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RESUMO

Scavone de Oliveira, R. Paracoccidioidomicose: acompanhamento de
parametros de imunidade adquirida e do estado de ativacao de fagdcitos
em camundongos isogénicos suscetiveis submetidos a terapia antifingica
[Tese]. Sdo Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de
Sao Paulo, 2008.

Camundongos suscetiveis e resistentes a infeccao intraperitoneal com o
isolado Pb18 do Paracoccidioides brasiliensis apresentam padroes
imunoldgicos distintos. Neste trabalho, foram avaliados os efeitos da
administracdo de drogas antifuUngicas sobre parametros micoldgicos e
imunologicos apresentados por animais suscetiveis. O tratamento com
c-AmB, embora tenha reduzido a carga fungica apresentada pelos
animais, nao foi capaz de reverter o padrao de suscetibilidade para o de
resisténcia e foi associado ao desenvolvimento de lesdes na area de
inoculagdo da droga. A administracdo de L-AmB reduziu ainda mais a
carga fungica e levou a uma reversdao mais eficiente, embora incompleta,
de tais padroes, como observado na quantificacdo de NO e IgG2b. Porém,
os niveis de TNF-a, IL-12, IFN-y, GM-CSF e dos anticorpos especificos IgG
total, IgM, IgG1l, IgG2a e IgA nao foram significativamente alterados.
Dada a possivel sinergia entre antifuUngicos e fagdcitos no combate a
patdogenos, neutrofilos e macréfagos peritoneais foram co-cultivados com
Pb18 na presenca ou nao de L-AmB. Verificou-se que a capacidade
fungicida destas células tende a ser maior na presenca do farmaco, mas
tal efeito ndao parece ser mediado por uma maior sintese dos mediadores
analisados. O melhor desempenho de L-AmB poderia ser creditado a sua
interacao com o receptor TLR4. Em camundongos TLR4-deficientes ou
nao, infectados e nao submetidos ao tratamento, a progressao da doenca
foi similar, indicando a auséncia de um papel relevante do receptor na
resposta anti-P. brasiliensis. A eficacia da terapia, porém, foi menor em
camundongos TLR4-deficientes do que nos suficientes, como observado na
quantificacdo de fungos viaveis; porém, os perfis leucocitarios e as
concentracbes de NO, TNF-a, 1IL-12 e GM-CSF nao foram



significativamente alterados pela interacao entre L-AmB e TLR4. Portanto,
conclui-se que a administracdo desta droga antifUngica € capaz de
reverter os parametros micoldgicos, mas nao os imunoldgicos, do padrao
de suscetibilidade para o de resisténcia. A interacdo entre o receptor
TLR4, o P. brasiliensis e a L-AmB ndo parece ser importante para o

estabelecimento da imunidade antifungica.

Palavras-chave: Paracoccidioides brasiliensis. Paracoccidioidomicose.
Anfotericina B. Receptor Toll-like 4. Macrdéfagos. Neutréfilos. Modelo
murino isogénico.



ABSTRACT

Scavone de Oliveira, R. Paracoccidioidomycoses: follow up of acquired
immunity parameters and of the activation state of phagocytes in
susceptible isogenic mice submitted to the antifungal therapy [PhD
Thesis]. Sao Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de
Sao Paulo, 2008.

After intraperitoneal infection with Pb1l8 isolate of Paracoccidioides
brasiliensis, susceptible and resistant mice present distinct immunological
patterns. In this work, the effects of the administration of antifungal drugs
in mycological and immunological parameters presented by susceptible
animals were evaluated. Therapy with c-AmB, although diminished the
fungal load presented by the animals, was unable to revert the
susceptibility pattern to the resistant one and was associated with the
development of lesions in the area of drug inoculation. Administration of
L-AmB reduced the fungal load even more, and lead to a most efficient,
although incomplete, reversion of such patterns, as noted in the
measurement of NO and IgG2b. However, TNF-a, IL-12, IFN-y, GM-CSF
and specific IgG total, IgM, IgGl, IgG2a and IgA levels were not
significantly altered. Given the possible sinergy between antifungals and
phagocytes in the Kkilling of pathogens, peritoneal neutrophils and
macrophages were co-cultivated with Pb18 in the presence or not of
L-AmB. The fungicidal ability of these cells tends to be augmented in the
presence of the drug, but this effect does not seem to be mediated by an
increased synthesis of the analyzed mediators. The better performance of
L-AmB could be due to its interaction with TLR4. In TLR4-deficient or
sufficient mice, not submitted to therapy, the progression of the disease
was similar, indicating the absence of a relevant role of the receptor in
anti-P. brasiliensis response. However, therapy was less efficient in TLR4-
deficient mice when compared with sufficient ones, as noted in viable
fungi quantification; however, white blood cells profiles and NO, TNF-q,
IL-12, and GM-CSF levels were not expressively altered by the interaction
of L-AmB and TLR4. Therefore, it is concluded that the administration of



these antifungal drugs can revert the mycological parameters, but not the
immunological ones, from the susceptible to the resistant pattern.
Interaction between TLR4, P. brasiliensis and L-AmB does not seem to be

important in the establishment of antifungal immunity.

Key words: Paracoccidioides brasiliensis. Paracoccidioidomycosis.

Amphotericin B. Toll-like receptor 4. Macrophages. Neutrophils. Isogenic
murine model.
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1 INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

1.1 O modelo murino experimental da paracoccidioidomicose

A paracoccidioidomicose (PCM), causada pelo fungo Paracoccidioides
brasiliensis, ¢ a micose sistémica de maior prevaléncia na América Latina
(Wanke e Londero, 1994). Suas formas clinicas vao da infeccao benigna e
autolimitante a doenca progressiva, grave e por vezes fatal. Os 6rgaos
mais afetados sao os pulmoes, os linfonodos, as membranas mucosas do
trato digestorio superior e do trato respiratdrio, as adrenais, o figado e a
pele. Porém, felizmente, grande parte dos individuos infectados por este
patdgeno permanece assintomatica (Mendes, 1994). O estabelecimento, a
disseminacao e a gravidade da doenca sdao dependentes nao apenas de
fatores ligados ao fungo, como viruléncia e composicao antigénica, mas
também da resposta imune do hospedeiro. Assim, nos pacientes com
PCM, as formas graves da doenca sao acompanhadas pela perda gradual
de respostas imunes celulares especificas e por altos titulos de anticorpos
anti-P. brasiliensis; ja formas clinicas mais brandas, tendendo a cura,
estdo associadas a respostas celulares preservadas e baixos niveis de
anticorpos especificos (Franco e Montenegro, 2000).

Para o estabelecimento do modelo experimental da PCM, o
comportamento de diversas linhagens murinas isogénicas frente ao fungo
foi estudado. Perfis polares de suscetibilidade e resisténcia foram
encontrados, respectivamente, em camundongos B10.A e A/J (Calich et
al., 1985). Em animais suscetiveis, ha predominancia de respostas imunes
humorais; por outro lado, nos individuos resistentes, a imunidade celular,
gue conduz a resolucdao do processo infeccioso, € predominante. Neste
modelo, ndao ha o desenvolvimento de perfis T helper (Th) 1/Th2
inteiramente polarizados, embora a secrecao de interleucina (IL)-12 e
interferon gama (IFN-y) seja considerada fundamental para a protecao
contra o fungo e as maiores producoes de IL-10 e fator de crescimento
tumoral beta (TGF-B) estejam ligadas a suscetibilidade ao patdgeno.

Camundongos resistentes apresentam ativacao equilibrada e progressiva



Introducao e Revisao de Literatura 30

de linfocitos T CD4%, producdo continua de IFN-y, manutencdo de
respostas em reacdes de hipersensibilidade do tipo tardio (HTT), secrecao
de imunoglobulina (Ig) G2a e ativacao eficiente de macréfagos, com
controle da multiplicagdo fungica e resolucao do processo infeccioso. Ja
individuos suscetiveis apresentam ativacao mais intensa e precoce de
linfocitos T CD4%, baixa producdo de IFN-y e alta secrecdo de IL-5 e IL-
10, eosinofilia, producao preferencial de IgG1l e IgG2b, desenvolvimento
progressivo de anergia em reacdoes de HTT e ativacao reduzida de
macrofagos, o que leva ao estabelecimento de doenca progressiva (Arruda
et al., 2004). Em modelo pulmonar de PCM, ao estudarem o papel das
subpopulacdes de linfécitos T em camundongos resistentes e suscetiveis
ao patdgeno, (Chiarella et al., 2007) relataram que, independentemente
do padrdo de suscetibilidade do hospedeiro, as células T CD8* sdo
responsaveis, em grande parte, pelo controle da carga fungica, enquanto
a producao de anticorpos e as respostas em reacoes de HTT sao reguladas
por linfocitos T CD4*. Ainda segundo estes autores, os linfocitos T CD4*
desempenham um papel protetor nos animais resistentes, sendo
depletados ou anérgicos nos individuos suscetiveis; além disso, a
resisténcia genética a infeccao estd associada a imunidade mediada por
ambas as populacodes linfocitarias, que secretam citocinas de tipo 1 ou 2.
As citocinas desempenham papéis importantes na defesa contra
infeccdes fungicas, uma vez que estabelecem e direcionam a resposta
imune do hospedeiro. O IFN-y, sintetizado por linfécitos T e células NK, é
um potente ativador de macroéfagos. Além disso, esta citocina modula a
expressao das moléculas de histocompatibilidade principal (MHC), ativa as
células NK, induz a sintese de indoleamina 2,3-diioxigenase (IDO) e de
oxido nitrico sintase (NOS), regula a producao do isotipo IgG e apresenta
importantes propriedades imunomoduladoras e antivirais (De Mayer e De
Mayer-Guignard, 1998). Como mencionado, a resisténcia, na PCM murina,
€ acompanhada pela producdo de niveis constantes de IFN-y desde a fase
inicial da infeccdo (Kashino et al., 2000). No modelo pulmonar de PCM

murina, a deplecdo desta citocina agrava a infeccdao, por levar a
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destruicdao da arquitetura do 6rgao, a maior disseminacdao do fungo e a
anergia em reacdoes de HTT (Cano et al., 1998). O efeito antifungico de
neutrofilos anti-P. brasiliensis € aumentado pela adicdo de IFN-y, in vitro e
in vivo (Brummer et al., 1993); in vitro, foi também demonstrado que
neutrofilos humanos tratados com esta citocina apresentam acao fungicida
contra leveduras de P. brasiliensis, enquanto a acao de células nao
tratadas é apenas fungistatica (Kurita et al., 1999). Em macrdéfagos, o
IFN-y aumenta a resposta celular contra fungos, tanto in vitro quanto in
vivo (Casadevall e Pirofski, 2001). Macrofagos peritoneais ou pulmonares
murinos, ou mesmo mondcitos e macréfagos humanos, quando tratados
com IFN-y, sdo capazes de inibir a replicacdao de P. brasiliensis, enquanto
macrofagos peritoneais residentes, embora fagocitem as leveduras do
fungo, ndo sdo capazes de mata-las; esta inibicao pode ser abolida pela
adicao de anticorpos anti-IFN-y (Brummer et al., 1993; Moscardi-Bacchi
et al., 1994). A IL-12, sintetizada principalmente por mondcitos e
macrofagos desempenha um importante papel na ligacdo entre a
imunidade inata e a adaptativa. Atuando de forma sinérgica com o fator
de necrose tumoral alfa (TNF-a) e a IL-2, a IL-12 induz a secrecao de IFN-
y em células natural killers, aumentando sua atividade citotdxica, bem
como a de linfécitos T CD8*. Além disso, a IL-12 induz a diferenciacdo de
linfocitos T naive em Th1, que caracteristicamente secretam IFN-y e IL-2
(Chizzonite et al., 1999). Na PCM experimental, camundongos resistentes
e suscetiveis ao fungo sintetizam esta citocina em concentragoes
relativamente baixas até a 42 semana de infeccdo; ja aos 120 dias, esta
producdo é maior. No entanto, ndo foram observadas diferencas
significativas quanto a secrecao de IL-12 entre as duas linhagens murinas
(Pina et al., 2006). Porém, a administracdo de IL-12 recombinante a
camundongos suscetiveis diminuiu a disseminagao do fungo, aumentou a
infiltracdo de células mononucleares nos pulmdes (onde se localizam os
focos primarios da doenca quando a inoculagcao do fungo é feita pela via
intratraqueal) e elevou os niveis de IFN-y e a relacdo entre as citocinas de

perfil Thl e Th2, o que Ilhe confere um papel protetor anti-P. brasiliensis
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(Arruda et al., 2002). Empregando camundongos IL-12p40 knock-out e
wild-type infectados com leveduras de Pbl8 pela via intravenosa,
(Livonesi et al., 2008) observaram que os individuos deficientes nao
controlam a proliferacdo e a disseminacdao do patdégeno, sucumbindo no
219 dia de doenca. Estes animais apresentam maior numero de
granulomas por milimetro quadrado de tecido pulmonar; estas lesdoes sao
desorganizadas e possuem grande quantidade de leveduras. Além disso,
os camundongos IL-12p40 knock-out nao liberam niveis detectaveis de
IFN-y, mas produzem altos niveis de IL-10 e IgG1; assim, sugere-se que
a IL-12p40 medeia a resisténcia a infeccdo paracoccidioidomicotica, por
induzir a secrecao de IFN-y e o estabelecimento de respostas Thl. A IL-
15, produzida por diversas populacdes celulares, incluindo macrofagos,
aumenta a morte de leveduras de P. brasiliensis mediada por neutroéfilos
humanos, por um mecanismo dependente, ao menos em parte, do
metabolismo oxidativo (Tavian et al., 2008). A via Th17, recentemente
descrita, pode ser responsavel, nas infeccdes fungicas, pela inflamacao ja
atribuida ao descontrole de respostas Thl. A habilidade dos linfécitos T
reguladores em inibir aspectos da imunidade antifiUngica inata e
adaptativa, incluindo o antagonismo funcional de Th17, é necessaria para
a tolerancia protetora aos fungos; catabdlitos derivados da IDO e do
triptofano contribuem para tal homeostase, fornecendo aos hospedeiros
0s mecanismos imunoldgicos de defesa adequados a protecao, mas sem,
necessariamente, eliminar os patégenos (o que prejudicaria o
estabelecimento da memodria imunoldgica) ou causar dano tecido em nivel
inaceitavel (Romani e Puccetti, 2007). Infelizmente, até o momento, nao
ha relatos, na literatura, acerca do papel desta via na PCM. O TNF-q,
produzido por muitas populagdes celulares (principalmente mondcitos e
macrofagos), integra o grupo das proteinas de fase aguda. Esta citocina
atua em diversos fendmenos fisioldgicos e patoldgicos, como a ativacao de
monocitos e macrofagos, a citotoxidade, o crescimento de linfécitos T e B,
a sintese de outras citocinas (como a IL-1, a IL-6 e a IL-8) e o

desenvolvimento de granulomas organizados (Beyart e Fiers, 1998). Esta
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molécula, em camundongos BALB/c infectados com conidias de
P. brasiliensis, aparece em altas concentragdoes nos pulmodes nos primeiros
4 dias de infeccao, juntamente com IL-1, IL-6 e proteina inflamatoria de
macréfagos (MIP) 2 (Gonzélez et al., 2003). A citocina fator estimulador
de col6nias de granulécitos e mondcitos (GM-CSF) &, assim como o TNF-aq,
produzida por muitas populagdes celulares, incluindo os linfocitos T e B, os
monocitos, os mastodcitos e os fibroblastos. O GM-CSF é um importante
ativador de neutréfilos, macréfagos e eosindfilos. Além disso, sua acao
sobre progenitores celulares presentes na medula oOssea leva ao
desenvolvimento ndo apenas desta populagdo celular, como também de
neutrofilos, células igualmente imprescindiveis para o sucesso da defesa
do hospedeiro contra fungos (Devereux e Linch, 1998). O GM-CSF
aumenta a atividade antimicrobiana de neutrofilos e mondcitos; in vitro, a
adicdo da citocina a culturas destas células acentua sua atividade
fungicida contra Candida albicans. Tais observacdes foram confirmadas in
vivo: em humanos e em diversos modelos animais, a administracao de
GM-CSF recombinante aumenta o numero de neutréfilos e mondcitos e,
em camundongos imunossuprimidos infectados com C. albicans, esta
terapia reduz a carga fungica e a mortalidade dos animais (Roilides e
Walsh, 2004). Neutréfilos humanos ativados com GM-CSF apresentam
significativa atividade fungicida contra P. brasiliensis, mediada por
peréxido de hidrogénio (H»,0,) e anion superdoxido (Rodrigues et al.,
2007).

Além das citocinas, os produtos do metabolismo intermediario do
nitrogénio e do oxigénio sdo fundamentais para a morte de patdégenos
intracelulares. O oxido nitrico (NO) é produzido principalmente por
macrofagos e neutréfilos a partir da L-arginina, sob a acdao da forma
induzida da enzima NO sintase (iNOS) (Campbell et al., 1994). Embora
sua producao esteja envolvida na morte de P. brasiliensis, sabe-se que
altos niveis de NO sao imunossupressores (Nascimento et al., 2002), ja
gue inibem a linfoproliferacdo, a producao de TNF-a e a expressao de

moléculas do MHC de classe II. De acordo com (Livonesi et al., 2009,
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prelo), que estudaram a progressao da infeccdo paracoccidioidomicética
de disseminacao hematogénica em camundongos iINOS knock out e wild-
type, esta enzima é um fator de resisténcia, por controlar a proliferagao
fungica, influenciar a sintese de citocinas e participar do desenvolvimento
de uma potente resposta inflamatéria. Ja o H,O, é liberado em maiores
concentracdes por macréfagos e neutroéfilos de animais resistentes a PCM,
gue apresentam maior atividade fungicida do que as células de
camundongos suscetiveis (Teixeira, 1991; Cano et al., 1995; Meloni-
Bruneri et al., 1996).

1.2 A terapia anti-P. brasiliensis

O tratamento da PCM é composto por uma fase inicial, que deve
persistir até o desaparecimento da sintomatologia e a observacao de uma
diminuicdo acentuada nos niveis de anticorpos anti-P. brasiliensis (o que
geralmente ndo ocorre antes de 2 a 6 meses de terapia continua) e de
uma fase de manutencao, que deve ser iniciada quando os testes
soroldgicos se tornarem negativos e continuar por pelo menos 12 meses.
Dentre as drogas antifUngicas empregadas na terapéutica da PCM, a
anfotericina B é ainda considerada o golden standard. Descoberta nos
anos 1950, esta droga liga-se ao ergosterol da membrana celular,
desfazendo sua integridade e levando ao extravazamento do conteudo
citoplasmatico e, conseqlientemente, a morte do fungo (Mendes et al.,
1994). Porém, seu uso € muitas vezes inviabilizado pela ocorréncia de
graves efeitos colaterais, em especial de nefrotoxicidade. Mais
recentemente, foram desenvolvidas formulagcdes da droga que nao
causam tais reacOes; dentre elas, destaca-se a anfotericina B lipossomal
(L-AmB), que apresenta eficacia similar ou superior a droga convencional
(c-AmB) mas que, mesmo em altas doses, € mais segura (Viviani et al.,
1998; Johnson et al., 2002; Walsh et al., 1998).

Estas duas formas da droga apresentam algumas particularidades
funcionais. Observou-se que a c-AmB, mas ndao L-AmB, diminui a

proliferacdo de linfécitos T e B de camundongos imunocompetentes
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(Schindler et al., 1993). A droga convencional também é capaz de inibir
completamente a indugcao de transglutaminase, um marcador de
diferenciacao de macrofagos, e a producao de anion superoxido por estas
células. Além de ndo ter produzido tais efeitos, a L-AmB ndo afetou as
respostas blastogénicas de células T, que foram inibidas por altas
concentracoes da droga nao lipossomal (Mehta et al., 1985). Portanto, a
inclusdo do farmaco em lipossomas ndo apenas previne seus efeitos
imunossupressores como também pode levar a eventos estimuladores.
Atualmente, credita-se tal efeito modulador a interacdo da droga com o
receptor Toll-like (TLR) 4, o que ativa as populacdes fagocitarias de forma
mais eficiente e, assim, otimiza a atividade antifungica (Sau et al., 2003;
Bellocchio et al., 2005). Além disso, na ultima década, foi estabelecido o
consenso de que os mecanismos microbicidas de fagdcitos, em especial os
produtos do metabolismo oxidativo do oxigénio e do nitrogénio, podem
interagir de maneira sinérgica com antibidticos, via mecanismos diretos ou
regulados por citocinas (Labro, 2000). Patégenos que sofrem
desestabilizacdo da membrana celular, como os expostos a L-AmB, podem
ser mais suscetiveis a tais produtos oxidativos, mesmo em quantidades
normais (Labro, 2000; Roilides et al., 1999). Neutrofilos e L-AmB atuam
de forma sinérgica na inducao de danos as hifas de Rhizopus microsporus
(Simitsopoulou et al., 2008). Quatro diferentes formulacdes lipidicas de
anfotericina B (deoxicolato, L-AmB, dispersao coloidal e complexo lipidico)
aumentam, em graus variaveis, os danos as hifas de A. fumigatus e
Fusarium solani mediados por neutrofilos e mondcitos humanos; uma vez
gue tal fenOmeno ndao é acompanhado por elevacgdes significativas na
producao de O,’, sugere-se que outros mecanismos da imunidade inata,
talvez nao-oxidativos, sejam responsaveis pelos efeitos observados (Dotis
et al., 2008). Demonstrou-se também a interacao entre a L-AmB e o TLR4
pode estimular macréfagos, influenciando positivamente a imunidade
desenvolvida (Sau et al., 2003). Em camundongos, a L-AmB aumenta a
atividade fungicida destas células (Meier et al., 2003), sendo inclusive

descrita como um fator ativador desta populacdo, por aumentar sua
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atividade fungicida (Mehta et al., 1985; Mehta et al., 1997), bem como a
producao de TNF-a (Louie et al., 1994). Em um modelo murino de
aspergilose, a incubacdao de neutrofilos com L-AmB faz com que estas
células sejam ativadas a um estado antifUngico por mudanca de
sinalizacdo de TLR2 para TLR4, o que se reflete em otimizacdo da eficacia
da terapia (Bellocchio et al., 2005); relata-se também que neutroéfilos
expostos a esta droga matam Aspergillus fumigatus de maneira mais
eficiente (Roilides et al., 2002).

1.3 Receptores Toll-like e seu papel em infecgoes fingicas

Logo apds a descoberta, em Drosophila spp, do papel protetor do
receptor Toll na defesa do hospedeiro contra infeccdes flngicas, um
homologo deste receptor foi identificado em mamiferos. Em pouco tempo,
diversas proteinas de estruturas similares ao receptor Toll foram
identificadas e denominadas coletivamente de TLR. Os TLR pertencem a
uma categoria de receptores genericamente denominados receptores de
reconhecimento de padroes (PRR), a qual também pertencem os
receptores para manose, glicana e proteinas do sistema complemento
(CD11¢c/CD18 e CD11b/CD18), as proteinas nucleotide-binding
oligomerization domain (NOD)-like e os receptores de lectina do tipo C
(CLRs) (Takeda et al., 2003 e Calich et al., 2008); estes receptores
reconhecem padrdes moleculares conservados de patdgenos e tém como
principais funcdes a opsonizagao, a ativacao do sistema complemento e de
cascatas de coagulacao, a fagocitose, a ativacao de vias de sinalizagao
pro-inflamatdrias e a inducao de apoptose. Apesar de serem encontrados
em diversas populacdes celulares, os TLR sdao expressos, principalmente,
fagocitos, como mondcitos, macréfagos, neutrofilos e células dendriticas.
Tal descoberta revelou que a imunidade inata desempenha um importante
papel na deteccao de patdgenos invasores; além disso, verificou-se que os
TLR regulam a ativacao tanto da imunidade inata quanto da adaptativa
(Takeda et al., 2003 e Akira et al., 2006).
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Até o momento, foram identificados 13 membros da familia TLR em
camundongos, caracterizados por possuirem um dominio extracelular rico
em leucina [leucine-rich repeat, repeticoes ricas em leucina (LRR)], que se
liga diretamente aos PRRs, e um dominio intracelular com grande
homologia com a regido citoplasmatica do receptor da IL-1, chamado
receptor Toll/IL-1 (TIR), responsavel pela transducao do sinal gerado pelo
engajamento da porcao LRR a seu ligante especifico. Apds esta interacao,
inicia-se uma cascata de sinalizacao que culmina na ativacao dos fatores
de transcricao fator nuclear kappa B (NF-xB) e proteina ativadora 1 (AP-
1); conseqlientemente, ocorre a transcricdao e a producdo de citocinas pro-
inflamatodrias (Zhang et al., 2004; Medzhitov, 2001, Takeda et al., 2003 e
Takeda e Akira, 2005).

