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RESUMO

SOUTO, P.C.S. Anmalise Ultra-Estrutural de Orgios Linféides Primirios de
Camundongos BALB/c Inoculados com Paracoccidioides brasiliensis. Dissertagdo de

Mestrado, Departamento de Microbiologia e Imunologia, Instituto de Biologia, UNICAMP.

O Paracoccidioides brasiliensis ¢ um fungo dimérfico, causador da
Paracoccidioidomicose (PCM), doenga invasiva no homem, de alta incidéncia na América
Latina, em especial no Brasil. Varios estudos tém mostrado que a imunossupressdo
observada em micoses sistémicas pode estar relacionada ao envolvimento de orgdos
linféides primarios. Trabalhos anteriores deste laboratorio mostram alteragdes
histopatologicas, através da microscopia de luz, no timo e na medula 6ssea em diferentes
fases da infecgdo experimental. No presente estudo, detalhamos, através das técnicas de
microscopia eletronica de transmissdo e microscopia eletronica de varredura, as alteragdes
induzidas pelo P. brasiliensis nestes orgdos, ¢ correlacionamos estas alteragdes com o
controle da dissemina¢do fingica. Para tanto, camundongos BALB/c machos foram
inoculados intraperitonealmente com 5x10° células fungicas e avaliados quanto a alteragdes
nos orgdos linféides primarios e ao controle da disseminag@o. O P. brasiliensis invadiu o
timo, que sofreu severa atrofia, com alteragdes em componentes celulares. A medula Ossea,
por outro lado, apresentou alteragdes comuns a uma reagio sistémica frente a um processo
infeccioso, porém, nio foi observada a presenga do fungo neste tecido. Uma acentuada
correlagdio inversa entre indice timico e o controle da disseminagio da infecgdo, medida
pela formagdo de granulomas compactos, foi observada. Assim, nossos resultados sugerem
que o P. brasilensis é capaz de induzir alteragdes ultra-estruturais no timo que podem

facilitar a sua persisténcia no hospedeiro.
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Introducgdo

O Paracoccidioides brasiliensis, agente etiologico de uma doenga granulomatosa
cronica denominada Paracoccidioidomicose (PCM), é um fungo termodimérfico conhecido
apenas em sua forma assexuada ou imperfeita. No individuo infectado ou quando cultivado
a 37°C, este fungo apresenta-se na forma leveduriforme, caracterizada macroscopicamente
por coldnias moles e rugosas, que microscopicamente sdo compostas por células ovais ou
alongadé,s possuindo multiplos brotamentos, lembrando uma roda de leme. Ja em
temperatura ambiente, o P. brasiliensis desenvolve-se sob a forma miceliar, apresentando-
se como colonias brancas, pequenas e irregulares, cobertas por um curto mic€lio aéreo,
sendo esta, a provavel forma encontrada no ambiente. Microscopicamente, esta forma ¢
caracterizada por hifas finas e septadas (BRUMMER et al., 1993; GOLDANI & SUGAR,
1995).

O nicho ecologico do P. brasiliensis ndo é totalmente conhecido. Acredita-se que
este possa ser encontrado na natureza, onde, provavelmente, clamiddsporos e conidios do
fungo estejam presentes no solo (MEDINA & BODZIAT, 1949) ou em restos vegetais
(LACAZ, 1949). Entretanto, recentemente, o P. brasiliensis fol também isolado de tatus
(Dasypus noveminctus) que vivem em areas de alta incidéncia da doenca (BAGAGLI et al,,
1998; SILVA-VERGARA et al., 2000).

A Paracoccidioidomicose ¢ uma micose sistémica, freqiente na América Latina,
constituindo a principal micose sistémica desta regido. Entretanto, esta micose ndo estd
distribuida de forma homogénea por todo o continente, encontrando-se restrita a apenas
alguns paises. Destes, o Brasil ¢ responsavel pela grande maioria dos casos reportados
(80%), seguidos da Colombia e Venezuela (BRUMMER er al., 1993; GOLDANI &

SUGAR, 1995). No Brasil, a maior parte dos casos ocorre na regido sudeste, mais




Introdugio

precisamente no estado de Sdo Paulo (GOLDANI & SUGAR, 1995). Os individuos mais
atingidos sio trabalhadores rurais, com idades entre 30 e 60 anos. Os casos diminuem entre
os jovens e sdo raros em criangas (FRANCO et al., 1989; BRUMMER et al., 1993).

Pressupde-se que na cadeia epidemiolégica da PCM, o contagio do hospedeiro deva
ocorrer pela inalagio dos conidios, penetrando nas vias aéreas superiores € instalando-se,
inicialrfxente, nos pulmdes. A partir deste orgdo, a doenga pode se desenvolver em uma
forma subclinica, em um quadro pulmonar localizado ou disseminar-se por todo o corpo do
individuo, através da via sangiiinea e/ou linfatica, provocando desta forma uma infecgdo
sistémica, envolvendo outros 6rgios ou tecidos, inclusive pele e mucosas (GIRALDO et al.,
1976; FRANCO, 1987; FRANCO et al., 1994).

Clinicamente, a PCM pode apresentar-se sob duas formas distintas, a forma juvenil
aguda (subaguda) e a forma adulta cronica. A forma aguda ou subaguda representa apenas
3 a 5% de todos os casos € ¢ normalmente severa, de evolugdo rapida, afetando
predominantemente jovens de ambos os sexos e comprometendo principalmente células do
sistema fagocitario mononuclear. J4 a forma crénica, por outro lado, ocorre em mais de
90% dos pacientes, tem instalagio lenta, gradual e é observada com maior freqi€ncia em
pacientes adultos do sexo masculino, com comprometimento pulmonar ¢ eventuaimente
mucocutineo (FRANCO et al., 1987, BRUMMER et al., 1993).

Na forma cronica da doenga, observa-se uma maior resisténcia em pessoas do sexo
feminino, fato que comprovadamente esta relacionado a fatores hormonais. Experimentos
desenvolvidos por RESTREPO er al. (1984) demonstraram que o estréogeno € capaz de
inibir a transi¢do do P. brasiliensis de sua forma miceliar, para a forma leveduriforme.

