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RESUMO

Estudos sobre a interacdo parasito-hospedeiro em relagdo ao fungo Paecilomyces lilacinus
carecem de informacdes, uma vez que essa espécie era reconhecida, até recentemente, como
contaminante do ar, sem importancia como agente causal da hialohifomicose. Atualmente, a
partir de casos clinicos descritos, tanto em criancas como em adultos imunocompetentes e
imunodeprimidos, tendo como agente etiolégico P. lilacinus, este fungo passou a ser
considerado como um importante oportunista humano emergente. Este estudo teve como
objetivo desafiar macréfagos murinos e de células da linhagem J774 com conidios de P.
lilacinus provenientes de distintas formas clinicas de hialohifomicose. Para isso, conidios
foram isolados a partir do crescimento fangico em meio BDA, a temperatura ambiente, por 10
a 12 dias. Macrofagos peritoneais de camundongos C57BL/6 e a linhagem celular J774
interagiram “in vitro” com os conidios na propor¢dao de 2:1, respectivamente. Apds a
interacdo, em tempos diferentes de incubacdo, as células foram fixadas com metanol e coradas
com “Wright-Giemsa” para andlise por microscopia Optica, € processadas com 2,5% de
glutaraldeido e 1% de tetroxido de 6smio em 0,1M para investigacdo por microscopia
eletrébnica de transmissdo (MET). Em macrofagos peritoneais murinos e células J774
observou-se que, em 30 minutos de interacdo, os conidios ja tinham sido internalizados. A
infeccdo a partir dai prosseguiu, com um aumento do numero de conidios dentro de
macrofagos, confirmado pelo aumento do indice endocitico. Entre uma a quatro horas ndo
houveram mudancas significativas na morfologia conidial. Em cinco horas, a microscopia
eletronica confirmou o aumento do volume conidial, presenga de tubo germinativo em
macrofagos peritoneais murinos, enquanto que neste mesmo tempo as células J774 apenas
apresentaram conidios sem mudancas significantivas quanto a morfologia. Em 14 horas, em
ambos os tipos celulares, foi observado um aumento do nimero de conidios internalizados e
em processo de formacéo de tubos germinativos. Em 24 horas, na interacdo com macréfagos
murinos, hifas de P. lilacinus foram observadas enquanto que, na mesma interacdo, com as
células J774 ndo foram observadas tais estruturas, mas somente tubos germinativos. Em 48
horas, para ambos os tipos celulares, apenas o micélio é observado. Verificou-se que 0s trés
isolados de P. lilacinus foram capazes de sobreviver dentro de fagocitos e que os macrofagos
peritoneais foram mais sensiveis ao fungo que as células da linhagem J774. Os resultados
obtidos neste trabalho chamam a atencdo de que estudos adicionais sobre a interacdo de
conidios de P. lilacinus e células fagociticas devem ser intensificados, na esperanca de que 0s
dados gerados ajudem a elucidar os complexos e criticos mecanismos envolvidos na
patogénese deste microrganismo oportunista

Palavras-chave: Paecilomyces lilacinus, hialohifomicose, macréfagos.



ABSTRACT

There is a lack of information concerning parasite-host interaction in relation to the fungus
Paecilomuces lilacinus, since this species has been known until recently as a air contaminant.
Currently, from clinical cases described in both children and adults, immunocompetent and
immunocompromised, have as the etiologic agent P. lilacinus. Therefore, this fungus has been
considered as an important emerging opportunistic in humans. This study aimed to challenge
murine macrophages and J774 cell-line with conidia of P. lilacinus obtained from different
clinical forms of hialohyphomycosis. For this, conidia were isolated from the fungal grown on
PDA at room temperature for 10-12 days. Peritoneal macrophages from C57BL/6 and J774
cell-lines interacted in vitro with conidia at a ratio of 2:1, respectively. After the interaction, at
different time points of incubation, cells were fixed with methanol and stained with Wright-
Giemsa for analysis by optical microscopy, and processed with 2.5% glutaraldehyde and 1%
osmium tetroxide in 0.1 M for investigation by transmission electron microscopy (TEM). The
murine peritoneal macrophages and J774 cells showed that in 30 minutes of infection conidia
had already been internalized. From this point on the infection continues, with an increase in
the number of conidia within macrophages, confirmed by increased endocytic index. In the 1-
4 hours period there was no significant change in conidial morphology. However, in five
hours, electron microscopy confirmed the increase in conidia, germ tube presence inside
murine peritoneal macrophages whereas, in this time, the J774 cells showed only conidia
without significant changes on the morphology. In 14 hours, for both cell types, we observed
an increase in the number of conidia internalized and in the process of germ tube formation.
In 24 hours of incubation with murine macrophages, hyphae of P. lilacinus was observed,
while at the same time of interaction with the J774 cells such structures were not observed,
but only germ tubes. At 48 hours in both cell types, only the mycelium was observed, while
few macrophages were present. It was detected that the three isolates of P. lilacinus were able
to survive within phagocytes and peritoneal macrophages were more susceptible to this
fungus than the J774 cell-line. The results of this work focus the attention that more studies
on the interaction of conidia of P. lilacinus and phagocytic cells should be intensified in the
hope that the data generated will help to elucidate the complex and critical mechanisms
involved in the pathogenesis of this opportunistic microorganism

Key words: Paecilomyces lilacinus, hialohyphomycosis, macrophages
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1- INTRODUCAO

1.1 - O GENERO Paecilomyces

O género Paecilomyces foi descrito em 1907 por Bainier, que isolou e caracterizou a
espécie P. variotti (CASTRO, SALEBIAN & SOTTO, 1990). Este género foi revisado por
Brown e Smith (1957) e modificado por Samson (1974), que reconheceu e definiu 31 espécies
e o dividiu em duas sessdes. Desde entdo ndo houve revisdo do género, porém, atualmente
mais de quarenta espécies sdo reconhecidas (LUANGSA-ARD, HYWEL-JONES &
SAMSON, 2004; INGLIS & TIGANO, 2006). A sessao Paecilomyces abriga membros que
frequentemente sdo termofilicos, ja a sesséo Isarioidea é formada por fungos mesofilicos, que
incluem vérias espécies entomopatogénicas e nematofagas, incluindo Paecilomyces lilacinus.
Estudos tém demonstrado que os estados perfeitos de ambas as sessbes estdo dentro do Filo
Ascomycota, Ordens Eurotiales e Hypocreales (INGLIS & TIGANO, 2006).

As espécies do género Paecilomyces estdo mundialmente distribuidas sendo
encontradas, principalmente, como saprébios no solo e de vegetais em decomposicao.
Também ja foram descritas como parte da microbiota de pelos de ovelhas, em hamsters e caes
(ALI-SHTAYEH et al, 1989; CABANES et al, 1996; BAGUY, SHANAWANY & ABDEL-
MALLEK, 1998). Sua principal importancia econémica refere-se ao dano causado a todos 0s
tipos de materiais organicos, em particular enlatados e, menos frequentemente, frutas de
mercado, sucos de fruta, manteiga, margarina e ovos de galinha. Afeta também o couro e a
juta (HALDANE et al, 1974).

Dentro do género Paecilomyces, as espécies relacionadas a micoses humanas sdo P.
viridis, P. marquandii, P. javanicus, P. variotii e P. lilacinus (TAN et al, 1992). As duas
ultimas sdo as de maior interesse médico.

Paecilomyces lilacinus (Thom) Samson 1974 é um fungo filamentoso, assexuado e

hialino. Essa espécie foi originalmente descrita em 1910 por Thom como Penicillium
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lilacinum (TAN et al, 1992). Foi também denominado Spicaria rubidopurpurea por Aoki em
1941, cuja corregdo para Penicillium lilacinum foi realizada por Brown e Smith em 1957
(TAKAYASU, AKAGI & SHIMIZU, 1977). Em 1974, Samson transferiu a espécie
Penicillium lilacinum para o género Paecilomyces, como Paecilomyces lilacinus devido as
caracteristicas morfoldgicas tipicas desse género (TAN et al, 1992).

Essa espécie tem sido descrita como parasita de insetos e nematddeos, assim sendo,
utilizada como agente biocontrolador ao redor do mundo (GARBINO et al, 2002; ZHU et al,
2006). Além disso, esta sendo objeto de pesquisa para fins antipoluentes, como biodegradante
de plastico e desintoxicante de poluente téxico (ODA et al, 1997; GESELL et al, 2004). No
entanto, por ser esse fungo agente causador de uma micose, tanto em humanos quanto em
outros animais, sua utilizacdo como biorremediador necessita de mais testes toxicoldgicos e
ecoldgicos e isso vem sendo questionado na comunidade cientifica (ZHU et al, 2006).

P. lilacinus ndo requer nutrientes especiais e cresce rapidamente em meios rotineiros
utilizados para cultura fangica (KUNSTYR et al, 1997; PASTOR & GUARRO, 2006). Nos
meios Sabouraud dextrose agar (SDA) e batata dextrose agar (BDA), a temperatura ambiente
(x 25°C), esse fungo desenvolve uma col6nia aveludada a flocosa com micélio aéreo,
inicialmente, branca e gradualmente assume cor rosada a violeta apds a esporulacdo (LACAZ
et al 1998). Posteriormente, com o passar do tempo, adquire a coloragdo acinzentada ou
marrom-acinzentada (KUNSTYR et al, 1997). A producdo de pigmento é aumentada quando
o fungo é semeado em Czapek agar e potato flakes agar (WESTENFELD, ALSTON &
WINN, 1996). O reverso pode ser incolor ou de coloragdo amarelo tornando-se acinzentado
Ou cinza escuro com o tempo, ou até purpura dependendo do meio de cultivo (TAKAYASU,
AKAGI & SHIMIZU, 1977; CASTRO, SALEBIAN & SOTTO, 1990; WESTENFELD,
ALSTON & WINN, 1996; LACAZ et al 1998). Exsudatos e odor sdo ausentes
(TAKAYASU, AKAGI & SHIMIZU, 1977). Possui crescimento a 37°C, embora lento
(KUNSTYR et al, 1997).

