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RESUMO

BRITO, V. N. Estudo Imunopatolégico Seqgiiencial de Orgaos Linfoides Primirios de
Camundongos BALB/c Inoculados com Paracoccidioides brasiliensis. Tese de
Mestrado, Departamento de Microbiologia e Imunologia, Instituto de Biologia, UNICAMP.

A literatura tem mostrado que a imunossupressdo observada em micoses sistémicas pode
estar relacionada ao envolvimento de 6rgdos linféides primarios. Neste trabalho, avaliamos
as alteragées imunopatolégicas induzidas pelo P. brasiliensis, nestes Orgios,
correlacionando-as com a disseminagéo fungica e a resposta de hipersensibilidade tardia.
Para tanto, camundongos BALB/c machos foram inoculados intraperitonialmente com
5x10% células fungicas e histologicamente avaliados quanto a alteragdes nos 6rgios
linféides primarios, presenca de lesdes de disseminagio no figado, bago e pulmdes € de
resposta de hipersensibilidade tardia especifica, através do teste do coxim plantar (TCP). O
P. brasiliensis invadiu o timo, que sofreu severa atrofia, com degeneragdo da camada
cortical € perda da delimitagdo entre cortex e medula. A medula dssea, por outro lado,
apresentou hiperplasia e retardo na maturagdo de células, especialmente da linhagem
granulocitica, porém, nfio foram observadas células filngicas neste tecido. Figado e bago
apresentaram lesdes ricas em fungos durante todo o periodo experimental, sendo estas,
inicialmente, neutrofilicas, evoluindo para granulomas epitelidides, por vezes, circundados
por halos linfoplasmocitarios e eosindfilos. Os pulmdes, por outro lado, apresentaram
discreto infiltrado inflamatério. O TCP evocou, logo aos 5 dias apos a inoculagdo, um
infiltrado inflamatorio abundante em neutrofilos e células mononucleares, além de
eosindfilos; o volume deste infiltrado aumentou consideravelmente ao longo da infeccéo,
especialmente apds o primeiro més. Néo foi observada nenhuma correlagio entre a atrofia
timica e a resposta de hipersensibilidade tardia medida pelo TCP, enquanto uma tendéncia a
correlagdo inversa entre atrofia timica e o controle da disseminagdo da infec¢do, medida
pela formagéo de granulomas compactos, foi observada. Assim, nossos resultados sugerem
que o P. brasiliensis € capaz de induzir alteragbes histopatoldgicas no timo de

camundongos BALB/c, que podem facilitar sua persisténcia no hospedeiro.
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O Paracoccidioides brasiliensis ¢ um fungo termodimdrfico que causa uma doenca
granulomatosa cronica denominada paracoccidioidomicose (blastomicose sulamericana).
Nos tecidos do hospedeiro e em laboratério, quando encubado a 37°C, o P. brasiliensis
cresce na forma de levedura, apresentando colonias moles e rugosas, de colorag@o creme,
compostas por células ovais ou alongadas que variam de 4 a 30 um e possuem multiplos
brotamentos. Se cultivado & temperatura ambiente, o P. brasiliensis desenvolve-se sob a
forma de coldonias brancas, pequenas e irregulares, cobertas por um curto micélio aéreo;
esta €, provavelmente, a forma como o fungo ocorre no ambiente. Microscopicamente, a
forma miceliar é composta por hifas finas e septadas, enquanto as leveduras apresentam-se
como células maes rodeadas por células filhas menores, lembrando uma roda de leme
(BRUMMER et al., 1993) .

Existem ainda incertezas sobre o habitat natural do P. brasiliensis. Tem sido
sugerido, que este viva saprofiticamente na natureza, provavelmente no solo (MEDINA &
BODZIAT, 1949) ou em restos de vegetais (LACAZ, 1949). O P. brasiliensis ja foi
encontrado no solo do Brasil, Argentina € Venezuela, areas onde a paracoccidioidomicose €
endémica (revisto por SILVA-VERGARA et al., 1998), e, recentemente, tem sido isolado
de tatus que vivem em dareas de alta incidéncia da doenca (BAGAGLI, er al., 1998 e
SILVA-VERGARA, et al., 2000). Assim, atualmente, a maioria dos autores acredita que o
habitat natural do P. brasiliensis é, realmente, o solo das regides endémicas.

A forma miceliar do fungo produz conidios e esporos sexuais que podem dispersar-
se pelo ar e infectar 0 homem pela via inalatoria (FRANCO et al., 1989 ¢ BRUMMER et
al., 1993). Este foco inicial de infec¢do pode regredir com a destruigdo do fungo, levando a
formagdo de cicatrizes estéreis; regredir com a persisténcia de fungos viaveis, formando
focos latentes ou progredir para o desenvolvimento da paracoccidioidomicose. O inicio da
doenga também pode ocorrer a partir de um foco latente (reinfeccdo endégena) ou por
reinfecgdo exogena depois de exposigdo prévia ao fungo (FRANCO et al., 1989).

Uma vez estabelecida, a paracoccidioidomicose pode evoluir de duas maneiras:
aguda ou cronica. A forma aguda ou juvenil representa apenas 3 a 5% de todos os casos e,
geralmente, acomete criangas € adultos jovens, de ambos os sexos. Caracteriza-se por uma

rapida evolugdo (semanas a meses) e um profundo envolvimento do bago, figado,
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linfonodos e medula 6ssea (BRUMMER et al., 1993). O quadro clinico revela
envolvimento sistémico de linfonodos, hepatoesplenomegalia e disfun¢do da medula dssea
e, de acordo com o grau de disseminag#o, a forma aguda da doenga pode ser classificada
em severa ou moderada (FRANCO er al., 1987).

A forma crdnica, por outro lado, ocorre em mais de 90% dos pacientes e atinge
principalmente adultos. A progressdo € lenta € varios anos podem transcorrer entre a
infecgdo inicial e o estabelecimento completo da doenga. As manifestagdes pulmonares
estdo presentes em 90% dos casos, podendo representar o Gnico foco da doenga. Nos casos
onde a paracoccidioidomicose ¢ multifocal ocorrem lesdes extrapulmonares, afetando
especialmente as mucosas oral e nasal, pele, linfonodos, e glandulas adrenais (BRUMMER
et al., 1993).

A paracoccidioidomicose apresenta alta incidéncia nos paises da América Latina,
onde constitui a principal micose sistémica. O Brasil detém 80% dos casos, sendo, a
maioria destes, relatada no Estado de S3o Paulo. Os individuos mais atingidos sio
trabalhadores rurais, com idades entre 30 e 60 anos, € 0 numero de casos € menor entre o0s
jovens e criangas (FRANCO et al., 1989 e BRUMMER, et al., 1993).

Nos individuos adultos a incidéncia da doenga em homens € até 13 vezes maior que
em mulheres. Entretanto, testes cutdneos frente a antigenos de P. brasiliensis, realizados em
moradores das regides endémicas da doenga, demonstram positividade semelhante entre
homens e mulheres (RESTREPO, et al., 1984; FRANCO et al., 1989 ¢ BRUMMER, et
al., 1993). Isto indica que ambos os sexos estdo expostos ao fungo, podendo adquirir uma
infecgdo subclinica, mas a evolugio para a doenga ocorre com maior freqii€ncia nos
homens. Durante a infancia e puberdade, entretanto, nfo existe diferenga na ocorréncia da
doenga, o que sugere a participagdo de fatores hormonais na resisténcia feminina a
paracoccidioidomicose. Nesse sentido, estudos realizados por RESTREPO et al. (1984)
revelaram que o horménio feminino estradiol € capaz de inibir a conversio do
P. brasiliensis da forma miceliar para a forma de levedura, o primeiro passo para a
instala¢do da infecgdo, conferindo a resisténcia contra o fungo observada entre as mulheres.

Com relag@o ao contagio, a paracoccidioidomicose néo ¢ transmitida de pessoa para

pessoa (BRUMMER et al., 1993). O estudo de casos familiares demonstra que a ocorréncia
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de um novo caso da doenga pode demorar anos, sendo condicionado por fatores genéticos e
pela existéncia de uma fonte de infec¢iio comum aos individuos (FRANCO et al., 1989).

Apos sua instalagdo, a paracoccidioidomicose tende a ser uma doenga disseminada;
a partir dos pulmdes que sdo a porta de entrada do P. brasiliensis, pode ocorrer migracio
por via hematogénica ou linfatica para qualquer parte do corpo. O P. brasiliensis apresenta
consideravel tropismo para o tecido linfatico, podendo ocorrer também lesdes nas mucosas
superiores dos tratos respiratdrio e digestivo, lesdes cutdneas afetando, principalmente, a
regido da face, além do acometimento das glindulas supra-renais. Mais raramente, ocorrem
alteragdes em o0ssos e articulagdes, no trato digestivo, olhos, sistema nervoso central, trato
geniturinario e tiredide. Em alguns casos coragdo, vasos sangiiineos, bago ¢ musculos
esqueléticos também podem ser afetados (FRANCO et al., 1987; FRANCO et al., 1989 ¢
BRUMMER, et al., 1993).

As varias formas clinicas da paracoccidioidomicose estdo relacionadas aos
diferentes niveis de resposta imune do hospedeiro. Pacientes com as formas disseminadas
da doenca freqiientemente apresentam depress@o da resposta imune celular especifica e
diminuicdo da reatividade a testes cutdneos, altos niveis de anticorpos contra o
P. brasiliensis e granulomas frouxos abrigando um grande nimero de fungos. Por outro
lado, em individuos com as formas localizadas da doenga observam-se respostas positivas
para provas de hipersensibilidade, baixos niveis de anticorpos especificos e granulomas
epitelidides compactos com poucos fungos (SILVA er al, 1981; FRANCO, 1986 e
FRANCO et al, 1987). Fenémeno semelhante tem sido observado na
paracoccidioidomicose experimental. ROBLEDO et al. (1982), por exemplo, infectando
camundongos BALB/c atimicos e eutimicos observaram que a disseminagdo do
P. brasiliensis da-se mais rapidamente nos animais atimicos, que sucumbem, gradualmente,
ao longo do periodo experimental. Animais imunologicamente intactos, entretanto,
sobrevivem a infec¢do indicando a participag@o da resposta imune timo-dependente na
modulacgio da micose.