Juntamente com seu co-receptor CD14, o TLR4 reconhece
lipopolissacarideo (LPS; produto derivado de bactérias Gram-negativas),
algumas proteinas de choque térmico, como as hsp60 e 70, o fibrinogénio
e a glucuronoxilomanana, o principal componente da capsula de
Cryptococcus neoformans (Mambula et al., 2002; Takeda et al., 2003). Na
aspergilose, foi verificado que o TLR4, assim como o TLR2, é essencial
para a ativacao de macroéfagos murinos pelo fungo (Meier et al., 2003).
Além disso, observou-se que apenas a conidia, mas nao a hifa, de
A. fumigatus, estimula o TLR4, caracterizando um novo mecanismo de
escape deste patdgeno das defesas do hospedeiro (Netea et al., 2003).
Nas infeccdes por C. albicans, foi postulado o envolvimento da molécula
adaptadora MyD88, participante da cascata de sinalizagao desencadeada
pela ligacao ao TLR, na fagocitose e morte do fungo (Marr et al., 2003).
Em um modelo de disseminacdao hematdégena, (Gonzdlez et al., 2008)
mostraram que a resposta ao P. brasiliensis independe ndao apenas de
MyD88, com também de TLR2, TLR4 e dectina 1. Foi também verificado
gue a fosfolipomanana, um glicolipide de membrana expresso unicamente
em C. albicans, liga-se principalmente a TLR2, mas também a TLR4 e
TLR6 (Jouault et al., 2003). Nas infeccdbes por C. neoformans, a carga

fungica isolada de camundongos TLR47~ é muito maior do que a
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observada em controles wild-type, sem que haja alteracao na expressao
de TNF-a, IL-1a e IL-1B por macrofagos ou na atividade fungicida de
macrofagos e neutrofilos; porém, ha diminuicdo na produgcdao macrofagica
de quimiocinas, o que reduz o recrutamento de neutrdéfilos para o sitio da
infeccao (Netea et al., 2002).

Os mecanismos moleculares que medeiam o reconhecimento do
P. brasiliensis pelas células do sistema imune inato ainda ndao foram bem
caracterizados (Calich et al., 2008). Embora (Gonzalez et al., 2008) nado
tenham encontrado evidéncias de que a imunidade a este patdgeno
dependa de TLR2, TLR4, MyD88 e dectina 1, como anteriormente
mencionado, Loures (2007) sugere, a partir de resultados obtidos em
modelo ex vivo, empregando macrofagos, que o P. brasiliensis utiliza TLR2
e TLR4 para adentrar estas células e, assim, infectar o hospedeiro,
configurando um mecanismo patogénico que garantiria sua multiplicacdo.
No inicio do desenvolvimento do modelo murino experimental da PCM, foi
demonstrado que camundongos da linhagem C3H/Hel sao resistentes a
infeccdo pelo P. brasiliensis. Porém, a época, esta linhagem de
camundongos era reconhecida apenas como hiporresponsiva ao LPS; hoje,
sabe-se que estes animais sdao naturalmente deficientes na expressao de
TLR4 (Hoshino et al., 1999). A resisténcia foi determinada em analises de
sobrevida de camundongos C3H/He] infectados com o isolado virulento
Pb18 do P. brasiliensis. Animais da linhagem coisogénica C3Heb/Fe,
responsivos ao LPS, foram caracterizados como suscetiveis, por
apresentarem sobrevida cerca de 40 dias menor do que C3H/Hel (Calich
et al., 1985). Porém, a resisténcia ou suscetibilidade apresentada por
estas duas linhagens é intermedidria, sendo classificados como realmente

resistentes e suscetiveis os animais A/SN e A/] e B10.A, respectivamente.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Avaliar os efeitos da administracdo de anfotericina B na PCM
experimental, empregando camundongos isogénicos infectados com o

isolado de alta viruléncia do P. brasiliensis (Pb18).

2.2 Objetivos Especificos e Justificativa

2.2.A Avaliacao dos efeitos da administracao de anfotericina B sobre
parametros imunoldgicos e micoldgicos apresentados por camundongos
suscetiveis a PCM, da linhagem B10.A, infectados com o isolado Pb18 e
submetidos ao tratamento com a forma convencional (c-AmB) ou
lipossomal (L-AmB) da droga. Para determinacao da reversao do padrao
de suscetibilidade para o de resisténcia por acao da terapia antifungica,
analisamos:
a) o peso corpéreo dos animais
b) a contagem total e diferencial de leucécitos
c) as respostas em reacoes de HTT
d) a carga fungica em baco, epiploon, figado e pulmao
e) as concentracbes de NO em sobrenadantes dos orgaos supra-
mencionados
f) as concentracdes de citocinas de perfis Thl e Th2 em sobrenadantes
dos 6rgaos supra-mencionados
g) os titulos de anticorpos especificos anti-P. brasiliensis
h) as lesdes anatomo-patoldgicas

i) as lesdes histopatoldgicas

2.2.B. Avaliacao de neutréfilos e macréfagos peritoneais de camundongos

B10.A co-cultivados com leveduras de Pb18, na presenca ou nao de L-
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AmB, para verificacdo da presenca de efeitos moduladores do farmaco
sobre a funcao fagocitaria anti-P. brasiliensis. Para tanto, analisamos:
a) a capacidade fungicida de ambas as populacdes celulares em
diferentes tempos de incubacgao

b) a producdo de NO e H,0, e citocinas por estas células

2.2.C. Avaliacdo do papel de TLR4 na infeccao paracoccidiodomicética
murina, empregando camundongos deficientes ou ndo quanto a expressao
do receptor (respectivamente, das linhagens C3H/Hel e C3H/HePas)
inoculados com Pb18, nas fases inicial e tardia da doenca (7, 15, 30, 180,
300 e 485 dias). Para tanto, analisamos os mesmos parametros utilizados
na avaliacdo dos efeitos da administracdo de drogas antifungicas em

individuos suscetiveis.

2.2.D. Avaliacao dos efeitos da administracao de L-AmB a camundongos
deficientes ou nao quanto a expressdao de TLR4, dados o melhor
desempenho de L-AmB em relacgdo a c-AmB em nosso modelo
experimental (como sera visto adiante) e o possivel envolvimento da
interagdo TLR4-L-AmB neste fendmeno. Neste estudo, analisamos os
parametros utilizados na caracterizacao do papel do receptor na infeccao

paracoccidioidomicotica murina.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Infeccao dos animais

Camundongos fémeas das linhagens B10.A [suscetiveis a infeccao
pelo P. brasiliensis (Calich et al., 1985)], C3H/Hel e C3H/HePas
(respectivamente TLR4-deficientes e suficientes), com idade entre 7 e 10
semanas, foram utilizados neste estudo. Os animais foram adquiridos do
Biotério de Criacdao de Camundongos Isogénicos do Departamento de
Imunologia (ICB-USP) e mantidos no Biotério de Experimentacdao deste
mesmo Departamento. Todos os protocolos experimentais realizados
foram aprovados pela Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal do
referido Instituto, sob nimero 224/02.

Os animais foram infectados com o isolado altamente virulento Pb18
de P. brasiliensis (Singer-Vermes et al., 1989), recentemente reisolado
apds uma passagem in vivo, o que previne a perda de patogenicidade. O
fungo, proveniente da Micoteca do Laboratério de Imunopatologia das
Micoses, foi cultivado em meio de cultura Fava Netto (Fava Netto, 1955) a
35 OC por 7 dias. As células leveduriformes foram lavadas com solucao
salina a 0,85% estéril e uma suspensao fungica com concentracao de 10 x
10° leveduras/mL e viabilidade superior a 80% foi preparada. A inoculagdo
foi feita pela via intraperitoneal com 0,5 mL da suspensao obtida, que

contém cinco milhoes de leveduras de P. brasiliensis.

3.2 Terapia antifiingica

A administracao de c-AmB ou L-AmB foi iniciada 24 horas antes da
infeccdo. As concentracdes de droga empregadas foram definidas de
acordo com o peso médio dos animais, de cerca de 20 gramas, verificado
por pesagens prévias a infecgao.

Doses de 2 mg c-AmB/kg/dia (Fungizon®, Bristol-Myers Squibb, S&o
Paulo, SP, Brasil) e de 5 mg L-AmB/kg/dia (AmBiSome®, Gilead Sciences,
Inc., Foster City, EUA), determinadas como ideais no modelo murino

isogénico da paracoccidioidomicose em estudos preliminares, foram
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administradas, por via intraperitoneal, aos camundongos B10.A. Nos
estudos empregando camundongos das linhagens C3H/Hel e C3H/HePas,
foi utilizada a dose de 2,5 mg L-AmB/kg/dia. Para diluicao da droga,
foram seguidos os protocolos determinados pelos respectivos fabricantes;
a c-AmB foi diluida em um volume de 0,5 mL de solugdo em H,O destilada
estéril. Uma solucdo-mae, contendo 4 mg de L-AmB por mililitro, foi
preparada em H-0 destilada estéril e, a cada dia de tratamento, foi diluida
em H,0 destilada estéril contendo 5% de dextrose (Difco, 0155-17-4, BD
Diagnostics, Sparks, EUA), para obtencao da solucao-uso, que contendo
0,5 mg L-AmB por mililitro. Especial atencdo foi dada as diluicdes de
droga, assegurando que as solugdes utilizadas para administragcao
contivessem a concentracdo correta dos sais e nao das formulagoes
comerciais, que contém excipientes.

O tratamento foi realizado em dias alternados, trés vezes por
semana (0 que mantém os niveis séricos do farmaco de ambas as

formulacdes no patamar ideal) e foi mantido até o sacrificio dos animais.

3.3 Pesagem dos animais

Os camundongos anestesiados com 20 mg/kg da associagao
tiletamina-zolazepam (Zoletil®, Virbac, Sdo Paulo, SP, Brasil) pela via
intramuscular (Fantoni e Cortopassi, 1996), foram pesados em balanca
digital (modelo AS 500, Marte, Sao Paulo, SP, Brasil), antes da infeccao e

em diferentes tempos apos a inoculagao.

3.4 Contagem total e diferencial de leucocitos

Amostras de sangue periférico foram coletadas através do plexo
ocular, utilizando capilares heparinizados. Para a contagem de leucédcitos
totais em camara de Neubauer, 10 yL de sangue foram diluidos em 90 pL
de Turk [composto por 1 mL de acido acético glacial (Synth, A1019.01.B,
Diadema, SP, Brasil), 1 mL de azul de metileno a 1% (Merck, 9203, Rio de
Janeiro, RJ], Brasil) e H,O g.s.p. 100 mL]. Para a contagem diferencial,

foram preparados esfregacos que, apdés secagem ao ar, foram corados
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pelo método pandtico (Bio-Cor®, Bioshop, Goidnia, GO, Brasil). Cem
células foram contadas, identificando linfocitos, neutrdfilos maduros,
neutroéfilos imaturos, baséfilos, monodcitos e eosindfilos; os resultados
obtidos em porcentagem foram transformados em numeros de células por

milimetros cubicos com base na contagem total de leucdcitos.

3.5 Determinacao de hipersensibilidade do tipo tardio

Respostas em reacdes de HTT contra o antigeno Fava Netto (Fava
Netto et al., 1969) foram avaliadas durante o curso da infeccao, com o
intuito de verificar a integridade da imunidade celular desenvolvida pelos
animais. Apos a anestesia, realizada como ja descrito, foram injetados,
por via intradérmica, 25 pL de solucdo antigénica entre os coxins
plantares do membro posterior esquerdo de cada camundongo. A
espessura da pata foi medida imediatamente antes e 24 horas apods a
inoculacdo do antigeno, com o auxilio de um paquimetro (Mitutoyo
Corporation, Téquio, Japdo); a diferenca entre estas espessuras foi

determinada e expressa em milimetros (Fazioli et al., 1994).

3.6 Quantificacao de unidades formadoras de colonias

A quantificacdo de unidades formadoras de col6nias (UFC), que
permitem determinar o nimero de P. brasiliensis viaveis isolados de um
animal infectado, foi realizada para avaliar a gravidade da doenca. Os
animais foram anestesiados como anteriormente descrito, exsanguinados
pelo plexo axilar e sacrificados por meio de deslocamento cervical. O soro
obtido foi aliquotado e resfriado a -20 °C, para posterior titulacdao de
anticorpos circulantes. Baco, epiploon, figado e pulmdo de cada animal
foram assepticamente retirados, pesados e homogeneizados em potters
contendo 5 mL de salina tamponada com fosfato (PBS). O macerado
obtido de cada drgdo foi centrifugado a 3000 rpm por 5 minutos; o
sobrenadante foi recolhido, aliquotado em volumes de cerca de 2 mL e
congelado a -70 ©°C para utilizacggo em ensaios de ELISA (ensaio

imunossorvente ligado a enzima) para quantificacdo de citocinas e em
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determinacdes da concentracao de NO. O precipitado foi ressuspenso em
1 mL de PBS e semeado em meio brain heart infusion (BHI) enriquecido.
As placas foram incubadas a 37 °C e o crescimento das colbnias foi
acompanhado por um periodo de 15 dias, sendo o resultado expresso em

log UFC por grama de tecido (Singer-Vermes et al., 1992).

3.7 Obtencao e cultivo de neutrofilos e macrofagos de cavidade
peritoneal

Apds 24 horas de infeccdo, os camundongos foram anestesiados,
exsanguinados e sacrificados por meio de deslocamento cervical. O
periténio foi exposto e uma aliquota de 5 mL de meio RPMI estéril (HyQ
RPMI-1640 without L-glutamine, HyClone, SH30096.02, Logan, EUA) foi
injetada na cavidade peritoneal; apds uma leve massagem no abddomen, o
lavado peritoneal foi retirado. Este procedimento foi realizado duas vezes.
O material obtido foi entao centrifugado a 3000 rpm por 10 minutos a
4 OC; o sobrenadante foi armazenado a -70 °C para determinacao da
concentracao de NO e de citocinas. O precipitado foi ressuspenso em meio
RPMI suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB; Sigma, F-2442,
St Louis, EUA), além de 63 mg penicilina G (Sigma, P-7794) e 100 mg
sulfato de estreptomicina (Sigma, S-6501) (concentracdes em cada
100mL de meio). As suspensdes celulares foram semeadas em placas de
cultura de 12 pocos (12 well cell culture plate, Corning, 3506, Corning,
EUA) por 2 horas a 37 °C em atmosfera contendo 5% de didxido de
carbono (CO,). As células aderentes, compostas por macréfagos (minimo
de 95%), foram retiradas por meio de lavagens com PBS resfriado apds as
placas serem deixadas no gelo por 20 minutos; as células nao aderentes,
primariamente neutréfilos (minimo de 95%), foram retiradas por meio de
lavagens com meio RPMI suplementado. Apds o recolhimento, as células
foram centrifugadas novamente e ambas as populagdes celulares foram
contadas e tiveram sua morfologia e viabilidade analisadas apds coloracao
com trypan blue 0,2% (Sigma, T-6146) (Bruneri, 1995). Para os co-

cultivos de neutrofilos e macréofagos com leveduras de P. brasiliensis,
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suspensodes fungicas em meio RPMI suplementado com 10% de SFB e
30% de soro normal de camundongos [para opsonizagao das leveduras
com o fragmento C3b do sistema complemento, o que facilita a fagocitose
do fungo pelas células (Calich et al., 1979)] foram obtidas do isolado
Pb18. A concentracao desta suspensao foi ajustada segundo as
concentracdes de neutroéfilos ou macréfagos obtidos, de modo que os co-
cultivos fossem realizados na proporcdo de 25 fagocitos por levedura
(determinada como ideal na padronizacao deste ensaio). A L-AmB foi
diluida em meio RPMI ndo suplementado e adicionada a parte das
culturas, em diferentes concentracdes. Controles, contendo fungo em
RPMI na presenca ou nao de L-AmB, ou apenas neutréfilos ou macréfagos
sem adicdo de leveduras in vitro, mas expostos a droga, também foram
realizados. Apds incubacdo de neutrdéfilos por 2, 6 e 18 horas e de
macrofagos por 24, 48 e 72 horas, a 37 °C em atmosfera com 5% de CO,,
o material foi coletado e centrifugado (Bruneri, 1995). Os sobrenadantes
foram armazenados a -70 ©C para posteriores determinacdoes da
concentracao de NO e citocinas. Os sedimentos, compostos por fagocitos e
fungos, foram ressuspensos a concentracdes conhecidas para ensaios de
determinacao da producdao de H,O; ou na relagao 1:10 em H,O destilada
estéril e semeados, em duplicata, em aliquotas de 100 uL em meio BHI
enriquecido (Singer-Vermes et al., 1992). O crescimento das col6nias de
P. brasiliensis foi acompanhado por um periodo de 15 dias, sendo contado
o numero de UFC. Os resultados foram expressos em indices de morte do
fungo, obtido através da formula [100 - (UFC experimental/UFC controle)
x 100], onde UFC experimental e controle referem-se ao numero de
P. brasiliensis isolados, respectivamente, nos diferentes co-cultivos
realizados e nas culturas de fungo em RPMI sem a presenca de fagdcitos

ou L-AmB no mesmo periodo de tempo.

3.8 Determinacao da liberacao de o6xido nitrico
Neste ensaio, 50 upL de reagente de Griess (solugdao aquosa

contendo sulfonilamida a 1%, N,N,N',N'-tetrametiletilenediamina [NEED] a
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0,1% e acido fosfoérico a 2,5% [reagentes produzidos por Sigma; numeros
de catdlogo, respectivamente, S-9251, N-5889 e P-6560]) foram
adicionados ao mesmo volume de sobrenadantes de érgao ou de cultivo
celular obtidos conforme descrito anteriormente. Os ensaios foram
realizados em duplicata e, apds incubacao por 10 minutos a temperatura
ambiente, a leitura das densidades dpticas foi realizada em microleitor de
ELISA (Multiskan EX, Labsystems, Fischer, Pittsburgh, EUA), em
comprimento de onda de 540 nm. Os resultados foram expressos em
micromoles de nitrito por grama de tecido, comparando-se a densidade
optica obtida com uma curva-padrdo contendo concentracdes conhecidas
de nitrito de sdédio (Sigma, 251-4). O limite de deteccao do ensaio, em

micromoles de nitrito, foi de 0,03 pug/mL (Ding et al., 1990).

3.9 Determinacao da producao de peroxido de hidrogénio
Neutrofilos ou macrofagos, obtidos como ja descrito, tiveram sua
concentracdo acertada para 2 x 10° células/mL em meio RPMI
suplementado. Aliquotas de 100 pL da suspensao celular foram incubadas
por 1 hora com igual volume de tampao vermelho de fenol [composto por
cloreto de sddio, cloreto de potdssio, bicarbonato de sddio, bicarbonato de
potassio (fabricados por Synth), cloreto de célcio (Merck, 2382), cloreto
de magnésio (Reagen, 10060, Rio de Janeiro, R], Brasil), vermelho de
fenol (Fisher Scientific, P-74, Fair Lawn, EUA), glicose (Difco, 0155-17-4)
e peroxidase de raiz forte tipo II (Sigma, P-8250)]. Os ensaios foram
realizados em octuplicata, sendo que metade das amostras foi tratada
com PMA (forbol 12-miristato 13-acetato, Sigma, P-8139). Apds 1 hora, a
reacao foi interrompida através da adicao de 10 pL de hidréoxido de sddio
1N (Synth). Os resultados, expressos em nanomoles, foram obtidos apos
a leitura em microleitor de ELISA (Multiskan EX, Labsystems, Fischer), em
comprimento de onda de 620 nm, do branco constituido de vermelho de
fenol e hidréxido de sodio, da curva-padrdao contendo quantidades

conhecidas de H,0, e das amostras a serem testadas (Pick e Mizel, 1981;
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Russo et al., 1989). O limite de deteccao do ensaio foi de 5 nm de H,0,/2

x 10° células.

3.10 Determinacao da concentracao de citocinas

A concentragao das citocinas IFN-y, TNF-a, IL-12, IL-10, IL-5 e GM-
CSF foi determinada por testes de ELISA de captura, baseados na
utilizacdo de pares de anticorpos monoclonais especificos para cada
citocina, um dos quais marcado por biotina. Para a deteccao de IFN-y,
TNF-a e IL-12, foram utilizados ELISA Development Kits 900-K98, 900-
K54 e 900-K97 (Peprotech, Ciudad de Mexico, México); as demais
citocinas foram tituladas empregando reagentes fabricados por BD
Pharmingen (San Diego, EUA). O uso dos complexos biotina-avidina e
H,O,-peroxidase permite a determinacao da concentracao da citocina
presente através de medidas de densidade o6ptica (Coligan et al., 1991).

Os anticorpos primarios anti-IFN-y, anti-TNF-a e anti-IL-12 foram
diluidos a concentracao de 1 pug/mL, determinada pelo fabricante, em um
diluente composto por PBS acrescido de 0,05% de Tween-20 (Sigma, P-
1379) e 0,1% de albumina sérica bovina (BSA; Sigma, A-2153). A
sensibilizacao das placas de poliestireno (96 well cell culture cluster flat
bottom with low evaporation lid, Costar, Corning, Inc.) foi feita com 100
ML por orificio de anticorpo primario diluido; as placas foram entdo
incubadas a temperatura ambiente por pelo menos 18 horas. Os sitios
livres foram bloqueados pela adicdo de 300 pL por orificio de uma solugao
contendo 1% de BSA em PBS. Apds a incubacao por 1 hora a temperatura
ambiente, foram adicionadas as respectivas citocinas, em diluicOes
seriadas em PBS contendo Tween-20 e BSA nas concentragoes
anteriormente mencionadas, em volumes de 100 pL por orificio, para
obtencao das curvas-padrao. As amostras, puras ou diluidas neste mesmo
tampdo, foram adicionadas em duplicata aos demais orificios. A incubacao
a temperatura ambiente foi realizada por 2 horas; findo este tempo, os
anticorpos de deteccdo, marcados com biotina, foram adicionados aos

orificios. Tais anticorpos foram previamente diluidos as concentragoes
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determinadas pelo fabricante (0,25 pg/mL para os anticorpos anti-TNF-a e
anti-IL-12 e 0,5 pyg/mL para o anticorpo anti-IFN-y). Nova incubacdo a
temperatura ambiente foi realizada por 2 horas e procedeu-se entdao a
adicdo do conjugado avidina-peroxidase, em aliquotas de 100 pL por
orificio, e a incubagcao por 30 minutos a temperatura ambiente.
Finalmente, 100 pL do substrato cromogénico ABTS [2.2-azino-bis(3-
ethylbenzthiaoline-6-sulfonic acid) diammonium salt, Sigma, A-1888]
foram adicionados a cada orificio e as placas foram mantidas ao abrigo da
luz. O desenvolvimento de cor foi monitorado a cada 5 minutos por cerca
de 1 hora, até que a curva-padrao pudesse ser visualizada. Destaca-se
gque cada adicdo de reagente mencionada foi precedida por quatro
lavagens das placas com PBS acrescido de 0,05% Tween-20. A leitura das
densidades Opticas foi realizada em leitor automatico (Multiskan EX,
Labsystems, Fischer), a 405 nm de comprimento de onda. O limite de
deteccao deste ensaio foi de 31,25 pg/mL.

Os anticorpos primarios anti-GM-CSF, anti-IL-10 e anti-IL-5
(oriundos, respectivamente, dos clones celulares MP1-22E9, JES5-2A5 e
TRFK5) foram diluidos em tampdo carbonato-bicarbonato (TCB, de pH
9,5) e utilizados em aliquotas de 100 pL por orificio para a sensibilizacao
das placas de poliestireno (96 well cell culture cluster flat bottom with low
evaporation lid, Costar, Corning, Inc.). A concentracao empregada de
cada anticorpo foi determinada na padronizacao deste ensaio e foi igual a
2 ug anti-GM-CSF, 5 ug anti-IL-10 e 1 pg anti-IL-5 por mililitro. As placas
foram entdo incubadas por pelo menos 18 horas a 4 °C. O blogueio dos
sitios livres foi feito pela adicdao de 200 pL por orificio de uma solugao de
Molico® (Nestlé Brasil Ltda, S30 José do Rio Preto, SP) a 5% em PBS. Apds
a incubacgao por duas horas a 37 °C em camara Umida, foram adicionadas
as respectivas citocinas recombinantes, em diluicdes seriadas em PBS
acrescido de 10% de SFB, em volume de 100 pL por orificio, para
obtencao das curvas-padrdo. As amostras, puras ou diluidas no mesmo
tampdo, foram adicionadas em duplicata aos demais orificios. A incubacao

a 4 O°C foi realizada por um periodo aproximado de 18 horas. Os
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anticorpos secundarios, biotinilados, foram adicionados apds diluicdo em
PBS acrescido de 10% SFB, em volume de 100 uL para cada orificio. Tais
anticorpos, anti-GM-CSF, anti-IL-10 e anti-IL-5, sao provenientes dos
clones MP1-31G6, SXG-1 e TRFK4 e foram empregados, respectivamente,
nas concentracoes de 2 ug, 2 ug € 0,5 ug. Apods 2 horas a temperatura
ambiente, o conjugado estreptavidina-peroxidase, diluido a 1:1.000 em
PBS com 0,25% de gelatina (Difco, 0143-01), foi acrescentado e a placa
incubada a 37 °C em camara Umida por 1 hora. Novamente, cada adicao
de reagente foi precedida por quatro lavagens das placas com PBS
acrescido de 0,05% de Tween 20. Como substrato, foi utilizada uma
solugcao de ortofenilenodiamina (OPD; Sigma, 78410) em tampao fosfato
0,2M, pH 7,5, acido citrico 0,1M, pH 2,0 e H,O destilada, acrescida de
H,O, (Merck, 822287, Schuchardt) imediatamente antes do uso, em
aliquotas de 100 pL por orificio. As placas foram mantidas ao abrigo da luz
e o desenvolvimento de cor foi monitorado a cada 5 minutos, até que as
curvas-padrao pudessem ser adequadamente visualizadas. A reacgao foi
interrompida pela colocacdao de 100 pl de acido sulfarico (H,S04, UN1830,
Merck) 4N em cada orificio. A leitura das densidades dpticas foi realizada
em leitor automatico (Multiskan EX, Labsystems, Fischer) em
comprimento de onda de 492 nm. O limite de deteccao deste ensaio foi de
15,625 pg/mL.