Ao exame microscopico, P. lilacinus apresenta hifas vegetativas hialinas de parede
lisa. Os conidiéforos possuem parede espessa e rugosa, pigmentados em amarelo ou parpuro,
consistindo de ramificacdes verticilidas com 2 a 4 fialides terminais. Essas fialides possuem
uma porc¢do basal dilatada e um distinto e fino pescoco. Sobre elas observam-se os conidios,
dispostos em cadeias divergentes ou enovelados, de parede lisa a ligeiramente rugosa, hialinos
ou na cor purpura quando em massas, elipticos a fusiformes. Ndo sdo formados
clamidosporos (SAMSON, 1974).
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Quando observado & microscopia eletrdnica, os conidios de P. lilacinus se diferenciam
quanto a aéreos (obtidos em BDA) e submersos (obtidos em meio liquido conhecido por gerar
a maior razdo conidio/micélio, contendo KH,PO,, (NH4)SO,4, MgSO,, CaCl, e glicose). Os
primeiros possuem um comprimento mediano de 2,56 pm (maximo: 3,16 pm; minimo: 2,0
pm) e largura de 1,65 pm (méximo: 2,0 pm; minimo: 1,33 pm). J4 os restantes sdo
significativamente maiores nestes aspectos, com 2,99 um de comprimento mediano (maximo:
4,33 pum; minimo: 2,16 pum) e largura de 2,17 pm (méximo: 3,33 um; minimo: 1,66 pum).
Alguns dos conidios submersos sdo maiores que a maioria dos outros e possuem superficie
enrugada (Figuras 1 e 2). Ambos os grupos possuem parede celular composta por uma
camada externa mais elétron-densa e uma interna mais elétron-opaca. Essa Gltima é mais
espessa em conidios submersos (espessura destes: 106 + 12 nm, enquanto que a dos aéreos
mede 58 + 14 nm). Além disso, em conidios aéreos esta camada parece ser dividida em 3
camadas de espessura similar (HOLLAND et al, 2002).

As mitocdndrias podem ser observadas em ambos, embora em conidios submersos
sejam menos distintas. Corpos lipidicos grandes sdo frequentemente observados em conidios
submersos e ocasionalmente nos pertencentes ao outro grupo enquanto que 0S COrpos
multilamelares podem ser vistos apenas em conidios aéreos. Ocasionalmente pode se observar
reticulo endoplasmatico nos conidios submersos. Os conidios, quando seccionados
completamente, sdo largos, geralmente possuindo metade do didmetro do conidio como um
todo (HOLLAND et al, 2002).

Figura 1 - Microscopia eletrénica de varredura de conidios aéreos de P. lilacinus. Nota-se
uma homogeneidade no que se refere ao tamanho e textura dos conidios. Barra: 1um.
Fonte: HOLLAND et al, 2002.
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Figura 2 - Microscopia eletronica de varredura de conidios submersos de P. lilacinus. Os
conidios possuem diferencas expressivas de tamanho (setas) e alguns possuem superficie
enrugada (ponta de seta). Barra: 1um. Fonte: HOLLAND et al, 2002.

1.2 - EPIDEMIOLOGIA E CLINICA

Frequentemente, P. lilacinus aparece como contaminante proveniente do ar em
espécimes clinicos e em solucdes consideradas estéreis, tais como cremes antissépticos e
locBes para uso clinico. Por ser resistente a maioria das técnicas comerciais de esterilizacéo, é
capaz de resistir a 10 minutos de tratamento com 0,5% de &cido peracético, apenas se
desvitalizando quando em contato com esta substancia por 30 minutos. Diferentes espécies do
género Paecilomyces ja foram isoladas de agua potavel clorada com concentracdo fangica
nesta ainda maior do que na agua néo tratada (KUNSTYR et al, 1997). P. lilacinus é capaz
também de colonizar materiais tais como cateteres e implantes de dispositivos protéticos
cirurgicos (GUNASEKERA et al, 2000; ORTONEDA et al, 2004; WALSH et al, 2004).

A primeira descricdo do género Paecilomyces como agente causal de infeccdo em
humanos data do ano de 1963, em um caso de endocardite subseqlente a substituicdo de
valvula mitral, que levou o paciente a 6bito (CASTRO, SALEBIAN & SOTTO, 1990). O
primeiro relato de caso clinico em humanos por P. lilacinus (ainda Penicillium lilacinum) foi
em 1972 por Fenech e Mallia, em um caso de efusdo pleural (TAKAYASU, AKAGI &
SHIMIZU, 1977).

A infeccdo por P. lilacinus é chamada de hialohifomicose, termo geral utilizado para

agrupar as infec¢bes causadas por diversos fungos que incluem espécies de Acremonium spp.,
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Beauveria spp., Fusarium spp., Scopulariopsis spp., entre outros (MATSUMOTO et al 1994).
Esta micose se caracteriza pela presenca de hifas hialinas no tecido do hospedeiro
(VARTIVARIAN et al, 1993).

Atualmente, P. lilacinus é considerado um importante patdgeno oportunista humano,
afetando individuos de todas as idades e ambos 0s sexos (TAN et al, 1992; PERFECT &
SCHELL, 1996; WALSH & GROLL, 1999; WALSH et al, 2004; PASTOR & GUARRO,
2006). A porta de entrada deste microrganismo geralmente envolve alguma ruptura na
barreira epidérmica, insercdo de cateteres, inalacdo de conidios ou, em maior frequéncia,
associada a cirurgias de implante de préteses (CASTRO, SALEBIAN & SOTTO, 1990;
PASTOR & GUARRO, 2006).

1.2.1 - Aspectos Clinicos

Este fungo tem sido descrito como capaz de produzir doenga principalmente em
pacientes imunodeprimidos, normalmente causando infec¢Ges disseminadas (MURCIANO,
DOMER & COHEN, 1990; GOTTLIEB & ATKINS, 2001; MARTIN, ROBERTS &
GREENBERG, 2002; KURZAI et al, 2003; HALL et al, 2004; WALSH et al, 2004). Porém,
esta infeccdo estd emergindo em individuos imunocompetentes, que normalmente apresentam
infeccdes localizadas, passando da média de um caso a cada 3-5 anos (1972 a 1984) a pouco
mais de um caso por ano entre 1996 a 2002 (CAREY et al, 2003). Uma revisdo de 49 casos
por Chan-Tack et al, em 1999, demonstra claramente que a diferenca percentual entre
pacientes com ou sem supressdo imunolédgica tem se tornado cada vez menor, com 54% e
46% de infectados, respectivamente. Porém a mortalidade em pacientes imunodeprimidos,
nesta mesma pesquisa, foi de ~18,2%, e ndo houve morte entre as pessoas com o sistema
imunol6gico competente.

Os fatores predisponentes para a hialohifomicose causada por P. lilacinus, incluem
prolongada neutropenia, especialmente em pacientes com leucemia, transplantados ou em
sindrome de imunodeficiéncia, quimioterapia citotoxica, além da terapia prolongada com
corticosterdides (MOSIER et al, 1977; GUTIERREZ-RODERO et al, 1999; HALL et al,
2004; WALSH et al, 2004).

As principais manifestacdes clinicas em humanos incluem infeccdes oculares,
cutaneas e subcutaneas, embora ja tenha sido relatados também casos de onicomicose,
vaginite, abscesso de pulmao, efuséo pleural, sinusite, osteomielite, infeccdo disseminada e
fungemia por P. lilacinus (PASTOR & GUARRO, 2006). Lesbes granulomatosas sdo
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comumente observadas, principalmente em infecgOes disseminadas (LIU et al, 1998).
Entretanto, ja foram relatados casos de infeccdo causada por P. lilacinus em pacientes sem
fatores predisponentes (GUTIERREZ-RODERO et al, 1999), fato que o coloca atualmente
como um fungo de grande significado médico. Além disso, o relato de casos de infec¢do
nosocomial por P. lilacinus em pacientes apds uso de logdo dérmica (ITIN et al, 1998) aponta
para 0 poder de invasdo via cutdnea desta espécie, principalmente em pacientes
imunodeprimidos.

Em oculomicoses, as manifestagdes clinicas mais comuns incluem ceratite e
endoftalmite, estando o implante de lentes intraoculares, o trauma ndo cirdrgico com ou sem
um corpo estranho, a cirurgia oftalmica e o uso de lentes de contato na categoria dos fatores
predisponentes mais comumente observados (PASTOR & GUARRO, 2006). Esses mesmos
autores relataram que a enucleacdo e a perda da visdo foram, na maioria dos casos, as
consequéncias da infecgéo.

Infecgbes cutaneas e subcutaneas podem se manifestar de diversas formas, tais como
erupcdes solitarias ou disseminadas com maculas eritematosas, papulas, vesiculas ou nddulos
com um centro necrotico, além de celulite. Excluindo casos de infec¢Bes oculares, cutaneas
ou subcutaneas, a sinusite e a fungemia estdo entre as enfermidades mais comumente
associadas a espécie em questdo. Os casos de fungemia foram relacionados ao uso de
cateteres venosos centrais. (PASTOR & GUARRO, 2006).

No Brasil hd poucos relatos de infeccdo causada por este fungo (CASTRO,
SALEBIAN & SOTTO, 1990; HOFLING-LIMA et al, 2005) devido ao desconhecimento do
fungo. Hofling-Lima et al (2005) analisaram a frequéncia e a etiologia das doencas oculares
micoéticas diagnosticadas por cultura no Laboratorio de Doencas Externas Oculares da
UNIFESP/SP e os fatores associados as ceratites fungicas, demonstrando o predominio de
infeccdes por fungos filamentosos, entre eles P. lilacinus, sobre as leveduras.

