UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
DEPARTAMENTO DE MICROBIOLOGIA

SILVIA MARIA CORDEIRO WERNECK

A melanina exerce papel essencial na
interacao entre fungo e célula do
hospedeiro em modelos de
paracoccidioidomicose experimental

Belo Horizonte
2014



SILVIA MARIA CORDEIRO WERNECK

A melanina exerce papel essencial na
interacao entre fungo e célula do hospedeiro
em modelos de paracoccidioidomicose
experimental

Dissertacdo de mestrado apresentada
ao Programa de Pés-graduacdo em
Microbiologia do Instituto de Ciéncias
Biologicas da Universidade Federal de
Minas Gerais como requisito parcial a
obtencdo do Grau de Mestre em
Ciéncias Bioldgicas com Enfase em
Microbiologia

Orientadora; Daniele da Gléria de Souza

Belo Horizonte
2014



043 Wermneck, Silvia Maria Cordeiro.
A melanina exerce papel essencial na interagdo entre fungo e célula do
hospedeiro em modelos de paracoccidioidomicose experimental [manuscrito] /
Silvia Maria Cordeiro Werneck. - 2014.
79f. : il ; 29,5 cm.

Orientadora;: Daniele da Gloria de Souza.
Dissertac¢do (mestrado) — Universidade Federal de Minas Gerais, Instituto de
Ciéncias Biolégicas. Programa de Pos-graduagdo em Microbiologia.

1. Microbiologia. 2. Paracoccidioides. 3. Paracoccidioidomicose. 4. Melaninas.

I. Souza, Daniele da Gloria de. II. Universidade Federal de Minas Gerais.
Instituto de Ciéncias Biologicas. III. Titulo.

CDU: 579

Ficha Catalografica elaborada pela Biblioteca do Instituto de Ciéncias Biolégicas







AGRADECIMENTOS

Esse trabalho contou com a colaboracédo de inUmeras pessoas e que eu gostaria
de agradecer com todo carinho a todos que de alguma forma contribuiram para
gue ele acontecesse. De maneira especial gostaria de agradecer:

A minha orientadora Danielle que me apresentou o mundo da inflamac&o e me
recebeu com muita paciéncia. Obrigada pela oportunidade de fazer perguntas e
por poder ter a chance de tentar respondé-las. Pelo bom humor, convivio téo
facil e aberto, e por tornar o laboratério um ambiente leve e agradavel. Obrigado

por me ajudar a crescer pessoal e profissionalmente!

A Lud, amiga e companheira de experimentos, obrigada pela forca e pela
disponibilidade sempre que eu precisei, mesmo vocé estando de longe! Voce me
ajudou demais! Obrigada pelas conversas tao divertidas e produtivas, me

incentivando na realizacao deste trabalho!

A Paty Campi (Super Paty!!), muito obrigada pela disponibilidade e por me ajudar
sempre de maneira tdo agradavel! Sua ajuda foi essencial, principalmente nos

momentos finais.

A professora Patricia Cisalpino, pela disponibilidade e pela 6tima convivéncia no

laboratorio. Obrigada pelo interesse e por incentivar meu trabalho.

Ao professor Daniel Assis, pela disponibilidade e pela grande ajuda em todos os

momentos!

As minhas queridas Mila e Rosana, por estarem sempre ao meu lado no
laboratorio! Obrigada pelo carinho e pela preocupacédo, e por me ajudarem
sempre que precisei durante todos esses anos no laboratério. Vocés sao

especiais!

A Gil, pelo carinho, companhia e pelas boas risadas!! Obrigada pela boa vontade

de ajudar sempre que precisei!



Aos amigos do LIMHO: Renata, Daniel, Luana, Raquel, Zélia, Livinha Resende,
Carol, Livinha Tavares, Rebeca, Camila, Elisdo, Lucas, Fernando, Mila, Paty,
Lud, Rosana, Thalles, Celso, Vivian, Luciana, Diogo. Obrigada pela convivéncia
e histérias maravilhosas. Meninas, obrigada pelas conversas, pelos cafés
regados de muitas risadas e boa energia, pela forca e por me ajudarem a

acreditar que as coisas sempre vao melhorar! Vocés sdo 6timas amigas sempre!

As minhas amigas Mika e Lili, sempre tdo perto de mim, e com a amizade tornam
0os momentos dificeis em mais leves e divertidos! Obrigada pelo carinho e
preocupacao, pelo interesse no meu trabalho e por me incentivarem durante toda

a realizagao dele.

Aos colegas do mestrado, que se tornaram amigos e cumplices de varias

historias e aulas memoraveis.