Porém, este mesmo hormdnio ndo foi capaz de impedir a transi¢do reversa, isto €,
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transformar o fungo da sua forma leveduriforme para a miceliar e nem foi capaz de afetar o
crescimento do mesmo ou a formagio de multibrotamentos nas leveduras.

Na PCM, assim como em outras micoses profundas, o mais importante mecanismo
de defesa ¢ a resposta imune celular, sendo que sua depressdo determina o grau de
severidade da doenga, tanto em humanos como em modelos experimentais (SILVA et al.,
1981; RCBLEBO et al., 1982; BRUMMER et al., 1993; SINGER-VERMES et al., 1993).
De fato, pacientes com formas severas da doenga, com envolvimento intensivo de varios
orgdos, lesdes progressivas €, eventualmente, evoluindo para obito, apresentam perda
acentuada da resposta imune celular, diminui¢3o do nimero de linfocitos T e altos titulos
de anticorpos especificos (SILVA ez al., 1981; BRUMMER et al., 1993; CALICH et al.,
1998).

A utiliza¢io de modelos animais para tentar elucidar os mecanismos da doenga em
. humanos tem sido proposto desde a sua descri¢do por LUTZ (1908). O primeiro trabalho
bem sucedido utilizando a infecgdo experimental foi feito por MONTENEGRO (1927),
onde cobaias inoculadas com uma suspensdo de tecidos humanos infectados, pela via
intratesticular, apresentaram em 100% dos casos uma orquite especifica. Desde entdo, os
diversos modelos experimentais utilizados na PCM tém fornecido informagSes importantes
para a compreensdo de varios aspectos da doenga, além de permitirem o acompanhamento
da infeccdo desde seus estdgios iniciais, 0 que ndo € 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 infec¢do generalizada
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os niveis de resposta imune celular so muito baixos ou negativos, enquanto os titulos de
anticorpos permanecem elevados. Esses resultados confirmaram a auséncia de correlagéo
entre a func@o das células T e os niveis de anticorpos circulantes, anteriormente observada
na PCM humana, corroborando a teoria de que os anticorpos nio apresentam papel protetor
nas micoses em geral.

Atualmente, as espécies mais utilizadas para o estudo da PCM sdo o hamster € 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
lesdes semelhantes as da doenga prog}essiva (COELHO et al., 1982). A utilizagdo do
camundongo como modelo experimental fundamenta-se, além de sua facilidade de
obtengdo ¢ manutengdo, na disponibilidade de linhagens isogénicas que permitem a
obtengdo de resultados altamente confiaveis.

Os camundongos das linhagens BALB/c, B10.A ¢ A/Sn tém sido largamente
empregados em estudos sobre PCM. Segundo CALICH et al. (1985), que pesquisaram a
susceptibilidade de diferentes linhagens de camundongos frente a inoculagio
intraperitoneal de 5x10° P. brasiliensis, a linhagem BALB/c apresenta susceptibilidade
intermedidria a infecg@o paracoccidioidomicoética, enquanto as linhagens B10.A e A/Sn
comportam-se, respectivamente, como polos de susceptibilidade e resisténcia ao fungo. A
linhagem BALB/c, quando infectada intraperitonealmente com P. brasiliensis, apresenta
focos granulomatosos pequenos, compostos por macrofagos, neutrofilos e plasmocitos,
com tendéncia a estabilizag8o e regressdo a partir da 4° semana de infecgdo. Este modelo

mimetiza a forma benigna da PCM humana (BURGER et al., 1996).




Introducio

Inicialmente, acreditava-se que deficiéncias inerentes & resposta imune celular
poderiam propiciar o desenvolvimento da Paracoccidioidomicose. Entretanto, atualmente a
idéia mais aceita € que a depressdo da resposta imune celular € causada pela propria
infecgdo, o que contribui para o sucesso do patogeno (FRANCO et al., 1989; BRUMMER
et al., 1993). Um dos principais argumentos a favor desta hipdtese € o de que pacientes
tratadoé com uma terapia especifica contra o fungo revertem o quadro de depressdo da
resposta imune celular (MOK & GREER, 1997).

Vanos fatores sdo apontados como possiveis responsaveis pela supressdo da
resposta imune celular durante a infecgdo paracoccidioidomicotica, destacam-se:
deficiéncia na apresentagdo de antigenos e diminuigdo da fungdo de células T (TEIXEIRA
et al., 1987), presenca de células supressoras antigeno-especificas (JIMENEZ-FINKEL &
MURPHY, 1988a, 1988b), e desvio da resposta para células T do tipo Th2 (BERNARD et
al., 1997). Apesar disso, os fendmenos desencadeantes da imunossupressdo ndo foram
ainda elucidados, € a possibilidade desta imunodepressdo ser devida a uma agao, direta ou
indireta, deste fungo sobre os drgdos linfopoiéticos ndo pode ser descartada, como tem sido
observado em outras micoses (SOTOMAYOR et al., 1989; SUTTON et al., 1994;
ALVAREZ et al., 1995).

Apesar do conhecido tropismo do P. brasiliensis por tecidos linféides (FRANCO et
al., 1989; BRUMMER er al., 1993), ndo existem relatos conclusivos acerca do
acometimento de orgdos linféides primarios pelo fungo e suas conseqiiéncias ao longo da
infeccdo. Alguns autores t€m descrito o comprometimento da medula dssea em pacientes
portadores das formas aguda e cronica da doenga (PIMENTA DE MELLO, 1955; CASTRO

et al., 1958; TERRA er al., 1991; SHIKANAI-YASUDA et al., 1992; OZAKI et al., 1996),
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entretanto, estas alteragdes nio foram relacionadas com a depressdo da resposta imune,
freqiientemente observada nesta infecgdo. Além disso, néo se encontra na literatura relatos
sobre altera¢des na medula ossea utilizando modelos experimentais, o que poderia, s.m.j.,
contribuir para uma maior compreensido do fendmeno da imunossupressédo. Por outro lado,
alteragdes timicas também podem ser capazes de influenciar no quadro de
imunoséupresséo e, no entanto, nenhum relato literario descreve alteragdes neste orgdo
durante a paracocciodiodomicose humana ou experimental.

