e fibrinogénio,
indicando uma possivel participacao da proteina de 32 kDa na aderéncia do fungo e,
consequentemente, no desenvolvimento da doenca.

Uma outra proteina importante do P. brasiliensis, que esta ausente no
Pb18UNICAMP, é a gp70, uma glicoproteina reconhecida por 96% dos soros de
pacientes (MATTOS GROSSO et al., 2003). BENARD e colaboradores (1997),
estudando a reposta linfoproliferativa de linfocitos frente aos dois principais antigenos
de P. brasiliensis (gp43 e gp70), mostraram que gp70 induz uma resposta
linfoproliferativa fraca. Além disso, a gp70 inibe a fagocitose, induzida via receptor de
manose e receptor de por¢cdo Fc de imunoglobulina (FcR), e diminui a liberagao tanto
de 6xido nitrico (NO) como de perdxido de hidrogénio (H202) (MATTOS GROSSO et al.,
2003).

Além das duas proteinas descritas acima, existe descrito na literatura uma outra
proteina, a gp43, que é considerada como principal antigeno, reconhecido pela maior
parte dos individuos com a paracoccidioidomicose (BLOTTA & CAMARGO, 1993), e um
importante fator de viruléncia do P. brasiliensis. A gp 43 é uma glicoproteina que pode
se apresentar de duas formas, ou como molécula de superficie celular ou como uma
molécula liberada pelo fungo (PUCCIA el al., 1986; PUCCIA el al., 1991). Apesar do
papel da gp43 nao ser totalmente compreendido ela também é capaz de se ligar a
laminina e parece ser importante para a adesdo e invasao de células fungicas em
células hospedeiras (LOPES et al., 1994; HANNA et al.,, 2000). Além disso, esta

molécula provavelmente funciona como um fator importante para evasao da resposta
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imunolégica do hospedeiro pelo P. brasiliensis como mostrado por FLAVIA-POPI et al.
(2002). Neste trabalho, os autores, através de ensaios utilizando gp43, macréfagos
murinos peritoneais € o fungo, mostraram que esta glicoproteina, de forma semelhante
a gp70, é capaz de inibir a fagocitose via receptor de manose e a liberagdao de NO por
macréfagos estimulados. Recentemente, VIGNA et al. (2006) relataram a importancia
da gp43 para a formagao do granuloma. Através de um modelo in vitro, desenvolvido
pelo grupo, os autores sugerem que a gp43 possui um papel estimulatério importante
para a formacgao do granuloma.

Além da baixa expressao de gp43 pelo Pb18UNICAMP, observada neste estudo,
€ interessante destacar que quando realizado o ensaio de immunoblotting, o pool de
soro de pacientes nao foi capaz de reconhecer a gp43 presente no isolado
Pb18UNICAMP. Isto pode ter ocorrido, provavelmente, porque a gp43 expressa pelo
mutante pode ser uma isoforma daquela encontrada no selvagem.

Desta maneira, podemos supor que a auséncia ou alteragdes estruturais das
proteinas, envolvidas na interagcdo com células hospedeiras, poderiam ser responsaveis
pela doenga mais branda observada nos animais inoculados com o isolado atipico
Pb18UNICAMP.

Além das proteinas presentes na parede celular do P. brasiliensis, ha também
acucares envolvidos na viruléncia deste fungo. SAN-BLAS & SAN-BLAS (1977),
estudando a estrutura da parede celular do P. brasiliensis, observaram que na forma
micelial havia uma predominancia de [B-(1,3)-glucana enquanto que na forma de
levedura o principal polissacarideo presente na parede era a a-(1,3)-glucana. A B-(1,3)-

glucana é capaz de estimular respostas inflamatérias em sitios de infeccao, como por
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exemplo, os pulmdes (BORGES-WALMSLEY et al., 2002). Em humanos como também
em modelos animais da infeccdo, infiltrados de células polimorfonucleares e
mononucleares sdo usualmente encontradas em sitios inflamatérios iniciais e também
em lesdes granulomatosas crbnicas. Além disso, B-(1,3)-glucana esta envolvida no
aumento de niveis séricos de TNF, sendo que cepas de baixa viruléncia, como o
Pb265, induzem niveis maiores de TNF no soro do que cepas virulentas, como o Pb18
(HOGAN et al.,, 1996). Ja& em relagdo a a-(1,3)- glucana, estudos usando diferentes
isolados sugerem que esta molécula protege o fungo de enzimas digestivas presentes
em macroéfagos e outros leucécitos (SAN-BLAS & SAN-BLAS, 1977). Ainda, SAN-BLAS
(1982) sugeriu que fagécitos humanos poderiam produzir B-glucanase que seria capaz
de digerir apenas a B-(1,3)-glucana presente na parede celular de formas miceliares.
Desta forma, a transformacado do fungo para a forma de levedura, no comeco da
infeccdo, poderia prevenir a acdo de enzimas fagociticas sobre o fungo, levando ao
desenvolvimento da doenca.