A preocupagao de se reproduzir experimentalmente a paracoccidioidomicose surgiu
desde a sua descrigdio. O primeiro relato de infecgdo experimental bem sucedida foi feito

por MONTENEGRO em 1927, o qual inoculando cobaios com uma suspensdo de tecidos
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infectados pelo P. brasiliensis, pela via intratesticular verificou a ocorréncia da doenga em
todos os animais inoculados. Desde entfio, varios modelos experimentais t€m sido
utilizados, fornecendo informagdes importantes para o entendimento da doenga.

Em 1959, MACKINNON, utilizando camundongos sui¢os, comparou o
desenvolvimento da paracoccidioidomicose a partir de 7 diferentes vias de inoculagdo. Esse
estudo revelou que os camundongos infectados pela via broncoalveolar desenvolviam
broncoalveolite seguida por disseminagdo hematogénica do fungo para outros orgéos. Essa
observacgio permitiu ao autor aventar a hipdtese, atualmente bastante aceita, de que o inicio
da paracoccidioidomicose da-se nos pulmdes por inalagdo do fungo e disseminagéo por via
hematogénica. Os achados de MORENO & ESPINOSA (1976), utilizando a forma miceliar
do P. brasiliensis em camundongos, confirmam a teoria postulada por MACKINNON,
indicando que a inalag@o do fungo pode dar inicio a doenga ativa com disseminagio para o
bago e o figado.

Modelos experimentais também foram empregados em varios estudos sobre o papel
da resposta imune na paracoccidioidomicose. Neste sentido, PERACOLI (1978),
empregando a inoculagdo intratesticular em hamsters, observou que na fase final da
infeccdo, quando as lesdes sdo generalizadas, os niveis de resposta imune celular sdo muito
baixos ou negativos, enquanto que os titulos de anticorpos permanecem elevados,
confirmando a forte comrelagdo entre a diminuigdo da resposta imunoldgica e a
disseminagdo da doenga observada na paracoccidioidomicose humana.

Atualmente, as espécies mais utilizadas na paracoccidioidomicose experimental s3o
o hamster e o camundongo. O hamster tem sido usado devido a sua alta susceptibilidade ao
P. brasiliensis, que mimetiza a paracoccidioidomicose humana progressiva (COELHO et
al., 1982) Enquanto, a utilizagdo do camundongo como modelo experimental fundamenta-
se, além de sua facilidade de obtengdo e manutengio, na disponibilidade de linhagens
1sogénicas, que permitem a obtengdo de resultados altamente confidveis e reprodutiveis. No
caso da paracoccidioidomicose experimental murina, varias linhagens isogénicas tem sido
utilizadas, em especial as linhagens B10.A, A/Sn e BALB/c. As linhagens B10.A ¢ A/Sn
comportam-se como polos de susceptibilidade e resisténcia a doenga (CALICH et al,
1985), apresentando padrdes de resposta do tipo Th2 e Thl (CALICH & KASHINO,
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1998), respectivamente. A linhagem BALB/c, por sua vez, apresenta susceptibilidade
intermediaria & infec¢do (CALICH et al, 1985). Assim, camundongos BALB/c
experimentalmente infectados demonstram focos granulomatosos pequenos, compostos por
macrdfagos, neutréfilos e plasmocitos, com tendéncia a estabilizagdo e regressdo, de modo
semelhante & forma moderada da paracoccidioidomicose humana (BURGER et al., 1996).

A primeira linha de defesa contra o P. brasiliensis é feita por macrofagos e
polimorfonucleares. O fungo, entretanto, € capaz de sobreviver e replicar-se no interior de
fagécitos, 0 que constitui um importante mecanismo de escape (FRANCO, 1986 e
BRUMMER er al, 1993). A ativagdo dos macrofagos com Interferon Gama (IFNy),
contudo, restringe seu crescimento (FRANCO, 1986), confirmando o importante papel da
resposta imune celular no curso da paracoccidioidomicose.

A severidade da doenga tem sido associada a depress@o da resposta imune celular na
infec¢do humana (SILVA et al., 1981; FRANCO et al., 1989 e BRUMMER et al., 1993) e
em modelos experimentais (ROBLEBO et al. 1982; SINGER-VERMES et al., 1993 ¢
CANO et al., 1995). Inicialmente, acreditava-se que deficiéncias inerentes a resposta imune
celular poderiam propiciar o desenvolvimento da paracoccidioidomicose. Contudo,
atualmente, a idéia mais aceita é que a imunossupressdo seja desencadeada pela propria
infecg@o paracoccidioidomicdtica e contribua para o sucesso do patégeno (BRUMMER et
al., 1993 ¢ FRANCO et al., 1989). Esta hipotese ¢ apoiada pela observagdo de que a
depressdo da resposta imune celular ¢ revertida apds a cura da doenga através de terapia
antifingica (MOK & GREER, 1997).

Vérios fatores sdo apontados como possiveis responsaveis pela supresséo da resposta
imune celular durante a infecgdo paracoccidioidomicética, entre eles: deficiéncia na
apresentacdo de antigenos ¢ diminui¢do da fung@o de células T (TEIXEIRA et al., 1987),
presenga de células supressoras antigeno-especificas (FINKEL-JIMENEZ & MURPHY,
1988a ¢ FINKEL-JIMENEZ & MURPHY, 1988b) e desvio de resposta para células do
tipo Th2 (BERNARD er al, 1997). Apesar disso, os fendmenos desencadeantes da
imunossupressdo ndo estdo ainda elucidados € o envolvimento de orgdos linfoides
primarios pode contribuir para este processo, como tem sido observado em outras micoses,

como criptococose experimental (SOTOMAIOR et al., 1989), aspergilose experimental
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(SUTTON et al., 1994) e infecgdo natural por Saprolegnia em trutas (ALVAREZ et al.,
1995), e micotoxicoses, como na intoxica¢do experimental pela toxina T-2 (ISLAM et al.,
1998).

Apesar do sabido tropismo do P. brasiliensis por tecidos linféides (FRANCO et al.,
1989 e BRUMMER et al., 1993), ndo existem relatos conclusivos acerca do acometimento
de orgdos linfoides primarios pelo fungo e suas conseqiiéncias no curso da infecgédo. Alguns
autores t€m descrito o comprometimento da medula ¢ssea, em pacientes portadores das
formas aguda e cronica disseminadas da doenga (PIMENTA DE MELLO, 1955; CASTRO
et al., 1958; TERRA et al., 1991, SHIKANAI-YASUDA et al., 1992 ¢ OZAKI et al,
1996), entretanto, estas alteragdes nfdo tém sido relacionadas ao processo de
imunossupressdo. Além disso, a avaliagdo de possiveis alteragdes da medula Ossea nio tem
sido feita em modelos experimentais o que poderia trazer maiores informagdes sobre o grau
de comprometimento deste tecido ¢ sua possivel correlagio com o fenémeno de
1munossupressio.

Além da medula 6ssea, o timo pode sofrer alteragdes capazes de contribuir para a
supressdo imunoldgica, uma vez que constitui o orgdo-chave do desenvolvimento e
maturacdo de linfécitos T, responsaveis pelo controle da resposta imune. Apesar de nenhum
relato literdrio descrever alteragbes timicas na paracoccidioidomicose humana ou
experimental, esse fenémeno tem sido relatado no caso de outros fungos causadores de
micoses humanas (SOTOMAIOR er al., 1989 e SUTTON er al, 1994) e animais
(ALVAREZ et al., 1995). Ademais, assim como a medula dssea, o timo nio é um 6rgio
rotineiramente avaliado, mesmo em modelos experimentais.

Assim, dada a auséncia de estudos sobre a agdo do P. brasiliensis em orgédos linfoides
primarios, neste trabalho avaliamos imunopatologicamente as alteragdes induzidas por este
fungo no timo e na medula 6ssea de camundongos BALB/c experimentalmente infectados,
correlacionando-as com a disseminagéo do fungo e a resposta de hipersensibilidade tardia
frente ao fungo.

Os testes de hipersensibilidade tardia séo freqiientemente utilizados para a avaliagdo da
resposta imune celular em pacientes € em animais experimentalmente infectados, tanto na

paracoccidioidomicose, quanto em outras doengas infecciosas. A reagdo de




Introducio

hipersensibilidade tardia em camundongos foi descrita em 1940, quando PAGEL observou
que animais infectados intracutaneamente com o bacilo da tuberculose desenvolviam, entre
4 ¢ 8 dias depois, uma papula que evoluia para a formagéo de abcesso e necrose e, em
seguida, regredia com o acumulo de macrofagos que ingeriam os bacilos. Quando
submetidos a uma reinfecgdo, estes camundongos, desenvolviam um padrdo de reposta
similar logo as 24 horas de infecggo, caracterizado como uma reagio de hipersensibilidade
tardia.

Atualmente, sabe-se que a hipersensibilidade tardia consiste em uma reagdo
inflamatéria mediada por linfocitos T CD4" Thl sensibilizados por um antigeno solivel,
particulado ou alogénico. Esta rea¢éo compreende o aumento da permeabilidade vascular, a
migragdo de linfécitos T antigeno especificos e células efetoras inespecificas, como
neutrofilos e macréfagos, além da sintese de citocinas pro-inflamatérias com atividades
quimiotaticas ¢ ativadoras (CHER & MOSMANN, 1987 ¢ BUCHANAN & MURPHY,
1997). O teste do coxim plantar tem sido preferido para a avaliag@io deste tipo de resposta
imune celular. Isto se deve a sua grande sensibilidade, conferida pelo aprisionamento do
antigeno no local da inoculagdo, o que propicia um significativo acumulo de células
mononucleares nos animais sensibilizados (CROWLE, 1959).

Deste modo, este trabalho, buscou agregar novos subsidios para uma melhor
compreensdo da supressio imunologica observada na paracoccidioidomicose, que constitui

uma micose de grande relevincia em nosso estado.