Resultados obtidos recentemente em nosso laboratorio, utilizando técnicas de
microscopia de luz, propiciaram evidéncias que a infecg@io pelo P. brasiliensis € capaz de
induzir severas alteragles estruturais tanto no timo como na medula 6ssea de amimais
infectados (BRITO et al., 2002a, 2002b). Diante disso, faz-se necessario a melhor
caracterizagdo das alteragdes presentes nestes Orgdos. A analise ultra-estrutural, através de
microscopia eletronica de transmissdo (MET) e microscopia eletronica de varredura
(MEV), tem sido utilizada para detec¢do e caracterizagéo de alteragdes ao nivel celular em
orgdos linfoides primarios visando o entendimento dos possiveis mecanismos envolvidos
na supressio da resposta imune ja observada em outras infecgdes.

Em estudos sobre infecgdes virais, STANLEY er al. (1993) demonstraram que o
virus HIV induz, em modelos animais, uma profunda deplegdo dos timdcitos bem como um
dano no microambiente timico, sabidamente importante para a maturagdo das celulas T.
Com esse estudo os autores inferem que provavelmente a diminuigio de células T
observada na periferia, em pacientes portadores do virus HIV, poderia ser devido a agéo

deste virus sobre o timo.
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Em trabalhos utilizando bactérias, HOTCHKISS et al. (1997) observaram que
animais com quadro de septicemia apresentavam extensiva morte celular programada
(apoptose) em linfocitos e células parenquimatosas do timo e do bago, sugerindo com isso
que a apoptose pode ser um importante fator da supressdo imunolégica durante infecgdes
bacterianas.

Estas técnicas também ja foram utilizadas no estudo de infecgbes fungicas e
mostraram que estes organismos podem induzir um estado de supressdo do sistema imune.
ALVAREZ et al. (1995) observaram que trutas infectadas com fungos do género
Saprolegnia apresentavam perda da arquitetura timica com conseqiente disfungdo do
6rgdo. Este quadro era agravado quando o timo do animal infectado apresentava hifas em
seu interior, demonstrando dessa forma tanto uma agdo direta quanto indireta do fungo na
determinagio do quadro de imunodepressio encontrado em hospedeiros infectados. Ja
SUTTON et al. (1994) estudando a agdo in vivo da gliotoxina, produto metabolico
sintetizado pelo Aspergillus fumigatus e outros fungos patogénicos, observaram que
camundongos irradiados injetados intraperitoneaimente com gliotoxina mostravam uma
dificuldade significativa em recuperar as suas células imunes, quando comparados com
animais irradiados ndo tratados e, através do estudo morfologico das células do timo, bago
e linfonodos mesentéricos, observaram que a inje¢do de gliotoxina induzia a apoptose das
células do sistema imune. Assim, os autores concluiram que a apoptose poderia ser o
mecanismo responsavel pela imunosupressdo, detectada tanto em orgdos linfoides
primarios, quanto em Orgos linfoides secundarios, observada em animais infectados com

A. fumigatus.




Introducdo

No presente estudo procuramos correlacionar as alteragdes ultra-estruturais dos
orgdos linféides primarios, ao longo da infecgdo pelo P. brasiliensis, com a disseminagdo
da doenga, na tentativa de melhor compreender os mecanismos envolvidos nestas

alteragGes ¢ a dindmica fungo-imunossupressdo-doenga.
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Objetivos

O presente estudo teve como objetivos especificos:

Correlacionar a atrofia timica causada pela infec¢io pelo P. brasiliensis com o controle

da disseminagdo fangica, através da formagdo de granulomas;

Avaliar ultra-estruturalmente o timo € a medula dssea ao longo da infecgfo, utilizando a

microscopia eletronica de transmissdo € a microscopia eletronica de varredura.

11
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Material e Métodos

3.1. Animais:

Camundongos machos obtidos do CEMIB — UNICAMP a partir de coldnias livres
de patégenos especificos (S.P.F.), da linhagem BALB/c e com 8 semanas de idade foram
utilizados neste estudo.

Testes realizados a cada 3 meses, desde 1989, para deteccdo de infecgdes nestas
coléniés apresentaram resultados negativos para os seguintes patdgenos: coronavirus
(MHV-3), Sendai virus, virus da pneumonia do camundongo (PVM), virus da
coriomeningite linfocitica (CCMV), Adenovirus, Polyoma virus, K-virus, Citomegalovirus
Murino (MCMYV), Rotavirus, Ectromelia, Mycoplasma pulmonis, ectoparasitas ¢
endoparasitas. Os animais foram mantidos durante todo o periodo experimental em
unidades isoladoras flexiveis (TREXLER, 1959), com agua e ragdo estérl 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 Expeﬁmentacﬁo Animal (COBEA) e aprovados pelo Comité de

Etica em Experimentagio Animal do Instituto de Biologia da Unicamp (CEEA/Unicamp).

3.2. Fungos:

O isolado virulento Pbl8, cedido pelo Prof. Dr. Zoilo Pires Camargo da
Universidade Federal de Sao Paulo (UNIFESP), foi utilizado. A cepa foi mantida em nosso
laboratorio, na fase leveduriforme em meio de cultivo de Fava Netto a 36°C, sendo
repicado a cada 15 dias.

A patogenicidade desta cepa fungica foi estimada por SINGER-VERMES et al.
(1989), através da determinagdo da LDs; e analise histopatoldgica do local de inoculagéo €

lesdes de disseminagdo durante 24 semanas em camundongos B10.A.

13
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3.3. Preparo do Indculo:

Para o preparo da suspensio fungica, P. brasiliensis foi subcultivado em meio de
cultivo Fava Netto e coletado em sua fase de crescimento exponencial (7 dias). As células
fungicas foram ressuspensas em SolugZo salina tamponada com fosfato (PBS) estéril, pH
7.2, agitadas em agitador tipo Vortex, em dois ciclos de 15 segundos, centrifugadas por 10
minutos a 300 x g ¢ lavadas com PBS por 2 vezes.

