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1. INTRODUCAO

A paracoccidioidomicose (PCM) é uma infecgéo fungica sistémica, cujo
agente etiolégico foi descrito em 1908 por Adolpho Lutz', e caracterizado
morfolégica e biologicamente por Alfonso Splendore® em 1912 e Floriano Paulo
de Almeida® em 1930, sendo posteriormente denominado Paracoccidioides
brasiliensis®.

O P. brasiliensis € um fungo imperfeito e termodimérfico, que nos tecidos
do hospedeiro ou quando cultivado a 37°C em meios de cultura enriquecidos
se desenvolve como levedura, enquanto que a temperatura ambiente, com
variacdo de 4 a 28°C apresenta-se na forma de micélio®.

A relagdo entre P. brasiliensis e o meio ambiente ainda nao esta
totalmente esclarecida, mas acredita-se que o micélio seja a forma saprobia do
fungo na natureza, que sob certas condigdes produz os conidios, estrutura de
reproducdo assexuada de propagacao da espécie. Possivelmente, os conidios
cresgam no solo, agua e em plantas a temperatura ambiente, sendo as formas
infectantes®®. O isolamento de P. brasiliensis de 6rgdos de tatus capturados
nas matas do estado do Para, Brasil, realizado por Naiff et al’ foi de extrema
importancia, por ter sido a primeira vez que se documentou um reservatorio
animal do parasita na natureza. Bagagli et al® confirmaram esse achado na
regido endémica de Botucatu, Sao Paulo, Brasil, ao isolar trés amostras
fungicas de tatus, que apresentam dimorfismo termo-dependente e expressam
a glicoproteina de 43kDa (gp43), considerada o antigeno imunodominante do
P. brasiliensis®.

A doenca atinge principalmente homens adultos, com uma proporcéao

12-13

homem/mulher de 13:1 em algumas areas endémicas Esta menor

incidéncia da doenca em mulheres deve-se ao envolvimento de fatores

hormonais na resisténcia ao fungo'® '*1°.

A porta de entrada do P. brasiliensis no organismo humano € a via

respiratoria'®®

pela qual esporos do fungo alcangam os bronquiolos terminais
e alvéolos pulmonares. Assim, as lesdes primarias da PCM ocorrem com maior

frequéncia nos pulmbes. O estabelecimento da infeccdo pulmonar marca a
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transformacgédo da forma miceliana do fungo para a forma de levedura, que é
patogénica®' .

Uma vez no hospedeiro, o P. brasiliensis induz lesées granulomatosas
cronicas que comprometem especialmente os tecidos pulmonares, as mucosas
e o sistema fagocitico mononuclear, podendo disseminar-se para varios
orgdos. A doenga apresenta uma gama de sinais e sintomas agrupados em
dois padrdes principais que definem as suas formas aguda e cronica®. A forma
aguda ou subaguda, também chamada juvenil, ocorre principalmente em
criangas, adolescentes e adultos jovens. Apresenta histéria clinica de curta
duragdo, em geral de 1 a 2 meses e sinais compativeis com o envolvimento do
sistema fagocitico mononuclear, caracterizado por adenopatias e hepato e/ou
esplenomegalia®*. Nos pacientes que apresentam essa forma clinica da
doenga, as lesbes de mucosa sao frequentes, ocorrendo em 15 a 20% dos
casos e o acometimento pulmonar é raro, estando presente apenas em 5 a
11% dos pacientes®* #. A forma cronica da PCM acomete em geral adultos
com idade superior a 30 anos que apresentam quadro clinico de duragao
prolongada, com envolvimento pulmonar € mucoso na maioria dos casos.
Comprometimento de linfonodos pode ser observado menos frequentemente
nessa forma clinica®*2°.

O estabelecimento da doenga, sua disseminagao e gravidade dependem
de fatores ligados ao fungo, como viruléncia e composi¢cdo antigénica, das
condicbes ambientais e principalmente dos fatores ligados ao hospedeiro,
como idade, sexo, estado nutricional, patriménio genético e principalmente a
sua capacidade em desenvolver uma resposta imune'?® '* 2% 27 28 Dentre os
mecanismos envolvidos nesta resposta, 0s representados pelas células
fagocitarias desempenham papel central na resisténcia contra esses
patégenos, destacando-se a participacao na reacao inflamatéria e na atividade
fungicida. Estas fungdes, no entanto, dependem de mecanismos de ativagao
dessas células, gerados pela interagcdo com o proprio fungo ou com fatores da
resposta imune inespecifica e especifica, como as citocinas® . Outros fatores
como prostaglandinas (PGs) e leucotrienos (LTs) podem participar ativamente
da modulacdo dessa atividade celular. No entanto, séo raros os trabalhos que
tiveram o objetivo de avaliar o papel desses fatores, potencialmente
moduladores, como as PGs e LTs.



Introdugdo 15

As PGs sédo mediadores lipidicos, gerados a partir da grande familia de
produtos gerados a partir da oxidagao do acido araquidénico, que por sua vez,
se originam de fosfolipidios da membrana celular. O &cido araquidénico
liberado pelas fosfolipases é oxidado por acdo de enzimas conhecidas como
cicloxigenases (COXs), dando origem as PGs (PGE,, PGD, e PGF,). Existem
duas isoformas de COXs, sendo que ha diferencgas significantes na distribuicao
tecidual e nos niveis de expressado entre as mesmas. A COX-1 é expressa
constitutivamente em muitos tipos de células, particularmente no estémago,
intestino, rins e plaquetas®'. A COX-2 é uma isoforma induzivel, condicionada a
estimulos inflamatérios e, pode ser expressa em uma grande variedade de
células e tecidos em resposta a citocinas, pirégenos, forbol éster, traumas e
infeccdes por virus®?.

Por outro lado, drogas antiinflamatérias sdo capazes de inibir as COXs.
A indometacina (INDO) é uma droga utilizada classicamente para a inibicdo da
sintese de PGs. Este antiinflamatério, em altas doses atua sobre as duas
isoformas da COX, contudo, em baixas doses apresenta seletividade pela
COX-2.

As PGs, particularmente as PGE,, exercem diversos efeitos sobre a
regulacdo e atividade das células T, particularmente as CD,*, atuando na
modulacao da proliferagdo dessas células, apoptose e produgéo de citocinas. A
inibicdo da proliferacao das células T pela PGE: pode ser devido, em parte, a

inibicdo da sintese de poliaminas®, & inibicdo tanto da liberagdo de célcio

intracelular como da proteina tirosina quinase®* *

ou ainda via inibicao da
liberagdo de IL-2°°. A inducdo de apoptose de células T por PGE, é
dependente do estado de maturacao e ativacao dessas células. De uma forma
geral, PGE. induz apoptose de células maduras, em repouso, mas inibe esse
processo em células ativadas®”*°.

Um dos mais importantes efeitos da PGE, é sobre a produgdo de
citocinas por células T. Embora existam trabalhos mostrando que a PGE:
aumenta a sintese de IFN-y por células Th; estimuladas por antigenos®, seu
efeito preponderante sobre as células parece ser o de supressdo. Esse
mediador inibe de uma forma bastante acentuada, a producdo de citocinas
liberadas por Thy, como IFN-y e IL-12, mas aumenta a produgéo de citocinas

de padrdo de resposta Thy, como a IL-4, IL-5 e IL-10*" *2. A PGE, também
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inibe a proliferacdo das células CDg™?

e diminui a producao de IFN- y por essas
células™.

