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RESUMO

A fusariose é uma doenca causada pelo fungo do género Fusarium, um fitopatdgeno que
também provoca infeccdo local ou sisttmica em humanos, principalmente
imunocomprometidos, podendo leva-los ao 6bito. O objetivo deste trabalho foi estabelecer um
modelo experimental da fusariose em camundongos, para melhor conhecimento sobre a
doenca. Para isso, camundongos das linhagens Swiss, C3H/HePAS e C57BI/6 (2-3 meses,
machos, 15/grupo) foram inoculados por via intraperitoneal com 0,2 mL de suspenséo de
Fusarium oxysporum isolado do solo e mantido em agar com repiques semanais. Apos 1 e 4
semanas pos inoculacdo (pi), os camundongos foram pesados, exsanguinados, para obtencao
do soro e sacrificados e tiveram seus pulmdes, baco e figado removidos, pesados e triturados
em 1 mL de solugdo salina. Uma aliquota destas suspensdes foi semeada em agar batata e 0
crescimento do fungo foi acompanhado por uma semana. Os 5 animais restantes foram
mantidos para acompanhamento da sobrevida. Na primeria semana pi. apenas a linhagem
C3H/HePAS apresentou reducdo no peso corporal, a linhagem C57BI/6 apresentou aumento
do peso do figado e todas as linhagens apresentaram aumento do peso do baco. Na quarta
semana apenas as linhagens C57BIl/6 e C3H/HePAS ainda mantiveram o peso do baco
aumentado. N&o houve diferencas significativas na avaliacdo do peso do pulm&o em nenhuma
das linhagens nos dois tempos. Houve crescimento do fungo nas culturas de todos os 6rgaos
das trés linhagens na 12 semana pi, porém, na 42 semana pi ndo houve crescimento no pulmao
em nenhuma das linhagens, sendo que a linhagem C3H/HePAS se destacou pelo alto
crescimento do fungo no bago. Em relagdo a sobrevida, a linhagem C3H/HePAS foi a mais
susceptivel uma vez que apds 7 meses de infeccdo 100% dos animais foram a ébito, contra
60% dos C57BI/6 e 40% dos Swiss. A linhagem C3H/HePAS apresentou uma maior
producdo de IFN-y ¢ uma menor produgdo de IL-10 quando comparada com as outras
linhagens.Os dados nos permitem concluir que das 3 linhagens testadas, a C3H/HePas ¢ a
mais susceptivel ao Fusarium oxysporum, sendo o modelo de infeccdo intraperitoneal
bastante Gtil para a avaliacdo da disseminacdo fungica e controle da infeccéo.

Palavras-chave: Fusarium; fusariose; modelo experimental; camundongos.




ABSTRACT

The fusariosis is a disease caused by a fungus from Fusarium genus, a phytopathogen that can
also induce local and systemic infection in the human beings, causing death, mainly in the
immunosupressed ones. The aim of this work was establish an experimental model of
Fusarium infection in immunocompetent mice, to better understand the disease. Swiss,
C3H/HePAS and C57BI/6 mice (2-3 months old, male, 15/group) were inoculated by
intraperitoneal route with 0,2 mL Fusarium oxysporum suspension. This fungus was isolated
from the solo and maintained in agar by weekly replications. After 1 and 4 weeks post
infection (pi), the mice of all strains (5/week) were weighed and the blood, spleen, liver and
lungs were collected. The organs were weighed and triturated in saline solution (ImL). An
aliquot of the cells suspension was added to potatoes agar and the fungal burden was followed
by one week. The rest of mice (5/strain) were followed to evaluate the survival. At the first
week pi. only the C3H/HePAS strain presented a reduction in the body weight, only the
C57BI/6 strain presented an increase in the liver weight, but all the strains presented increase
in the spleen. At the fourth week there were no alterations in body weight and only C57BI/6
and C3H/HePAS strains still presented the spleen weight increased. The fungal burden was
observed in all organs in the first week, but at the fourth week there was no fungal burden in
the lungs anymore. The C3H/HePAS presented high fungal burden in the spleen at first and
fourth week, and it was the fist strain to dye, since all mice were death after seven months pi.
At this time 40% of C57BI/6 mice and 60% of Swiss mice were still alive. The C3H/HePAS
strain presented bigger IFN-y production but smaller IL-10 production than the other mice
strains. In conclusion, C3H/HePas mice are the most susceptible to Fusarium oxysporum
infection what can be related with the Thl pattern of immunological response presented by
this strain.

Key-words: Fusarium, fusariosis, experimental model
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INTRODUCAO

As doencas fungicas constituem, atualmente, diferentes problemas de Salde Publica,
embora as micoses nao sejam doencas de notificacdo obrigatoria para a Organizacdo Mundial
de Saude. No Brasil, tém-se referido inimeras micoses superficiais, profundas e oportunistas.
No Maranhdo, hd uma subnotificacdo dos casos o que é decorrente da insuficiéncia de

profissionais e laboratdrios estruturados nos hospitais locais (NASCIMENTO et al., 2003).

Em nosso planeta, existem aproximadamente 200 mil espécies de fungos, sendo a
grande maioria incapaz de causar infecgdes em humanos por falta de adaptacdo ao organismo
dos mamiferos. Entretanto, cerca de 200 espécies fungicas conseguiram adaptar-se e

sobreviver ao ambiente hostil de nosso organismo (TELLES, 2004).

Os fungos sdo microrganismos cosmopolitas. O clima tropical, entretanto, favorece o
crescimento de varias espécies, que a partir do seu habitat natural, espalham-se na natureza,
utilizando-se de varias vias de dispersdao, como o ar atmosférico, agua, insetos, homem e
animais. Os fungos que habitam o solo ou vegetais sdo dispersos principalmente pelo ar
atmosférico, embora possam utilizar outras vias, sendo denominados fungos contaminantes.
Dentre os fungos mais freqlientes no ar podemos destacar Aspergillus sp, Fusarium sp e

Cladosporium sp (DARINI et al, 2003).

Desde a Gltima década, fungos filamentosos tém sido implicados em um aumento do
namero de infec¢des oportunistas em pacientes imunocomprometidos, em especial a fusariose
(GUARO; GENE, 1995; NUCCI; ANAISSIE, 2002; NIR-PAZ et al, 2004, PINCELLI et al,

2008).
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A fusariose ou gomose é uma doenga comum em vegetais, causada por diversas
espécies do género Fusarium. O fungo causador dessa patologia é classificado como um
fungo imperfeito, caracterizado por um micélio hialino, ramificado e septado, com
esporéforos em forma de fidlides e conidios de forma e tamanho varidvel, apresentando
macroconideas fusiformes, com vérios septos (LACAZ et al., 1991). Este fungo encontra-se
amplamente disseminado por solos ricos em residuos vegetais, sendo considerado um

fitopatdgeno, tendo distribuicdo geografica universal (GUARRO; GENE, 1992).

Nos vegetais o fungo do género Fusarium é bastante nocivo, podendo levar a morte ou
méa-formacéo de frutos. O controle desta fitoendemia € bastante dificil, sendo que nenhuma
pratica tem sido adequada para reduzir o impacto da doenca. Além disso, safras chuvosas e
semeadura direta favorecem a incidéncia da doenca nos vegetais (SNYDER; HANSEN,

2004).

O contato da pele lesionada com vegetais ou solo infectado com os fungos do género
Fusarium podem levar ao aparecimento de lesdes locais ou sistémicas nos seres humanos. As
lesGes ocorrem principalmente em decorréncia de lesdes traumaticas ou infecgdes secundarias
as queimaduras. As manifestacdes mais freqlientes sdo ceratites, Ulceras de pele, micetomas e
osteoartrites (RIPPON et al, 1990; WARNOCK et al, 1991; THOMAS, 1992,
NASCIMENTO et al, 2002). A doenca manifesta-se com febre e grandes lesGes cuténeas
ulcerativas que evoluem para necrose, o que dificulta o diagnostico diferencial para
Aspergillus, porém ao contrario deste, é frequente a hemocultura positiva em casos de

fusariose disseminada (ZAITZ, 1998).