Apesar de nao termos estudado a presenga € nem as concentracdes destes
acucares, podemos especular que o fato do isolado atipico se apresentar em uma
forma intermediaria entre micélio e levedura, a relagdo entre a-(1,3)-glucana e da B-
(1,3)-glucana no Pb18UNICAMP pode ser diferente daquela observada no fungo
selvagem Pb18. Assim, as diferencas na infec¢gdo causada por esses dois isolados
observadas neste trabalho poderiam ser devidas a possiveis diferengas nos agucares
presentes nas paredes destas duas amostras. Estudos posteriores serdo necessarios

para comprovar esta hipétese.
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Um resultado interessante obtido no presente estudo foi a detecgdo do
Pb18UNICAMP no timo. Em trabalho anterior desenvolvido por nosso grupo, BRITO et
al. (2003), estudando alteracbes histopatolégicas no timo de camundongos BALB/c
inoculados com Pb18, mostraram que o P. brasiliensis é capaz de invadir o
microambiente timico, induzindo severa atrofia caracterizada pela diminuicao do peso
do o6rgao, degeneracdo da regiao cortical, perda da delimitacado corticomedular,
aumento no numero de histiécitos, além da presenca de infiltrado polimorfonuclear na
regidao subcapsular. A presenca do fungo no timo foi detectada por longo periodo,
sendo encontrado até os 60 dias de infeccao. Neste estudo, observamos que o isolado
atipico Pb18UNICAMP também foi capaz de invadir o timo de camundongos BALB/c.
Mas, diferentemente do fungo selvagem, o Pb18UNICAMP foi detectado apenas até o
3¢ dia pés-inoculacao. Além disso, a andlise histopatolégica do timo desses animais nao
mostrou as alteragdes observadas na infeccao pelo Pb18.

A infeccdo timica pelo Pb18UNICAMP, caracterizada pela a permanéncia
reduzida do patdégeno e auséncia de alteragbes marcantes neste érgdo, pode ter
ocorrido por causa de uma resposta rapida e eficiente das células timicas frente a
invasao pelo fungo. Provavelmente, esta resposta foi possivel porque o timo contém,
além de timocitos e células estruturais, células importantes envolvidas na resposta
imune, como os macréfagos e plasmécitos (SUSTER & ROSAI, 1990). Além disso,
podemos presumir que a eliminacdo mais rapida e eficiente do isolado atipico ocorreu
gracas as alteracdes morfolégicas e de componentes da sua parede celular.

Tudo isso nos leva a supor que a simples presenca do fungo no timo nao é

responsavel pela severidade do processo infeccioso. Entretanto, a sua longa
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permanéncia nesse 6rgao pode ser fundamental para que o timo sofra alteragdes com
perda de fungdo. Neste sentido, BRITO (2005), avaliando a influéncia da viruléncia
fungica, da linhagem murina e de citocinas pré-inflamatérias na atrofia timica observada
durante a paracoccidioidomicose experimental, notou que leveduras da cepa Pb18
penetravam no timo em maior nimero e permaneciam por um periodo mais longo que a
cepa Pb265, considerada de baixa viruléncia. A partir deste achado a autora sugere a
existéncia de ligacao entre a capacidade de invasao e permanéncia neste 6rgao com 0s
mecanismos de viruléncia do fungo.

Um outro fato que chama a atencao na infeccao causada pelo Pb18UNICAMP é
a grande quantidade de neutrofilos presentes nas lesées dos animais inoculados com
este isolado. Além da elevada quantidade de neutréfilos, observou-se também que as
lesdes causadas pelo isolado atipico se resolveram a partir do 282 dia de infeccéo. E
bem documentado na literatura o papel importante dos neutréfilos na resolucdo de
infec¢Oes fungicas. No caso do P. brasiliensis, provavelmente, estas células ajudam a
restringir a multiplicacdo do fungo, ja que apresentam acdo tanto fungicida quanto
fungistatica frente as leveduras do fungo (McEWEN et al., 1987; KURITA et al., 1999;
DIAS et al., 2004).

Todas as diferencas observadas com relacdao a morfologia e ao desenvolvimento
da infeccdo por ambas as cepas nos levou a crer que existiam também diferencas na
resposta imunoldgica induzida pelos isolados. Entretanto, os resultados obtidos aqui
nao foram conclusivos. Isso pode ter ocorrido por varios motivos, sendo um deles a
metodologia empregada na linfoproliferacdo e na estimulacdo das células para a

dosagem de citocinas.
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Muitos pesquisadores descrevem que estimulacao de células com antigenos
especificos do fungo, muitas vezes, leva a uma resposta insatisfatéria, atrapalhando a
determinacao precisa do status imunolégico do organismo estudado. MAMONI (2005)
relata em seu trabalho que, como nao foi possivel obter resultados satisfatérios com a
estimulacdo das células com antigeno especifico, foi utilizado estimulos inespecificos
como Fitohemaglutinina (PHA), Phorbol Meristate Acetate (PMA) mais ionomicina
(ionéforo de célcio), Lipopolissacarideo (LPS) e anti-CD3 mais anti-CD28 foram
utilizados.

No presente estudo foi utilizado para os ensaios, de linfoproliferacdo e dosagem
de citocinas no sobrenadante de culturas, tanto o estimulo por antigeno especifico
(CFA) como estimulo inespecifico (ConA).

Na linfoproliferacdo, como mostrado nas figuras 24 e 25, independentemente do
estimulo utilizado, os resultados foram inconclusivos e ndo mostraram diferengas entre
os dois isolados. Entretanto, acreditdvamos que mesmo sem diferencas na capacidade
proliferativa poderia existir diferenca no padrao de citocinas produzido pelos animais.
Para tanto foram escolhidas as citocinas IFNy e TNF, relacionados com uma resposta
do tipo Th1, e IL4, que é uma das citocinas marcadoras da resposta do tipo Th2.

Em modelos experimentais da paracoccidioidomicose, o IFNy e TNF, envolvidos
em respostas celulares, desempenham um papel importante na ativagcao de
macrofagos, na formacao de granulomas, na diferenciacao de células epitelidides e na
sintese de NO, promovendo um aumento na fungcao microbicida dos macréfagos. Desta
forma, estas citocinas possuem um papel importante na inducdo de resisténcia a

infeccdo pelo P. brasiliensis (KARHAWI et al., 2000; SOUTO et al, 2000).
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Contrariamente, a IL4, indutora e marcadora da resposta do tipo Th2, parece possuir
uma fungdo importante na gravidade da doenga. PINA et al. (2004) mostraram que
camundongos C57BL/6 deficientes em IL4 eram mais resistentes a infec¢ao pelo P.
brasiliensis do que os sem deficiéncia, apresentando menor contagem fungica
pulmonar e hepatica, diminuicdo na producado de citocinas do tipo Th2, aumento na
producao de IFNy e granulomas menores e melhor organizados.