A PGE, exerce também um importante efeito sobre células
apresentadoras de Ag, como células dendriticas e macrofagos. Em relacéo as
primeiras, os resultados sao conflitantes uma vez que, trabalhos tém
demonstrado que a PGE; aumenta a producédo de IL-12 por essas células na
auséncia de estimulacdo por LPS*. No entanto, esse mediador inibe a
producdo de IL-12 por células dendriticas da medula éssea®® e aumenta a
producdo de IL-10*. Assim, a presenca de PGE; no primeiro contato das
células TCD4" com o antigeno induz a diferenciacdo dessas células em Thy. A
PGE; atua ainda sobre células NK, inibindo a produc&o de IFN-y, induzida por
IL-12 e IL-18%.

A PGE:; regula também, de forma bastante acentuada, a producéo de
citocinas por macrofagos ativados, inibindo a produgédo de TNF-a, IL-18 e IL-
12, assim como a expressao de receptores para essas citocinas, aumentando,
no entanto, a producao de IL-10%*C.

Os efeitos das PGs citados acima, particularmente os que demonstram
uma inibicdo da atividade de células T, tém levado os pesquisadores a
desenvolver trabalhos com o objetivo de estudar o papel desses mediadores
nos mecanismos de imunossupressao desenvolvidos por algumas infecgdes.
Em camundongos infectados com Mycobacterium intracellulare, as PGs
suprimem a producédo de IFN-y pelos linfécitos com consequente inibicdo da
atividade microbicida de macréfagos®'.

Camundongos infectados com Leishmania major? ou Mycobacterium
leprag®® produzem elevados niveis de PGs associados & depressdo da
resposta imune e doenca mais grave. Camundongos BALB/c infectados com
Leishmania major, susceptiveis a infeccdo, desenvolveram resposta imune

preferencialmente mediada por Thy 2.

O (glicocalyx de Staphylococcus
epidermidis ativa a produgdo de PGE, por mondcitos, contribuindo para a
inibicao da proliferacdo de células T>.

Schleifer e Mansfield °° demonstraram, que a ativagdo de macréfagos
durante a infecgdo por Trypanossoma brucei rhodesiense leva a liberagéo de

NO e PGs que inibem a resposta proliferativa de células T durante a infec¢ao.
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Pinge-Filho et al*®, demonstraram que grandes quantidades de PGE,, TNF-a e
NO sao produzidas durante a infeccao por Trypanossoma cruzi e que esses
mediadores participam de um circuito que inibe as respostas de
linfoproliferacdo e de citocinas a infeccao por esse microrganismo. Assim, o
TNF-a estimula a sintese de PGs e NO que inibe a sintese de TNF-a.. A
inibicdo combinada de PGs e NO restaura a capacidade proliferativa das
células.

A PGE; também participa da patogénese da tuberculose pulmonar em
camundongos, uma vez que durante a fase inicial da infeccdo, foram
detectadas baixas concentragdes de PGE, associadas a expressado da enzima
oxido nitrico sintase (iINOS), permitindo o controle do crescimento do bacilo. Ja,
durante uma fase mais tardia altas concentracbes de PGE, estiveram
associadas com diminuicdo da expressdo de IFN-y, TNF-o, iNOS e alta
expressao de IL-4, permitindo a progressao da doenga®’.

Barros-Mazon et al®®, demonstraram que a IL-10 esta envolvida na
supressdo da resposta em pacientes com a forma cardiaca da doencga de
chagas, enquanto que as PGs regulam a linfoproliferagao de células tanto de
pacientes com forma cardiaca, como indeterminada da doenca.

Quantidades significantes de PGE, sdo produzidas pelas cercéarias de
Schistossoma mansoni. Adicionalmente, esses parasitas sdo capazes de
induzir a producdo de PGE, e IL-10 por queratinécitos humanos e de
camundongos, mecanismo responsavel pela inibicdo da resposta imune do
hospedeiro®®.

Estudos semelhantes aos descritos acima foram realizados em modelo
experimental de PCM®. Os autores demonstraram que durante a infeccdo
ocorre uma grande liberacdo de PGE,, que medeia a imunossupressao em
fases precoces da infecgao por um mecanismo dependente de IL-4 e IL-10.

Em nossos laboratérios, detectamos que monécitos humanos quando
em contato com o P. brasiliensis liberam PGs que inibem a atividade fungicida
dessas células. Devido a esse efeito inibidor, as células para desenvolverem
atividade fungicida significativa contra o fungo devem ser pré-ativadas com
IFN-y e, durante o desafio, liberar altas concentracbes de TNF-a. A ativacéao

das células com essas citocinas compensaria os efeitos inibitérios das PGs
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sobre os mecanismos efetores das células responsaveis pela destruicdo do
fungo®'. Em trabalhos posteriores demonstramos que as PGs modulam a
atividade fungicida inibindo a producdo de TNF-a e H.O,, os metabdlitos
envolvidos no mecanismo efetor dessas células®.

Leucotrienos (LTs) sdo mediadores lipidicos derivados dos metabdlitos
do acido araquidénico, pela via da 5-lipoxigenase (5-LO), em conjunto com
uma proteina auxiliadora, a 5-LO-activating protein (FLAP). Eles sao formados
a partir de um hidroperéxido (5-HPETE) o qual € transformado em leucotrieno
A4 (LTA4) com formagéo de um grupamento epoxido, que € um oxigénio ligando
os carbonos 5 e 6 da molécula. Este, por sua vez, € instavel e pode sofrer
hidrélise enzimatica gerando leucotrieno B4 (LTB4) ou entdo receber um
residuo de glutationa gerando o leucotrieno C4 (LTC,). A retirada enzimatica do
acido glutdmico do LTC4 dé origem ao leucotrieno D4 (LTD4) € com a retirada
da glicina do LTD,4 forma-se o leucotrieno E4 (LTE4). Estes LTs s&o conhecidos
coletivamente como cisteinil leucotrienos ou leucotrienos peptidicos®.

O LTB, foi descoberto em 1979 por Samuelsson® e em 1980 Ford-
Hutchinson et al®*., demonstraram que esta molécula tem capacidade
quimiotatica para neutréfilos. Além da atividade quimiotatica, o LTB4 também
propicia aumento de neutréfilos em tecidos através da inibigao da apoptose®.

O LTB4 estimula varias funcées de leucécitos, incluindo aderéncia,
fagocitose®’, secrecdo de espécies reativas do oxigénio e liberagao de enzimas
lisossomais®®. Outros estudos revelaram que, macréfagos alveolares produzem
LTs e esses aumentam a atividade microbicida destas células por mecanismos

087" enzimas lisossomais’?, defensinas’® e

71, 74-75

dependentes da producédo de N
ativacdo da enzima NADPH oxidase

A acédo do LTB4 é mediada através da interagcdo com seus receptores
acoplados a proteina G (GPCRs). Dois GPCRs foram identificados, o BLT1 e o
BLT2®"” e os efeitos descritos acima sdo mediados principalmente pelo
receptor BLT1. Os LTs sdo moléculas que apresentam importante papel tanto
na resposta imune como na patogénese de doengas inflamatérias, tais como
asma, artrite, glomerulonefrite, participa na fibrose cistica, doencas pulmonares
cronicas obstrutivas, esclerose multipla, psoriase’®. Eles sdo potentes
quimioatraentes para neutréfilos e eosindfilos, e liberados apds a ativagao

celular por patégenos ou mediadores soluveis.
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Estas ac¢des na ativagédo celular e regulacao da atividade microbicida de
fagécitos sugerem a importancia dos LTs na protegdo do hospedeiro contra
diferentes agentes infecciosos.

With e Kierszenbaum’ observaram que tanto LTBs como o LTCy,
aumentam a fagocitose do Trypanossoma cruzi por macrofagos peritoneais de
camundongos.

Bailie et al®® demonstraram um aumento na producdo de LTs e do
nuamero de neutréfilos nos pulmbes de camundongos infectados por Klebsiella
pneumoniae. Por outro lado, animais knockout para 5-LO exibiram acentuada
bacteremia apdés o desafio com a bactéria, com consequente morte desses
animais.

