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RESUMO

A paracoccidioidomicose € uma doenca sistémica, endémica da Ameérica Latina,
causada por fungos dimérficos do género Paracoccidioides. Embora a via primaria
de infeccdo seja a pulmonar, pela inalacdo de conidios, varios sitios anatdmicos
podem ser acometidos pela disseminacao linfoematogénica, inclusive o coracgao.
Estudos demonstram a complexidade da doenca causada pelo P. brasiliensis e
revelam a necessidade de se investigar os locais onde o fungo se aloja, uma vez
gue acometimento cardiaco pode estar sendo subdiagnosticado. O objetivo deste
trabalho foi identificar e caracterizar a colonizacdo do fungo no coragdo de
camundongos infectados pelo P. brasiliensis. Camundongos BALB/c foram
infectados com a cepa virulenta Pb18 de P. brasiliensis os quais foram eutanasiados
com 7, 15, 30 e 60 dias ap0s a infeccdo. O coracao foi removido e utilizado para os
seguintes procedimentos experimentais: recuperacao do fungo em meio de cultura;
analise histolégica por diferentes coloracdes para detectar o fungo e a reacéo
inflamatdria no tecido cardiaco; nested PCR para evidenciar o material genético do
fungo no tecido; e quantificacdo das citocinas IL-4, IL-6, IL-10 e TNF-a no tecido.
Parte dos animais foi imunossuprimido por radiacdo gama e eutanasiados apés 7
dias de infeccéo para avaliar a recuperacao de colonias do tecido cardiaco em meio
de cultura. As células fangicas recuperadas do tecido cardiaco se mostraram viaveis
e virulentas. A visualizacdo do amplicon do fungo pela técnica do PCR confirmaram
a presenca do P. brasiliensis no tecido cardiaco. As analises histolégicas revelaram
um infiltrado inflamatdrio granulomatoso apresentando fibras coldgenas ao redor dos
fungos corroborando aos achados de ELISA que revelaram uma elevacao dos niveis
de TNF-a no tecido cardiaco. Esses achados demonstraram a capacidade do fungo
de colonizar o tecido cardiaco e desenvolver reacdes inflamatdrias caracteristicas de
Paracoccidioidomicose.

Palavras-chave: Paracoccidioidomicose; disseminacdo da PCM; tecido cardiaco;
Paracoccidioides brasiliensis.
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SUMMARY

Paracoccidioidomycosis is a systemic disease, endemic in Latin America, caused by
dimorphic fungi of Paracoccidioides genus. Even though the primary pathway of
infection is pulmonary, by inhalation of conidia, several anatomical sites may affected
by lymphoematogenic dissemination, including the heart. Studies demonstrate the
complexity of the P. brasiliensis caused disease and reveal a necessity to investigate
the microorganism infection sites, so the involvement may be underdiagnosed. The
aim of this work was to identify and characterize fungal colonization in the heart of P.
brasiliensis infected mice. BALB/c mice were infect with virulent Pb18 strain of P.
brasiliensis that euthanized at 7, 15, 30 and 60 days after infection. The heart was
removed and used for the following experimental procedures: fungi recovery culture
medium; histological analysis using different methodologies to detect fungi and
inflammatory reaction in cardiac tissue; nested PCR to evidence fungi genetic
material in the tissue; quantification of the cytokines IL-4, IL-6, IL-10 and TNF-a
cytokines in the tissue by ELISA method. Some animals were immunosuppressed by
gamma radiation and euthanized after 7 days of infection to fungi recovery of cardiac
tissue in culture medium and rate survival of the animals. Fungal cells recovered from
cardiac tissue were viable and virulent. Visualization of the amplicon of the fungus by
the PCR technique confirmed the presence of P. brasiliensis in cardiac tissue. As
histological analyzes revealed a granulomatous inflammatory infiltrate presenting
collagen fibers around the fungi corroborating the ELISA findings that revealed
elevated levels of TNF-a in cardiac tissue. These results demonstrated fungi
colonization and development of inflammatory reactions in the heart of P. brasiliensis
infected mice, characteristic of Paracoccidioidomycosis

Keywords: Paracoccidioidomycosis; PCM dissemination; cardiac tissue;
Paracoccidioides brasiliensis.
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TLR — Receptor do tipo toll
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1 INTRODUGCAO

1.1 Histérico da Paracoccidioidomicose (PCM)

A Paracoccidioidomicose (PCM) foi descrita pelo pesquisador Adolfo Lutz
(1855-1940) em 1908, na cidade de Sao Paulo, por meio do isolamento do fungo de
dois pacientes que apresentavam a doenca na forma muco cutanea tendo recebido
seu primeiro nome: hifoblastomicose pseudococcidididica. Em 1912, Alfonso
Splendore (1871-1953), também em S&o Paulo, cultivando e estudando o agente
etiologico da hifoblastomicose pseudococcidididica enquadrou-o no género
Zymonema, denominando-o Zymonema brasiliense Splendore (1912). No primeiro
momento, a doencga passou a ser chamada “blastomicose brasileira”, mas como
foram relatados casos em outros paises da América do Sul, passou a ser
denominada “blastomicose sul-americana” (Lutz, 1908; Splendore, 1912).

Floriano Paulo de Almeida (1898-1977), ap0s estudos sistematizados que
objetivaram diferenciar esse novo agente sul-americano da espécie Coccidioides
immitis, propés a denominacdo Paracoccidioides (Floriano de Almeida, 1930), em
razdo do fungo apresentar alguma semelhanca com o género Coccidioides. Desta
forma, foi criado um novo género dentro do reino Fungi, o Paracoccidioides,
revalidando o nome da espécie criada por Splendore (1912). De acordo com as
regras estabelecidas por Linneu, o agente etioldgico desta nova micose estava
classificado (Lacaz, 1982).

O termo Paracoccidioidomicose (PCM) foi oficializado durante a reuniao de
micologistas do continente americano em 1971, em Medellin (Coldmbia), sendo
mundialmente aceito na denominagao da doenga (Lacaz, 1982).

Véarios nomes foram propostos para denominar o agente da PCM, antes da
aceitacdo universal de Paracoccidioides brasiliensis, como se observa a seguir:
Hiphoblastomycoses pseudococcidica Lutz, 1908; Zymonema brasiliense Splendore,
1912; Zymonema histosporocellularis Haberfeld, 1919; Mycoderma brasiliense
Brumpt, 1922; Monilia brasiliense Vuillemin, 1922; Proteomyces faverae Dodge,
1935; Paracoccidioides cerebriformis Moore, 1935; Paracoccidioides tenuis Moore,

1938; Coccidioides histosporocellularis Fonseca Filho, 1939; Lutziomyces
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histosporocellularis Fonseca Filho, 1939; Blastomyces brasiliensis Conant & Howell

Jr., 1941; Aleurisma brasiliensis Aroeira Neves & Bogliolo, 1951 (Lacaz, 1982).
Atualmente, o género Paracoccidioides enquadra duas espécies: P. lutzii e P.

brasiliensis, que engloba um complexo de quatro espécies cripticas, as quais

apresentam morfologia e genotipos divergentes (Matute et al., 2006).

1.2  Agente etioldgico

Paracoccidioides spp. sdo microrganismos que Se encontram
taxonomicamente classificados no reino Fungi, filo Ascomycota, ordem Onygenales,
familia  Onygenaceae, subfamilia  Onygenaceae @ Anamorfica, género
Paracoccidioides e espécie Paracoccidioides brasiliensis ou Paracoccidioides lutzii.
O filo Ascomycota se caracteriza por fungos que apresentam hifas septadas e
producdo de conidios, que sao esporos assexuais formados a partir de longas
cadeias originadas de uma estrutura denominada conidi6éforo. Esses esporos tém
facilidade de serem liberados e flutuam no ar como poeira, favorecendo a disperséo
deste fungo pelo ambiente (Lacaz et al., 2002; Tortora et al., 2008).

Este microrganismo é conhecido apenas em sua forma assexuada e por isso
se encontra em uma subfamilia, dita anamorfica. Apresenta dimorfismo termo
dependente, exibindo aspectos morfolégicos distintos em cada fase como
demonstrado na figura 1. Em temperaturas proximas a 25 °C (temperatura ambiente)
se apresentam em morfotipo micelial e a 37 °C (temperatura corporal) se
apresentam como levedura (San-Blas et al., 2002).

Fungos do género Paracoccidioides, em fase de levedura, apresentam
colbnias com aspecto cerebriforme, macias e de cor creme. Esta fase caracteriza-se,
microscopicamente, por células esféricas ou ovais de 2-30 um de diametro,
apresentando paredes espessas e birrefringentes, aparentemente duplas, e
citoplasma contendo vacuolos de lipideos. Sua morfologia microscopica revela
estruturas fungicas com formato de “roda de leme” que representam um brotamento
multipolar (Restrepo, 1978). McEwen e colaboradores (1987) verificaram que 0s
conidios nesta forma séo, geralmente, bi- ou multinucleados.

O crescimento micelial demonstra colonias pequenas com forma irregular,

brancas ou com pigmentacéo difusa marrom (Brummer et al., 1993; San-Blas et al.,
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2002). Microscopicamente, esta fase se caracteriza por hifas delgadas e septadas,

apresentando clamidoconidias intercaladas ou terminais, assim como presenca de

artroconidias, aleurioconidias globosos e artroaleurioconidias (Edwards et al., 1991;
Samsonoff et al., 1991).

Figura 1. Transicdo de fase em P. brasiliensis e P. lutzii. A e B: Aparéncia microscépica da fase
leveduriforme a 37 °C, onde se observa a formagdo de multiplos brotamentos; C e D: Aparéncia
microscopica da forma micelial do fungo a 25 °C, onde se observa a formacgédo de hifas septadas e
clamiddsporos (Adaptado de Bocca et al., 2013).

O dimorfismo envolve processos bioquimicos e por isso a estrutura dos
carboidratos, assim como sua composicdo, também séo alteradas no processo de
transicdo morfologica (San-Blas et al., 2001). Genes diferentes sdo expressos nas
diversas categorias funcionais, como catabolismo de aminoacidos, metabolismo da
parede celular, resposta ao estresse oxidativo e sintese de proteinas (Bastos et al.,
2007).

A parede celular de ambas as fases apresenta quitina, um polissacarideo de
N-acetilglicosamina, com maior propor¢do de cisteina/cistina na fase miceliar em
relacdo a fase leveduriforme (San-Blas et al.,, 1977; Marques, 1998). Alguns
componentes relacionados a funcéo estrutural da parede celular, como as glucanas,
gue estdo relacionadas com a conversdo de um estado para o0 outro, apresentam
estruturas distintas. A parede celular da forma micelial € basicamente composta de
B-1,3-glucanas enquanto a parede celular do morfétipo leveduriforme é basicamente
composta por a-1,3-glucanas (Kanetsuna et al., 1969). A fase micelial apresenta um
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metabolismo mais aerobico enquanto que a fase leveduriforme exibe um
metabolismo direcionado para a producédo de etanol via fermentacdo do glioxalato
(Felipe et al., 2005; Rezende, 2011).

Uma intensa interacdo entre o patdgeno e o hospedeiro definem o curso da
doenca. O desequilibrio entre resposta imunolégica do hospedeiro e 0s mecanismos
de viruléncia causa uma quebra na homeostase e pode causar invasao, instalacao e
multiplicacdo do microrganismo, caracteristicos do processo infeccioso (Baildo et al.,
2008).

Uma série de estudos tem analisado fatores pertinentes ao fungo os quais
favorecem seu desenvolvimento e disseminacéo pelo organismo do paciente. Ja foi
demonstrado que a substituicdo dos polimeros da parede celular € um importante
fator de viruléncia do fungo, visto que o polimero a-1,3-glucanas protege o fungo
contra enzimas do sistema imune do hospedeiro, permitindo a instalacdo do
patdgeno pelo morfotipo leveduriforme (San-Blas et al., 2002). A parede celular da
forma micelial, que apresenta grande quantidade de B-1,3-glucana, é digerida pela
enzima [-glucanase produzida pelos fagécitos humanos e por isso ndo é
interessante na estruturacdo da fase patogénica (San-Blas et al., 1982).

Alguns antigenos extracelulares tém grande importancia no processo de
viruléncia do fungo. Dentre eles se destacam as glicoproteinas de peso molecular 43
kDa (gp43) e 70 kDa (gp70). A gp43 é uma proteina que atua como receptor de
laminina, inibindo a expressdo do complexo principal de histocompatibilidade de
classe Il (MHC-II) e a funcdo macrofagica, sendo assim, importante para evasao da
resposta imunologica do hospedeiro pelo P. brasiliensis (Hogan et al., 1996; Borges-
Walmsley et al., 2002; Ferreira e Almeida, 2006). Mattar-Filho e colaboradores
(1997) verificaram que o teor de gp43 fica muitas vezes restrito a fase leveduriforme,
correlacionando este fato a patogenicidade do fungo. A gp70 € importante no
processo de inibicdo da fagocitose, induzida via receptor de manose e receptor de
porcdo Fc da imunoglobulina, diminuindo a liberacdo de oxido nitrico (NO) e
peroxido de hidrogénio (H202), importantes no processo de degradacédo do fungo
dentro do macréfago (Mato Grosso et al., 2003).