A patogénese desta micose ainda ndo foi totalmente esclarecida, mas toxinas da
classe dos nonapeptideos produzidas por P. lilacinus, denominadas leucinoestatinas ou
paecilotoxinas, podem estar envolvidas neste processo (MASLEN et al, 1988; PARK et al,
2004). Essas substancias derivadas de culturas sdo altamente toxicas a animais de laboratorio
e parecem ter um impacto direto na resposta inflamatoria tecidual. Possuem forte atividade
contra mitocondrias hepéticas de ratos e a inoculacdo de leucinoestatinas diretamente na
cdrnea de coelhos resulta em formacdo de abscesso. Estes achados sugerem que a producéo
desta toxina pode ser um importante fator de viruléncia (WESTENFELD, ALSTON &
WINN, 1996; PARK et al, 2004). A habilidade patogénica difere geneticamente entre as
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cepas e h4d uma variagdo intraespecifica nas atividades bioldgicas entre os isolados de P.
lilacinus, com consequente diferenga entre a producdo de leucinoestatinas (GUNASEKERA
et al, 2000; KHAN, WILLIAMS & NEVALAINEN, 2003).

A hialohifomicose por Paecilomyces spp. ja foi descrita em uma variedade de animais,
tanto imunocompetentes quanto imunodeprimidos. A porta de entrada mais comum do
microrganismo é a inoculagdo traumatica intra dérmica e a disseminacdo da doenca pode
ocorrer do sitio de inoculacdo primaria para varios tecidos (HOLAHAN et al, 2008). Em
oviparos foi sugerido que a contaminacdo pode ocorrer quando o ovo passa pela cloaca da
mae (JACOBSON et al., 1979) As manifestacdes clinicas em pacientes veterinarios variam de
doenca localizada leve a infecgBes severas, porém localizadas, além de disseminacdo da
enfermidade com fungemia (FOLEY, NORRIS & JANG, 2002). J4 foram relatadas em cées:
discospondilite, retinocoroidite, osteomielite, calcinosis citis e pneumonia, sendo esta ultima
também verificada em cavalos, repteis e camundogos (PATNAIK et al, 1972; GARCIA et al,
2000; FOLEY, NORRIS & JANG, 2002; HOLAHAN et al, 2008).

Assim como em humanos, duas espécies sdo de grande importancia na medicina
veterinaria, P. variotti e P. lilacinus. P. variotti foi descrito causando doenca em cées, gatos
domésticos e animais de laboratorio naturalmente infectados (PATNAIK et al, 1972,
LITTMAN & GOLDSCHMIDT, 1987; KUNSTYR et al., 1997; FRANCE & MUIR, 2000;
BOOTH et al., 2001; HOLAHAN et al., 2008). P. lilacinus tem sido associado a doengas em
gatos, tartarugas, crocodilos e tatus (GORDON, 1984; HEARD et al., 1986; MASLEN et al.,
1988; ROSSER, Jr., 2003; LI et al., 2008).

As manifestacdes clinicas mais comuns da hialohifomicose por P. lilacinus em
animais sdo pontos brancos e intumescimentos no corpo do animal, lesGes de pele, depressao,
anorexia e, eventualmente, morte. Li et al (2008) relataram que a principal causa de morte em
tartarugas foi a doenga “white-spot”, levando a severas perdas econdmicas para a indudstria
chinesa que comercializava tais animais. Em répteis a supressdo imunoldgica faz-se
necessaria para que haja infeccdo micética (HEARD et al., 1986). A doenca ocorre
normalmente quando ha flutuacdes de temperatura, ocasionando mudancas no tecido linféide,
como por exemplo, a producdo de imunoglobulina que nestes animais é temperatura
dependente (JACOBSON et al, 1979; LI et al, 2008). Esta situacdo é mais critica quando 0s

animais sao mantidos em cativeiro (MASLEN et al., 1988).
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1.3 - DIAGNOSTICO LABORATORIAL

O diagnostico da infecgdo por P. lilacinus é baseado na descricdo microscdpica das
lesBes e na cultura do fungo (PASTOR & GUARRO, 2006). Entretanto, ndo é simples
realizar o diagnostico etioldgico atravées de analise histopatoldgica, uma vez que 0s agentes da
hialohifomicose se apresentam nos tecidos de forma similar. Durante o0 exame histopatolégico
é possivel observar hifas hialinas, septadas com ramificacbes tanto em 45° quanto em 90°,
conidios isolados ou presos a fialides, além de células semelhantes a leveduras. Dessa forma,
é extremamente importante a cultura para a visualizagdo das estruturas morfoldgicas tipicas
do fungo (LIU et al, 1998; PERFECT & SCHELL, 1996; WESSOLOSSKY, HARAN &
BAGCHI, 2008; YUAN et al, 2009).

Quanto a reacdo tecidual, os granulomas, a necrose, as inflamacdes aguda e cronica, a
invasdo vascular e a trombose ja foram descritos, sendo os trés primeiros mais comumente
observados (MOSIER et al, 1977; LIU et al, 1998). As células frequentemente observadas
neste exame associadas ao P. lilacinus séo linfocitos, neutrofilos, macrofagos, celulas
epiteliais e gigantes (TAKAYASU, AKAGI & SHIMIZU, 1977, AGRAWAL et al, 1979;
CASTRO, SALEBIAN & SOTTO, 1990; WESTENFELD, ALSTON & WINN, 1996;
GUTIERREZ-RODERO et al, 1999; YUAN et al, 2009)

1.4 - TRATAMENTO

Um tratamento considerado 6timo para a infeccdo por P. lilacinus ainda ndo foi
estabelecido e, com isso, 0 prognostico ndo é favoravel. Além disso, existe a dificuldade em
se obter uma padronizacdo de testes in vitro de susceptibilidade a antifiUngicos e sua
correlacdo com as respostas terapéuticas dos pacientes. Em infec¢des localizadas, a remocéo
do foco de infeccdo e a eliminacdo de qualquer corpo estranho deve ser realizada na medida
do possivel (PASTOR & GUARRO, 2006). P. lilacinus é normalmente resistente a
anfotericina B e 5-fluor-citosina, e sensivel aos novos derivados azolicos. Posaconazol,
ravuconazol e principalmente voriconazol tém demonstrado boa atividade in vitro contra o
fungo ; SPONSEL et al., 2006; MULLANE et al., 2007; VAN SCHOONEVELD et al.,
2008). Em muitos casos, a combinacdo de agentes antifungicos ou a associa¢do desses agentes
e cirurgia foram necessarias para resolver a infeccdo (CHUNG et al.,, 2007; PASTOR &
GUARRO, 2007; CHANG et al., 2008; FORD, AGEE & GREENHAW, 2008; YUAN et al.,
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2009). O sucesso no tratamento apenas com antiflngicos orais sem cirurgia tem sido obtido
somente em pacientes imunocompetentes (GOTTLIEB & ATKINS, 2001).

1.5 - RESPOSTAS IMUNES AOS FUNGOS

Em posicdo central em relacdo as defesas inata e adquirida esta a populacdo de
fagocitos profissionais, consistindo de mondcitos/macréfagos e neutrdfilos. O sucesso do
sistema imunolégico inato no controle da infeccdo fungica depende de varios fatores,
incluindo rota de infecgdo, grandeza do inoculo e “status” de ativagdo do sistema imune do
hospedeiro (MANSOUR & LEVITZ, 2002). A fagocitose profissional compreende uma série
de eventos, comecando com a ligacdo e reconhecimento de particulas por receptores de
superficie celular, sequida da formacdo de extensbes de membrana ricas em actina, que
envolvem a particula. A fusdo destas extensdes resulta na formacgdo do fagossomo, no qual
precede a sua maturacdo em fagolisossomo. Os patdgenos dentro deste, normalmente, séo
destruidos por queda do pH, por hidrolise, e pelo ataque de radicais derivados de oxigénio e
nitrogénio. Como resultado deste processo, moléculas derivadas de patogenos podem ser
apresentadas na superficie celular (apresentacdo de antigeno), permitindo a inducdo da
imunidade adquirida, formada por células T e B (HENNEKE & GOLENBOCK, 2004).

Estas defesas sdo tdo bem sucedidas, que algumas infecgdes sdo raras na auséncia de
imunossupressao. Além disso, defeitos especificos no sistema imune predispdem pacientes a
micoses especificas (MANSOUR & LEVITZ, 2002). Desordens gualitativas e quantitativas
na funcdo fagocitica do hospedeiro predispbem ao desenvolvimento da aspergilose e da
candidiase invasivas. Problemas na imunidade mediada por células predispdem os pacientes a
criptococose, histoplasmose, coccidioidomicose e candidiase mucocutanea. Por outro lado,
uma resposta inflamatoria exacerbada a antigenos fungicos pode resultar em morbidade e
mortalidade devido a danos ao tecido do hospedeiro (LEVITZ, 1992).

Os macréfagos sdo células oriundas de mondcitos que migram até o tecido conjuntivo
(histiécitos) ou ao parénquima de algum 6rgdo, sendo de grande importancia ao sistema
imunoldgico inato. Este se apresenta a microscopia como uma célula grande, com ndcleo em
forma de rim, amebdide, possuindo reticulo endoplasmatico rugoso e complexo de Golgi
desenvolvidos. Sdo células de altissimo poder fagocitario que possuem em seus lisossomos
diversas enzimas hidroliticas, como hidrolases acidas e lisozima, além de radicais derivados
de oxigénio, como o superédxido, radical hidroxila e o perdxido de hidrogénio (H,0O). O

interferon gama (IFN-y) produzido por linfocitos T helper (Ty) (também conhecidos como
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linfocitos T CD4) estimula a fusdo dos lisossomos com o fagossomo para que haja a digestao
intracelular. Na inflamacé&o crénica granulomatosa, os macréfagos possuem grande atividade
secretora e pouca atividade fagocitica, secretando enzimas hidroliticas com poder microbicida
que podem causar necrose no centro desses granulomas, como por exemplo, a necrose caseosa
encontrada na tuberculose (MAYER, 2009; JUNIOR, 2010).