No presente estudo, a dosagem de citocinas no sobrenadantes de cultura de
células de baco e timo mostrou resultados contraditérios quando comparavamos o tipo
de estimulo utilizado. Essa contradicao foi mais marcante na dosagem de TNF no
sobrenadante de cultura de células do bago. Como mostrado na figura 29, quando
estimuladas com o mitégeno ConA, as células do baco, de ambos os grupos de
animais, produziram uma quantidade aumentada desta citocina seguida de uma
diminuicdo da mesma. Ja quando utilizado como estimulo o antigeno especifico do
fungo (CFA) notou-se um quadro inverso na cinética de producao do TNF, com
diminuicdo seguida de aumento na producao desta citocina.

Além dos resultados contraditorios, € importante ressaltar que para um quadro
mais claro sobre diferencas na indugcédo da producéo citocinas do tipo Th1 ou Th2, por
infeccdes causadas pelo isolado atipico e seu selvagem, é necessario a deteccao de
um grupo maior de citocinas. As citocinas escolhidas aqui representam uma parte
infima das citocinas produzidas durante uma resposta imune, ndo determinando
completamente o padrao de resposta do tipo Th1 ou Th2.

Assim, os resultados aqui obtidos tanto para a linfoproliferagdo como para a

dosagem de citocinas nos sobrenadantes de cultura foram inconclusivos gracas a
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deficiéncias na metodologia empregada para a estimulagao das culturas. Acreditamos
que se utilizdssemos, associado a cultura, células dendriticas ou mesmo outras células
apresentadoras de antigenos (APCs), previamente estimuladas, poderiamos ter um
sistema in vitro mais préximo do que ocorre in vivo. Além disso, outras metodologias,
além do ELISA, devem ser empregadas para a obtencdo de um resultado mais
confiavel.

Todos os resultados apresentados neste trabalho apontam para o surgimento de
um mutante morfolégico espontaneo estavel da cepa virulenta Pb18, que possui
diferencas marcantes tanto na morfologia como em proteinas da parede celular. Um
melhor conhecimento das propriedades bioldgicas deste mutante é necessério ainda
para sua total caracterizagdo. Entretanto a sua importancia ndo deve ser descartada,
uma vez que, os mutantes funcionam como valiosas ferramentas para o estudo de
muitos microrganismos e de suas relagbes com o hospedeiro com o objetivo de

aumentar o conhecimento do desenvolvimento de muitas doencas.
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6. Conclusoes

Como base nos resultados obtidos neste trabalho pode-se concluir que o
isolado atipico € um mutante espontaneo estavel uma vez que surgiu no laboratério
sem tratamento quimico ou fisico pré-determinado e se mantém sem alteragdes por
cerca quatro anos.

Com este trabalho, conclui-se também que as diferencas observadas nas
infeccdes causadas tanto pelo isolado atipico assim como pelo seu selvagem podem
ter ocorrido gracas a diferencas importantes na expressao de proteinas envolvidas na
adesao, invasao e desenvolvimento da paracoccidioidomicose, além das diferencas
morfolégicas detectadas entre as amostras.

Em relacdo a evolugdo da infeccdo causada pelo P. brasiliensis pode-se
concluir que a resposta imune inata possui, realmente, um papel importante na
paracoccidioidomicose, uma vez que nos animais com doencga mais branda havia uma
quantidade maior de neutréfilos nas lesdes de disseminacdo. Além disso, as
alteragdes observadas no timo ndo sao causadas pela simples invasao do 6rgao pelo
patégeno. Provavelmente, o tempo de permanéncia do fungo no timo deve contribuir
para a ocorréncia destas alteracbes ja que a cepa selvagem permanece por um
periodo maior no 6rgao.

Desta maneira, apesar dos resultados da avaliacdo da resposta imune
adaptativa serem inconclusivos e de serem necessarios ainda outros estudos para o
completo conhecimento do isolado mutante Pb18UNICAMP, este pode ser uma

ferramenta util para o estudo da biologia do fungo e sua relagdo com o hospedeiro.
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1. Comparacao morfaldgica e protéica dos dois isolados:
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2. Estudo comparativo da infeccao:

BALB/c
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3. Avaliacao imunoldgica:
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Abstract Many works have shown that immunosup-
pressive cffects induced by systemic mycosis can be
related o primary lymphoid organ damage. Previous
studics in our laboratory showed that Paracoccidioides
hrasiliensis was able (o mvade the thvmus, inducing a
severe atrophy with significant reduction of cortical
arca along with a loss of cortico-medullary boundary.
The objective of the present study was (o Investigate
whether thymic atrophy 1s caused by programmed cell
death (PCD) and to examine the ultrastructural char-
acteristics of the thymus in experimentally infected
BALB/c mice. The results revealed an  cighttold
increase in the apoptotic index occurring by day 35 post
infection. 1e.. during carly stages of the infection.
shown by mmmunohistochemistry. In additon. tvpical
cell alterations of autophagic PCD were observed by
transmission  ¢lectron  microscopy. Taken together.
these results reinforce the idea that thymic alterations
may be involved in the immunosuppressive phenome-
non frequently assoctated with paracoccidioidomycotic
infection.
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Introduction