Paracoccidioides spp. sdo capazes de reconhecer varias moléculas de seu
hospedeiro, tais como componentes da matriz extracelular (ECM). A ECM é

composta basicamente por colageno, fibras de elastina, glicosaminoglicanos,
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proteoglicanos, fibronectina, laminina, sulfato de heparano, nidogénio/entatina,
hialuronato, sulfato de condroitina e colagenos subtipos I, Ill, IV e V (Dunsmore e
Rannels, 1996, Mendes-Giannini et al., 2000; Balestrini e Niklason, 2015). Diferentes
estudos descrevem a importancia das intera¢des fungicas com proteinas da ECM
durante o processo de adesdo, uma vez que estes compostos sdo utilizados como
substrato e permitem a ligacdo dos microrganismos colonizadores nas células do
hospedeiro (Chagnot et al., 2012).

Outros fatores diminuem a viruléncia do fungo, como hormoénios femininos,
gue reduzem ou retardam a transformacéo de P. brasiliensis de sua forma micelial
para levedura. Isto se da por intermédio da interacdo de algum receptor do fungo
com estes hormdnios, principalmente o estradiol. Esta propriedade torna a
populacdo masculina mais susceptivel a manifestar a doencga, o que é confirmado
por dados epidemiolégicos, em que hd uma maior taxa de prevaléncia desta doenca
no sexo masculino (Franco, 1987; Franco et al.,, 1993; Brummer et al. 1993;
Restrepo et al., 1984).

Os fungos que causam doencas sistémicas possuem propriedades que
permitem o0 seu crescimento nas condicdes adversas do hospedeiro e que
contribuem para o0 seu desenvolvimento (Casadevall e Pirofski, 1999).
Paracoccidioides spp. apresentam esses mecanismos que lhes permite aderir e
invadir barreiras impostas pelos tecidos hospedeiros e sintetizar varias substancias
que participam direta ou indiretamente da relagdo parasita-hospedeiro (Mendes-
Giannini et al., 2000). Assim, a viruléncia de Paracoccidioides € um evento
multifacetado envolvendo a expressao de multiplos genes em diferentes estadios de
infeccdo o que leva a coloniza¢do bem-sucedida dos tecidos hospedeiros pelo fungo
(Da Silva et al., 2013).

1.3 Ecologia e epidemiologia
A PCM é uma doenca endémica que ocorre em regides da Ameérica Latina,
desde o México até a Argentina. Cerca de 80% dos casos relatados ocorreram no

Brasil, e a maioria dos restantes ocorreu na Venezuela, Coldmbia e Argentina (figura

2). O Brasil, que detém a maior quantidade de casos, apresenta maior prevaléncia
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nos estados de S&o Paulo, Rio de Janeiro, Minas Gerais, Mato Grosso do Sul, Rio
Grande do Sul e Goias (Colombo et al., 2007; Vieira et al., 2014).

As regides que apresentam caracteristicas favoraveis ao desenvolvimento do
fungo possuem clima temperado ou quente, com temperatura variando entre 10 °C e
28 °C, umidade e pluviosidade anual de 500 mm a 3.500 mm, com verdes chuvosos
e invernos secos. A altitude destas regifes varia de 50 m a 1.700 m, com solo
geralmente &cido e presenca de rios e florestas tropicais e subtropicais ou de
transicao para o cerrado (Martinez, 2005; Gées et al., 2014).

Belize =
Honduras

Guatemala A I Nicardgua
Sao Salvador
Costa Rica-'
Panama”

Colombia -~

Venezuela

§ixs Guiana

y / Suriname
Guiana Francesa

0° Equador -

Peru

Baixa [ |
Moderada ] )
Alta - Paraguai-

Bolivia -

“ Brasil

35°

Figura 2. Distribuicao geografica da PCM. A PCM é prevalente na América Latina e, no Brasil, o
maior nimero de casos é observado nas regifes Sul, Sudeste e Centro-Oeste (Colombo et al., 2007).

Acredita-se que a fase micelial de Paracoccidiodes sp., sua forma de vida
saprofitica, a qual contém propagulos infectantes chamados conidios, esta dispersa
no solo e em detritos vegetais. Relatos de isolamento de P. brasiliensis dos solos de
areas endémicas como, Argentina, Venezuela e Brasil demonstram este fato
(Restrepo et al., 2001). O homem era tido como Unico hospedeiro animal até o
reconhecimento de tatus (Dasypus novemcinctus) naturalmente infectados por esse
fungo em regibes endémicas da micose (Shikanai-Yasuda et al., 2006). Amostras
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coletadas de racOes para cdes e fezes de pinguim (Pygoscelis adeliae) também
demonstraram presenca deste fungo em outros ambientes que ndo somente o solo
(Ferreira et al. 1990; Silva-Vergara et al., 2000; Endo et al., 2004).

Estudos recentes demonstraram que P. lutzii € composto por uma Unica
populacdo monofilética e recombinante encontrada apenas no Equador e nas
regides centrais, sudoeste e norte do Brasil (Theodoro et al., 2012). Por outro lado,
P. brasiliensis contém um complexo de quatro diferentes espécies cripticas (S1,
PS2, PS3 e PS4). A espécie S1 de P. brasiliensis representa uma populacéo
monofilética e recombinante, amplamente distribuida na América do Sul e que tem
sido associada a maioria dos casos de PCM detectados até o presente momento.
Estirpes pertencentes a S1 de P. brasiliensis foram previamente recuperadas de
tatus, solo e fezes de pinguins. A espécie PS2 é uma populacdo parafilética e
recombinante, identificada apenas no Brasil e na Venezuela. Ja a espécie PS3 é
composta por uma populacdo monofilética e clonal, que foi recuperada em humanos
e tatus em regibes endémicas da Colébmbia. A espécie PS4 foi recentemente
encontrada e parece ser uma populagdo monofilética de isolados clinicos
recuperados da Venezuela (Matute et al., 2006; Theodoro et al., 2012).

Mais de 15.000 casos de paracoccidioidomicose foram relatados entre 1930 e
2012, numero que apenas reflete parcialmente a prevaléncia da doenca, um vez que
ndo apresenta notificacdo compulséria e sua prevaléncia real ndo pode ser
determinada. A taxa de mortalidade por paracoccidioidomicose variou de 0,9 a 1,0 /
1 milh&o de habitantes / ano no Brasil, correspondendo a um numero médio de 168
Obitos por ano no periodo de 1996 a 2006 (Prado et al., 2009). Considerando 5%
como valor representativo para a letalidade da micose. Pode-se estimar sua
incidéncia média em cerca de 2,0 / 100.000 habitantes / ano, ou seja, 3.360 novos
casos por ano no Brasil. A PCM ndo tem recebido importancia suficiente nas
politicas de saude publica e na industria farmacéutica, o que dificulta o
desenvolvimento de novas terapéuticas. (Prado et al., 2009; Martinez, 2010;
Martinez, 2015). A co-infecg¢ao por P. brasiliensis / HIV tem sido relatada em paises
da América do Sul, e no Brasil em particular. Em areas endémicas, 1,4% a 1,5% dos
pacientes com Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) apresentam
paracoccidioidomicose oportunista, geralmente mais disseminada, com maior taxa

de mortalidade precoce e menor porcentagem de cura ap0s tratamento antifungico.
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A infeccdo pelo HIV foi detectada em aproximadamente 5% dos pacientes com
micoses e 1,4% das mortes causadas por fungos em pacientes com AIDS no Brasil
foram atribuidas a paracoccidioidomicose (Paniago et al., 2005; Morején et al., 2009;
Prado et a., 2009). Os dados revelam que a micose € a oitava causa de mortalidade
entre as doencas infecto parasitarias crénico-recorrentes.

Antes da introducdo das sulfonamidas em 1940, todos 0s pacientes com
Paracoccidioidomicose morriam devido a complicacdes da doenga progressiva.
Mesmo com a introducdo de agentes antifungicos, a letalidade continuou alta, de
16,2% a 27,0% no final do tratamento, de acordo com uma revisdo dos dados
obtidos em alguns estudos brasileiros (Del Negro, 1974). As mortes ocorridas antes
ou durante a fase inicial do tratamento estdo relacionadas ao diagnéstico tardio,
lesbes mudltiplas devido a disseminacdo de P. brasiliensis e complicacbes da
Paracoccidioidomicose, como insuficiéncia respiratéria, insuficiéncia adrenal,
necrose tecidual, perfuracdo das visceras e hemorragia e a idade avancada. As
mortes que ocorrem ao longo dos anos apos o tratamento da micose sao geralmente
uma consequéncia de sequelas, particularmente a disfuncdo respiratoria (Pereira et
al., 2004; Martinez et al., 2015).

A infeccdo por P. brasiliensis geralmente é adquirida nas duas primeiras
décadas de vida, sendo o pico de incidéncia entre 10 a 20 anos de idade (Valle et
al., 2001). Contudo, as manifestacdes clinicas tém sido observadas, com maior
predominéancia entre 30 e 50 anos de idade, afetando a fase mais produtiva de vida
destas pessoas. Acredita-se que a baixa de ocorréncia em criancas se deve,
principalmente, ao longo periodo de laténcia do fungo (Martinez, 2005; Gées et al.,
2014).

Até a puberdade, a incidéncia desta doenca é igual para ambos 0s sexos,
contudo apés este periodo, segundo o Ministério da Saude (2005), a PCM é
verificada mais frequentemente em homens que em mulheres, em uma relacéo
meédia de 11:1 nas areas endémicas. Esta desigualdade se deve a maior exposicao
dos homens as fontes de infeccdo e, principalmente, por fatores regulatérios
hormonais. A auséncia de estrogeno, responsavel pela protecéo contra o fungo nas
mulheres, € um fato importante para confirmacdo destes dados (Brummer et al.,
1991; Coutinho et al., 2002; Fagundes-Pereyra et al., 2006; Martinez et al., 2010).
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A PCM esta relacionada a ocupacéao profissional, e, por isso, profissionais em
contato direto com o solo tém maior predisposicéo a infec¢do. Dentre os individuos
acometidos pela PCM, a maior incidéncia de casos é observada em trabalhadores
rurais ou que trabalham diretamente no manejo do solo (Pedroso et al., 2008;
Ramos-e-Silva, 2008). Paralelamente, esta doenca prevalece em individuos de
baixo nivel socioeconémico, provavelmente porque a ma nutricdo favorece a
transicéo entre infeccéo e doenca (Greer e Restrepo, 1977; Londero, 1982; Martinez
et al., 2015).

Apesar desta micose ter se beneficiado do constante avanco da ciéncia,
principalmente da area da Biologia Molecular, ainda persiste o perfil de doenca de
alta prevaléncia e morbidade, acometendo segmentos sociais especificos que
apresentam grandes deficiéncias de acesso e suporte aos servicos de saude (Goes
et al., 2014; Martinez et al., 2015).

1.4 Processo infeccioso e Respostaimunoldgica

A inalacdo de conidios por vias aéreas é a via mais aceita de infec¢do por P.
brasiliensis. Este processo esta intimamente relacionado ao manejo do solo, onde os
propagulos conidiais estdo dispersos e podem ser facilmente inalados (Moreira,
2008).

Provavelmente, o fungo entra como protoplasto e regenera sua parede celular
no citoplasma do hospedeiro. A adeséo dos propagulos infecciosos de P. brasiliensis
durante a infeccdo das células hospedeiras € o passo inicial e crucial para a
subsequente invasao, colonizagédo e crescimento (Mendes-Giannini, 2001). Quando
inalados, os propagulos migram até os alvéolos onde sofrem a transformacao da
fase micelial para leveduriforme. Estes propagulos podem ser disseminados, por via
hematogénica ou linfatica, para os demais 6rgdos, permanecerem no local ou serem
eliminados pelo sistema imune do hospedeiro (Figura 3) (Hamdan et al., 1987
Bialek et al., 2000; Palmeiro et al., 2005).

Em um individuo imunocompetente, o crescimento fangico pode ser inibido
pela resposta imune, sem deixar dano aparente ao hospedeiro (infec¢cao subclinica).
Nesses casos, o foco primario desaparece e o fungo € normalmente destruido.

Entretanto, se ha uma imunossupressdo do hospedeiro, a infec¢gdo pode progredir
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para a forma crénica ou aguda e manifestar sintomas classicos da doenca (Bialek et
al., 2000; Goées et al., 2014).

ApGs a infeccdo por P. brasiliensis percebe-se uma maior concentragdo de
linfécitos T no local de interagcdo com o fungo. Este fato se d& devido ao estimulo
dos antigenos de P. brasiliensis, que sinalizam a migracdo destas células para tal
local. Estes linfocitos, por sua vez, sintetizam e liberam diferentes citocinas, que
determinam uma resposta inflamatéria especifica, caracterizada por congestdo
vascular, edema e presenca de células inflamatérias, em especial as
polimorfonucleares. Em seguida, estas células vdo sendo substituidas por células
mononucleares, em sua maioria macrofagos (Calich et al., 2008; Fortes et al., 2011;
Goes et al., 2014).