2. OBJETIVOS




Objetivos

Este trabalho teve como objetivos especificos:

Avaliar seqiiencialmente as alteragdes imunopatolégicas induzidas no timo e na medula
ossea durante o curso da infecgio em camundongos BALB/c inoculados

intraperitonialmente com um isolado virulento de P. brasiliensis;

Correlacionar as alteragdes encontradas nos orgdos linféides primarios com:
a disseminacdo do fungo para bago, figado e pulmées ao longo da infecgéo; e
a resposta de hipersensibilidade tipo tardia.
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Material e Métodos

3.1. Animais

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

Testes realizados a cada 3 meses desde 1989, para detecgdo de infecgbes nestas
colonias apresentaram resultados negativos para os seguintes patdogenos: coronavirus
(MHV-3), Sendai virus, virus da pneumonia do camundongo (PVM), virus da
coriomeninguite  linfocitica (CCMV), Adenovirus, Polyoma virus, K-virus,
Citomegalovirus Murino (MCMV), Rotavirus, Ectromelia, Mjycoplasma pulmonis,
ectoparasitas e endoparasitas.

Os animais foram mantidos durante todo o periodo experimental em isoladores tipo
Trexler (TREXLER, 1959) com agua e ragéo estéreis oferecidos ad libitum.

Todos os procedimentos foram executados de acordo com as normas éticas
estabelecidas pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA) e aprovados
pelo Comité de Etica em Experimentagio Animal (CEEA) do Instituto de Biologia da

Unicamp.

3.2. Fungos

O isolado virulento Pb18, obtido em 1929 de uma crianga de 3 anos de idade e
mantido em cultura desde entfio, foi utilizado. Este isolado ¢ procedente da micoteca da
Faculdade de Medicina da Universidade de S3o Paulo (FCM-USP) e tem sido mantido, em
nosso laboratorio, na fase leveduriforme em meio de cultivo de Fava Netto a 35°C, sendo
repicado a cada 15 dias.

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

lesoes de disseminaggo durante 24 semanas em camundongos B10.A.
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3.3. Preparo do Indculo

Para o preparo da suspensdo fingica, o P. brasiliensis foi subcultivado em meio de
cultivo de Fava Netto e coletado em sua fase de crescimento exponencial (7 dias). As
células fingicas foram ressuspensas em Solugdo Salina Tamponada com Fosfato estéril
(PBS) pH 7,2, agitadas em agitador tipo Vortex, em dois ciclos de 15 segundos cada,
centrifugadas por 10 minutos a 300g ¢ lavadas por 2 vezes em PBS.

O ntmero total de células presente na suspensio foi determinado por contagem em
camara de Newbauer e a concentragdo final ajustada para 107 P. brasiliensis/mL. A
viabilidade dos fungos foi determinada pela coloragdo vital Lactofenol Azul de Algodéo,
conforme descrito por SANO et al. (1993).

3.4. Preparo do Antigeno de P. brasiliensis (Cell Free Antigen)

O preparo do antigeno fingico foi realizado segundo CAMARGO et al. (1991),
com algumas modifica¢des. Para tanto, células de P. brasiliensis, a partir de cultivos de 7
dias (aproximadamente 300 mg) foram ressuspensas em 1 mL de PBS estéril acrescido de
fenil-metil-sulfonil fluorido (PMSF) 1 mM, para a inibigio da atividade de proteases;
agitadas por 10 minutos em Vortex e centrifugadas por 10 minutos a 1300g.

O botdo de células foi desprezado, enquanto o sobrenadante, contendo as proteinas
(CFA- cell free antigen) que estavam fracamente ligadas a parede celular e portanto
liberadas pela agitaggo, foi recolhido.

3.5. Dosagem de Proteinas

A concentragdo protéica do antigeno foi determinada pelo micrométodo de Bradford

(BRADFORD, 1976), utilizando soro albumina bovina (Sigma) como amostra padrao.
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3.6. Infec¢do Experimental

Camundongos BALB/c foram inoculados intraperitonialmente com 5x10° células de
P. brasiliensis da cepa Pb18 contidos em 0,5 mL de PBS estéril. Animais controle foram

inoculados com o mesmo volume de PBS estéril também por via intraperitonial.

3.7. Coleta de Sangue, Contagem Total e Diferencial de Leucdcitos

Os animais foram anestesiados e submetidos & sangria pelo plexo braquial as 0 e 24
horas e aos 3, 5, 7, 14 ¢ 28 dias apos a infecg@o.

Para a contagem total de leucécitos, 10 uL de sangue foram diluidos em 190 pL de
4cido acético 3% em PBS para a lise de hemacias. A seguir, procedeu-se a determinag&o do
niimero de total de células através de contagem em Camara de Newbauer.

Para a contagem diferencial dos leucécitos, o sangue foi colhido com anticoagulante
Citrato de Sodio, em seguida, foram feitos esfregagos em 1dminas de vidro, num total de 3
esfregacos por animal e estes foram corados com May-Grunwald por 15 minutos. Realizou-

se, entio, a contagem diferencial de 100 células por ldmina.

3.8. Sacrificio e Coleta do Material

Lotes de 4 animais inoculados foram sacrificados por deslocamento cervical as 0 e
24 horas e aos 2, 3, 5, 7, 10, 14, 21, 28, 35, 42, 60 e 120 dias apds a inoculagdo. Apos a
morte do animal os pulmdes, o bago, o figado e o timo foram fixados por gotejamento com
formalina 10% e coletados. Os 6rgdos permaneceram imersos em solugdo fixadora de
formalina 10% por 24 horas, sendo, em seguida, lavados em 4gua corrente, desidratados em

gradiente de alcool e incluidos em Histosec.
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3.9. Obtengio da Medula Ossea

Lotes de 3 camundongos inoculados foram sacrificados as 0 e 24 horas € a0s 3, 5, 7,
14 e 28 dias apos a inoculagdo. Apds a morte, o fémur direito foi retirado, limpo,
descalcificado em solugdo descalcificadora de Zenker por 24 horas, lavado em agua
corrente, desidratado em gradiente alcodlico e incluido em Histosec de acordo com a rotina

histologica.

3.10. Determinaciio de Alteracées do Peso em Orgiios Linféides

O bago e o timo dos animais inoculados e controle foram retirados, limpos, lavados
em PBS, secos em papel de filtro e, em seguida, pesados em balanga analitica apds cada

sacrificio, para avaliagdo de possiveis alteracdes.

3.11. Microscopia de Luz

Apbs a inclusdo, o material emblocado foi submetido a microtomia para obtengéo
de cortes finos (4 um). Estes cortes foram desparafinizados, hidratados em gradiente de
alcool e corados por hematoxilina-cosina, para a avaliacdo histopatoldgica e por prata
metanamina de Gomori-Grocott para detecggio dos fungos. Os cortes de medula 0ssea, apos
a hidratagdo, foram tratados com iodeto alcodlico e tiossulfato de sédio 3% para a remogao
de residuos de merctrio, derivados do tratamento de descalcificagdo pelo método de Zenker

e a seguir foram corados por hematoxilina-eosina de acordo com a rotina histolégica.
3.12. Detecg@o Imuno-histoquimica do P. brasiliensis

Os cortes histologicos foram desparafinizados, hidratados em gradiente de alcool,

lavados em PBS-Tween 0,1%, incubados com soro normal de camundongo, diluido 1:50
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em PBS-BSA 1%, por 30 minutos para o bloqueio de sitios inespecificos € com H,0O; 3%
em PBS-Tween 0,1% por 30 minutos para o bloqueio da peroxidase endogena.

Procedeu-se, a seguir, a incubag@o dos cortes com soro de paciente portador de
paracoccidioidomicose (Titulo: 1:16 em imunodifusdo) diluido 1:100 em PBS-BSA 1%
(gentilmente cedido pela Dra. Heloisa Blotta do Depto de Patologia Clinica da Faculdade
de Ciéncias Médicas da Unicamp), a 4°C durante a noite. Ap6s a incubagdo com o
anticorpo primario os cortes foram lavados em PBS-Tween-Leite 5%, PBS-Tween ¢ PBS e
incubados, por 1 hora, com anticorpo anti-IgG humana conjugado com peroxidase (A-8667,
Sigma) diluido 1:200 em PBS-BSA 1%.

Findo o periodo de incubagdo, os cortes foram submetidos a lavagem, como
anteriormente descrito. Realizou-se, a seguir, a revelagdo da reagdo com 3-3 Diamino-
benzidina (1 mg/mL) em tamp&o Tris-HCI 0,1M pH 7,6 ¢ H,O, 0,03% por 10 minutos. A
reagdo foi interrompida pela lavagem das laminas com PBS. Por fim, os cortes foram

contra-corados com hematoxilina de Harris, desidratados e montados em Permount.

3.13. Avaliacido Imunologica

A resposta de hipersensibilidade tipo tardia para P. brasiliensis foi avaliada a partir
do 5° dia pos-inoculagéo atraveés do Teste do Coxim Plantar (TCP), conforme descrito por
MOSCARDI! & FRANCO (1980). Para tanto, 24 horas antes do sacrificio foram injetados
150 pg/animal do antigeno de P. brasiliensis (item 3.4), em um volume de 100 ulL, no
coxim plantar direito (pata teste). O mesmo volume de PBS estéril foi injetado no coxim
plantar esquerdo (pata controle). No momento do sacrificio os volumes das patas, teste e
controle, foram medidos com o auxilio de um paquimetro digital (Mitutoyo, Japdo) € a
diferenga de medida entre ela foi considerada como resposta ao antigeno. A confirmagio da
positividade do teste foi feita pela analise histologica das patas testadas. Para tanto, estas
foram fixadas em formaldeido 10%, descalcificadas, desidratadas em gradiente de alcool,
cortadas € coradas por hematoxilina-eosina. Foram consideradas positivas as patas que

apresentavam infiltrado inflamatério mononuclear.
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3.14. Andlise Estatistica

Foi utilizado o teste “¢” de Student para amostras dependentes para a andlise da
diferenca entre o volume das patas testadas e controle no Teste do Coxim Plantar.

Para as correlagGes entre atrofia timica e resposta imune celular, e entre atrofia
timica e disseminagio da infecgdo utilizou-se o Teste de Correlagido de Pearson.