O fungo do género Fusarium destaca-se ndo so pela sua agressividade, mas também
por levar ao Gbito a maioria dos pacientes com infeccdo disseminada, mesmo em uso de altas

doses de anfotericina B, considerada o antifingico mais eficaz (GUARRO; GENE, 1992).
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Segundo LACAZ (1991) as espécies mais freqlientemente isoladas de casos humanos tém
sido F. solani, F. oxysporum, F. moniliforme e F. roseum. E de acordo com Guarro e Gené
(1995), 27 casos de 83 estudados por eles foram causados por F. solani, sendo essa espécie
resistente aos antiflngicos testados in vitro, em especial anfotericina B, o que resulta em alta
mortalidade associada a essa fungo. Enquanto Fusarium oxysporum foi responsavel por 20 %
dos casos publicados entre 2001 e 2005, de acordo com o levantamento de Nucci e Anaissie

em 2007.

Dentre os casos de onicomicoses causados pelas espécies de Fusarium, a grande
maioria foi associada ao Fusarium oxysporum (GODOY et al., 2004; BRILHANTE et al.,

2005; NINET et al., 2005).

Espécies de Fusarium possuem varios fatores de viruléncia, incluindo a capacidade de
produzir micotoxinas, inclusive tricotecenos, que suprimem a imunidade humoral e celular e

também pode causar a ruptura do tecido (NELSON et al., 1994).

O desenvolvimento da fusariose depende de certo grau de imunocomprometimento
nos individuos. Como qualquer outro patégeno, o fungo quando em contato com o organismo,
desencadeia uma resposta imune, onde ha a participacdo de algumas linhagens celulares
como, por exemplo, os macrofagos. Essas células sdo fundamentais no desenvolvimento da
resposta imunologica, uma vez que atuam tanto na resposta imune inata, quanto na adquirida.
Eles sdo responsaveis pela eliminacdo de residuos organicos atraves da fagocitose, bem como
pela apresentacdo de antigenos para reconhecimento dos linfocitos T, sendo uma das
populacdes celulares que mais atua na liberagé@o de sinais ativadores ou co-estimulatérios para
outras celulas como: linfocitos T e B e para os proprios macrofagos (ADEREM,;

UNDERHILL, 1999).
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Macrofagos obtidos de sitios inflamatérios ou infecciosos apresentam alteracGes
morfo-funcionais tipicas de um estado de ativacdo, que envolvem: o aumento nas funcgdes
microbicida e citotoxica ou tumoricida, relacionado com o aumento na secrecdo de altas
concentragfes de reativos intermediarios do oxigénio (ROI), nitrogénio (RNI) e citocinas
(VAN FURTH, 1992). A participacdo destas células e de seus metabdlitos, como por
exemplo, peroxido de hidrogénio e Oxido nitrico tem sido relatada em vérias infecces, tais
como as infeccbes causadas por Cryptococcus neoformans, Schistosoma mansoni,
Trypanosoma cruzi, Toxoplasma gondii, Micobacterium sp., Plasmodium sp., Leishmania sp.,

dentre outros (GREEN et al., 1992; MacMICKING et al., 1997).

Além disso, a ativacdo ou inativacdo destas células direcionada pelas citocinas
liberadas por linfécitos do padrdo Thl ou Th2, respectivamente, esta diretamente relacionada
com o padrdo de susceptibilidade dos hospedeiros aos agentes infecciosos, incluindo fungos
causadores de infeccdes sistémicas. Dentre essas citocinas, podemos citar o interferon-y (IFN-
Y) que € importante no processo de ativacdo de macréfagos, induzindo ndo s6 o aumento da
expressdo de moléculas de classe Il do Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC)
responsaveis pela apresentacdo de antigenos exdgenos (STEEG et al, 1982), mas também a
producdo de outras citocinas como o fator de necrose tumoral (TNF), por exemplo, além da
secrecdo de uma série de metabolitos como os ROI (NATHAN et al, 1983) e RNI (DING et

al, 1988).

Muitas micoses sistémicas profundas sdo provenientes de infecgdes com fungos
presentes no solo ou em vegetais, como por exemplo, a paracoccidioidomicose, que € bastante
comum em diversas regibes do Brasil. Muito do que se conhece sobre os mecanismos
imunologicos envolvidos nessa micose foi decorrente de estudos com modelos experimentais

murinos. Os modelos experimentais sdo, portanto, instrumentos muito Uteis para obtencao de
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certas informacdes que ajudam a esclarecer os diferentes mecanismos envolvidos no
estabelecimento, desenvolvimento e/ou controle de diferentes doengas humanas. Estes
modelos permitem procedimentos e abordagens que podem ser dificeis, ou ndo éticos, no
hospedeiro humano (CANO et al., 1995). Diversos modelos tém sido desenvolvidos com o
proposito de estudar experimentalmente a relagdo parasito/hospedeiro durante a infeccdo por
diversos microorganismos, porém, ainda existem poucos trabalhos explorando diversos

aspectos nos modelos de infeccdo experimental pelo fungo do género Fusarium.

O primeiro trabalho a estabelecer um modelo de infeccdo por fungos do género
Fusarium foi o de Legrand et al (1991). Nesse trabalho, além de estabelecer um modelo, ele
demonstrou que a espécie mais patogénica em animais imunocompetentes foi Fusarium
solani. Um pouco mais tarde, Anaissie et al (1992) demonstraram que a anfotericna B néo
apresentava efeito nas infeccbes murinas sistémicas induzidas por fungos do género
Fusarium. E mais tarde ainda, Mayayo et al (1999) confirmaram que Fusarium solani é a
espécie mais virulenta, mesmo em animais imunocompetentes, e que o pulméo, figado e baco

estdo entre os 6rgaos mais afetados.

A fusariose é uma doenca emergente no Maranhdo (NASCIMENTO et al., 2001) e
poucos sao os trabalhos realizados tanto no contexto clinico quanto no experimental. Neste
trabalho buscamos, portanto, estudar o efeito da infeccdo por fungo do género Fusarium
utilizando diferentes linhagens de camundongos imunocompetentes avaliando a relacdo entre
a carga fangica nos animais, a producgdo de citocinas, a celularidade dos érgdos linfoides, a
sobrevida dos animais e um possivel perfil imunoldgico de susceptibilidade e/ou resisténcia a
infeccdo. Os dados obtidos foram organizados em forma de artigo a ser submetido no

Brazilian Journal of Medical and Biological Research (Anexo 1).



2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar os padrbes de susceptibilidade e resisténcia de diferentes linhagens de

camundongos frente a infec¢do por Fusarium oxysporum.

2.2 Especificos

Investigar se ha disseminacdo do fungo quando o inoculo é por via intraperitoneal;

Quantificar as células dos bacos de diferentes linhagens de camundongos infectados;

Avaliar alteracbes em 6rgdos vitais como figado, baco e pulmdo em camundongos
infectados;

Quantificar citocinas (IFN-y e 1L-10) no soro de camundongos infectados;