Paracoccidioidomycosis (PCM). a disease caused by the
thermally dimorphic fungus Paracoccidioides brasiliensis,
is the most prevalent systemic myceosis in Brazil [4, 9]. The
cethular immunce response is considered the main mecha-
nism ol'defense. but frequently a depression in this branch
of the response is associated with disseminated forms of
this discase [6. 18. 21, 22]. Several mechanisms have been
pointed out as responsible for this immunodepression:
impaired antigen presentation and reduction of the T cells
function [23]: presence of suppressor cells [12]: a pre-
dominant Th2 response [2]: and the tropism of this fungus
for the lvmphoid organs (8]

Considering that the thymus is the locus of develop-
ment and maturation of T lymphoceytes, the cells
responsible for control of the immune response. it is
plausible to assume that an impaired function of this or-
gan could contribute to the immunosuppression phe-
nomenon. Previous work in our laboratory has shown
that a severe atrophy occurs in the thymus, mainly in the
acute phase of the P. brasiliensis infection [3]. In the
present study. we investigated the occurrence of pro-
grammed cell death (PCD) and other cellular alterations
in thymus from experimentally infected mice. to deter-
minc the significance of thymus atrophy and the immu-
nosuppression phenomenon frequently reported in PCM.

Materials and methods
Fungus

The virulentisolate POIS of P. brasiliensis was used in this study. It
was maintained at 36°C in its veast phase in Fava Netto's medium

and used on day 7 of growth culturc.

Animals

Eighty-four specific pathogen-free BALB:¢ male mice. 6-8 week-
old.  obtained from Centro  Multi-Institucional  de  Bioter-
ismo (UNICAMPYs breeding colony were used. Animals were
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maintained in plastic isolators under aseptic conditions throughout
the study. Sterile water and feed were provided ad libitum. All
procedures were carried out in accordunce with the guidetines
proposed by the Brazitian Council on Animal Care (C OBEA).

Infection of mice

P. hrasiliensis yeasts from 7-day cultures were collected. The fungal
Mass Wus \uspc,ndcd n phosplmlc-bu[ﬂrgd suline (PBS). mixed
twice for 10 s on a Vortex-mixer. centrifuged and double- washed in
PBS. The concentration was adjusted to %107 veast cells based on
hemocytometer counts. Viability was determined by lactophenol
cotton blue staining [19] and was higher than 90%,. Mice were in-
jected intraperitoneally with S 0" yeasts of P brasiliensis in 4.5 ml
of PBS (i1 4 per period) or with PBS alone (conwrol groups. 3
per period) and killed at 13057, 14 or 28 daysafter the inoculation.

Gxperimental design

Control and inlected mice were killed by cervical dislocation at the
end of cach experimental period. Thymuses were collected. lixed in
10% buflered formalin tor 24 h. routinely processed. and embedded
in Histosee (Merek. Darmstade. Germany). Scetions (4 um) were
used for staining with TdT-mediated dUTP-fluorescein nick end
labeling (TUNEL) for apoptosis detection. FFor electron MICTOsCopyY
studies. immediately before the sacrifice. the animals were perfused
with PBS followed by a fixative mixture containing 2% paralor-

maldehvde plus 1.3% glutaraldehyde in 0.1 M phosphate bufler at
pH 7.4. Thymuses were then removed and plocuscd for analysis by
scanning (SEM} and transmission (TEM) electron microscopy.

TUNEL staining

The labeling ol the DNA breaks in sita were performed using the in
situ cell death detection kit (POD: Bochringer Manaheim. Germa-
nviaccording to the manufacturer’s instructions. Scetions were
counterstained with methyl green and examined by lightmicroscopy.

A semiquantitative analysis of the number ol apoptouc nuclei
was provided by two independent observers for control and in-
fected mice (counting six or cight sections. respectively. tor cach
cxperimental period). The number of apoptotic cclls was counted in
ten random ficlds in these sections and compared between control
and infected mice.

Transmission clectron microscopy

The right lobes of the thymuses were cut into small blocks and
fixed h\ immersion for 24 h in the same fixative solution used to
perfusion. Alter that. the material was postfixed in "o oxmium
tetroxide for 2 h. washed. dehydrated in a graded cthanol serics
and propylene oxide. and embedded in resin (Epon 812). Arcas
of tnterest were sclected (rom toluidine bluc-stained  semithin
sections. Ultrathin sections were cut with a diamond knife on an
ultramicrotome. mounted in slot grids. covered with Formvar
and double stained in uranvl acctate and lead citrate. Scctions
were examined in a LEO 906 transmission clectron microscope
(Zeiss. Oberkochen. Germany) operated at 60 kV.

Scanning clectron microscopy

The lelt lobes of the thvmuses were fixed as for TEM. After de-
hydration in a graded cthanol series and critical point-drying using
liquid COs. all specimens were sputtered coated with gold-palla-
dium and examined in a JEOL 3800 LV scanning electron mi-
croscopy. with an accelerating voltage of 10 kV.

Results

Analysis by SEM showed the presence of P. hrasiliensis
as spherical multiple-budding yeasts cells. which clearly
demonstrates fungal viability. located in the medullary
region during all experimental periods. Differences in the
size of the fungal cells were common. with their diameter
ranging from 5 pum to 30 pum (Fig. 1). Yeast cells were
mainly scen in the medullary sinus, apparently more
associaled to stromal cells. However. displacement of
the fungus caused artificiully during the preparation of
the SEM samples may have interfered with the real
relationship established among veast cells. other thymic
cells and the surroundings. Nevertheless. alterations in
he 3D structure of the thymic parenchyma was not
seen.

In infccled mice. analysis using the TUNEL tech-
nique showed a strong positive reaction throughout the
cortical arca. which was higher than that found in con-
trol non-infected mice. Augmented PCD in this region
was detected at I day post infection (p.1.) as a mild re-
action. which gradually grew to peak by day 5 (Fig. 2).
after which a gradual restoration to control PCD levels
were observed until day 28 p.i. The apoptotic cell count
at 5 day p.i. indicated that their number was eightfold
higher than in controls.