Serezani et al®' demonstraram que o LTB4 aumenta significativamente a
atividade microbicida dos macréfagos alveolares infectados com Klebsiella
pneumoniae, sendo essa atividade dependente da ativacao da enzima NADPH
oxidase.

Talvani et al®®, descreveram que a adicdo de LTs nas culturas de
macrofagos peritoneais murinos, induzem producdo de NO, aumento da
sintese de TNF-a e da atividade microbicida contra o Trypanossoma cruzi .
Camundongos resistentes a Leishmania amazonensis produzem maiores
niveis de LTB4 quando comparados a cultura de células dos animais
suscetiveis que ndo produzem LTB; e ndo desenvolvem atividade
microbicida®.

Em adicdo aos efeitos diretos dos LTs sobre as fungbes de fagdcitos,
esses mediadores também atuam indiretamente na resposta imune inata,
através da estimulacdo de outros mediadores inflamatérios como citocinas. O
LTB, induz a produgdo de TNF-a® por mondcitos, IL-8 por neutréfilos® e de IL-
5 e TNF-a por mastécitos®.

Além da atuacao dos LTs sobre a produgéo de citocinas, outros estudos
também mostram os efeitos destas substancias na ativacdo celular para a
producéo desses mediadores. Macréfagos de camundongos deficientes para a
producdo de GM-CSF, exibem niveis reduzidos da sintese de LTs® e a adi¢do

de CSFs mostram o aumento da biossintese de LT in vitro® 8 e in vivo®°,
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A adicdo de LTs em culturas de neutréfilos humanos desafiados com M.
bovis, aumentou a capacidade de destruicdo da micobactéria por essas
células. Além disso, a ativagdo dos PMN com a citocina G-CSF aumentou tanto
a sintese de LTs pelos neutréfilos PMN como a atividade antimicrobiana®’.

Peres et al®

estudaram o papel dos LTs na regulagcdo da resposta
protetora Thy na infeccdo in vivo com Mycobacterium tuberculosis,
demonstrando que esses produtos da 5-LO tem papel protetor na resposta do
hospedeiro aumentando a atividade micobactericida.

Alguns trabalhos demonstraram que inibidores da ativagdo da 5-LO e
antagonistas de LTs bloqueiam a ativacao de proteinas quinases associadas
ao receptor dos LTs, impedindo a fosforilagdo da fosfolipase A2 citosoélica e a
liberagdo de &cido araquiddnico. O MK886 é um potente inibidor da sintese de
LTs, tanto in vivo como in vitro, ndo tendo efeito em outras vias do acido
araquidbnico. Sua acao se da na translocacdo da 5-LO e bloqueio de sua
subsequente ativacédo, evitando assim a biossintese celular deste metabolito®.

Mancuso et al®’, demonstraram, que macréfagos murinos produzem
LTB4, LTC4 e 5-HETE, durante o processo de fagocitose de Kilebsiella
pneumoniae. A inibicdo da sintese de LTs por MK-886 diminuiu a fagocitose de
Klebsiella pneumoniae opsonizada, por macrdéfagos em aproximadamente
50%. Outro estudo demonstrou que o0 MK-886 diminui 0 nimero de eosinofilos
sanguineos nos tecidos durante todas as fases de infeccao de Toxocara canis,
sugerindo que o bloqueio dos LTs evita a eosinofilia no decorrer da infecgdo®.

Em estudos com camundongos infectados com Histoplasma capsulatum
observaram que LTs tem um papel essencial no controle da resposta
inflamatéria e eliminagdo da infecgdo. O tratamento dos animais com MK886
aumentou o recrutamento de leucécitos e a sintese de TNF-a, IL-1 e IL-6 bem
como o numero de fungos no parénquima pulmonar desses animais, e inibiu a
producdo de IL-12, IL-15, IL-2 e IFN-y*°.

Com relagéo aos efeitos dos LTs na PCM, Ribeiro & Calich® verificaram,
que a infecgao in vitro ou in vivo com P. brasiliensis induz a produgao de LTs.
Nesse estudo, camundongos susceptiveis (B10.A) apresentam maiores niveis
de LTs nos pulmdes bem como aumento da infec¢do, quando comparados com
os animais resistentes. Além disso, foi avaliado o efeito do inibidor de LTs (MK-

0591) na infecgao in vitro e in vivo com o P. brasiliensis. O tratamento de
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macréfagos alveolares com MK-0591 reduziu significativamente a recuperacao
de células leveduriformes do fungo. Por outro lado, o tratamento in vivo dos
animais com MK-0591 nao alterou a gravidade da PCM pulmonar. Assim, os
autores sugerem que os LTs sdo importantes mediadores da reacéo
inflamatoéria aguda na infeccao pelo P. brasiliensis, alterando a recuperacao
fungica e o influxo celular em animais susceptiveis a doenga. Em adi¢do, os
LTs atuam na resposta de macrofagos apds a interagdo com o fungo, como
importante modulador da resposta destas células em murinos.

Em conjunto, os trabalhos citados mostram que tanto PGs como LTs
podem ser gerados em resposta a estimulos de microrganismos, incluindo o P.
brasiliensis, podendo desempenhar um importante papel modulador sobre a
resposta do hospedeiro a infecgao.

Dentro do estudo desse efeito modulador, surge a questao de que cepas
de alta e baixa viruléncia do P. brasiliensis podem induzir as células fagociticas
a liberarem quantidades diferentes desses mediadores. No entanto, trabalhos
na literatura tém demonstrado que apesar das células do hospedeiro constituir
uma importante fonte de eicosandides, outra fonte em potencial para a
producdo desses mediadores, seriam os préprios fungos. Nesse sentido,

Noverr et al®’

, observaram, que tanto Cryptococcus neoformans como Candida
albicans, secretam PGs e LTs. Os autores discutem que a descoberta de que
fungos  patogénicos produzem e respondem aos  eicosanoides
imunomoduladores, revela um mecanismo de viruléncia que tem
potencialmente grandes implicacbes para o entendimento dos mecanismos das
infeccdes fungicas.
Neste contexto, os trabalhos na literatura sobre a PCM devem ser

dirigidos no sentido de avaliar a capacidade do P. brasiliensis induzir as células
do hospedeiro a produzir eicosanéides imunomoduladores, assim como ter o

seu préprio potencial nessa produgéo.
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2. OBJETIVOS

1. Avaliar se cepas de P. brasiliensis de diferentes viruléncias tem
capacidade de produzir PGE, e LTB4.

2. Avaliar as vias enzimaticas de produgcao desses mediadores.

3. Avaliar se o fungo pode utilizar fontes exdégenas de &cido araquidénico
para a produgédo desses mediadores.

4. Avaliar se a producdo desses mediadores estd relacionada com a
sobrevivéncia do P. brasiliensis.






Delineamento Experimental 25

3. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Culturas de P. brasiliensis das cepas Pb18, Pb265, Pb192 ou BT79
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. CULTIVO DO P. brasiliensis.

Foram utilizadas as cepas Pb18, Pb265, BT79 e Pb192 do P. brasiliensis
mantidas em nosso laboratério através de cultivo em meio GPY, (2% glicose,
1% peptona e 0,5% extrato de levedura) a 37°C, em tubos de 20 x 20 mm, com

subcultivos semanais. As culturas foram usadas ap6s 5 ou 6 dias de cultivo.

4.2. TESTE DE VIABILIDADE E OBTENGCAO DAS SUSPENSOES DE P.

brasiliensis.