Avaliar o grau de susceptibilidade de camundongos de diferentes linhagens frente a

infeccdo.
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RESUMO

A fusariose é uma doenca causada pelo fungo do género Fusarium, um fitopatdgeno que
também provoca infeccdo local ou sisttmica em humanos, principalmente
imunocomprometidos, podendo leva-los ao 6bito. O objetivo deste trabalho foi avaliar os
padrdes de susceptibilidade e resisténcia frente a infeccdo por Fusarium oxysporum em
camundongos. Para isso, camundongos das linhagens Swiss, C3H/HePAS e C57BI/6 (2-3
meses, machos, 15/grupo) foram inoculados por via intraperitoneal com 0,2 mL de suspenséo
de Fusarium oxysporum isolado do solo e mantido em agar com repiques semanais. Apds 1 e
4 semanas pos inoculacao (pi), os camundongos foram pesados, exsanguinados, para obtencéo
do soro e sacrificados e tiveram seus pulmdes, baco e figado removidos, pesados e triturados
em 1 mL de solucdo salina. Uma aliquota destas suspensdes foi semeada em agar batata e o
crescimento do fungo foi acompanhado por uma semana. Os 5 animais restantes foram
mantidos para acompanhamento da sobrevida. Na primeria semana pi. apenas a linhagem
C3H/HePAS apresentou reducdo no peso corporal, a linhagem C57BI/6 apresentou aumento
do peso do figado e todas as linhagens apresentaram aumento do peso do baco. Na quarta
semana apenas as linhagens C57BI/6 e C3H/HePAS ainda mantiveram o peso do bago
aumentado. N&o houve diferencas significativas na avaliacdo do peso do pulmao em nenhuma
das linhagens nos dois tempos. Houve crescimento do fungo nas culturas de todos o0s 6rgaos
das trés linhagens na 12 semana pi, porém, na 42 semana pi nao houve crescimento no pulméo
em nenhuma das linhagens, sendo que a linhagem C3H/HePAS se destacou pelo alto
crescimento do fungo no baco. Em relacdo a sobrevida, a linhagem C3H/HePAS foi a mais
susceptivel uma vez que ap6s 7 meses de infeccdo 100% dos animais foram a ébito, contra
60% dos C57BI/6 e 40% dos Swiss. A linhagem C3H/HePAS apresentou uma maior
producdo de IFN-y e uma menor produgdo de IL-10 quando comparada com as outras
linhagens.Os dados nos permitem concluir que das 3 linhagens testadas, a C3H/HePas ¢ a
mais susceptivel ao Fusarium oxysporum, sendo o modelo de infeccdo intraperitoneal
bastante Gtil para a avaliacdo da disseminacdo fungica e controle da infeccéo.



ABSTRACT

The fusariosis is a disease caused by a fungus from Fusarium genus, a phytopathogen that can
also induce local and systemic infection in the human beings, causing death, mainly in the
immunosupressed ones. The aim of this study was to evaluate the susceptibility patterns and
resistance against infection by Fusarium oxysporum in mice. Swiss, C3H/HePAS and
C57BI/6 mice (2-3 months old, male, 15/group) were inoculated by intraperitoneal route with
0,2 mL Fusarium oxysporum suspension. This fungus was isolated from the solo and
maintained in agar by weekly replications. After 1 and 4 weeks post infection (pi), the mice of
all strains (5/week) were weighed and the blood, spleen, liver and lungs were collected. The
organs were weighed and triturated in saline solution (1mL). An aliquot of the cells
suspension was added to potatoes agar and the fungal burden was followed by one week. The
rest of mice (5/strain) were followed to evaluate the survival. At the first week pi. only the
C3H/HePAS strain presented a reduction in the body weight, only the C57BI/6 strain
presented an increase in the liver weight, but all the strains presented increase in the spleen.
At the fourth week there were no alterations in body weight and only C57BI/6 and
C3H/HePAS strains still presented the spleen weight increased. The fungal burden was
observed in all organs in the first week, but at the fourth week there was no fungal burden in
the lungs anymore. The C3H/HePAS presented high fungal burden in the spleen at first and
fourth week, and it was the fist strain to dye, since all mice were death after seven months pi.
At this time 40% of C57BI/6 mice and 60% of Swiss mice were still alive. The C3H/HePAS
strain presented bigger IFN-y production but smaller 1L-10 production than the other mice
strains. In conclusion, C3H/HePas mice are the most susceptible to Fusarium oxysporum
infection what can be related with the Thl pattern of immunological response presented by
this strain.

Key-words: Fusarium oxysporum, fusariosis, experimental model



INTRODUCAO

O género Fusarium abriga fungos filamentosos amplamente disseminados em solos ricos em residuos
vegetais que contém mais de 20 espécies, freqlientes em areas tropicais e subtropicais, sendo as Fusarium solani,
Fusarium oxysporum, Fusarium moniliforme e Fusarium roseum, as espécies mais comuns (1,2).

Além de serem fitopatogenos, os fungos do género Fusarium sdo também agentes etioldgicos da
fusariose, uma micose oportunista que pode ser superficial ou sistémica (3,4,5,6).

Lesdes de pele sdo o principal fator predisponente para o desenvolvimento de infeccBes cutaneas
provocadas pela Fusarium. Por outro lado, infecgBes oportunistas disseminadas desenvolvem-se em hospedeiros
imunocomprometidos, particularmente em pacientes neutropénicos e transplantados (5,7,8).

Duas caracteristicas sugerem o diagndstico da fusariose disseminada em hospedeiros
imunocomprometidos: lesGes de pele (ou celulites ou lesdes metastaticas) e hemocultura positiva (9). Entretanto
a fusariose abriga muitos outros sinais clinicos como ceratite (10,11,12,13), endoftalmite (14,15), otite média
(16), onicomicose (17,18), infecgdes cutaneas (17), particularmente de queimaduras, micetoma, sinusite (19),
infecgdes pulmonares (20), endocardite, peritonite, infec¢des de cateter venoso central, artrite séptica, infeccoes
disseminadas (3,21,22,23,24) e fungemia (25,26,27,28) causados pelo Fusarium sp. tém sido relatados
(29,30,31,32).

Fusarium é um dos fungos mais resistentes aos medicamentos. Fusarium oxysporum, em geral, tende a
ser mais susceptivel ao variconazol e ao posaconazol (33,34). Em geral, os pacientes com infeccdo localizada
sdo susceptiveis de beneficiar de desbridamento cirlirgico, enquanto a infeccdo disseminada requer o uso de
agentes sistémicos e imunoterapia, quando possivel (9).

A fusariose € uma doenga emergente no Nordeste do Brasil, especialmente no Estado do Maranhéo
(35). No entanto, apesar da sua disseminacgdo, ndo existem muitas informacGes sobre o desenvolvimento da
doenca em humanos e muito menos em modelos experimentais, que sdo ferramentas Uteis para a obtencdo de
informacdes sobre os mecanismos envolvidos no estabelecimento, desenvolvimento e controle de doencas
humanas. Portanto, estes modelos permitem alguns procedimentos que ndo poderia ser possivel com pacientes
humanos.

Calich et al. (36), por exemplo, descreveram um modelo murino para o estudo da
paracoccidioidomicose. Estes autores tém mostrado que alguns camundongos sao altamente resistentes, enquanto
outras sdo altamente suscetiveis a infeccdo por Paracoccidioides brasiliensis. Este modelo murino foi crucial

para a compreensdo da paracoccidioidomicose.
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O primeiro trabalho a estabelecer um modelo de infec¢do por fungos do género
Fusarium foi o de Legrand et al (37). Nesse trabalho, além de estabelecer um modelo, ele
demonstrou que a espécie mais patogénica em animais imunocompetentes foi Fusarium
solani. Um pouco mais tarde, Anaissie et al (38) demonstraram que a anfotericna B néo
apresentava efeito nas infeccbes murinas sistémicas induzidas por fungos do género
Fusarium. E mais tarde ainda Mayayo et al (39) confirmaram que Fusarium solani é a espécie
mais virulenta, mesmo em animais imunocompetentes, e que o pulmaéo, figado e baco estdo

entre os 6rgaos mais afetados.

Contudo, ndo ha trabalhos indicando linhagens ideais para se estudar a infeccdo por Fusarium
oxysporum em modelos experimentais. Assim, o objetivo deste trabalho é obter um modelo murino de infec¢do
por Fusarium oxysporum, avaliando os padrdes de resisténcia e suscetibilidade de diferentes linhagens de

camundongos, considerando, a sobrevida, a disseminagdo do fungo, e alguns pardmetros imunoldgicos.