As concentracdes de cada citocina foram determinadas tendo como
base a reta de regressao linear obtida com os dados referentes as curvas-
padrao. Os resultados foram expressos em picogramas por 100 pL de
sobrenadante de cultura celular ou em picogramas por grama de tecido

nas amostras provenientes de sobrenadante de érgdos.

3.11 Titulacao de anticorpos

A dosagem dos anticorpos séricos anti-gp43 de isétipos IgG, IgGl1,
IgG2a, IgG2b, IgG3, IgA e IgM foi feita por ELISA (Camargo et al., 1994).
Para a sensibilizacdo da placa de poliestireno (96 well cell culture cluster

flat bottom with low evaporation lid, Costar, Corning, Inc.), foi utilizado o
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antigeno gp43, o principal epitopo imunodominante do P. brasiliensis
(Lopes et al., 1994). O antigeno foi diluido em tampao TCB 0,05M, a uma
concentracao de 500 ng/100 pL; foram colocados 100 pL desta solugao
em cada orificio da placa, exceto na primeira coluna. A incubacao foi feita
primeiramente por 1 hora a 37 °C e depois por 24 horas a 4 °C. Os sitios
livres foram bloqueados pela adicdo de 200 pL de Molico® (Nestlé Brasil
Ltda) a 1% em TCB por orificio, seguida pela incubacao da placa por 1
hora a 37 °C. Os soros a serem testados foram diluidos a proporcao 1:50
em PBS-Tween 20 e colocados na placa. A placa foi hovamente incubada a
37°C por 1 hora. Os anticorpos secundarios marcados com peroxidase, de
especificidade anti-IgG, I1gG1l, IgG2a, IgG2b, IgG3, IgA e IgM murinas
feitos em cabra (Sigma, respectivamente A3673, M8770, M4434, M4523,
M8270, A4789 e A8786), foram diluidos a concentracao o6tima pré-
determinada em PBS-Tween 20 e colocados em aliquotas de 100 pyL em
cada orificio, exceto na primeira coluna. Nova incubacdao a 37 °C por 1
hora foi feita. Findo este tempo, foram colocados, em cada orificio, 100 pL
de uma solucao composta por 10 mg de OPD (78410, Sigma), 25 mL de
tampdo citrato de sodio 0,1M, pH 4,5 e 10 pL de H,0, a 30% (Merck,
822287). A placa foi protegida da luz, agitada suavemente e incubada por
15 minutos a temperatura ambiente. A reacdo foi interrompida
adicionando-se 100 pL de H,SO4 4N (Merck, UN1830) a cada orificio.
Antes de cada adicao de reagentes, a placa foi lavada com PBS-Tween 20
a 1% (Sigma, P-1379) por trés vezes e seca contra papel de filtro. A
leitura das densidades Opticas foi realizada em leitor automatico

(Multiskan EX, Labsystems, Fischer) em 492 nm de comprimento de onda.

3.12 Anadlise anatomo-patoldogica e coleta de material para
histopatologia

Apds o sacrificio dos animais realizado como ja descrito, cada
carcaca foi individualmente analisada quanto as suas caracteristicas
anatomo-patoldgicas. Os principais aspectos observados foram a

aderéncia das visceras ao peritOnio e entre si, a necrose esplénica, a
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hiperplasia do epiploon, o comprometimento do peritonio (ou seja, a
presenca de focos flngicos na serosa), a esplenomegalia, a hepatomegalia
e a pneumonia. Estas alteragdes foram graduadas em cruzes, sendo (-)
nada digno de nota, (+£) muito discreto, (+) discreto, (++) moderado,
(+++) grave e (++++) muito grave.

Concomitantemente aos ensaios de quantificacdo de UFC,
fragmentos de baco, epiploon, figado e pulmdao dos animais foram
coletados e fixados em Methacarn (Putchler et al., 1970), composto por
60% de metanol, 30% de cloroférmio e 10% de &acido acético glacial
(fabricados por Synth), por 4 horas a 4 °C, sob agitacao, de onde foram
transferidos para alcool absoluto até a inclusao em parafina. O epiploon foi
estendido em papel-cartdao, para permitir uma fixagdo mais homogénea. O
material foi submetido ao Servico de Histopatologia do Departamento de
Imunologia, ICB-USP, onde foi incluido, seccionado e corado pelos
métodos de impregnacao pela prata-metamina (Grocott, 1955) e

hematoxilina-eosina (HE).

3.13 Analise histopatologica

Cortes histoldgicos corados com HE foram utilizados para verificacao
da arquitetura e celularidade das lesdes fungicas. A partir da impregnacao
pela prata-metamina, que permite a visualizagcdo da morfologia do fungo,
foi realizada a analise semiquantitativa de leveduras nos cortes. A
presenca e a morfologia do patdgeno observadas foram graduadas em
cruzes, sendo (-) auséncia completa de P. brasiliensis, (+) presenca de
poeira fungica, (++) presenca de pequena quantidade de P. brasiliensis
com morfologia alterada e auséncia do fungo com morfologia preservada,
(+++) predominio de P. brasiliensis com morfologia alterada, com
presenca de fungo com morfologia preservada e (++++4) presenca de

P. brasiliensis com morfologia preservada.
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3.14 Forma de analise dos resultados

Os resultados foram submetidos a analise de variancia, seguida por
comparacdes multiplas pelo método de Tukey-Kramer ou testes t nao
pareados, de acordo com o numero de grupos experimentais comparados
(Zar, 1984). Todas as analises foram feitas em software GraphPad Prism 4
for Windows (GraphPad Softwares, 2003). O n utilizado, em cada
experimento, foi igual ou superior a cinco animais B10.A apenas
infectados e a dez nos demais grupos experimentais. O valor de p adotado

para o nivel de significancia foi de, pelo menos, menor que 0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Efeitos da administracao de anfotericina B convencional a
camundongos suscetiveis infectados com Pb18

Camundongos da linhagem B10.A, suscetiveis a PCM, foram
infectados com o isolado virulento Pb18 e submetidos a terapia com 2 mg
c-AmB/kg/dia. Os resultados obtidos nas diversas analises, realizadas aos
7 e 15 dias apds a infeccdo, sao relatados a seguir.

As respostas em reacoes de HTT apresentadas por estes animais sao
mostradas na Figura 1. Aos 7 dias de infeccao, camundongos submetidos
ou ndo a terapia apresentam respostas consideradas baixas. Nos animais
apenas infectados, tais respostas sdo maiores no 15° dia apds a infeccao;
no entanto, esta elevacao nao é significativa. Neste mesmo tempo apds a
infecc@ao, as respostas em reacdoes de HTT permanecem baixas nos

camundongos submetidos a terapia com 2 mg c-AmB/kg/dia.
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Figura 1 - Respostas em reagdes de HTT em camundongos B10.A inoculados
com Pb18 e submetidos ou ndo a terapia com 2 mg c-AmB/kg/dia,
24 horas apés a inoculacao do antigeno de Fava Netto, aos 7 e 15
dias de infecgao.
As barras indicam o erro médio padrao. Dados de um experimento
(N = 5 [Pb] ou 10 [Pb + 2 mg c-AmB/kg/dia]), submetidos a
anadlises de variancia seguidas por comparagdes multiplas por meio
de testes t ndao pareados.
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Nas quantificacdes de fungos viaveis, nota-se que, aos 7 dias apds a
infeccdo, a terapia com 2 mg c-AmB/kg/dia reduz a carga fungica em
todos os drgdos avaliados, mas apenas no figado a diferenca entre o
namero de P. brasiliensis isolado de animais submetidos ou ndo ao
tratamento é significativa. Ja aos 15 dias de infeccao, a administracdo da

droga diminui a carga fungica de forma significativa em todos os drgaos

i

baco epiploon figado pulmao

avaliados (Figura 2).
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Figura 2 - Quantificacdo de fungos vidveis em camundongos B10.A inoculados
com Pb18 e submetidos ou ndo a terapia com 2 mg c-AmB/kg/dia,
aos 7 e 15 dias de infecgao.

As barras indicam o erro médio padrao. Dados de um experimento
(N = 5 [Pb] ou 10 [Pb + 2 mg c-AmB/kg/dia]), submetidos a
andlises de varidncia seguidas por comparacdes multiplas pelo
método de Tukey-Kramer.

* : diferencga estatistica significativa.
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As concentracdoes de NO, mensurado sob a forma de nitrito, em baco,
epiploon, figado e pulmado, antes da inoculacdao do fungo, sdo muito baixas
(dados nao mostrados). Aos 7 dias de infeccao, as concentracdoes de
nitrito em todos os 6rgaos de animais submetidos a terapia com c-AmB
sdao menores do que as apresentadas pelos controles apenas infectados;
diferencas significativas entre as concentragdes encontradas em animais
tratados ou ndo sdao observadas no epiploon, no figado e no pulmao. Ja
aos 15 dias de infeccao, as concentracdes de nitrito apresentadas pelos
animais submetidos ou ndo ao tratamento, no epiploon, no figado e no
pulmdo, sao bastante semelhantes. No baco, em ambos os grupos
experimentais, porém, o reativo nao foi detectado (Figura 3).

As concentracdes de IFN-y nos sobrenadantes de baco, epiploon,
figado e pulmdo sdao mostradas na Figura 4. Aos 7 dias de infeccao, no
baco, as concentragdes da citocina sao significativamente maiores nos
camundongos submetidos ao tratamento. No figado, camundongos apenas
infectados apresentam niveis significativamente menores de IFN-y do que
os individuos tratados. ]Ja aos 15 dias de infeccdao, praticamente ndo ha
diferenca entre as concentracoes de IFN-y observadas em todos os drgaos
de camundongos infectados e submetidos ou ndao ao tratamento;
diferengas estatisticas significativas entre ndao sdao observadas.

Os niveis de GM-CSF nos sobrenadantes de baco, epiploon, figado e
pulmadao sao mostrados na Figura 5. Aos 7 dias de infeccao, nos quatro
orgaos avaliados, as concentracdes de GM-CSF em animais infectados
submetidos a terapia com c-AmB tendem a ser maiores do que as
apresentadas por nao tratados; porém, diferencas estatisticas
significativas entre os grupos experimentais ndo sao detectadas. Ja aos 15
dias de infeccdo, os niveis desta citocina em camundongos infectados e
tratados sao menores do que as apresentadas pelos somente infectados,
em baco, epiploon, figado e pulmdo; novamente, diferencas estatisticas
significativas entre os grupos de camundongos nao foram encontradas.

As concentracoes de IL-10 nos sobrenadantes de orgaos sao

mostradas na Figura 6. No baco, nos dois tempos analisados, os niveis da
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Figura 3 - Determinacao da concentracao de NO, mensurado sob a forma de
nitrito, em camundongos B10.A inoculados com Pb18 e submetidos
ou nao a terapia com 2 mg c-AmB/kg/dia, aos 7 e 15 dias de
infeccao.

As barras indicam o erro médio padrao. Dados de um experimento
(N = 5 [Pb] ou 10 [Pb + 2 mg c-AmB/kg/dia]), submetidos a
andlises de varidncia seguidas por comparacdes multiplas pelo
método de Tukey-Kramer.

* : diferencga estatistica significativa.
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Figura 4 - Determinagao da concentracdao de IFN-y em camundongos B10.A
inoculados com Pb18 e submetidos ou ndao a terapia com
2 mg c-AmB/kg/dia, aos 7 e 15 dias de infecgao.
As barras indicam o erro médio padrao. Dados de um experimento
(N = 5 [Pb ou B10.A + 2 mg c-AmB/kg/dia]l] ou 10 [Pb +
2 mg c-AmB/kg/dia]), submetidos a analises de variancia seguidas
por comparagdes multiplas pelo método de Tukey-Kramer.
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Figura 5 - Determinagdao da concentracdao de GM-CSF em camundongos B10.A

inoculados com Pb18 e submetidos ou ndo a terapia com
2 mg c-AmB/kg/dia, aos 7 e 15 dias de infecgao.

As barras indicam o erro médio padrdo. Dados de um experimento
(N = 5 [Pb ou B10.A + 2 mg c-AmB/kg/dia] ou 10 [Pb +
2 mg c-AmB/kg/dia]), submetidos a analises de variancia seguidas
por comparacgdes multiplas pelo método de Tukey-Kramer.
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Figura 6 - Determinagao da concentragao de IL-10 em camundongos B10.A
inoculados com Pbl8 e submetidos ou nao a terapia com
2 mg c-AmB/kg/dia, aos 7 e 15 dias de infeccao.
As barras indicam o erro médio padrdao. Dados representativos de
dois experimentos (N = 5 [Pb ou B10.A + 2 mg c-AmB/kg/dia] ou
10 [Pb + 2 mg c-AmB/kg/dia]) e submetidos a analises de variancia
seguidas por comparagdes multiplas pelo método de Tukey-Kramer.
* : diferenca estatistica significativa.
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citocina sao baixos e bastante semelhantes em animais infectados e
tratados ou ndo. Aos 7 dias de infeccdo, nos demais orgaos, as
concentracoes de IL-10 tendem a ser maiores em animais infectados e
tratados do que nos apenas infectados; porém, apenas no figado a
secrecao de IL-10 é significativamente maior nos camundongos que
receberam a droga. Ja aos 15 dias de infeccdo, no epiploon, as
concentracoes da citocina tendem a ser menores em animais infectados e
tratados do que nos infectados; no figado, estes niveis sao
significativamente menores nos camundongos tratados do que nos nao
submetidos ao tratamento. Por fim, no pulmdo, os niveis de IL-10 tendem
a ser mais elevados nos individuos infectados e tratados. Ndo ha
diferencas estatisticas significativas entre os dois grupos experimentais.

Os niveis de IL-5 nos sobrenadantes de 6rgdaos sao mostrados na
Figura 7. Aos 7 dias de infeccao, as concentragdes de IL-5 nos quatro
orgaos analisados, de camundongos infectados e submetidos ou ndo a
terapia, sdao semelhantes. Ja aos 15 dias de infeccdao, a secrecao de IL-5
tende a ser menor no baco, no figado e no pulmao dos camundongos
infectados submetidos ao tratamento. No epiploon, porém, esta citocina é
encontrada em niveis significativamente mais altos em animais infectados
e tratados do que nos controles apenas infectados.

A titulacdo de IgG total anti-gp43 de P. brasiliensis € mostrada na
Figura 8. Camundongos da linhagem B10.A, submetidos ou ndo a terapia
com 2 mg c-AmB/kg/dia, apresentam, aos 7 dias de infeccdo, niveis
baixos e similares de anticorpos IgG. Aos 15 dias, tais concentragoes se
elevam, mas de forma significativa apenas nos animais nao tratados.

As andlises andtomo-patoldgicas, mostradas na Tabela I, observa-
se que, em ambos os tempos apos a infeccao, as lesdes apresentadas por
camundongos submetidos a terapia com 2 mg c-AmB/kg/dia sao de
gravidade menor do que as observadas nos animais apenas infectados.
Porém, nota-se a presenca de lesdes inflamatérias intensas, em sitios
compativeis a area de inoculacao da droga, nos individuos submetidos ao

tratamento antifungico.
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Figura 7 - Determinagao da concentragcao de IL-5 em camundongos B10.A
inoculados com Pb18 e submetidos ou ndo a terapia com
2 mg c-AmB/kg/dia, aos 7 e 15 dias de infecgao.
As barras indicam o erro médio padrao. Dados de um experimento
(N = 5 [Pb] ou 10 [Pb + 2 mg c-AmB/kg/dia]), submetidos a
andlises de variancia seguidas por comparagdes multiplas pelo
método de Tukey-Kramer.
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Figura 8 - Titulagdo de IgG total anti-gp43 de P. brasiliensis em soros de
camundongos inoculados com Pb18 e submetidos a terapia com
2 mg c-AmB/kg/dia, aos 7 e 15 dias apos a infecgao.
As barras indicam o erro médio padrao. Dados de um experimento
(N = 5 [Pb] ou 10 [Pb + 2 mg c-AmB/kg/dia]), submetidos a
andlises de variancia seguidas por comparacdes multiplas pelo
método de Tukey-Kramer.
*: diferenca estatistica significativa entre os dois tempos apds a
inoculagao.
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Tabela I - Exame anatomo-patoldgico em camundongos B10.A inoculados com
Pb18 e submetidos ou ndo a terapia com 2 mg c-AmB/kg/dia, aos 7
e 15 dias apds a infecgao.

Ad NE HEp CcP LAI EM HM Pn

Pb, 7d - + ++ + - + + -
Pb+c-AmB, 7d - t + + +++ t - -
Pb, 15d - + ++ + - + + -
Pb+c-AmB, 15d | - - + - ++++ s - -

Dados de um experimento (N = 5 [Pb] e 10 [Pb + c-AmB]).

NOTA: Abreviaturas:

Ad: aderéncia das visceras ao peritobnio e entre sistema imunoldgico
NE: necrose esplénica

HEp: hiperplasia do epiploon

CP: comprometimento do periténio (presenca de focos fungicos na serosa)
LAI: lesdo peritoneal em area condizente com a inoculacdo de L-AmB
EM: esplenomegalia

HM: hepatomegalia

Pn: pneumonia

(-): nada digno de nota

(+): muito discreto

(+): discreto

(++): moderado

(+++): grave

(++++): muito grave

As andlises histopatoldgicas, observa-se que, aos 7 dias de infeccdo,
ha lesbes frouxas na capsula do baco de camundongos nao tratados, mas
nao no parénquima do 6rgao (Prancha IA). Em maior aumento, verifica-
se a existéncia de dareas necroticas, leveduras de P. brasiliensis,
macrofagos e algumas células gigantes; na periferia da lesdo, sao
encontrados neutréfilos (Prancha IC). Neste mesmo tempo apds a
infeccao, nao sao encontradas lesdes nem na porgao capsular nem no

parénquima esplénico em camundongos submetidos a terapia com c-AmB
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Prancha I - Analise histopatoldgica aos 7 dias pds-infeccao realizada em baco
de camundongos infectados com o isolado virulento Pb18 (A, B) e
submetidos a tratamento com 2 mg c-AmB/kg/dia (C, D); HE.

A: lesdo na capsula esplénica; 245x.

B: presenca de leveduras de P. brasiliensis, area necrética (seta) e
infiltrado celular contendo principalmente neutréfilos e macréfagos;
614x.

C e D: auséncia de lesbes; 245x e 614x, respectivamente.
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(Prancha IB e ID). No epiploon, animais infectados apresentaram, aos 7
dias de infeccao, varios focos de lesdo nos érgaos, com extensas areas de
necrose (Prancha IIA), além de leveduras, células gigantes e infiltrado
neutrofilico (Prancha 1IIB). Camundongos tratados com 2 mg
c-AmB/kg/dia, por sua vez, apresentam menor grau de lesao tecidual; as
lesbes observadas contém areas de necrose (Prancha IIC) e células
gigantes (Prancha IID). A coloracdo pela prata, podem ser visualizadas
leveduras de P. brasiliensis com morfologia alterada no interior destas
areas necroéticas (Prancha IIE e IIF). No figado de animais controles,
uma extensa lesao granulomatosa capsular, que se estende até o
parénquima hepatico, pode ser visualizada (Prancha IIIA); em maior
aumento, constata-se a existéncia de lesGes necroticas, com presenca de
leveduras de P. brasiliensis, neutrofilos e macrofagos (Prancha IIIB). Em
animais submetidos a terapia, ha, no figado, lesGes capsulares, com focos
de debris (Prancha IIIC e IIID). A coloracdo pela prata, podem
novamente ser visualizadas leveduras de P. brasiliensis com morfologia
alterada no interior das areas de necrose (Prancha IIIE e IIIF).

Aos 15 dias de infeccdo, as lesdes encontradas em baco e figado dos
animais nao diferem daquelas relatadas aos 7 dias. No epiploon de
animais nao tratados, observam-se extensas lesdes granulomatosas
(Prancha IVA). Em maior aumento, verifica-se a existéncia de leveduras
de P. brasiliensis com brotamentos, neutrofilos, células gigantes, material
extracelular e plasmocitos (Prancha IVB). Nos camundongos submetidos
ao tratamento, observam-se lesdes necréticas concéntricas, circundadas
por grandes areas de material extracelular. Esta maior deposicao de
material extracelular em animais tratados é similar a apresentada por
individuos resistentes no modelo murino isogénico da PCM (Prancha IVC
e D). Nao foram encontradas lesbes pulmonares nos dois grupos
experimentais em ambos os tempos apds a infeccao.

A presenca de P. brasiliensis nos oOrgaos de camundongos

submetidos ou ndo a terapia com c-AmB foi analisada de forma
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Prancha II - Andlise histopatoldégica aos 7 dias pos-infeccao realizada em
epiploon de camundongos infectados com o isolado virulento
Pb18 (A, B) e submetidos a tratamento com 2 mg c-AmB/kg/dia
(C-F).

A: presenca de varios focos de lesdo no 6rgao, com extensas
areas de necrose (seta); HE, 245x.

B: presenca de leveduras de P. brasiliensis, célula gigante (seta)
e infiltrado neutrofilico (ponta de seta); HE, 614x.

C: menor grau de lesao tecidual; presenca de areas de necrose
(setas); HE, 245x.

D: area de necrose (seta) e células gigantes (pontas de seta);
HE, 614x.

E e F: focos de debris de P. brasiliensis; prata-metamina, 245x e
614x, respectivamente.
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Prancha III - Anadlise histopatoldgica aos 7 dias pods-infeccdo realizada em
figado de camundongos infectados com o isolado virulento Pb18
(A, B) e submetidos a tratamento com 2 mg c-AmB/kg/dia (C-
F).

A: lesao granulomatosa capsular, que se estende até o
parénquima do 6rgao; HE, 245x.

B: lesdo necrdética com presenca de leveduras de P. brasiliensis,
neutrofilos e macréfagos; HE, 614x.

C: lesao capsular, com focos de debris (setas); HE, 245x.

D: foco de debris; HE, 614x.

E e F: focos de debris de P. brasiliensis; prata-metamina, 245x
e 614x, respectivamente.
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Prancha IV - Andlise histopatolégica aos 15 dias pés-infeccao realizada em
epiploon de camundongos infectados com o isolado virulento
Pb18 (A, B) e submetidos a tratamento com 2 mg c-AmB/kg/dia
(C, D).

A: extensa lesao granulomatosa; HE, 245x.

B: presenga de leveduras de P. brasiliensis com brotamentos,
neutroéfilos, células gigantes (setas), material extracelular (ponta
de seta) e plasmdcitos; HE, 614x.

C e D: lesdao necrotica concéntrica, com presenca de grandes
areas de material extracelular (seta); HE, 245x e 614,
respectivamente.
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semiquantitativa, como pode ser verificado na Tabela II. Aos 7 dias de
infeccdo, camundongos nado tratados apresentam predominio de
P. brasiliensis com morfologia alterada no baco e no figado. No epiploon,
as leveduras encontradas possuem morfologia preservada. No pulmao,
nao foram encontrados fungos. Por outro lado, camundongos submetidos
a terapia apresentam poucos fungos, com morfologia alterada, no baco,
no epiploon e no figado; no pulmdo, novamente, ndo foram encontradas
leveduras de P. brasiliensis. Ja aos 15 dias de infeccdo, camundongos nao
tratados apresentam predominio de P. brasiliensis com morfologia
preservada no baco, no epiploon (Prancha VA) e no figado e com
morfologia alterada no pulmao. Camundongos tratados, por sua vez,
apresentam predominio de P. brasiliensis com morfologia alterada no baco
e pequena quantidade de P. brasiliensis com morfologia alterada no
epiploon (Prancha VB). Nestes animais, nao foram encontradas
leveduras no pulmao.

Aos 7 dias de infeccao, camundongos nao tratados apresentam
predominio de P. brasiliensis com morfologia alterada no baco e no figado.
No epiploon, sao encontradas leveduras com morfologia preservada. No
pulmao, nao sao observadas leveduras do fungo. Por outro lado, nos
camundongos submetidos a terapia, encontram-se pouquissimas
leveduras, com morfologia alterada, no baco, epiploon e figado; no
pulmao, novamente, nao sao observadas leveduras de P. brasiliensis. Ja
aos 15 dias de infeccao, camundongos nao tratados apresentam
predominio de P. brasiliensis com morfologia preservada no baco, no
epiploon e no figado e com morfologia alterada no pulmdo. Camundongos
tratados, por sua vez, apresentam predominio de P. brasiliensis com
morfologia alterada no baco e pequena quantidade de fungo com
morfologia alterada no epiploon. Nestes animais, ndao sao observadas
leveduras do fungo no pulmao. Aos 30 dias de infeccao, em camundongos
apenas infectados, verifica-se o predominio de leveduras de morfologia
preservada nos quatro orgaos avaliados. Nos animais submetidos a

terapia, ha predominio de P. brasiliensis de morfologia alterada, com
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presenca de leveduras de morfologia preservada, no baco e no figado, e
predominio de fungos de morfologia preservada no epiploon. No pulmao,

nao sao observadas leveduras de P. brasiliensis.