In parallel. during all experimental periods, ultra-
structural alterations related to cell death such as
detachment of the nuclear envelope. abnormal con-
densation of nuclear chromatin, nuclear fragmenta-
tions and cyvtoplasmic electron lucency (Fig. 3A). were
detected. Morcover. during the first 24 h p.i.. there
was an increase in the number of mitochondria both
in stromal cells and thvmocytes that. from 3 days p.i..
presented degeneration features such as swelling and
disuppearance of well-defined mitochondrial cristae
(Fig. 3B).

Fig. 1 Scanning clectron micrograph of thymus from Paracoccid-

ioides brasiliensis-infected mice: 24 h p.i. Note the presence of
fungus (asterisks) in the medullary region. Bar 5 pm

107



o

Fonre
E

Fig. 2 TUNEL technique performed on the thymus. An increase in
the apoptotic index was observed. followed by a reduction in this
index from 7 days p.i. A Control group. B infected group: 24 h p.i.
Bar 50 um

Fig. 3 Transmussion  clectron micrographs  of  thvimus  (rom
P, hrasilicnsis-infected mice. A A T days i cell presenting
cvioplasmic clarification is seen (uvrerishsy. BOAU 3 divs pi
mutochondria showing degeneration features (arrowst and degrad-
cd Golgi apparatus (G} are seen. € At 24 b poi. awophagice
vacuoles (417 are observed. D At 14 davs pi.. macrophage (M)
filled with dense debris are seen. Bars AL B. D 5 um: C | um

Another ultrastructural alteration observed in stro-
mal cells was related to the Golgi apparatus. This
organclle showed. as carly as 24 h p.i.. characteristics
of degradation. In addition. at same period. the
presence  of many polyribosomes were observed
(Fig. 3B).

We also noted the occurrence of autophagic vacuoles,
mainly from 24 h to 7 days p.i.. in all thymic stroma
(Fig. 3C). tn addition. the presence of a great number of
muacrophages filled with dense debris was obscrved.
chicfly in medullary arca. at cach cxperimental period
(Fig. 3D).
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Discussion

The thymus ts a central lymphoid organ, where T Iym-
phocytes precursors mature. differentiate and gencrate
most of the so-called T cell repertoire. which drives all
immune response against invading agents. During
T lymphocyte maturation. a large number of these cells
die by a process known as apoptosis. Apoplosis is a
morphologically and biochemically distinct torm of cell
death that occurs in embryvogenesis. mctamorphosis.
tissue atrophy. and tumor regression. 1t may play a role
in tissuc adaptation and in selective deletion of a cell
[13]. Because of this apoptotic death. the thymus shows
a massive apoptotic rate climinating most newly formed
lymphocytes even under physiological conditions.

Here. we observed that. during experimental PCM.
there s a considerable increase (cightfold by day 3 pi)
in the apoptotic rate in the thymus as demonstrated by
TUNEL. However. we do not believe that this increase
in thymic apoptosts is sufficient (o explain the severe
atrophy and  profound structural  disorganization
reported previously by our group in the thvmus of
experimentally infected animals [3].

According to Clarke [7]. there are three types of PCD:
(1) apoptosis. with condensation and fragmentation of
the nucleus: (2) autophagic cell death. with abundant
autophagic vacuoles and (3) non-lysosomal disintegra-
tion. characterized by presence of empty spaces tormed
by dilation of organelles. In the present study. several
types of cellular alterations. such ax swelling of mito-
chondria and ill definition of mitochondrial cristae.
degradation of the Golgi apparatus. and occurrence of
autophagic vacuole. were observed. This pattern of cell
degradation suggests that another mechanism of cell
death, distinet from apoptosis. may be triggered by the
fungal presence in the thymic milicu. possibly autopha-
gic cell death. We believe that both types of PCD could
be responsible by the dramatic damage seen in our ox-
perimental model. The occurrence of authophagic cell
death in parallel with apoptosis has been described
previously by Knaapen et al. [14] in heart failure.

The presence of multi-budded P. hrasiliensis veast
cells in thymus indicates not only the viability of the
fungus in the thymic microenvironment. but also
strongly suggests a direct action of the pathogen on this
lymphoid organ. A direct action of pathogens on the
thymus has been described using different experimental
models [17. 20]. Alvarez et al. [1]. working with Supro-
negnia sp. a fungus that causes a natural mycosis on
salmonids and other fish species. observed that histo-
pathological alterations were increased when veasts in-
vaded the thymus. Furthermore. studies with
Cryprococeus neoformans-infected mice corrclated the
presence of fungus in the thymus with some structural
alterations in the organ [23].

In addition. release of toxic substances by P. hrasili-
ensis that are capable of moditying the physiology of the
thymus could be involved in the atrophy. as observed in

other fungal infections. Sutton et al. [24] observed that
injection of mice with gliotoxin. a metabolite produced
during certain infection by fungal pathogens. most
notably Aspergilhus fumigatus. induced apoptosis in cells
of immune system in thymus and other lymphoid or-
gans. These authors suggested that gliotoxin had an
immunosuppressive activity and could play a significant
role in the pathogenesis of aspergillosis. Toxin T-2,
svnthesized by Fusarium sp and other fungi. produces
immunosuppressive effects. inducing pronounced thymic
atrophy and decrcased numbers of T lymphocytes [10).

Reeently. it has been shown that peripheral T lym-
phocytes of paticnts with PCM stimulated with the main
antigen of P. brasiliensis (gp43) exhibited high levels of
apoptosis. in compurison to cells of control unaffected
paticnts [5]. We now provide further evidence that the
fungus strategy in enhancing apoptosis could account
for the cortical thymus atrophy reported before [3]. and
be a relevant factor in the virulent fungus activity.