MATERIAL E METODOS

Fungo

Foi utilizada cepa de Fusarium oxysporum isolada do solo do municipio de Dom
Pedro, Maranhdo, Brasil. O fungo foi mantido na sua fase filamentosa em &gar Saboraud e
meio agar Batata, conservado entre 3°C e 7°C. Sua passagem foi realizada em animal para

manter sua viruléncia.

Preparacdo do inéculo

Fusarium oxysporum foi coletado de uma placa de Petri e transferido para um tubo
estéril contendo previamente 10 mL de solucéo salina 0,9% e comparada com a turbidez 1 da

escala de Mac Farland (40).



Animais

Para a infeccdo intraperitoneal foram utilizados camundongos adultos, machos das
linhagens Swiss, C57BI/6 e C3H/HePaS. Os animais foram obtidos do Biotério Central da
Universidade Federal do Maranhdo. A utilizacdo dos animais seguiu 0s preceitos éticos

estabelecidos pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal.

Infeccéo Intraperitoneal

Os animais (15/linhagem) foram inoculados pela via intraperitoneal com 0,5 mL da
suspensdo de Fusarium oxysporum comparada com a turbidez 1 da escala de Mac Farland

(40).

Na 12 e 42 semanas, foram sacrificados 5 animais infectados e 5 animais ndo infectados
de cada linhagem. Estes foram submetidos a um excesso de anestésico pela administracdo i.p.
de 0,2 mL de hidrato de cloral a 10%, antes da morte, e por corte das artérias e veias axilares,
foi recolhida amostra de sangue para obtencdo de soro. Os cinco animais restantes foram

mantidos vivos para avaliacdo da sobrevida.

Avaliacéo do grau de infeccédo

Para determinar o grau de infeccdo dos animais, estes foram sacrificados nos periodos
determinados e seus Orgaos (pulméo, figado e baco) removidos, pesados e homogeneizados
em solucdo salina estéril 0,9% (2 mL). As suspensdes resultantes foram deixadas em processo
de sedimentagdo. Aliquotas de 100uL foram utilizadas para plaqgueamento em &gar Sabouraud
e agar Batata. As culturas foram mantidas a temperatura ambiente. A presenca de col6nias foi
observada pelo crescimento do fungo e quantificada pelo método de escores (crescimento

intenso +++, crescimento médio ++, crescimento escasso +, sem crescimento -).



Dosagem de citocinas

Para a quantificacdo das citocinas, foi utilizado o método de ELISA sanduiche,
utilizando kit para dosagem de citocinas murinas da eBioScyence. Neste método, as placas de
ELISA foram sensibilizadas “overnight”, a 4°C, com anticorpo de captura (2ug/mL). Apds 24
horas as placas foram lavadas e bloqueadas com Solugdo Tamponada com Fosfato (PBS) 10%
Soro Fetal Bovino (SFB) e foi acrescentado o soro dos animais (100uL/pogo). Apés 24 horas
de incubacdo as placas foram lavadas 3 vezes com 200ul/poco de PBS contendo 0,05% de
Tween 20 (PBS-T20). Foi adicionado o anticorpo de detec¢do numa concentragdo de 1ug/mL.
O volume de 100uL/pogo foi mantido por 45-60 minutos a temperatura ambiente. Em
seguida, as placas foram lavadas 6 vezes com 200uL/pogo de PBS-T20 e adicionada avidina-
peroxidase (100uL/pogo) nas concentragdes 1:400 ou 1:2000 (conforme a citocina) em PBS
10% SFB, por 30 minutos. As placas foram lavadas 8 vezes com 200uL/poco de PBS-T20,
entdo, foi adicionado o substrato contendo: 5uL de H,O, a 30% (Merck) em 10 mL de tampéo
citrato de soédio 0,1M, pH 5.0; nesta solugdo foram diluidos 5mg do revelador
ortofenilenodiamina (OPD), (Merck); desta solucao foram colocadas 100uL/poco, por 15
minutos a temperatura ambiente em cadmara escura. A interrupcao da reacdo enzimatica foi
realizada mediante a adi¢ao de 50uL/pogo de uma solugdo de acido sulfarico (H2SO4) 4N. A
absorbancia foi determinada em um leitor de ELISA (Titertek-Multiscan), com filtro de 492
nm, contra branco constituido pelo substrato e acido sulfdrico 4N. Os resultados foram

expressos em D.O.

Andlise Estatistica

Os dados foram expressos como media + desvio padrdo. A analise estatistica foi feita

por teste “t” de Student bicaudal, sendo o nivel de significancia p< 0,05.



RESULTADOS

Avaliacdo da disseminacdo fungica em diferentes 6rgdos de camundongos de diferentes

linhagens.

A disseminacdo fungica para o pulméo, baco e figado das diferentes linhagens de
camundongos infectados esta descrita na tabela 1.

Na primeira semana pos-infeccdo houve um significativo crescimento fungico em
todos os 6rgédos avaliados, sendo essa disseminacgdo leve nos pulmdes, moderada nos figados e
intensa nos bacos das trés linhagens.

Na quarta semana pdés-infeccdo, o crescimento flngico nos pulmdes que era leve
passou a ser ausente nas trés linhagens. No figado, o crescimento flngico passou de moderado
para leve na linhagem C57BI/6, de moderado para intenso na linhagem Swiss, e permaneceu
moderado na linhagem C3H/HePas. Entretanto, quando se avaliou 0 bago, 0 crescimento
fangico passou de intenso para leve tanto na linhagem C57BI/6 quanto na Swiss, enquanto na
C3H/HePas ele se manteve intenso.

Tabela 1: Disseminagdo do Fusarium oxysporum para pulmao, baco e figado de diferentes
linhagens de camundongos.

Primeira semana

Figado Baco Pulméo
Swiss ++ +++ +
C3H/HePas ++ +++ +
C57BI/6 ++ +++ +

Quarta semana

Figado Baco Pulméo
Swiss +++ + -
C3H/HePas ++ +++ -
C57BI/6 + + -

Meétodo de escores (crescimento intenso +++, crescimento médio ++, crescimento leve +, em crescimento -).

Avaliacéo dos 6rgéos de diferentes linhagens de camundongos infectados



Analisando o peso dos camundongos Swiss, C57BI/6 e C3H/HePaS, tanto na primeira
semana quanto na quarta semana poés infeccdo com suspensdo do fungo (Figuras 1A e 1B),
podemos perceber que apenas a linhagem C3H/HePaS sofreu diminuigcdo do peso corporal,

sendo essa alteracéo restrita a primeira semana pos infeccao.

A avaliacdo do peso do figado nos camundongos infectados, em comparacdo aos
respectivos grupos controles de cada linhagem, demonstrou um aumento apenas na linhagem

C57BI/6, o qual foi restrito a primeira semana pds-infeccao (Figuras 2A e 2B).

Observando os resultados da avaliagdo do peso dos pulmdes, pudemos notar que néo
houve diferencas significativas entre o grupo infectado e o grupo controle em ambos 0s
tempos avaliados (Figuras 3A e 3B). Entretanto, houve uma tendéncia nitida de aumento de

peso neste Grgdo na primeira semana de infecgéo.

A avaliacdo do peso do bago demonstrou que, na primeira semana, houve um aumento
significativo no peso em todas as linhagens. Na quarta semana, entretanto, apenas a linhagem
C3H/HePaS manteve esse aumento (Figuras 4A e 4B ). O mesmo padrdo se manteve quando
as células do bago foram quantificadas, ou seja, um aumento do nimero de células esplénicas
em todas as linhagens na primeira semana, enquanto na quarta semana esse aumento foi

observado apenas na linhagem C3H/HePas (Figuras 5A e 5B).
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Figura 1 — Efeito da infec¢do sobre o peso corpdreo dos animais. Camundongos das linhagens
Swiss, C57BI/6 e C3H/HePas foram inoculados com suspensdo de Fusarium oxysporum e apos 1 (A)
ou 4 (B) semanas foram pesados. Os dados representam a média + desvio padrdo de 5 animais/grupo.