Tabela II - Andlise semiquantitativa de P. brasiliensis de diferentes aspectos
morfoldgicos em cortes histoldgicos corados pelo método da
impregnacao pela prata em camundongos B10.A infectados com
Pb18 e submetidos ou nao ao tratamento com 2 mg c-AmB/kg/dia.

Baco Epiploon Figado Pulmao

Pb, 7d +++ | ++++ | +++ -
Pb + c-AmB, 7d ++ ++ ++ -

Pb, 15d ++++ | ++++ |+ | -+
Pb + c-AmB,15d +++ ++ ++ -

Dados de um experimento (N = 5 [Pb] e 10 [Pb + c-AmB]).

NOTA:

(-): auséncia completa de P. brasiliensis

(+): presenca de poeira fungica

(++): presenca de pequena quantidade de P. brasiliensis com morfologia
alterada e auséncia de fungo com morfologia preservada

(+++): predominio de P. brasiliensis com morfologia alterada, com presenca de
fungo com morfologia preservada

(++++): presenca de P. brasiliensis com morfologia preservada
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Prancha V - Andlise histopatoldgica de epiploon de camundongos infectados

com o isolado virulento Pb18 (A) e submetidos a tratamento com
2 mg c-AmB/kg/dia (B), aos 15 dias pos-infeccao; prata-
metamina, 982x.

A: presenca de P. brasiliensis com morfologia preservada.
B: presencga de P. brasiliensis com morfologia alterada.
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4.2 Efeitos da administracao de anfotericina B lipossomal a
camundongos suscetiveis infectados com Pb18

Camundongos da linhagem B10.A, suscetiveis a PCM, foram
infectados com o isolado virulento Pb18 e submetidos a terapia com 5 mg
L-AmB/kg/dia. Os resultados obtidos nas diversas analises, realizadas aos
7, 15 e 30 dias apds a infeccao, sao relatados a seguir.

O peso dos camundongos foi mensurado antes da primeira
administracao de L-AmB e aos 7, 15 e 30 dias apds a infeccdo (dados nao
mostrados). Embora tenha sido constatado ganho de peso nas fases mais
tardias da doenca, ndao foram encontradas diferencas estatisticas
significativas entre os dois grupos experimentais nos tempos analisados.

As reaces de HTT, aos 7 dias apds a infeccdo, os camundongos
submetidos ou ndo a terapia apresentam respostas consideradas baixas;
aos 15 dias, as respostas dos animais nao tratados elevam-se de forma
significativa, enquanto as dos individuos tratados mantem-se baixas. Aos
30 dias de infeccao, em ambos 0s grupos experimentais, as respostas sao,
novamente, consideradas baixas (Figura 9).

Os perfis leucocitarios de animais infectados com Pb18 e submetidos
ou ndo a terapia com L-AmB s3do mostrados na Tabela III.

Os numeros de leucdcitos totais, nos trés tempos apds a infeccgao,
sao significativamente menores em ambos o0s grupos experimentais do
gue os apresentados por camundongos nao infectados. Nota-se ainda que,
no 7° dia pos-infeccdo, animais submetidos ao tratamento apresentam
menos leucdcitos na circulacdao do que camundongos apenas infectados.

Na quantificacdo de neutrofilos imaturos, nota-se que, em nenhum
dos grupos experimentais, estas células s3o observadas antes da
infeccdo; da mesma forma, nos primeiros 15 dias apds a inoculagao, esta
populacdo celular também ndo € encontrada. Aos 30 dias, porém,
camundongos submetidos ou ndo a terapia apresentam numeros
significativamente mais altos de neutréfilos imaturos do que nos demais

tempos de infeccao.
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Figura 9 - Respostas em reagdes de HTT em camundongos B10.A inoculados
com Pb18 e submetidos ou ndo a terapia com 5mg L-AmB/kg/dia,
24 horas apos a inoculacao do antigeno de Fava Netto, aos 7, 15 e
30 dias apos a infecgao.

As barras indicam o erro médio padrdo. Dados representativos de
dois experimentos (N = 10 [Pb] ou 20 [Pb + 5 mg L-AmB/kg/dia]) e
submetidos a andlises de varidncia seguidas por comparacdes
multiplas pelo método de Tukey-Kramer.

x: diferenca estatistica significativa entre os dois grupos
experimentais; e: diferenca estatistica significativa entre o 7° e o
159 dia de infecgao.

Em relacdo aos neutrofilos maduros, observa-se que, na 12 semana
de infeccao, camundongos apenas infectados, nao tratados, apresentam
numeros significativamente maiores destas células do que os individuos
submetidos ao tratamento. Além disso, tais nimeros também sdo mais
elevados do que os encontrados nos demais pontos analisados, em ambos
0S grupos experimentais.

As concentracdes de eosindfilos, até o 15° dia de infecgdo, ndo sao
alterados pela inoculacao do fungo ou a administracao de L-AmB. No
entanto, aos 30 dias, os camundongos nao submetidos a terapia
apresentam mais eosindfilos circulantes do que aqueles que receberam a
droga; tais numeros também sdo maiores do que os observados nos

demais pontos da infecgao.
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Tabela III - Perfis leucocitdrios de camundongos B10.A inoculados com Pb18 e

submetidos ou ndo a terapia com 5 mg L-AmB/kg/dia.

B10.A, -1d 7800 £ 720 0+0 520+ 174 43 + 28 6930+684 | 92+£26 | 78 £43
Pb18, 7d 3300 + 653 0+0 5570 + 111 0+0 2718 + 656 66 6+6
* <~ K <> 36 * < *
Pb18 + 1325+ 309 0+0 162 +79 44 + 41 1073 £ 248 3+£3 0+0
L-AmB, 7d * * *
Pb18, 15d 1950 + 350 0+0 784 + 10 0+0 677 £ 51 48 +1 0+0
* * *
Pb18 + 2400 + 1097 0+0 874 + 363 0+0 1852 + 968 11+6 11+6
L-AmB, 15d * * *
Pb18, 30d 1033 + 333 63+15 138+19 185+51 6471322 0+0 00
* * 3| q | * *
Pb18 + 967167 172450 205+106 17+14 338+193 52+12 0+0
L-AmB, 30d * * %N * *

Os resultados foram expressos como numero de células por milimetro cubico +
erro médio padrdo. Dados representativos de dois experimentos (N
[B10.A], 10 [Pb] e 20 [Pb + L-AmB]) e submetidos a analises de variancia

seguidas por comparacgdes multiplas pelo método de Tukey-Kramer.

NOTA: Abreviaturas e simbolos:
Le: leucocitos totais
PMNi: neutrofilos imaturos

PMNm: neutrofilos maduros
Eos: eosindfilos

Ly: linfécitos

M: mondcitos
Bas: basdfilos
* : diferenca estatistica significativa em relacdo a camundongos ndo infectados

: diferenca estatistica significativa entre animais submetidos ou ndo a terapia

*

= 20

7

B 3 ¢

»: diferenca estatistica significativa entre os 7 e os 15 dias apds a infecgao
: diferenca estatistica significativa entre os 7 e os 30 dias apds a infeccao
: diferenca estatistica significativa entre os 15 e os 30 dias de infeccao
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Quanto ao numero de linfocitos circulantes, observa-se o
desenvolvimento de linfopenia em ambos o0s grupos experimentais
durante todo o curso da infeccdo; nos trés tempos analisados,
camundongos infectados submetidos ou ndo a terapia apresentam
numeros significativamente menores destas células do que individuos nao
inoculados. Aos 7 dias de infeccdo, nota-se também que animais tratados
apresentam numeros significativamente menores de linfocitos do que
camundongos apenas infectados.

Em relacdgo a quantificacgdo de mondcitos, observa-se o
desenvolvimento de monocitopenia em ambos 0s grupos experimentais
ap6s a infeccao pelo P. brasiliensis. Nos trés pontos analisados, os
numeros destas células, em camundongos submetidos ou ndo ao
tratamento, sao significativamente menores do que os observados em
individuos nao infectados.

Em todos os pontos analisados, as contagens de baséfilos ndo sao
alteradas pela infeccao e/ou pela administracao do tratamento.

Os resultados referentes a quantificacdo de fungos vidveis sao
mostrados na Figura 10. Aos 7 dias de infeccao, verifica-se esterilizacao
de todos os érgdos (baco, epiploon, figado e pulmao) de camundongos
submetidos a terapia com L-AmB. Aos 15 dias, o nUmero de P. brasiliensis
viaveis recuperados é significativamente menor nos individuos tratados,
exceto no epiploon. Aos 30 dias, a quantidade de UFC recuperada do baco
e do epiploon nao é significativamente diferente em individuos submetidos
ou ndo a terapia com 5 mg L-AmB/kg/dia. Porém, novamente, no figado e
no pulmao, camundongos tratados apresentam diminuicao significativa da
carga fungica.

Na Figura 11, s3o mostrados os resultados referentes a
determinacao da concentragcao de NO, mensurado sob a forma de nitrito.
Previamente a infeccdo, ndo se detecta a presenca do reativo nos
sobrenadantes de baco e epiploon; porém, observa-se sintese basal de NO
no figado e no pulmdo. No 7° dia apds a inoculagdao, o reativo ndo foi

encontrado no baco de camundongos de ambos 0s grupos experimentais.
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Figura 10 - Quantificacdo de fungos vidaveis em camundongos B10.A inoculados
com Pb18 e submetidos ou ndo a terapia com 5 mg L-AmB/kg/dia,
aos 7, 15 e 30 dias ap6s a infecgao.

As barras indicam o erro médio padrdao. Dados representativos de
dois experimentos (N = 10 [Pb] ou 20 [Pb + 5 mg L-AmB/kg/dia]),
submetidos a anadlises de varidncia seguidas por comparacoes
multiplas pelo método de Tukey-Kramer.

* : diferenca estatistica significativa.
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Figura 11 - Determinagao da concentragao de NO, mensurado como nitrito, em
camundongos B10.A inoculados com Pb18 e submetidos ou ndo a
terapia com 5 mg L-AmB/kg/dia, aos 7, 15 e 30 dias apds a

infeccao.
As barras indicam o erro médio padrdo. Dados representativos de
dois experimentos (N = 10 [B10.A ou Pb] ou 20 [Pb +

5 mg L-AmB/kg/dia]), submetidos a analises de variancia seguidas
por comparacoes multiplas pelo método de Tukey-Kramer.

* : diferenca estatistica significativa entre os grupos experimentais
=: diferenca estatistica significativa em relacdo ao dia -1.
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No epiploon, no figado e no pulmdo, as concentracdes de NO sdo
significativamente menores nos individuos submetidos a terapia do que
nos controles ndo tratados. Ja aos 15 dias de infeccao, as concentracdes
apresentadas por individuos tratados e nao tratados no baco e no pulmao
sao bastante semelhantes. No epiploon e no figado, porém, individuos que
receberam L-AmB apresentam niveis de NO significativamente menores
do que os camundongos apenas infectados. Aos 30 dias de infeccao, as
concentracbes de NO no baco e no figado nao sao alteradas pela
administracao da terapia. No epiploon e no pulmao, porém, ha diminuicao
significativa da secrecao de NO em animais tratados. Em relagao ao
observado antes da infeccdo, hd aumento na sintese deste reativo no
epiploon em animais apenas infectados, nos trés tempos analisados, e no
figado, no 15° dia da doenca.

Os resultados obtidos através da determinacdao da concentracdo de
TNF-a sao mostrados na Figura 12.

Antes da infeccdo, a citocina é encontrada em niveis relativamente
elevados em todos os d6rgaos estudados. Aos 7 dias de infeccdo, o TNF-a
nao é detectado em sobrenadantes de baco, epiploon e pulmao; no
figado, as concentracbes da citocina sdao similares nos trés grupos
experimentais. Na segunda semana de infeccdo, ndo ha secrecdao do
reativo no baco, no figado e no pulmdao em camundongos infectados
submetidos ou ndo ao tratamento. No epiploon, o TNF-a é encontrado
apenas nos individuos infectados e submetidos a terapia, em niveis
significativamente altos. Ja aos 30 dias, esta citocina é encontrada apenas
em sobrenadantes de baco e figado de animais apenas infectados e no
pulmdao de individuos dos trés grupos experimentais. Diferencas
estatisticas significativas em relacdao as concentracdes de TNF-a
encontradas antes da infeccdo sdo observadas nos trés grupos
experimentais nos trés tempos analisados, exceto no figado, aos 7 e 30
dias (em camundongos infectados e tratados e infectados e nao tratados,
respectivamente) e no epiploon, aos 15 dias de infeccao (em individuos

infectados submetidos a terapia).
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Figura 12 - Determinagao da concentragao de TNF-a em camundongos B10.A

infectados com Pb18 e submetidos ou ndao a terapia com
5 mg L-AmB/kg/dia.

As barras indicam o erro médio padrdo. Dados representativos de
dois experimentos (N = 10 [Pb, B10. A ou B10.A +
5 mg L-AmB/kg/dia] ou 20 [Pb + 5 mg L-AmB/kg/dia]) e
submetidos a andlises de variancia seguidas por comparacdes
multiplas pelo método de Tukey-Kramer.

x: diferenca estatistica significativa entre os grupos
experimentais; =: diferenca estatistica significativa em relacdo ao
dia -1.



Resultados 80

Em relacao aos resultados obtidos nas quantificagcbes de IL-12
(Figura 13), observa-se que, antes da infeccdo, a citocina é detectada
em concentragdes relativamente altas em todos os érgaos analisados. Aos
7 dias, nos animais apenas infectados, a citocina nao é encontrada no
baco e no epiploon; no figado e no pulmao, as concentracoes de IL-12 sao
mais altas e significativamente maiores do que as encontradas em
animais infectados e submetidos a terapia. Nos individuos infectados e
tratados, concentragdes significativamente mais elevadas da citocina sao
observadas no baco e niveis muito baixos sao detectados no epiploon. Nos
outros dois tempos de infeccao, praticamente ndao ha secrecao de IL-12,
exceto no pulmdo e no figado de camundongos ndo infectados ou
tratados, respectivamente, aos 15 e 30 dias.

Na Figura 14, s3o mostrados os resultados referentes a
quantificacao de IFN-y. Antes da infeccdo, niveis moderados da citocina
sao encontrados. Aos 7 dias, ndao ha secrecdao de IFN-y no baco e no
epiploon de camundongos infectados e submetidos ou ndo a terapia e no
pulmdo de individuos inoculados e tratados. No figado, em individuos
infectados, infectados e tratados ou apenas tratados, e no pulmao de
animais controles, as concentracdes da citocina sao mais altas. No
entanto, ndao ha diferencas estatisticas entre camundongos infectados e
tratados ou nao neste ponto da infeccdo. Aos 15 dias, apenas individuos
nao submetidos ao tratamento apresentam altos titulos de IFN-y; tais
concentracoes sao significativamente maiores do que as observadas em
camundongos que receberam a droga. Finalmente, no 30° dia de infecgao,
niveis elevados da citocina sdo encontrados nos sobrenadantes de figado e
pulmao de camundongos apenas infectados; novamente, estes titulos sdo
significativamente maiores do que os verificados em animais infectados e
tratados.

Os resultados referentes as dosagens de GM-CSF sao mostrados na
Figura 15. Aos 7 dias de infecgao, as concentragoes da citocina no baco e
no pulmao sao significativamente maiores nos camundongos infectados e

submetidos a terapia com L-AmB do que em individuos apenas infectados.
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Figura 13 - Determinagdao da concentracao de IL-12 em camundongos B10.A
infectados com Pb18 e submetidos ou ndao a terapia com
5 mg L-AmB/kg/dia.
As barras indicam o erro médio padrao. Dados representativos de
dois experimentos (N = 10 [Pb, B10.A ou B10.A +
5 mg L-AmB/kg/dial] ou 20 [Pb + 5 mg c-AmB/kg/dia]),
submetidos a analises de variancia seguidas por comparagoes
multiplas pelo método de Tukey-Kramer.
*: diferenca estatistica significativa entre os grupos
experimentais; =: diferenca estatistica significativa em relacao ao

dia -1.
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Figura 14 - Determinagdao da concentracdao de IFN-y em camundongos B10.A
infectados com Pb18 e submetidos ou ndao a terapia com
5 mg L-AmB/kg/dia.

As barras indicam o erro médio padrdao. Dados representativos de
dois experimentos (N = 10 [Pb, B10.A ou B10.A +
5 mg L-AmB/kg/dia] ou 20 [Pb + 5 mg L-AmB/kg/dia]),
submetidos a andlises de variancia seguidas por comparacdes
multiplas pelo método de Tukey-Kramer.

x: diferenca estatistica significativa entre os grupos
experimentais; =: diferenca estatistica significativa em relacao ao
dia -1.
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Determinagao da concentragcao de GM-CSF em camundongos B10.A
infectados com Pbl8 e submetidos ou ndo a terapia com
5 mg L-AmB/kg/dia.

As barras indicam o erro médio padrdo. Dados representativos de
dois experimentos (N = 10 [Pb, B10.A ou B10.A +
5 mg L-AmB/kg/dia] ou 20 [Pb + 5 mg L-AmB/kg/dia]), submetidos
a anadlises de varidncia seguidas por comparagdes multiplas pelo

método de Tukey-Kramer.
* : diferenca estatistica significativa entre os grupos experimentais.
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No epiploon e no figado, os niveis de GM-CSF sdo similares nestes dois
grupos experimentais. Aos 15 dias apds a infeccao, no figado e no
pulmado, as concentragdoes da citocina sao significativamente maiores em
camundongos infectados e submetidos ao tratamento do que nos
controles apenas infectados. Aos 30 dias, nao sao encontradas diferengas
estatisticas significativas entre os niveis de GM-CSF observados nos trés
grupos experimentais.

A titulacdo de IgG total anti-gp43 de P. brasiliensis € mostrada na
Figura 16. A densidade Optica média obtida nos controles negativos
(soros de camundongos nao infectados) é igual -0,023, enquanto a de
controles positivos (soros de camundongos B10.A infectados ha 30 dias
com Pb18) é de 0,534. Nota-se que, aos 15 e 30 dias de infeccao, em
animais submetidos ou nao ao tratamento com 5 mg L-AmB/kg/dia, as

concentracOes séricas de IgG-anti-gp43 de P. brasiliensis sao similares.
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Figura 16 - Titulacdao de IgG total anti-gp43 de P. brasiliensis em soros de
camundongos B10.A inoculados com Pb18 e submetidos ou ndo a
terapia com 5 mg L-AmB/kg/dia, aos 15 e 30 dias apds a infeccao.
Os soros foram diluidos a 1:50 antes da realizacdo do ensaio. As
barras indicam o erro médio padrao. Dados representativos de dois
experimentos (N = 10 [B10.A ou Pb] ou 20 [Pb +
5 mg L-AmB/kg/dia]), submetidos a anadlises de variancia seguidas
por comparacoes multiplas pelo método de Tukey-Kramer.
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Na Figura 17, sdo mostrados os resultados referentes a pesquisa
de IgG1, IgG2a, IgG2b, IgG3, IgA e IgM anti-gp43 de P. brasiliensis em

soros de camundongos B10.A infectados e submetidos ou ndo a terapia

com 5 mg

L-AmB/kg/dia, aos 30 dias de infeccdo, e também em soros

normais, de animais desta mesma linhagem nao inoculados com o fungo

(controles negativos).
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Titulacdo de anticorpos anti-gp43 de P. brasiliensis de isotipos IgM,
IgGl, IgG2, IgG3 e IgA em soros de camundongos B10.A
inoculados com Pbl18 e submetidos ou nao a terapia com
5 mg L-AmB/kg/dia, aos 30 dias apods a infeccao.

Os isotipos também foram titulados em soros obtidos de
camundongos B10.A ndo infectados. As barras indicam o erro médio
padrdao. Dados representativos de dois experimentos (N = 10
[B10.A ou Pb] ou 20 [Pb + 5 mg L-AmB/kg/dia]), submetidos a
anadlises de variancia seguidas por comparacées multiplas pelo
método de Tukey-Kramer.

*, o, =: diferenca estatistica significativa, p < 0,05, 0,01 e 0,001,
respectivamente.
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As concentracoes de IgM, IgG2a e IgG3 observadas em ambos os
grupos experimentais sao similares e consideradas baixas. Os titulos de
IgG2b sao significativamente mais altos em animais apenas infectados do
gue nos submetidos ao tratamento. Por fim, as concentracdes de IgA sao
significativamente menores em camundongos tratados do que naqueles
apenas infectados.

Na Tabela IV, sdo colocados os resultados referentes as analises
anatomo-patoldgicas. Nota-se que, nos trés tempos apds a infeccdao, as
lesdes encontradas em camundongos apenas inoculados sao mais graves
do que as observadas nos individuos submetidos a terapia. Aos 30 dias,
percebe-se ainda que as lesbes encontradas em animais submetidos ao
tratamento tendem a ser de menor gravidade do que as observadas aos 7
e 15 dias de infeccdo. Em nenhum dos individuos analisados observam-se
lesdes na area de inoculagao da droga.

As anélises histopatoldgicas de baco, epiploon, figado e pulmdes em
cortes corados com HE, nota-se que, em camundongos apenas infectados,
nao submetidos a terapia com 5mg L-AmB/kg/dia, as lesdes sdo bastante
similares as relatadas anteriormente nas Pranchas I a VI (dados nao
mostrados). Aos 7 dias de infeccdo, nos individuos tratados, ndo sao
observadas lesdes no baco (Prancha VI), no epiploon, no figado ou no
pulmado. Aos 15 dias de infeccao, observam-se, no epiploon de animais
submetidos a terapia, lesdes necréticas concéntricas, contendo debris de
P. brasiliensis (Prancha VII). Nos demais 6rgdos, ndao sao observadas
alteracoes dignas de nota. Aos 30 dias de infeccao, em ambos 0s grupos
experimentais, as lesdes esplénicas nao diferem de forma expressiva
daquelas encontradas na primeira quinzena da doenca. No epiploon de
animais nao submetidos ao tratamento com L-AmB, observam-se
numerosas lesdes de natureza necrética, compostas por fungos,
plasmocitos (seta), células gigantes (seta aberta), linfécitos e eosindfilos
(ponta de seta) (Prancha VIIIA). Nos camundongos tratados, o nimero
e a gravidade das lesdes nao sao diferentes dos encontrados nos

individuos apenas infectados. Nestas lesdes, observa-se um grande
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Tabela IV - Exame anatomo-patoldgico em camundongos B10.A inoculados com
Pb18 e submetidos ou ndo a terapia com 5 mg L-AmB/kg/dia, aos
7, 15 e 30 dias apos a infecgao.

Ad NE HEp CP LAI EM HM Pn

Pb, 7d + ++ - - - + - -
Pb+L-AmB, + - - - + - -
7d

Pb,15d | +++ |++++ | ++ [ +++ | = | +++ | +H++ | +++

Pb+L-AmB,

- + - . . ++ + +
15d
Pb, 30d - + ++ + - + + -
30d

Dados representativos de dois experimentos (N = 10 [Pb] ou 20 [Pb + L-AmB]).

NOTA: Abreviaturas e simbolos:

Ad: aderéncia das visceras ao peritoneo e entre sistema imunolégico
NE: necrose esplénica

HEp: hiperplasia do epiploon

CP: comprometimento do peritdbneo (presenca de focos fungicos na serosa)
LAI: lesdo peritoneal em area condizente com a inoculagao de L-AmB
EM: esplenomegalia

HM: hepatomegalia

Pn: pneumonia

(-): nada digno de nota

(£): muito discreto

(+): discreto

(++): moderado

(+++): grave

(++++): muito grave
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Prancha VI - Auséncia de lesGes, aos 7 dias apods a infeccdo, em baco de
camundongos infectados com o isolado virulento Pbl8 e
submetidos a tratamento com 5 mg L-AmB/kg/dia; HE, 245x.

g 4
A

Prancha VII - Andlise histopatoldgica aos 15 dias pds-infeccdo realizada em

epiploon de camundongos infectados com o isolado virulento
Pb18 e submetidos a tratamento com 5 mg L-AmB/kg/dia.
A: lesdo necrética concéntrica; HE, 614x.

B: focos de debris de P. brasiliensis; prata-metamina, 614x.
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Prancha VIII - Andlise histopatoldgica em epiploon de camundongos B10.A
infectados com Pb18 e submetidos ou ndo ao tratamento com
5 mg L-AmB/kg/dia, 30 dias apds a infeccdo.

A: lesao em camundongos nao tratados. Sao observados
plasmocitos (seta), eosindfilos (ponta de seta), linfécitos,
células gigantes (seta aberta) e leveduras de P. brasiliensis;
HE, 614x.

B e C: lesdo em camundongos tratados, com células gigantes,
linfécitos, extravasamento de material extracelular, leveduras
de P. brasiliensis e acimulo de matriz extracelular; HE, 245x
e 614x.
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nimero de fungos, acompanhados por células gigantes, linfécitos,
extravasamento de material extracelular e acimulo de matriz extracelular
(MEC) (Pranchas VIIIB e VIIIC). Novamente, observam-se extensas
lesGes granulomatosas no figado dos individuos ndo tratados; estas lesdes
sdao compostas por debris celulares, células gigantes, linfocitos,
extravasamento de material extracelular, leveduras de P. brasiliensis e
acimulo de MEC (Pranchas IXA e IXB). A coloracdo pela prata, s&o
observados fungos de morfologia preservada. Nos camundongos
submetidos a terapia, o numero e a gravidade das lesdes sao menores.
Nas Pranchas IXD e IXE, observa-se uma pequena lesao localizada na
capsula hepatica, com poucas leveduras (mostradas na Prancha IXF,
coradas com prata-metamina) e linfécitos. No parénquima do 6rgao, nao
sao observadas alteragdes dignas de nota. Os pulmobes de animais de
ambos 0s grupos experimentais nao apresentam lesoes.