A todos os meus amigos que me ajudaram e incentivaram na realizacio desse

trabalho.

A todos que participaram, direta ou indiretamente, deste trabalho.

Enfim, aos meus pais e a dindinha, sempre presentes, torcendo, sofrendo junto.
Obrigada por compreenderem minha auséncia, por me incentivarem sempre, por
confiarem em, lembrando-me sempre da minha capacidade. Amo VvoOcCés!

Obrigada por estarem sempre junto a mim.

E aos meus irméos, pela confianga, paciéncia e cumplicidade. Obrigada por me

apoiarem sempre! Amo VOCés!



LISTA DE ABREVIATURAS

pl microlitro

Um micrémetro

BHI Infusdo de cérebro e coracao

DAF metilamina - 2, 7’ - difluorofluoresceina
DCDHF-DA diacetato diclodiidrofluoresceina
DHR dihidrorodamina

D.O densidade optica

ELISA ensaio imunoenzimatico

g grama

Gp glicoproteina

h hora

H.0; Peréxido de hidrogénio

HTAB brometo de hexadeciltrimetilamonio
ID método de imunodifusao dupla

IF indice fagocitico

Ig Imunoglobulina

IL interleucina

IFN-y interferon gamma

INOS 6xido nitrico sintase induzida

i. pl. intra-plantar

kDa Kilodalton

L litro

L-DOPA 3,4-dihidroxi-L-fenilalanina

LT leucotrieno

mg miligrama

ml mililiitro

min minutos

M Molar

Mm milimolar

MPO mieloperoxiddase

MR receptor de manose

NAG N- acetilglicosaminidase

NaCl Cloreto de Sodio

NaEDTA Acido etilenodiaminotetracético sodico
NaPO, Fosfato de sodio



NK natural killer

nm nanémetro

NO o6xido nitrico

ONOO" peroxido nitrito

OPD ortofenildiamina

PAMPs padrBes moleculares associados a patdégenos
PBS Solucao salina em tampao fosfato

PCM Paracoccidioidomicose

pH potencial hidrogenidnico

PRRs receptores de reconhecimento paadrao
RNS Espécies reativas de nitrogénio

ROS espécies reativas de oxigénio

rpm rotagdes por minuto

RPMI-C meio RPMI completo

SUS Sistema Unico de Saude

TGF-B Transforming growth factor -beta (Fator de Crescimento Tumoral beta)

Th linfécito T auxiliar
TLR Toll like-receptor (Receptores do tipo Toll)

TNF-a Tumor necrosis factor (Fator de necrose tumoral)

UFC unidades formadoras de colonia

YPD Yeast Peptona Dextrose (Meio a base de levedura, peptona e dextrose)

5-LO 5- lipoxigenase



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Animais inoculados com leveduras melanizadas apresentam maior

carga fungica no pulméo, LBA e figado. .........cccoovviiiiiiiiie e, 29
Figura 2 - Infeccdo usando leveduras melanizadas induz alteracdo no infiltrado
infamatorio para 0 eSpago alVEOIAr.. ........ccooiiiiiiiiiiiiiiee e 32

Figura 3 - A presenca da melanina em células fungicas altera o acumulo de
leucécitos no parénquima pulmonar, figado e baco de animais apds infec¢cdo com
P Brasili@NSIS. ... 34
Figura 4 - A presenca da melanina em células fangicas altera o acumulo de
macrofagos no parénquima pulmonar, figado e baco apds infeccdo com P.

DFASIIENSIS. ... nnne 35
Figura 5 - A presenca da melanina em células fungicas altera a concentracéo de
citocinas e quimiocinas no pulmao apoés infeccao com P. brasiliensis.. ........... 38
Figura 6 - A presenca da melanina em células fungicas altera a concentragéo de
citocinas e quimiocinas no LBA ap06s infeccdo com P. brasiliensis.. ................ 39
Figura 7 - Células fungicas melanizadas de P. brasiliensis sdo menos fagocitadas
POr MACrOfagos PEItONEAIS. ......coiiiiiiiiiiiee ettt 41
Figura 8 - Células fungicas melanizadas de P. brasiliensis apresentam maior
capacidade de proliferacdo no interior de macrofagos. ..........ccccevveiiiieeeeeeeennn, 42
Figura 9 - Células fungicas melanizadas de P. brasiliensis induzem geracao de
menores niveis de espécies reativas de 0xgénio e nitrogénio.. ..............ce....... 43
Figura 10 - Carga fungica de animais infectados pela via intra-plantar............ 45
Figura 11 - Infiltrado de células inflamatorias na pata de animais infectados com
P. brasiliensis pela via intra-plantar. ..., 46
Figura 12 - Avaliacdo da carga fungica em animais infectados com P. brasiliensis
pela via intra-plantar apds diferentes tempos de infeccao.). ........cccccvvvveeeeennn. 47
Figura 13 - Edema na pata de animais infectados com P. brasiliensis.. .......... 48
Figura 14 - Infiltrados de células inflamatérias na pata de animais infectados com
P. brasiliensis pela via intra-plantar em diferentes tempos...........cccccccceeeeeeeenn. 49
Figura 15 - Animais infectados com P. brasiliensis melanizado apresentam
maiores cargas fungicas na pata e linfonodo.. ............ccccceiniiiiiiiiiiiis 50
Figura 16 - Edema na pata de animais infectados com P. brasiliensis nas
condi¢cOes de melanizado e n&o melanizado..............cceeieeeieiiiieiiiciie e 51
Figura 17 - A presenca da melanina induz uma alteragdo no acumulo de células
inflamatorias apos infecgdo intra-plantar com P. brasiliensis. ............cccccccvnee. 52