Células leveduriformes de P. brasiliensis foram cultivadas conforme
descrito no item 4.1. Apds o crescimento, essas células foram removidas da
superficie de cultivo com auxilio de alga de platina e transferidas para tubos
estéreis contendo pérolas de vidro de 4 mm de didmetro e aproximadamente
10 mL de meio RPMI-1640 (Sigma-Aldrich, Inc., St. Louis, Mo), suplementado
com 2nM de L-glutamina, 40ug de gentamicina, para homogeneizagcdo em
agitador de tubos tipo Vortex por 30 segundos. Uma amostra desta suspensao
foi coletada para verificagdo da viabilidade das leveduras através da
observacao em microscépio com contraste de fase. Foram consideradas como
células viaveis as que apresentarem aspecto brilhante (refringente), uma vez
que as células mortas apresentam-se com coloracao escura. Foram utilizadas

suspensdes com viabilidade maior ou igual a 95%°".

4.3. CULTURA DE CELULAS FUNGICAS DO P. brasiliensis.

Para a realizacdo das culturas de P. brasiliensis, as células
leveduriformes das cepas Pb18, Pb265, BT79 e Pb192 obtidas conforme o item
4.2, foram contadas em céamara hemocitométrica tipo Neubauer e a
concentragdo ajustada para 4x10* células leveduriformes/ml, em RPMI-1640
(Sigma-Aldrich, Inc., St. Louis, Mo), suplementado com 2Nm de L-glutamina,
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40ug de gentamicina. As suspensodes fungicas foram distribuidas em placas de
microcultura com 96 orificios (0,1Ml/orificio) e incubadas por 4 ou 8 horas na
presenca ou auséncia de INDO nas concentragdes de 1, 2.5, 5, 10 ou 20 ug/mi
(Sigma-Aldrich, Inc., St. Louis, Mo) ou na presenca ou auséncia de MK886 nas
concentracées de 1 ou 10 uM (Merck Frosst, Canada Inc.), em estufa de
tensdo de 5% de CO, a 37°C, para os ensaios de recuperacao fungica e
dosagem de PGE, ou LTB4.

Para realizagdo dos ensaios referentes ao uso de fontes exdgenas de
AA pelas diferentes cepas do P. brasiliensis, as culturas foram incubadas na
presenca ou auséncia de AA (Sigma-Aldrich, Inc., St. Louis, Mo), nas
concentragdes 0.5, 1 ou 2 Mm por 4 e 8 horas em estufa de tensédo de 5% de
CO; a 37°C, e posteriormente foram avaliadas as produgdes de PGE; ou LTB,.

4.4. AVALIACAO DA RECUPERAGCAO DE FUNGOS VIAVEIS.

Apoés o periodo de incubacdo de 4 ou 8 horas com INDO ou MK 886
(como descrito no item 4.3), os sobrenadantes das culturas de células
leveduriformes das diferentes cepas cultivadas em placas de 96 orificios foram
coletados e a seguir os orificios foram lavados por 3 vezes com meio RPMI-
1640 para remocao de todas as células fungicas. As suspensdes obtidas
através deste processo foram adicionadas aos sobrenadantes ja coletados
completando um volume final de 2 ml. Essas suspensdes, contendo fungos
viaveis ou ndo foram plaqueadas em ftriplicata de 100ul em placas contendo
meio de cultura BHI — agar (OXOID LTD., England), na concentragao de 47g/L,
acrescido de 4% de soro de cavalo, 50 yg/mL de gentamicina e 5% de extrato
aquoso. O extrato aquoso foi preparado a partir de filtrado de cultura de células
leveduriformes do fungo (cepa 192)%, cultivadas em meio GPY a 37°C e com
agitacao (120 RPM) durante 7dias. A recuperagao fungica foi detectada através
da contagem das unidades formadoras de col6nias (UFC) apds 10 dias de

semeadura.
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4.5. DETERMINACAO DA PRODUGAO DE PGE; E LTB,.

Ap6s o periodo de incubacdo de 4 ou 8 horas com os tratamentos
descritos no item 4.3, os sobrenadantes das culturas de células leveduriformes
das diferentes cepas cultivadas em placas de 96 orificios foram coletados e os
niveis de PGE, (R&D Systems, McKinley Place, Minneapolis, USA) e LTB4
(Cayman Chemicals, Ann Arbor, Michigan, USA) produzidos foram avaliados

com a utilizagao de kits comerciais especificos de ELISA.

5. ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica foi realizada com o auxilio do software GraphPad
Instat (San Diego, California, USA)%. Diferencas significativas entre os diversos
grupos foram determinadas pelo teste de Analise de Variancia (ANOVA) para
amostras dependentes, e as médias comparadas pelo teste de Correlacdes

Multiplas de Tukey-Kramer, com a significancia sendo definida como P < 0,05.
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6. RESULTADOS

6.1. PRODUGCAO DE PGE; POR DIFERENTES CEPAS DE P. brasiliensis.

Como um dos objetivos de nosso trabalho foi avaliar a capacidade de
diferentes cepas de P. brasiliensis produzirem PGE,, assim como a via
enzimatica utilizada pelo mesmo para a producao desses mediadores, culturas
de fungos foram incubadas durante 4 e 8 horas na auséncia ou presenca de
INDO (1, 2.5, 5, 10 ou 20 pug/mL) um inibidor da enzima COX. Os resultados
obtidos para as cepas Pb18, Pb265, BT79 e Pb192 sdo mostrados nas figuras
1, 2, 3 e 4 respectivamente. Na Figura 1, observamos que a cepa Pb18 do
fungo tem capacidade de produzir concentracdes elevadas de PGE;, durante as
primeiras 4 horas de cultura que, no entanto diminuem significativamente no
periodo de 8 horas de cultivo. Apés a incubacao com INDO observamos uma
diminuicdo dose dependente na produgcao de PGEy, tanto para as culturas de 4
como 8 horas com resultados estatisticamente significativos nas doses de 2.5,
5, 10 e 20 ug/mL. A analise das figuras 2, 3 € 4 mostram que as demais cepas
apresentaram um perfil de resposta muito semelhante ao descrito para a cepa
Pb18, com diferengas, no entanto, relacionadas as concentracées de INDO
com as quais os resultados mostraram-se estatisticamente diferentes em
relacdo as culturas nao tratadas. No caso da cepa Pb265, as diferencas foram
entre as doses de INDO de 5, 10 e 20ug/mL, para as culturas de 4 horas e 2.5,
5, 10 e 20 para as de 8 horas. Para a cepa BT79, essas diferengas foram
detectadas entre as culturas de 4 e as doses de 1 a 20ug/mL e as de 8 horas e
as doses de 2.5 a 20ug/mL. Nos experimentos com a cepa Pb192, as
diferengas foram entre as culturas de 4 horas e as doses de 5, 10 e 20pg/mL e
as de 8 horas e as doses de 10 e 20ug/mL. A analise global dos resultados
obtidos revela ainda, que além de um perfil de resposta semelhante, as
concentracées de PGE,, produzidas pelas diferentes cepas, foram bastante

semelhantes.
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Fig. 1: Produgéo de PGE: pela cepa Pb18 do P. brasiliensis cultivada por 4 ou 8 horas somente em meio de
cultura (controle) ou meio de cultura acrescido de INDO nas concentragdes de 1, 2.5, 5, 10 e 20 ug/mL. Os
resultados sdo expressos em média + erro padrao.

* p < 0,05 x controle 4h
**p < 0.01 x controle
*** p< 0.001x controle
+ p< 0.05 x 4 horas
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Fig. 2: Produgao de PGE: pela cepa Pb265 do P. brasiliensis cultivada por 4 ou 8 horas somente em meio
de cultura (controle) ou meio de cultura acrescido de INDO nas concentragdes de 1, 2.5, 5, 10 e 20 pg/mL.
Os resultados séo expressos em média + erro padrao.

* p < 0.05 x controle
**p < 0,01 x controle
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Fig. 3: Produgao de PGE; pela cepa BT79 do P. brasiliensis cultivada por 4 ou 8 horas somente em meio de
cultura (controle) ou meio de cultura acrescido de INDO nas concentragdes de 1, 2.5, 5, 10 e 20 pg/mL. Os

resultados sdo expressos em média + erro padrao.