As variagdes de peso e numero de células foram submetidas a Analise de Variancia
de 1 Via (ANOVA), seguida pelo Teste de Comparagdes Miltiplas de Dunnett.

Todos os testes estatisticos foram realizados através do software GraphPad InStat
versdo 3.0 (1997). Para a confecgdo dos graficos foi utilizado o software GraphPad Prism
versdo 1.03 (1994). As amostras foram consideradas estatisticamente diferentes quando o

valor de p foi menor ou igual a 0,05.
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Resultados

4.1. Alteragdes no Peso de Orgdos Linfdides:

Os camundongos infectados com P. brasiliensis apresentaram sensiveis alteragdes
no peso do timo e do bago ao longo da infecgdo. A atrofia timica pdde ser detectada logo as
24 horas apos a inoculagfio (Figura 1) e persistiu de maneira crescente até o 7° dia, onde o
peso do timo dos animais infectados representava cerca de um tergo do peso observado nos
animais controle. Apos este periodo, observou-se uma recuperagdo, sendo que aos 21 dias
pos-inoculagdo, o peso médio dos timos era de cerca de dois tergos do peso encontrado em
animais ndo inoculados. A partir do 28° dia de inoculagdo, iniciou-se nova queda de peso,
que evoluiu até o 42° dia, periodo apds o qual, notou-se uma pequena retomada neste
pardmetro. A partir do 60° dia de inoculagio, houve a estabilizagdo do peso. Entretanto, 0s
animais infectados ndo foram capazes de recuperar a massa timica existente antes da
inoculacdo com o P. brasiliensis, € mesmo aos 120 dias de inoculagdo o timo correspondia

a cerca de metade do encontrado em animais nfo infectados.
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Figura 1: Cinética do peso do timo em camundongos BALB/c infectados com
P. brasiliensis. A ANOVA revelou variagdes extremamente significativas neste grupo (p<0,0001).
Durante todo o periodo avaliado o peso do timo de animais infectados foi diferente do observado
em animais controle (* p<0,01). Os valores representam a média do peso encontrado em 4 animais

* 0 erro médio padréo.

19




Resuitados

Em contraste com a atrofia timica, pode-se observar, ao longo da infecgdo, um
quadro de esplenomegalia (Figura 2). O peso do bago aumentou de modo exponencial a
partir do 5° dia de inocuiacdo, atingindo, ao 10° dia, cerca de 3 vezes o encontrado em
animais nfo infectados. A partir deste periodo a hipertrofia espiénica tornou-se menos
pronunciada. Entretanto, mesmo apds a estabilizagdo do peso, depois do 42° dia pos-

inoculagdo, o peso do bago manteve-se acima do cbservado em animais controle.

500
4004 ,
g : .*7*
g 300+ Lo
i At '
€ 200 ! e S
§ | e e
Normal
Otr—Tr71T17 T T Y T i+
02571014 21 28 35 42 60 120

Dias apds a inoculaciio

Figura 2: Cinética do peso do bago em camundongos BALB/c infectados com
P. brasiliensis. A ANOVA revelou variagdes extremamente significativas neste grupo (p<0,0001),
enquanto o Teste de Comparagdes Multiplas de Dunnett demonstrou diferengas significantes no
peso do bago observado aos 10, 14 ¢ 21 dias, quando comparado com os controles {* p<0,05;

** p<0,01). Os valores representam a média do peso enconirado em 4 animais £ o erro médio

padrdo.
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Resultados

4.2. Andlise Histopatologica de Orgios Linféides Primdrios

4.2.1. Timo

Os animais infectados com P. brasiliensis apresentaram alteragfes timicas ao longo
de toda a infecglo experimental. As 24 horas pés-inoculagdo, notou-se, na regido cortical,
a ocorréncia de células com nucleos picndticos e varios histiécitos, constituindo um padrédo
em “céu estrelado” (Figura 3A). Na regido medular, observou-se a presenga de estruturas
esféricas, refringentes com conteido eosinofilico, caracterizadas, através da técnica de
imuno-histoquimica, como leveduras de P. brasiliensis, algumas, inclusive, com
brotamentos. Estas leveduras mostravam-se circundadas por células grandes com nucleos
claros e alongados e citoplasma abundante, possivelmente histiocitos (Figura 3B).

O cortex tornou-se menos extenso € denso aos 2 dias de inoculag@o, enquanto a
medula mostrou adensamento celular ¢ a delimitagdio corticomedular tornou-se¢ menos
nitida (Figuras 3C). Notou-se um aumento no numero de linfdcitos, neutréfilos e
eosinofilos e presenga de muitos fungos na medula e a ocorréncia de polimorfonucleares na
regido cortical (Figura 3D).

A delimitacio corticomedular desapareceu completamente aos 3 dias pos-
inoculagdo, quando, apenas pequenos aglomerados de timocitos, semelhantes aos
observados no cortex normal, se destacavam nas regides marginais dos lobos timicos e,
algumas vezes, no centro (Figura 3E). Neste periodo o timo mostrava-se extremamente
desorganizado em comparagdo com o normal (Figura 3F). A regifo subcapsular
apresentava-se infiltrada por neutrofilos, pequenos linfocitos e células mononucleares, €
alguns eosindfilos. Mais ao centro dos lobos timicos, na regifo supostamente medular,
observou-se um tecido mais denso que a medula timica normal, abrigando varios fungos.

O timo mostrava-se ainda desorganizado, aos 5 dias pds-inoculagdo, entretanto, as
regides de cortex e medula tornaram-se novamente distintas, embora a delimitagdo ndo
fosse bem nitida. A infiltragdo subcapsular mostrou-se mais intensa neste periodo, por
vezes, invadindo o parénquima timico € ocupando as proximidades de trabéculas e vasos
sanguineos (Figura 3G). A regido medular revelou um padrio semelhante ao observado aos

3 dias de inoculagio.
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Aos 7 pés-inoculagdo, o timo mostrou uma recuperagdo do padrdo histoldgico.
Contudo, o coOrtex era, ainda, menos denso que o normal e um infiltrado
predominantemente granulocitico persistiu na regido subcapsular. Neutrofilos e eosinofilos
foram também observados na regido medular, que se apresentava menos povoada que aos 5
dias de inoculagdo e com padrio mais proximo do normal, apesar de varios fungos serem
ainda observados.

A partir do 10° dia pés-inoculagdo, o timo dos animais infectados era semelhante ao
dos animais controle, exceto pela presenga de infiltrados na regido capsular que persistiram
até o fim do periodo experimental (Figura 3H).

O numero de P. brasiliensis encontrados no timo diminuiu gradativamente ao longo

da infecgdo, sendo que estes se tornaram raros a partir de 35 dias pos-inoculagdo e ausentes

aos 120 dias de inoculagao.

(A)
Figura 3: Alteragdes timicas observadas ao longo da infecgdo por P. brasiliensis.
(A) Podem ser observados restos celulares e varios histiécitos, constituindo um padrdo em “céu-estrelado™ (%).
H.E. (400x). 24 horas pés-inoculagdo;
(B) Nota-se a presenca de uma levedura de P. brasiliensis com um brotamento (®) circundada por histiocitos

(*). Imuno-histoquimica contracorada com hematoxilina (1000x). 24h pés-inoculagdo.
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Figura 3: Alterages timicas observadas ao longo da infecgio por P. brasiliensis.

(C) Nota-se a redu¢do da extensdo e da celularidade do cortex em contraste com o
adensamento da camada medular. H.E. (200x). 2 dias pés-inoculag¢do;

(D) Observa-se a ocorréncia de um eosinéfilo (#) na regido cortical. HE. (1000x). 2 dias
pos-inoculagdo;

(E) A delimitagdo corticomedular foi totalmente perdida aos 3 dias pos-inoculago. HE.
(100x).

(F) Timo normal. Uma clara delimitagdo entre cdrtex e medula pode ser observada. H.E.
(100x);

(G) Um grande nimero de polimorfonucleares () pode ser observado no parénquima
timico. H.E. (1000x). 5 dias pos-inoculagdo;

(H) A presenga de um infiltrado subcapsular (*) que persistiu até o final do periodo

experimental pode ser notada (*) H.E. (100x). 10 dias pos-inoculagéo.
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Resultados

4.2.2. Medula Ossea

Os animais infectados pelo P. brasiliensis apresentaram altera¢des na medula 6ssea
tipicas de um processo infeccioso sistémico. A partir do primeiro dia de infecgio observou-
se um discreto aumento no numero de precursores imaturos, representados por células mais
claras e volumosas que as células maduras, na regifio proxima as trabéculas (Figura 4A),
além de congestio vascular em comparagdo com a medula dssea normal (figura 4B).

Entre 3 e 5 dias de inoculagdo, houve aumento de precursores granulociticos
imaturos, em comparagdo com o observado as 24 horas. Estas células passaram a ocupar
toda a regido peritrabecular onde, normalmente, nota-se a ocorréncia de células adiposas.
Além disso, pode-se notar um retardo na maturagio das células desta linhagem,
caracterizado por um grande nimero de células grandes com o nucleo circular (Figura 3C),
em comparacdo com os animais ndo-infectados, nos quais a maturagdo transcorreu
normalmente (Figura 3D). O nimero de megacaridcitos também se mostrou sensivelmente
aumentado aos 5 dias de inoculagéo .

Aos 7 dias pos-inoculagdo houve uma intensificagéo do quadro de hipercelularidade
e o retardo da maturagdo da linhagem granulocitica foi bastante expressivo. Ja aos 14 dias
de inoculagdo verificou-se a remissido da hipercelularidade e no numero de megacariocitos
que encontrava-se similar ao observado em animais nfo infectados. O nimero de células da
linhagem granulocitica, entretanto, mostrou-se ainda bastante aumentado, sendo o retardo
de maturagdo ainda evidente.

A partir de 28 dias de inoculag@o, houve a recuperagdo do padrdo histoldgico da
medula dssea. Observou-se a reducfio da hipercelularidade, a diminui¢&io no nimero de
células da linhagem granulocitica, apesar de muitos precursores imaturos serem ainda
observados na regifio peritrabecular.