A atividade fagocitica antifingica envolve mecanismos oxidativos e ndo oxidativos e
pode ser aumentada por opsoninas e outras citocinas oriundas de células T. A via oxidativa,
conhecida como “burst” respiratorio, utiliza enzimas como a nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato (NADPH) oxidase, que ativada produz intermediarios reativos de
oxigénio com efeitos toxicos para as células fungicas, tais como anion superoxido e H,0,. O
papel do anion superéxido (O3) na atividade fungicida de macréfagos murinos contra
Penicillium marneffei tem sido estudado na tentativa de elucidar os mecanismos de defesa do
hospedeiro contra este agente oportunista (KUDEKEN, KAWAKAMI & SAITO, 1999a). Um
dos mecanismos de destruicdo destes fungos por polimorfonucleares (PMN) é mediado por
intermediarios reativos de oxigénio produzidos por fagécitos ativados (KUDEKEN,
KAWAKAMI & SAITO, 1999b). No caso de aspergilose por Aspergillus fumigatus, por
exemplo, PMNs sdo capazes de danificar as hifas por meio de superoxido, e espécies reativas
de oxigénio produzidas por macrofagos alveolares tém um importante papel na morte de
conidios desta mesma especie, sendo o O um bom indicador da atividade fungicida de
PMNs (AKPOGHENETA et al, 2003; PHILIPPE et al, 2003).

A via ndo oxidativa consiste na degranulacdo e liberacdo de defensinas, peptideos
catibnicos e outras moléculas efetoras (ANTACHOPOULOS & ROILIDES, 2005; MAYER,
2009). Ja& na via do oOxido nitrico, a ligagdo do microrganismo com 0s macréfagos,
particularmente pela ligacdo via receptores do tipo Toll, resulta na producdo de fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a), que induz a expressao da enzima éxido nitrico sintetase (NOS)
resultando na producdo de 6xido nitrico (NO). Se a célula é também exposta ao IFN-y é
produzido NO adicional. O NO liberado pela célula é toxico e pode matar microrganismos na
vizinhanca do macréfago (MAYER, 2009).

Considerando o papel central desenvolvido por macr6fagos na maioria dos processos
imunologicos, aléem da variedade de fungbes que estas células desempenham, é importante
correlacionar as atividades biolégicas destas com suas propriedades bioquimicas. O
isolamento de linhagens continuas de células murinas com propriedades comuns a macrofagos
providenciam um modelo conveniente para o estudo da fun¢do macrofagica, devido a estas

células serem homogéneas e poderem ser obtidas em grandes quantidades (SNYDERMAN et
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al, 1977). A célula da linhagem J774 é oriunda de reticulossarcoma de camundongo BALB/c
e foi descrita pela primeira vez em 1975 por Ralph, Prichard e Cohn. Ela apresenta
propriedades citoldgicas, de aderéncia e fagociticas comuns de macr6fagos (RALPH,
PRICHARD & COHN, 1975) e ja foi descrita inUmeras vezes em interacbes com
microrganismos. J& houve descricdo da interacdo desta célula com véarios fungos, tais como
Cryptococcus neoformans, Penicillium marneffei, Candida albicans, C. glabrata, C.
parapsilosis e C. krusei (TUCKER & CASADEVALL, 2002; ALVAREZ &
CASADEVALL, 2007; NGUYEN et al, 2009; WELLINGTON, DOLAN & KRYSAN,
2009).

Alguns patdgenos sdo conhecidos pela capacidade de escape do sistema imune.
Conidios de A. fumigatus, por exemplo, resistem a fagocitose por mondcitos e neutrofilos
humanos oriundos de sangue periferico por 1,5 horas. (ROBERTSON et al, 1987). Ademais,
microrganismos podem sobreviver dentro dos fagocitos, dependendo do uso seletivo de
receptores fagociticos particulares no qual medeiam a fagocitose sem induzirem funcdes
bactericidas. Por exemplo, fagossomos contendo Mycobacterium tuberculosis, 0 agente
etiologico da tuberculose, se fundem com lisossomos quando a bactéria é opsonizada por soro
imune antes da infeccdo pelo macrofago, assim recrutando receptores opsonicos para
fagocitose, mas ndo se fundem sob condi¢fes ndo opsbnicas. Similarmente, a atividade de
NADPH oxidase ¢ estimulada somente quando a micobactéria entra em macréfagos humanos
sob condicdes opsoénicas (LE CABEC, COLS & MARIDONNEAU-PARINI, 2000).

Componentes fangicos, como a parede celular, tem um papel fundamental nos
processos inflamatorios observados durante infeccGes experimentais, levando a producéo de
mediadores como TNF-o, fragmentos de complemento e também propriedades imunoldgicas
potentes relacionadas a ativacdo de células B ndo especificas (SILVA et al, 1997). Os
mecanismos relacionados ao P. lilacinus, tanto no que diz respeito a producéo de quimiocinas
e citocinas, como 0s mecanismos envolvidos na fagocitose deste fungo, até 0 momento, sao
desconhecidos. A literatura descreve que as caracteristicas clinicas e morfologicas e a resposta
a terapia antifangica em um caso descrito de um paciente com AIDS e infeccdo disseminada
por este fungo foram similares aos casos registrados de infec¢do devido ao P. manerffei, outro
fungo oportunista (LOVELL et al 2002).

Sendo assim, visando a ampliacdo dos conhecimentos sobre a patogénese deste fungo,
foi objetivado o estudo in vitro da infeccdo de macr6fagos murinos competentes por trés
diferentes isolados de P. lilacinus oriundos de casos humanos com distintas formas clinicas de

hialohifomicose.



2 - OBJETIVOS:

2.1 -OBJETIVO GERAL

Analisar comparativamente a interacdo entre macréfagos murinos e células da linhagem

J774 e trés diferentes isolados de Paecilomyces lilacinus.

2.2 - OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Desenvolver a metodologia de obtencdo de conidios de P. lilacinus;

e Padronizar a técnica para a pesquisa da interacdo de macrofagos peritoneais murinos

com P. lilacinus;

e Analisar a interacdo de macrdfagos murinos com trés isolados de P. lilacinus por

observacdo em microscopia ptica e eletronica.



3 - MATERIAIS E METODOS

3.1- ISOLADOS FUNGICOS

Foram utilizados trés isolados de P. lilacinus provenientes de casos clinicos humanos
com diferentes apresentacdes clinicas: um isolado de leséo tibial (KURZAI et al, 2003); um
isolado de seio nasal e um isolado de bidpsia de pele, gentilmente cedidos pela Dra. Annette
W. Fothergill do Fungus Testing Laboratory, University of Texas Health Science Center, San
Antonio, TX.

3.2 - ANALISE MORFOLOGICA

A caracterizacdo macromorfoldgica dos isolados foi realizada cultivando-os em placas
de Petri contendo meio de batata, dextrose, agar (BDA) para a analise das colbnias. Para a
observacdo das delicadas estruturas morfologicas do fungo, microculturas foram realizadas
(RIDDEL, 1950), utilizando o meio extrato de malte agar (MEA).

Todas as etapas do crescimento fungico foram acompanhadas pelo preparo de laminas,
coradas com lactofenol de Amann acrescido de azul de algoddo (fenol 20g, acido latico
20mL, glicerol 40mL, agua destilada 20 mL, azul de algodao 0,05g/100mL). Posteriormente,
as estruturas fangicas foram visualizadas por meio de microscopio oOptico Zeiss modelo

Axiophot do Laboratério de Taxonomia, Bioquimica e Bioprospeccao de Fungos da Fiocruz.
3.3- OBTENGCAO DOS CONIDIOS
Os conidios de P. lilacinus foram obtidos pelo crescimento dos isolados em meio

BDA (batata, dextrose, agar), a temperatura ambiente, por 10 a 12 dias. Os conidios

produzidos foram ressuspensos em 5 mL de salina tamponada com fosfato (PBS 50 mM, pH
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7,2). Em seguida o tubo foi homogeneizado com pipeta de 1 mL, colocado em gelo por 5
minutos, passado em vortex por 3 minutos, colocado em agua morna na estufa a 37°C por
mais 5 minutos e centrifugado por 30 minutos a 500 rpm. O sobrenadante foi entdo
transportado para outro tubo e os conidios foram contados na camara de Neubauer. Apos,
centrifugou-se o tubo por 10 minutos a 4000 rpm, retirou-se o0 sobrenadante e ressuspendeu-se

os conidios em 1 mL de meio RPMI-1640 estéril com 10% de soro fetal bovino.

34 - OBTENCAO DOS MACROFAGOS MURINOS E INTERACAO COM
CONIDIOS

Camundongos machos C57BL/6, pesando 21 gramas foram submetidos a eutanasia
por inalacdo de CO,. Apds, a pele abdominal dos animais foi rompida pela ajuda de 2 pingas
dente de rato, no interior de cabine de seguranca bioldgica, e em seguida injetou-se no interior
do peritdneo 3 mL de meio RPMI-1640 esteril (SIGMA®). Cuidadosamente, massageou-se 0
peritdneo, para em seguida todo o material ser aspirado e transferido para tubo cénico estéril
(Corning®) em banho de gelo. As células, tanto os macréfagos murinos quanto as células da
linhagem J774 (ATCC, Rockville, MD), foram contadas em hemocitdmetro (5 x 10°
células/mL) e transportadas para LAB-TEK® e garrafas de 25 cm? (Corning®) para futuras
analises por microscopia dptica e eletronica de transmissdo, respectivamente, acrescidas de
meio RPMI-1640 estéril (SIGMA®)com 10% de soro fetal bovino e incubadas em estufa
(Thermo Electron Corporation Revco®) a 37°C com atmosfera Umida de 5% de CO;
“overnight”. As laminas e garrafas foram entdo lavadas com PBS estéril, a temperatura
ambiente, para retirar as células ndo aderentes e adicionou-se meio de cultura RPMI 1640
com glutamina (SIGMA®) e 10% de soro fetal bovino. A interacdo foi entdo realizada na
proporcao 2:1 (conidio:macrofago). Apds interacao, as células foram lavadas com PBS estéril,
a temperatura ambiente. Macrofagos de murinos (C57BL/6) e células da linhagem J774 sem
que fossem introduzidos conidios foram utilizados como grupo controle. A fixacdo foi
realizada de acordo com a técnica empregada para cada analise, descrita a seguir. Este
experimento esta licenciado pelo Comité de Etica Animal, sob o nimero L-047/08, até 9 de
junho de 2012.
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3.5 — ANALISE DA INTERACAO DOS CONIDIOS COM OS MACROFAGOS