Os resultados referentes as analises semiquantitativas da presenca
de P. brasiliensis nos 6rgaos de camundongos infectados submetidos ou
nao ao tratamento com L-AmB sao mostrados na Tabela V. Aos 7 dias de
infeccdo, camundongos nao tratados apresentam predominio de
P. brasiliensis com morfologia alterada no baco e no figado. No epiploon,
sao encontradas leveduras com morfologia preservada. No pulmao, nao
sao observadas leveduras do fungo. Por outro lado, nos camundongos
submetidos a terapia, encontram-se pouquissimas leveduras, com
morfologia alterada, no baco, epiploon e figado; no pulmao, novamente,
ndao sdo observadas leveduras de P. brasiliensis. lJa aos 15 dias de
infeccdo, camundongos nao tratados apresentam predominio de
P. brasiliensis com morfologia preservada no bago, no epiploon e no figado
e com morfologia alterada no pulmdao. Camundongos tratados, por sua
vez, apresentam predominio de P. brasiliensis com morfologia alterada no
baco e pequena quantidade de fungo com morfologia alterada no
epiploon. Nestes animais, nao sao observadas leveduras do fungo no
pulmao. Aos 30 dias de infeccao, em camundongos apenas infectados,

verifica-se o predominio de leveduras de morfologia preservada nos
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Prancha IX

Anadlise histopatoldgica em figado de camundongos B10.A
infectados com Pb18 e submetidos ou ndao ao tratamento com
5 mg L-AmB/kg/dia, 30 dias apds a infeccdo.

A e B: lesao em camundongos nao tratados, com debris
celulares, células gigantes, linfocitos, extravasamento de
material extracelular, leveduras de P. brasiliensis e acimulo de
matriz extracelular (ponta de seta); HE, 245x e 614x.

C: em camundongos nao tratados, sao observadas leveduras
de P. brasiliensis de morfologia preservada; prata-metamina,
245x.

D e E: em camundongos tratados, pequena lesao localizada na
capsula hepatica, com poucas leveduras e linfocitos. HE, 245x
e 614x.

F: presenca de leveduras de P. brasilensis em camundongos
tratados; prata-metamina, 245x.
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guatro o6rgaos avaliados. Nos animais submetidos a terapia, ha predominio
de P. brasiliensis de morfologia alterada, com presenca de leveduras de
morfologia preservada, no baco e no figado, e predominio de fungos de
morfologia preservada no epiploon. No pulmao, nao sao observadas

leveduras de P. brasiliensis.

Tabela V - Andlise semiquantitativa de P. brasiliensis de diferentes aspectos
morfoldgicos em cortes histoldgicos corados pelo método da
impregnacao pela prata em camundongos B10.A infectados com
Pb18 e submetidos ou nao ao tratamento com 5 mg L-AmB/kg/dia.

Baco Epiploon Figado Pulmao

Pb, 7d +++ | ++++ | +++ -
Pb + L-AmB, 7d ++ ++ ++ -

Pb, 15d ++++ | ++++ | ++++ | +++
Pb + L-AmB, 15d +++ ++ ++ -

Pb, 30d ++++ | ++++ |+ |+
Pb + L-AmB, 30d +++ | ++++ | +++ -

Dados representativos de dois experimentos (N = 10 [Pb] ou 20 [Pb + L-AmB]).

NOTA:

(-): auséncia completa de P. brasiliensis

(+): presenca de poeira fungica

(++): presenca de pequena quantidade de P. brasiliensis com morfologia
alterada e auséncia de fungo com morfologia preservada

(+++): predominio de P. brasiliensis com morfologia alterada, com presenca de
fungo com morfologia preservada

(++++): presenca de P. brasiliensis com morfologia preservada
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4.3 Determinacao da capacidade fungicida e do estado de ativacao
de fagocitos peritoneais de camundongos B10.A infectados com
Pb18 e expostos ou nao a diferentes doses de L-AmB

Os ensaios referentes a determinacdo da capacidade fungicida e do
estado de ativacdo de neutrofilos e macréfagos foram realizados quatro
vezes, empregando um total de 80 camundongos; os resultados aqui
expressos correspondem a média dos dados obtidos em todos os
experimentos. O nUmero médio de células viaveis obtidas de cada animal
é de (12,84 + 1,78) x 10° células, com aproximadamente 94,69% de
viabilidade. No exsudato peritoneal, a concentracdo média de NO,
mensurado sob a forma de nitrito, é de 0,37 £ 0,07 uM de nitrito/100 pL.
As citocinas IFN-y, TNF-a e IL-12, porém, ndo sao detectadas no
exsudato. Apds a separacao das populacdoes de células aderentes e nao
aderentes, o nUmero médio de neutréfilos e macrofagos viaveis obtidos €,
respectivamente, de (8,32 + 1,56) x 10° e (44,01 + 22,60) x 10° com
viabilidades médias observadas de 98,10 + 0,62% e 91,60 + 1,77%.

Nos ensaios referentes aos efeitos da interacdao entre neutrofilos de
camundongos B10.A, leveduras de Pbl8 e L-AmB sobre a morte do
patdgeno nota-se que, as 2 horas de co-cultivo (Figura 18), o menor
indice de morte é apresentado pelas células incubadas com o fungo, sem
a adicdo de L-AmB. Embora tais indices sejam similares nos demais
grupos experimentais, diferencas significativas sao encontradas apenas
entre os co-cultivos de neutrofilos e fungos na presenca ou nao de 2,5 g
L-AmB/mL (p < 0,05). As 6 horas, o indice de morte apresentado pelas
células incubadas apenas com o fungo é significativamente menor que o
observado na presenca das duas concentragdoes L-AmB ou nos co-cultivos
de fungo com a droga, sem a adicao de células (p < 0,01). Fenbmeno
similar é observado as 18 horas; porém, neste tempo, o indice de morte
apresentado pelo co-cultivo de fungo com neutréfilos € muito inferior aos
anteriormente observados; além disso, a diferenca entre este grupo

experimental e aquele acrescido de 2,5 pg L-AmB/mL ocorreu em nivel de
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Figura 18 - indice de morte do fungo apds diferentes tempos de co-cultivo de
neutrofilos com leveduras de Pb18, na presenca ou ndao de duas
diferentes doses de L-AmB.

As barras indicam o erro médio padrdo. Dados representativos de
quatro experimentos (N = 80 animais), submetidos a analises de
variancia seguidas por comparagdes multiplas pelo método de
Tukey-Kramer.

*, o, =: diferenca estatistica significativa, p < 0,05, 0,01 e 0,001,
respectivamente. ¢, V: diferenca estatistica significativa entre o
indice de morte de [células + Pb] observado entre 2h ou 6h e 18h,
p < 0,01 e 0,001, respectivamente.
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significancia ainda menor, de p < 0,001. A viabilidade dos neutroéfilos, nos
trés pontos analisados, foi similar e acima de 80% (dados nao
mostrados). Embora os neutréfilos peritoneais apresentem capacidade
fungicida mesmo quando nao estimulados com L-AmB, esta diminui ao
longo da incubacdo, sendo significativamente maior as 2 ou 6 horas em
relacao as 18 horas (p < 0,001 e 0,01, respectivamente).

Os resultados referentes a producao de NO por neutrdéfilos
submetidos as diferentes condicdes de co-cultivo sdao mostrados na
Figura 19. As 2 horas de co-cultivo, a sintese de NO é baixa e similar nos
diferentes grupos experimentais. As 6 horas de cultura, a producdo do
reativo tende a aumentar, exceto no controle composto apenas por
células, onde o NO é encontrado em niveis significativamente menores do
gue os observados em células incubadas apenas com o fungo ou a droga
ou ainda com o fungo e 2,5 pg L-AmB/mL (p < 0,01, p < 0,01 e p < 0,05,
respectivamente). Na 182 hora de incubagao, a producao do reativo
diminui em todos os grupos experimentais, em especial naquele onde os
neutrofilos sao incubados apenas com a droga na dose de 5 ug
L-AmB/mL; em tais células, a sintese do reativo é significativamente
menor do que a observada nos neutrofilos co-cultivados com leveduras de
P. brasiliensis.

Os resultados obtidos na quantificacao de H,0, apds o co-cultivo de
neutrofilos com Pb18 e L-AmB encontram-se na Figura 20. A adicdo de
PMA aos co-cultivos ndo altera de maneira expressiva a sintese deste
metabdlito. As 2 horas, apenas neutréfilos co-cultivados com fungo e
expostos ou ndo a dose de 2,5 pug L-AmB/mL produzem o reativo;
diferencas significativas ndo sdo observadas. As 6 horas de cultura, o
reativo ndo é detectado em nenhum dos diferentes co-cultivos (dados nao
mostrados). Na 182 hora de incubacdo, os neutréfilos co-cultivados com
leveduras de P. brasiliensis e expostos ou nao as duas doses de L-AmB
(exceto as células cultivadas com a maior dose e PMA) e os neutrofilos
incubados apenas com a droga produzem H,0,. A presenca de PMA tende

a elevar, embora nao de forma significativa, a sintese deste metabdlito
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Figura 19 - Concentracdo de NO, mensurado sob a forma de nitrito, em
sobrenadantes de cultura de neutrdéfilos em diferentes tempos de
co-cultivo de células com leveduras de Pb18, na presenca ou ndo
de duas diferentes doses de L-AmB.

As barras indicam o erro médio padrao. Dados representativos de
guatro experimentos (N = 80 animais), submetidos a analises de
varidncia seguidas por comparacées multiplas pelo método de
Tukey-Kramer.

*, o, =: diferenca estatistica significativa, p < 0,05, 0,01 e 0,001,
respectivamente.
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Figura 20 - Producdo de H,0, por neutrdfilos, em diferentes tempos de co-
cultivo com leveduras do isolado Pb18, na presenca ou nao de
duas diferentes doses de L-AmB.

As barras indicam o erro médio padrdo. Dados representativos de
quatro experimentos (N = 80 animais), submetidos a analises de
variancia seguidas por comparagdes multiplas pelo método de
Tukey-Kramer.

=: diferenca estatistica significativa, p < 0,001.



Resultados 98

nos grupos de células co-cultivadas com o fungo na presenca ou ndo de
2,5 ug L-AmB/mL. Neutrofilos co-cultivados com fungo, a dose menor de
droga e estimulados por PMA produzem significativamente mais H>0, do
gue células co-cultivadas com 5 pg L-AmB/mL igualmente estimuladas ou
nao, apenas incubadas com a droga e estimuladas ou ndo ou neutrofilos
sem adicao de Pb18 ou L-AmB, estimuladas ou nao (p < 0,01).

As citocinas TNF-a e IFN-y, mas nao IL-12, sao detectadas nos
sobrenadantes de co-cultivos apenas as 2 horas de incubacdao (Figura
21), mas nao as 6 e 18 horas (dados ndo mostrados). Células incubadas
com o fungo e 5ug L-AmB tendem a apresentar maior produgao de TNF-a
do que os demais co-cultivos, embora diferengas significativas nao sejam
encontradas. ]Ja a sintese de IFN-y tende a ser superior nas células co-
cultivadas com Pb18 na presenca ou nao da menor dose de L-AmB.

Os indices de morte do fungo apds a interacdao entre macrofagos de
camundongos B10.A, leveduras de Pb18 e L-AmB sao mostrados na
Figura 22. Observa-se que, as 24 horas, o indice de morte do fungo
apresentado por estas células na auséncia de L-AmB é significativamente
inferior ao observado quando a droga é adicionada a cultura; nos demais
grupos experimentais, os indices de morte s3o similares. As 48 e 72
horas, os indices de morte de P. brasiliensis sao semelhantes; diferencas
significativas ndao sdao observadas. Nota-se também que os macréfagos
matam o fungo de forma mais eficiente as 48 e 72 horas do que as 24
horas (p < 0,05).

Os resultados referentes a quantificacdo de NO nos diferentes co-
cultivos de macréfagos encontram-se na Figura 23. Células co-cultivadas
apenas com o fungo sintetizam o reativo em niveis significativamente
mais elevados do que células ndo expostas ao fungo na presenca ou nao
de L-AmB (p < 0,05). Macréfagos co-cultivados com leveduras e 5 ug
L-AmB/mL produzem significativamente mais NO do que as células
cultivadas com o fungo e a dose menor de L-AmB (p < 0,05), células
expostas apenas a droga ou macréfagos puros (p < 0,001). As 48 horas

de incubacdo, o reativo nao é detectado em células cultivadas sem o
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Figura 21 - Concentragdao de citocinas em sobrenadantes de co-cultivos de
neutrofilos com leveduras de Pb18 na presenca ou ndo de duas
diferentes doses de L-AmB, apds 2 horas de incubacdo.

As barras indicam o erro médio padrao. Dados representativos de
guatro experimentos (N = 80 animais), submetidos a analises de

varidncia seguidas por comparacées multiplas pelo método de
Tukey-Kramer.
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Figura 22 - indice de morte do fungo apds diferentes tempos de co-cultivo de
macréfagos com leveduras de Pb18, na presenca ou nao de duas
diferentes doses de L-AmB.

As barras indicam o erro médio padrao. Dados representativos de
quatro experimentos (N = 80 animais), submetidos a analises de
variancia seguidas por comparagdoes multiplas pelo método de
Tukey-Kramer.

o, =: diferenca estatistica significativa, p < 0,01 e 0,001,
respectivamente. o: diferenca estatistica significativa entre o indice
de morte de [células + Pb] observado entre 24h e 48h ou 72h,
p < 0,05.
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Figura 23 - Concentracdo de NO, mensurado sob a forma de nitrito, em
sobrenadantes de cultura de macréfagos, em diferentes tempos
de co-cultivo com leveduras de Pb18, na presenga ou nao de duas
diferentes doses de L-AmB.

As barras indicam o erro médio padrdo. Dados representativos de
guatro experimentos (N = 80 animais), submetidos a analises de
variancia seguidas por comparacées multiplas pelo método de
Tukey-Kramer.

*x e =: diferenca estatistica significativa, p < 0,05 e 0,001,
respectivamente.
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fungo; nos demais grupos experimentais, ha sintese do reativo, mas
diferencas estatisticas significativas entre os grupos experimentais nao
sao detectadas. Por fim, as 72 horas de incubacdao, a producdo do
metabodlito é relativamente alta nos dois grupos de macrofagos co-
cultivados com o fungo e a droga e intermediaria nas células expostas
apenas ao patégeno ou a droga. Porém, novamente, diferencas
significativas nao sao encontradas.

Ja os resultados obtidos na determinagcdo da concentracao de H,0,
encontram-se na Figura 24. Como mencionado na produgao deste
metabdlito por neutrofilos, a adicdo de PMA nos co-cultivos nao altera de
maneira expressiva sua sintese. Macrofagos co-cultivados com leveduras
e 2,5 ug L-AmB/mL produzem significativamente mais H,0, doque as
células cultivadas apenas com o fungo (p < 0,05) ou macréfagos puros (p
< 0,001); nenhum destes grupos havia sido estimulado com PMA. A
producao de H,0O, por macréfagos co-cultivados com Pb18, a dose maior
de L-AmB e expostos ao mitdgeno € maior do que a observada em células
puras estimuladas com PMA (p < 0,05). As 48 horas de incubacdo,
macrofagos de todos os grupos experimentais sintetizam H,0,; niveis
mais elevados deste reativo tendem a ser produzidos por células controles
ou co-cultivadas com o fungo e a maior dose de L-AmB. No entanto, neste
tempo de incubacdo, diferencas estatisticas significativas nao sao
encontradas. Ja as 72 horas, o metabdlito ndo é detectado apenas em
células controles. Macréfagos co-cultivados com leveduras do fungo e 5 pg
L-AmB/mL tendem a apresentar uma grande producao de H,0,. Porém,
novamente, ndao sao detectadas diferencas estatisticas significativas na
sintese do reativo entre os diferentes grupos de células.

Nos sobrenadantes obtidos apds a realizacdao dos diferentes co-
cultivos de macréfagos, as citocinas TNF-a, IFN-y e IL-12 ndo sao

detectadas (dados nao mostrados).
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Figura 24 - Producdo de H202 por macréfagos em diferentes tempos de co-
cultivo com leveduras de Pb1l8, na presenca ou nao de duas
diferentes doses de L-AmB.

As barras indicam o erro médio padrdao. Dados representativos de
quatro experimentos (N = 80 animais), submetidos a andlises de
variancia seguidas por comparagdoes multiplas pelo método de
Tukey-Kramer.

*, e: diferenca estatistica significativa, p < 0,05, e 0,001,
respectivamente.



Resultados 104

4.4 Estudo do papel do receptor Toll-like 4 na
paracoccidioidomicose murina

Com o objetivo de caracterizar a infeccdao paracoccidiodomicética na
presenca ou nao de TLR4, para posterior verificacdo da possivel interacdo
entre este receptor, P. brasiliensis e L-AmB, camundongos C3H/He]l e
C3H/HePas, respectivamente deficientes e suficientes quanto a sua
expressao, foram infectados com o isolado virulento Pb18 e analisados aos
7, 15, 30, 180, 300 e 485 dias de infeccao. Os resultados obtidos nos
diversos parametros estudados sao colocados a seguir.

A sobrevida de camundongos de ambas as linhagens murinas appds
a infeccao é mostrada na Figura 25. Aos 6 dias de infeccdo, um animal,
da linhagem C3H/He], foi encontrado morto. Aos 480 dias de infeccao,
dois camundongos, da linhagem C3H/HePas, foram encontrados mortos.
Dados os numeros muito baixos de fungos viaveis encontrados nos dois
grupos experimentais aos 300 dias de infeccdo, como sera mostrado
adiante, decidimo-nos a sacrificar os camundongos restantes aos 485
dias, para determinar a gravidade da infeccao apresentada neste periodo
tao tardio da doenca. Desta forma, foi possivel determinar que as mortes
ocorridas foram naturais, devidas a idade avancada dos individuos, e nao
decorrentes da infecgdo paracoccidioidomicética.

Os resultados referentes ao peso dos animais sao mostrados na
Figura 26. Antes da infeccao, o peso dos animais de ambas as linhagens
encontra-se dentro do considerado normal para a espécie. Camundongos
C3H/Hel apresentam, no 7° dia de infeccao, peso significativamente
menor do que seus controles C3H/HePas, mas retornam ao peso inicial no
150 e 30° dia. Nas fases cronicas da infeccao, camundongos de ambas as
linhagens apresentam aumento significativo de peso, mas nao sao
encontradas diferencas estatisticas dignas de nota entre os dois grupos
experimentais nos tempos analisados.

As reacSes de HTT, nota-se que ambas as linhagens murinas

respostas consideradas baixas aos 7 e 15 dias de infeccao, que se elevam
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Figura 25 - Sobrevida de camundongos C3H/Hel e C3H/HePas infectados com
Pb18.
Dados representativos de um experimento (N = 10 [C3H/He]] e 10
[C3H/HePas]), submetidos a anadlises de variancia seguidas por
comparacdes multiplas pelo método de Tukey-Kramer.
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Figura 26 - Peso corpdoreo de camundongos C3H/Hel e C3H/HePas inoculados
com Pb18. As barras indicam o erro médio padrao.
Dados representativos de um experimento (N = 10 [C3H/He]] e 10
[C3H/HePas]), submetidos a anadlises de variancia seguidas por
comparacdes multiplas pelo método de Tukey-Kramer.
* : diferenca estatistica significativa entre os grupos experimentais;
o: diferenca estatistica significativa em relagao ao dia -1.
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no 30° dia; diferencas significativas nao sdo observadas. Ja aos 180 dias
de infeccao, camundongos C3H/HePas apresentam respostas em reacoes
de HTT ligeiramente mais elevadas do que C3H/Hel, porém nao existem
diferencas estatisticas significativas entre as duas linhagens. Aos 300 dias,
as respostas elevam-se significativamente em camundongos TLR4-
deficientes ou ndo; as respostas observadas em individuos suficientes sao
ainda estatisticamente maiores do que as de deficientes. Aos 485 dias de
infecc@ao, camundongos C3H/HePas apresentam respostas ligeiramente
mais elevadas do que animais C3H/Hel, porém nao sao encontradas
diferencas estatisticas significativas entre as duas linhagens. Estas
respostas sdo significativamente menores do que as encontradas até o
300° dia de infeccao (Figura 27).
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Figura 27 - Respostas em reagdes de HTT em camundongos C3H/Hel e
C3H/HePas inoculados com Pb18, aos 7, 15, 30, 180, 300 e 485
dias de infeccgao.

As barras indicam o erro médio padrdo. Dados representativos de
um experimento (N = 10 [C3H/Hel] e 10 [C3H/HePas]),
submetidos a analises de variancia seguidas por comparagoes
multiplas pelo método de Tukey-Kramer.

x: diferenca estatistica significativa entre as duas linhagens
murinas; e: diferenga significativa entre os resultados obtidos aos
300 dias e aos 7, 15, 30, 180 e 485 dias apds a infecgao.
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Os resultados obtidos nas contagens totais e diferenciais de
leucdcitos realizadas em camundongos C3H/Hel e C3H/HePas podem ser
observados na Tabela VI. Todos os dados obtidos encontram-se dentro
dos valores de referéncia para a espécie murina.

Os numeros de leucdcitos totais, neutrofilos maduros, neutrofilos
imaturos, linfocitos, mondcitos e basofilos, embora tenham variado nas
duas linhagens, nao se alteram de forma significativa, exceto aos 180 e
300 dias, quando camundongos C3H/Hel apresentam eosinofilia. Nestes
dois tempos apdés a infeccdo, 0s numeros de eosindfilos sao
significativamente maiores em animais TLR4-deficientes do que os
encontrados antes da infeccdo e também dos observados nos controles
suficientes.

Os resultados referentes a quantificacdo de fungos vidveis em
camundongos C3H/Hel e C3H/HePas sao mostrados na Figura 28.

Aos 7 e 15 dias de infecgao, camundongos deficientes ou nao quanto
a expressao de TLR4 apresentam numeros equivalentes de unidades
formadoras de col6nias de P. brasiliensis no baco, no epiploon, no figado e
no pulmao. No 30° dia, a carga fungica encontrada nas duas linhagens
murinas é similar, exceto no epiploon, onde se observa maior niumero de
fungos viaveis em camundongos C3H/HePas do que em C3H/Hel. Aos 180
dias de infeccdo, ndo sao encontradas leveduras em individuos da
linhagem C3H/Hel em nenhum dos 6rgdos analisados. Neste mesmo
tempo apods a inoculagdo, camundongos C3H/HePas ainda apresentam
carga fungica no baco, no epiploon e no figado (onde a carga fungica é
significativamente maior do que a apresentada por C3H/Hel), mas nao no
pulmdo. Ainda aos 180 dias, sdao observadas diferencas estatisticas
significativas entre as quantificacbes de fungos viaveis nos quatro 6rgaos
das duas linhagens e os resultados obtidos no primeiro més de infeccgao.
Aos 300 e 485 dias, em ambos o0s grupos experimentais, observa-se

esterilizacdo de todos os 6rgaos (dados nao mostrados).



Resultados 108

Tabela VI - Perfis leucocitarios de camundongos C3H/Hel e C3H/HePas
inoculados com Pb18.

Le PMNi PMNm Eos Ly M Bas
C3H/HeJ], 3475 + 462 0£0 380 + 44 11+8 3007 + 413 39+17 40 + 13
-1d
C3H/HePas, | 5386 +£470 0x0 574 £ 55 0x0 4988 + 326 123+£38 | 94+ 15
-1d
C3H/He], 4300 + 529 76 £ 38 2072 + 352 124 £ 77 1636 + 243 54 + 43 0+0
7d
C3H/HePa, 4560 + 682 164 + 80 1215+ 97 56 + 39 1408 + 393 247 £ 76 0+0
7d
C3H/HeJ], 2700 + 366 20+ 12 3069 + 681 0£0 1247 + 157 0z0 0+0
15d
C3H/HePas | 3300+ 1325 193 £ 88 2061 + 1256 117 £ 54 809 + 149 0£0 0+0
15d,
C3H/He], 5067 + 788 0x0 3577 £ 832 1005 £ 690 1148 + 316 88 + 38 53+53
30d
C3H/HePas, | 2750 + 940 0£0 1587 £ 365 877 £ 300 527 + 213 0z0 0+0
30d
C3H/HeJ], 3066 + 917 464 £ 356 1228 + 562 1215+ 117 1215+ 118 145+ 124 0+0
180d *#
C3H/HePas, | 2100 £ 409 343 £ 109 530 £ 93 0x0 1185 + 348 42 + 26 0+0
180d
C3H/He], 4250 + 50 214 £ 130 1102 + 242 1084 £ 72 1211 +468 | 3651323 | 64+ 22
300d *#
C3H/HePas, 2325+ 46 108 + 40 729 £ 276 503 £ 34 8207 295+ 254 | 12+12
300d
C3H/HeJ], 4700 £ 1346 102 124 £ 13 0£0 89+1 0z0 0+0
485d
C3H/HePas, | 4633 £ 1453 712 214 £ 15 0x0 91+1 0+0 0+0
485d

Os resultados foram expressos como numero de células por milimetro cubico +
erro padrdao médio. Dados representativos de dois experimentos (N = 20
camundongos C3H/Hel ou C3H/HePas), submetidos a andlises de variancia
seguidas por comparagdes multiplas pelo método de Tukey-Kramer.