RESUMO

Paracoccidioides brasilensis é um dos agentes etiolégicos da
paracoccidioidomise, micose sistémica endémica da América Latina e de maior
prevaléncia no Brasil. A patogénese da PCM é dependente de multiplos fatores,
sendo estes relacionados tanto ao fungo quanto ao hospedeiro. Além disso, uma
importante participacdo da resposta inflamatoria na patogénese da PCM tem
sido bem descrita. A melanina é sabidamente um fator de viruléncia encontrado
em diversos patdgenos de plantas e animais e ja foi demonstrado que P.
brasiliensis a produz. Sendo assim, torna-se importante entender quais 0s
fatores associados ao fungo séo responsaveis pela interacdo com o hospedeiro.
Neste estudo, foram investigadas alteracdes na resposta imunoldgica da PCM
experimental induzida por de P. brasiliensis. Os dados obtidos mostraram que
apos a infeccdo intratraqueal com leveduras de P. brasiliensis melanizadas
houve alteragdes no recrutamento de leucécitos, na producdo de mediadores
inflamatérios e na proliferacdo fungica presente no pulmdo, em relacdo a
infeccdo com leveduras ndo melanizadas. Além disso, houve disseminacéo do
fungo melanizado para o figado. Ensaios in vitro mostraram uma reducao da
atividade fagocitica de macrofagos infectados com leveduras melanizadas,
assim como uma menor producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e
nitrogénio (RNS). Provavelmente, a reducdo de ROS e RNS possibilitou o
aumento no indice de proliferacéo no interior de macrofagos, visualizado apos a
infeccdo com P. brasiliensis melanizado. Objetivando um estudo mais profundo
da influéncia da melanizagdo do fungo no reconhecimento e recrutamento
celular, foi padronizado um modelo de infeccao intra-plantar com P. brasiliensis
Os resultados mostraram uma maior carga fungica associada ao aumento no
edema na pata e ao maior recrutamento de células inflamatérias. Assim, esse
trabalho mostrou que a melanizac&o do fungo Paraccocidioides brasiliensis € um
importante fator de viruléncia, conferindo uma protecdo para o fungo e
desencadeando alteragbes na resposta imune do hospedeiro, o que influencia

de maneira significativa os sinais de progressao da PCM.
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ABSTRACT

Paracoccidioides brasiliensis is an etiological agent of paracoccidioidomycosis
(PCM), a systemic mycosis endemic in Latin America and most prevalent in
Brazil. PCM pathogenesis is dependent on multiple factors which are related to
both the fungus and the host. Moreover, an important contribution of the
inflammatory response to PCM pathogenesis has been described. Melanin is
known as a virulence factor of some pathogens of plants and animals; melanin
production by P. brasiliensis has been demonstrated. Thus, it is important to
understand which factors related to the fungus are responsible for the immune
response related to experimental PCM induced by P. brasiliensis. In this study,
immunological changes caused by the fungus P. brasiliensis in experimental
PCM were investigated. Our data show that the infection by melanized yeast of
P. brasiliensis was associated to changes in the recruitment of inflammatory
leukocytes, production of inflammatory mediators and fungal proliferation in the
lungs, when compared to non-melanized yeast. Moreover, it was observed
dissemination of the melanized fungus to the liver. In vitro assays showed a
reduction in the phagocytic activity of macrophages infected with melanized
yeasts, and lower production of reactive oxygen (ROS) and nitrogen (RNS)
species. Probably this reduction in ROS and RNS contributed to the increase
proliferation of the yeasts inside macrophages, visualized after infection with
melanized P. brasiliensis. In order to focus on the influence of the fungus
melanization in the recognition and cell recruitment, an intra—plantar infection
model with P. brasiliensis was standardized. The results showed an increased
fungal burden associated with increase paw edema and recruitment of
inflammatory cells. Thus, this study showed that melanin in Paraccocidioides
brasiliensis is an important virulence factor being protective for the fungus
besides altering the host immune response , which influence significantly the

symptoms and progression of PCM.
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1- Introducéo