3.5.1 - Microscopia 6ptica

Para microscopia Optica, as células foram fixadas com metanol (Isofar®) por 3
minutos e coradas com May-Grunwald-Giemsa (MERCK®), durante 15 minutos e uma
cinética foi realizada avaliando-se 0s seguintes tempos: 30 minutos, 1, 2, 4, 6, 14, 24 e 48h de
interacdo. As células foram entdo observadas e foi realizada uma contagem do nimero de
conidios por célula infectada, niUmero de células infectadas e ndo infectadas. O nimero de
macréfagos infectados foi determinado pela observacdo de pelo menos 100 células
selecionadas aleatoriamente em um aumento de 1000x utilizando o microscopio 6ptico Zeiss,
modelo Axiostar Plus do Laboratorio de Imunologia da Fiocruz. O indice endocitico foi
calculado, segundo Bourguignon et al (2009) da seguinte forma:

Iindice Endocitico (IE) = n° de conidios x n° de células infectadas
100

3.5.2 — Microscopia eletronica de transmisséo

Os macrdéfagos interagindo com os conidios, nos tempos de 30 minutos, 1, 2, 5 e 14
horas e o grupo controle foram fixados por 1 hora a 4°C com 2,5% de glutaraldeido
(SIGMA®) em tampao cacodilato de sodio 0,1M pH 7,2 com 3,5% de sacarose. Em seguida,
as células foram lavadas em tampéo cacodilato de sddio e pds-fixadas em 1% de tetroxido de
6smio em 0,1M de tampéo cacodilato de sddio. Apds estes procedimentos, foram lavadas em
tampao cacodilato e as células desidratadas por 10 minutos em concentracdes crescentes de
30, 50, 70, 90 e 100% de acetona (MERCK®) para logo apos serem infiltradas e incluidas em
resina PolyBed 812 e polimerizados a 60°C por 3 dias. Os blocos foram cortados em
ultramicr6tomo (ultramicrétomo Reichert OmU3) e a contrastacdo dos cortes feita com
acetato de uranila (electron microscopy sciences) e citrato de chumbo (MERCK®) e as
analises realizadas em microscépio eletrénico de transmissdo Jeol modelo JEM-1011,

Plataforma de Multiusuério de Microscopia Eletrénica IOC/Fiocruz.



4 — RESULTADOS

4.1 - CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

Na analise da macromorfologia, os isolados de P. lilacinus estudados apresentaram
colbnias, inicialmente, brancas tornando-se de coloracéo rosea a violeta (figura 3). O reverso
destas coldnias apresentou coloracdo amarelo-acinzentado (figura 4). As caracteristicas dos
trés isolados sdo compativeis com a descricdo da espécie (SAMSON, 1974).

Figura 3 — Macromorfologia de cultura de P. lilacinus em meio batata, dextrose, agar
(BDA), ap6s 12 dias de crescimento (seta). Isolado proveniente de seio nasal. Observa-se

coldnia de coloracgéo résea a violeta.
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Figura 4 — Macromorfologia da cultura de P. lilacinus em meio batata, dextrose, agar
(BDA), apds 12 dias de crescimento (seta). Isolado proveniente de seio nasal. Observa-se

reverso da coldnia de coloragdo amarelo acinzentado.

No estudo da micromorfologia, observou-se hifas vegetativas de parede lisa e
conidioforos sustentando fialides em forma de garrafa com delicado pesco¢co em numero de 2

a 4. Sobre as fidlides foram visualizados conidios elipticos a fusiformes, hialinos.

Clamidosporos ausentes (figura 5).

o
B

Figura 5 — Microcultura de P. lilacinus em meio extrato de malte agar (MEA), a

temperatura ambiente, ap6s 14 dias de crescimento. Isolado proveniente de seio nasal.
Observam-se hifas vegetativas hialinas ( == ), conidiéforo ( » ) , sustentando trés
fialides em delicado pescoco ( — ) e sobre elas conidios elipticos & fusiformes (== ).

Coloracéo: lactofenol de Amann com azul de algoddo. Aumento igual a 1000 x.
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4.2 — ANALISE DA CINETICA DE INTERACAO MACROFAGO-CONIDIO POR
MICROSCOPIA OPTICA (MO)

Foi observado que em 30 minutos de interacdo ambos 0s macréfagos, peritoneais e da
linhagem J774, encontravam-se associados aos conidios (figura 6). Nao foi possivel distinguir
ades@o de internalizacdo neste tempo. Entre 1 e 6 horas de interagéo, a internalizacdo dos
conidios aumentou gradualmente (figuras 7 a 10) e foi confirmada pela presenca de estruturas
semelhantes a fagossomos contendo conidios. Ap6s 14 horas, houve um aumento perceptivel
do volume conidial, com a formacao de tubos germinativos, que provavelmente resultou no
rompimento das membranas dos macrofagos (figura 11). Em 24 horas, houve formacao de
micélio nas culturas de macrofagos peritoneais murinos, porém em culturas de J774
infectadas com P. lilacinus ainda eram vistos muitos conidios formando tubo germinativo
(figura 12). Em 48 horas, apenas hifas foram observadas em ambos os tipos celulares (figura
13). Em geral, comparadas aos macréfagos peritoneais murinos, as células da linhagem J774
apresentaram menor susceptibilidade aos conidios de P. lilacinus, associadas ao surgimento,
relativamente mais lento das hifas a partir dos conidios. Todas os trés isolados de P. lilacinus

apresentaram 0 mesmo comportamento frente aos fagocitos.
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Figura 6 : Microfotografia da interacdo de macrofagos peritoneais murinos (A) e células

da linhagem J774 (B) com conidios de P. lilacinus do isolado proveniente de bidpsia de
pele. Tempo de incubacdo: 30 minutos. Notar associagdo dos conidios com o0s

macrdéfagos (setas) Coloracdo com Wright-Giemsa. Aumento original: 1000x
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Figura 7 : Interacdo de macrofagos peritoneais murinos (A) e células da linhagem J774
(B) com conidios de P. lilacinus do isolado proveniente de bidpsia de pele. Tempo de
incubacdo: 1 hora. Notar internalizacdo de conidios (setas). Coloracdo com Wright-
Giemsa. Aumento original: 1000x
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Figura 8: Interacdo de macrofagos peritoneais murinos (A) e células da linhagem J774

(B) com conidios de P. lilacinus do isolado proveniente de biopsia de pele. Tempo de
incubacdo: 2 horas. Notar aumento do numero de conidios por macrdfago (setas).

Coloracao com Wright-Giemsa. Aumento original: 1000x



Figura 9: Interacdo de macro6fagos peritoneais murinos (A) e células da linhagem J774
(B) com conidios de P. lilacinus do isolado proveniente de bidpsia de pele. Tempo de
incubacdo: 4 horas. Notar aumento do numero de conidios por macrofago (setas).

.

% | s\ |
..‘"A ® ‘ |

Coloracao com Wright-Giemsa. Aumento original: 1000x
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Figura 10: Interacdo de macréfagos peritoneais murinos (A) e células da linhagem J774

(B) com conidios de P. lilacinus do isolado proveniente de bidpsia de pele. Tempo de
incubacdo: 6 horas. Notar aumento do numero de conidios por macréfago (setas).

Coloracao com Wright-Giemsa. Aumento original: 1000x
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Figura 11: Interacdo de macrofagos peritoneais murinos (A) e células da linhagem J774
(B) com conidios de P. lilacinus do isolado proveniente de bidpsia de pele. Tempo de
incubacdo: 14 horas. Notar formacdo de tubo germinativo (setas). Coloracdo com
Wright-Giemsa. Aumento original: 1000x

Figura 12: Intergéo de macraéfagos perifoneéis murinos (A) e células da linhagem J774

4 %
\ Y 2

(B) com conidios de P. lilacinus do isolado proveniente de bidpsia de pele. Tempo de
incubacdo: 24 horas. A partir de tubos germinativos, ha producéo de hifas septadas em
macréfagos murinos (seta) (A). Note um atraso no tempo da J774. Ainda ha formacéao
de tubos germinativos nesta fase (seta) (B). Coloracdo com Wright-Giemsa. Aumento

original: 1000x
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(B) com conidios de P. lilacinus do isolado proveniente de bidpsia de pele. Tempo de

incubacdo: 48 horas. Apenas hifas sdo observadas, com raros macréfagos. Coloragéo
com Wright-Giemsa. Aumento original: 1000x.

Em relagdo ao indice endocitico calculado foi verificado que em 30 minutos de
interacdo 36% (IE = 33,3) e 35% (IE = 44,8) dos macrofagos peritoneais murinos e celulas
J774, respectivamente, encontravam-se infectados pelos conidios de P. lilacinus. Apos 4
horas de interacdo, as células da linhagem J774 apresentaram indices endociticos,
aproximadamente, duas vezes maiores que aqueles encontrados para 0s macrofagos
peritoneais murinos. Os graficos 1 e 2 demonstram os indices endociticos de ambos 0s tipos

celulares.

indlce Endocitico (IE)

SR S

Tempo de Interacao

Gréfico 1 — Cinética da interacdo de macrofagos peritoneais murinos por conidios de P.
lilacinus quanto ao indice endocitico. Os resultados representam uma media dos trés
isolados testados. A contagem dos conidios foi realizada em microscépio éptico, aumento
de 1000x.
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indice Endocitico (IE)
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Grafico 2 - Cinética da interacdo de células da linhagem J774 por conidios de P. lilacinus
guanto ao indice endocitico. Os resultados representam uma media dos trés isolados
testados. A contagem dos conidios foi realizada em microscopio éptico, aumento de
1000x.