* p < 0.05 x controle
** p< 0.01 x controle
*** P< 0.001 x controle
+p < 0.05 x 4 horas
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Fig. 4: Produgdo de PGE: pela cepa Pb192 do P. brasiliensis cultivada por 4 ou 8 horas somente em meio de
cultura (controle) ou meio de cultura acrescido de INDO nas concentragdes de 1, 2.5, 5, 10 e 20 pg/mL. Os
resultados sdo expressos em média + erro padrao.

*p<0.05xcontrole
**p<0.01xcontrole
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6.2. PRODUCAO DE PGE, POR DIFERENTES CEPAS DE P. brasiliensis
UTILIZANDO FONTE EXOGENA DE ACIDO ARAQUIDONICO.

Uma vez comprovado que as diferentes cepas do P. brasiliensis sao
capazes de produzir PGE;, tivemos como objetivo avaliar se o fungo é capaz
de utilizar fontes exdgenas de &cido araquidbnico para a producao desses
mediadores.

Para essa andlise, as diferentes cepas do fungo foram cultivadas
durante 4 e 8 horas em meio RPMI suplementado com diferentes
concentracbes de 4&cido araquidénico (0.5, 1 ou 2 mM/ml) sendo
posteriormente avaliadas quanto a producdo de PGE.. Os resultados sao
mostrados nas figuras 5, 6, 7 e 8.

Os resultados obtidos para a cepa Pb18 (Figura 5) mostram claramente
que nos meios de cultura suplementados com acido araquidénico,
independente da dose utilizada, os niveis de PGs foram significativamente
maiores do que os detectados para as culturas cultivadas em meio sem
suplementagcdo. O mesmo perfil de resposta foi obtido para as demais cepas
do fungo (Figuras 6, 7 e 8 para as cepas Pb265, BT79 e Pb192

respectivamente) nao sendo detectadas diferencas importantes entre elas.
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Fig. 5: Producéo de PGE: pela cepa Pb18 do P. brasiliensis cultivada por 4 ou 8 horas somente em meio de
cultura (controle) ou meio de cultura acrescido de AA nas concentragdes de 0.5, 1 e 2 mM/mL. Os resultados
sd0 expressos em média + erro padréo.

* p< 0.001x controle
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Fig. 6: Producao de PGE: pela cepa Pb265 do P. brasiliensis cultivada por 4 ou 8 horas somente em meio de cultura
(controle) ou meio de cultura acrescido de AA nas concentragdes de 0.5, 1 e 2 mM/mL. Os resultados sdo expressos
em média + erro padréo.

* p< 0.001x controle
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Fig. 7: Producdo de PGE: pela cepa BT79 do P. brasiliensis cultivada por 4 ou 8 horas somente em meio de cultura
(controle) ou meio de cultura acrescido de AA nas concentragdes de 0.5, 1 e 2 mM/mL. Os resultados séo expressos
em média + erro padréo.

* p< 0.001x controle
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Fig. 8: Producdo de PGE: pela cepa Pb192 do P. brasiliensis cultivada por 4 ou 8 horas somente em meio de
cultura (controle) ou meio de cultura acrescido de AA nas concentragdes de 0.5, 1 e 2 mM/mL. Os resultados séo
expressos em média + erro padrao.

* p< 0.001x controle
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6.3. ASSOCIACAO ENTRE PRODUGAO DE PGE; E VIABILIDADE DO P.

brasiliensis.

Para essa andlise, os fungos foram cultivados por 4 e 8 horas na
auséncia ou presenca de INDO sendo posteriormente avaliados quanto a sua
viabilidade. Os resultados sdo mostrados nas figuras 9, 10, 11 e 12.

Os resultados obtidos com a cepa Pb18 (Figura 9) mostram que apoés 8
horas de cultura, ocorre uma diminuigcdo na viabilidade fungica detectada por
um menor numero de unidades formadoras de colbnias recuperadas. No
entanto, essa diferenca ndo foi estatisticamente significativa. Detectou-se
também uma diminuicdo no numero de unidades apdés a incubacdo com
diferentes concentragcées de INDO, tanto para as culturas de 4, como de 8
horas. No entanto, os resultados foram estatisticamente significativos com as
doses de 10 e 20 pg/mL para as culturas de 4 horas e de 2.5, 5, 10 e 20 para
as de 8 horas.

Os resultados referentes as demais cepas mostram um perfil de
resposta semelhante ao detectado para a cepa Pb18, com diferengas, no
entanto relacionadas as concentracdes de INDO nas quais os resultados
mostraram-se estatisticamente diferentes em relacao as culturas nao tratadas.
No caso da cepa Pb265 e BT79, essas diferengas foram detectadas entre as
culturas de 4 ou 8 horas e 0s seus respectivos tratamentos com as doses de
INDO 10 e 20ug/mL. Para a cepa Pb192, as diferengas foram significativas

para todas as doses de INDO, tanto nas culturas de 4 como 8 horas.
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Fig. 9: Recuperagéo de unidades formadoras de colénias (UFC) da cepa Pb18 do P. brasiliensis cultivada por 4
ou 8 horas somente com meio de cultura (controle) ou meio de cultura acrescido de INDO nas concentragdes 1,
25,5, 10 e 20 pg/mL. Os resultados sdo expressos em média + erro padréo.

* p < 0.05 x controle

**p < 0.01 x controle
***p < 0.001 x controle



Unidades formadoras de colénias

Resultados 43

200

180

160

140

120

100

&0

60

40

20

B 4horas
B 8horas

*k*

Controle Indo 1 Indo 2,5 Indo 5 Indo 10 Indo 20

Fig. 10: Recuperagao de unidades formadoras de colénias (UFC) da cepa Pb265 do P. brasiliensis cultivada por 4
ou 8 horas somente com meio de cultura (controle) ou meio de cultura acrescido de INDO nas concentragdes 1,
2.5,5,10 e 20 pg/mL. Os resultados sdo expressos em média + erro padrao.

*p < 0.05 x controle

**p < 0.01 x controle
***p< 0.001 x controle
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Fig. 11: Recuperacao de unidades formadoras de colénias (UFC) da cepa BT79 do P. brasiliensis cultivada por 4 ou 8
horas somente com meio de cultura (controle) ou meio de cultura acrescido de INDO nas concentragdes 1, 2.5, 5, 10 e
20 pg/mL. Os resultados sao expressos em média + erro padréo.

* p < 0.05 x controle

**p < 0.05 x controle
***p < 0.05 x 4 horas
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Fig. 12: Recuperagéo de unidades formadoras de colénias (UFC) da cepa Pb192 do P. brasiliensis cultivada por 4 ou 8
horas somente com meio de cultura (controle) ou meio de cultura acrescido de INDO nas concentragdes 1, 2.5, 5, 10 e 20
pg/mL. Os resultados sdo expressos em média + erro padréo.

+ p< 0, 001 x controle
* p< 0.001 x controle
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6.4. PRODUGAO DE LTB, POR DIFERENTES CEPAS DE P. brasiliensis.

Além da produgédo de PGs, objetivamos avaliar a capacidade de
diferentes cepas do P. brasiliensis produzirem LTB4, assim como a via
enzimatica utilizada pelo mesmo para a producao desse mediador. Para isso,
culturas de fungos foram incubadas durante 4 e 8 horas na auséncia ou
presenca de MK886 um inibidor da enzima lipoxigenase (LO). Os resultados
obtidos para as cepas Pb18, Pb265, BT79 e Pb192 sao mostrados nas figuras
13, 14,15 e 16, respectivamente.