On the other hand. an indircet action of fungus
cannot be excluded. It is possible that the infection
induces the production of pro-apoptotic cytokines like
tumor necrosis factor (TNF). interleukin-1. granulocyte-
monocyte colony-stimulating factor and nitric oxide.
Some reports show that TNF-z. produced by macro-
phages. is associated with thymic PCD and is directly
mmplicated in death of thvmic cells when mycobacterial
cord fuctor is inoculated in experimental mice [11. 15,
16].

The results presented here suggest that thymic atro-
phy previously observed in our laboratory is probably
related with two kinds of PCD. In this way. it is
reasonable (o assume that PCD in thymus can be related
to the immunosuppression observed during PCM and
contributes to the pathogenesis in the early stages of this
infection. More studies are necessary (o understand the
precise mechuanisms involved in the thymic atrophy, and
to explun the relationship between this process and the
dynamics of the fungus-immunosuppression disease.
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THE THYMUS

The thvimus p%aw acentral role i anmuniny \in":'-
g immature T-cells
at initiate immune re-

1t is responsible for dey ‘Ion

immunocompetent T-cells
sponses following the z‘ccogmuun of pathogens. The
thymus deveiops from the third and. 1o a lesser ex-
rent. the fourth pharyngeal pouches and lics in the
upper anterior portion of the chest cavity, Bach lobe
of this bilobed organ 1s divided by numerous septa
into multiple lobules that have an outer. more collu-
lar. cortex and an mner. less celiular, medulla. The
thymic microenvironment is formed by T lympho-
cytes, or thymocytes. at different stages of matura-
tion. by epithelial cells with extensive u\'toplzm}'nv
processes that form a meshwork to provide mechani-

cal support and stimuli for the prohiferaton and de-

velopment of thymocvios, and by cells of mesoder-

mal origin [33].
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ter the thymic cortex through blood vcsscis.
stage of maturation. these cells have a “double neva
tive” phenotype (CD4-CDS™). Pre-lymphocytes (or
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cvents. known as positive and negative sclection.
occur in the thymus (Fig. 1).

selection involves the interaction of
thvmoecytes with self-major histocompatibility
complex (MHC) molecules present on the cortical
epithelium, In this process. thymocytes lose one
of the co-receptor molecules (CD4 or CDS) and a
self MHC-restricted T cell repertoire is generate.
The thymocytes, then, undergo negative selection
i which those that recognize self-peptides present
in the thymic microcnvironment are eliminated.
Cclls that fail the positive or negative selection dic
through apoptosis. On the other hand, the selected
cells survive and migrate as mature T lvimphocytes
they can

Positive

to the
act upon vm’cctiouﬂ microbes.

secondary Ivmphoid tissues where

At birthy the human thymus weighs about 13
grams. ol winch and presents s greatest relative
\'cagm s achieved although growth is continuous until

the individual reaches puberty. Thereafter, under the
mfluence of numerous factors. including adrenal and
sex hormones, the thymus begins an age-associated
involution that results i a decline in T cell produc-
tion. However. the adult thymus remains actively
engaged
tonal T eclls to the periphery untl late in life [13]
Thymic involution 1s also seen during infection
by many pathogens. In most cases, the atrophy is
characterized by depletion of the cortical layer, loss
of the corticomedullary delimitation. and increased
levels of apoptosis or programmed cell death in which
the cell activates 1ts own machinery 1o commit suicide

thymopoiesis and continues 1o export func-

= 2~
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(Fig. 2: Table ). The degree of thyvmic involution superantigen staphyiococcal enterotoxin B (SEB)
correlates with the duration of acute iness [34]. produced by Staphviococcus aurens, for example,
The deleterious cffects on the thymus during leads to thvmus atrophy that is associated with

infections can be reproduced in experimental thymocvite apoptosis [17]. CD4"CDR™ double-
models using cither intact microorganisms or positive cells are the most affected thymocytes,
atthough the numbers of other subpopulations can
underge a notable reduction.

products such as celt wall components and toxins.
The administration in vive of the bacterisl

Do e bag et

anizen

Figure 1. Positis e and negative selection processes in the thyns. {Adapted from Rottter el (2470
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Figure 2. Thymur and thymoeyie alterations
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Table .
ifectious diseases.

Possibic mediators of thymocye apoptosis during

Pathogens that induce thymaocyte apoptosis

Group Agent Mediator Reference
Bavieri Hormones 117
-2 13
TNF 112
buvteria lL!’Sx TNF +
COTHCOsIonInG S36]
Eocoli (1LPS) LA =+
cortivosiernids
Soovphiniuriion PS8y NOY
A rubercaloniv (C1 TNE
Fongi Popiayilicn 29
Protcsos Ioen ATP o
Virgses CSE Virys
STV
HivV RIS
THV >

- \mu 4
smupodehcieney Vi

THYMIC ATROPHY BY ENDOGENOUS
MEDIATORS

Barke er o/ [3] investigated the pussibic rofe of
thymocyte apoptosis in the development of thymic
involution following peritoncal sepsis. These authors
noted that the reduction in the thymic cortex was cor-
refated with increased levels of thymocyte apoptosts
and hypothesized that thymocyie apoprosis induced
Tony inhibi

by s‘c;wix could result partly on of the

expression of interleukin-2
factor for lvmphocytes.
Thymocyte apoptosis predominantly accounts for
the reduction in the thymic cortical layer and can also
be induced by cytokines such as tumor necrosis factor
(TNF). TNF 15 a pro-inflammatory cvtokine that
occurs in the thymus and contributes to thymocytes
maturation by inducing cither proliferation or
chlimination [11]. During acute infections. serum TNF
levels inerease and this cyiokine can fus
mducer of thymocyie apoptosis. Isogai vi af. [12]
reported elevated levels of serum TNF followed by @
high degree of thymocyte apoptosis when mice were
inoculated with Lipopolysaccharides (LPS) from
Porphyromonas gingivalis. To confirm a direct action
of TNF upon the thymus. the same authors showed

(1L-21 & potent grow

selion as an

[14

that the noculation of recombinant TNF also
increased the fevels of thymic apoptosis.