NOTA: Abreviaturas e simbolos:

Le: leucdcitos totais

PMNi: neutrofilos imaturos

PMNm: neutrofilos maduros

Eos: eosindfilos

Ly: linfécitos

M: mondcitos

Bas: basdfilos

*: diferenca estatistica significativa em relacdo a camundongos ndo infectados
#: diferenca estatistica significativa entre ambas as linhagens de camundongos
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[ C3H/He]l I C3H/HePas

Quantificacdo de fungos vidveis em camundongos C3H/Hel e
C3H/HePas inoculados com Pb18, aos 7, 15, 30 e 180 dias apds a
infecgao.

As barras indicam o erro médio padrao. Dados representativos de
um experimento (N = 10 [C3H/Hel] e 10 [C3H/HePas]),
submetidos a anadlises de varidncia seguidas por comparacgoes
multiplas pelo método de Tukey-Kramer.

x: diferenca estatistica significativa entre as duas linhagens;
o: diferenca estatistica significativa entre os resultados obtidos aos
180 dias e aos 7, 15 e 30 dias apds a infecgao.
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Na Figura 29, sdo mostrados os resultados referentes a dosagem de
NO, mensurado sob a forma de nitrito, antes da infeccao e aos 7, 15, 30,
180, 300 e 485 dias apos a inoculacao de P. brasiliensis.

Previamente a infeccao, o reativo ndo é detectado nos sobrenadantes
obtidos de baco. No epiploon, ha grande concentracdo de NO em
camundongos C3H/Hel, mas, em C3H/HePas, o reativo ndao é detectado.
No figado e pulmdo de ambas as linhagens, sao observados niveis basais
do reativo. Aos 7, 15 e 30 dias apds a infeccdo, as concentracdes de NO
sao similares nas duas linhagens.

Aos 180 dias, no baco, o reativo ndo é detectado em nenhuma das
linhagens. No epiploon e no pulmdo, a concentracio de NO ¢é
significativamente maior em C3H/HePas do que em C3H/Hel, onde a
molécula ndo foi encontrada. Os niveis hepaticos de NO sdo maiores em
camundongos TLR4-suficientes do que em deficientes; em ambos os
grupos experimentais, as concentracdes do reativo neste 6rgao sao
maiores aos 180 dias do que as obtidas no primeiro més de infeccao. Aos
300 dias, as concentracoes de NO em baco, figado e pulmao sdo maiores
em camundongos C3H/HePas do que em C3H/Hel. No epiploon, ocorre
fendbmeno inverso; os niveis do reativo sdo maiores em animais TLR4-
deficientes do que em seus controles suficientes. Em ambas as linhagens,
0s niveis hepaticos de NO sao significativamente mais elevados aos 300
dias do que no primeiro més de infeccdo. No baco de camundongos
C3H/HePas e no pulmao de individuos dos dois grupos experimentais, as
concentracdes do reativo também sdo significativamente mais elevadas
aos 300 do que aos 180 dias. Aos 485 dias, os niveis do reativo sdo
similares nas duas linhagens murinas.

Os resultados obtidos na determinacao da concentracao de TNF-a sao
mostrados na Figura 30. Antes da infeccdo e aos 7 e 15 dias apds a
inoculacdo, os niveis de TNF-a, nos quatro 6rgaos estudados, sao basais e
similares nos dois grupos experimentais. A citocina ndao é detectada em

nenhum dos sobrenadantes obtidos aos 30 e 180 dias pds-infeccao (dados
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Figura 29 - Determinagdao da concentragcao de NO, mensurado sob a forma de

nitrito, em camundongos C3H/Hel e C3H/HePas da inoculagao com
Pb18 e aos 7, 15, 30, 180, 300 e 485 dias de infecgao.

As barras indicam o erro médio padrdao. Dados representativos de
um experimento (N = 10 [C3H/Hel] e 10 [C3H/HePas]),
submetidos a anadlises de varidncia seguidas por comparacoes
multiplas pelo método de Tukey-Kramer.

*: diferenca estatistica significativa entre as duas linhagens no
mesmo tempo apos a infeccdo. e: diferenca estatistica significativa
em relacdo aos niveis apresentados pela mesma linhagem antes e
aos 7, 15 e 30 dias apdés a infecgdao. =: diferenca estatistica
significativa em relacdo aos niveis apresentados pela mesma
linhagem entre os dias 180 e 300 apds a infecgao.
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Figura 30 - Determinagao da concentragao de TNF-a em camundongos C3H/HeJ

e C3H/HePas infectados com Pb18.

As barras indicam o erro padrao médio. Dados representativos de
um experimento (N = 10 [C3H/Hel] e 10 [C3H/HePas])),
submetidos a andlises de variancia seguidas por comparagoes
multiplas pelo método de Tukey-Kramer.

M: diferenca estatistica significativa entre os resultados obtidos aos
485 dias e 0os demais tempos analisados.
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nao mostrados). Aos 300 dias de infeccao, as concentracdes da citocina,
no baco e no epiploon, sdo relativamente mais altas; no figado e no
pulmdo, porém, o TNF-a ndo € detectados. Aos 485 dias, as
concentragdoes da citocina se elevam, nas duas linhagens, no bago e no
epiploon. Neste ultimo, os niveis de TNF-a sao significativamente mais
altos do que os encontrados nos demais tempos analisados. No figado, a
citocina ndo é detectada e, no pulmao, sua concentracdo é basal.

Na determinacdo da concentracdo da citocina IL-12 é mostrada na
Figura 31. Antes da infeccdo e nos 7° e 15° dias apds a inoculagao, nao
se detecta a presenca de IL-12 nos sobrenadantes de drgaos (dados nao
mostrados). Aos 30 dias, a citocina ndao é encontrada em sobrenadantes
de baco em nenhuma das linhagens murinas. Niveis relativamente altos
de IL-12 sdo observados nos 6rgdos de animais C3H/HePas mas, em
camundongos C3H/HeJ, a citocina ndao é detectada. Aos 180 dias, nao se
observa a presenca de IL-12 nos sobrenadantes obtidos em ambos os
grupos experimentais. Aos 300 dias, concentracoes elevadas da citocina
sao observadas no epiploon e no figado de camundongos C3H/HePas; no
baco destes animais, o nivel de IL-12 é baixo e, no pulmao, a citocina ndo
é encontrada. Neste mesmo ponto, em individuos C3H/Hel, baixas
concentragoes da citocina sao observadas no epiploon e no pulmao e, nos
demais dérgdos, a citocina ndo é detectada. Por fim, aos 485 dias, a IL-12
€ encontrada apenas no figado de camundongos C3H/Hel, em titulos
reduzidos. Diferencas estatisticas significativas ndo sdo observadas.

Os resultados referentes as determinacoes de IFN-y sdo mostrados
na Figura 32. Antes da infeccao e aos 180 e 485 dias apos a inoculacao,
a citocina nao é detectada (dados ndo mostrados). Aos 7 dias, no baco e
no figado de ambas as linhagens, as concentragdes de IFN-y sdo baixas.
No epiploon de camundongos C3H/HePas, estes titulos sao altos. Ainda no
70 dia de infeccdo, a concentracao de IFN-y é significativamente mais alta
em individuos C3H/Hel do que em camundongos C3H/HePas; tal titulo é
também maior do que o0s encontrados em todos os outros pontos

analisados. Aos 15 dias, os niveis da citocina sdo relativamente
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Figura 31 - Determinagao da concentragao de IL-12 em camundongos C3H/HeJ
e C3H/HePas infectados com Pb18.
As barras indicam o erro padrao médio. Dados representativos de
um experimento (N = 10 [C3H/He]l] e 10 [C3H/HePas])),
submetidos a analises de varidncia seguidas por comparacdes
multiplas pelo método de Tukey-Kramer.
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Figura 32 - Determinacao da concentracao de IFN-y em camundongos C3H/HeJ

e C3H/HePas infectados com Pb18.

As barras indicam o erro padrao médio. Dados representativos de
um experimento (N = 10 [C3H/Hel] e 10 [C3H/HePas]),
submetidos a analises de varidncia seguidas por comparacdes
multiplas pelo método de Tukey-Kramer.

*: diferenca estatistica significativa entre as médias de cada uma
das linhagens no mesmo tempo apds a infeccdo; e, =, o, ¢, V:
diferenca estatistica significativa entre as médias apresentadas pela

mesma linhagem entre os dias 7 e, respectivamente, 15, 30, 180,
300 e 485 apds a infecgao.
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altos no epiploon e no pulmao de camundongos C3H/Hel; nos demais
orgaos destes animais e em C3H/HePas, o IFN-y é encontrado em
concentracdes baixas. Aos 30 dias de infecgao, os titulos da citocina sao
baixos em ambas as linhagens. Aos 180 dias, a presenca de IFN-y nao é
detectada em nenhum dos grupos experimentais. Aos 300 dias,
camundongos C3H/HePas apresentam baixos niveis da citocina em todos
os orgdos avaliados, a excecao do epiploon, enquanto em individuos
C3H/HePas a citocina é encontrada em pequenas concentracdes. Aos 485
dias, por fim, a citocina ndo é detectada em nenhuma das linhagens
murinas.

Na quantificacao de GM-CSF, cujos resultados sao mostrados na
Figura 33, nota-se que, antes da infeccao, as concentragdes da citocina
no baco, no figado e no pulmao, sdo similares entre as duas linhagens
murinas; no epiploon, estes niveis sdo mais elevados nos camundongos
C3H/HePas. Aos 7 dias de infeccao, as concentracdoes de GM-CSF sao
maiores no baco e no epiploon de animais C3H/Hel e no figado e no
pulmao de C3H/HePas. Aos 15 dias, nos quatro 6rgdos analisados, os
niveis de GM-CSF sao maiores em camundongos C3H/HePas; as
concentragoes obtidas no epiploon destes animais sao significativamente
maiores do que as encontradas aos 180, 300 e 485 dias de infecgao. No
300 dia, os titulos de GM-CSF observados sdo similares nas duas
linhagens murinas. Aos 180 dias, as concentragoes da citocina sao mais
elevadas no epiploon e no figado de camundongos C3H/Hel; nos demais
orgaos, os resultados obtidos sdo semelhantes nos dois grupos
experimentais. Nos dois Ultimos tempos analisados, o GM-CSF é
encontrado em niveis baixos, a excecao das altas concentracoes
observadas no baco de ambas as linhagens no 300° dia apds a infecgao.

Na Figura 34, sao mostrados os resultados obtidos a pesquisa de
IgG total anti-gp43 de P. brasiliensis em soros de camundongos C3H/Hel
e C3H/HePas aos 30° e 300° dias apo6s a infeccdo com Pb18 e em soros
normais, de animais destas mesmas linhagens nao inoculados com o

fungo. Individuos de ambos os grupos experimentais apresentam, nos
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Figura 33 -

Determinacao da concentragdao de GM-CSF em camundongos
C3H/Hel e C3H/HePas infectados com Pb18.

As barras indicam o erro padrao médio. Dados representativos de
um experimento (N = 10 [C3H/Hel] e 10 [C3H/HePas]),
submetidos a andlises de variancia seguidas por comparacdes
multiplas pelo método de Tukey-Kramer.

o, o, V. diferenca estatistica significativa entre as médias
apresentadas pela mesma linhagem entre os dias 15 e,
respectivamente, 180, 300 e 485 apods a infecgao.
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Figura 34 - Titulagcdao de IgG total anti-gp43 de P. brasiliensis em soros de
camundongos C3H/Hel e C3H/HePas inoculados com Pb18, aos 30
e 300 dias apds a infeccao.
As barras indicam o erro médio padrao. Dados representativos de
um experimento (N = 10 [C3H/Hel] e 10 [C3H/HePas]),
submetidos a analises de varidncia seguidas por comparacoes
multiplas pelo método de Tukey-Kramer. Controles positivos e
negativos apresentaram, respectivamente, densidades O&pticas
médias de 0.534 e -0.023.
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dois pontos analisados, concentragdoes similares e relativamente altas de
tais anticorpos.

Nestes mesmos soros, os titulos de anticorpos anti-gp43 de isétipos
IgG1, IgG2a, IgG2b, IgG3, IgA e IgM sdo similares nas duas linhagens
murinas (dados nao mostrados).

Os resultados obtidos as anadlises anatomo-patoldgicas realizadas
aos 7, 15, 30, 180, 300 e 485 dias apos a infeccao podem ser visualizados
na Tabela VII.

Aos 7 dias ap6s a infeccdo, as lesdes encontradas em camundongos
C3H/HePas sao mais graves do que as observadas em C3H/Hel. Nas duas
linhagens, as lesdes tornam-se piores aos 15 e aos 30 dias de infecgao.
Aos 180 dias de infeccao, ambos 0s grupos experimentais apresentam
lesdes de gravidade similar. Ja aos 300 dias, em animais TLR4-suficientes,
sao observadas lesdes anatomo-patoldgicas ligeiramente mais graves do
gue em camundongos deficientes. Ainda assim, nas duas linhagens, a
excecdo da aderéncia entre as visceras e o peritonio observada em
C3H/HePas aos 300 dias de infeccao, as lesdes sao classificadas como
discretas ou moderadas. Aos 485 dias de infeccdao, as lesdes encontradas
em ambos 0s grupos experimentais sao de gravidade similar e, a excecao
da aderéncia entre as visceras e o peritonio observada, as lesdes sao
novamente consideradas discretas ou moderadas, em perfil similar ao
relatado aos 300 dias de infecgao.

A analise histopatoldgica descritiva de fragmentos de tecido corados
com HE, nota-se, em ambas as linhagens, a existéncia de um padrao
similar de lesdes em todos os 6rgaos estudados ao longo dos primeiros 30
dias de infeccdo. Aos 7 dias, no baco, sao encontradas lesdes na capsula
esplénica, de natureza necrética ou ndo (Prancha X); no figado, observa-
se um infiltrado inflamatoério na capsula conjuntiva. No epiploon e nos
pulmdes, embora fungos de morfologia preservada sejam detectados,
lesdes dignas de nota nao sao encontradas. Aos 15 dias de infeccao,
observam-se lesdes na capsula esplénica e hepatica, bem como no

epiploon (Prancha XI). J& aos 30 dias, as lesdes esplénicas sdao maiores
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Tabela VII - Exame anatomo-patoldgico realizado aos 7, 15, 30, 180, 300 e 485
dias apdés a infeccdo em camundongos C3H/Hel e C3H/HePas
inoculados com Pb18.

Ad NE HEp CP EM HM Pn

C3H/Hel, 7d +++ - | ++ - ++ | -

C3H/HePas, 7d | ++++ - + | ++++ |+ |+ -
C3H/HeJ, 15d +4++ |+ |+ | || | -

C3H/HePas, 15d | +++ | ++ | ++ | +++ |+++ |+++| -

C3H/HeJ], 30d ++++ - - ++++ | +++ | +++ | =
C3H/HePas, 30d +++ - - +++ ++ ++ |
C3H/HeJ, 180d ++ + + - + - -
C3H/HePas, 180d + + + - + + -
C3H/HeJ, 300d ++++ | ++ | ++ - ++ + -
C3H/HePas, 300d ++ - + - - +4+ | +
C3H/He), 485d ++++ - + - -
C3H/HePas, 485d | ++++ - + - -

Dados representativos de dois experimentos (N = 20 camundongos C3H/HeJ ou
C3H/HePas).

NOTA: Abreviaturas e simbolos:

Ad: aderéncia das visceras ao peritonio e entre sistema imunoldgico
NE: necrose esplénica

HEp: hiperplasia do epiploon

CP: comprometimento do periténio (presenca de focos fungicos na serosa)
EM: esplenomegalia

HM: hepatomegalia

Pn: pneumonia

(-): nada digno de nota

(+): muito discreto

(+): discreto

(++): moderado

(+++): grave

(++++): muito grave
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Prancha X - Andlise histopatoldgica realizada em baco de camundongos
C3H/He] inoculados com Pb18, aos 7 dias apds a infecgao.
A e B: lesdao na capsula esplénica, com acumulo de matriz
extracelular (MEC) (ponta de seta) e presenca de macrofagos,
células epitelidides, células gigantes (seta) e neutrdfilos
circundando leveduras de P. brasiliensis; HE, 245x e 614x,
respectivamente.
C e D: lesao necrética na capsula esplénica, com debris celulares,
extravasamento de material extracelular, leveduras de
P. brasiliensis e acimulo de MEC; HE, 245x e 614x.
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Prancha XI - Anadlise histopatoldgica realizada em bago de camundongos
C3H/HeJ inoculados com Pb18, aos 15 dias apds a infecgao.
A e B: lesdo na capsula esplénica e no epiploon, com
P. brasiliensis de morfologia preservada, macroéfagos e
neutroéfilos; HE, 245x e 614x, respectivamente.
C e D: lesdao na capsula hepatica, com células gigantes,
neutroéfilos, macréfagos e acimulo de MEC; HE, 245x e 614x.
E: no mesmo corte histoldgico apresentado em C, evidenciam-
se leveduras de P. brasiliensis de morfologia preservada; prata-
metamina, 245x.
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do que as observadas em periodos anteriores e possuem padrao zonal,
com leveduras, neutrofilos, macréfagos e células gigantes localizados na
regiao central e circundados por células epitelidides. No figado, além da
lesdo capsular, ha também um infiltrado inflamatério no parénquima
(Prancha XII). Nos dois Uultimos tempos de infeccdo, ndo sdao
visualizadas alteracdes pulmonares dignas de nota, apesar do achado de
fungos preservados em cortes corados pela prata.

Na fase cronica da infeccdao, aos 180, 300 e 485 dias apods a
infeccdo, ndo sdao encontradas alteragdes histopatoldgicas relevantes nos
cortes corados com HE (dados nao mostrados).

Na Tabela VIII, encontram-se os resultados obtidos na analise
semiquantitativa de fungos realizada em cortes histolégicos corados pelo
método da impregnacdo pela prata.

Nos quatro 6rgdos e trés tempos pds-infeccdo estudados, sdo
observadas leveduras de P. brasiliensis de morfologia preservada, o que
levou a classificacdo de (++++) segundo o parametro pré-determinado.
Exemplos de fungos com morfologia preservada podem ser visualizados
na Prancha XI E. Na fase crbnica da infeccao, aos 180, 300 e 485 dias, a

coloracao pela prata, ndo sdao observadas leveduras de P. brasiliensis.
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Prancha XII - Analise histopatoldgica realizada em bago de camundongos
C3H/HeJ inoculados com Pb18, aos 30 dias apods a infecgao.
A e B: lesdao na capsula esplénica, com P. brasiliensis,
macrofagos, neutrofilos e células gigantes na porgda central,
circundados por células epitelidides; HE, 245x e 614x,
respectivamente.
C e D: lesdao na capsula hepatica e infiltrado inflamatdrio no
parénquima do 06rgdao, com células gigantes, células
epitelidides, neutrdéfilos, macréfagos e acumulo de MEC; HE,
245x e 614x.
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Tabela VIII - Andlise semiquantitativa de P. brasiliensis de diferentes aspectos
morfoldgicos em cortes histologicos corados pelo método da
impregnacgao pela prata, em camundongos C3H/Hel e C3H/HePas
infectados com Pb18.

Bago Epiploon Figado Pulmao

C3H/Hel, 7d ++++ ++++ ++++ ++++
C3H/HePas, 7d ++++ ++++ ++++ ++++
C3H/HeJ, 15d ++++ ++++ ++++ ++++

C3H/HePas, 15d ++++ ++++ ++++ ++++

C3H/HeJ, 30d ++++ ++++ ++++ ++++

C3H/HePas, 30d ++++ ++++ ++++ ++++

C3H/HeJ, 180d - - - -
C3H/HePas, 180d - - - -
C3H/HeJ, 300d - - - -
C3H/HePas, 300d - - - -
C3H/HeJ, 485d - - - N
C3H/HePas, 485d - - - -

Dados representativos de dois experimentos (N = 20 camundongos C3H/Hel ou
C3H/HePas).

NOTA:

(-): auséncia completa de P. brasiliensis

(+): presenca de poeira fungica

(++): presenca de pequena quantidade de P. brasiliensis com morfologia
alterada e auséncia de fungo com morfologia preservada

(+++): predominio de P. brasiliensis com morfologia alterada, com presenca de
fungo com morfologia preservada

(++++): presenca de P. brasiliensis com morfologia preservada



Resultados 126

4.5 Efeitos da terapia antifingica realizada com anfotericina B
lipossomal em camundongos C3H/Hel e C3H/HePas infectados
com Pb18

Em experimentos preliminares, a dose ideal de L-AmB, de
5 mg/kg/dia (determinada em camundongos B10.A e utilizada nos ensaios
referentes aos efeitos da terapia antifingica em animais suscetiveis),
quando administrada a camundongos C3H/Hel e C3H/HePas, diminui a
carga fungica de maneira expressiva e uniforme, impossibilitando a
observacao da suposta interacao da droga com o receptor (dados nao
mostrados). Por isso, os experimentos relatados a seguir foram realizados
com metade desta dose ideal, equivalente a 2,5 mg L-AmB/kg/dia.

O peso corpdéreo dos animais nao é significativamente alterado pela
inoculacdo de P. brasiliensis ou pela administracdao de L-AmB (dados nao
mostrados).

As respostas em reacdes de HTT contra antigeno homodlogo sdo
mostradas na Figura 35. Nos trés tempos apds a infeccao, as respostas
apresentadas por animais C3H/HePas submetidos a terapia tendem a ser
maiores do que as verificadas em camundongos C3H/HeJ; no entanto, nao
sao detectadas diferencas estatisticas significativas entre as duas
linhagens murinas.

Os resultados obtidos nas contagens totais e diferenciais de
leucdcitos podem ser observados na Tabela IX.

Observa-se, nas duas linhagens, diminuicdo significativa do nimero
de leucdcitos totais apds a inoculacao de P. brasiliensis e a administracao
de L-AmB. Neutréfilos imaturos ndo sao encontrados antes da infeccdo.
Nos dois grupos experimentais, apds a inoculacdo do fungo, o numero
destas células sofre uma elevagdao, que é significativa nos dois ultimos
pontos analisados. Os numeros de neutréfilos maduros, em ambas as
linhagens murinas, sdo similares até o 15° dia; aos 30 dias, tais numeros
se elevam nos dois grupos experimentais, sendo significativamente

maiores do que os observados antes da infeccao ou na primeira quinzena
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Figura 35 - Respostas em reagdes de HTT em camundongos C3H/Hel e
C3H/HePas inoculados com Pb18 e submetidos a terapia com
2,5 mg L-AmB/kg/dia.
As barras indicam o erro médio padrdo. Dados representativos de
um experimento (N = 10 [C3H/Hel] e 10 [C3H/HePas]),
submetidos a analises de varidncia seguidas por comparacoes
multiplas pelo método de Tukey-Kramer.
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Tabela IX - Perfis leucocitarios de camundongos C3H/Hel e C3H/HePas
inoculados com Pb18 e submetidos a terapia com
2,5 mg L-AmB/kg/dia.

Le PMNi PMNm Eos Ly M Bas
C3H/HeJ, 34224532 0+0 37050 0+0 30074413 39+17 40+13
-1d
C3H/HePas, 53861470 0+0 574+55 0+0 46021466 | 123+38 | 94+15
-1d
C3H/HeJ, 2880+165 100+100 400454 286+114* | 1800+100 5+5 0+0
7d <> <> <>
C3H/HePas, 4233+225 177+131 567+80 0+0 40504510 25+12 0+0
7d < *
C3H/HeJ, 24904698 12351666 423455 291+154 403+170 0+0 0+0
15d [ ] [ 23 *@ [ J
C3H/HePas, 23674353 1212+177 403+170 0+0 800+80 0+0 0+0
15d o { 23 * @
C3H/HeJ], 2204+105 0+0 1453+208 0+0 983+106 0+0 0+0
30d u O mOO onm mO
C3H/HePas, 42454108 0+0 1347452 0+0 347452 0+0 0+0
30d | | moO *mO

Os resultados foram expressos como numero de células por milimetro cubico +
erro médio padrao.

NOTA: Abreviaturas e simbolos:

Le: leucdcitos totais

PMNi: neutrofilos imaturos

PMNm: neutrofilos maduros

Eos: eosindfilos

Ly: linfécitos

M: mondcitos

Bas: basdfilos

*: diferenca estatistica significativa entre as duas linhagens

<: diferenca estatistica significativa entre os resultados obtidos antes da infeccao
e aos 7 dias

®: diferenca estatistica significativa entre os resultados obtidos antes da infecgao
e aos 15 dias

m: diferenca estatistica significativa entre os resultados obtidos antes da infeccao
e aos 30 dias

<. diferenca estatistica significativa entre os resultados aos 7 e 15 dias de
infeccao

O: diferenga estatistica significativa entre os resultados aos 7 e 30 dias de
infeccao

O: diferenca estatistica significativa entre os resultados aos 15 e 30 dias de
infeccao
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apds a inoculacdo. Eosinofilos sdo apenas observados em camundongos
C3H/Hel, aos 7 e 15 dias; nestes dois pontos, o numero de células
observado é significativamente maior do que o encontrado nesta mesma
linhagem antes da infeccdao ou aos 30 dias e também ao detectado em
camundongos C3H/HePas. Em relagao ao numero de linfdcitos circulantes,
observa-se que, aos 7 dias, camundongos C3H/Hel, mas ndao C3H/HePas,
apresentam menos células do que antes da infeccdo; nos individuos TLR4-
deficientes, o numero de linfocitos € também menor do que o encontrado
em seus controles suficientes. Aos 15 dias, ambas as linhagens
apresentam menos linfécitos circulantes do que nos periodos
anteriormente analisados; novamente, camundongos C3H/HePas possuem
maior numero de células do que C3H/Hel. Aos 30 dias, o numero de
linfocitos aumenta em C3H/Hel, mas ainda é menor do que o encontrado
antes da infeccao ou aos 7 dias. Camundongos C3H/HePas, por outro
lado, possuem menos linfocitos circulantes aos 30 dias do que antes da
inoculacdo do fungo. As contagens de baséfilos e mondcitos, embora
tenham variado ao longo do periodo analisado, ndao sdo significativamente
alteradas pela infeccao ou administragao da droga.