O acometimento da medula ossea pelo P. brasiliensis ndo foi observado ao longo da
infecgéio experimental, uma vez que a reagido imuno-histoquimica para o fungo foi sempre
negativa nos animais infectados. Além da auséncia do fungo, nenhum tipo de resposta
granulomatosa, que pudesse indicar que o fungo foi capaz de invadir a medula ossea, foi

observado ao longo de toda a infecgdo.
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Figura 4: Alteragdes na medula 6ssea de camundongos infectados por P. brasiliensis.

(A) Observou-se um aumento no nimero de precursores imaturos e desaparecimento das células
adiposas na regifo proxima a trabécula. H.E. (200x). 24 h pés-inoculagéo;

(B) Medula normal. Existe um pequeno nimero de precursores ¢ algumas células adiposas na
regido peritrabecular. H.E. (200x);

(C) Nota-se o retardo da maturagdo de células da linhagem granulocitica representado por células
volumosas com niiclec-¢ircular (#). H.E. (1000x). 5 dias pos-inoculagdo;

(D) Na medula de animais ndo infectados observou-se a maturagdo normal de células da série
granulocitica (#). H.E. (1000x).

26




Resultados

4.3. Andlise Histopatologica das Lesées de Disseminacio

O bago foi o 6rgdo mais afetado pela infecgfo paracoccidioidomicdtica. Logo as 24
horas poés-inoculagéio notou-se fusdo das areas de polpa branca e a presenga de muitos
megacariocitos, especialmente na regifio préxima a céapsula. Pode-se notar ainda, nesta
regido, a ocorréncia de infiltrados compostos predominantemente por neutréfilos, além de
eosindfilos, plasmocitos e alguns macréfagos e linfécitos envolvendo muitos
P. brasiliensis em fase de reprodugdo. Estes infiltrados polimorfonucleares foram
gradativamente substituidos por infiltrados mononucleares que evoluiram para a formagéo
de granulomas. J4 aos 5 dias de inoculagdo, notou-se a presenga de granulomas
macrofagicos contendo, ainda, alguns neutréfilos em degeneragéo, além de linfocitos,
eosindfilos, plasmocitos e muitos macrofagos, alguns dos quais com nicleo alongado,
possivelmente modificando-se no sentido de células epitelidides (Figura SA).

Aos 7 dias pds-inoculagdo, além dos granulomas tipicos, varias regides da capsula
esplénica passaram a apresentar intensos infiltrados inflamatérios contendo macréfagos,
neutrofilos e eosindfilos ao redor de diversos fungos. Estes infiltrados assumiam, por vezes,
disposigdo concéntrica, sem, contudo, encerrar granulomas.

A partir do 10° dia de inoculagéo, os granulomas presentes no bago eram extensos,
com morfologia tipicamente epitelidide e apresentavam muitos fungos integros e outros
degenerados (Figura 5B). Pela técnica de imuno-histoquimica obteve-se a confirmagdo que
os inumeros fungos observados em meio ao granuloma eram P. brasiliensis (Figura 5C).
Alguns destes granulomas possuiam centros necréticos contendo material eosinofilico,
fungos e células em degeneragdo, circundados por macrofagos vacuolados, células
epitelidides, neutrdfilos, alguns eosindfilos, além de muitos fungos. Linfocitos e
plasmécitos ocupavam a regido periférica do granuloma, sem, contudo, delimitar um halo
linfoplasmocitario. Neste periodo, a capsula revelava intensa infiltragio mononuclear ao
redor de fungos em multiplicacdo. No parénquima, verificava-se a fusdo da polpa branca,
que em algumas regides perdeu completamente sua delimitagio, mostrando-se dispersa em
meio 4 polpa vermelha. Notou-se, ainda, a presenga de muitos neutrofilos nas regides
circunvizinhas aos granulomas, indicando um possivel quadro de neutropoiese sublesional,

além intensa proliferagdo de megacaridcitos.
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A partir deste periodo, os granulomas tornaram-se compactos e organizados,
mantendo o mesmo padrio celular. Aos 28 dias pos-inoculagdo, observou-se células
gigantes em meio aos granulomas e halos linfoplasmocitarios bem definidos ao seu redor.
Por vezes, os granulomas eram, ainda, circundados por tecido de granulagdo (Figura 5D).

O parénquima esplénico passou a apresentar sinais de reorganizagdo da polpa
branca a partir dos 35 dias de inoculagdo, entretanto, mesmo aos 120 dias de inoculagdo
notou-se, fusdo da polpa branca, além da presenga de muitos megacariocitos. A resposta
granulomatosa persistiu até o fim do periodo experimental, quando se observaram
granulomas epitelidides junto a capsula abrigando inimeros fungos em reprodugdo ativa
em meio a macréfagos xantomatosos ¢ células epitelidides (Figura 5E). Estes granulomas
possuiam pequenos aglomerados linfoplasmocitarios na periferia e eram circundados por
tecido de granulagio ricamente irrigado, mas jé ndo possuiam células gigantes, observadas
somente até o 42° dia de inoculagdo.

Infiltrados inflamatérios ao redor da capsula esplénica persistiram até 60 dias pos-
inoculacdo, quando mostravam-se difusos ou concéntricos, € eram constituidos por muitos

macrofagos, células epitelidides, linfocitos e plasmocitos envolvendo alguns P. brasiliensis.

Figura 5: Andlise histopatolégica do bago durante a infecgdo pelo P. brasiliensis.

(A) Pode-se notar a presenga de granuloma macrofagico na capsula esplénica. H.E. (200x). 5 dias pds-inoculagao;
(B) Varias leveduras podem ser observadas em meio a um granuloma epitelidide. Prata metanamina de Gomori (100x).
10 dias p6s-inoculagio;
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Figura 5: Andlise histopatologica do bago durante a infecgdo pelo P. brasiliensis.

(B) Intimeras células de P. brasiliensis podem ser observadas em meio a um granuloma epitelidide. Imuno-
histoquimica contracorada com hematoxilina. (200x). 10 dias pos-inoculagdo;

(D) Nota-se a presenga de halo linfoplasmocitario (*) e células gigantes (®) em meio a granuloma epitelidide.
H.E. (400x). 28 dias pos-inoculagdo;

(E) Pode-se observar a presenca de granuloma epitelidide bem organizado junto & capsula esplénica. H.E. (100x).
120 dias pés-inoculagdo.
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No figado, as alteragdes histopatolégicas concentraram-se na regido subcapsular.
Estas foram, inicialmente, representadas por infiltrados inflamatorios difusos, ricos em
macréfagos e neutrofilos, contendo, também, alguns eosinofilos. Muitos fungos podiam
também ser observados em meio ao infiltrados, alguns deles degenerados € outros integros
em plena atividade reprodutiva (Figura 6A). Estes infiltrados evoluiram para a formagéo de
granulomas que, ao redor do 10° dia pos-inoculagdo, eram compostos por macrofagos,
alguns vacuolados e outros aparentando transformagio para células epitelidides, além de
alguns plasmécitos e eosinéfilos na regido periférica. Os granulomas possuiam centros
necréticos evidentes que abrigavam inimeros P. brasiliensis tanto integros, em reprodugéo,
quanto ja degenerados.

Em torno de 21 dias pds-inoculagdo os granulomas mostravam-se mais compactos e
notava-se na periferia intensa proliferagdo fibroblastica e neoformagio vascular (Figura
6B). Em alguns casos, os granulomas mostravam 3 regides claramente distintas: um centro
necrético com restos celulares e fungos; uma camada composta por macrofagos
vacuolados, restos fingicos € células epitelidides e alguns neutréfilos; e um halo
linfoplasmocitario contendo, também, alguns eosinéfilos (Figura 6C). Este padrédo manteve-
se até 0 35° dia de inoculagdo; a partir dai nio foram mais observados granulomas, mas
apenas pequenos infiltrados contendo alguns fungos que persistiram até os 60 dias pos-
inoculagéo.

No figado de alguns dos animais infectados pelo P. brasiliensis notou-se, ainda, a
presenca de megacaridcitos em meio ao parénquima entre 10 e 60 dias de inoculag&o.

A andlise dos pulmdes de animais infectados com P. brasiliensis revelou a presenca
esporadica de discretos infiltrados inflamatorios, predominantemente mononucleares entre
2 e 35 dias pos-inocula¢do (Figura 6D). Pela coloragdo por Prata Metanamina de Gomori

evidenciou-se a presenga de um pequeno numero de fungos em meio a estes infiltrados.
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Figura 6: Andlise histopatologica das lesdes de disseminagdo observadas durante a infecgdo pelo P. brasiliensis.

(A) Pode-se notar a ocorréncia de infiltrado inflamatorio difuso no figado em meio a um grande numero de
fungos. H.E. (400x). 24 horas poés-inoculagao;

(B) Observa-se um granuloma epitelidide compacto junto a capsula hepatica. H.E. (100x). 21 dias pos-
inoculagdo;

(C) Trés regides distintas podem ser observadas no granuloma: um centro necrético (*), uma camada composta
por células vacuoladas e um halo linfoplasmocitario (#). H.E. (400x). 21 dias pos-inoculag#o;

(D) Nota-se a ocorréncia de infiltrado inflamatério difuso no pulmao. H.E. (400x). 3 dias pés-inoculagdo.
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4.4. Contagem Total ¢ Diferencial de Leucocitos

a

Tendo em vista que a infec¢do paracoccidioidomicética induz atrofia timica €
hipercelularidade na medula dssea, avaliou-se as implicagdes destas alteragdes nos
leucocitos presentes no sangue periférico. Além do numero total de leucocitos, foram
avaliadas as altera¢Bes no nimero de mondcitos, neutrofilos e linfocitos, que sofrem
maturagdo nestes orgios e sdo responsaveis pela resposta frente ao P. brasiliensis.

O numero total de leucocitos do sangue periférico sofreu pequenas alteragdes
durante a infec¢fo paracoccidioidomicoética (Figura 7). Entretanto, em nenhum momento as

diferengas observadas foram estatisticamente significantes em relagdo ao controle.