4.3 — CINETICA DA INTERACAO MACROFAGO-CONIDIO POR MICROSCOPIA
ELETRONICA DE TRANSMISSAO (MET)

Os tempos de 30 minutos, 1, 2, 5 e 14 horas de incubacdo foram escolhidos por
considerarmos 0s mesmos pontos-chave na interacdo macrofago-fungo, como determinado
pela MO.

Em 30 minutos de interacdo os macrofagos peritoneais murinos e as celulas da
linhagem J774 ja apresentavam conidios internalizados firmemente associados ao fagossomo,
porém ainda havia varios conidios aderidos a superficie dos fagdcitos (Figuras 14 e 15). Em 1
e 2 horas de interacdo somente conidios internalizados foram vistos (Figuras 16 e 17). Em 5
horas de interacdo com macrdéfagos peritoneais murinos foram observados aumento do
volume conidial, tubos germinativos com presenca ou ndo de septo (Figuras 18 e 19).
Interessante notar que na interacdo de conidios com células da linhagem J774, neste mesmo
tempo, ndo foram visualizados conidios internalizados formando tubos germinativos (Figura
20). Em 14 horas de interacdo dos macréfagos peritoneais e conidios, pode-se verificar um
aumento do namero de conidios em fase de germinacdo, indicando intensa atividade
metabolica dos conidios dentro dos macréfagos (Figura 21). Entretanto, para as células J774,
somente neste tempo de incubacdo é que foram observados o0s tubos germinativos,

demonstrando menor susceptibilidade desta linhagem, como observado pela MO (figura 22).



37

Figura 14 — Macro6fago peritoneal murino (C57BL/6) infectado com conidio de P

lilacinus, isolado proveniente de seio nasal. Tempo de incubacéo de 30 minutos. A: Notar

adesdo conidial (Aumento: x 25.000). B: Observa-se conidio internalizado (seta) com
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Figura 15 — Macrdéfago da linhagem J774 in
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fectado com conidio de P. lilacinus, isolado

proveniente de bidpsia de pele. Tempo de incubacdo de 30 minutos. A: Esta figura

demonstra a adesdo do conidio a célula (seta larga) e um conidio ja internalizado (seta).

Notar os pseudopodos sendo emitidos do fagocito (ponta de seta) (Aumento: x 15.000).

B: Esta figura demostra um conidio internalizado, com fagossomo firmemente associado

ao conidio (seta) (Aumento: X 10.000).
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Figura 16 — Macréfago peritoneal murino (C57BL/6) infectado com conidio de P

lilacinus, isolado proveniente de seio nasal. Tempo de incubacédo de 1 hora. Observa-se
conidio, com parede celular evidente (PC), internalizado (Aumento: x 30.000).

e S o 14
Figura 17 — Macrdfagos da linhagem J774 infectados com conidio de P. lilacinus, isolado

proveniente de biopsia de pele. Tempo de incubagédo de 2 horas. Esta figura demonstra

duas células com 1 conidio internalizado cada (setas)(Aumento: x 10.000).
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Figura 18 — Macréfago peritoneal murino (C57BL/6) infectado com conidio de P
lilacinus, isolado proveniente de seio nasal. Tempo de incubacéo de 5 horas. Observa-se
conidio apresentando um aumento de volume, com nucleo aparente (N), internalizado e

firmemente aderido ao fagossomo (F) (Aumento: x 20.000).

& i >
Figura 19 - Macrofago peritoneal murino (C57BL/6) infectado com conidio de P

lilacinus, isolado proveniente de seio nasal. Tempo de incubacéo de 5 horas. A: Observa-
se formacédo de tubo germinativo, rompendo a membrana plasmatica (seta)(Aumento: x

15.000). B: Formacéo de tubo germinativo com septo (seta) (Aumento: X 15.000).
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Figura 20 — Macrofago da linhagem J774 infectado com conidio de P. lilacinus, isolado
proveniente de bidpsia de pele. Tempo de incubacdo de 5 horas. Apenas observa-se 0

conidio internalizado (seta) (Aumento: x 8.000).

Figura 21 — Macrofago peritoneal murino (C57BL/6) infectado com conidio de P
lilacinus, isolado proveniente de seio nasal. Tempo de incubacéo de 14 horas. Observa-se
uma intensa atividade dos conidios internalizados, demonstrada pelo aumento do

volume conidial (seta grossa) e a formacéo de tubos germinativos (setas finas)(Aumento:

x 10.000).
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proveniente de bidpsia de pele. Tempo de incubacdo de 14 horas. Tubos germinativos

sao agora observados (seta) (Aumento: x 8.000).



5 - DISCUSSAO:

Um grande nimero de microrganismos patogénicos pode invadir células eucaridticas e
utilizar este microambiente para se multiplicar ou mesmo escapar da resposta imune do
hospedeiro. Os fagocitos profissionais assim como células normalmente ndo fagociticas
podem ser invadidos (FINLAY & FALKOW, 1997). O estabelecimento da infeccdo por um
microrganismo e consequente colonizacdo de 6rgdos é um processo complexo que envolve
etapas que vao desde a adesdo as células do hospedeiro até a penetracdo da matriz
extracelular. Sabe-se que varias espécies fangicas sdo capazes de invadir células de
mamiferos in vitro e in vivo, porém sdo poucos os trabalhos que descrevem o processo de
interacdo/invasdo (MONTEIRO DA SILVA; ANDREOTTI & MENDES-GIANNINI, 2005).

Por meio da andlise da interacdo de macrofagos peritoneais murinos com conidios de
P. lilacinus ao microscopio Optico verificou-se que os conidios aderiram aos macrofagos
dando inicio ao processo fagocitico, ja nos primeiros 30 minutos de interacdo, embora a
microscopia optica (MO) seja, as vezes, insuficiente para distinguir adeséo de internalizacéo.
Semelhante resultado foi obtido in vitro, sobre a associacdo de conidios de Aspergillus
fumigatus e Penicillium ochrochloron com células fagociticas, onde Robertson et al (1987)
encontraram dificuldades em distinguir adesdo e ingestdo de células fangicas, apds 1 hora de
incubacdo, usando a MO como ferramenta. Uma vez internalizados, os conidios de P.
lilacinus comecaram a produzir tubos germinativos na tentativa de produzir o micélio para em
seguida destruir o macréfago invadido — a habilidade de esporular em tecidos infectados é
uma caracteristica de P. lilacinus, conforme descrito por Liu et al, 1998.

P. lilacinus € descrito como um fungo de baixa viruléncia, geralmente necessitando de
um grande indculo e um hospedeiro imunodeprimido para o estabelecimento de uma infeccéo
em um modelo experimental em mamiferos (PASTOR & GUARRO, 2006). A proporcdo de
conidios para macrdofagos (2:1), usada neste trabalho, foi escolhida porque acreditdvamos,

empiricamente, que 0s macrofagos murinos seriam capazes de impedir a germinagdo e
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facilmente matariam o fungo ap06s a realizacdo do processo fagocitico. Esta hipotese também
foi baseada em resultados anteriores obtidos por Schaffner et al (1982), que usando culturas
celulares, similares as estudadas aqui, adicionaram conidios de A. fumigatus na proporcao de
2 macrofagos para 1 conidio, portanto o inverso da nossa abordagem. Os resultados destes
autores demonstraram que as células fagociticas impediram a germinacdo e mataram todos os
conidios em 48 horas de incubagdo. Assim, nos pareceu razoavel, no presente estudo,
aumentar a concentracdo de conidios em relacdo a de macrofagos. As observagdes
subsequentes, da rapida germinacdo dos conidios de P. lilacinus e a completa destruicdo dos
macréfagos, aqui verificadas, contrastam com o descrito por Schaffner et al (1982). P.
lilacinus foi capaz de permanecer vidvel e ativo no interior dos fagocitos, evadindo os
mecanismos de defesa inata dos macréfagos por mecanismos que ainda nédo estdo totalmente
esclarecidos.

Quando macrdfagos sdo expostos a varios patdgenos potenciais, comecam a fagocita-
los, compartimentando-os em fagossomos, em um processo que envolve eventos de projecéo
e fusdo de membranas, assim como o recrutamento de fatores, tais como, enzimas hidroliticas
e GTPases (IBRAHIM-GRANET et al, 2003). Infelizmente, entretanto, alguns
microrganismos sdo capazes de se evadir desses mecanismos. Quando conidios de
Trichophyton rubrum foram fagocitados, in vitro, por macrofagos peritoneais murinos, por
exemplo, formaram hifas dentro dos macrofagos e romperam a membrana celular dos
fagocitos infectados (CAMPOS et al, 2006). Fato este, demonstrado no presente estudo, onde
conidios de P lilacinus mostraram comportamento similar in vitro.

Por outro lado, células de levedura de Paracoccidioides brasiliensis sdo capazes de se
multiplicar dentro de macréfagos peritoneais ndo ativados e foram inibidos, mortos e
digeridos por macrofagos ativados com IFN-y (BRUMMER et al, 1990). Ndo sabemos ainda,
tema que necessita ser abordado, se 0s macréfagos murinos, utilizados neste estudo, seriam
capazes de eliminar os conidios de P. lilacinus quando ativados.

Os macrofagos tém um papel muito importante na resisténcia contra patdgenos
intracelulares. Estudos in vitro tém demonstrado a protecdo oferecida pelas varias substancias
produzidas pela célula hospedeira, tais como intermediarios reativos de oxigénio, hidrolases,
proteinas catibnicas e defensinas, contra as infec¢des fungicas (ROMANI, 2006), mas sao
poucas e inconclusivas as pesquisas sobre os mecanismos envolvendo o desenvolvimento e a
maturacdo dos fagossomos contendo patégenos flngicos.