*p<0.05 quando comparado com o grupo controle da respectiva linhagem.
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Figura 2 — Efeito da infeccdo sobre o peso do figado. Camundongos das linhagens Swiss, C57BI1/6

e C3H/HePas foram inoculados com suspensdo de Fusarium oxysporum e apds 1 (A) ou 4 (B)
semanas eles foram sacrificados seguido da coleta e pesagem do figado (A e B). Os dados representam
a média * desvio padrdo de 5 animais/grupo. *p<0.05 quando comparado com o grupo controle da

respectiva linhagem.
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Figura 3 — Efeito da infecgdo sobre o peso do pulmé&o. Camundongos das linhagens Swiss, C57BI/6
e C3H/HePas foram inoculados com suspensdo de Fusarium oxysporum e apds 1 (A) ou 4 (B)
semanas pos infeccdo eles foram sacrificados, seguido da coleta e pesagem do pulmdo. Os dados
representam a média + desvio padrdo de 5 animais/grupo. *p<0.05 quando comparado com o grupo

controle.
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Figura 4 — Efeito da infeccé@o sobre o peso do baco. Camundongos das linhagens Swiss, C57BI/6 e
C3H/HePas foram infectados com suspensdo de Fusarium oxysporum e ap6s 1 (A) ou 4 (B) semanas
pos infeccdo eles foram sacrificados, seguido da coleta e pesagem baco. Os dados representam a média

* desvio padrdo de 5 animais/grupo. *p<0.05 quando comparado com o grupo controle.
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Figura 5 — Efeito da infeccdo sobre o nimero de células do bago. Camundongos das linhagens
Swiss, C57BI/6 e C3H/HePas foram inoculados com suspensdo de Fusarium oxysporum e apds 1
(A) ou 4 (B) semanas eles foram sacrificados, seguido da coleta do baco para quantificagcdo de suas
células. Os dados representam a média + desvio padrdo de 5 animais/grupo. *p<0.05 quando

comparado com o grupo controle da respectiva linhagem.



Avaliacao do perfil de citocinas em camundongos infectados

A analise dos resultados de producdo de citocinas do padrdo Thl (IFN-y) e Th2 (IL-
10), ap6s quatro semanas de infeccdo, mostrou uma tendéncia a diminuicdo na producdo
destas citocinas nos animais infectados de todas as linhagens. Entretanto, esta diminuigéo foi
significativa apenas na linhagem Swiss quando se tratando do IFN-y e na linhagem
C3H/HePAS quando se tratando da IL-10. Além disso, a comparacdo da producdo de
citocinas pelos animais infectados das trés linhagens estudadas demonstrou que a linhagem
C3H/HePas apresentou uma maior producdo de IFN-y e a0 mesmo tempo, uma menor

producéo de IL-10 quando comparada com as demais linhagens (Figuras 6A e 6B).
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Figura 6 — Dosagem de IL-10 e IFNy no soro de camundongos inoculados com Fusarium
oxysporum. Camundongos das linhagens Swiss, C57BI/6 e C3H/HePas foram inoculados com
suspensdo de Fusarium oxysporum e apos 4 semanas foram exsanguinados para obtengdo do soro. A
dosagem das citocinas IL-10 (A) e IFN-y (B) foi realizada pelo método de ELISA sanduiche. Os dados
representam a média + desvio padrdo das absorbancias 6ticas (D.O.) de 5 soros/grupo dosados em
triplicata. *p<0.05 quando comparado com o grupo controle. #p<0,05 quando comparado com as

demais linhagens.



Anélise do tempo de sobrevida de camundongos infectados

O tempo de sobrevida dos camundongos infectados esta representado na figura 7. Os
ultimos animais infectados das linhagens C3H/HePas, C57BI/6 e Swiss morreram apds 7, 9 e
10 meses de infeccdo, respectivamente. A sobrevida média foi de 5 meses para a C3H/HePas,
6,8 meses para a C57BI/6 e 7,5 meses para a linhagem Swiss, 0 que representou uma inibicéo
da sobrevida em 44%, 39% e 25%, respectivamente, quando comparado ao tempo de
sobrevida dos animais ndo infectados. Dessa forma, mostrou-se que a linhagem C3H/HePas

foi a mais susceptivel das trés analisadas.



100
.@©
2 754
)
=
>
L 50-
O
(@)
%)
254
0

T T T T T T T T |
01 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
Tempo (meses)

—— C3H/HePas Infectado —— Swiss Infectado —— C57BI/6 Infectado
C3H/HePas Controle  —— Swiss Controle —— C57BI/6 Controle

e el
o N M
| I I |

Tempo de sobrevida (meses)

O N DM O ©
1

C3H Sw C57

. CONTROLE (/| INFECTADO

Figura 7 — Efeito da infeccdo sobre o tempo de sobrevida de camundongos de diferentes
linhagens. Camundongos das linhagens Swiss, C57BI/6 e C3H/HePas foram inoculados ou néo
(controle) com suspensdo de Fusarium oxysporum e tiveram a sobrevida acompanhada durante 12
meses. Os dados representam 4 animais/grupo. O grafico A representa a sobrevida individual dos
animais e o grafico B representa a média + desvio padrdo do tempo de sobrevida em meses.*p<0.05

guando comparado com o grupo controle. #p<0,05 quando comparado com as demais linhagens.



DISCUSSAO

Este trabalho buscou avaliar o padréo de resisténcia/susceptibilidade de linhagens
diferentes de camundongos imunocompetentes utilizando um modelo experimental de
fusariose. Para investigar o desenvolvimento da infecgéo, avaliamos pardmetros como peso
dos animais, peso dos 6rgaos (pulmédo, baco e figado), disseminagdo do fungo, padrdo de

citocinas e sobrevida dos animais.

As linhagens escolhidas para o estudo foram a Swiss, a C3H/HePas e a C57BIl/6. A
linhagem Swiss é uma linhagem nao isogénica, bastante utilizada em trabalhos com modelos
experimentais. As linhagens C3H/HePas e C57BI/6 sdo isogénicas e ja foram relatadas em
trabalhos de modelos experimentais em infeccbes fldngicas com Paracoccidioides
brasiliensis, tendo apresentado fendtipo de resisténcia moderada ou forte respectivamente

(41).

Nascimento et al. (42) relatando um caso de fusariose em um horticultor, citaram que
uma das vias fisioldgicas de infeccdo é a via cutanea. Apesar da sugestdo de que a via
fisiolégica de infeccdo é a via cuténea, a via de infeccdo escolhida neste trabalho foi a
intraperitoneal por ser uma via de facil acesso e por ser a cavidade peritoneal rica em 6rgdos

vitais, o que poderia facilitar a penetracdo do fungo e posterior disseminacao.

Nossos dados demonstraram que o método utilizado para indugdo da infeccdo foi
eficaz nas trés linhagens de camundongos estudadas, mesmo sem eles serem previamente
imunossuprimidos. Apds terem sido infectados intraperitonealmente com o fungo, os animais
foram sacrificados na primeira e quarta semana ja que o fungo € muito agressivo e cresce
rapidamente (2). A anélise do crescimento fangico, realizada pelo método de escores, revelou
que os 3 6rgdos testados, figado, bago e pulmao, apresentaram fungos apos a primeira semana

pos infeccdo. (Tabela 1). A presenca de fungos no figado e baco, até certo ponto, era
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esperada, uma vez que a via de infeccdo foi a intraperitoneal. Porém a presenca de fungos no
pulmao revela que, realmente, houve disseminacdo do fungo pela corrente sanguinea, ja que
este 6rgdo encontra-se isolado da cavidade peritoneal pelo diafragma. Entretanto, na quarta
semana, houve detec¢do do fungo no figado e bago, mas ja ndo houve crescimento flngico no
pulméo (Tabela 1). Estes dados revelam que muito embora o fungo seja muito agressivo,
disseminando rapidamente, nos primeiros dias de infeccdo, ele ndo parece se manter no
organismo imunocompetente por muito tempo. Vale ressaltar, no entanto, que este fungo
acomete individuos com um certo grau de comprometimento imunoldgico (42), o que sugere
a existéncia de imunidade protetora, a qual induziria uma auto-resolucdo da infeccéo, ou auto-
cura. Esta hip6tese ainda serd investigada futuramente pelo acompanhamento dos animais

infectados por periodos mais longos de infecgéo.