] A pomeeepeepeessgeede oot Normal

Numero de leucdcitos/ml
(x10%)

1 3 5 7 14 28

Dias apos a inoculacio

Figura 7: Cinética do numero total de leucocitos do sangue periférico de camundongos
BALB/c infectados com P. brasiliensis. A ANOVA revelou variagdes significativas neste grupo
(p=0,0085), entretanto, o Teste de Comparagdes Miltiplas de Dunnett ndo demonstrou diferencas
significantes entre o nimero de leucocitos encontrado nos animais infectados € nos controle em
nenhum dos tempos avaliados. Os valores representam a média do niimero de células encontrado

em 3 animais + o erro médio padrio.
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O numero total de linf6écitos presentes no sangue periférico apresentou-se
significativamente reduzido no inicio da infecgio pelo P. brasiliensis (Figura 8), sendo
restaurado a partir do 5° dia de infecg@o. A partir deste periodo os valores mantiveram-se

proximos do encontrado nos animais controle.

Normal

7 e

Niamero de linfécitos/mi
(x10%

Dias apés a inoculagio

Figura 8: Cinética do numero total de linfocitos do sangue periférico de camundongos
BALB/c infectados com P. brasiliensis. A ANOVA revelou variagdes significativas neste grupo
(p<0,0133), e o Teste de Comparagdes Miitiplas de Dunnett demonstrou que o niimero de linfocitos
observado 24 horas poés-inoculagdo ¢ estatisticamente diferente do encontrado em animais ndo
infectados (* p<0,05). Os valores representam a média do numero de células encontrado em 3

animais = o erro médio padro.

O numero de mondcitos circulantes em camundongos infectados pelo P. brasiliensis
oscilou ao longo da infecgdio (Figura 9), entre diferentes periodos avaliados e entre os
animais infectados no mesmo periodo. Este nimero tendeu a ser maior nos animais

infectados que nos controles, durante toda a infecgio.
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Figura 9: Cinética do nimero total de mondcitos do sangue periférico de camundongos
BALB/c infectados com P. brasiliensis. A ANOVA nio revelou variagdes significativas neste
grupo (p=0,55330). Os valores representam a média do nimero de células encontrado em 3 animais

+ o erro médio padrio.

A contagem diferencial de neutréfilos revelou um aumento no numero destas
células ao longo da infeccdo paracoccidioidomicética (Figura 10), sendo que estes valores
tornaram-se significativamente maiores que o observado em animais ndo infectados entre 7
e 14 dias de infec¢do. A partir dai houve uma redugfio no numero de neutrofilos

encontrados nos animais infectados.
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Figura 10: Cinética do niumero total de seutrdiilos circulantes no sangue periférico de
camundongos BALB/c infectados com P. drasiliensis. A ANGV A revelou variacSes exiremamenie
significativas neste grupo {p<0,0001), enquanto o Teste de Comparacdes Muitiplas de Dunneit
demonstrou diferencas significantes entre 7 ¢ 14 dias de infeccdo em relagdo ao conirole
(**p<0,01). Os valores representam a média do nimero de células encontrado em 3 animais + o

arro médio vadidc.

4.5, Avafiacdo Tmunologica

A avaliacio da resposia de hipersensibilidade fardia sspecifica para P. drasiliensis
foi feita através do TCP, injetando-se 150ug de antigeno especifico no coxim plantar
posterior direito de cada animal, 24 horas antes do sacrificio. Foram considerados como
pardimetros para a avaliacdo imunologica o aumento do volume da pata {este em relaglo 2

pata conirole, inoculada com PBS estérii, ¢ a presenca de infiltrado inflamatério

Ac longo de todo o periodo astudado observou-se que, 24 horas apds o teste, as

patas inoculadas com o antigeno de 2. drasiliensis, eram mais volumosas que as inoculadas
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com PBS (Figura 11). A diferenca de volume entre as patas teste e controle aumentou do 5°
ao 10° dia de infeccdo. Depois deste periodo, contudo, houve um pequeno decréscimo nesta
diferenca que persistiu até o 21° dia. A partir dai, o volume das patas testadas foi

progressivamente maior do que o observado nas patas controles, atingindo o0 pico maximo

aos 60 dias de inoculacdo.
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Figura 11: Volume das patas de camundongos BALB/c infectados com P. brasiliensis 24 horas
apds o TCP. O teste “t” revelou diferencas estatisticamente significantes entre o volume das patas

testadas & controls ao longo de todo o sxperimento (* p<0,05; ** p<0,01). Os valores representam a

média do volume das patas de 4 animais + o erro padriio médio.

Histologicamente, o TCP apresentou-se positivo logo aos 5 dias de inoculagdo,
quando notou-se a presenca de um infiltrado inflamatério moderado, composto por
neutréfilos integros ¢ degenerados, além de células mononucleares como macrofagos,
linfocitos e plasmdcitos, entre o tecido conjuntivo e a camada muscular (Figura 12A).
Notou-se, ainda, intensa congestfio vascular com marginaliza¢do leucocitaria ao redor da
4rea infiltrada. Este padrdo histolégico foi mantido ao longo de toda a infecgHo, entretanto,
2 intensidade do infiltrado aumentou, especialmente a partir do 35° dia, quando as patas

teste mostraram-se, também significativaments aumentadas. O infiltrado passou, entdo, 2
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invadir a musculatura e acimulos de células inflamatorias podiam ser observadas entre as
camadas musculares do coxim plantar (Figura 12B). A presenga de eosinofilos em meio a0

infiltrado inflamatério foi observada a partir do 35° dia.

Figura 12: Analise histolégica das patas de camundongos experimentalmente infectados com

P. brasiliensis submetidas ao TCP.

(A) Um infiltrado inflamatério difuso é observado entre o tecido conjuntivo e a camada muscular.
H.E. (100x). 5 dias pos-inoculagfo;

(B) Nota-se a presenca de um intenso infiltrado invadindo a camada muscular. H.E. (100x). 60 dias

pos-inoculagéo.
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4.6. Correlagio entre Peso do Timo e Resposta de Hipersensibilidade Tipo Tardia

Para a avaliagio da correlagio existente entre as alteragSes em orgios linfoides
primarios e a resposta imune celular optou-se pela utilizagio do Teste de Correlagdo de
Pearson. Foram utilizados como pardmetros a atrofia timica, estimada pelo peso do timo, e
o inchago das patas submetidas ao TCP, como estimativa da resposta imune celular.

Os resultados obtidos ndo indicam a existéncia de correlagdo entre a diminui¢do da
massa timica e alteragdes na resposta de hipersensibilidade tipo tardia pelo TCP (r=0,0583;
p>0.,5).

4.7. Correlacdo entre Peso do Timo e Disseminacdo da Infeccdo

As alteragbes em orgdos linfoides primarios e a disseminagdo da infecgdo tambeém
foram correlacionadas através do Teste de Correlagdo de Pearson. Assim como na
avaliagio da cormrelagdo entre alteragdes de oOrgdos linfoides primarios e teste de
hipersensibilidade tipo tardio, utilizou-se o peso do timo como parametro do acometimento
de orgos linféides. Optamos por utilizar o peso do bago como parametro da disseminagdo
da infecgdo, uma vez que inameras células inflamatdrias sdo recrutadas na tentativa de reter
o fungo através da formagdo de granulomas compactos neste 6rgio. Tal reacdo inflamatdria
evitaria a disseminacio do P. brasiliensis e seria refletida como um aumento no peso deste
orgdo.

De acordo com a tabela de Rugg (SOUNIS, 1971), existe uma correlagdo inversa
apreciavel entre os valores do peso de timo e bago (Figura 13). Isto indica que em alguns
pontos a atrofia timica coincidiu com a hipertrofia esplénica, e possivelmente com o

controle da disseminagio da infecgfo.
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A paracoccidioidomicose apresenta alta incidéncia no Brasil, especialmente no
Estado de Sdo Paulo, onde a maioria dos casos é registrada. As diferentes formas clinicas
da doenga estdo relacionadas com o nivel de resposta imune celular contra o fungo. Os
individuos com niveis elevados de resposta exibem formas moderadas da doenga, enquanto
as formas disseminadas cursam com baixos niveis de resposta imune celular. Apesar de
haver evidéncias da indugfio de imunossupressdo pela infecgdo paracoccidioidomicética, os
mecanismos desencadeadores deste processo ndo estdo ainda elucidados. No presente
estudo, observou-se que o P. brasiliensis é capaz de invadir o timo, e que a infecg¢do
paracoccidioidomicética induz severa atrofia timica na fase aguda da infecgfo. Esta atrofia
¢ caracterizada por redugio do peso, deplegdo da camada cortical e perda da delimitagdo
corticomedular.

Resultados semelhantes tém sido descritos em outros modelos de doencgas
infecciosas. SAVINO er al. (1989), estudando a Doenga de Chagas experimental
observaram perda de células da camada cortical dos I6bulos timicos e at¢ mesmo o
desaparecimento do cortex em camundongos C57Bl/6. A atrofia tornou-se mais severa apos
10 dias de infecgdio, quando os autores observaram também a presenga de ninhos de
Trypanosoma cruzi em meio ao parénquima. Aliado a isso, em nosso laboratério, foi
verificado que animais coinfectados com 7. cruzi ¢ Virus da Hepatite Murina (MHV)
apresentam atrofia timica logo aos 3 dias pi, mesmo na auséncia de parasitas ¢ particulas
virais no timo VERINAUD et al. (1999), .

Além do MHV, o citomegalovirus murino também pode causar danos ao timo. PRICE
et al. (1993), relataram, em camundongos BALB/c infectados intraperitoniaimente, danos
teciduais muito semelhantes aos observados no presente estudo. Houve perda de 80 a 90%
das células timicas entre 4 e 6 dias pos-inoculagdo, seguida por recuperagdo entre 7 € 16
dias; redugfio da camada cortical; perda da delimitagdo corticomedular; presenga de focos
perivasculares de neutréfilos e de infiltrado mononuclear ao redor do timo. Apesar disso, a
ocorréncia de particulas virais no microambiente timico ndo foi demonstrada por
imunoperoxidase.