O numero total de células presente na suspensdo foi determinado por contagem em
camara de Newbauer e a concentragdo final ajustada para 10’ fungos/ml. A viabilidade dos
fungos foi determinada pela coloragio vital Azul de Algoddo, conforme descrito por SANO

et al. (1993).

3.4. Infeccao Experimental:

Camundongos BALB/c foram inoculados, pela via intra peritonial, com 5x10°
P. brasiliensis da cepa Pb18 contidos em 0,5 ml de solugo salina estéril. Animais ndo
infectados foram inoculados com solugdo salina estéril ¢ sacrificados ao longo do periodo

experimental, servindo como padrdo normal para a comparagéo com os animais infectados.

3.5. Sacrificio e Coleta do Material:

Lotes de 6 animais inoculados com P. brasiliensis foram sacrificados as 24 horas ¢
aos 3, 5, 7, 14 e 28 dias apds a infecgdo. Destes 6 amimais, 3 foram sacrificados por
deslocamento cervical e 3 foram perfundidos, pela aorta, com salina fisiologica seguida por
uma solu¢do fixadora contendo 2% de paraformaldeido e 1,5% de glutaraldeido em 0,1 M
de tampdo fosfato de sodio, pH 7,4, para a fixagdo in vivo. Dos animais sacrificados por

deslocamento cervical foram obtidos o timo, o baco e o figado para a determinagéo do
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indice, e o fémur direito para a obtengdo de suspensdo celular de medula d0ssea. Ja dos
animais perfundidos foram retirados o timo € o fémur direito, para serem utilizados nas

técnicas de microscopia eletronica.

3.6. Indice dos Orgdos:

Animais infectados e controle foram anestesiados, pesados, sangrados e sacrificados
por deslocamento cervical. O figado, o bago e o timo foram entio retirados, limpos, lavados
em PBS, secos em papel de filtro e pesados. Para representar o grau de formagio de
granuloma no figado e no bago, o indice dos 6rgéos foi calculado como o peso do orgéo

(em gramas)/peso do animal (em gramas) x 100, conforme OZEKI ef al. (1997).

3.7. Microscopia Eletronica de Transmissdo:

O timo dos animais perfundidos foi cortado em pequenos pedagos e imerso em
solugdo fixadora contendo 2% de paraformaldeido e 1,5% de glutaraldeido em 0,1 M de
tampdo fosfato de sodio, pH 7,4, por cerca de 24 horas. Ja o lavado de medula dssea foi
obtido dos animais sacrificados por deslocamento cervical utilizando-se 1ml de meio
essencial minimo (MEM) com 10% de soro fetal bovino (SFB). Em seguida, a suspensio
foi lavada 3 vezes por 10 minutos a 300 x g utilizando o mesmo meio em que foi obtido o
lavado. Apos a ultima lavagem, as células foram fixadas em solugio fixadora contendo 2%
de paraformaldeido, 1,25% de glutaraldeido e 0,1% de sacarose em tampao fosfato de sédio
0,1M pH 7.4 por 24 horas. Apos a fixacdo, esta suspensdo foi lavada por duas vezes em
PBS-BSA 1% por 10 minutos a 300 x g. Depois da obtengdo do “peilet”, este foi incluido
em agarose 2%. Em seguida o timo e a medula 6ssea foram pds-fixado em 1% de tetréoxido

de osmio tamponado (OsOy), por 2 horas, desidratado em gradiente de etanol e oxido de

15



Material ¢ Métodos

propileno, e incluido em resina (Epon 812). Apds este tratamento, cortes semifinos foram
obtidos em ultramicrétomo, corados com azul de toluidina e observados em microscopio de
luz, para a escolha da 4rea para a obteng3o dos cortes ultrafinos. Apos a obtengdo dos cortes
ultrafinos em telas de cobre, estes foram contrastados com acetato de uranila e citrato de
chumbo e observados no microscopio eletrénico de transmissdo (Zeiss Leo 906) do

Laboratério de Microscopia Eletronica do Instituto de Biologia da Unicamp.

3.8. Microscopia Eletronica de Varredura:

O 16bulo esquerdo do timo e o fémur direito dos animais perfundidos foram,
inicialmente, fixados da mesma forma da técnica de microscopia eletrdnica de transmisséo.
Apds a passagem pela solucio de tetroxido de 6smio (OsOs) 1%, o material foi desidratado
em diferentes gradientes de etanol. Em seguida, o material foi criofraturado em nitrogénio
liquido. Apds este procedimento o timo e o fémur foram secos no ponto critico com CO,
liquido (Balzers CPD 030), fixado com adesivo em suporte de aluminio, recoberto com
ouro-palladium (Sputer Coater Balzers SCD 050), ¢ observados ao microscopio eletronico
de varredura (JEOL 5800LV) do Centro de Microscopia Eletronica do Instituto de Biologia

da Unicamp, com aceleragido de voltagem de 10 Kv.

3.9. Anadlise Estaftistica:

Foi utilizado o Teste de Correlagio de Pearson para a correlagdo entre a atrofia
timica e a disseminag¢do da infec¢do. Para as demais analises utilizou-se a Analise de
Variancia de 1 Via (ANOVA) seguida pelo Teste de Comparagdes Multiplas de Dunnett.
Os valores foram considerados estatisticamente diferentes quando o valor de p era menor

ou igual a 0,05. Todos os testes estatisticos foram realizados no software GraphPad InStat
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versdo 3.0 (1997). O software GraphPad Prism versdo 1.03 (1994) foi utilizado para a

confecgdo dos graficos.
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Resultados

4.1. Inducio de Atrefia Timica e Formacdo de Granuloma:

A analise dos indices do timo, do bago ¢ do figado dos camundongos infectados
experimentalmente com P. brasiliensis mostrou alteragdes sensiveis ao longo da infecgio.
O indice do timo comegou a diminuir logo as 24 horas pos-inoculagdo (Figura 1) e persistiu
de maneira crescenie até o 7° dia, quando representava cerca de 1/3 do indice observado
nos animais controles. Apos este periodo, observou-se uma recuperaco do indice do érgdo,
sendo que aos 14 dias pos-inoculagdio, o indice médio dos timos era de cerca de 2/3 do
indice encontrado em animais nfio inoculados, sendo que este padriio persistiu até o final do

periodo experimental.