Nas doencas infecciosas, o aumento dos Orgdos pode ser um importante sinal
diagnostico. Isso porque os agentes patogénicos podem induzir direta ou indiretamente,
reacOes inflamatdrias locais, com formacdo de edema, recrutamento e ainda, proliferacdo
celular, se este érgdo for do sistema imunologico. Neste trabalho, o pulméo, baco e figado
foram escolhidos para avaliacdo por serem érgdos vitais comprometidos em infec¢oes, sendo
Uteis no diagnostico de muitas doencas, e terem sido citados por Nascimento et al (43) como
6rgdos importantes na avaliagdo de disseminagGes fungicas, como por exemplo, no caso do
Paracoccidioides brasiliensis. Especial atencdo foi dada ao bago, inclusive com a
quantificacdo de suas células, por ser este um 6rgdao imunoldgico secundario fundamental no
desenvolvimento da resposta imunoldgica, ja que é um local de captacdo de antigeno e
proliferacdo de linfocitos T e B, responsaveis pelo reconhecimento do antigeno e producéo de
anticorpos respectivamente (44), portanto, sendo um dos principais locais de respostas

imunoldgicas a antigenos provenientes do sangue (45).
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Nenhuma das linhagens analisadas apresentou alteracfes evidentes no peso do figado
na primeira e quarta semanas de infeccéo (Figura 2). O pulmé&o por outro lado apresentou uma
tendéncia de aumento de peso nas trés linhagens na primeira semana, mas voltou ao normal
na quarta semana. Maiores alterac6es, no entanto, foram observadas em relagéo ao baco, que
apresentou peso significativamente maior em todas as linhagens na primeira semana. Este
resultado sugere um possivel aumento da proliferacdo de células imunoldgicas, desencadeada
pela infecgdo, o que ficou evidente quando se quantificou as células deste 6rgdo. Na quarta
semana, entretanto, apenas a linhagem C3H/HePas apresentou aumento do peso do bago e do

namero de células esplénicas.

Além da analise do peso dos 6érgdos, o peso dos animais também é um parametro
importante para avaliacdo do estado geral do individuo. Os dados demonstraram que apenas a
linhagem C3H/HePas apresentou uma reducdo de seu peso corporal na primeira semana de
infeccdo, mas 0 mesmo ndo ocorreu na quarta semana. Esta reducdo do peso corporal pode
indicar uma debilidade desta linhagem frente a infeccdo ou mesmo, a producdo de alguma
citocina, como por exemplo, o Fator de Necrose Tumoral (TNF) que tem sido relacionada em
animais com infecc@es fungicas (43). O quadro apresentado pela linhagem C3H/HePas, com
diminuicdo no peso corporeo e aumento do peso do bacgo, sugere a presenca de um quadro
infeccioso semelhante a outros descritos na literatura como no estudo da susceptibilidade

camundongos ao fungo Paracoccidioides brasiliensis, por Calich et al. (36).

A anélise do peso e nimero de células do bago nos revela que o aumento destes dois
parametros parece estar diretamente relacionado ao crescimento fungico. Na primeira semana
quando todas as linhagens apresentaram crescimento fungico acentuado no baco (Tabela 1),

também houve aumento de proliferagdo celular neste 6rgdo, enquanto na quarta semana que
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apenas a linhagem C3H/HePas apresentou alto indice de crescimento flngico no baco, apenas

ela também apresentou maior numero de células esplénicas (Figura 5).

Da mesma forma, o crescimento moderado de fungos no pulmao das trés linhagens
(tabela 1), parece ter induzido um aumento no peso deste 6rgdo (Figura 3). Este aumento de
peso, entretanto, ndo foi significativo, mas sugere uma possivel correlacdo ja evidenciada no

baco, entre crescimento fingico e aumento do peso do 6rgao.

Apesar da linhagem C3H/HePas apresentar alto indice de proliferacdo de células
esplénicas, a mesma foi a que apresentou maior crescimento fangico no bago e a menor
sobrevida total, tanto em relacdo as demais linhagens, quanto em relacdo aos animais nédo
infectados utilizados como controle. Este resultado indica que esta linhagem foi a mais

susceptivel & infeccdo pelo fungo.

Com o intuito de investigar a razdo desta maior susceptibilidade da linhagem
C3H/HePas, foram guantificadas no soro dos animais as citocinas do padrdo Thl e Th2, IFN-y
e IL-10, respectivamente. O tempo escolhido para esta quantificacdo foi o de quatro semanas
tendo em vista que este foi o tempo em que foram detectadas diferencas significativas entre as
linhagens tanto em relacdo ao crescimento fungico quanto em relagdo ao peso e nimero de
células no bago. A andlise dos dados demonstrou que a linhagem C3H/HePas apresentou
menor producdo de IL-10 e maior producdo de IFNy quando comparada com as demais
linhagens. Com isso podemos sugerir que a linhagem mais susceptivel ao Fusarium
oxysporum segue o padrdo Thl de resposta imunoldgica provavelmente com ativacdo de
macrofagos e reativos de oxigénio e nitrogénio principalmente NO, enquanto a mais resistente

segue o0 padrédo Th2.

Esses resultados se diferenciam de outros modelos experimentais como o da

Leishmania major onde a linhagem Balb/c, a mais susceptivel, segue um padrdo de resposta
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Th2, consequentemente uma diminuicdo na producgdo de NO (46). J& o Fusarium oxysporum,
sendo um fungo filamentoso, é um patégeno extracelular e ao invés desse NO produzido
eliminar o parasito, pode, pelo contrério, induzir um quadro de imunossupressao no animal o
que favoreceria a progressdo da infeccdo. Tal quadro imunossupressor, ja foi demonstrado na
infeccdo experimental por Paracoccidioides brasiliensis, onde a linhagem de camundongos
susceptivel ao fungo apresenta uma elevada producdo de NO enquanto a linhagem resistente
apresenta uma baixa producdo deste metabdlito, porém suficiente para lhe conferir resisténcia
(43). Da mesma forma, em pacientes com paracoccidioidomicose foi demonstrado um
decréscimo na producdo de IFN-y e uma elevagdo na producdo de IL-10, sugerindo que a

progressdo dessa micose sistémica depende da ativacdo da resposta do padrao Th2 (47,48,49).

Ainda ndo ha relatos na literatura sobre o padrdo de respostas imunolégicas envolvidos
na progressao da infeccdo por fungos do género Fusarium. Dessa forma, nosso trabalho é um
primeiro passo em direcdo a uma caracterizacdo do perfil imunoldgico relacionado com a
susceptibilidade a esse fungo, bem como é um dos primeiros a sugerir um possivel

mecanismo de inducdo de quadros de susceptibilidade ou resisténcia a essa infeccéo.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

A inoculagdo com suspensdo de Fusarium oxysporum por via intraperitoneal pode
induzir infeccdo em camundongos, o que pdde ser comprovado pela disseminacdo fungica
para os diferentes orgdos, pela diminuicdo da sobrevida dos animais, pelas alteragdes

esplénicas e pela modulacéo do padrdo de resposta imunologica.

Das trés linhagens estudadas, a linhagem C3H/HePas é a mais susceptivel ao
Fusarium oxysporum, apresentando maior crescimento fangico no baco, maiores alteracdes
esplénicas e menor sobrevida. Esta susceptibilidade parece estar associada ao padrdo Thl de

resposta imunoldgica.
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used without going into methodological detail and mention the most important results.

Abbreviations should be kept to a minimum and should be defined in both the Abstract
and text.

Please do not include any reference citations in the abstract. If the use of a reference is
unavoidable, the full citation should be given within the abstract.