Os antigenos do fungo sédo reconhecidos pelos macréfagos e células
dendriticas e logo séo internalizados pela célula ativada, que, no caso do macrofago,
pode eliminar o microrganismo por meio da acdo de espécies reativas do oxigénio,
enzimas liticas ou contencdo microbiana. A partir do reconhecimento do antigeno,
h& secrecéo de quimiocinas e citocinas que controlam a expressao de moléculas de
adesao celular e quimiotéticas, as quais regulam a entrada e ativacdo de células
inflamatorias para o local da infeccéo (Souto et al., 2003; Morais, 2012). Para que o
fungo seja degradado ou lisado, € necessario um sinal de ativacao inicial induzido
pelo interferon-gama (IFN-y), que estimula as células a produzirem fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a) o qual podera estar envolvido, através de uma via autocrina, na
fase final do processo de ativacdo (Brummer et al., 1993; Fortes et al., 2011; Goes et
al., 2014). Além disso, o IFN-y ativa os macréfagos a produzirem 6xido nitrico (NO),
o qual inibe a transformacao de P. brasiliensis de micélio para levedura (Gonzales et
al., 2000). Em alguns casos, quando nédo ha ativacdo de IFN-y, os neutrdfilos e os
macrofagos, ao chegarem ao foco infeccioso ndo conseguem digerir o fungo e
impedir a sua multiplicacao (Goes et al., 2014).

Os fagocitos possuem importante papel na defesa dos hospedeiros, uma vez
que P. brasiliensis € um microrganismo intracelular facultativo (Morais, 2012). Os
linfécitos do tipo 1 (LTh1) que produzem IL-2, TNF-a e IFN-y, favorecem a ativagao
de macroéfagos. Os linfécitos auxiliares do tipo 2 (LTh2) liberam IL-4, IL-5, IL-6 e IL-
10, que inibem a imunidade celular. Essas interleucinas podem inibir a atividade de

LTh1, por intermédio de citocinas supressoras IL-4 e IL-10, além de favorecer a
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sintese de anticorpos. A depressdao da resposta LThl promove diminuicdo de
leucdcitos, da atividade de células natural killer (NK), da producéo de IFN-y, TNF-a e
de IL-2, e consequente depressao da resposta proliferativa de linfécitos, favorecendo
0 estabelecimento da doenca (Bozzi et al., 2004; Shikanai-Yasuda et al., 2006;
Pinzan et al., 2010; Fortes et al., 2011).

Em Paracoccidioidomicose, varios estudos indicam que, entre 0s receptores
do tipo Toll (TLR), os padrdes moleculares associados aos patdogenos (PAMPS)
relacionados a leveduras de P. brasiliensis sdo reconhecidas por TLR2 e TLR4 e
que estes sdo utilizados como via de entrada em macrofagos para infectar
hospedeiros mamiferos, aumentando a capacidade fagocitica e secrecdo de oxido
nitrico (Blotta et al., 1999; Camargo, 2008; Bonfim et al., 2009; Morais, 2012).

A ativacdo do complemento pelo P. brasiliensis foi confirmada por varios
estudos. Ambas as vias, classica e alternativa, sdo ativadas em pacientes como
resposta ao fungo (Calich et al., 2008). Munk e colaboradores (1992) verificaram a
ativacdo do sistema complemento pela via classica e observaram que seus produtos
possuem grande importancia na opsonizacdo de células leveduriformes do P.
brasiliensis (Lacaz et al., 2002).

A reacédo granulomatosa na PCM é resultado de uma resposta imunologica ao
fungo P. brasiliensis. Este processo se da através do infiltrado de células no local de
instalagdo do fungo, onde as células recrutadas acumulam-se em torno das células
leveduriformes (Camargo e Franco, 2000; Lacaz et al., 2002). Este se inicia a partir
da apresentacdo do antigeno, pelas células dendriticas e macréfagos e que, quando
associados as moléculas do complexo principal de histocompatibilidade de classe Il
(MHC-Il), sdo apresentados aos linfocitos T-auxiliares. Os linfocitos sdo entdo
ativados e sofrem expansao clonal, secrecdo de citocinas e recrutamento de
leucdcitos adicionais. Por meio de quimiotaxia, os fibroblastos deslocam-se para o
local de lesdo e produzem colageno, a fim de auxiliarem no reparo e na cicatrizacao
do local, mas que, por sua vez, levam a fibrose tecidual (Franco et al., 1988; Brito &
Franco, 1994; Bertini et. al., 2007).

A reacdo granulomatosa é um importante mecanismo para 0 controle da
multiplicac@o e dos efeitos toxicos das células leveduriformes. Este processo ajuda a
delimitar a patologia e por sua vez evitar a disseminagcdo do patdogeno (Camargo e
Franco, 2000; Lacaz et al., 2002).
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Em pacientes que apresentam a forma menos grave da PCM, a resposta
imune do hospedeiro induz granulomas compactos e densos que sdo associados
com baixos nimeros de células fungicas. Entretanto, os pacientes com a doenca
grave, desenvolvem, frequentemente, granulomas frouxos associados com altos
nameros de células de leveduras viaveis. A maioria dos linfécitos presentes no
granuloma sdo do tipo T-auxiliares (CD4+), com poucas células T-citotdxicas
(CD8+), sugerindo um maior envolvimento das primeiras na patogénese das lesdes
e no controle da doenca (Moscardi-Bacchi et al., 1989, Lacaz et al., 2002; Gées et
al., 2014).
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Figura 3. Ciclo biologico hipotético de P. brasiliensis. Inicialmente o fungo encontra-se no solo,
sob a forma miceliana. Os conidios dispersos no ambiente sédo inalados pelo hospedeiro, podem
assumir seu morfotipo leveduriforme e levar & doenca clinica.

1.5 Formas clinicas

A PCM infeccdo se caracteriza pelo processo de entrada do fungo no
organismo e sua posterior eliminacdo pelo sistema imune. Neste caso, ndo ha
depressdo da resposta imune celular, geralmente, assintomatica e ocorre,
frequentemente, em individuos saudaveis que residem em areas endémicas e
demonstram reatividade ao teste de pele com paracoccidioidina (Restrepo-Moreno,
1993). A PCM infeccdo também pode desenvolver lesdes residuais. No caso da
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infeccdo se tornar sintomatica e/ou se disseminar para outros 0rgaos € caracterizada
como PCM-doenca, que pode ser dividida em forma crénica (adulta) ou forma aguda
(juvenil) (Franco et al., 1987; Shikanai-Yasuda et al., 2006).

A forma aguda ou subaguda, também chamada de forma juvenil, representa
cerca de 3 a 5% dos casos e se caracteriza por pequenos periodos de incubacéo do
fungo. E a forma mais grave, com rapida disseminacdo para 6rgdos do sistema
reticulo-endotelial (baco, figado, linfonodos e medula éssea) apresentando multiplas
lesbes (multifocal). Também pode se apresentar de forma moderada onde ha
deterioracdo do estado geral e da capacidade de trabalho, mas que, geralmente,
compromete apenas um sistema. Ocorre em criancas e adultos jovens de ambos o0s
Sexos e 0s pacientes, em geral, apresentam depressao da resposta imune celular e
aumento na producdo de anticorpos especificos. Os achados histopatolégicos da
literatura demonstram a presenca de processo inflamatério inespecifico, com
granulomas pouco organizados contendo numerosos fungos, que também pode ser
observado na forma cronica (Franco et al., 1987; Restrepo-Moreno, 1993; Shikanai-
Yasuda et al., 2006; (Wanke e Aide, 2009).

A forma cronica, também conhecida como forma do adulto, com cerca de 90%
dos casos, apresenta um curso lento (meses a anos) e ocorre com maior frequéncia
em pacientes do sexo masculino com idade superior a 30 anos. Pode ser unifocal,
onde ha manifestacdes de sintomas referidos a apenas um 6rgéo ou sistema. Neste
caso a imunidade celular esta pouco deprimida e os anticorpos em nivel moderado.
Os pulmbes, geralmente, sdo os 6rgaos mais afetados nesta forma da doenca. A
doenca pode se disseminar para outros 6rgdos e desta forma apresenta-se como
multifocal, levando a formacao de lesGes secundarias nas membranas mucosas,
pele, linfonodos, glandulas adrenais e outros (Franco et al., 1987; Ameen et al.,
2009).

De maneira geral, o 6rgdo acometido pela PCM sofre fibrose, o que pode
interferir seriamente no quadro clinico do paciente jA que esta leva a alteracdes
anatdmicas e funcionais dos orgaos afetados durante a doenca. A forma residual é
resultado deste processo que se da pela formacao de sequelas cicatriciais ou lesbes
ativas, como enfisema pulmonar. Estas lesbes sdo de grande impacto social e
econdmico na sociedade visto que podem limitar a vida do paciente em diversas

questdes (Shikanai-Yasuda et al., 2006).
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De acordo com Londero (1986), as manifestacfes pulmonares sao divididas
em formas clinicas regressivas, progressiva infanto-juvenil e progressiva do adulto.
No caso da forma regressiva ndo ha manifestacado de sintomas. Em contrapartida, a
forma progressiva infanto-juvenil é mais grave e pode ser do tipo disseminada
aguda. A forma progressiva cronica caracteriza-se como a forma multifocal, ou seja,
disseminada.

A infeccdo por P. brasiliensis pode ser distribuida de diferentes formas,
levando em conta seu avanco infeccioso e seu agravamento clinico. Segundo
Franco e colaboradores (1987), a PCM pode ser classificada como PCM-infeccéo,

PCM-doenca ou PCM-sequelar, conforme demonstrado na figura 4.

PCM
SEQUELAR OU
RESIDUAL

PCM PCM
INFECCAO DOENCA

Forma aguda
ou subaguda
(tipo juvenil)

\ MODERADA UNIFOCAL MULTIFOCAL

Figura 4. Formas clinicas da PCM segundo Franco e colaboradores (1987). A PCM-infec¢éo
caracteriza-se pela entrada do fungo no hospedeiro, enquanto que a PCM-doenga é a manifestacao
dos sintomas da doenca de forma aguda ou crénica. A PCM-sequelar ou residual ocorre em
consequéncia da resposta inflamatoria gerada pelo hospedeiro contra o patégeno.

Forma crénica
(tipo adulto)

1.6 Diagnostico da PCM

O diagndstico micologico da PCM é feito a partir de espécime clinico obtido
de lesdo suspeita e examinado diretamente, a fresco, entre lamina e laminula e,
apos clarificagdo e homogeneizagdo com hidroxido de sédio ou potassio, com ou
sem coloracdo. Também pode ser realizado o diagnostico apos o cultivo. Este
exame é baseado na identificacdo de células leveduriformes birrefringentes ou de
duplo contorno com brotamento simples ou multiplo, também denominado de “roda
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de leme”. Este método é de dificil realizacdo e muito demorado quando héa
necessidade de cultivo, sendo este o motivo de estabelecer técnicas mais rapidas e
de facil reproducéo para aplicacao clinica (Ambrosio et al., 2014).

O diagndstico presuntivo da PCM pode ser baseado em provas soroldgicas,
como evidéncia indireta da presenca do fungo no paciente, quando néao € possivel o
seu isolamento. A deteccdo de anticorpos contra antigenos do Paracoccidioides ou a
existéncia desses antigenos em fluidos corporais constituem critério indireto do
diagnostico de PCM (Marques, 2003; Shikanai-Yasuda et al., 2006; Camargo, 2008).

Os métodos de biologia molecular, como hibridizacdo in situ, reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) tradicional, nested PCR e PCR em tempo real tém sido
propostos para o diagnostico mais sensivel e especifico de PCM, porém ainda néo
estdo disponiveis na pratica clinica. A PCR constitui-se em excelente alternativa
para o diagnéstico da PCM em comparacdo com 0s métodos convencionais, uma
vez que pode detectar baixa carga fungica, chegando a obter picogramas de
DNA/mL de espécime clinico e pode ser usada em pequenas quantidades de
amostras (Gomes et al., 2000; Ambrosio et al., 2014).

A intradermorreacdo com paracoccidioidina (gp43) possui grande valor na
PCM-infeccdo. E um exame imunolégico com aplicacbes em inquéritos
epidemioldgicos, progndstico e controle de cura (Brummer et al., 1993). A gp43 é o
principal componente da parede fangica e é secretada em sua fase patogénica como
componente antigénico; desta forma possui grande utilizagdo como marcador no
reconhecimento de anticorpos séricos em pacientes com PCM (Fortes et al., 2011;
Ambrosio et al., 2014).

Em 1996, McEwen e colaboradores descreveram a clonagem e
sequenciamento de uma regido gendmica de P. brasiliensis que codificava uma
proteina antigénica de aproximadamente 27 kDa. A Pb27, é uma proteina
citoplasmatica associada a parede celular (Reis et al., 2008; Garcia Blanco et al.,
2011). Essa localizacdo € interessante visto que proteinas da parede celular sédo
alvo preferencial para o desenho de drogas antifingicas e vacinas, ja que a parede
celular dos fungos desempenha papel ativo na interagdo patdgeno-hospedeiro e
seus componentes sao especificos para fungos (Pitarch et al., 2008). Em 1998, Ortiz
e colaboradores (1998) utilizaram essa proteina recombinante em ensaios de

Enzyme Linked ImmunonoSorbent Assay (ELISA) para deteccdo de anticorpos
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reativos em soros de pacientes com PCM. O antigeno foi capaz de identificar a
presenca de anticorpos em 73,4% dos soros analisados. A Pb27r, também ja foi
utilizada como o antigeno em testes de dotblot. Nesses ensaios, soros de pacientes
com PCM utilizados em conjunto ou individualmente, reconheceram a proteina, com
auséncia de reacdo cruzada com outras micoses ou tuberculose e apresentaram
sensibilidade de 100%. Mais uma vez, a Pb27 recombinante foi confirmada como
sendo de grande valor no sorodiagnéstico de PCM e agora em um novo formato de
teste, diferente do ELISA (Correa et al.,, 2007). Diéz e colaboradores (1999)
utilizaram a técnica de PCR para estudos ecolégicos de P. brasiliensis. Nesse
ensaio, eles avaliaram a amplificacdo da sequéncia nucleotidica de Pb27 em solos
artificialmente contaminados com o fungo e em tecidos de tatus capturados em uma
area endémica na Coldmbia. Esse estudo mostrou que a sequéncia do gene
codificador da Pb27 pode ser utilizada como marcador da presenca do fungo em
diferentes amostras (Coitinho et al., 2013; Ambrosio et al., 2014).