Na figura 13 observamos que a cepa Pb18 do fungo tem capacidade de
produzir altos niveis de LTB4 durante as primeiras 4 horas de cultura que, no
entanto diminuem significativamente apés 8 horas. Apés a incubagdo com MK
886 nas duas concentragdes, observamos uma diminuicdo significativa na
producado do mediador, tanto para as culturas de 4 como de 8 horas. A andlise
das figuras 14, 15 e 16 mostra que as cepas Pb265, BT79 e Pb192
apresentaram um perfil de resposta muito semelhante ao descrito para a cepa
Pb18. Além disso, nao foram detectadas diferengas significativas entre as
concentrag6es de LTs detectadas pelas 4 cepas, tanto no periodo de 4 como 8

horas.
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Fig. 13: Produgdo de LTB4 pela cepa Pb18 do P. brasiliensis cultivada por 4 ou 8 horas somente em meio de
cultura (controle) ou meio de cultura acrescido de MK886 nas concentragdes de 1 e 10 uM/mL. Os resultados
sd0 expressos em média + erro padréo.

*p < 0.001 X controle
+p < 0.001 X 4 horas
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Fig. 14: Producédo de LTB4 pela cepa Pb265 do P. brasiliensis cultivada por 4 ou 8 horas somente em meio de cultura
(controle) ou meio de cultura acrescido de MK886 nas concentragdes de 1 e 10 uM/mL. Os resultados sdo expressos em
média + erro padrao.

*p < 0.001 X controle
+p < 0.001 X 4 horas
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Fig. 15: Produgéo de LTBs4 pela cepa BT79 do P. brasiliensis cultivada por 4 ou 8 horas somente em meio de cultura
(controle) ou meio de cultura acrescido de MK886 nas concentragdes de 1 e 10 uM/mL. Os resultados sdo expressos
em média + erro padréo.

*p < 0.05 X controle
**p < 0.001 X controle
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Fig. 16: Produgéo de LTB4 pela cepa Pb192 do P. brasiliensis cultivada por 4 ou 8 horas somente em meio de cultura
(controle) ou meio de cultura acrescido de MK886 nas concentragdes de 1 e 10 uM/mL. Os resultados séo expressos
em média + erro padréo.

*p < 0.01 X controle
+p < 0.01 X 4horas
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6.5. PRODUGCAO DE LTB, POR DIFERENTES CEPAS DE P. brasiliensis
UTILIZANDO FONTE EXOGENA DE AA.

De forma semelhante ao realizado nos ensaios de detec¢do de PGE,,
avaliamos a capacidade do fungo utilizar fonte exégena de acido araquidénico
para a producéo de LTB4. Detectamos um perfil de resposta semelhante aos
ensaios de PGE,. Os resultados obtidos para a cepa Pb18 (Figura 17) mostram
claramente, que nos meios de cultura suplementados com acido araquidénico,
independente da dose utilizada, os niveis de LTB4 foram significativamente
maiores do que os detectados para as culturas cultivadas em meio sem
suplementacado. O mesmo perfil de resposta foi obtido para as demais cepas do
fungo (Figuras 18, 19 e 20 para as cepas Pb265, BT79 e Pb192
respectivamente) ndo sendo detectadas diferengas importantes entre elas.
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Fig. 17: Producédo de LTB4 pela cepa Pb18 do P. brasiliensis cultivada por 4 ou 8 horas somente em meio de cultura
(controle) ou meio de cultura acrescido de AA nas concentragdes de 0.5, 1.0 e 2.0 mM/mL. Os resultados sdo expressos
em média + erro padréo.

* p<0.05 x controle
** p< 0.001x controle
+p < 0.001 x 4 horas
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Fig. 18: Producédo de LTB4 pela cepa Pb265 do P. brasiliensis cultivada por 4 ou 8 horas somente em meio de cultura
(controle) ou meio de cultura acrescido de AA nas concentragdes de 0.5, 1.0 e 2.0 mM/mL. Os resultados sdo expressos
em média + erro padréo.

*p< 0.01x controle
**p< 0.001 x controle
+p< 0.001 x 4 horas
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Fig. 19: Produgéo de LTB4 pela cepa BT79 do P. brasiliensis cultivada por 4 ou 8 horas somente em meio de cultura
(controle) ou meio de cultura acrescido de AA nas concentragdes de 0.5, 1.0 e 2.0 mM/mL. Os resultados sao
expressos em média + erro padrao.

*p< 0.05 x controle
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Fig. 20: Produgéo de LTB4 pela cepa Pb192 do P. brasiliensis cultivada por 4 ou 8 horas somente em meio de
cultura (controle) ou meio de cultura acrescido de AA nas concentracdes de 0.5, 1.0 e 2.0 mM/mL. Os resultados séo

expressos em média + erro padrao.

*p< 0.01x controle
** p< 0.001 x controle
+ p< 0.01 x 4horas
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6.6. ASSOCIACAO ENTRE PRODUGAO DE LTB4 E VIABILIDADE DO P.

brasiliensis.

Para essa anadlise os fungos foram cultivados por 4 e 8 horas na
auséncia ou presenca de diferentes concentracbes de MK 886 sendo
posteriormente avaliados quanto a sua viabilidade. Os resultados obtidos com
a cepa Pb18 (Figura 21) mostram que apo6s 8 horas de cultura, ocorre uma
diminuigédo na viabilidade fungica detectada por um menor nimero de unidades
formadoras de colbnias recuperadas. No entanto essa diferenga nao foi
estatisticamente significativa. Detectou-se também uma diminuicdo no nimero
de unidades apds a incubacdo com as duas concentragcdes de MK 886 tanto
para as culturas de 4 como de 8 horas.

Os resultados referentes as demais cepas (Figuras 22, 23 e 24 para
as cepas Pb265, BT79 e Pb192, respectivamente) mostram um perfil de

resposta semelhante ao detectado para a cepa Pb18.
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Fig. 21: Recuperagao de unidades formadoras de colénia (UFC) da cepa Pb18 do P. brasiliensis cultivada por 4 ou 8 horas
somente com meio de cultura (controle) ou meio de cultura acrescido de MK886 nas concentragdes 1 e 10 uM/mL. Os
resultados sdo expressos em média + erro padrao.

* p < 0.05 x controle
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Fig. 22: Recuperagao de unidades formadoras de colénia (UFC) da cepa Pb265 do P. brasiliensis cultivada por 4 ou
8 horas somente com meio de cultura (controle) ou meio de cultura acrescido de MK886 nas concentragdes 1 e 10
pM/mL. Os resultados sdo expressos em média + erro padréo.

* p < 0.05 x controle
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Fig. 23: Recuperagao de unidades formadoras de col6nia (UFC) da cepa BT79 do P. brasiliensis cultivada por 4 ou 8
horas somente com meio de cultura (controle) ou meio de cultura acrescido de MK886 nas concentragdes 1 e 10
UM/mL. Os resultados séo expressos em média + erro padrao.

* p<0.05 x controle
** p< 0.001x controle
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Fig. 24: Recuperagao de unidades formadoras de colénia (UFC) da cepa Pb192 do P. brasiliensis cultivada por 4 ou 8
horas somente com meio de cultura (controle) ou meio de cultura acrescido de MK886 nas concentragbes 1 e 10
pM/mL. Os resultados sdo expressos em média + erro padrao.

*p < 0.01 x controle
* p< 0.001 x controle
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7. DISCUSSAO

Varios trabalhos na literatura tém mostrado que a resposta imune
efetora contra o P. brasiliensis pode ser modulada por fatores como as
citocinas ativadoras e desativadoras'® "%, Neste contexto, macréfagos murinos
ou mondécitos/macrofagos humanos nado ativados nao apresentam atividade
fungicida ou fungistatica contra o P. brasiliensis, permitindo a multiplicagédo do

mesmo no interior das células'®? %3 106,

No entanto, macréfagos murinos
ativados por IFN-y ou citocinas nao purificadas, adquirem a capacidade de
digerir o fungo, conidios ou ainda inibir transformacdo de conidios em
Ievedura100—102, 104, 105.