The abstract should not exceed 250 words and should be written as a single paragraph
double-spaced on a separate page following the title page.

Please see <http://www.bjournal.com.br/writing a good abstract.html> for suggestions
on writing a good abstract

”~

Introduction =

The Introduction should put the focus of the manuscript into a broader context. As you
compose the introduction, think of readers who are not experts in this field. Include a
brief review of the key literature. This should state the purpose of the investigation and
justification for undertaking the research and relationship to other work in the field. An
extensive listing or review of the literature should not be used. If there are relevant
controversies or disagreements in the field, they should be mentioned so that a non-
expert reader can delve into these issues further. The Introduction should conclude with
a brief statement of the overall aim of the experiments and a comment about what was
achieved.
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Material and Methods =

Sufficient information should be provided in the text or by referring to papers in generally
available journals to permit the work to be repeated.

This section should provide enough detail for reproduction of the findings. Protocols for
new methods should be included, but well-established protocols may simply be
referenced. We encourage authors to submit, as separate files, detailed protocols for
newer or less well-established methods. These will be linked to the article and will be
fully accessable.

>~

Results =

The results should be presented clearly and concisely. Tables and figures should be used
only when necessary for effective comprehension of the data. In some situations, it may
be desirable to combine Results and Discussion into a single section. The Results section
should provide results of all of the experiments that are required to support the
conclusions of the paper. There is no specific word limit for this section, but a description
of experiments that are peripheral to the main message of the article and that detract
from the focus of the article should not be included. The section may be divided into
subsections, each with a concise subheading. Large datasets, including raw data, should
be submitted as supplemental files; these are published online alongside the accepted
article. The Results section should be written in past tense.

Discussion =

The purpose of the Discussion is to interpret the results and relate them to existing
knowledge. Information given elsewhere in the text, especially in Results, may be cited
but all results not repeated in detail in the Discussion. The Discussion should spell out the
major conclusions and interpretations of the work including some explanation of the
significance of these conclusions. How do the conclusions affect the existing assumptions
and models in the field? How can future research build on these observations? What are
the key experiments that must be done? The Discussion should be concise and tightly
argued. If warranted, the Results and Discussion may be combined into one section.

>~
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from colleagues. People who contributed to the work, but do not fit the criteria for
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ensure that anyone named in the Acknowledgments agrees to being so named. Financial
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References =

Only published or accepted manuscripts should be included in the reference list. Meeting
abstracts, conference talks, or papers that have been submitted but not yet accepted
should not be cited. Limited citation of unpublished work should be included in the body
of the text only. All personal communications should be supported by a letter from the
relevant authors. Authors are responsible for the accuracy and completeness of their
references and for correct text citation. When possible, references which are easily
available in English should be cited.
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The BIJMBR uses the numbered citation (citation-sequence) method. References are listed
and numbered in the order that they appear in the text. In the text, citations should be
indicated by the reference number in parentheses. Multiple citations within a single set of
parentheses should be separated by commas without a space (1,5,7) . Where there are
more than three sequential citations, they should be given as a range. Example: "...has
been shown previously (4-9)." Make sure the parts of the manuscript are in the correct
order before nambering the citations.

Because all references will be linked electronically as much as possible to the papers they
cite, proper formatting of the references is crucial. For all references, list the first 6
authors followed by et al., Title, Journal (abbreviation), Year, Volume, Complete Pages,

The Brazilian Journal of Medical and Biological Research follows the reference format of
the Uniform Requirements for Manuscripts Submitted to Biomedical Journals, which can
be found on the website of the National Library of Medicine
(http://www.nlm.nih.gov/bsd/uniform requirements.html). Use the Medline journal
abbreviations and follow the reference style shown on the Website noted above, with
several exceptions. See below for details. If the author uses the program "Reference
Manager", copy the file containing the style of the Brazilian Journal of Medical and
Biological Research and place it in the folder of "Styles". When submiting the manuscript,
send the file produced in Reference Manager (".rmd") as an attachment.

Please use the following style for the reference list:

Published Papers. First 6 authors followed by et al., Title, Journal (abbreviation in
italics), Year, Volume, Complete Pages.

Lammers AE, Hislop AA, Flynn Y, Haworth SG. The 6-minute walk test: normal values for
children of 4-11 years of age. Arch Dis Child 2008; 93: 464-468.

Zhang Q, Malik P, Pandey D, Gupta S, Jagnandan D, Belin de CE, et al. Paradoxical
activation of endothelial nitric oxide synthase by NADPH oxidase. Arterioscler Thromb
Vasc Biol 2008; 28: 1627-1633.

National Heart Lung and Blood Institute. Global Initiative for Asthma (GINA). Global
strategy for asthma management and prevention: NHLBI/WHO Workshop Report.
Bethesda: National Institute of Health. National Heart, Lung and Blood Insitute
publication No. 02-3659; 2006.

Article accepted for publication but not yet published. First 6 authors followed by
et al., Title, Journal (abbreviation), Year of expected publication, (in press) at the end of
the citation.

Janiszewski M, Lopes LR, Carmo AO, Pedro MA, Brandes RP, Santos CXC, et al.
Regulation of NAD(P)H oxidase by associated protein disulfide isomerase in vascular
smooth muscle cells. J Biol Chem 2005 (in press).

Electronic Journal Articles (Online Journals). Ensure that URLs are active and
available.

American Academy of Ophthalmology. Diabetic retinopathy disease severity scale. Am
Acad Ophthalmol
http://www.aao.org/education/library/recommendations/international_dr.cfm; 2005.
Accessed 11 August 2006.
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Simon JA, Hudes ES. Relationship of ascorbic acid to blood lead levels. JAMA
http://jama.ama-assn.org/cgi/content/abstract/281/24/2289; 1999. Accessed 11 August
2006.

Internet Communication. Ensure that URLs are active and available.

Brasil. Associacdao Brasileira para o Estudo da Obesidade: pesquisa da populacao
brasileira. http://www.abeso.org.br. Accessed February 22, 2008.

Information behaviour of the researcher of the future, CIBER Report.
http://www.bl.uk/news/2008/pressrelease20080116.html.

CAPES Statistics. http://www.capes.gov.br/capes/portal. Accessed March 16, 2006.

CNPq Plataforma Lattes, "Investimentos do CNPq em CT&I".
http://fomentonacional.cnpg.br/dmfomento/home/index.jsp. Accessed March 16, 2006.

Audiovisual Material

Physician's Desk Reference (PDR). Release 2003.1AX. [CD-ROM]. Montvale: Thomson
PDR; 2003.

Computer Program
Dean AG, Dean JA, Coulombier D, Brendel KA, Smith DC, Burton AH, et al. Epi info,
version 6.04: a word processing database and statistics program for public health on

IBM-compatible microcomputers. [Computer program]. Atlanta: Centers of Disease
Control and Prevention; 1998.

Statistical Package for the Social Sciences (SPSS). Version 12.0. [Computer program].
Chicago: SPSS Inc.; 2006.

Patent

Larsen CE, Trip R, Johnson CR. Methods for procedures related to the electrophysiology
of the heart. Patent No. 5.529.067. Novoste Corporation; 1995.

Book, Whole. Authors, Book title, Edition, City, Publisher, Year.

American College of Sports Medicine. Diretrizes do ACSM para os testes de esforco e sua
prescricdo . Rio de Janeiro : Guanabara Koogan; 2007.

Book, Chapter. Authors, Chapter Title, Editors, Book title, Edition, City, Publisher, Year,
Pages of citation.

Kronfol A. Behavioral effects of cytokines: a psychiatrist's perspective. In: Plotnikoff NP,
Faith RE, Murgo AJ, Good RA (Editors), Cytokines stress and immunity. London: CRC
Press; 2007. p 1-16.

Kintzios SE. What do we know about cancer and its therapy? In: Kintzios SE, Barberaki
MG (Editors), Plants that fight cancer. New York: CRC Press; 2004. p 1-14.