A mesma proteina, Pb27, combinada com outro antigeno de P. brasiliensis, a
Pb40r, forneceu um excelente ensaio de imunodiagndstico, com altos valores de
sensibilidade e especificidade, mesmo em relacdo a outras micoses semelhantes

(Fernandes et al., 2011a; Fernandes et al., 2011c).

1.7 Tratamento da PCM

O tratamento da PCM é geralmente prolongado, com muitos pacientes
recebendo terapia entre 1 e 2 anos, com efeitos colaterais indesejaveis e custos
elevados (Visbal et al., 2005). Diferentemente de outros fungos patogénicos, P.
brasiliensis ¢ um microrganismo sensivel a maioria das drogas antifungicas,
inclusive aos sulfamidicos. Consequentemente, existem varias categorias de drogas
gue podem ser usadas para o tratamento da PCM como, as Sulfonamidas, a
Anfotericina B e os derivados do Imidazol (Menezes et al., 2006).

As Sulfonamidas sé&o usadas desde 1940 para tratamento da PCM
(Ribeiro,1940). Esta droga apresenta administracéo oral, baixo custo e baixos niveis
de toxicidade, e por isso tem sido usada com frequéncia. Em contrapartida, sua

principal desvantagem é o longo periodo requerido para o tratamento (acima de 3
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anos) e a taxa de recidiva é significativa (25%). As vezes, a recidiva € acompanhada
por resisténcia induzida do fungo (Ambrosio et al., 2014b; Restrepo-Moreno, 1993).

A Anfotericina B, introduzida em 1958, é mais eficiente do que as
sulfonamidas no tratamento da PCM e, desde entdo, se tornou a principal
ferramenta para o tratamento de pacientes com a doenca grave disseminada.
Entretanto, seus efeitos colaterais, administracédo intravenosa (tratamento hospitalar)
e alto custo dificultam a sua utilizacdo. A Anfotericina B atua como fungicida ligando-
se ao ergosterol, esteréide presente ha membrana de fungos sensiveis, alterando a
permeabilidade desta e causando a perda de constituintes citoplasmaticos. Este
medicamento apresenta alta taxa de nefrotoxicidade, o que pode prejudicar o
paciente em determinados casos (Restrepo-Moreno, 1993; Martinez, 2005;
Ambrosio et al., 2014b).

Os derivados do Imidazol sdo drogas de administracdo oral efetivas no
tratamento da PCM e foram implantadas a partir de 1978. Os azodlicos atuam sobre
as enzimas dos fungos, que a partir de uma serie reac6es bioquimicas blogueiam a
sintese do ergosterol, 0 que altera a permeabilidade da membrana e a viabilidade
fungica. Também agem modificando a sintese de lipideos e inativando enzimas do
processo oxidativo dos fungos (Martinez, 2005). O primeiro azdlico a ser
administrado foi o cetoconazol, em que mais de 90% dos pacientes responderam a
sua administracdo por periodos mais curtos, mas é importante ressaltar que as
lesbes fibréticas permanecem como sequelas. Esta droga tem demonstrado poucos
efeitos colaterais, apresentado quadros de disturbios gastrointestinal e enddcrino.
Outros azdlicos se destacam na terapia da PCM, entre eles o itraconazol e o
fluconazol (Restrepo-Moreno, 1993; Ambrosio et al., 2014b).

A proteina Pb27 recombinante também foi utilizada em ensaios de
imunizacdo em camundongos BALB/c desafiados com P. brasiliensis. Foi observado
um efeito aditivo entre a imunizacdo associada a quimioterapia com fluconazol,
sugerindo que uma vacina baseada na Pb27r pode ser utilizada para melhorar o
tratamento com antifungicos (Fernandes et al., 2011b). Morais e colaboradores
(2013) observaram que a imunizagdo de camundongos com Pb27r reduz a carga
fungica e o infiltrado inflamatério dos pulmdes.

Todas estas terapias devem ser controladas por exames periodicos. Na fase

inicial do tratamento, os pacientes devem ser submetidos mensalmente a uma
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avaliacdo radiolégica, soroldgica, bioquimica, hematolégica e clinica. Esta fase
termina quando a cura clinica e a taxa de sedimentacdo normal de eritrocitos sédo
observadas (Mendes, 2005). Além da terapéutica antifingica especifica, o paciente
com PCM necessita de medidas gerais que melhorem o estado do paciente, uma
vez que desnutricdo proteico-calérica e a imunodepressao celular contribuem para o
agravamento da PCM (Ambrosio et al, 2014b).

1.8 Processo de disseminacao

A PCM é uma doenca sistémica e por isso pode acometer qualquer érgéo,
através da sua disseminacédo por via canicular, hematogénica ou linfatica, causando
lesbes sintométicas ou ndo. Quando assintomaticas, as lesfes constituem apenas
achados de necropsias e, quando sintomaticas, sdo um grande problema, visto que
nem sempre a etiologia paracoccidioidica € suspeitada (Goes et al., 2014).

Quando h& acometimento unifocal, comumente sdo encontrados fungos
apenas em tecido pulmonar e lesBes mucocutaneas, enquanto que na forma
multifocal sdo encontrados varios focos secundarios da doenca, e esta pode se
tornar do tipo generalizada (Shikanai-Yasuda et al., 2006; Ramos-e-Silva e Saraiva,
2008).

O acometimento do pulméo est4 associado ao processo de infeccdo que
ocorre por meio da inalacdo de conidios, pelas vias superiores aéreas e sua
posterior instalacdo nos alvéolos pulmonares. Os principais sintomas manifestados,
guando do comprometimento deste érgdo, sdo a dispneia e a tosse. A maioria dos
pacientes analisados em exames de necropsia apresenta envolvimento pulmonar
com a formacdo de granuloma. Também sdo visualizadas fibroses progressivas,
retrateis e deformantes, originando quadro de fibrose difusa. Nos pulmdes também
desenvolvem um quadro funcional obstrutivo e de hipoxia na maioria dos casos.
Além disso, tem se observado destruicdo do leito capilar, onde se observa paciente
com “cor pulmonale” crénico (Del Negro et al.,1982; Lacaz et al.,, 2002; Arauijo,
2011).

Segundo Del Negro e colaboradores (1982) e Araujo (2011), diferentes
autores descreveram a frequéncia de lesdes encontradas em exames de necropsias,

entre os anos de 1960 a 1992. As lesdes mucocutaneas, por sua vez, estédo
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intimamente relacionadas a disseminacao linfatica e por isso também se percebe

uma alta taxa de comprometimento dos linfonodos, conforme a quadro 1.

Quadro 1. Frequéncia de acometimento dos érgédos/sistemas pela PCM por diferentes autores
(Araujo, 2011).

Orgéos Autores (Ano) — (Numero de casos Necropsias)
Benaim Pinto | Del Negro Brass Salfelder | Dillon | Botucatu
(1961) (1961) (1969) (1969) (1972) (1992)
(50 (56) (36) (11 (14) 57
Pulmaes 69.6% 67.8% 75.0% 100.0% 42.0% §9.4%
Mucosas 35.6% 41.1% 40.0% 27.3% NA 34.1%
Linfonodos 67.7% 64,3% 33,0% 90.9% 28.0% 100,0%
SNC 2.2% 12.5% NA 9.1% 21.0% 22.8%
Suprarrenais 36.7% 48.2% 80.0% 36.4% 57.0% 49.1%
Bago 17.6% 39.3% 2.7% 34.5% 21.0% 22.8%
Figado 29.0% 37.5% 27.0% 45.4% 21.0% 28.0%
Rins 6.2% 19.6% 8.3% 9.1% 14.0% 15.7%
Pele 31.3% 39.3% 2.7% 0.0% 64.0% 17.53%
Gastrintestinal 23.4% 28.4% 2.7% 18.2% NA 14.0%
Coracéo 2.0% NA 2.7% NA 7.0% 3.5%
Medula Ossea NA NA NA 9.1% NA 10.3%
Reprodutor 6.2% NA 2.7% 0.0% NA NA
Ossos 4.7% 5,3% 8.3% NA NA NA

Mucosas (oral, faringea, laringea); SNC: sistema nervoso central; reprodutor: Aparelho
reprodutor (testiculos, préstata, ovarios, utero); NA: dados ndo assinalados pelos autores.

O fungo apresenta tropismo pelo sistema reticulo endotelial e por isso o
envolvimento linfonodal tem sido muito comum. O comprometimento linfonodal se da
atraves das leses teciduais dos linfonodos e tem sido identificado como adenopatia
subclinica. Clinicamente, podem ser observadas linfonodomegalias regionais ou
generalizadas, podendo estas ser acompanhadas de linfodema (Costa et al., 2005).

LesBes na mucosa, seja oral, faringea, laringea, assim como na pele, também
sao sintomas frequentes do processo de infeccdo por P. brasiliensis. Estes orgaos
também sdo comumente afetados em razdo do processo de inalacao do fungo pelas
vias superiores, onde ele pode se instalar e se tornar o foco da doenca. E possivel
perceber lesbes ulceradas, infiltradas, duras a palpacao e apresentando numerosos
pontos hemorragicos em toda superficie (Lacaz et al., 2002; Costa et al., 2005).

Além destes achados, por se tratar de uma doenca sistémica, ja foram identificadas
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lesGes no aparelho digestivo; nas suprarrenais, que podem levar a insuficiéncia
glandular crénica; nos ganglios; nos olhos; nos 6rgaos genitais; no aparelho urinario,
como rins, ureteres e bexiga; no sangue; no baco; no figado; na medula 6ssea; e no
coracdo. Observou-se também lesdes 0sseas, osteoarticulares e/ou neuroldgicas,
gue podem levar a inflamacdo das meninges com consequentes lesdes isquémicas
ou producéo de lesdes necréticas no encéfalo (Del Negro et al., 1982; Igami et al.,
2002; Costa et al., 2005; Franca et al., 2008; Arruda et al., 2013; Safe et al., 2014).

Estudos experimentais em modelo animal, como descrito por Loures e
colaboradores (2010) que caracterizam o acometimento de érgdos como figado e
baco, resultado do processo de disseminacdo do fungo, sdo frequentes na literatura
atual. Entretanto, outros O6rgdos importantes nao tém sido reportados com
frequéncia. Isso demonstra a importancia que os pesquisadores tém atribuido a
determinados 6rgdos, mas que nao sao suficientes para o entendimento total do
agravamento clinico do paciente.

Ha uma série de érgaos e sistemas que estdo intimamente relacionados a via
de disseminacao e que nao sao frequentemente descritos, sendo assim considerado
como um 6rgdo de ocorréncia rara, como € o0 caso do sistema cardiovascular. O
acometimento da funcdo de algum 6rgdo deste sistema pode estar sendo
subdiagnosticado, e por sua vez, pode estar relacionado com o agravamento clinico

do paciente e, ainda, deixar sequelas no mesmo.

1.8.1 Histdrico de infeccéo do tecido cardiaco e vasos sanguineos

O sistema cardiovascular ou circulatério € uma ampla rede de vasos, de
diferentes tipos e calibres, que permite a comunicacdo de todas as partes do corpo.
Dentro desses vasos circula o sangue, que é impulsionado pelo bombeamento,
resultado das contracdes ritmicas do coracao (Burghardt, 2011).

O coragcdo contém quatro camaras, sendo dois atrios e dois ventriculos. Os
atrios servem como reservatorios do volume sanguineo, que sera enviado para 0s
ventriculos. O atrio direito recebe sangue venoso retornando do corpo, através da
veia cava inferior e superior. O atrio esquerdo recebe sangue oxigenado dos

pulmdes através das quatro veias pulmonares (Burghardt, 2011).
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A pequena circulacdo ou circulagdo pulmonar é o movimento do sangue, que
sai do ventriculo direito, através da artéria pulmonar, passando pelos alvéolos, onde
€ oxigenado. Depois de oxigenado, 0 sangue retorna para o atrio esquerdo através
das veias pulmonares, seguindo para o ventriculo esquerdo e para a grande
circulacdo. A grande circulacdo ou circulacao sisttmica é o movimento do sangue
gue sai pela aorta para os demais 6rgaos do corpo e retorna pelas veias cavas
inferior e superior de volta ao atrio esquerdo (Burghardt, 2011). Estes processos
tornam o coragdo um ponto de encontro para todos os demais 6rgaos, fazendo um
elo entre o pulméo, que se caracteriza como um foco priméario da PCM, e os demais
orgaos do corpo que podem se tornar o foco secundario da doenca.