One possible mechanism of TNF-induced
apoptosis mvolves the TNF-R1 receptor. Activation

the TNF-RT by TNF may lead to the association of
this complex with the adaptor protein TRADD (TNF-
RT-associate domain) that would in turn bind
o FADD (Fas-associated death domain protein). This
mechanism would result in apoptosis through the
activation of caspases (a family of proteolvtic
enzymes) acting in the cytoplasm and nucleus [27].
Hewever, this hypothesis remains to be confirmed.

Alwernatively. TNF could exert an indirect effect on
the thymus. In o study of thymocyte apoptosis induced
by mycobacterial cord factor (CF) from Myvcobacterium
mwibercnlosis. Ozeks e all [22] found no significant
¢l ¢ in the serum TNF levels of treated mice.
However there was almost complete inhibition of CF-
m(‘xmu{ thymic atrophy following the administration of
anti-mouse PNF monoclonal antibody (mAb). Since CF-
induced pulmoenary granuloma formation was also
steniticantly suppressed by anti-TNF mADb, these authors
suggested that TNF contributed to the development of
srapufomas in an awtocrine or paracring manner, and
that other mediators synthesized during CF-induced
o form responsible for thvmocyte
apoptosis and thymic atrophy

Inan mvestigation of classical swine fever (CSF),
a viral hemorrhagic disease, Sanchez-Cordon et al.
[27] demonstrated that TNF and interleukin-lo (IL-
L) have an important role in thymocvte losses and
thymic atrophy during infection since although
Ivmphocyies were nfected by the virus. infection
occurred after the onscet of apoptosis. These authors
concluded that TNF induced the release of 1L-1 by
several cells and that 1L-T-stimulated cells triggered
additional autocrine seerction of 1L-1 and TNF,
iczxdmg to a synergism that resulted in thymocyte
apoptosis.

Lymphotoxin. a cytokine previously known as
TNFB that is produced during bacterial infections. also
mduces profound thviic atrophy. with a decrease of
more than 95% 1n the number of thymocytes [15].

The mvolvement of adrenocortical hormones as
mediators of TNF-induced apoptosis has also been

suggested but the evidence is still controversial.
Zhang et al. [37} demonstrated that TNF and corti-
costerone play an important role in lipopolvsaccha-
ride (LPS)-induced thymocyte apoptosis. Qzeki et al.
o

21 observed thymoceyte apoptosis in CF-infected

(22

cd death

T
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mice even atter adrenalectomy. More recently, leu-
kemia inhibitory factor (LIF), a member of the 1L-6
cytokine family, has been suggested to play a critical
role in thymic atrophy. Sempowski et ¢/ [29] dem-
onstrated that systemic and intrathymic LIF levels
were significantly increased afier the intraperitoneal
injection of Excirerichio cofi LPS into mice und that
the udiministration of recombinant LIF induced thy-
mic atrophy, However,
tomized mice showed no thymic atrophy, these au-
thors suggested that LPS induced LIF secretion which
in turn induced systemic and intrathymic corticoster-
oid production that mediated thymocyvte apoptosis.

Various other molecules have recently been pro-
posed to be mnvolved in thymic atrophy and their role
in this process deserves investigation. One of these
molecules s extraceliular ATP (+ ATP ). a co-signal-
ing molecule that mcreases the intracellufar Ca= con-
centration in cortical thymocytes [7] and modifies
their functional properties via DNA synthesis and
mitosis [10]. ATP, also induces early cytosolic acidi-
fication, membranc depolarization or hyperpolariza-
tion {217, DNA fragmentation [38] and thvmocyte
Ivsis {211 Mantuano-Barradas ¢ o/ {181 i experi-
ments w asses the mvelvement of ATP in thymic
atrophy i the acute phase ol experim rental
soma cruzi-infection. observed that ATP, increased
the plasma membrane permeabilization and eell death
in thymocvtes,

Nitric oxide (NO) is a sumple melecule with a
variety of biological offects. including evtotoxicity
towards microorganisms [ tumer cells {?__] and
other NO-sensitive cells [14]. Low levels ol NO
produced constitutively by endothelial cells and pi
a physiological role in blood pressure regulation [2
High levels of NO occur during inflammation and
after the inoculation of LPS. This NO is produced by
cytokine-inducible nitric oxide synthase (iINOS) that
15 found in activated endothelial cells. macrophages
and dendritic cells. The role of NO as a signaling
molecule in thymocyte apoptosis has also been in-
vestigated. Fehsel ¢ «f. [6] reported concentration-
dependent apoptosis in thymocyvies that were co-cul-
tured with NO donors, and suggested that NO medi-
ates apoptosis /a2 vive because in Sulmonella

Ll

sinee LIF-rreated adrenalee-

lrvpnno-

e
-
2

re
Y
)

tvphimurivm LPS-inoculated mice apoptotic volis
were found in close proximity to blood vessels. In
addition. an increased rate of thymocyie apoptosis was
observed when cells were cocultured with activated
endothelial cells. In this case, the degrec of apoptosis

Beaz. Jomerphiad Sci 2004 210 4

correfated with the NO concentration measured in
culture supernatants. The apoptosis-inducing effect
was completely inhibited when the NOS-inhibitor
NG-methyl-arginine (NMA) was present in the cell
cultures. The NO-induced apoptosis was suggesled
1o occur by a mechanism involving the expression of
the tumor suppressoer protein pS3,

Recent evidence has demonstrated that thynuic
dendrite cells (DCs) expross iINOS and generate NO
mresponse to self- and alloantigens (2], NO released
from thymic DCs during antigen processing may be
invoived in T-cell negative selection and in the dele-
tion of specitic thymocytes to non-self antigens pre-

ented in the thvimus during infections.