Os resultados referentes a quantificacdo de fungos vidveis sado
mostrados na Figura 36. Nota-se que, em todos os tempos analisados
apds a infeccdo, o numero de leveduras de P. brasiliensis tende a ser
maior em camundongos C3H/Hel do que o observado em C3H/HePas.
Diferencas estatisticas significativas entre as duas linhagens sdo
observadas, no 7° dia apds a infeccao, no figado e no pulmao, no 159 dia,
no baco e no figado e, no 30° dia, no baco e no pulmdo. Aos 30 dias,
verifica-se a esterilizacdo do epiploon e do figado em ambas as linhagens.

Na Figura 37, sao mostrados os resultados obtidos na
determinacao de NO em camundongos C3H/Hel e C3H/HePas aos 7, 15 e
30 dias de infeccdo. A sintese do reativo € similar nas duas linhagens em
todos os pontos analisados; diferencas estatisticas significativas ndao sao

observadas.
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Figura 36 - Quantificacdo de fungos vidveis em camundongos C3H/Hel e
C3H/HePas inoculados com Pb18 e submetidos a terapia com 2,5
mg L-AmB/kg/dia.

As barras indicam o erro médio padrao. Dados representativos de
um experimento (N = 10 [C3H/Hel] e 10 [C3H/HePas]),
submetidos a andlises de varidncia seguidas por comparacoes
multiplas pelo método de Tukey-Kramer.

* : diferenga estatistica significativa.



Resultados

131

7 dias

uNO3/g tecido

15 dias

uNO3/g tecido

30 dias

uNO3/g tecido

Figura 37 -

60-
501
40+

30-
20+ T

10 —

i

baco epiploon figado pulmao

60
50-

40+
L_1C3H/Hel

301 [1C3H/HePas

20-
T xx T

= ]

baco epiploon figado pulmao

60
50-
40+

30- T

20- -T- T

104

baco epiploon figado pulmao

Determinacao da concentracao de NO, mensurado sob a forma de
nitrito, em camundongos C3H/Hel e C3H/HePas inoculados com
Pb18 e submetidos a terapia com 2,5 mg L-AmB/kg/dia.

As barras indicam o erro médio padrdao. Dados representativos de
um experimento (N = 10 [C3H/Hel] e 10 [C3H/HePas]),
submetidos a analises de varidncia seguidas por comparacdes
multiplas pelo método de Tukey-Kramer.
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Na determinacao das concentracdes de TNF-a em sobrenadantes de
orgaos de camundongos C3H/Hel e C3H/HePas infectados com Pb18 e
submetidos a terapia com 2,5 mg L-AmB/kg/dia, mostrada na Figura 38,
nota-se que, na 12 quinzena de infeccdo, a citocina é encontrada em
niveis baixos e similares nas duas linhagens murinas. Aos 30 dias, estes
niveis tendem a aumentar em ambos 0s grupos experimentais. Neste
ponto, camundongos C3H/HePas apresentam concentracoes de TNF-a
significativamente maiores do que individuos C3H/Hel.

Os resultados referentes as dosagens de IL-12 sdo colocados na
Figura 39. Aos 7 dias de infeccao, as concentragoes de IL-12 sao baixas
em ambas as linhagens murinas; no baco de animais C3H/HelJ, a citocina
nao é detectada. Aos 15 dias, a citocina apenas é encontrada, e em niveis
muito baixos, no pulmao de camundongos C3H/Hel. Aos 30 dias, as
concentracoes de IL-12 sao mais altas, principalmente em camundongos
C3H/HePas; nestes animais, os niveis de citocina encontrados no epiploon
sao significativamente maiores do que os observados em C3H/Hel.

Na quantificacao de GM-CSF, mostrada na Figura 40, nota-se que,
aos 7 dias de infeccao, estas concentracdes sao similares entre as duas
linhagens no bago; nos demais 6rgaos, camundongos C3H/HePas tendem
a apresentar niveis mais elevados da citocina. Aos 15 dias, tais niveis sao
similares nas duas linhagens em baco, epiploon e figado; no pulmao,
camundongos C3H/Hel tendem a apresentar teores mais elevados de GM-
CSF. Aos 30 dias, as concentracoes de GM-CSF tendem a ser maiores no
baco de camundongos C3H/Hel, sao similares no epiploon e no figado e
tendem a ser mais elevadas no pulmao de C3H/HePas. Diferengas
estatisticas ndo sdo observadas.

Os resultados obtidos as andlises anatomo-patolégicas sao
colocados na Tabela X. Observa-se tendéncia a diminuicdao no grau de
comprometimento dos érgaos entre o 7° e o 30° dia de infeccao. Ndo sao
encontradas lesdes em adrea condizente a inoculacdo da droga,
comprometimento do peritbnio ou pneumonia em nenhum dos pontos

analisados.
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Figura 38 - Determinagao da concentragao de TNF-a em camundongos C3H/Hel

e C3H/HePas inoculados com Pb18 e submetidos a terapia com
2,5 mg L-AmB/kg/dia.

As barras indicam o erro médio padrdo. Dados representativos de
um experimento (N = 10 [C3H/Hel] e 10 [C3H/HePas]),
submetidos a andlises de variancia seguidas por comparacoes
multiplas pelo método de Tukey-Kramer.

* : diferenca estatistica significativa entre as duas linhagens.
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Figura 39 - Determinagao da concentragao de IL-12 em camundongos C3H/Hel
e C3H/HePas inoculados com Pb18 e submetidos a terapia com
2,5 mg L-AmB/kg/dia.
As barras indicam o erro médio padrdo. Dados representativos de
um experimento (N = 10 [C3H/Hel] e 10 [C3H/HePas]),
submetidos a analises de variancia seguidas por comparacdes
multiplas pelo método de Tukey-Kramer.
* : diferenca estatistica significativa entre as duas linhagens.
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Figura 40 - Determinagao da concentragao de GM-CSF em camundongos

C3H/Hel e C3H/HePas inoculados com Pb18 e submetidos a
terapia com 2,5 mg L-AmB/kg/dia.
As barras indicam o erro médio padrdo. Dados representativos de
um experimento (N = 10 [C3H/Hel] e 10 [C3H/HePas]),
submetidos a andlises de variancia seguidas por comparagoes
multiplas pelo método de Tukey-Kramer.
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Tabela X - Exame anatomo-patoldogico realizado camundongos C3H/Hel e
C3H/HePas inoculados com Pb18 e submetidos a terapia com
2,5 mg L-AmB/kg/dia.

Ad NE HEp CP LAI EM HM Pn

C3H/Hel, 7d + + + - - + - -
C3H/HePas, 7d + + + - - + + -
C3H/HeJ, 15d - - |+ | - - - + -
C3H/HePas, 15d - - + - - - + -
C3H/HeJ, 30d - - + - - - - -
C3H/HePas, 30d - - + - - - - -

Dados representativos de um experimento (N = 10 camundongos C3H/He] ou
C3H/HePas).

NOTA: Abreviaturas e simbolos:

Ad: aderéncia das visceras ao peritbnio e entre sistema imunoldgico
NE: necrose esplénica

HEp: hiperplasia do epiploon

CP: comprometimento do periténio (presenca de focos fungicos na serosa)
LAI: lesdo peritoneal em area condizente com a inoculacdo de AmB
EM: esplenomegalia

HM: hepatomegalia

Pn: pneumonia

(-) nada digno de nota

(£) muito discreto

(+) discreto

(++) moderado

(+++) grave

(++++) muito grave
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A andlise histopatoldgica descritiva de fragmentos de tecido,
observam-se, em camundongos C3H/Hel, aos 7 dias apds a infecgdao, no
baco, lesdes confinadas a capsula de tecido conjuntivo do érgdo, contendo
linfocitos, macrofagos, células gigantes e poucas leveduras de
P. brasiliensis (Prancha XIII A, B e C). No epiploon, as lesdes sao semi-
encapsuladas, contendo células mononucleares (linfécitos, macrofagos e
células epitelidides) e células gigantes, com acumulo de MEC (Prancha
XIII D, E e F). No figado, observam-se pequenos infiltrados
inflamatodrios, tanto na capsula quanto no parénquima do 6rgao, com
pequeno numero de leveduras do fungo (Prancha XIV A e B). Por fim,
nos pulmoes, sao observadas lesbes parenquimatosas, com poucos
P. brasiliensis (Prancha XIV C e D). Neste mesmo tempo apds a
infeccdo, em camundongos C3H/HePas, ha pequenas lesdes na capsula
esplénica, com infiltrado mononuclear e neutrofilico envolto por MEC e
poucas células fungicas (Prancha XV A e B). No epiploon, as lesdes
tendem a ser mais extensas, contendo infiltrados neutrofilicos nas areas
de necrose, envoltos por fibras da MEC e lesdes semifechadas contendo
macrofagos, células epitelidides e células gigantes e acumulo de MEC
(Prancha XV C, D e F). No figado, observam-se poucas lesdes na capsula
hepatica, além de pequenos infiltrados inflamatdrios no parénquima do
orgao (Prancha XVI). Ndo ha lesdGes ou alteragdes dignas de nota nos
pulmodes (dados nao mostrados).

Aos 15 dias de infeccdao, em baco, epiploon e figado de
camundongos C3H/Hel, o perfil lesional é bastante similar ao observado
aos 7 dias (Prancha XVII). Ndo ha lesdes ou alteracdes dignas de nota
no tecido pulmonar (dados nao mostrados). Em camundongos C3H/HePas,
as lesOes esplénicas sao similares as observadas aos 7 dias, mas de
menor gravidade (Prancha XVIII A). No epiploon, as alteracdes sao
semelhantes as visualizadas no 7° dia de infeccdo (Prancha XVIII C, D,
E e F) e, no figado, ha lesdes parenquimatosas, com numero restrito de
leveduras de P. brasiliensis (Prancha XVIII B). No pulmao, novamente,

nao ha alteracdes significativas (dados nao mostrados).
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Prancha XIII - Anadlise histopatoldgica realizada em baco e epiploon de

camundongos C3H/Hel infectados com Pb1l8 e submetidos ao
tratamento com 2,5 mg L-AmB/kg/dia, 7 dias apds a infeccdo.
A e B: lesdo na capsula esplénica, contendo linfécitos,
macréfagos, células gigantes (seta) e poucas leveduras de
P. brasiliensis; HE, 200x e 400x.

D e E: lesdo frouxa em epiploon com area contendo infiltrado
neutrofilico ao redor de células fungicas (seta) e presenca de
macrdéfagos, células epitelidides e células gigantes (ponta de
seta) envolvendo leveduras de P. brasiliensis, e acumulo de
matriz extracelular (seta aberta); HE, 200x e 400x.

C e F: leveduras de P. brasiliensis de morfologia preservada
no bago e no epiploon; prata-metamina, 200x.
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Prancha XIV - Anadlise histopatolégica realizada em figado e pulmdo de
camundongos C3H/Hel infectados com Pb18 e submetidos ao
tratamento com 2,5 mg L-AmB/kg/dia, 7 dias apos a infeccao.
A: pequeno foco inflamatério no parénquima hepatico
contendo leveduras de P. brasiliensis (seta); HE, 200x.

B: poucas células fungicas de morfologia preservada no
figado; prata-metamina, 200x.

C: infiltrado inflamatdrio no pulmao (seta) contendo leveduras
de P. brasiliensis, com material extracelular ao redor; HE,
200x.

D: no mesmo corte histoldgico mostrado em C, presenca de
células fungicas de morfologia preservada (setas); prata-
metamina, 200x.
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Prancha XV - Anallse hlstopatologlca realizada em bago e eplploon de
camundongos C3H/HePas infectados com Pb18 e submetidos
ao tratamento com 2,5 mg L-AmB/kg/dia, 7 dias apds a
infeccao.

A: lesdao na capsula esplénica, com infiltrado inflamatério
mononuclear, leveduras de P. brasiliensis (seta) e ao redor,
plasmécitos e material extracelular (Ai); HE, 200x e 400x.

B: células fungicas de morfologia preservada no baco; prata-
metamina, 200x.

C: lesao com necrose (setas abertas) em epiploon circunscrita
por fibras da matriz extracelular (setas); HE, 100x.

D: inUmeras células leveduriformes com morfologia preservada
e alterada; prata-metamina, 200x.

E: lesdo frouxa no epiploon contendo muitas células gigantes
(setas e Ei) ao redor de leveduras de P. brasiliensis; HE, 200x
e 400x.

F: no mesmo corte histolégico (E), leveduras de P. brasiliensis
com multiplos brotamentos; prata-metamina, 200x.
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Prancha XVI - Anadlise histopatoldgica realizada em figado de camundongos
C3H/HePas infectados com Pb18 e submetidos ao tratamento
com 2,5 mg L-AmB/kg/dia, 7 dias apds a infecgao.

A: lesdo na capsula de tecido conjuntivo (seta) e auséncia de
lesdo no parénquima hepatico; HE, 200x.

B: reacdo inflamatdria em regido periférica do figado (setas),
com presencga de matriz extracelular; HE, 200x.

C: pequeno numero de leveduras de P. brasiliensis de
morfologia preservada e alterada no figado; prata-metamina,
200x.
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Pranca XVII - Andlise histopatoldgica realizada em baco, epiploon e figado de

camundongos C3H/Hel infectados com Pb18 e submetidos ao
tratamento com 2,5 mg L-AmB/kg/dia, 15 dias apds a infecgao.
A: lesao na capsula de tecido conjuntivo do baco, com areas
contendo infiltrado inflamatério neutrofilico e leveduras de
P. brasiliensis (seta); presenca de fibras coldgenas da matriz
extracelular na periferia da lesdo (seta aberta); HE 200x.

B: P. brasiliensis com morfologia caracteristica e de aspecto
alterado; prata-metamina, 200x.

C: pequena lesdao no epiploon aderido ao tecido pancreatico;
HE, 200x.

D: no mesmo campo observado em C, debris e leveduras de
P. brasiliensis com morfologia alterada (setas); prata-
metamina, 200x.

E: lesdo em zona periférica do figado; HE, 200x; F: leveduras
de P. brasiliensis de morfologia preservada e alterada; prata-
metamina, 200x.
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Prancha XVIII - Anadlise histop

atoldgica
camundongos C3H/HePas infectados com Pb18 e submetidos
ao tratamento com 2,5 mg L-AmB/kg/dia, 15 dias apds a
infeccao.

A: pequena lesao na capsula de tecido conjuntivo no bago, HE,
200x.

B: lesdo no parénquima hepatico contendo nimero restrito de
leveduras de P. brasiliensis; HE, 200x.

C e D: epiploon com lesdo necrética (seta aberta) circunscrita
por fibras da matriz extracelular (setas) e também com lesdo
semifechada, com células gigantes (setas), macréfagos,
linfécitos e matriz extracelular; HE, 200x.

E e F: células fungicas de morfologia alterada em &rea de
necrose e de morfologia preservada com multiplos
brotamentos em lesdao semifechada; prata-metamina, 200x e
400x.
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Aos 30 dias de infeccao, em camundongos C3H/He], as lesdes em
baco e epiploon s3ao bastante similares as anteriormente relatadas
(Prancha XIX); no figado e pulmao, ndao ha alteragbes significativas.
Neste mesmo tempo apds a infeccao, em individuos C3H/HePas, ndo sao
observadas lesdes em nenhum dos 6rgaos avaliados.

Na Tabela XI encontram-se os resultados obtidos na analise
semiquantitativa de fungos realizada em cortes histoldgicos corados pelo
método da impregnacdo pela prata. Em camundongos C3H/Hel observam-
se, aos 7 dias de infeccao, leveduras de P. brasiliensis de morfologia
preservada nos quatro dérgdos analisados. Neste mesmo tempo, em
C3H/HePas, sao encontrados fungos de morfologia preservada no baco e
no figado; no epiploon, hd predominio de P. brasiliensis de morfologia
alterada e, no pulmao, as leveduras nao sao visualizadas. Aos 15 dias de
infeccdo, no baco, epiploon e figado de ambas as linhagens murinas, ha
predominio de P. brasiliensis de morfologia alterada e, no pulmao,
auséncia completa do patégeno. Por fim, aos 30 dias, observa-se
predominio de fungos de morfologia alterada no baco e epiploon de
C3H/Hel e auséncia de P. brasiliensis nos demais érgaos. Em individuos
C3H/HePas, aos 30 dias de infeccao, nao sao observadas leveduras em

nenhum dos 6rgaos analisados.
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Prancha XIX - Andlise histopatoldgica realizada em bago e epiploon de

camundongos C3H/Hel infectados com Pb18 e submetidos ao
tratamento com 2,5 mg L-AmB/kg/dia, 30 dias apds a
infeccao.

A: lesao na capsula de tecido conjuntivo do bago, com intenso
infiltrado inflamatdrio contendo células mononucleares e
polimorfonucleares e pequeno numero de leveduras de
P. brasiliensis (seta aberta); HE 200x.

B: debris e células fungicas de P. brasiliensis com morfologia
alterada no bacgo; prata-metamina, 200x.

C e D: pequena lesdao frouxa no epiploon contendo intenso
infiltrado de células mononucleares, células gigantes e
escasso numero de focos fungicos (setas); HE, 200x e 400x.
E: no mesmo campo observado em C e D, leveduras de
P. brasiliensis com morfologia caracteristica e alterada; prata-
metamina, 200x.
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Tabela XI - Analise semiquantitativa de P. brasiliensis de diferentes aspectos
morfoldgicos em cortes histoldgicos corados pelo método da
impregnacgao pela prata, em camundongos C3H/Hel e C3H/HePas
terapia

infectados

Pb18

2,5 mg L-AmB/kg/dia.

submetidos a

146

com

C3H/Hel, 7d ++++ ++++ ++++ ++++
C3H/HePas, 7d ++++ +++ ++ 4+ -
C3H/He], 15d +++ +++ +++ -

C3H/HePas, 15d +++ +++ +++ -

C3H/HeJ, 30d +++ +++ - _

C3H/HePas, 30d

Dados representativos de um experimento (N = 10 camundongos C3H/He] ou

C3H/HePas).

NOTA:

(-): auséncia completa de P. brasiliensis

(+): presenca de poeira fungica

presenca de pequena quantidade de P. brasiliensis com morfologia
alterada e auséncia de fungo com morfologia preservada

(+++): predominio de P. brasiliensis com morfologia alterada, com presencga de
fungo com morfologia preservada

(++++): presenca de P. brasiliensis com morfologia preservada.

(++):
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5 DISCUSSAO

Na primeira parte do presente estudo, foi analisada a possibilidade
de reversao do padrao de suscetibilidade, apresentado por camundongos
da linhagem B10.A infectados com o isolado virulento Pb18, para o de
resisténcia por meio da administracao de terapia antifungica com c-AmB
ou L-AmB.

As reacdes de HTT contra antigenos homdlogos do fungo,
camundongos submetidos a terapia com ambas as formulagdes da droga
apresentam respostas baixas, em um perfil similar ao descrito por (Fazioli
et al., 1994), que analisaram sua cinética no modelo murino isogénico da
PCM. Estes pesquisadores relatam que, em camundongos suscetiveis ao
fungo, estas respostas sao baixas na primeira semana de infeccgao,
elevam-se na segunda semana e, posteriormente, diminuem até o
estabelecimento de anergia. Por outro lado, em camundongos resistentes,
as respostas aumentam gradativamente durante o processo infeccioso e
sao mantidas em patamares elevados nas fases cronicas da doenca. O
fenOmeno aqui observado, portanto, pode constituir uma indicacao da
reversao do padrao imunoldgico, ja que camundongos suscetiveis tratados
com anfotericina B apresentam respostas em reacdes de HTT semelhantes
as observadas em individuos resistentes ao fungo. Na PCM humana, a
hiporresponsividade dos linfécitos T, subjacente a anergia em reacdes de
HTT e relacionada ao descontrole da disseminacao do patdgeno, pode ser
revertida por meio da administracao de terapia antifungica (Cacere et al.,
2008).

Na quantificacdo de fungos vidveis, observa-se que, embora a
administracao de ambas as formulacdes de anfotericina reduzam a carga
fungica, a droga lipossomal apresenta maior eficiéncia do que a
convencional. A L-AmB também parecer ser mais eficaz durante a
primeira quinzena de infeccdo, o que enfatiza a importancia do diagndstico
precoce e da pronta instituicao da terapia em seres humanos acometidos

pela doenca. De acordo com (Singer-Vermes et al., 1993), no modelo
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murino da PCM, numeros equivalentes de UFC no baco, epiploon e figado
sao encontrados em camundongos resistentes e suscetiveis ao fungo até
os 90 dias de infeccao. Apenas a partir do 120° dia a carga fungica isolada
de animais suscetiveis passa a ser maior do que a verificada em
individuos resistentes. No pulmdo, a disseminacao do fungo é mais lenta
e, 30 dias apds a inoculagdao, a carga fungica neste 6rgdo € maior em
animais resistentes; nas fases tardias da infeccdo, o nimero de fungos
isolado nos pulmdes é maior nos individuos suscetiveis do que nos
resistentes. Portanto, nota-se que, neste modelo experimental, a
administracao de anfotericina B (ainda o golden standard do tratamento
da PCM), especialmente em sua forma lipossomal, altera a progressao e a
gravidade da doenca de forma significativa, sendo inclusive mais eficaz do
gue o sistema imunoldgico de individuos resistentes ao P. brasiliensis.

Tal eficacia no controle da disseminacdo flngica é também
demonstrada na anadlise dos perfis leucocitarios encontrados em
camundongos suscetiveis infectados com o fungo e submetidos ou ndo ao
tratamento com L-AmB. Aos 7 dias de infeccao, apenas animais nao
tratados apresentam neutrofilia, igualmente observada por Bruneri (1995)
em camundongos suscetiveis, mas ndao em resistentes. Portanto, pode-se
supor que a administracao de L-AmB, por diminuir significativamente a
carga fungica dos animais, torna desnecessaria a liberacdo excessiva de
neutrofilos da medula dssea. Os resultados das contagens de neutrofilos
maduros e imaturos também mostram que, embora estas células sejam
bastante importantes na resposta anti-P. brasiliensis (uma vez que
maiores numeros de neutrdfilos maduros s3ao encontrados em
camundongos nao tratados), o gasto destas células ndo é expressivo a
ponto de causar um desvio a esquerda, ou seja, a liberacdao de células
imaturas da medula éssea. Além disso, camundongos ndo submetidos ao
tratamento apresentam eosinofilia aos 30 dias de infecgao; Bruneri (1995)
relata que animais suscetiveis, embora ndo apresentem diferencas
marcantes em relacdo aos resistentes nas contagens de eosindfilos

circulantes, possuem numeros significativamente maiores destas células
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na medula déssea. A eosinofilia € um fenémeno relacionado ao perfil Th2
de resposta imunoldgica, para o qual tendem os camundongos suscetiveis
a PCM. Assim, a eosinofilia observada em animais ndo tratados esta
relacionada a progressao do processo infeccioso, confirmada na
guantificacao de fungos vidveis anteriormente discutida.

Os numeros de leucdcitos totais, linfocitos e mondcitos, nos trés
tempos apods a infeccdo, diminuem de forma significativa em ambos os
grupos experimentais; fendbmeno similar é relatado por Bruneri (1995),
gue constata uma diminuicdo no numero de células mononucleares no
sangue periférico de camundongos resistentes e suscetiveis durante a
infeccado pelo Pb18. Em alguns dos pontos analisados, porém, esta
diminuicdo € maior em animais submetidos ao tratamento do que nos
apenas infectados. Embora a L-AmB esteja relacionada a efeitos
imunossupressores em alguns modelos experimentais (Boggs et al., 1991;
Schindler et al., 1993; Kretschmar et al., 2001), nao foram encontrados,
na literatura, relatos acerca de efeitos citotdxicos diretos desta droga
sobre células mononucleares. Segundo (Schindler et al., 1993), ambas as
formulagdes de anfotericina B reduzem a capacidade de proliferacao de
linfocitos T e B, principalmente quando administradas em doses maiores
do que as de relevancia clinica. Neste fenbmeno, porém, a citotoxicidade
direta parece ser pouco importante, ja que, em estudos de viabilidade, a
droga convencional é significativamente mais téxica do que a lipossomal
e, ainda assim, diminui a quantidade de células viaveis em menos de
10%. Além disso, em nossos experimentos, quando neutréfilos e
macréfagos de camundongos B10.A sdao co-cultivados com leveduras de
P. brasiliensis, sua viabilidade nao é significativamente alterada.