A parede do coracdo € composta de trés camadas: epicardio, miocardio e
endocardio. O epicardio, a camada exterior, € constituida por células epiteliais
escamosas subjacentes ao tecido conjuntivo. O miocéardio, a camada do meio, é a
maior parte da parede do coracdo. Esta camada apresenta musculos contrateis que
auxiliam no batimento cardiaco. O endocéardio, camada mais interna do coracao,
contém tecido endotelial com pequenos vasos de sangue e feixes de musculo liso.
Uma camada de tecido conjuntivo circunda o pericardio do coragcédo e atua como um
saco resistente e protetor. O pericardio € dividido em pericardio fibroso e o pericardio
seroso. O pericardio fibroso, composto por um tecido branco, resistente e fibroso,
ajusta-se frouxamente ao redor do coracdo. O pericardio seroso, a porcao fina, lisa e
no interior, tem duas camadas: a camada parietal, que reveste o interior do
pericardio fibroso e a camada visceral, que adere a superficie do coracéo
(Burghardt, 2011).

O coracédo contém quatro valvulas: duas atrioventriculares, tricispide e mitral
e duas semilunares, denominadas aértica e pulmonar. As valvulas abrem e fecham
em resposta a mudancgas na pressao dentro das camaras. Eles servem como portas
de sentido Unico que mantém o sangue fluindo para frente através do coracéo.
Quando as valvulas fecham, previnem o refluxo do sangue. A valva tricuspide esta
localizada entre o atrio direito e o ventriculo direito. A valvula mitral esta localizada
entre o atrio esquerdo e o ventriculo esquerdo (Burghardt, 2011).

A primeira referéncia a comprometimento circulatério na PCM deve-se a

Pereira & Vianna (1911) com a publicagdo do caso de “piohemia blastomicética”,
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que apresentava quadro de insuficiéncia cardiaca e que, na necropsia apresentou
pericardite, em paciente infectado com P. brasiliensis (Del Negro et al.,1961).

Em casos de autopsia analisados por Motta (1948), foi visualizada a presenca
de P. brasiliensis no pericardio e no miocardio. Em 1956, Silva observou em
exames de necropsia, a formacdo de granulomas pequenos e fibras cardiacas de
pigmento pardo amarelado. Também houve estudos que demonstraram miliar da
miocardite, sugestiva de patogenia hematogénica (Viera e Silva et al., 1974).
Diversos casos de aortite foram identificados em pacientes infectados (Benain Pinto,
1950; Brass, 1969).

No 26° Congresso Brasileiro de Cardiologia, foi enviado um resumo intitulado
“Lesdes vegetantes sobre valva adrtica e comprometimento difuso do epicéardio e
endocardio” referentes ao fungo P. brasiliensis (Milazzo et al., 1970). No XVI
Congresso da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical, em 1980, foi informada
presenca de inumeras células de P. brasiliensis no endocardio causando
endocardite valvular (Boulos et al., 1980). A destruicdo e a restricao do leito capilar
com frequéncia levam os pacientes ao “cor pulmonale” cronico. Este termo se refere
a alteracdo na estrutura e funcionamento do ventriculo direito, causada por doenca
pulmonar. A sindrome respiratoria obstrutiva e a fibrose residual constituem os
subsidios essenciais para instalagdo de “cor pulmonale” na evolucdo da doenca
(Campos et al.,1991).

Machado Filho e seus colaboradores (1960) avaliaram lesdes pulmonares e
suas repercussodes cardiovasculares, através de dados hemodinamicos, oximétricos
e angiopneumograficos, verificando em um grupo de 22 pacientes, quatro
apresentavam sinais evidentes de hipertensdo pulmonar (Lacaz et al., 2002). Mais
casos clinicos de pacientes infectados por P. brasiliensis apresentavam insuficiéncia
cardiaca congestiva associado a hipertensdo da circulacdo pulmonar, que em
exames de necropsia apresentavam hipertrofia das cavidades direitas do coracao
(Prado, 1944).

A hipertrofia do miocardio € uma resposta cardiaca compensatoéria de longa
acdo, que surge para manter o débito cardiaco, frente a uma situacdo de aumento
na sobrecarga de presséo ou de volume.

A insuficiéncia cardiaca congestiva, em geral, desenvolve-se lentamente,

devido a perda gradual da eficiéncia cardiaca, junto a sobrecarga de presséo ou de
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volume & lesdo miocéardica. E iniciada por cardiopatias diversas, ou aumento de
trabalho associado a doencas pulmonares, renais ou vasculares. Causa reducéao do
fluxo aos tecidos periféricos (insuficiéncia projetada) e acimulo de sangue antes dos
pulmdes (insuficiéncia retrograda). Mais uma vez os estudos das cardiopatias
mostram intensa relacdo com o pulméo, que, neste caso, € o principal 6rgao
acometido pela infeccéo fangica aqui estudada.

Conforme demonstrado por Araujo (2011), das 41 requisicbes de necropsia,
que acompanhavam o paciente apos o0 seu 0bito, no encaminhamento ao Servigo de
Anatomia Patolégica do Hospital das Clinicas (HC) da Universidade Federal de
Minas Gerais (UFMG) apds autorizacdo escrita feita por seu responsavel, foi
demonstrado, em exame realizado em 1961, a presenc¢a fungica no miocardio
hipotrofico (Figura 5).

Outras alteracdes, sugestivas da presenca fungica, também foram
observadas neste estudo em diversos casos. Entre elas se destacam “cor
pulmonale” e hipotrofia parda do miocardio, que, apesar de ndo serem descritas
como patologias relacionadas diretamente com a infec¢ao, ndo se pode excluir estes
achados, que ja foram confirmados em outros casos por outros autores. A hipotrofia
parda do miocardio se caracteriza pela diminuicdo deste tecido em funcdo da
diminuicdo da atividade ou metabolismo das células ali presentes. A célula atrofica
tem menor quantidade de mitocondrias e de reticulo endoplasmético e pode,
também, apresentar vacuolos autofagicos, contendo fragmentos de membranas,
mitocondrias e reticulo endoplasmaético. Parte dos restos celulares pode resistir a
digestdo e persistir como corpusculos residuais, como os granulos de lipofuscina.
Quando em quantidade suficiente, a lipofuscina da uma coloracdo parda ao tecido
(atrofia parda), que apesar de ndo comprometer a funcéo celular, pode se acumular
nas fibras e auxiliar na deteccao e confirmacéo de hipotrofia parda deste érgao.

Apesar dos poucos casos descritos, percebe-se que o sistema cardiovascular
esta envolvido na PCM e por isso deve receber atencéo especial, visto que o seu
comprometimento pode estar associado ao agravamento do quadro clinico do

paciente.
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2 JUSTIFICATIVA

Diante do fato de que a PCM €& uma doenca que afeta individuos,
principalmente na sua fase mais produtiva de vida, levando a um impacto social e
econdbmico, faz-se cada vez mais necessario a caracterizacdo e o estudo desta
micose para a obtencdo de um melhor diagnéstico e tratamento. Outro fator que
torna o trabalho relevante é o fato de que a PCM possui altas taxas de mortalidade
entre as doencas infecciosas e parasitarias cronicas recorrentes, mesmo nado sendo
uma doenca de notificacdo compulsdria. A PCM é uma doenca de grande ocorréncia
no Brasil e, por se tratar de uma doenga sistémica, necessita de uma melhor
caracterizacdo dos possiveis sistemas acometidos por sua disseminacado, visando
posteriores estudos de formas de imuniza¢ao ou tratamento.

Sabe-se que o0 principal 6rgdo acometido pela PCM é o pulmédo e que os
principais sintomas relacionados ao comprometimento pulmonar se dao pela
formacdo de &reas fibrosas e insuficiéncia pulmonar, que, em geral, esta
intimamente relacionada a sobrecarga cardiaca. As células leveduriformes podem se
disseminar para os tecidos por vias linfaticas e hematogénicas a partir de um foco
primario. Dessa forma, supfe-se que a infeccdo por P. brasiliensis, ao acometer o
coracado, possa promover inflamacao local e comprometer a funcdo cardiaca, que,
por sua vez, afetaria diretamente o sistema cardiovascular e pulmonar.

Os relatos da presenca de P. brasiliensis no coracdo, por meio de exames de
necropsia, permitem inferir que a infeccdo vem sendo subdiagnosticada e,
consequentemente, o comprometimento da funcdo ventricular vem sendo
subestimado (Benaim-Pinto, 1961; Brass, 1969; Dillon, 1972). Além disso, o
Laboratério de Imunologia Celular e Molecular da UFMG reportou a ocorréncia de
focos de infeccdo em coracbes de camundongos experimentalmente infectados
(Reis, 2007). Dessa forma, pode-se inferir que os casos de infecgcéo cardiaca por P.
brasiliensis ndo vém sendo avaliados e tal situacdo € capaz de promover uma
reacdo inflamatéria local, provocando a formacdo de areas fibrosas e que
consequentemente podem comprometer diretamente a funcdo cardiaca, o que
possivelmente contribuiria para o agravamento do quadro clinico do paciente
infectado (Brummer et al., 1993; Shikanai-Yasuda et al., 2006).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Identificar e caracterizar a infeccdo cardiaca por P. brasiliensis em

camundongos BALB/c.

3.2 Objetivos especificos

Identificar a infeccdo cardiaca por P. brasiliensis em camundongos BALB/c
por meio da recuperagdo de colbnias viaveis, amplificacdo de DNA gendmico e
analise histoldgica.

Identificar e caracterizar o infiltrado inflamatério da infec¢do cardiaca por P.
brasiliensis em camundongos BALB/c por meio de analise histologica e
quantificacdo de citocinas inflamatorias.

Detectar a presenca de fibrose no tecido cardiaco frente a infeccdo por P.
brasiliensis em camundongos BALBI/c.

Identificar a infeccdo cardiaca por P. brasiliensis em camundongos BALB/c
imunossuprimidos e comparar aos resultados obtidos com camundongos

imunocompetentes.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Microrganismo Paracoccidioides brasiliensis

A cepa utilizada de P. brasiliensis Pb18 foi cedida pelo grupo de pesquisa do
Professor Dr. Carlos Pelleschi Taborda do Instituto de Ciéncias Biomédicas da
Universidade de S&o Paulo e mantida, por repiques semanais, em meio de cultura
YPD Agar (0,5% extrato de levedura, 0,5% peptona A, 1,5% D-glucose, 1,5% &agar) a
37 °C. Para manutencdo da viruléncia, o fungo foi utilizado na infeccdo de
camundongos BALB/c e as leveduras de P. brasiliensis foram recuperadas do tecido
destes animais em meio de cultura BHI Agar (Difico). Essas infeccdes foram
realizadas por trés vezes sucessivas até a utilizacdo desse fungo na PCM

experimental (Fernandes et al., 2011).

4.2 Animais e grupos experimentais

Foram utilizados camundongos machos da linhagem BALB/c de 6-8 semanas
de idade, e o projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA/Protocolo n° 321/2012) e disponibilizados pelo biotério do ICB-UFMG (Belo
Horizonte, MG).

Estes animais foram divididos em quatro grupos: controle negativo (CN),
animais que nao sofreram intervencdes; infectados (INF), animais infectados com a
cepa Pb18; controle negativo imunossuprimido (CNI), animais imunossuprimidos
com radiagcdo gama, mas nao infectados; e infectados imunossuprimidos (INF+IMU),
animais imunossuprimidos com radiacdo gama e infectados com a cepa de Pb18.

Os grupos com o0s animais imunocompetentes (CN e INF) foram analisados
com 7(T1), 15(T2), 30(T3) e 60(T4) dias apos a infecgdo e 0s grupos com 0s animais
imunossuprimidos (CNI e INF+IMU) foram analisados apenas com 7(T1) dias apos a
infeccdo, devido as suas condi¢fes e limitagdes de sobrevivéncia. Cada intervalo de
tempo contou com 9 animais por grupo, conforme estabelecido por analise
estatistica de calculo amostral e aprovacdo da CEUA. O quadro 2 resume os dados

de cada grupo analisado.
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Os animais foram mantidos no biotério do Departamento de Bioquimica e
Imunologia, em condi¢cdes adequadas a manutencdo da qualidade de vida dos
mesmos e foram diariamente acompanhados para observagdo da sobrevivéncia e
de sinais indicativos de dor, tais como postura arqueada, vocalizacdo ao ser
manuseado, piloerecao e perda de peso. Quando da confirmacdo destes sintomas,

foi realizada a eutanasia do animal (Neves et al., 2013).

Quadro 2. Grupos experimentais

Grupos arI:liomdaeis Infeccao Irradiacao Tempo (DPI)
CN 36 - - 7,15, 30 e 60
INF 36 3x10° células - 7,15,30e 60
CNI 9 - 5 Gy 7

INF + IMU 9 3x10° células 5 Gy 7

4.3 Imunossupresséo

Parte dos camundongos BALB/c foi imunossuprimido no Laboratorio de
Radiacdo Gama do CDTN/CNEN, a uma dose de 5 Gray de Co®, fonte da radiacéo.
Os animais foram mantidos sob condicdes livres de patdgenos utilizando gaiolas
isoladoras e estéreis. Para verificagdo da imunossupressdo dos animais, foi
realizada a contagem de leucdcitos totais presentes no sangue total dos animais 24h
antes da radiacéo, 1 e 10 dias ap0s a radiacdo. Para contagem dos leucdcitos, foi
realizada a coloracéo das células com liquido de Turk (Renylab) na diluicdo de 1:20
(v/v) e sua subsequente contagem em cémera de Neubauer. O resultado da
contagem das células foi dado em nimero de leucécitos/mm?® de sangue (Spésito,
2008).