No que se refere as células humanas, os resultados revelam que
monocitos e macrofagos de individuos normais quando ativados por IFN-y
inibbem o crescimento intracelular do P. brasiliensis'®. Trabalhos em nosso
laboratério mostraram que a pré-incubacdo de mondécitos com IFN-y induz
essas células a uma eficiente atividade fungicida somente contra cepa virulenta
do P. brasiliensis. Essa atividade, contra a cepa avirulenta & adquirida
somente apds pré-incubacdo com TNF-o ou TNF-oo mais IFN-y'%® ou GM-
CSF''. Assim, na dependéncia da cepa utilizada, o processo de ativagdo das
células fagocitarias pode necessitar de sinais dados por diferentes citocinas.

Estudos em nosso laboratério demonstraram que a atividade fungicida
de mondcitos humanos ativados com TNF-a envolve a geracdo de metabdlitos
do oxigénio como a H,0,'"2. Para os macréfagos murinos, estudos mostraram
que atividade antifungica de macréfagos ativados com IFN-y independe do
metabolismo oxidativo, ocorrendo a participagdo dos metabdlitos do nitrogénio
como o éxido nitrico (NO)''®. No entanto, trabalho recente em nosso laboratério
demonstrou que tanto a H-O, como o NO participam da atividade fungicida de
macréfagos murinos ativados com TNF-a ou IFN-y'™°.

Os trabalhos citados acima deixam clara a necessidade de um processo
de ativagao das células mononucleares para a aquisi¢ao de atividade fungicida
contra P. brasiliensis. Esse processo pode ocorrer nas primeiras fases de
interacao do fungo, durante o desenvolvimento de uma resposta imune inata.

As fontes das principais citocinas envolvidas nesta fase seriam as células NK
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114-115

para o IFN-y ou mondcitos do sangue periférico'’® ou macréfagos

peritoneais, para o TNF-o'"”.

No entanto, alguns estudos tém claramente demonstrado que a acao
das citocinas ativadoras pode ser altamente controlada por citocinas
supressoras, como a IL-10. Assim, a IL-10 desativa macr6fagos murinos e
mondcitos humanos ativados com IFN-y ou TNF-a, inibindo a capacidade
dessas células destruirem o P. brasiliensis. Nesse sentido, a ativacdo das
células fagocitarias para a destruicdo do fungo depende da producdo de IFN-y
e ou TNF-a, associada & producéo de baixos niveis de IL-10'07 109108,

Os trabalhos citados acima mostram o interesse da literatura em
estabelecer os fatores de ativagdo e desativagdo da resposta imune contra o P.
brasiliensis representados principalmente pelas citocinas. No entanto, sdo raros
os trabalhos com o objetivo de avaliar o papel de outros fatores potencialmente
moduladores, como os eicosandides que envolvem principalmente as PGs e os
LT860-62 118_

Tem sido relatado que, apesar das células do hospedeiro constituir
uma importante fonte dessas substancias em resposta a varios
microrganismos, outras fontes em potencial seriam o0s proprios
microrganismos''®. Nesse sentido, trabalho anterior desenvolvido em nosso
laboratério mostrou que tanto uma cepa de alta como de baixa viruléncia de P.
brasiliensis, Pb18 e Pb265 respectivamente, produzem PGs, sendo a producao

120 Assim, no

desses eicosanoides relacionada com a sobrevivéncia do fungo
presente trabalho objetivamos estender nossos estudos em relagdo a produgao
de PGs, adicionando outras cepas as anteriormente testadas, assim como
periodos de cultura diferentes. Objetivamos ainda, avaliar a capacidade das
mesmas produzirem LTs. Adicionalmente, testamos se o fungo pode produzir
esses mediadores utilizando fonte exdgena de acido araquidénico e finalmente,
se a produgao de ambos esta relacionada com a sobrevivéncia e multiplicagao
do fungo. Foram utilizadas 4 cepas do fungo de diferentes viruléncias e
avaliados os periodos de cultura de 4 e 8 horas.

A escolha das cepas baseou-se em um estudo realizado por

|116

Kurokawa et al''°, que determinou o perfil de viruléncia de 10 cepas de P.

brasiliensis através da inoculagéo intravenosa em camundongos e avaliacao
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do grau de infeccdo no pulmao e disseminacao para figado e bago. A cepa
BT79 foi classificada como de alta viruléncia, uma vez que um grande numero
de fungos foi recuperado do pulmao dos animais infectados, além da presenca
de lesbes granulomatosas extensas no figado e baco. A Pb18 foi considerada
de padrao intermediario devido a menor recuperacao de fungos do pulmao em
relacdo as cepas de alta viruléncia. As cepas Pb265 e Pb192 foram
consideradas de baixa viruléncia, em fungdo da recuperacdo de um numero
muito baixo de fungos.

Detectamos que as 4 cepas produzem concentracdes consideraveis
tanto de PGs como de LTs, ja nas primeiras 4 horas de cultura, que diminuem
de forma significativa apés 8 horas de cultura. No entanto, ndo detectamos
diferengas importantes entre as concentracdes liberadas pelas diferentes
cepas. Esses resultados sugerem que a produgao desses eicosandides nao €
um fator determinante para as diferencas nas viruléncias apresentadas pelas
cepas testadas.

Nossos resultados incluem o P. brasiliensis entre os fungos
patogénicos que produzem eicosandides uma vez que Noverr et al'®,
demonstraram, a produgao tanto de LTs como PGs por diversos fungos como o
Cryptococcus neoformans, Candida albicans, Histoplasma capsulatum e
outros. No entanto, os nossos resultados mostram uma ndo associagao entre
viruléncia e producdo de PGs, o que diferem dos obtidos para o fungo
Cryptococcus neoformans, nos quais a cepa de baixa viruléncia apresentou
niveis significativamente mais baixos do que as amostras clinicas, mais
virulentas®’.

Uma outra importante questdo a ser respondida em relacdo a
producao de eicosanoides por fungos diz respeito aos processos metabdlicos
utilizados. Nesse sentido, considerando que o meio utilizado para o cultivo do
fungo nao contém entre os seus constituintes o &cido araquidénico acreditamos
que o P. brasiliensis secrete PGs e LTs utilizando uma fonte endégena desse
ou outro substrato semelhante. No entanto, a ocorréncia de acido araquiddnico
em diversos tipos de fungos ainda é um ponto de discussdo importante na
literatura. Esse acido foi detectado em leveduras do fungo Rhodotorula, mas

ndo em outros fungos como C. neoformans e C. albicans'®*'?®, No entanto,
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discute-se que as condigdes de cultivo dos fungos e ou extracao e identificacao
ndo tenham sido as ideais para a detec¢ao de acidos graxos de cadeia longa.

Neste contexto, um dos objetivos do presente trabalho foi avaliar se
o P. brasiliensis tem capacidade de utilizar fontes exdgenas de &acido
araquidénico para a producado de eicosandides. Nossos resultados mostraram
de uma forma muito clara a existéncia dessa capacidade, uma vez que 0s
niveis de PGs e LTs aumentaram consideravelmente apds a adicao de
diferentes concentracdes de &cido araquidbénico ao meio de cultura. Esses
resultados concordam com a literatura que mostra a capacidade de varios
fungos, incluindo Candida albicans e Cryptococcus neoformans em utilizar o
acido araquiddénico exdégeno como substrato para a producdo de PGs e
LTs'?"'2*. Esses achados podem ter uma importante implicagdo in vivo, pois
sugerem fortemente a utilizacdo, pelo fungo, de AA do hospedeiro para a
producao tanto de PGs, como de LTs, durante a infecgao.