No caso da paracoccidioidomicose experimental, nenhum relato literario atesta

comprometimento timico. Apenas um estudo, realizado por BURGER et al. (1996), refere a
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analise histopatologica do timo, sem, contudo, relatar alguma alteragdo. Cabe ressaltar que
neste estudo os autores avaliaram o timo somente a partir da primeira semana de infecgdo,
periodo no qual, de acordo com os achados aqui relatados, este 6rgéo apresenta-se jaem
fase de recuperagdo, com um padrdo histolégico préximo do normal.

Em outras micoses, entretanto, a atrofia timica tem sido relatada. Fungos do género
Saprolegnia que infectam naturalmente salmonideos, causando uma micose tegumentar,
alteram drasticamente o microambiente timico. Como conseqiéncia, ocorre perda da
regionalizagio timica ¢ uma marcada redugdio na densidade celular do parénquima
(ALVAREZ et al., 1995). Estas alteragdes s@o ainda mais pronunciadas nos casos onde o
fungo invade o timo e coincidem com quadros exacerbados da micose.

A infecgiio de camundongos por Cryprococcus neoformans seguida por imunizago
com soro albumina humana também leva a varias alteragdes no microambiente timico
(SOTOMAYOR et al., 1989). A presenca do parasita foi observada no timo de todos os
animais infectados e, em alguns casos, houve envolvimento da camada cortical,
acompanhado de reagdes granulomatosas fracas ou moderadas, perda da arquitetura do
6rgdo, além de hiperplasia e aparecimento de centros germinativos. Tais reagdes ndo
ocorreram nos animais controle, imunizados apenas com soro albumina humana.

As alteragdes timicas relatadas em nosso estudo podem ser decorrentes tanto da invasio
do microambiente timico pelo fungo quanto da resposta inflamatéria sistémica frente a
grande carga fingica inoculada, ou mesmo de ambas. Uma das hipéteses para a ocorréncia
desta atrofia é o aumento do efluxo de timocitos. Neste sentido, PRICE ez al. (1993),
estudando a atrofia timica na infec¢do citomegalovirética, verificaram que esta ocorre
mesmo na auséncia de particulas virais no oOrgdo, sugerindo, que a infecgdo sistémica
poderia induzir a aceleragdo no transito das células para fora do timo, levando-o a atrofia.
Os autores sugerem que estas células estariam saindo em maior niimero € num estado mais
ativado do que no timo normal e que este fendmeno poderia ser tanto a causa como a
conseqiiéncia da perda da arquitetura timica.

Em nosso modelo de estudo, entretanto, este ndo parece ser 0 mecanismo de atrofia
envolvido, uma vez que ndo houve aumento de linfocitos circulantes, € sim, uma redugéo

neste niimero no inicio da infecgdo. Além disso, o aumento no transito das células timicas,
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poderia levar a liberagéo de células autorreativas, ocasionando quadros de autoimunidade, o
que nédo tem sido relatado na paracoccidioidomicose humana nem experimental.

Estudos preliminares realizados em nosso laboratorio indicam um aumento no nivel de
morte por apoptose das células timicas na fase inicial da infecg¢fo paracoccidioidomicética
(dados ndo demonstrados). A ocorréncia de apoptose de timdcitos também foi observada
em nosso laboratério quando da coinfecg@o experimental de camundongos por 7. cruzi e
MHV (VERINAUD et al., 1998). De fato, o aumento na taxa de apoptose de células
timicas tem sido apontado por varios autores como uma outra hipdtese para a involugio
timica e, varias citocinas ¢ mediadores da resposta inflamatoria t€m sido citados como
desencadeadores deste processo, entre eles, Interleucina 1 (IL-1), Fator de Necrose Tumoral
— alfa (TNF-a), Fator de Necrose Tumoral — beta (TNF-B), Fator Estimulador de Colonia
de Granuldcitos e Macréfagos (GM-CSF) e Oxido Nitrico (NO).

No caso do Virus da Hepatite Murina AS9 (MHV-A59), GODFRAIND et al. (1995),
observaram que a atrofia timica deve-se a apoptose de timocitos CD4'CD8™ que morrem,
provavelmente, pela a agdo direta de mediadores ou por causa da infec¢do de células
epiteliais. A infecgdo das células epiteliais pelo MHV-59 levaria indiretamente & apoptose,
uma vez que estas deixariam de produzir citocinas capazes de conferir prote¢do contra
apoptose como Interleucina 3 (IL-3), Interleucina 4 (IL-4) ¢ Interleucina 6 (IL-6).

OZEKI et al. (1997), estudaram a apoptose induzida pelo Fator Corda Micobacteriano,
um glicolipideo presente na parede de bactérias dlcool-acido resistentes, que atua como
fator de viruléncia. Estes autores verificaram uma importante participagdo do TNF-a na
atrofia timica. Apesar de ndo ocorrer aumento nas concentragdes séricas do TNF-a, a
administragdo de anticorpos anti-TNF-o inibiu completamente esta atrofia, possivelmente
devido ao bloqueio na sintese de outras citocinas ou mediadores. Além disso, a liberacio de
glicocorticdides, estimulada por elevados niveis de TNF-a e IL-1 circulantes, poderia
também contribuir para a ocorréncia de apoptose de c€lulas timicas, como ocorre no caso
da inoculagéio de Lipopolissacarideos (LPS) NORAMATSU et al., 1995).

No caso da paracoccidioidomicose experimental, FIGUEIREDO et al (1993),
utilizando camundongos C57Bl/6 infectados com a cepa 18 de P. brasiliensis, relataram a

elevagdo dos niveis séricos de TNF-a a partir do 4° dia de infecgdo. Embora neste periodo
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nossos resultados demonstrem um decréscimo no numero de células apoptdticas no timo
(dados ndo demonstrados), existe a possibilidade de que o TNF-a produzido precocemente
no local da infecgdo estimule a produgdo de outras citocinas indutoras da apoptose de
timocitos.

Alternativamente, o proprio P. brasiliensis, presente no microambiente timico, poderia
liberar substdncias capazes de alterar a fisiologia do timo, levando-o 4 atrofia. A gliotoxina,
por exemplo, produzida por fungos do género Aspergillus, produz um quadro de
imunossupressio induzindo apoptose no timo, além de bago ¢ linfonodos, a partir de 6
horas de inoculagio (SUTTON et al., 1994). A toxina T-2, produzida por Fusarium sp. €
outros géneros fingicos, também ¢ responsavel pela indugio de imunossupressdo devido a
redu¢do do peso e da celularidade timicos e a ocorréncia de apoptose de células timicas
(ISLAM et al., 1998). Apesar do mecanismo de agdo da toxina T-2 ndo ser compreendido,
os autores acreditam que ela possua uma ag8o direta sobre os 6rgdos linféides, uma vez que
nem o TNF-o nem glicorticoides estdo envolvidos na indugdo da apoptose.

A ocorréncia de infiltrado inflamatério no timo pode ser um indicio da liberagdo de
mediadores pelo P. brasiliensis. A presenga de neutréfilos e principalmente eosindfilos ¢
normal no timo de seres humanos (KATO er al., 1998), e foi também observada, neste
estudo, no timo de animais ndo infectados. Entretanto, em animais infectados pelo
P. brasiliensis estas células encontravam-se em numero bastante elevado ¢ em locais
incomuns, como na camada cortical, sugerindo que mediadores quimiotaticos poderiam
estar sendo liberados neste local. Assim, é possivel que o fungo libere substincias capazes
de induzir tanto a quimiotaxia de granulocitos, responsavel pela infiltragdo, quanto
alteragbes no microambiente timico, que o levariam a atrofia.

Uma outra possibilidade seria que o P. brasiliensis estaria sendo fagocitado por
histiécitos no timo, processado e apresentado para timocitos em maturagdo, levando-os a
dele¢io. Corroboram para esta hipotese a presenca de histidcitos ao redor das leveduras,
como pode ser visto na Figura 3B, e a redugdo do numero de fungos presentes no timo ao
longo da infecgéo.

MARTIN & BEVAN (1997), estudando a selegdo negativa de timocitos em

camundongos transgénicos exibindo receptores de célula T (TCR), especificos para
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ovoalbumina de galinha (aminoacidos 253-267), verificaram que a inoculagéo do antigeno
especifico leva & delegdo de grande parte dos timécitos. De acordo com estes autores, esta
delegdo ¢ mediada diretamente pelo reconhecimento do antigeno por timécitos CD4"CDS",
uma vez que acontece j& 24 horas apds a inoculagio, mesmo apds a deplegdo de linfocitos
periféricos e ndo ¢ inibida pela neutralizagdo de receptores para TNF-o. Um fendmeno
semelhante pode ter ocorrido em nosso modelo experimental levando timdcitos 4 deplegao
pelo reconhecimento especifico de antigenos do P. brasiliensis. Entretanto, considerando a
alta variabilidade dos receptores de células T, o numero de timdcitos especificos para
antigenos do fungo presente no timo é pequeno, indicando que, se a deplegdo antigeno
especifica acontece no timo de animais infectados pelo P. brasiliensis, ela ndo ¢ a unica
responsavel pela atrofia observada e outros fatores certamente estariam envolvidos neste
Processo .

Uma outra hipdtese seria que a involugdo timica ocorre devido a retengdo dos
progenitores de linfécitos T na medula Ossea. Entretanto, a andlise histopatoldgica da
medula éssea nio demonstrou alteragdes na maturagdo desta linhagem celular. Aliado a
isso, a contagem de linfocitos no sangue periférico nfo revelou alteragdes significativas ao
longo da infecgdo, apenas no primeiro dia pés-inoculagdo notou-se diminui¢do no numero
destas células, o que pode ser decorrente da morte no préprio timo, como sugerido pela
presenca de restos celulares e histiocitos no timo.