44 Infeccao

Testes experimentais envolvendo diferentes vias de infeccdo em
camundongos BALB/c foram realizados para determinacdo da via de infeccao a ser
realizada durante os demais procedimentos experimentais. Foram realizados trés

tipos de infeccdes distintas: infeccdo intratraqueal, na qual foi realizado
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procedimento cirdrgico para exposicdo da traqueia e inoculacdo da preparacao
fungica; infeccdo endovenosa pelo plexo orbital; e infeccdo endovenosa pela veia
caudal, na qual os animais foram submetidos & luz branca, por alguns minutos, para
dilatacdo dos vasos e em seguida inoculados através da veia caudal. Para
realizacdo da infeccéo intratraqueal e da infec¢ao pelo plexo orbital os animais foram
previamente anestesiados intramuscularmente com 40 pyL de uma solucédo contendo
43% de xilazina (Dopaser) e 57% de quetamina (Dopalen) (Fernandes et al., 2011).
A preparacdo flngica apresentava 3x10° células/animal de leveduras de P.
brasiliensis, cepa Pb18, em PBS 0,15 M estéril, sendo utilizado 50 pL do inéculo em
cada animal. A viabilidade fangica foi calculada pela coloracdo com Verde Janus
(Merck) e contagem em camera de Neubauer, sendo utilizadas apenas preparacoes
fungicas com viabilidade superior a 90% (Morais et al.,, 2013). A infeccdo dos

animais imunossuprimidos ocorreu 72h apoés a irradiacéo.

45 Eutanasia

Os animais imunossuprimidos foram eutanasiados em 7(T1) e os animais
imunocompetentes foram eutanasiados em 7(T1), 15(T2), 30(T3) e 60(T4) dias apos
a infeccdo. Para a realizacdo dos procedimentos, os animais foram previamente
anestesiados intramuscularmente com 40 pL de uma solucdo contendo 43% de
xilazina (Dopaser) e 57% de quetamina (Dopalen) (Morais et al., 2013). Apds a
aplicacdo da anestesia foi realizado o procedimento de deslocamento cervical para
retirada dos oOrgaos: coracdo e pulmdo. Esses Orgaos foram divididos em quatro

partes para a realizacdo das demais analises.

4.6 Recuperacédo de fungos presentes no tecido cardiaco e pulmonar

Unidades formadoras de colonias (UFCs) presentes em fragmentos de
coracOes e pulmdes foram determinadas em T1, T2, T3 e T4 para 0s animais
imunocompetentes, enquanto que as colbnias presentes nos 6rgdos dos animais
imunossuprimidos foram recuperadas apenas em T1. Cada fragmento do érgéo foi
semeado por plagueamento em triplicata. Para tanto, os fragmentos foram pesados

e homogeneizados em PBS 0,15 M. Desse volume, 10% da suspensao foi semeada
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em meio de cultura agar Brain Heart Infusion (BHI, Difco) acrescido de 4% de soro
fetal bovino e 5% de sobrenadante de cultura de Pb18. As placas foram incubadas a
37 °C e avaliadas apos 20 dias de crescimento (Morais et al., 2013). Os resultados
foram expressos como Log10 da média do numero de UFCs por grama de tecido.

4.7 Andlise histolégica

Para analise histolégica parte dos coracbes coletados dos animais
imunocompetentes foram fixadas em solucdo tamponada de paraformaldeido 4%,
emblocados em parafina, submetidos a microtomia (obtencdo de fragmentos de 5
pm de espessura) e fixados em laminas de microscopia. Os tecidos foram corados
utilizando a técnica de Hematoxilina e Eosina (HE), Grocott (Prophet et al., 1992) e
Tricrobmico de Masson. As laminas foram analisadas por microscopia Optica em
campos sucessivos do menor para O maior aumento e posteriormente
fotodocumentadas.

Laminas também foram coradas pela técnica de imunofluorescéncia, com
anticorpo anti-Pb27, proteina especifica da parede celular de P. brasiliensis, obtida
do soro de animais infectados. Primeiramente, as laminas foram desparafinizadas e
hidratadas. Em seguida foi realizado uma etapa de permeabilizacdo em PBS 0,15 M
e TritonX-100 0,1% por 5 minutos. Foi realizado o bloqueio com soro de cabra 5%
(diluido em PBS/BSA 1%) por uma hora em temperatura ambiente. O anticorpo anti-
Pb27 foi entdo adicionado em concentracédo de 1:200 (diluido em PBS/BSA 1%) a 4
°C e deixado overnight. No dia seguinte, o anticorpo secundario conjugado a um
fluoréforo (Alexa 555) foi adicionado a uma diluicdo de 1:500 e mantido por 1h a 4
°C na auséncia de luz. Para finalizar, as laminas foram montadas e analisadas por
microscopia de fluorescéncia confocal e posteriormente fotodocumentadas. O
microscopio utilizado foi o de fluorescéncia confocal de modelo 510 META da Zeiss

no Centro de Aquisicao de Imagens do ICB/UFMG.

4.8 Extracdo de DNA gendmico e PCR

O DNA gendmico de P. brasiliensis foi extraido a partir do tecido cardiaco de
camundongos BALB/c imunocompetentes por meio de procedimento de maceracao
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mecanica e utilizacdo do reagente DNAzol® (Invitrogen), conforme protocolo do
fabricante. Para confirmar a presenca fungica foi realizada a nested PCR que
consistiu de trés reacdes de PCR sucessivas, e em cada reacao foi utilizado um par
de primers distinto e especifico para amplificacdo do gene que codifica a proteina
Pb40 de P. brasiliensis [Simbolo do gene: PADG_01298; Numero de acesso no
GenBank: NW_011371359.1 (319,496-323,005)]. As sequéncias dos primers e o

tamanho esperado de cada amplicon séo apresentadas no quadro 3.

Quadro 3. Sequéncias dos primers e tamanho dos amplicons

Nome do primer Sequéncia (5°—3’) Amplicon (pb)
40.1 F AGTCGCGTGTGCCACAAGACTT 301
40.1 R GCCAGGTACTGCCATTCTCC
40.2 F GAGCCGGACAGGCTTACG 202
40.2 R GAAGGCCGGAATTCCACGGC
40.3 R AATGGCCGCGCCATTGAGT 97
40.3 F AAAGTGCGTGATCTCGAGATGC

pb: pares de bases.

O experimento de nested PCR foi inicialmente estabelecido e padronizado
pela estudante de pds-doutorado Lilian da Silva Santos (dados ainda n&o
publicados). No presente trabalho, foram feitas algumas modificacbes a partir
desses experimentos iniciais. A PCR1 consistiu em 1000 ng de DNA de tecido
cardiaco (infectado ou ndo com P. brasiliensis); 1,5 mM de MgClz; tamp&o 5X Green
GoTag® Flexi Buffer (Promega); 0,2 mM de cada um dos quatro dNTPs (dATP,
dCTP, dGTP, dTTP); 0,2 uyM de cada primer e 1 unidade de GoTaq® DNA
Polymerase (Promega), totalizando um volume final de 15 pL. A PCR2 e PCR3
foram preparadas com o mesmo mix de reagdo, substituindo-se apenas os primers,
sendo utilizado 1 pL do produto de reacdo da primeira e segunda PCR,
respectivamente. O produto da PCR2 foi diluido (1:10) antes de se proceder a
terceira reacao.

Os ciclos de amplificacdo para a PCR1 foram utilizadas uma etapa inicial de
desnaturacdo a 95 °C por 5 minutos, 43 ciclos de desnaturacdo a 95 °C por 30
segundos, anelamento a 58 °C por 30 segundos e extensdao a 72°C por 18

segundos, seguido por uma etapa final de extensédo a 72 °C por 2 minutos. Para a
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PCR2 as condicfes de reacao foram: uma etapa inicial de desnaturacéo a 95 °C por
5 minutos, 30 ciclos de 95 °C por 30 segundos, 60 °C por 30 segundos e 72 °C por
12 segundos, seguido por uma etapa final de extensédo a 72 °C por 2 minutos. Para a
PCR3, foram utilizadas as seguintes condi¢cdes de ciclagem: uma etapa inicial de
desnaturacao a 95 °C por 5 minutos, 32 ciclos de 95 °C por 30 segundos, 55 °C por
30 segundos e 72 °C por 6 segundos, seguido por uma etapa final a 72 °C por 2
minutos. Em todas as reacdes foi feito um controle branco de amplificacdo (NTC),
onde agua estéril foi acrescentada no lugar de DNA, além de um controle positivo
contendo DNA gendmico de P. brasiliensis. Os produtos das PCRs foram analisados
por eletroforese em géis de agarose 1% (PCR1 e PCR2) e 2% (PCR3), corados com

brometo de etidio, visualizados sob luz ultravioleta e fotodocumentados.

4.9 Extracao de proteinas

Para extracdo de proteinas totais, os tecidos foram pesados e macerados em
um tampao de lise contendo 10mM de Tris-HCI (TRIZMA), 150 mM de cloreto de
sédio (NaCl), 1% de NP-40, 10% de Glicerol, 5 mM de EDTA e Protease Inhibitor
Cocktail (Sigma-Aldrich). O volume do tampdo utilizado para cada amostra
representou 5 vezes o peso do tecido. Os lisados foram incubados durante 1 hora a
4 °C, mantidos sob sonicagdo por 7 minutos e centrifugados a 14.000 rpm por 15
minutos a 4 °C. O sobrenadante foi coletado e armazenado a 20 °C até a utilizacédo

na deteccao e quantificacdo das citocinas.

4.10 Quantificacao de citocinas (ELISA de Citocinas)

A deteccdo de citocinas no tecido cardiaco de camundongos
imunocompetentes foi realizada por meio da técnica de ELISA nos tempos T1, T2,
T3 e T4. Foram avaliadas as citocinas IL-4, IL-10, IL-6, TNF-a, conforme protocolo
do fabricante do kit DuoSet® ELISA Development System Mouse (R&D Systems). O
ELISA utilizado foi do tipo indireto. As placas foram primeiramente sensibilizadas
com anticorpo de captura especifico e posteriormente foi adicionada a amostra de
interesse (lisado de tecido cardiaco). Para deteccdo, foi utilizado um segundo

anticorpo especifico para a citocina analisada. As citocinas foram dosadas em leitor

48



de densidade dtica a 595 nm e os dados foram representados em picogramas/mL

conforme o padréo do Kit.
4.11 Anadlise estatistica e Delineamento Experimental
O delineamento experimental adotado foi casualizado em parcela subdividida.

Os resultados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e pds- testes de

Bonferroni. A figuras 5 € um resumo dos experimentos realizados.

Infec¢do de camundongos
BALB/C com a cepa de P.
brasiliensis.

Imunossuprimidos com

Camundongos Camundongos
radiagdo gama

Im unocompetentes

Eutanasia:

Eutanasia:
7dpi

Eutandsia:
60 dpi

Eutandsia:
30 dpi

Eutanasia:
15 dpi

7 dpi

Legenda: Avaliagdo de: .
infecio o Avaliaio de:
UFC; histologia; presenca S
Grupos* de DNA; e nivel de citocina Sobrevivéncia; UFC
AvaliagGes realizadas * Foram realizados grupos controles de infec¢do e imunossupressdo.

Figura 5. Fluxograma dos experimentos realizados.
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5 RESULTADOS
5.1 Determinacao da via de infec¢cao do coracao pelo P. brasiliensis

Com o objetivo de determinar a via de infeccdo mais apropriada para a
colonizacéo do coracao pelo P. brasiliensis, camundongos BALB/c foram infectados
por vias distintas: via intratraqueal e via endovenosa pelo plexo orbital ou pela veia
caudal. Apo6s 30 dias da infec¢do, os camundongos foram eutanasiados e o P.
brasiliensis foi recuperado do tecido cardiaco. Os resultados representados na

figura 6 mostram que ndo houve diferenca significativa na recuperacdo de UFCs,

entre as vias investigadas.

UFC

] Intratraqueal
Bl Caudal
Il Plexo Orbital

UFC (log;¢/9)

Figura 6. Unidades formadoras de colénia (UFC) recuperadas de tecido cardiaco de animais
imunocompetentes apos 30 dias de infeccdo. Colbnias recuperadas de tecido cardiaco de
camundongos BALB/c imunocompetentes ap6s a infecgdo por P. brasiliensis pelas vias intratraqueal
e endovenosa (plexo orbital ou caudal). Os histogramas representam a média + o desvio padréo de
UFCs e os valores sdo expressos em log10 (n=3). Teste 1way ANOVA e pos-teste Bonferroni.

E sabido que o P. brasiliensis é capaz de se disseminar por via hematogénica
para qualquer 6rgao do corpo e apés a analise dos resultados obtidos, 0 método de
infecc@o selecionado para os demais experimentos foi a via endovenosa utilizando a
veia caudal que é capaz de mimetizar o processo de disseminacdo da doenca.
Além disso, a inoculagéo pela veia caudal caracteriza-se por ser menos invasiva que
as demais, ja que nao necessita de incisdes ou anestesias. Portanto, os resultados
dos préoximos experimentos foram obtidos por infeccdo endovenosa utilizando a veia

caudal.
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5.2 Comparacéao da colonizacdo do coracao e pulmdes na infeccéo

pelo P. brasiliensis

Experimentos visando a comparacdo da infeccéo pelo P. brasiliensis entre o
coracao e pulmdes foram realizados em camundongos imunocompetentes. O fungo
foi recuperado dos tecidos 7, 15, 30 e 60 dias apOs a infeccdo experimental. As
UFCs estao representadas na figura 7 e confirmam a colonizacdo dos pulmdes e do

tecido cardiaco nos diferentes tempos analisados apds a infecgéo.