Em relacdo ao género Paecilomyces, um estudo conduzido por Mazet et al (1994),

analisou, detalhadamente, os mecanismos da fagocitose de Paecilomyces farinosus por
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neutréfilos de equino e hemdcitos de inseto na proporcdo de 1:1. Naquele estudo foi
demonstrada internalizacdo das células fungicas apds 1 hora de interacdo fungo-neutrofilo,
culminando em um limitado micélio sobre uma monocamada de neutréfilos apds 16 horas. Os
autores concluiram que o reconhecimento e a internalizagéo das células fungicas requereram o
envolvimento de opsoninas de soro equino. Em P. lilacinus, ndo foi necessaria a opsonisacao
para que a fagocitose por macréfagos ocorra rapidamente (30 min) na proporcéo
conidio:macrofago 2:1.

Muitos estudos tém focado o género Aspergillus quanto a interagdo com fagdcitos.
Segundo Robertson et al (1987), provavelmente existe uma resisténcia da espécie Aspergillus
fumigatus, devido a producdo de uma ou mais substancias com efeito inibitorio a fagocitose,
pois os autores verificaram, in vitro, por microscopias éptica e eletrdnica de transmissao, que
os conidios (relagdo conidio: fagocito — 1:1 e 2:1) permaneceram aderidos por 1,5 hora em
mondcitos e leucocitos polimorfonucleares humanos e macrofagos peritoneais murinos
(C57BL/6). Os mesmos autores também relataram resultados similares encontrados em
experimentos, in vivo, com camundongos C57BL/6 inoculados com 10° conidios por via
intraperitoneal.

Em outro estudo, Robertson et al (1989) avaliaram a interacdo do A. fumigatus e
Penicillium ochrochloron com macréfagos alveolares humanos na proporgdo de 1:1. Foi
observado que em 1 hora de incubacéo a 37°C, mais de 60% dos conidios fungicos estavam
associados com os macréfagos humanos, ndo especificando se 0s mesmos estavam aderidos
ou internalizados. Quando da opsonizacdo prévia dos conidios com soro humano em
diferentes concentracdes, 0s mesmos autores verificaram que em concentragdes mais baixas
do soro a mortalidade dos conidios aumentou, porém os resultados variaram em relacdo as
espécies estudadas. Quando esse soro foi incubado a 56°C por 30 minutos, a habilidade dos
macrofagos pulmonares em matar os conidios de A. fumigatus aumentou em
aproximadamente 80%, ao passo que ndo houve diferenca significativa quando o mesmo
fendmeno foi estudado em P. ochrochloron. Os autores sugeriram que A. fumigatus utiliza a
fracdo C3b do complemento para se ligar ao macréfago e paralisar a fungdo do mesmo, o0 que
ndo ocorre com a auséncia do complemento desencadeada pelo aquecimento. No trabalho
desenvolvido aqui, em P. lilacinus tal resisténcia a fagocitose ndo foi observada e ainda nédo
foram estudados quais mecanismos este fungo se utiliza para sua sobrevivéncia dentro do
fagacito.

Segundo Schaffner et al, nos anos de 1982 e 1983, a resisténcia do género Aspergillus

aos fagocitos, provavelmente, depende do tipo celular e sitio anatdmico onde o fungo se
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encontra. Em 1982, estes pesquisadores observaram um comportamento defensivo diferencial
no que tange aos tipos de fagdcitos. Neste experimento, eles delinearam duas linhas de defesa:
a primeira, formada por macr6fagos peritoneais murinos que previnem a germinagéo e matam
esporos in vitro e in vivo de A. flavus, mesmo em camundongos neutropénicos e atimicos, e a
segunda, por neutréfilos, que matam o micélio do mesmo fungo in vitro. J& em 1983, o
mesmo grupo demonstrou uma maior eficiéncia dos macrofagos alveolares em diminuir a taxa
de germinacdo de A. fumigatus, A.flavus e A. niger, quando comparados aos macrofagos
peritoneais de camundongos CF1. Apds 12 horas de fagocitose por macrofagos peritoneais, a
taxa de germinacdo dos conidios de todas as espécies flngicas testadas foi de,
aproximadamente, 30%. Sob as mesmas condigdes, diferindo-se apenas a localizacdo dos
macréfagos (pulmonares), esta taxa ndo alcancou 10%. Naquele trabalho também foram
testados macrdéfagos de ambos os sitios anatdmicos de coelhos da raca Nova Zelandia, com
um declinio também significativo na taxa de germinagdo dos conidios no interior dos
macrofagos alveolares quando comparados aos peritoneais.

Entretanto, Phillipe et al (2003) ndo observaram qualquer resisténcia, in vitro, de
conidios de A. fumigatus a fagocitose. Ao contrario, houve internalizacdo de 30% dos
conidios por macrofagos alveolares de camundongos em apenas 15 minutos de incubacgéo
(proporcéo macrofago:conidio 1:1). Em 2 horas, 85% dos conidios ja tinham sido fagocitados,
e em 4 horas, esse indice subiu para 90%. Trés horas apds a fagocitose, 0s autores observaram
um aumento do volume conidial. Em 6 horas, todos os conidios apresentavam-se com
diametro significantemente maior. Ndo houve germinacdo dos conidios, e 6,6% dos conidios
fagocitados morreram. Esses resultados foram obtidos quando uma proporcao
macrofago:conidio de 1:1 foi utilizada. Quando esta razdo foi aumentada para 10:1, a taxa de
mortalidade chegou a 22%. Os autores, concomitantemente, realizaram um estudo in vivo com
camundongos de mesma linhagem genética que os macrofagos utilizados e observaram que,
em 15 minutos, os conidios ja tinham sido fagocitados; uma taxa de 90% de mortalidade para
um inéculo de 10° conidios, administrados intranasalmente, foi registrada. Semelhantes
resultados in vitro, em relacdo a ndo resiténcia a fagocitose de conidios frente a macrofagos
alveolares humanos (proporcéo conidio: macréfago 2:1) foram registrados por Ibrahim-Granet
et al, em 2003.

Candida albicans também ja foi objeto de estudo com relacdo a interacdo de leveduras
com macréfagos peritoneais murinos (C57BL/6) (KAPOSZTA et al, 1999). Os autores
demonstraram que durante interacdo celular, numa proporcéo que variou de 10 a 20 conidios

para cada macréfago, 66,4 + 5,6% de leveduras associadas aos macrofagos ja tinham sido



46

internalizadas em 10 minutos de incubagdo. Em 60 minutos, esta taxa aumentou para 98,1 +
1,6%, porém a mortalidade do fungo ndo chegou a 5% em 2 horas de infeccdo. Foi
demonstrado que em 1 hora de incubacdo houve a formacdo de tubos germinativos. Os
autores argumentaram que esta estrutura é mais frequentemente observada em condicdes
acidas, e comprovaram que 0s tubos germinativos se tornavam mais alongados em pH
variando de 5,0 a 6,5. Os autores sugerem ainda que o recrutamento de endossomos
tardios/lisossomos e consequente fusdo com fagossomos seja provocado pelo patégeno em
questdo, para a futura formacéo do tubo germinativo dentro do fagolisossomo. Ainda naquele
experimento, os autores afirmaram que a formacgdo do tubo germinativo é necessaria para o
escape do microrganismo. Este, entdo, penetra em outra célula intacta, por meio do tubo
germinativo, mesmo na presenca de varios inibidores da fagocitose, como a citocalasina, que
inibe a polimerizagédo da actina.

Além da importancia dos macrofagos peritoneais e alveolares no processo de
eliminagdo de conidios fungicos, Bozza et al, em 2002, salientaram a importancia das células
dendriticas pulmonares no que tange a degradacao de hifas de A.fumigatus. Porém, quanto aos
conidios desta mesma espécie, esse tipo celular ndo conseguiu causar dano em até 3 horas de
interacdo. No presente trabalho, ndo nos pareceu que conidios de P. lilacinus apresentaram
qualquer resisténcia a fagocitose por macrdéfagos peritoneais murinos, assim como para as
células da linhagem murina J774. Também observamos aumento do volume conidial apos a
fagocitose, e atividade metabdlica resultando na formacdo de tubo germinativo e hifas, assim
como descrito para outros fungos (PHILLIPE et al, 2003; CAMPOQOS et al, 2006). Entretanto,
com relacdo aos varios fatores envolvidos na relacdo fungo-hospedeiro e os resultados
divergentes entre as espécies fungicas oportunistas estudadas até o momento por diferentes
autores, pesquisas adicionais envolvendo P. lilacinus deveréo ser realizadas.

Em relacdo a porcentagem de macréfagos peritoneais murinos infectados com
conidios de P. lilacinus, verificamos, neste trabalho, que em 30 minutos de interacdo conidio-
macrofago, 36% e 35% dos macrdfagos murinos e células J774, respectivamente, ja tinham
sido infectados pelos conidios. Semelhantes resultados foram descritos por Kurup (1984),
onde 20 a 30% de macrdfagos alveolares de coelhos apresentavam conidios de A. fumigatus
ndo opsonizados em seu interior em apenas 1 hora de interacdo. Em 2 horas esse indice
aumentou para 30 a 40%, enquanto que em 4 horas, a taxa de fagocitose foi de
aproximadamente 40%. Neste Gltimo tempo, os conidios que sobreviveram dentro dos

macrofagos comegaram a germinar e antes disto houve o aumento no volume conidial. A
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germinacdo deu origem a hifas que romperam a membrana do macro6fago causando sua
completa destruicéo.

Quanto ao Indice Endocitico (IE), observamos que ha um aumento progressivo em
ambos os tipos celulares. Porém, ap6s o tempo de 4 horas, os IE da célula da linhagem J774
dobraram quando comparados aqueles referentes aos macrofagos peritoneais murinos. N0ssos
resultados estdo de acordo com os achados de Snyderman et al (1977), os quais afirmaram
que no tempo de 3 horas, as células da linhagem J774 possuem atividade fagocitica de 2 a 4
vezes maior que macréfagos peritoneais murinos de camundongos C3HeB/Fel.