THYMIC ATROPHY BY DIRECT ACTION
OF PATHOGENS

The thymus can be directly affected by pathogens.
such as viruses, fungi. bacteria and protozoa, thus
contradicting the idea that T-cell maturation occurs
at an antigen-free site.

Rowe and Capps [26] deseribed a murine virus
that induced thymic atrophy and necrosis in newborn
mice. This viras, known as mouse thymic virus. in-
fects CD4 thymoeyies and induces Apo ptosis with a
subsequent loss of helper cell activity [20].

The thymus can be severely affected by human
immunodeficiency virus (HIV) through a variety of
mechanisms, including disruption of the stromal ar-
chitecture with loss of thymocyvte activity, cellular

up:c‘a on by HIV replication M{hin thymocytes, and
normal maturation or death of thymocytes due to
viral andror host factors [19].

Because of the difficulty in studying the thymus
i HiVeinfected humans. several model systems have
been proposed, including a monkey model infected
with simian immunodeficiency virus (S1V).
Rosenzweig er af. [25] deseribed a significant increase
of thymocyte apoptosis in SIV-infected newborn
macagues that was probably caused by an indirect
action of the virus since the number of apoptotic cells
wus much greater than the number of infected cells.
Inaddition. apoptosis was observed mainly in the thy-
mic cortex whervas most of the
focated in the thymic medulla. The increased level of
a
ations in the two major pathways associated with
apoptosis, namely Fas-Fas ligand and bel-2. Up-regu-
lation of the pro-apoptotic molecule Fas on CD4~ thy-
moeytes and down-regulation of bel-2, which pro-

infected cells were

apoplosis seen byt uthors was related (o alter-




tects cells from apoptosis-inducing signals, may con-
tribute to the increased level of apoptosis. These ob-
servations agree with those of Zauli e7 a/. [36] who
also demonstrated that HIV tvpe I Nefprotein sensi-
tizes CD4° T lymphoid cells to apoprosis via func-
tonal upregulation of the Fas pathwav.

The thymus is also @ larget organ in acuie ea-
perimental Chagas™ discase caused by the protozoan
parasite Tinpanosoma cruzi. This parasite causes al-
terations in the thymic micreenvironment that include
increased density of the la-bearing cellular network,
a transient decrease in thymic hormone production.
topugraphic changes in the pattern of eytokeratin ex-
pression by thymic epithelial cells, and an increase
in extracellular matrix production (28] Cot
Almoida e showed
fymphoepithefial comples of thymic nurse celis
(TNC) was vomprised since there was a reduction in
the granularity. size and number of TNC. as well as
ultrastructural alterations indicative of coli damage,

ta-do-

Si also 1wt the

I r
al. |

We have also studied thymic atrophy using ex-
perimental models of infection that suppress the im-

mune response. Thus, murine hepatitis virus (MHV -
mnfected mice show severe thymic atrophy character-
ized by a loss of organ weight and cellularity and an
ncreased rate of apoptosis. When these mice were
co-infected with 70 cruzi the course of infection was
much more severe. indicating that alterations in the
thymus can adverscly affect the svstemic immune
response 1o non-related antigens {33].

More recently, we have been studied the thvmic
alterations in mice infected with Paracoccidioides
hrasiliensis, a dimorphic fungus that causes the most
prevalent form of systemic mycosis in Brazil and sup-
presses the specific immune response (o this pathoe-
oo

<
&

mic microenvironment. where it causes severe thy-

n Paracoccidioides brasitiensis invades the thy-
mic atrophy characterized by degeneration of the cor-
tical area, a decrease in organ weight, a loss of
corticomedullary delimitation, an increase in histio-
cyte number and the presence of a juxtacapsular in-
Aammatory infilrate [4]. Cortical degeneration was
subscquently found to be caused by an increase in
the thymoceyte apoptosis [30] and by autophagic pro-
grammed cell death [31] Such thymic alterations
could alter the systemic repertoire of T cells, thereby
impairing the specific immune response to 2
hrasiliensis.

Although most of the cells affected during atro-
phy are CD4'CDR" double-positive thymocyies. thy-

116

Fiolochous discases

6l

mic stromal cells also suffer a significant depletion
during viral infections [17]. The thymic stroma has
commonly been considered to be the source of sig-
nals required for thymocyte survival. Thus, alterations
in the thymic microenvironment can impair thy-
mocyte maturation and lead to the entrance of imma-
e vy telerant lymphocyies. or both. into the periph-
eral circudation.

The permissivity of thymic stromal cells to MHV
1s well documented [8.16]. This permissivity could
contribute to the dissemination of viral infection
within the thymus. and lead to the depletion of thy-
mocvie subpopulations and thymic atrophv. The in-
vasion of thymie stromal cells by 70 cruzi, with local-
ization of the parasite in phagocytic and epithelial cells
thymius. could result in defective thymocyte

Ion
91

of the

maturation

FINAL REMARKS

In view of data reviewed in this paper. it is pos-
sible to affirm that thymic involution is frequently
found during infectious diseases. Thus. it is reason-
able o assume that under these conditions the host
delense functions are severely impaired. While this
process may be regarded as a host defensive strategy
since potentially harmful T-lymphocytes are elimi-
nated, it may also be regarded as a mechanism used
by microorganisms to evade host immunity. The
growing number of studics in this arca should con-
tribute 10 our understanding of the mechanisms in-
volved in thymic involution.
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