UFC de Tecido Cardiaco UFC de Tecido Pulmonar
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Figura 7. Unidades formadoras de coldnia (UFC) recuperadas de tecido cardiaco e pulmonar de
animais imunocompetentes apds 7, 15, 30 e 60 dias de infec¢cdo. Colbnias recuperadas em 7, 15,
30 e 60 dias apos a infeccao pelo P. brasiliensis, via veia caudal. Os histogramas representam a
média £ o desvio padrdo de UFCs e os vvalores sao expressos em log10 (n=9). * representa p <0,05
ou *** representa p <0,001. Teste 2way ANOVA e p6s- teste Bonferroni.

Ja se sabe que o pulméo é o foco primario da PCM e que esta totalmente
associado a inalacdo dos conidios que se instalam e colonizam o pulmdo. Os
resultados mostram que ndo houve diferenca significativa do namero de coldnias
recuperadas entres os diferentes tecidos analisados, sugerindo que o perfil de UFC
encontrado no tecido cardiaco € equivalente ao perfil encontrado no tecido
pulmonar, quando realizada uma infeccdo que mimetiza o processo de
disseminacgédo da doenca. Ainda, observa-se que na fase inicial de infeccdo, 7 e 15
dias, tanto o tecido cardiaco quanto o tecido pulmonar apresentam valores de

recuperacdo mais elevados e que diminuem ao longo do curso da infeccéo.
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5.3 Andlise histolégica do tecido cardiaco

Para evidenciar as alteracdes histolégicas no tecido cardiaco do animais
imunocompetentes infectados com P. brasiliensis foi realizado uma bateria de
técnicas histologicas. O processamento histolégico do coracdo dos animais
imunocompetentes com 30 dias de infeccdo evidenciou a presenca de células
fungicas através da coloragcédo de Grocott (figura 8). A coloracdo de Grocott € uma
técnica que utiliza metenamina-prata e demonstra 0S microrganismos por
impregnacdo argéntica do corpo celular, permitindo forte destaqgue dos mesmos,
facilitando o reconhecimento de formas em brotamento. A presenca do fungo nos
tecidos também foi evidenciada pelo ensaio de imunofluorescéncia, utilizando
anticorpo para a proteina Pb27. A Pb27 esta localizada na superficie do P.
brasiliensis e vem sendo utilizada como um marcador especifico desse fungo em

ensaios de imunohistoquimica (figura 9).

A e

\ % Y

Figura 8. Histologia do tecido cardiaco de camundongos imunocompetentes corado pela
técnica de Grocott 30 dias ap0s infeccdo pelo P. brasiliensis. Células de coloragdo marrom e
arredondadas evidenciando a presencga de células fangicas. Escalas: A: 100 um; B: 20 pm.

Figura 9. Fotomicrografia do tecido cardiaco de camundongo imunocompetentes em ensaio de
imunofluorescéncia 30 dias ap0s a infecgcdo pelo P. brasiliensis utilizando anticorpo para a
Pb27 e contra coloracdo por DAPI. A coloragdo vermelha evidencia a interacdo do anti-Pb27 a
superficie do fungo. A marcacao em azul evidencia os nlcleos das células do infiltrado celular. As
setas evidenciam as células de P. brasiliensis.
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A coloracdo com Hematoxilina e Eosina (HE) foi utilizada para avaliacdo do
processo inflamatorio e formacao de granulomas, apés 15, 30 e 60 dias de infeccéao.
Ha presenca de granulomas multifocais constituidos por infiltrados inflamatorios
intersticiais. Nesses processos inflamatérios foram detectadas estruturas celulares
birrefringentes circulares, variando entre 6 e 20 um de diametro, evidenciadas como
células leveduriformes de P. brasiliensis (figura 10).

Figura 10. Fotomicrografica do tecido cardiaco de camundongos imunocompetentes
processada em 15, 30 e 60 dias apdés a infeccdo pelo P. brasiliensis. Coloracdo de HE.
Fotomicrografia em menor aumento (A, B e C) escala: 100 um. Em maior aumento (D, E e F) escala:
20 um. Os circulos pontilhados indicam infiltrado inflamatdério e as setas pretas indicam a localiza¢éo
das células fungicas no tecido.
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Além disso, cortes histologicos do tecido cardiaco dos animais infectados
também foram corados pela técnica de Tricromico de Masson. A analise histolégica
mostrou que apoés 15, 30 e 60 dias de infeccdo por P. brasiliensis reacfes
granulomatosas e células fungicas estdo circundadas e entremeadas por tecido
conjuntivo fibroso, além da presenca de fibras colagenas (figura 11).

Figura 11. Fotomicrografia do tecido cardiaco de camundongos imunocompetentes
processada em 15, 30 e 60 dias apds a infec¢do pelo P. brasiliensis. Coloragéo por Tricrdbmico de
Masson. Fotomicrografia em menor aumento (A, B e C) escala: 100 um. Em maior aumento (D, E F)
escala: 20 um. Os circulos pontilhados indicam infiltrado de fibras coldgenas (azul) e as setas pretas
indicam a localizag&o das células fungicas no tecido.
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5.4 Deteccdo de DNA gendmico de P. brasiliensis em tecido cardiaco

As figuras 12 e 13 apresentam o resultado da nested PCR para uma amostra
de tecido cardiaco infectado com P. brasiliensis e uma amostra de tecido cardiaco
nao infectado. Foi possivel verificar a presenca de uma banda Unica e do tamanho
esperado correspondente a amplificacdo do gene alvo (PADG_01298) nas trés
reacoes de PCR para a amostra infectada, apresentando o mesmo perfil
eletroforético dos produtos obtidos apds amplificacdo do DNA gendmico da cultura
de P. brasiliensis. Tal fato ndo ocorreu para a amostra ndo infectada, comprovando
gue o tecido cardiaco € um local de alojamento do fungo e que a nested PCR foi

capaz de discriminar entre amostras infectadas e nao infectadas.

M Pb INF CN NTC M Pb INF CN NTC

A

300 pb
200 pb

Figura 12. Analise eletroforética em gel de agarose (1%) corado com brometo de etidio dos
amplicons produzidos pela PCR1 (A) e PCR2 (B). A ordem da numeracédo é: (M) marcador 1 kb
Plus DNA Ladder (Invitrogen); Pb: amplicon produzido a partir do DNA gendmico da cultura de P.
brasiliensis; INF: tecido cardiaco infectado; CN: tecido cardiaco ndo infectado; NTC: branco da
reacdo de PCR.
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Figura 13. Analise eletroforética em gel de agarose (2%) corado com brometo de etidio dos
amplicons produzidos pela PCR3. A ordem da numeracéo é: (M) marcador 1 kb Plus DNA Ladder
(Invitrogen); Pb: amplicon produzido a partir do DNA gendmico da cultura de P. brasiliensis; INF:
tecido cardiaco infectado; CN: tecido cardiaco nédo infectado; NTC: branco da reagéo de PCR.

5.5

Deteccéo de citocinas nos tecidos cardiaco e pulmonar

O ensaio de ELISA foi realizado para detectar o nivel de citocinas no tecido

cardiaco e pulmonar dos camundongos BALB/c imunocompetentes e infectados com

P. brasiliensis com 7, 15, 30 e 60 dias apos a infeccdo. O quadro 4 demonstra de

maneira simplificada a expressdo das citocinas quantificadas neste trabalho e as

figuras 14 e 15 ilustram os niveis de cada citocina no tecido cardiaco e pulmonar.

Quadro 4. Nivel de citocinas IL-4, IL-6, IL-10 e TNF- a no tecido.

SHinee Tecido Cardiaco Tecido Pulmonar
CN | 7dpi | 15dpi | 30dpi | 60dpi| CN | 7dpi | 15dpi | 30dpi | 60dpi
IL-4 |BASAL| | - ! | |BASAL| | ! l l
IL-6 |BASAL| < ! ) | |BASAL| | ! o !
IL-10 |BASAL| < 1 0 | |BASAL| < 1 0 0
TNF-a |BASAL| 1 1 0 | |BASAL| < l TN 0

| niveis inferior ao basal; 1 niveis superior ao basal; < nivel constante em relagao ao nivel basal.
dpi: dias apds infecgéo.
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A partir da analise dos dados no tecido cardiaco foi possivel perceber que IL-
4 apresentou niveis expressivamente menores que 0s basais com 7, 30 e 60 dias
apos infeccdo, entretanto os valores se mantiveram constantes 15 dias apés a
infecgdo. Em relagdo a IL-6, os valores se mantiveram constantes na fase inicial da
infeccdo com 7 dias, mas diminuiram expressivamente com 15, 30 e 60 dias apos a
infeccdo. TNF-a apresentou valores significativamente maiores que os valores
basais no inicio da infec¢cdo com 7, 15 e 30 dias apds a infecgéo. Os niveis de IL-10
se tornaram expressivamente maiores nas fases intermediarios da infec¢éo (15 e 30
dias), mas houve um decaimento na fase mais tardia da infeccéo (60 dias).

Os niveis pulmonares de citocinas apresentaram um padrao similar aos niveis
cardiacos, com pequenas variagdes. No caso de IL-4, os niveis se mantiveram baixo
por todo o periodo da infeccdo. Os niveis de IL-10 foram expressivamente menores
15, 30 e 60 dias de infeccdo quando comparado ao basal, enquanto que o TNF-a
apresentou valores expressivamente maiores que os basais nos mesmos tempos.
Os ensaios com IL-6 revelaram um perfil similar ja que apresentaram valores

expressivamente menores com 7, 15 e 60 dias apoés a infeccao.

TNF-a TNF-a
(Tecido Cardiaco) (Tecido Pulmonar) =@ CN
INF
500-_ |i| 500-_ " -
400+ L 4001 a—
— — *
£ T £ T I —
% 3004 @ 300-
§’ 200—- |L| §’ 200—-
2 2
100+ i 100+ H
0 T T ,l|l T 0 T T T T
A N e S$ A N e S$
Tempo (dpi) Tempo (dpi)

Figura 14. Niveis relativos de TNF-a no tecido cardiaco e pulmonar de camundongos BALB/c
imunocompetentes e infectados com P. brasiliensis. Nivel de IL-10 no tecido cardiaco e pulmonar
apos 7, 15, 30 e 60 dias de infec¢do. CN: ndo infectado; INF: infectado. * representa p <0,05 ou ***
representa p <0,001. Teste 2way ANOVA e pés- teste Bonferroni.
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Figura 15. Niveis relativos de IL-4, IL-6 e TNF-a no tecido cardiaco e pulmonar de
camundongos BALB/c imunocompetentes infectados com P. brasiliensis. Niveis de IL-4, IL-6 e
TNF-a no tecido cardiaco (a esquerda) e pulmonar (a direita) apés 7, 15, 30 e 60 dias de infec¢ao.
CN: nédo infectado; CP: infectado. * representa p <0,05 ou *** representa p <0,001. Teste 2way
ANOVA e pés- teste Bonferroni.
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5.6Comparacéo da infeccédo por P. brasiliensis em camundongos

imunocompetentes e imunossuprimidos

A imunossupresséo foi realizada por radiacdo gama e o sangue foi coletado
apos a irradiacdo para monitoramento do efeito supressor que foi mensurado por
meio da contagem de leucdcitos. A imunossupressao foi confirmada 24 apés a
irradiacdo e se manteve apos 10 dias da irradiacdo. Apds 48h da confirmacdo da
iImunossupressao 0s animais foram infectados. Os camundongos foram
eutanasiados 7 dias ap0s infeccdo para recuperacdo da unidades formadoras de
colénias presente em fragmentos de tecido cardiaco e pulmonar. A figura 16 mostra
a contagem de leucdcitos presentes no sangue destes animais 10 dias apds a

irradiacéo e 7 dias apos a infeccéo.

Leucoécitos Totais

15000
(M)
g) | *kk |
S 1 B |
® 10000 _H—"*—
©
—
=
>
o
£ 50001
R *
3 —
3
-
0 ;
CN INF CNI  INF +IMU

Figura 16. Numero de leucécitos/puL de sangue em camundongos BALB/c. CN: ndo infectado;
INF: infectado; CNI: controle da imunossupressdo; INF + IMU: imunossuprimido e infectado. Os
histogramas representam a média + o desvio padréo de leucdcitos 10 dias apés a irradiacao e 7 dias
apos a infeccdo (n=9). * representa p <0,05 ou *** representa p <0,0001. Teste 1way ANOVA e poés-
teste Bonferroni.

Os resultados obtidos demonstram que, apés 10 dias de imunossupressao, o
namero de leucocitos foi significativamente menor no grupo imunossuprimido em
comparagcdo ao grupo imunocompetente, confirmando a imunossupressao dos
animais apos 10 dias da irradiagdo. Ainda, é possivel perceber uma diferenca
significativa de leucécitos totais entre os animais infectados e néo infectados,
revelando que ha uma diminuicdo de células leucocitarias no sangue na fase inicial

da infeccéo por P. brasiliensis.
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Os animais imunossuprimidos foram eutanasiados apos 7 dias de infeccéo, o
coracdo e os pulmdes foram retirados e utilizados para recuperacdo do fungo. A
figura 17 representa as UFCs recuperadas dos tecidos dos animais infectados (INF)

e dos animais imunossuprimidos e infectados (INF + IMU).