A literatura tem relatado alguns casos do achado de P. brasiliensis na medula 0ssea
de pacientes (CASTRO et al., 1958; TERRA ef al., 1991; SHIKANAI-YASUDA et al.,
1992 e OZAKI et al., 1996), inclusive com a presenga de granuloma tipicos abrigando
células gigantes (PIMENTA DE MELLO, 1955), ¢ em camundongos experimentalmente
infectados (V.L. Calich, comunicago pessoal). Apesar disso, neste modelo experimental, a
invasio medular nio foi observada, mesmo quando da utilizagdo da técnica de imuno-
histoquimica com anticorpos especificos para o fungo. Tal discrepancia de resultados pode
ser decorrente do fato da linhagem BALB/c, utilizada neste estudo, apresentar
susceptibilidade intermediaria & infecgdo, mimetizando a forma moderada da

paracoccidioidomicose humana (CALICH er al., 1985).
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As alteragdes histopatolégicas observadas na medula 6ssea, como aumento da
celularidade e retardo da maturagdo, especialmente da série granulocitica, sdo
caracteristicas de uma medula dssea reativa frente a uma infecgdo sistémica. Resultados
semelhantes foram, anteriormente, observadas em nosso laboratorio, no modelo de co-
infecco por 7. cruzi ¢ MHV (VERINAUD et al., 1999). Assim, neste estudo, o
P. brasiliensis ndo provocou alteracdes na medula oOssea capazes de induzir
imunossupressio, como tem sido observado em algumas viroses onde a infecgdo dircta de
células leva a distirtbios na hematopoiese, causando leucopenia, que contribui para a
ocorréncia de imunossupressio (RE ez al., 1994 ¢ MORI ef al., 1999). Este resultado pode
estar ligado ao fato do fungo nfo ter invadido a medula 6ssea, como ocorre no caso do virus
HIV (RE et al., 1994) e citomegalovirus (MORI et al., 1999).

Embora tenhamos observado um comprometimento timico neste modelo
experimental de paracoccidioidomicose, ndo foi possivel correlaciona-lo com alteragdes da
resposta de hipersensibilidade tardia avaliada pelo TCP. No caso da infecgdo por
C. neoformans, SOTOMAYOR et al. (1989), verificaram que, em animais infectados
experimentalmente e, posteriormente imunizados com soro albumina humana, o
envolvimento cortical € a formagdo de granulomas no timo levavam & diminuigdo da
resposta imune celular. Em nosso estudo € possivel que a auséncia de correlagdo observada
deva-se ao fato de que a resposta imune primaria frente ao fungo seja efetuada por
linfocitos que j& se encontravam na periferia. Apesar da atrofia timica ndo apresentar
correlagdio alguma com a resposta de hipersensibilidade tardia, € possivel que a ocorréncia
de danos no timo prejudique a eliminagdo do P. brasiliensis, uma vez que este foi
observado, em meio aos granulomas esplénicos, até o final do periodo de experimentago.

No caso da correlago entre a atrofia timica e controle da disseminagdo do fungo,
medida pela formagdo de granulomas, observamos uma tendéncia a correlagdo inversa.
Resultados semelhantes foram descritos por OZEKI et al. (1997). Estes autores estudaram a
resposta de camundongos BALB/c frente a inoculagdo de Fator Corda Micobacteriano,
observando uma boa correlagdo entre a atrofia timica e a resposta granulomatosa, utilizando
indices timico e pulmonar. O pico de atrofia do timo coincidiu com o pico da resposta

granulomatosa do pulmfo e, de acordo com os autores, os dois fendmenos eram
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dependentes de TNF-a,, uma vez que eram inibidos pela administragdo de anticorpos anti-
TNF-a. De fato, o TNF-a tem sido demonstrado ser essencial para a formagfo dos
granulomas através de estudos envolvendo sua neutralizagdo por anticorpos especificos
(KLINDER et al., 1989) e através da utilizagdo de camundongos nocaute para o receptor de
TNF p55 (TSUIJI et al., 1997). Além disso, existem trabalhos que salientam o papel desta
citocina como indutora de apoptose, através da ligacdo com receptores especificos nos
timécitos (PATINO et al., 2000). Apesar disso, os autores acreditam que o TNF-a ndo
tenha um papel direto nesta atrofia timica, uma vez que néo foram detectadas alteragdes nos
niveis sistémicos desta citocina. Neste caso, o TNF-a produzido no local das lesdes poderia
estar desencadeando a produgdo de outros mediadores que atuariam sobre o timo levando-o
a atrofia.

A existéncia de uma possivel correlagio entre a formagio do granuloma e a atrofia
timica leva-nos a pensar em duas hipdteses, ambas com o efeito de proteger o organismo
contra os danos causados por uma resposta imune inadequada. A primeira hipdtese seria
que mediadores inflamatdrios envolvidos na gé€nese do granuloma induziriam a atrofia
timica diminuindo a quantidade de linfécitos liberados para a periferia. Isto impediria que
mais linfocitos migrassem para os focos inflamatoérios, onde poderiam ampliar os danos
teciduais causados pela resposta granulomatosa. Este fato poderia ser evolucionalmente
favoravel a ambos: para o hospedeiro, evitando os danos de uma reagdo tecidual
exuberantes, mais danosa que o proprio parasita, ¢ para o fungo, permitindo sua
sobrevivéncia na auséncia de uma reagfo tecidual mais intensa.

A segunda possibilidade para a reagfio granulomatosa induzir a atrofia do timo
estaria relacionada com nossa observagéo de que o fungo ¢ capaz de invadir este orgio,
onde células, futuramente comprometidas com a resposta imune, adquirem sua
competéncia. A presenga do P. brasiliensis no timo, indica a quebra de possiveis barreiras
que normalmente impedem a entrada de proteinas ndo-proprias do organismo. Neste caso,
antigenos do P. brasiliensis poderiam estar sendo processados e apresentados como
proteinas proprias aos timécitos, que entio amadureceriam tolerantes a elas. Assim, a

eliminagdo de timdcitos, durante a infecgdo, estaria impedindo que linfocitos tolerantes ao
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P. brasiliensis migrassem para a periferia, atrapalhando, ou até mesmo impedindo, uma
resposta imune eficaz contra o fungo.

Estas duas possibilidades ndo sdo excludentes e poderiam estar ocorrendo em nosso
modelo experimental, evitando a ocorréncia de respostas prejudiciais ao hospedeiro, uma
vez que foi observada uma redugdo no numero de linfocitos circulantes durante a fase
inicial da infecgdo pelo P. brasiliensis.

De modo geral, os resultados obtidos neste estudo, utilizando a inoculagdo
intraperitoneal de camundongos BALB/c com o isolado virulento Pb18 do P. brasiliensis,
indicam que a infecgdo paracoccidioidomicética induz profunda atrofia timica na fase
aguda da infecgdo, caracterizada por deplegdo cortical, perda da delimitagdo corticomedular
e invasiio do microambiente timico pelo fungo, € que é revertida a partir de 10 dias pi. Na
medula dssea, por outro lado, o P. brasiliensis, ¢ incapaz de instalar-se e as alteragdes
observadas, como aumento no numero de precursores imaturos € retardo da maturagdo da
linhagem granulocitica, sdo decorrentes da infecgdo sistémica. Apesar da atrofia timica e
das alterages observadas na medula 6ssea, nossas observagdes sugerem que OS animais
infectados sdo capazes de desenvolver uma resposta imune celular especifica contra o
microorganismo e de conté-lo, ainda que vivo, em granulomas compactos ¢ bem
organizados. A persisténcia de fungos vidveis durante todo o periodo experimental poderia
ser, entdo, um indicativo que a atrofia timica favorece a persisténcia do fungo no

hospedeiro.

48




6. CONCLUSOES




Conclusées

6.1. O isolado virulento Pb18 de P. brasiliensis inoculado intraperitonialmente em

camundongos BALB/c é capaz de invadir o timo mas ndo a medula Ossea.

6.2. A infecgio experimental pelo P. brasiliensis leva a uma severa atrofia timica na
fase aguda da infecgio, enquanto na medula Ossea ocorrem o aumento de

precursores imaturos e o retardo da maturagio da série granulocitica.

6.3. Utilizando a inoculagdio intraperitonial de camundongos BALB/c com o
P. brasiliensis, ndo foi possivel detectar correlagiio entre a atrofia timica e o
desenvolvimento de resposta de hipersensibilidade tardia contra o fungo. Enquanto
que entre a atrofia timica e o controle da disseminagdo do P. brasiliensis,
representado pela formagdo de granulomas compactos, foi observada uma

correlacdo inversa.

6.4. Embora contido em granulomas compactos o P. brasiliensis permanece viavel
mesmo apds 120 dias de infecggo, sugerindo que os danos causados no timo podem

facilitar sua persisténcia no hospedeiro.
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7. ABSTRACT




Abstract

BRITO, V. N. Immunopathologic Study of Primary Lymphoid Organs of
Paracoccidioides brasiliensis-Infected Mice. Tese de Mestrado, Departamento de
Microbiologia e Imunologia, Instituto de Biologia, UNICAMP.

Literature has shown that the immunosuppression observed in systemic mycosis can
be related with the involvement of primary lymphoid organs. In this study we evaluated the
immunopathologic alterations induced experimentally by P. brasiliensis in these organs,
correlating them with fungal dissemination and delayed-type hypersensitivity (DTH)
response. BALB/c male mice were inoculated i.p. with 5x10° yeasts and histologically
evaluated in relation to alterations in primary lymphoid organs, presence of disseminated
lesions in liver, spleen and lungs and specific DTH response. P. brasiliensis was able to
invade the thymus, that suffered severe atrophy, with degeneration of the cortical layer and
loss of corticomedular delimitation. On the other hand, the bone marrow, presented
hyperplasia and retard in the maturation of cells, especially the granulocytic lineage, as
observed in systemic infections, although yeasts were not detected in this tissue. Liver and
spleen presented lesions with many yeasts during the infection. These neutrophilic lesions
developed to ephitelioid granulomas, sometimes, surrounded by lymphocytes, plasma cells
and eosinophils. The lungs presented discrete inflammatory infiltrate. DTH evoked 5 days
p.i, an inflammatory infiltrate with many neutrophils, mononuclear cells and some
eosinophils; the volume of this infiltrate increased considerably along the infection,
especially after the first month. No correlation was observed between the thymic atrophy
and DTH reaction, while an inverse correlation was observed between thymic atrophy and
control of the fungal dissemination, evaluated by the compact granuloma formation. Thus,
our results indicate that P. brasiliensis is able to induce hystopathologic alterations in the

thymus of BALB/c mice, which facilitates its persistence in the host.
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