0.4

Indice do timo

z

L] H T
01 3 5 7 14 28
Dias pds inoculagao

J

Wigura i: Cinética do indice do timo em camundongos BALB/c infectados experimentalmenie com
Paracoccidicides brasiliensis. A ANOVA revelou variagSes extremamente significativas neste grupo
(p=0,001), enquanto o Teste de ComparagBes Muitiplas de Dunnett mosirou diferencas significantes no indice
do timo observado no 3°, 5° e 7° dia pés-inoculacio, quando comparados aos animais coniroles #p< 0,05,
##p<0,01). Os valores representam a média do indice encontrado em 3 animais diferentes + o erro médio

adric.

s
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O indice do figado aumentou de modo exponencial a partir do 3° dia de inoculagdo,
atingindo, ao 7° dia, o seu pico (Figura 2). A partir deste periodo o aumento do indice
hepético tornou-se menos pronunciado. Entretanto, aié o final do periodo experimental, o

indice do figado manteve-se acima do observado nos animais coniroles.

e

Figura 2: Cinética do indice do figado em camundongos BALB/c infectados experimentalmente com P
brasifiensis. A ANOVA revelou variagdes extremamente significativas neste grupo (p=0,0003), enquanto o
Tesie de Comparagdes Multiplas de Dunnett mostrou diferengas significantes no indice do figado observado
a0 7°, 14° e 28° dia pos-inoculagdio, quando comparados aos aniinais controles (#p<0,05, #+p<0,01}. Os

valores representam a média do indice encentrado em 3 animais diferentes + o erro médio padrio.

Em relagiio ao bago observou-se que seu indice aumentou de modo exponencial a
partir do 3° dia de infeccdo, atingindo ao 7° dia cerca de irés vezes o encontrado em animais

ndo infectados. A paitir deste periodo o aumento do indice neste 6rgéo tornou-5¢ MEnos
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pronunciado (Figura 3). Entretanto, ao final do periodo experimental, o indice do bago

manteve-se acima do observado em animais controle.
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Figura 3: Cinética do indice do bagco em camundongos BALB/c infectados experimentalmenie com
P. brasiliensis. A ANOVA revelou variagGes extremamente significativas neste grupo (p<0,0601), enquanto o
Teste de Comparagdes Muitiplas de Dunnett mostrou diferengas significantes no indice do figado observado
no 7°, 14° ¢ 28° dia pés-incculagdo, quando comparados aos animais coniroles (#*p<0,01). Gs valores

representam a média do indice encontrado em 3 animais diferentes + o erro médio padrdo.

Dados obtidos anteriormente em nosso laboratério ja haviam revelado que os
indices hepaticos ¢ esplénicos correlacionavam-se com a formagfo dos granulomas (dados
ndo mosirados).

A atrofia do timo induzida pelo Paracoccidioides brasiliensis ezibiu uma apreciavel

correlagdo inversa com a formacgio do granuloma hepatico (Figura 4) ¢ do granuloma

\/

asplénico {Figura 5).
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Figura 4: Correlagio enire o indice do timo ¢ o indice do figado em camundongos BALB/c

experimentalmente infectados com P. brasiliensis, entre 1 e 7 dias de infecgdo.

1.5
= -0,6552503
n=12
6] p<0,05
& 1.0- :
M
2
ks
[+3]
L 054
0.0 : ] r
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4
indice do Timo

Figura 5: Correlacdo entre o indice do timo e o indice do bago sm camundongos BALB/c experimentalments

infeciados com £. drasifiensis, enire 1 e 7 dias de infeccio.




Resultados

4.2. Microscopia Eletronica de Transmissdo:

4.2.1. Timo:

Através da analise dos cortes ultrafinos do timo dos animais infectados
expeﬁrﬁentalmente com o P. brasiliensis foi possivel detectar achados importantes para o
entendimento da infec¢do paracoccidioidomicoética.

Logo as 24 horas p.i. observou-se grande quantidade de mitocondrias nos timocitos
de animais infectados (Figura 6A) quando comparado aos timdcitos dos animais controle
(Figura 6B). A partir dos 3 dias p.i. essas mitocondrias apresentavam caracteristicas de
degeneragdo (Figura 7).

Outra alteragdo ultra-estrutural bastante significativa relaciona-se ao aparelho de
Golgi. A partir das 24 horas p.i. estas estruturas apresentavam-se hipertrofiadas mostrando
sinais de ativagdo (Figura 8).

A partir das 24 horas p.i. até os 7 dias p.i., notou-se que os mastdcitos presentes no
timo apresentavam caracteristicas de desgranulagdo (Figura 9).

Além disso, observou-se no inicio do periodo experimental a presenga de uma
discreta quantidade de vacuolos contendo substincia amorfa (Figura 10A), sendo que a
partir de 7 dias p.i. houve um aumento consideravel na quantidade destes em todo o
estroma timico (Figura 10B). Notou-se, também, durante todo o periodo experimental, um
grande numero de macrofagos com substincias fagocitadas (Figura 11).

Aos 7 dias p.i., foi encontrado uma grande quantidade de fibroblastos na regido

medular que se mantiveram presentes até o final do periodo experimental (Figura 12).
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Figura 6: Micrografia eletrénica do timo.
(A) Animal infectado experimentalmente com P. brasiliensis. 24 horas p.i.. No inicio da infecgdo observa-se um
aumento no nimero de mitocdndrias ( =) nos timécitos.
(B) Animal controle. Nos animais normais notam-se poucas ou nenhuma mitccndria nos timécitos.

Barra=5 pm
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Figura 7: Micrografia eletronica do timo.

(A) Animal controle. Mitocondrias com caracteristica normal ( ).

(B) Animal infectado. 3 dias p.i.. A partir dos 3 dias p.i. as mitocndrias dos animais infectados comegaram a
apresentar-s¢ com caracteristicas de degeneragfo ( =).