UFC
4 . .
—|— @ Tecido Cardiaco

3 B Tecido Pulmonar
= —
3
(@]
o 2
6
LL
-]

1_

0 T T

INF INF+IMU

Figura 17. Unidades formadoras de colénia recuperadas de tecido cardiaco e pulmonar de
camundongos BALB/c imunocompetentes e imunossuprimidos com 7 dias de infeccéo.
Coldnias recuperadas ap0s infeccdo pelo P. brasiliensis, via veia caudal, e imunossuprimidos com
radiacdo gama. INF: infectado; INF + IMU: infectado e imunossuprimido. Os histogramas representam
a média = o desvio padréo de UFCs e os valores sdo expressos em 1og10 (n=9). Teste 2way ANOVA
e pos- teste Bonferroni.
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Figura 18. Taxa de sobrevivéncia dos camundongos apds imunossupressédo e infeccdo por P.
brasiliensis. CN: ndo infectado; CNI: imunossuprimido e ndo infectado; INF: infectado; INF+ IMU:
imunossuprimido e infectado. *** representa p < 0, 0001. Teste Log-rank (Mantel-Cox).
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Os dados de UFC entre o grupo imunocompetente e imunossuprimido nao
revelam diferenca significativa. Todavia, o experimento demonstrou que, com 10
dias de imunossupressao, houve uma menor taxa de sobrevivéncia dos
camundongos infectados quando comparado ao grupo de animais imunossuprimidos
nao infectados e ao grupo de animais imunocompetentes, como demonstrado na

figura 18.
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6 DISCUSSAO

A interacdo entre o patdégeno e o hospedeiro define a patogenicidade da
doenca, pois o desequilibrio no balango entre resposta imunoldgica do hospedeiro e
0Ss mecanismos de viruléncia podem causar invasao, instalacdo e multiplicacdo do
microrganismo, caracteristicos do processo infeccioso (Baildo et al., 2008).

Estudos analisam fatores pertinentes ao fungo e que favorecem seu
desenvolvimento e disseminagcdo pelo organismo do paciente tornando-os
causadores de doencas sistémicas e permitindo o seu crescimento nas condi¢cdes
adversas do hospedeiro (Casadevall e Pirofski, 1999). Paracoccidioides spp.
apresentam esses mecanismos que lhes permitem aderir e invadir barreiras
impostas pelos tecidos hospedeiros e sintetizar varias substancias que participam
direta ou indiretamente da relacdo parasita-hospedeiro (Mendes-Giannini et al.,
2000). A viruléncia de Paracoccidioides sp. envolve a expressdo de multiplos genes
em diferentes etapas da infeccdo e que levam a colonizagdo bem sucedida dos
tecidos hospedeiros pelo fungo (Da Silva et al., 2013).

Por se tratar de uma doenca sistémica, P. brasiliensis pode acometer
qualquer 6rgao, através da sua disseminacdo por via canicular, hematogénica ou
linfatica, causando lesdes sintomaticas ou ndo. O acometimento do pulmao esta
associado ao processo de infeccdo que ocorre através da inalacdo de conidios,
pelas vias superiores aéreas e sua posterior instalagcdo nos alvéolos pulmonares
(Goes et al.,, 2014). O processo envolvendo a pequena circulacdo ou circulagcéo
pulmonar e a grande circulacdo ou circulacdo sistémica sdo responsaveis pela
disseminacdo hematogénica do fungo pelos tecidos. Estes processos tornam o
coracdo um ponto de encontro para todos os demais 6rgaos, fazendo um elo entre o
pulm&o, que se caracteriza como um foco priméario da PCM, e os demais 6rgaos do
corpo, que podem se tornar um foco secundario da doenca.

O modelo de infeccéo utilizado, neste trabalho, por meio endovenoso via veia
caudal mimetiza o processo de disseminacdo, uma vez que as células fungicas sao
depositadas no sistema sanguineo. A deteccdo de UFCs no tecido cardiaco em
niveis similares ao encontrados no tecido pulmonar demonstra que o fungo tem a
capacidade de infectar e colonizar o tecido cardiaco e este evento pode proporcionar
alteracdes histologicas que, por sua vez, podem acarretar a perda de funcéo. A
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coloracédo por Grocott evidencia a presenca fungica no tecido cardiaco que, por meio
da técnica de imunofluorescéncia e da nested PCR, confirmam que P. brasiliensis é
0 agente fungico presente neste tecido.

A resposta do hospedeiro ao agente infectante desta doenca leva a um
processo inflamatério granulomatoso crénico, pois o processo inflamatorio agudo
nem sempre € completamente resolvido. Isto porque a resposta inflamatoria
envolvida no processo de infec¢ao por P. brasiliensis leva a destruicdo de algumas
células fangicas. Entretanto, algumas células fungicas podem permanecer no interior
do granuloma e, assim, serem reativadas ap0s a maceracdo do tecido (Moreira et
al.,, 2008). No presente trabalho, foi possivel observar que o perfil de UFCs
encontrado no tecido cardiaco apresentou-se similar ao observado no tecido
pulmonar, uma vez que na fase inicial hA uma maior expressdo de unidades
formadoras de colénia do que em um momento mais tardio. Este fato também foi
demonstrado por Morais e colaboradores (2013) onde houve um decaimento de
aproximadamente 50% das unidades formadoras de colonia no tecido pulmonar
apo6s 90 dias de infecgdo mesmo sem a realizagdo de terapias.

Nos tecidos, a reatividade do hospedeiro induz a reacdo inflamatoria, que
culmina na formacdo de granuloma na tentativa de bloquear e restringir o
desenvolvimento do fungo, impedindo sua multiplicacédo e disseminacéo (Bertini et
al., 2007). As analises histopatologicas apos coloracdo com Hematoxilina e Eosina
demonstram a presencga de infiltrados inflamatoérios caracteristicos ao redor das
células fungicas nos tempos T2, T3 e T4. Apesar de ndo terem sido realizadas
analises quantitativas da presenca de granulomas, as analises qualitativas sugerem
uma menor frequéncia de granulomas em T4 do que nos demais tempos, 0 que
concorda com o observado em relacdo ao nivel de UFCs.

Os granulomas ao se formarem podem danificar o hospedeiro, pois é em seus
arredores que a fibrose se torna organizada. Este tipo de inflamacéo gera ativacdo
permanente e acumulo de macrofagos e células T nos sitios da leséo e as citocinas
liberadas pelos macrofagos cronicamente ativados estimulam a proliferacdo de
fibroblastos, levando ao aumento da producdo de colageno que se transforma em
fibrose (Cock et al., 2000; Brummer et al., 1993). A coloracdo por Tricrobmico de

Masson demonstra a presenca de fibras colagenas ao redor das células fungicas
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nos tempos T2, T3 e T4, que, por sua vez, podem levar a perda de funcdo e causar
uma sobrecarga cardiaca.

A insuficiéncia cardiaca congestiva, em geral, se desenvolve lentamente,
devido a perda gradual da eficiéncia cardiaca, junto a sobrecarga de pressao ou de
volume a lesdo miocéardica. A insuficiéncia cardiaca € iniciada por cardiopatias
diversas ou aumento de trabalho associado a doencas pulmonares, renais ou
vasculares. Mais uma vez, os estudos das cardiopatias mostram intensa relagao
com o pulmé&o, que na PCM ¢é o principal érgao acometido.

O perfil de citocinas que leva a protecdo murina € amplo. Varios artigos
mostram que a imunorregulacao a resisténcia na PCM esta associada a padrées de
resposta imune regulada por células LThl e a susceptibilidade relacionada a
respostas LTh2. Os LTh1, que produzem IL-2, TNF-a e INF-y, favorecem a ativagao
de macrofagos. Os LTh2 liberam IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10 inibem a imunidade celular.
A depresséo da resposta LThl promove diminuicdo de linfocitos, da atividade de
células Natural Killer, da producdo de INF-y, TNF-a e de IL-2 que,
consequentemente, levam a depressdo da resposta proliferativa de linfocitos,
favorecendo o estabelecimento da PCM-doenca (Bernanrd et al., 2008; Fernandes
et al., 2011). Neste trabalho, foram determinados os niveis das citocinas IL-4, IL-6,
IL-10 e TNF-a.

O TNF-a atua sobre a fungdo macrofagica na PCM humana e experimental,
modulando e amplificando a resposta imune, promovendo reacdo granulomatosa e
atividade fungicida mediada por macrofagos. A auséncia desta citocina resulta no
comprometimento dos mecanismos de defesa associado a incapacidade de
desenvolver rea¢des granulomatosas eficientes para conter a multiplicacao flngica
(Fortes et al., 2011). A elevada expressao de TNF-a na fase inicial da infecgdo do
tecido cardiaco sugere uma reacgao granulomatosa mais exacerbada do que em uma
fase mais tardia, corroborando com os achados histolégicos deste trabalho.

De acordo com Elias e colaboradores (1990), células inflamatorias regulam a
funcdo dos fibroblastos através da producdo de citocinas. Estudos demonstraram
que TNF-a, e as interleucinas IL-4 e IL-6 contribuem para a formacéo de cicatriz
tecidual levando a fibrose, enquanto INF-y tem efeito de inibigcdo de fibroblastos e
supressdo na producéo de proteinas da matriz extracelular, tais como colageno e

fibronectina (Lukacs et. al., 2001; Elias et. al., 1990). Este trabalho revelou niveis
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menores de IL-4 e IL-6, sugerindo que a fibrose observada nos achados histolégicos
tem origem em outras citocinas pro-inflamatorias.

A forma aguda da PCM é caracterizada pela secrecéo de IL-4, IL-5 e IL-10, e
a diminuicdo dos niveis INF-y e da proliferacdo de linfécitos que resulta na
depressdo da resposta celular e consequente manifestacdo grave da doenca.
Individuos saudaveis infectados apresentam proliferacdo de linfécitos, niveis
elevados de INF-y e TNF-a e baixos niveis de IL-10. A forma cronica mostra um
padrdo intermediario da resposta imune com producdo mista dessas citocinas. A IL-
10 é uma citocina regulatéria, que tem funcédo imunomoduladora (Pinzan et al., 2010;
Ferreira et al., 2006; Oliveira et al., 2002). Neste trabalho, os niveis de IL-10 nos
tempos T1, T2 e T3 sao expressivamente maiores, sugerindo uma balanco na
resposta imunolégica uma vez que nestes mesmos tempos a aumento no nivel de
TNF-a

Os estudos realizados envolvendo animais imunossuprimidos com radiacao
gama revelaram que a imunossupressdo dos animais antes da infecgdo nao
contribuiu para o aumento da expressdo de unidades formadoras de colonias,
entretanto estes animais apresentaram uma menor taxa de sobrevivéncia
corroborando com os dados da literatura em que a taxa de letalidade da doenca
situa-se entre 2 e 23%, atingindo 30% se associada a Sindrome da Imunodeficiéncia
Adquirida (AIDS) (Coutinho et al., 2002; Marques, 2003; Gées et al., 2014). Estudos
mais aprofundados necessitam ser realizadas para comparar a imunossupressao e
suas relagbes com o agravamento da condicdo cardiaca de camundongos
infectados por P. brasiliensis. Avaliar também a imunossupressao apés a infecgao
poderia permitir a obtencdo de dados mais coerentes com o0s observados na
literatura, onde se destacam as altas taxas de recidiva quando da imunossupressao

de um paciente infectado previamente por P. brasiliensis.
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7 CONCLUSAO

A PCM, apesar de ndo estar na lista de doencas negligenciadas, apresenta-
se como tal, pois recebe pouca atencéo clinica e cientifica. Estes fatos por sua vez
geram defasagem de informacéo, e isto prejudica no conhecimento clinico no que se
refere a doenca. Apesar de ser caracterizada como uma doencga sistémica, pouco se
tem descrito sobre todos os érgdos que podem estar relacionados ao agravamento
clinico do paciente infectado. Sabe-se que o pulméao € o principal érgdo acometido e
gue por isso recebe muita atencdo nas pesquisas, mas que pouco se tem estudado
sobre o processo de disseminacéo a partir do mesmo. A disseminacdo da doenca é
um fator extremamente importante porque esta intimamente relacionada com o seu
controle, pois investigar com mais frequéncia os locais onde o fungo se aloja poderia
permitir um tratamento mais adequado para evitar futuras recidivas. Correlacionando
este processo a via de disseminagcdo, sabe-se que o0 sistema cardiovascular
apresenta grande probabilidade de infeccdo e que este estd intimamente
relacionado aos demais 6rgdos do corpo. Como foi possivel observar, estudos
relacionados com o acometimento do coracdo foram descritos em trabalhos bem
antigos. Estes achados, apesar de permanecerem na literatura, atualmente recebem
pouca atencao e provavelmente por isso o acometimento do coracdo € considerado
ser de ocorréncia rara na PCM. Os resultados obtidos neste trabalho revelam que o
tecido cardiaco apresenta um perfil de infeccdo similar aos observados na literatura
no tecido pulmonar, uma vez que o fungo tem a capacidade de disseminar pela via
hematogénica até o tecido cardiaco, colonizar e gerar respostas inflamatérias
caracteristicas da doenca, tais como a formacdo de granulomas ricos em fibras
colagenas, que podem comprometer a funcéo cardiaca e agravar o quadro clinico do
paciente. Sendo assim, a caracterizacdo da infec¢cdo do tecido cardiaco por P.
brasiliensis pode direcionar melhor o diagndstico de problemas cardiacos associado
a PCM e indicar medidas terapéuticas mais adequadas para o controle e tratamento
da doenca.
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