O tratamento com ambas as formulacdes de anfotericina B tende a
diminuir as concentragdes de NO nos 6rgdos analisados, principalmente na
primeira quinzena de infeccdo. Em modelo ex vivo, macréfagos
peritoneais de camundongos suscetiveis co-cultivados com P. brasiliensis
produzem maiores concentracoes de nitrito aos 7 e 15 dias de infeccao do

que as células de individuos resistentes (Nascimento et al., 2002).
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Portanto, embora no presente estudo os niveis de NO tenham sido
mensurados em sobrenadantes de 6rgdos, e nao de co-cultivos, pode-se
deduzir que a menor secrecao deste reativo intermediario em individuos
submetidos a terapia traduz fenébmeno similar ao observado em animais
resistentes. Em estudo realizado em camundongos NO knock-out,
Bernardino (2005) constatou que tais animais, embora apresentem maior
carga fungica aos 70 dias de infecgao, o ultimo tempo analisado, também
possuem granulomas mais organizados. Camundongos wild-type, por sua
vez, tém menor numero de fungos isolados de drgaos, mas apresentam
granulomas desorganizados. O tratamento de camundongos infectados
com Pb18 com um inibidor especifico da sintese de NO previne a
diminuicao de respostas imunoproliferativas mediada por este reativo,
além de aumentar a liberacao espontanea de TNF-a; tais dados sugerem
que, embora o NO seja importante no processo de morte do fungo, a
ativacao de sua producao na infeccao paracoccidioidomicotica contribui
para a relativa imunossupressao observada durante o curso da doenca
(Bocca et al., 1998).

Assim como os niveis de NO encontrados nos sobrenadantes de
orgaos sao modificados pela administracdo da terapia, as concentragoes
de citocinas também sdo alteradas. O TNF-a é encontrado em maiores
concentracoes em camundongos submetidos ao tratamento com L-AmB
do que nos controles apenas infectados; € interessante notar que estes
mesmos individuos apresentam menor secrecdao de NO. Em relacdo aos
niveis de GM-CSF, observa-se que, embora o tratamento com c-AmB ndo
os alterem de forma significativa, as concentracdoes desta citocina sao
maiores nos individuos tratados com L-AmB. Tais niveis elevados, porém,
nao se refletem nos perfis leucocitarios observados em animais
submetidos ao tratamento, embora esta citocina estimule a producao de
granulécitos e mondcitos. A administracao de c-AmB aumenta os niveis de
IFN-y no baco e no figado na 12 semana de infeccdo, enquanto a de
L-AmB diminui as concentracoes desta citocina no 15° e no 30° dia de

infeccdo. Como mencionado anteriormente, a resisténcia na PCM murina é
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acompanhada pela constante producao de IFN-y, desde a fase inicial da
infeccdo. No modelo ex vivo de PCM, as células de linfonodos de
camundongos suscetiveis, quando estimuladas com antigeno cell-free de
P. brasiliensis, nao produzem IFN-y aos 7 dias de infecgao e, aos 15 dias,
secretam esta citocina em concentracdes muito baixas. As células de
animais resistentes, porém, ja produzem IFN-y aos 7 dias e, aos 15, a
citocina é secretada em concentracdes elevadas (Kashino et al., 2000).
Embora os resultados aqui apresentados tenham sido obtidos em
sobrenadantes de érgaos e ndao em experimentos ex vivo, o que pode
prejudicar sua comparacao, nao parece haver passagem do perfil de
suscetibilidade para o de resisténcia quanto & secrecdo de IFN-y. E
interessante notar que a administracao da droga em sua formulacao
convencional tende a aumentar as concentragdes da citocina, mesmo em
individuos nao infectados, enquanto a L-AmB parece diminui-las. Este
fendmeno pode ser atribuido a duas causas. Em primeiro lugar, a menor
carga fungica pode reduzir a ativacdo do sistema imunoldgico como um
todo, o que se refletiria na menor concentracdao de citocinas pro-
inflamatdrias, como o IFN-y. Além disso, como ja discutido, a L-AmB
apresenta menos efeitos pré-inflamatoérios do que a c-AmB, ja que estas
drogas estimulam, respectivamente, TLR-2 e TLR4 (Bellocchio et al.,
2005). Em relagdo a IL-12, camundongos apenas infectados tendem
apresentar maiores concentracdes da citocina do que os individuos
submetidos ao tratamento com L-AmB; no entanto, esta molécula ndo é
detectada em muitos dos pontos analisados. Camundongos resistentes e
suscetiveis ao P. brasiliensis produzem IL-12 em niveis similares, porém
baixos, até a quarta semana de infeccao (Pina et al., 2006). Além disso,
camundongos IL-12p40 knock-out nao sao capazes de controlar a
proliferacao e a disseminacao do P. brasiliensis em um modelo de infecgao
hemtdogena (Livonesi, 2008). A administracdao da IL-12 recombinante a
individuos suscetiveis, porém, diminui a disseminacdao da doenca,
conferindo a molécula um papel protetor no combate ao fungo (Arruda et

al., 2002). Uma vez que esta citocina é encontrada com maior frequéncia
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em animais nao tratados, podemos supor que a terapia com L-AmB seja
eficaz a ponto de dispensar sua sintese, diminuindo a ativacao do sistema
imune devido a reducao da carga fungica proporcionada pela droga.

Em animais submetidos ao tratamento com ambas as formulacoes
da droga, observa-se diminuicdo dos titulos de IgG total
anti-P. brasiliensis aos 15 dias de infeccdo. Porém, tal reducao apenas é
significativa em camundongos tratados com c-AmB. Na PCM murina, o
estabelecimento da imunidade humoral se da entre o 15° e o 30° dia de
infeccao (Singer-Vermes et al., 1993). O aumento menos expressivo dos
niveis de IgG observado nos camundongos submetidos a terapia pode
refletir o controle da multiplicagcao fungica por acao do tratamento.

As baixas concentracoes de IgM observadas em camundongos B10.A
infectados e submetidos ou ndo a terapia com 5 mg L-AmB/kg/dia aos 30
dias sdo condizentes com o tempo decorrido desde a infeccdo, ja que este
isétipo € mais associado a fases agudas da doenca. No modelo murino da
PCM, a producao de IgM nao difere entre as linhagens resistente e
suscetivel (Kashino et al., 2000); similarmente, os titulos deste isétipo
nao sao afetados pela administracao da droga. As concentragdes de IgG1
também sdo similares entre animais tratados ou ndo; sabe-se que, no
modelo supracitado, aos 30 dias de infeccdo, os niveis deste isétipo ndo
sao influenciados pelo patrimo6nio genético dos individuos (Kashino et al.,
2000). A administracao de L-AmB nao modifica as concentracdes séricas
de IgG2a, isotipo predominantemente encontrado em perfis de ativagao
Thl e cuja mudanca de classe é mediada por IFN-y. Porém, as
concentracdes de IgG2b, classe sintetizada de forma majoritaria em
millieus Th2 e cuja producdao é mediada por TGF-B e IL-4, sdo
significativamente mais altas em animais nao tratados. Sabe-se que o
TGF-B é produzido, aos 30 dias de infeccdo, em maiores concentragdes
por células peritoneais de camundongos suscetiveis (Moraes, 1998). Como
ja discutido, na PCM murina, embora nao haja polarizacdo completa de
respostas Th, a predominancia de citocinas Thl estd ligada a resisténcia

ao fungo, enquanto a de Th2 é associada a suscetibilidade a infeccao
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(Kashino et al., 2000). Portanto, as menores concentracdoes de IgG2b
observadas quando da administracao de L-AmB corroboram observacoes
anteriores aqui colocadas, indicando a possibilidade de reversao do padrao
imunologico para um perfil de resisténcia por acdo da terapia antifungica.
Os niveis séricos de IgG3 s3o baixos e nao influenciados pela
administracao da droga. Novamente, estes dados encontram-se em
concordancia com o relatado por Kashino et al. (2000), que ndao observam
diferencas significativas na concentracdo do isétipo entre animais
resistentes e suscetiveis a infeccao pelo P. brasiliensis. Por fim, as
concentracoes de IgA sao significativamente menores em camundongos
tratados do que naqueles apenas infectados. Sabe-se que a mudanca de
classe para este isétipo é mediada por IL-5 e TGF-B, citocinas de perfil
Th2, e que a IgA é produzida em maiores niveis por individuos suscetiveis
a PCM murina. Logo, assim como discutido em relagdo a menor producao
de IgG2b em individuos submetidos a terapia, a diminuicdao sérica de IgA
pode sinalizar a mudanca do perfil de suscetibilidade para o de resisténcia
ao fungo. Os dados obtidos sugerem que os menores niveis de anticorpos
observados em individuos que recebem L-AmB podem refletir o controle
da infeccdo fungica proporcionado pela droga. Em pacientes
paracoccidioidomicoticos, a reducdo destas mesmas concentracoes é um
dos mais importantes indicadores de sucesso terapéutico e bom
progndstico (Gianinni et al., 1990; Bueno et al., 1997; Camargo, 2008).
Os elevados titulos de anticorpos IgM, IgG1l, IgG3 e IgA anti-gp43
verificados nos soros normais, obtidos de individuos ndo infectados pelo
P. brasiliensis, sao surpreendentes. Podemos aventar a hipdotese de que,
dada a ubiqlidade de fungos no meio ambiente, algum outro
microorganismo, capaz de promover a ativacdo do sistema imunoldgico e
a producao de imunoglobulinas, possua um epitopo de conformacao
similar a gp43, levando a uma reacao cruzada e, conseqlientemente, um
resultado falso-positivo. Ha de se considerar, também, que ensaios de
ELISA possuem, em geral, alta sensibilidade, assim, maior probabilidade

de ocorréncia de resultados falso-positivos. A época da caracterizacdo da



Discussao 154

gp43 como antigeno de potencial imunodiagndstico, reacgdes cruzadas
entre anticorpos anti-Histoplasma capsulatum ou Loboa /loboi foram
detectadas quando o soro de pacientes acometidos por tais enfermidades
foi testado em ensaios de ELISA anti-gp43, sendo estas reacoes atribuidas
a epitopos contendo residuos galactosil (Puccia e Travassos, 1991).

Nos experimentos empregando c-AmB ou L-AmB, nao sao
observadas alteracdes ante-mortem dignas de nota. As analises anatomo-
patologicas verifica-se que, independentemente da formulagcao de
anfotericina B administrada, as les0es apresentadas por camundongos
submetidos a terapia sao de gravidade menor do que as observadas nos
animais apenas infectados. Porém, verificou-se a presenca de lesoes
inflamatdrias intensas, em sitios compativeis a area de inoculacdao da
droga, nos individuos submetidos ao tratamento com c-AmB. A forma
convencional da anfotericina B &, reconhecidamente, bastante téxica. Na
clinica médica, esta droga apenas é administrada em ambiente hospitalar,
por via intravenosa, diluida em grandes volumes de solugdo salina e em
gotejamento lento (Mendes et al., 1994). Dada a ocorréncia deste grave
efeito colateral, que impediu a realizacao de experimentos em tempos
mais longos apds a infeccdo e poderia interferir com os resultados obtidos,
a forma convencional da droga deixou de ser utilizada e foi substituida
pela formulagao lipossomal, que apresenta toxicidade menor.
Camundongos submetidos ao tratamento com L-AmB, nao apresentam,
em nenhum dos pontos analisados, lesdes na area de inoculacao da
droga, o que comprova sua menor toxicidade.

As andlises histopatolégicas, nota-se, novamente, que a
administracao da droga, seja em sua forma convencional ou lipossomal,
diminui o niumero e a gravidade das lesdes. Ambos os tratamentos
também diminuem a quantidade de P. brasiliensis nos érgaos, bem como
alteram a morfologia do patdgeno. As andlises semiquantitativas,
observa-se redugao da carga fungica, confirmando os resultados obtidos
por meio da técnica de quantificacdo de fungos viaveis. No entanto,

embora, em algumas ocasides, nao tenham sido observadas leveduras de
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P. brasiliensis em cortes corados pela prata-metamina, fungos viaveis
foram reisolados aos ensaios de UFC. Tal discrepancia é decorrente de
particularidades das metodologias empregadas: nos ensaios de
guantificacdao de fungos viaveis, o 6rgdo é recolhido e macerado inteiro,
de forma que praticamente todos os fungos presentes no tecido podem
ser recuperados. Ja na coloracao pela prata, apenas um pequeno
fragmento de 6rgdo é coletado e seccionado, o que reduz a possibilidade
de encontrar o patdgeno.

Logo, os resultados obtidos na primeira fase deste estudo mostram
que a L-AmB é mais eficaz do que a c-AmB no modelo murino
experimental da PCM, principalmente por provocar maior reducao da
carga fungica. A diminuicdo no numero de fungos vidveis parece ser a
causa, e ndo a consequéncia, da reversdao do padrao de suscetibilidade
para o de resisténcia, muito embora esta ndo seja completa e verifique-
se, principalmente, em parametros micoldgicos, nao imunoldgicos.
Fendmeno similar foi observado em camundongos suscetiveis a PCM
submetidos ao tratamento com sulfametoxazol-trimetoprima, que
apresentaram respostas em reacdoes de HTT, carga fungica e perfil
histopatoldgico condizentes aos verificados em camundongos resistentes
gquando a terapia era instituida até o 15° dia de infeccdo (Scavone e
Burger, 2004).

Para melhor esclarecer os mecanismos subjacentes a reversdao do
padrao de suscetibilidade, em uma segunda fase deste trabalho,
neutroéfilos e macréfagos peritoneais de camundongos da linhagem B10.A
foram co-cultivados com leveduras de P. brasiliensis na presenga ou nao
de L-AmB. Os maiores niveis de morte do fungo sdo observados,
principalmente, quando este € incubado com a droga, independentemente
da presenca ou nao de fagdcitos. Assim, parece nao haver efeito sinérgico
entre os fagocitos e a droga no combate ao patdgeno, diferentemente do
que é verificado em outros modelos experimentais, sejam estes de
doencas bacterianas (como Labro, 2000) ou fungicas (Mehta et al., 1997,
Roilides et al., 1999, Roilides et al., 2002, Kurita et al., 2003, Meier et al.,
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2003, Sau et al., 2003, Bellocchio et al., 2005, Simitsopoulou et al., 2008
e Dotis et al., 2008). Por outro lado, neutréfilos e macréfagos nao
incubados com L-AmB ainda sao capazes de matar uma quantidade
expressiva de P. brasiliensis; tal fato é ainda mais surpreendente quando
consideramos que o0s co-cultivos foram realizados na proporgao de 25
fagocitos/levedura, a menor testada durante a padronizacdo destes
ensaios, e que estas células nao foram estimuladas com citocinas, como
realizado por diversos pesquisadores (Kurita et al., 1999, Moscardi-Bacchi
et al., 1994, Casadevall e Pirofski, 2001, Rodrigues et al., 2007, Moreira
et al., 2008). Logo, o bom desempenho de neutrdéfilos e macrofagos de
camundongos B10.A comprovam sua imunocompeténcia, apesar do seu
perfil de suscetibilidade a PCM murina. Macréfagos alveolares de
camundongos suscetiveis infectados pela via intratraqueal com leveduras
de P. brasiliensis sdao fagdcitos mais eficientes do que estas mesmas
células, obtidas de camundongos resistentes (Pina et al., 2008). E
interessante notar que, nos experimentos aqui relatados, a capacidade
fungicida dos neutréfilos tende a diminuir com o passar do tempo,
enquanto a dos macréfagos aumenta. Esta constatacdo estd de acordo
com as caracteristicas fisioldgicas destas populagdes celulares: os
neutréfilos representam a primeira linha de defesa contra
microorganismos, na imunidade inata, como importantes fagdcitos,
enquanto os macréfagos ainda atuam na apresentacao de antigenos e na
imunidade adaptativa, como células efetoras apds estimulacdao mediada
por citocinas.

E também interessante notar que a correlacdo positiva encontrada
entre os numeros de fungos viaveis isolados de 6rgaos e a presenca de
NO nos sobrenadantes obtidos a partir destes tecidos em animais
infectados com Pb18 e submetidos a terapia com 5 mg L-AmB/kg/dia ndo
€ verificada nos co-cultivos, muito embora as 18 horas de incubacao a
producdao mais alta do reativo apresentada por neutréfilos co-cultivados
apenas com o fungo tenha acompanhado o menor indice de morte do

patdgeno observado nesta série de experimentos. Portanto, tais dados
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podem sugerir que, nas condicbes experimentais aqui empregadas, os
neutrofilos de camundongos suscetiveis ndo utilizam NO para matar o
P. brasiliensis. Os macréfagos parecem ter sua capacidade fungicida ainda
menos influenciada pela sintese de NO do que neutrofilos, uma vez que,
embora a adicao das duas doses de L-AmB aos co-cultivos com o fungo
aumente a concentracao do reativo, a mortalidade do P. brasiliensis nao é
alterada. Tal fenbmeno é de interpretacao especialmente dificil ao
considerar-se a existéncia de diversos relatos acerca da associagao entre
a morte do fungo e a sintese deste metabdlito, como os de (Nascimento et
al., 2002), (Bernardino, 2005) e (Livonesi et al., 2009; prelo), ja
discutidos. De maneira similar ao observado em relagcao ao NO, a adigcao
de L-AmB aos co-cultivos também nao altera de forma significativa a
sintese de H,0,. Em modelo de inoculacdo de P. brasiliensis em bolsa
subcutanea, (Meloni-Bruneri et al., 1996) demonstraram que neutréfilos
de camundongos resistentes apresentam maior produgao de H>0, e maior
atividade fungicida do que células de suscetiveis. Portanto, o perfil de
sintese deste reativo por neutrofilos parece ser influenciado pelo padrao
genético do hospedeiro, e ndo por fatores ambientais, como a exposicao a
antifungicos. Da mesma forma, a adicao de PMA aos co-cultivos ndo altera
de maneira expressiva a sintese deste metabdlito, o que indica que estas
células foram previamente ativadas. Fendbmeno similar foi observado por
Moraes (1998), que verificou que tais células sdo capazes de sintetizar
TGF-B na auséncia de estimulo in vitro. A auséncia de uma correlacdo
positiva entre as concentracdes de NO e H,0, e os indices de morte do
fungo é surpreendente, pois nao é relatada por outros pesquisadores.
Segundo Moreira et al. (2008), a maior eficiéncia fagocitica de macréfagos
incubados com IFN-y ou TNF-a estd relacionada a alta producao destes
reativos, ndo verificada em células ndao ativadas; o tratamento das
culturas celulares com catalase ou N(G)-monometil-L-arginina, inibidores
da sintese de, respectivamente, H,0, e NO, reverte o efeito fungicida das
células ativadas, indicando a atuacdao destas vias na morte do

P. brasiliensis. Sabe-se também que este patdgeno possui um eficiente
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mecanismo de defesa, que permite sua sobrevida ao estresse mediado por
H,0O,. Assim como nao sao observadas alteracOes expressivas nos perfis
de sintese de NO e H,0, nos co-cultivos, também nao sdo encontradas
diferengas significativas nas concentragoes de citocinas nos sobrenadantes
de cultura, muito embora se saiba que a simples adicao de formulacdes
lipossomais de anfotericina B altera a expressao de citocinas e
guimiocinas por mondcitos humanos (Simitsopoulou et al., 2005).

Na terceira fase deste trabalho, para determinar se o melhor
desempenho da forma lipossomal da anfotericina B se deve a sua
interacao com TLR4, foram utilizados camundongos das linhagens
C3H/Hel e C3H/HePas (respectivamente, deficientes ou ndo quanto a
expressao deste receptor). Antes, porém, uma série inédita de
experimentos foi realizada com o objetivo de caracterizar a infeccao
paracoccidioidomicdtica na auséncia ou ndo de TLR4.

Em seu fundamental estudo que estabelece o modelo murino
isogénico da PCM, (Calich et al., 1985) analisaram a sobrevida de diversas
linhagens de camundongos apdés a inoculacdo de leveduras de
P. brasiliensis. Animais das linhagens A/SN e B10.A foram considerados,
respectivamente, resistentes e suscetiveis a infeccdo, enquanto as
linhagens C3H/Hel e C3H/HePas apresentaram resisténcia e
suscetibilidade intermediarias. De fato, o conjunto de dados obtidos em
nossos experimentos permite afirmar que, embora diferencas sutis sejam
encontradas ao longo do processo infeccioso, a doencga progride de forma
bastante semelhante na auséncia ou presenca de TLR4. Além disso, ha
também indicacbes de que as linhagens C3H/Hel e C3H/HePas sao mais
resistentes do que B10.A. Ressalte-se que 0s animais foram analisados
por 485 dias e, até onde temos conhecimento, a infeccdo
paracoccidioidomicdtica murina nunca havia sido estudada por um periodo
tao longo. Desta forma, a interacao entre o fungo e o receptor parece nao
desempenhar um papel fundamental na imunidade anti-P. brasiliensis.
Fendmeno similar foi descrito por (Gonzalez et al., 2008), que mostraram

que a resposta ao P. brasiliensis independe de TLR4, TLR2, dectina 1 e
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MyD88. O papel de receptores Toll-like em micoses sistémicas, porém, é
controverso (Calich et al., 2008). Embora (Netea et al., 2002) relatem que
a nao expressao de TLR4 aumenta a suscetibilidade a candidiase
disseminada, por exemplo, os experimentos conduzidos por (Murciano et
al., 2006) mostram o estabelecimento de respostas Th1l, relacionadas ao
perfil de resisténcia, em camundongos TLR4-deficientes infectados por
Candida. Na criptococcose, relata-se que as moléculas MyD88 e TLR2,
mas nao TLR4, sdo necessarias a indugao da protecao (Yauch et al., 2004
e Biondo et al., 2005); uma publicacdo mais recente, porém, sugere que
TLR2 e TLR4 nao contribuem, ou atuam de forma apenas marginal, no
desenvolvimento da resposta imunoldgica ao patdégeno (Nakamura et al.,
2006). Da mesma forma, embora os resultados aqui apresentados, bem
como os obtidos por (Gonzalez et al., 2007), indiquem a auséncia de um
papel relevante de TLR4 no estabelecimento da imunidade protetora anti-
P. brasiliensis, (Loures, 2007) sugere, que o fungo utiliza o receptor para
infectar macréfagos e, assim, garantir sua multiplicacao.

Na fase final deste trabalho, apds a caracterizacdo da infecgdo
paracoccidioidomicdética na auséncia ou nao de TLR4, foi estudada a
suposta interacao entre este receptor, a L-AmB e o P. brasiliensis. Nos
primeiros experimentos, a dose ideal de L-AmB, de 5 mg/kg/dia
(determinada em camundongos B10.A e utilizada nos ensaios referentes
aos efeitos da terapia antifiUngica em animais suscetiveis), diminuiu a
carga fungica de maneira expressiva e uniforme em ambas as linhagens,
impossibilitando a observacao da suposta interacao da droga com o
receptor (dados nao mostrados). Por isso, 0s experimentos foram
repetidos com metade desta dose ideal, equivalente a 2,5 mg
L-AmB/kg/dia. Mais uma vez, a eficacia da droga no combate ao
P. brasiliensis e na manutencdo do bom estado geral dos individuos
tratados é patente. A administracdo de L-AmB impede a significativa
perda de peso verificada em camundongos C3H/Hel nao tratados aos 7
dias de infeccdao, diminui a carga fungica de forma expressiva e reduz o

nimero e a gravidade das lesdes observadas as anadlises anatomo-
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patologicas e histopatoldgicas. Porém, ha poucas diferencas entre a
progressao da infeccao em animais das duas linhagens submetidas ao
tratamento. Dentre elas, destaca-se o maior numero de fungos viaveis
encontrados em camundongos C3H/Hel do que em C3H/HePas, que é
acompanhado por maior numero e gravidade das lesdes anatomo-
patologicas e histopatoldgicas, o que indicaria a existéncia de um papel
imunomodulador da droga na presenca de TLR4. No entanto, se tal papel
existe, ndo altera de forma clara o padrao de resposta imunoldgica, ao
menos segundo o0s parametros aqui analisados, uma vez que as
concentracoes de NO e das citocinas TNF-a, IL-12 e GM-CSF nao sao

alteradas de forma expressiva pela interacao da droga com o receptor.
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6 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos no presente trabalho, pode-se

concluir que:

a)

b)

c)

Na PCM experimental, a administracao de anfotericina B é capaz
de reverter, ao menos em parte, o padrao de suscetibilidade
para o de resisténcia. Tal reversao, porém, €& principalmente
observada em parametros micolégicos, como o numero de
leveduras do fungo nos dérgdos e a arquitetura das lesOes
anatomo-patoldgicas e histopatoldgicas. As eventuais alteracdes
em parametros imunoldgicos parecem ser mediadas pela
diminuicdo da carga fungica e consequente modulacdo das
respostas imunoldgicas. A forma lipossomal da anfotericina B
apresenta desempenho superior ao da droga convencional.
Embora a inclusdao de L-AmB em culturas de neutréfilos e
macrofagos peritoneais aumente os indices de morte do fungo,
através de um mecanismo desconhecido, ndao ha alteracdes
significativas nos demais parametros analisados que permitam
afirmar que a droga, nestas circunstancias, exerca efeitos
imunomoduladores.

O curso da infeccao paracoccidioidomicética nao é

significativamente alterado pela auséncia ou presenca de TLR4.

d) A maior eficacia da L-AmB ndo parece estar relacionada a sua

interacao com TLR4.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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