Barra=3 pm
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Figura 8: Micrografia eletronica do timo.
(&) Animal conirole. Aparato de Golgi { 2).
(B) Animal experimental. 24 horas p.i.. Logo no inicio da infecgo cbservou-ss a presenga de varios Aparatos de
Golgi hipertroficos (=).
Barra=1 um
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Figura 9: Micrografia eletronica de transmissio de timo. Animal infectado experimentaimente com P.

brasiliensis. 5 dias p.i.. Até os 7 dias p.i. notou-se que os mastocitos presentes no timo apresentavam-se com

caracteristicas de desgranulagdo (%). Barra =2 pm.
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Figura 10: Mierografia eletronica do parénquima timico,
(A) Animal infectado. 24 horas p.i.. Nota-se o aparecimento de vaciioles { #) contendo substincia amorfa.
(B) Animal infectado. 14 dias p.i. Observa-se um aumento na quantidade de vactiolos (¥) e a completa
desestruturagiio do tecido.
Barra=5 pm

28



Resultados

Figura 11: Micrografia eletrdnica de transmissdo de parie do parénquima tirnico.
(A) Animal controle. Mos animais normais observa-se a presenga de macréfagos ( -> ) com pouca substincia
fagggitada.
(B) Animal infectado. 14 dias p.i.. Nestes animais observa-se um aumento no nimero de macréfagos ( m’» ) em
intensa atividade fagocitica.
Barra=35 um
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Figura 12: Micrografia eletronica de transmissdo da regifo medular do timo de animal infectado
experimentalmente com P. brasiliensis (7 dias p.i.). A partir dos 7 dias p.i. observou-se um aumento no

ntmero de fibroblastos (=») presentes na regido medular. Barra =5 um
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4.2.2. Medula Ossea:

A analise da medula 6ssea de camundongos BALB/c infectados experimentalmente
com P. brasiliensis revelou alteragdes tipicas de um processo infeccioso sistémico. Logo no
inicio da infecgdio, notou-se grande atividade celular caracterizada pela presenga de grande
quanti‘dade de Reticulo Endoplasmatico Rugoso ¢ Aparethos de Golgi hipertrofiados no
interior das células. Associado a isso, observou-se também um nimero marcante de
precursores imaturos de eosindfilo (Figura 13) a partir de 24 horas p.i., sendo que este
quadro permaneceu durante todo o periodo experimental.

O ntmero de megacaridcitos (Figura 14) também se mostrou sensivelmente
aumentado aos 5 dias de inoculagdo.

O quadro de reatividade da medula Ossea foi observado durante todo o periodo
experimental.

O acometimento da medula 6ssea pelo P. brasiliensis ndo foi observado ao longo da
infeccdo experimental. Além disso, nenhum tipo de resposta granulomatosa, que pudesse
indicar que o fungo foi capaz de invadir a medula ossea, foi detectada ao longo de toda a

infecgdo.
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Figura 13: Micrografia eletronica de transmissdo da medula ossea. Animal infeciado experimentalmente com 2.
brasiliensis. 24 horas p.i. A partir deste pericdo observa-se um aumento de precursores imaturos de eosinéfilos (=).

Barra=2 pm.

Figura 14: Micrografia eletrénica de transmissdo da medula 6ssea. Animal infectado. 5 dias p.i. Os animais infectados
apresentavam um aumento na quantidade de megacariceitos a partir dos 5 dias pés inoculagfio. Barra =5 pum,
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4.3. Microscopia Eletronica de Varredura:

4.3.1. Timo:

A analise do timo dos animais experimentalmente infectados com P. brasiliensis
ndo revelou alteragdo perceptivel na morfologia externa das células pertencentes ao estroma
timico. Através desta analise foi possivel ainda detectar a presenga do fungo neste orgéo

durante todo o periodo experimental (Figura 15).

4.3.2. Medula Ossea:

A analise da medula 6ssea dos animais infectados com P. brasiliensis (Figura 16A)
ndo mostrou a presen¢a do fungo neste orgdo, além de nenhuma alteragdo marcante na
morfologia externa das células e na sua distribuigdo quando comparado com a medula

ossea dos animais controle (Figura 16B).
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Figura 15: Micrografia eletronica de varredura do timo.
(A) Animal experimental. 24 horas p.1.. Observou-se a presenca do fungo ( <-)-no estroma timico durante tcdo o
pericdo experimental.
(B) Aumento maior da figura 7A.
Bamra=5 pum
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V. DISCUSSAO




Discussdo

Nos ultimos anos, varios trabalhos propondo o envolvimento de diferentes
mecanismos na depressdo da resposta imune celular observada na paracoccidioidomicose
tém sido publicados. Neste estudo, observamos as alteragdes dos orgéos linféides primarios
durante a infecgdo experimental pelo Paracoccidioides brasiliensis, na tentativa de melhor
compreender o fendmeno da imunossupressao.

‘Os resultados obtidos indicam que a infecgfo pelo fungo € capaz de induzir uma
severa atrofia timica que tem lugar logo no inicio do processo infeccioso. Nossos achados
sugerem, entretanto, que varios mecanismos podem estar envolvidos no processo de atrofia
observado durante esta infec¢3o.

A constatagio da presenca do fungo no interior do timo aponta para a possibilidade
de uma agfo direta do patégeno sobre o orgdo. Trabalhos mostrando a agdo direta de
patdgenos sobre o timo utilizando varios modelos experimentais tém sido encontrados na
literatura. SAVINO et al. (1989), estudando a doenga de Chagas experimental em
camundongos C57Bl/6, detectaram a ocorréncia de atrofia timica com perda de células da
camada cortical dos lébulos timicos e até mesmo desaparecimento do cértex timico. Os
autores associaram a extensa atrofia a presenga de ninhos de 7rypanosoma cruzi em meio
ao parénquima timico. PRICE er al (1993), observaram, em camundongos BALB/c
infectados pelo citomegalovirus murino, lesées no timo semelhantes as observadas em
nosso estudo. Entre 4 e 6 dias p.i., houve perda de 80-90% das células timicas, seguida por
recuperagédo entre 7 € 16 dias. Os autores detectaram redugdo da camada cortical, perda de
delimitacdo corticomedular, presen¢a de focos perivasculares de neutroéfilos e de infiltrado
mononuclear, associadas a infecgdo litica de células timicas pelo virus.