Outro ponto de discusséo refere-se a ocorréncia ou nao nos fungos,
de vias metabdlicas, semelhantes as existentes nos mamiferos ou outros
eucariotos, que utilizam enzimas como a COX e LO, empregando AA como
substrato para a producdo desses mediadores. Assim, numa tentativa de
mostrar a utilizacdo dessas vias enzimaticas pelo P. brasiliensis, realizamos
experimentos nos quais as culturas de fungos foram incubadas na presenca de
INDO um inibidor da enzima COX, no caso dos ensaios de producao de PGs, e
de MK886, um inibidor da enzima LO, nos ensaios de producdo de LTs. Os
niveis de PGE, foram significativamente reduzidos na presenca de INDO,
demonstrando que o P. brasiliensis para a producdo de PGE,, usa uma via
metabdlica dependente da enzima COX. A atividade dessa enzima para a
producdo de PGs foi demonstrado também para outros fungos como a C.
albicans e C. Neoformans®. Da mesma forma, as concentracdes de LTB4
foram reduzidas com a incubagdo com MK886, mostrando a utilizagéo pelo P.
brasiliensis da via da LO.

Outro objetivo do nosso trabalho foi avaliar se a producao de PGE;
e LTB,4 esta relacionada com a sobrevivéncia do P. brasiliensis. Observamos
para todas as cepas, que o cultivo em meio acrescido de INDO ou MK886
inibiu de forma significativa a viabilidade dos fungos. Assim, concluimos a
existéncia no P. brasiliensis, de vias metabdlicas dependentes de COX e LO
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que culminam com a producao de PGE, e LTB4, que sdo importantes para a
sua sobrevivéncia.

Novamente, nossos resultados estdo de acordo com os de Noverr et
al®?' que mostram que tanto as PGs como os LTs interferem,
substancialmente, com a viabilidade de Candida albicans e Cryptococcus
neoformans.

No entanto, além do papel na sobrevivéncia do fungo, outro ponto
de discussao importante refere-se ao papel das PGs e LTs na modulagcao da
resposta imune do hospedeiro. Nesse sentido, devemos considerar que além
dos microrganismos alterarem essa resposta induzindo a producao desses
mediadores pelas células do hospedeiro, eles seriam os proprios produtores.

Nesse sentido, PGs derivadas de leveduras de Candida albicans e
Cryptococcus neoformans, de forma semelhante a liberada por células de
mamiferos, alteram as funcbes da resposta imune, diminuindo a producao de
quimiocinas e TNF-a, a proliferagdo de esplendcitos, mas aumentando a
producgéo de IL-10.

Na PCM, estudos revelam que em modelo experimental murino
células esplénicas secretam PGE,, que possui atividade imunossupressora,
inibindo a producao de IL-2, mas aumentando a de IL- 4 e IL-10 durante os
primeiros periodos da infeccao®. Em nosso laboratério estudos in vitro tem
mostrado que P. brasiliensis induz a producado de PGs por mondcitos humanos
inibindo a capacidade dessas células destruirem o fungo®'®2. Nesse sentido,
nossos resultados indicam que P. brasiliensis possui um mecanismo de escape
das funcoes efetoras do hospedeiro, tanto produzindo PGs quanto induzindo
sua producao.

Em relagdo ao LTs os varios trabalhos tém mostrado que ao
contrario das PGs, esses mediadores exercem um efeito modulador positivo
sobre a resposta imune do hospedeiro. No entanto, na PCM, o Unico trabalho
realizado com o objetivo de avaliar o papel desse mediador nessa resposta,
mostrou uma modulagcdo negativa, sugerindo que esse mediador na PCM,
pode ter um efeito semelhante ao da PG®.
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8. CONCLUSAO

O Paracoccidioides brasiliensis independente da sua viruléncia tem

capacidade de produzir LTs e PGs, utilizando tanto fonte enddégena como
exogena de acido araquiddnico e que esses mediadores sao importantes para

a sua sobrevivéncia e provavelmente para a sua evasao da resposta imune do

hospedeiro.
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10. RESUMO

Paracoccidioides brasiliensis, ) 0 agente da
paracoccidioidomicose, a micose profunda endémica na América
Latina. Producdo de eicosandides, como prostaglandinas e
leucotrienos, durante as infecgbes fungicas tem mostrado
desempenhar um papel critico na sobrevivéncia e/ou crescimento
fungico, bem como na modulagcdo da resposta imune do
hospedeiro. As células hospedeiras sdo uma fonte desses
mediadores, porém outra fonte em potencial pode ser o proprio
fungo. O objetivo do nosso estudo foi avaliar se cepas do P.
brasiliensis com diferentes graus de viruléncia (Pb18, Pb265, BT79,
Pb192) produzem, prostaglandina E, (PGE,) e leucotrieno By
(LTB,). Além disso, verificamos se P. brasiliensis pode usar fontes
exégenas de 4&cido araquidbnico (AA), bem como as vias
metabdlicas dependentes das enzimas cicloxigenase (COX) e
lipoxigenase (5-LO), para a producdo de PGE, e LTBy,
respectivamente. Finalmente, uma possivel associacdo entre esses
eicosandides e a viabilidade do fungo também foi avaliada.
Demonstramos, usando ensaios de Elisa, que todas as cepas de P.
brasiliensis, independente do seu grau de viruléncia, produzem
altos niveis de PGE; e LTB, apds 4h cultura que foram reduzidos
apos 8h. No entanto, em ambos os tempos da cultura, foram
detectados niveis mais elevados de eicosanoides, quando as
culturas foram complementadas com uma fonte exégena de AA.
Diferentemente, o tratamento com indometacina, um inibidor da
COX, ou MK886, um inibidor da 5-LO, induz a uma reducdo nos
niveis de PGE, e LTB,, respectivamente, bem como a viabilidade
do fungo. Os dados fornecem evidéncias de que P. brasiliensis tem
a capacidade de metabolizar, tanto AA enddégeno como exdgeno
por vias dependentes da COX e 5-LO enzimas que participam da
producdco de PGE, e LTB,, respectivamente, que sé&o
indispensaveis para a sua viabilidade.
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11. ABSTRACT

Paracoccidioides brasiliensis, is the agent of
paracoccidioidomycosis, the most prevalent deep mycosis in Latin
America. Production of eicosanoids, such as prostaglandins and
leukotrienes, during fungal infections is theorized to play a critical role
on fungal survival and/or growth as well as on host immune response
modulation. Host cells are one source of these mediators; however
another potential source may be the fungal itself. The purpose of our
study was to assess whether P. brasiliensis strains with different
degree of virulence (Pb18, Pb265, PbBT79, Pb192) produce both,
prostaglandin E, (PGE,) and leukotriene B, (LTB,). Moreover, we
asked if P. brasiliensis can use exogenous sources of arachidonic
acid (AA), as well as metabolic pathways dependent on
cyclooxygenase ( COX) and lipooxygenase (5-LO ) enzymes, for
PGE., and LTB, production respectively. Finally, a possible association
between these eicosanoides and fungus viability was assessed. We
have demonstrated, using Elisa assays, that all P. brasiliensis strains,
independently of their virulence degree, produce high PGE, and LTB,
levels on 4h culture that were reduced after 8 h. However, in both
culture times, higher eicosanoides levels were detected when culture
medium was supplemented with exogenous AA. Differently, treatment
with indomethacin, a COX inhibitor, or MK886, a 5-LO inhibitor,
induces a reduction on PGE, and LTB, levels, respectively, as well as
in fungus viability. The data provide evidence that P. brasiliensis has
the capacity to metabolize either endogenous or exogenous AA by
pathways dependent on COX and 5-LO enzymes for producing PGE,
and LTB4, respectively, that are critical for its viability.
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