Neste trabalho, verificamos que todos os trés isolados de P. lilacinus estudados
apresentaram um padrdo similar de aderéncia, internalizacdo e destruicdo da célula
hospedeira, quando visualizados por MO. A linhagem celular macrofagica J774 foi menos
susceptivel, para todos os isolados, do que as culturas primarias de macrofagos murinos
C57BL/6. A J774 é uma celula de linhagem murina de reticulossarcoma, imortalizada,
continua que possui muitas caracteristicas de macrofagos de camundongo (SNYDERMAN et
al, 1977).

Comparada a macrofagos peritoneais de camundongos, as células J774 apresentam
maior expressdo de receptores e glicocalix em sua superficie (BABER et al, 2009). O
glicocalix € composto de muitas estruturas tipo hidrato de carbono, incluindo glicoproteina,
glicolipideos e proteoglicanas, cujos terminais de glicosaminoglicanos podem conter sulfato
de queratina (VARSANO et al, 1987), sulfato de condroitina (BHASKAR et al, 1986), e
heparan-sulfato (YANAGISHITA & HASCALL, 1992). Entretanto, na maioria das
circunstancias, a superficie apical de uma linhagem celular, tal qual a linhagem J774, ¢
protegida por um glicocalix denso e grosso, composto na maior parte por mucinas. Algumas
proteinas pesadamente glicosiladas da superficie das linhagens celulares, tais como a mucina
MUC-1, projetam-se distante e acima da membrana plasméatica (BRAMWELL, WISEMAN
& SHOTTON, 1986) e podem eficazmente proteger receptores na superficie da célula durante
a interacdo com microrganismos. A carga pesadamente negativa fornecida pelo &cido sialico e
as glicoproteinas sulfatadas presentes no glicocalix podem igualmente impedir um eventual
acesso de patdgenos. Alternativamente, um patdgeno pode fixar-se ndo especificamente ao
glicocalix e assim ndo alcancar os receptores que permitem sua internalizacdo (captura).
Outros pesquisadores perceberam gque o rompimento do glicocalix aumenta a susceptibilidade
de determinadas células a entrada de virus (ARCASQY et al, 1997; BALS et al, 1999). Ao se
tratar de uma cinética em paralelo e comparativa, tal qual o trabalho descrito aqui, quaisquer

eventos que sofram atraso desde o seu inicio, como um glicocalix mais denso em células de



48

linhagem J774, ocasionalmente poderd ter em seu desdobramento etapas retardadas em
relacdo a outra célula estudada, no caso macr6fagos peritoneais murinos, o que poderia
certamente explicar a menor susceptibilidade da linhagem celular em questé&o.

E interessante verificar que, quando conidios de Penicillium marneffei foram expostos
a células J774 na proporcéao de 2 conidios para cada macrofago, a internalizacdo dos mesmos
se fez ap6s 2 horas de interacdo, podendo este fendmeno ter hipoteticamente ocorrido antes,
pois ndo houve observacdo em tempos anteriores. Apos 24 horas, os conidios transformaram-
se em células leveduriformes que se reproduziram por fissdo celular, subsequentemente,
causando danos criticos aos fagdcitos (COGLIATI et al, 1997).

A anélise da interacdo macrdfago-conidio, por microscopia eletrdnica de transmissao
(MET), neste estudo, demonstrou que em 30 minutos de incubacdo, em ambos os tipos
celulares, ja havia conidios internalizados, resultado dificil de comprovar quando da analise
por microscopia oOptica (MO). Os demais tempos analisados de uma maneira geral,
comprovaram 0 que foi descrito na avaliagdo por MO. Foi verificado que no tempo de
incubacéo de 5 horas, na avaliagdo por MET, conidios dilatados, com tubos germinativos com
a presenca ou ndo de septo foram vistos no interior de macrofagos peritoneais murinos. Na
avaliacdo pela MO o aumento do volume conidial foi observado apenas no tempo de 14 horas
além de conidios com formacdo de tubo germinativo. E possivel que este processo tenha
ocorrido logo apos as 6 horas de incubacdo. O que parece ser uma ligeira discordancia, nos
resultados das analises por MO e MET, em relagdo ao comportamento do conidio no interior
do macrdéfago, € por nos desprezivel, pois devemos levar em consideracdo que o ambiente no
qual os macréfagos foram expostos ao fungo pode exercer influéncia no processo de infecgao.
Os macrofagos que interagiram com os conidios para a avaliacdo pela MO foram incubados
em microcamaras, enquanto que para a avaliacdo pela MET os mesmos foram incubados em
garrafas. Apesar da tentativa de eliminar todas as varidveis inerentes aos experimentos,
principalmente, experimentos independentes, acreditamos que estes fatores (tempo e ambiente
de incubacdo diferentes) possam influenciar ligeiramente os resultados. Também, através da
MET, comprovamos a menor susceptibilidade das células J774 aos conidios do fungo, quando
comparadas aos macréfagos peritoneais murinos.

A MET demonstrou que durante o processo de interacdo dos conidios com 0s
macrofagos, estudados aqui, houve a formacdo de pseudopodos, semelhantes ao observado
para macrofagos alveolares humanos durante o processo de fagocitose de conidios de A.
fumigatus (IBRAHIM-GRANET et al, 2003). Este tipo de fagocitose, denominada “trigger”

envolve a polimerizacdo de actina, e ja foi observado na interacdo de macrd6fagos peritoneais
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de camundongos C57BL/6 e células epiteliais com Candida albicans (KAPOSZTA et al,
1999; TSARFATY et al, 2000). Também foi observada, no presente estudo, a presenca de um
fagossomo envolvendo os conidios, e aparentemente, bem aderido aos mesmos, durante o
processo de internalizacdo do fungo. Estes dados séo corroborados por resultados de outros
autores na interacdo de macrofagos alveolares humanos e A.fumigatus, assim como de células
da linhagem J774 com Penicillium marneffei (COGLIATI et al, 1997; IBRAHIM-GRANET
et al, 2003). Este processo foi visto tanto para macréfagos peritoneais murinos, quanto para as
células da linhagem J774.

Os resultados obtidos neste trabalho chamam a atencdo de que estudos adicionais
sobre a interacdo de conidios de P. lilacinus e células fagociticas devem ser intensificados, na
esperanca de que os dados gerados ajudem a elucidar os complexos e criticos mecanismos

envolvidos na patogénese deste microrganismo oportunista.



6 — CONCLUSAO:

Os resultados da analise, in vitro, da interacdo de macro6fagos peritoneais murinos e
células da linhagem J774 por conidios de P. lilacinus permitem concluir:

a) A metodologia de obtencdo de conidios de P. lilacinus é factivel, com resultados
satisfatorios em termos de quantidade e pureza da suspensédo conidial. A técnica da interacao
entre macrofagos peritoneais murinos com P. lilacinus foi padronizada com sucesso, servindo

a estudos posteriores.

b) Os diferentes isolados de P. lilacinus testados apresentam comportamento
semelhante quando observados pela MO e MET, tanto em macrdéfagos peritoneais murinos,

quanto em células J774.

c) Os conidios sdo capazes de permanecerem ativos no interior de células fagociticas,
produzindo tubos germinativos e romper a membrana dos fagdcitos com a formacdo de hifas

verdadeiras.

d) As células da linhagem J774 sdo menos susceptiveis ao fungo, uma vez que n<

conidios necessitaram de mais tempo para produzir o micélio.

e) Quanto ao Indice Endocitico (IE), h4& um aumento progressivo em ambos 0s tipos
celulares, porém as células da linhagem J774 apresentam IE maior a partir de 4 horas de

interacdo.
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SHORT COMMUNICATION

In-vitro study of the host—-parasite interactions between
mouse macrophages and the opportunistic fungus

Paecilomyces lilacinus

Paecilomyces lilacinus (Thom) Samson 1974
is a cosmopolitan, filamentous, asexual and
hyaline fungus. Although detected mainly as
a saprophyte, in soil and decaying vegeta-
bles, it has also been found parasitising
insects and nematodes — sparking interest
in its potential use as a biocontrol agent
(Garbino ez al., 2002) — and, increasingly,
infecting humans (Motswaledi ez al., 2009).

In culture at 25°C, Pae. lLlacinus grows
fast, producing a colony, consisting of a
basal felt with a floccose over-growth of
aerial mycelium, that is initially white but
becoming vinaceous as the fungus sporu-
lates (Samson, 1974). The vegetative
hyphae, which are smooth-walled, hyaline
and with conidiophores, occasionally form
loose, thick-walled yellow or purple synne-
mata (Samson, 1974). Each synnema con-
sists of verticillate branches with whorls of
two, three or four phialides. Each phialide
has a swollen basal part that tapers into a
thin distinct neck, which is about 1 um
wide. Conidia, which form divergent, some-
times tangled chains, are ellipsoidal to fusi-
form, smooth-walled to slightly roughened,
hyaline and purple in mass, differing from
those of the genus Penicillium; chlamydos-
pores are absent (Samson, 1974).

Recance a hvaline murelinm develane in

or oculomycosis, onychomycosis, vaginitis,
osteomyelitis, generalized infection, fungae-
mia, and respiratory-tract infections have
also been described (Pastor and Guarro,
2006). Localized infections of the skin and
subcutaneous nodules tend to develop in
immunocompetent individuals whereas dis-
seminated lesions occur in the immuno-
compromised (Walsh ez al., 2004). The
main routes of fungal entrance are the
respiratory tract, the skin and surgical
implants, such as prosthetic devices.

Although there are very few reports of
human infection with Pae. Llacinus in Brazil,
this may simply reflect a lack of general
awareness of the problem posed by the
fungus to human health (Itin ez al., 1998;
Hofling-Lima et al., 2005).

Currently, no effective treatment has been
established for hialohyphomycosis caused
by Pae. llacinus, and the amphotericin B,
flucytosine, fluconazole, miconazole or itra-
conazole that have been used, in some cases
of skin, subcutaneous or ocular infection,
have often given unsatisfactory results.
Encouragingly, however, some of the so-
called ‘new azoles’, such as posaconazole,
ravuconazol and voriconazole, have recently
demonstrated good activity against Pae.
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