Em micoses, fungos do género Sapronegnia, parasitas naturais de salmonideos,

provocam uma grande alteragdo no microambiente timico, com perda da regionalizagéo
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timica ¢ marcada redu¢io na densidade celular do parénquima. Quando presentes no
ambiente timico, estes fungos, provocam um aumento nos danos causados a este orgio
(ALVAREZ et al., 1995). Em micoses humanas, estudos com o Cryptococcus neoformans
em infec¢do experimental em camundongos, também correlacionam a presenga do fungo no
timo com varias alteragdes estruturais do orgéo (SOTOMAYOR et al., 1989).

A liberagdo, pelo proprio P. brasiliensis, de substincias capazes de alterar a
fisiologia do timo, poderia estar envolvida na atrofia observada neste tipo de infecg@o. A
secre¢do de produtos filngicos ou metaboélitos no microambiente timico tem sido relatada
como responsavel pela induggo das alteragdes timicas em infecgdes com diferentes fungos.
A gliotoxina, por exemplo, produzida por fungos do género Aspergillus, produz um quadro
de imunossupressdo induzindo apoptose no timo, além de bago e linfonodos (SUTTON et

al., 1994). A toxina T-2, produzida por Fusarium sp. € outros géneros fungicos, ¢

responsavel pela indugdo de imunossupresséo através da redugdo do peso e da celularidade
timica e aumento da oconéncja de apoptose em células timicas (ISLAM et al., 1998).
Alternativamente, a atrofia timica podena ser causada pela acdo de produtos
envolvidos na formagdo do granuloma ou por ele liberados, uma vez que se observou uma
apreciavel correlagdo entre a atrofia do timo € a formagéo de granulomas. O estudo cinético
dos indices dos orgdos demonstrou que o tempo maximo de atrofia timica coincide
exatamente com o pico de formacio de granulomas no figado € no bago. OZEKI et al.
(1997), estudando a resposta de camundongos BALB/c frente a inoculagido de Fator Corda
Micobacteriano, um componente virulento presente na parede celular de micobactérias,

também observaram uma forte correlagio entre a atrofia timica e a resposta granulomatosa.

Os autores relatam ainda que, anticorpos monoclonais anti-TNFa s3o capazes de inibir a

38



Discussdo

atrofia timica através da inibigiio da formagéio dos granulomas, sugerindo que a liberacdo de
seus produtos ou fatores seriam responsaveis pela atrofia observada durante a infecgio.

A participagio de TNFo na indugdo de atrofia timica através de uma agdo direta
sobre timécitos, induzindo-os & apoptose, também tem sido bastante descrita tanto em
experimentos in vivo como in vitro (HERNANDEZ-CASELLES & STUTUMAN, 1993;
WANG et al., 1994; NORIMATSU et al., 1995). De fato, estudos preliminares, realizados
em nosso laboratério, indicam um aumento no nivel de morte por apoptose das células
timicas na fase inicial da infec¢do paracoccidioidomicotica (dados ndo demonstrados). Em
nosso modelo experimental, a apoptose das células timicas parece ser devido a morte
celular passiva desencadeada pela perda de estimulo de sobrevivéncia, uma vez que fo1
detectada uma grande quantidade de mitocOndrias com caracteristicas de degenerag@o.
Entretanto, a ocorréncia da outra via de morte celular programada, mediada pelos
receptores Fas/TNF, ndo pode ser descartada. Isso porque, FIGUEIREDO er al. (1993),
utilizando camundongos C57BV/6 infectados com a cepa 18 de P. brasiliensis, relataram a
elevacio dos niveis séricos de TNF-a a partir do 4° dia de infecgdo. Embora neste periodo
nossos resultados demonstrem um decréscimo no namero de células apoptéticas no timo
(dados ndo demonstrados), existe a possibilidade de que o TNF-a produzido precocemente
no local da infec¢io estimule a produgdo de outras citocinas indutoras da apoptose de
timocitos.

Uma outra hipétese, seria que a involugdo timica, estaria relacionada a retencdo dos
progenitores de linfocitos T na medula ossea. Entretanto, a andlise da medula 0ssea néo
demonstrou alteragSes na maturagdo desta linhagem celular.

Apesar de existirem alguns relatos do achado de P. brasiliensis na medula Ossea de
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pacientes (CASTRO et al., 1958, TERRA et al., 1991; SHIKANAI-YASUDA et al., 1992,
OZAKI et al., 1996), inclusive com a presenga de granulomas tipicos abrigando células
gigantes (PIMENTA DE MELLO, 1955) e também em camundongos experimentalmente
infectados (CALICH, comunica¢do pessoal), a invasio medular ndo foi observada em
nosso modelo de estudo. Tal discrepancia de resultados pode ser decorrente do fato da
linhagein BALB/c, utilizada neste estudo, apresentar susceptibilidade intermediaria a
infeccio, mimetizando a forma moderada da paracoccidioidomicose humana (CALICH er
al., 1985). Estudos estio em andamento no sentido de se verificar a possivel invasdo da
medula 6ssea pelo fungo em animais altamente susceptiveis a esta infecgdo. Nossos
resultados mostram que as alteragdes histopatologicas, observadas na medula 0ssea dos
animais experimentalmente infectados pelo fungo, sdo caracteristicas de medula reativa
frente a infecgdo sistémica e ndo justificam o aparecimento da imunossupressio
freqiientemente observada neste tipo de patologia. A infecgdo direta de células da medula
6ssea levando a distirbios na hematopoiese, com conseqiiente leucopenia, tem sido
considerada como a causa da imunossupressdo observada em algumas infecgbes virais
humanas (RE et al., 1994; MORI et al., 1999). Em nosso modelo, a presenca do fungo na
medula 6ssea ndo pdde ser evidenciada mesmo com a utilizacdo de técnicas imuno-
histoquimicas especificas em cortes de tecido.