Report
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WHO (World Health Organization), IPCS (International Program in Chemical Safety).
Environmental health criteria: 118 Inorganic mercury. Geneva: World Health
Organization; 1991.

National Commission on Sleep Disorders Research. Wake up America: a national sleep
alert. Washington: Government Printing Office; 1993.

Thesis

Joselevitch C. Visao no ultravioleta em Carassius auratus (Ostariophysi, Cypriformes,
Cyprinidae): estudo eletrofisioldgico do sistema cone - células horizontais. [Master's
thesis]. Sao Paulo: Instituto de Psicologia, USP; 1999.

Conference, Symposium Proceedings. Cite papers only from published proceedings.

Hejzlar RM, Diogo PA. The use of water quality modelling for optimising operation of a
drinking water reservoir. Proceedings of the International Conference Fluid Mechanics
and Hydrology. 1999 Jun 23-26; Prague. Prague: Institute of Hydrodynamics AS CR;
1999. p 475-482.

"Unpublished results"”, "Personal communication” and "Submitted papers".
Reference should appear in the text with the individual name(s) and initials and not in
the reference list.

(Santos CS, da-Silva GB, Martins LT, unpublished results).

It is assumed that the author has obtained permission from the source when "personal
communication" is cited.

Abstract. First 6 authors followed by et al., Title, Journal (abbreviation), Year, Volume,
Complete Pages (Abstract).

Lima SM, Bonci DM, Grotzner SR, Ribeiro CA, Ventura DF. Loss of amacrine cells in
MeHg-treated retinae in a tropical fish. InvestOphthalmol Vis Sci 2003; 44: E-5172
(Abstract).

Competing Interest =

Authors are asked at submission to state whether they have any financial, personal, or
professional interests that could be construed to have influenced their paper. Reviewers
are also asked to declare any interests that might interfere with their objective
assessment of a manuscript. Any relevant competing interests of authors must be
available to editors and reviewers during the review process and will be stated in
published articles.

Abbreviations =

Abbreviations should be kept to a minimum. Define all abbreviations upon first use in the
text. Non-standard abbreviations should not be used unless they appear at least three
times in the text.

e Explain all abbreviations in the text, figure and table legends when they first
appear. Keep the number of abbreviations to a minimum.

e Do not explain abbreviations for units of measurement [3 mL, not 3 milliliters
(mL)] or standard scientific symbols [Na, not sodium (Na)].
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e Abbreviate long names of chemical substances and terms for therapeutic
combinations. Abbreviate names of tests and procedures that are better known by
their abbreviations than by the full name (VDRL test, SMA-12).

e Use abbreviations in figures and tables to save space, but they must be defined in
the legend.

Nomenclature %=

The use of standardized nomenclature in all fields of science and medicine is an essential
step toward the integration and linking of scientific information reported in published
literature. We will enforce the use of correct and established nomenclature wherever
possible:

We strongly encourage the use of SI units. If you do not use these exclusively, please
provide the SI value in parentheses after each value. Examples:

s for second

min for minute

h for hour

L for liter

m for meter

kDa for mass in kilodaltons

5 mM rather than 5 x 10-3 M or 0.005 M

Species names should be italicized (e.g., Homo sapiens).

Genes, mutations, genotypes, and alleles should be indicated in italics. Use the
recommended name by consulting the appropriate genetic nomenclature database, e.qg.,
HUGO for human genes. It is sometimes advisable to indicate the synonyms for the gene
the first time it appears in the text.

The Recommended International Non-Proprietary Name (rINN) of drugs should be
provided.

Figures =

Figures must be submitted in high-resolution version. Please ensure that the files
conform to our Guidelines for Figure Preparation when preparing your figures for
production.

Preparing figure files for submission

Brazilian Journal of Medical and Biological Research encourages authors to use figures
where this will increase the clarity of an article. The use of colour figures in articles is free
of charge. The following guidelines must be observed when preparing figures. Failure to
do so is likely to delay acceptance and publication of the article.

e Illustrations for publication should be provided as separate files.

e Each figure of a manuscript should be submitted as a single file.

e Tables should NOT be submitted as figures but should be included in the main
manuscript file.

e Figures should be numbered in the order they are first mentioned in the text, and
uploaded in this order.

e Figure titles and legends should be provided in the main manuscript, not in the
graphic file.
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The aim of the figure legend should be to describe the key messages of the figure,
but the figure should also be discussed in the text. An enlarged version of the
figure and its full legend will often be viewed in a separate window online, and it
should be possible for a reader to understand the figure without moving back and
forth between this window and the relevant parts of the text. Each legend should
have a concise title of no more than 15 words. The legend itself should be
succinct, while still explaining all symbols and abbreviations. Avoid lengthy
descriptions of methods.

Each figure should be closely cropped to minimize the amount of white space
surrounding the illustration. Cropping figures improves accuracy when placing the
figure in combination with other elements, when the accepted manuscript is
prepared for publication on our site. For more information on individual figure file
formats.

Individual figure files should not exceed 5 MB. If a suitable format is chosen, this
file size is adequate for extremely high quality figures.

Please note that it is the responsibility of the author(s) to obtain permission from
the copyright holder to reproduce figures (or tables) that have previously been
published elsewhere. In order for all figures to be open-access, authors must have
permission from the rights holder if they wish to include images that have been
published elsewhere in non-open-access journals. Permission should be indicated
in the figure legend, and the original source included in the reference list.

Supported file types

The following file formats can be accepted. Detailed information for each file type can be
found by clicking on individual links.

EPS (suitable for diagrams and/or images)

PDF (suitable for diagrams and/or images)

Microsoft Word (suitable for diagrams and/or images, figures must be a single
page)

PowerPoint (suitable for diagrams and/or images, figures must be a single page)
TIFF (suitable for images)

JPEG (suitable for photographic images, less suitable for graphical images)

BMP (suitable for images)

Micrographs should be treated like photographs with the following additional
guidelines.

Details of the magnification should be given.

Details of any stains used and the method of preparation the sample should be
given in the figure legend or in the Methods section.

Detailed information about the microscope used should be included in the figure
legend or in the Methods section.

The type of camera, photographic software and details of any subsequent image
manipulation should be given in the article text.

Tables =

Tables must be submitted in word (.doc) or Excel (.xIs).

Tables must be nhumbered consecutively with Arabic numerals in the text.

Tables must have a concise and descriptive title.

All explanatory information should be given in a footnote below the table.
Footnotes should be used to explain abbreviations and provide statistical
information.
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e All abbreviations must be defined in this footnote, even if they are explained in
the text.

e Tables must be understandable without referring to the text.

e Each table should be on a separate page after the Reference section in the
submitted manuscript. Tables occupying more than one printed page should be
avoided, if possible.

e Vertical and diagonal lines should not be used in tables; instead, indentation and
vertical or horizontal space should be used to group data.

e Adapting/Reproducing Tables and Relevant Permissions. Acknowledgments of
original sources of copied material should be given as a reference in the table
footnote.

e Tables must be cell-based; do not use picture elements, text boxes, tabs, or
returns in tables.

Submission of Research Manuscripts =

You are Ready to Submit Your Manuscript. Text files can be submitted for review in the
following formats: DOC or RTF.

Files with figures can be submitted in the following formats: EPS, Excel, JPEG,
PhotoShop, PowerPoint, or TIFF.

Electronic Submission

Detailed instructions for submission can be found on the Brazilian Journal of Medical and
Biological Research Manuscript Submission and Peer Review Web site. Files are uploaded
individually and are combined into a single PDF file.

”~

Outline of the Production Process =

Once an article has been accepted for publication, the manuscript files are transferred
into our production system. Manuscripts are then copyedited by professional copyeditors
who correspond directly with the authors concerning queries and corrections. Any
corrections should be made before the article is formatted. Once the article has been
formatted, PDF proofs are generated so that authors can approve the final article. The
prompt return of proofs by authors will expedite the production process.
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( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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