Uma apreciavel correlagio inversa entre o indice timico € o controle da
disseminacdo do fungo, medida pela formag@o de granulomas hepaticos e esplénicos, foi
observada. Resultados semelhantes foram descritos por OZEKI ef al. (1997) quando do
estudo da inoculagio de Fator Corda Micobacteriano em camundongos Balb/c. Estes
autores observaram que o pico de atrofia do timo coincidia com o pico de hipertrofia do

pulmio e que estes dois fendmenos eram dependentes da produc@o de TNF uma vez que a
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Discussdo

administra¢do de anticorpos anti-TNF inibia a atrofia timica. Entretanto, os autores
sugerem que talvez o TNF ndo tenha um papel direto na atrofia timica, uma vez que niio
foram detectadas alteragdes nos niveis sistémicos desta citocina. Assim, € possivel que o
TNF, que ¢é essencial para a formag@o dos granulomas, seja produzido no local das lesGes e
desencadeie a produgio de outros mediadores que agem sobre o timo induzindo-o & atrofia.

A existéncia de uma correlagdo entre a formagdo do granuloma e a atrofia timica
levanta duas possibilidades, ambas com o sentido de proteger o organismo. A primeira
hipétese seria aquela onde mediadores inflamatdrios envolvidos na génese do granuloma
induziriam a atrofia timica para diminuir a quantidade de linfécitos liberados para a
periferia com o objetivo de impedir que mais linfOcitos migrassem para os focos
inflamatorios, onde ampliariam os danos teciduais causados pela resposta granulomatosa
que, por si sO, ¢, muitas vezes, mais prejudicial ao organismo que o proprio
microorganismo invasor. A segunda possibilidade para a reagdo granulomatosa induzir a
atrofia do timo estarna relaciopada com nossa observagdo de que o fungo € capaz de invadir
este orgdo onde células, futuramente comprometidas com a resposta imune, adquirem sua
imuno-competéncia. A presenga do fungo P. brasiliensis no timo, indica a quebra de
possivels barreiras que normalmente impedem a entrada de proteinas ndo-proprias do
organismo. Neste caso, antigenos do P. brasiliensis podeniam ser processados e
apresentados como proteinas proprias aos timacitos, que entdo amadureceriam tolerantes a
elas. Assim, a eliminag@o de timocitos, durante a infecgio, estaria impedindo que linfocitos
tolerantes ao P. brasiliensis migrassem para a periferia, atrapalhando, ou até mesmo
impedindo, uma resposta imune eficaz contra o fungo.

Em resumo, nossos resultados ratificam a observagio prévia de que o P. brasiliensis

¢ capaz de invadir o microambiente timico, induzindo severas alteragdes estruturais em sua
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Discussdo

arquitetura, o que poderia contribuir para a imunossupressdo observada neste tipo de
infecgdo. Estudos complementares, e que estdo em andamento em nosso laboratdrio, sdo
ainda necessarios para se esclarecerem os mecanismos envolvidos neste processo. A
correlagdo inversa observada entre a atrofia timica € o controle da disseminagdo da
infeccdo, medido pela formagdo dos granulomas no figado € no bago, mostra que apesar da
atrofia ho timo, o animal é capaz de manter o fungo, ainda que vivo, em granulomas
compactos ¢ bem formados impedindo assim o seu espalhamento pelo organismo. O
possivel envolvimento da medula 0ssea no processo de imunossupressao durante a infecgdo
paracoccidioidomicdtica ainda n3o nos ¢ totalmente claro e, neste sentido, mais
experimentos sdo imprescindiveis para uma posicio firme em relagdo a sua ndo

participacdo neste fendmeno.
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Conclusido

A invas@o do timo pelo Paracoccidioides brasiliensis, levando o 6rgéo a severa
atrofia, as marcantes alteragGes ultra-estruturais timicas observadas e a acentuada
correlac;ﬁo mversa entre o indice timico e o controle da disseminagio fungica encontradas
no presente trabalho, denotam um profundo acometimento deste 6rgéo linféide primario
durante o desenvolvimento da infec¢éo paracoccidioidomicotica.

Estes achados nos levam a supor que a agio, direta ou indireta, do fungo sobre o
timo pode estar relacionada com o fenOmeno de imunossupressdo freqiientemente
observado nesta infecgdo. Entretanto, outros estudos sdo ainda necessarios para a completa
determinacg@o das possiveis causas € conseqiiéncias desta agdo com o objetivo de se melhor

entender a dindmica fungo-imunossupressio-doenga.
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Abstract

SOUTO, P.C.S. Ultrasctructural Analysis of Primary Lymphoid Organs of
Paracoccidioides brasiliensis — Infected Mice. Tese de Mestrado, Departamento de

Microbiologia e Imunologia, Instituto de Biologia, UNICAMP.

Paracoccidioidomycosis, a deep mycosis caused by the dimorphic fungus P.
brasilievnsis, is endemic in Brazil and other Latin American Countries. Many works have
shown that immunosuppressive effects induced by systemic mycosis can be related to
primary lymphoid organ damages. Previous studies in our laboratory have already showed
histopathological alterations in thymus and bone marrow at different phases of this
experimental infection. In this study we evaluated (i) the correlation between thymic
atrophy and granuloma formation and (ii) ultrastructural alterations in primary lymphoid
organs induced by P. brasiliensis-infected mice. Therefor, BALB/c male mice were
. inoculated i.p. with 5x10° yeasts and evaluated in relation to alterations in thymus and bone
marrow, and control of fungal dissemination. It was observed that P. brasiliensis was able
to invade the thymus, that suffered severe atrophy with alterations in its cellular
components. On the other hand, the presence of fungus in bone marrow was not observed.
This organ presented only alterations common to a systemic reaction front to an infectious
process. Besides, an appreciable inverse correlation between the degree of thymic atrophy
and the extent of granuloma formation could be observed. Thus, our results suggest that P.
brasiliensis is capable to induce many ultrastructural alterations in the thymus, as
mitochondria degeneration, an increase of Golgi apparatus and an augment of macrophages

with debris, that could facilitate its persistence in host.
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