1.1 - Paracoccidioides brasiliensis

Paracoccidioides brasiliensis €é um dos agentes etiolégicos da
paracoccidioidomicose (PCM), micose cronica sistémica de natureza
granulomatosa. Este fungo apresenta dimorfismo térmico reversivel,
apresentando-se na forma de micélio quando cultivado a temperatura ambiente
(25 - 28°C) e levedurifome durante o parasitismo no hospedeiro ou quando
cultivado a temperatura de 35 a 37°C. Seu crescimento micelial € lento, com
colénias brancas que se aderem firmemente ao meio. Vistas ao microscépio
observam-se filamentos delgados, septados, com clamiddsporos terminais ou
intercalares e artroconideos laterais. Na fase leveduriforme observam-se
colénias de aspecto rugoso (cerebriforme), maleavel, de coloracdo creme. Ao
microscopio, observam-se células esféricas, de tamanho variavel entre 2 a 30
um, com parede espessa, birrefringente e maltiplos brotamentos; as células-
filhas permanecem aderidas & superficie da célula-mée, conferindo a P.
brasiliensis um aspecto caracteristico de “roda-de-leme”. Essa caracteristica é
determinante para o diagnoéstico da PCM, tanto em exames diretos como em
exame histopatologico (BRUMMER et al. 1993; LACAZ, 1994; BORGES-
WALMSLEY et al., 2002; SHIKANAI-YASUDA et al., 2006).

Andlises morfologicas em associacdo com analises moleculares determinaram
que P. brasiliensis pertence, dentro do Reino Fungi, ao filo Ascomycota, ordem
Onygenales e familia Onygenaceae, grupo que também abriga outros fungos
dimérficos patogénicos, como Coccidioides immitis e Histoplasma capsulatum
(BAGAGLI et al.,, 2006). Novas tecnologias moleculares aplicadas para o
estabelecimento de filogenias vém contribuindo para melhor compreenséo da
taxonomia de P. brasiliensis, sendo hoje admitido mais de uma espécie do
género Paracoccidioides. Estudos realizados por Matute e colaboradores (2006)
definiram a existéncia de trés espécies filogenéticas diferentes: a espécie
chamada S1 encontrada no Brasil, Argentina, Paraguai, Peru e Venezuela; a
espécie PS2 proveniente do Brasil e Venezuela;, e a PS3, grupo restrito a

Colémbia. Entretanto, novas analises filogenéticas demonstraram que a amostra
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Pb0l1 de P. brasiliensis se mostrou claramente distinta das trés diferentes
espécies filogenéticas ja descritas anteriormente (CARRERO et al.,, 2008).
Estudos envolvendo caracteristicas morfologicas de Pb01l, como células
leveduriformes maiores e brotamento abundante, além de andlises moleculares
possibilitaram o agrupamento dessa e outras 17 amostras de P. brasiliensis de
perfil semelhante a primeira em um grupo chamado “Pb01 like” (TEXEIRA et al.,
2009). Esse conjunto de analises permitiu aos autores proporem que 0 grupo
descrito como “Pb01 like” possam ser consideradas uma nova espécie
denominada Paracoccidioides lutzii, em homenagem a Adolph Lutz, quem
descreveu o fungo pela primeira vez (TEXEIRA et al., 2009). Assim,
Paracoccocidioides lutzii, juntamente com P. brasiliensis, € agente etiologico da
paracoccidioidomicose, sendo essa nova espécie endémica da regido Centro-
Oeste brasileira (THEODORO et al., 2012).

Pouco se sabe sobre a ecologia do género Paracoccidioides. Acredita-se que o
habitat natural do fungo é exdégeno ao ser humano, contudo os elos que
permitiiam relacionar o fungo ao homem permanecem pouco esclarecidos.
Evidéncias indicam que o fungo habita solos de regides Umidas como florestas
tropicais ou subtropicais, entretanto, poucas amostras foram isoladas a partir
dessa fonte. Nessas condicbes o fungo produziria conidios, estruturas de
reproducdo e responsaveis pela propagacdo no ambiente, e que, quando
inaladas atingiriam o pulméo onde se inicia a transformacdo em leveduras
(MONTENEGRO et al., 1996, SILVA-VERGARA et al., 1998, BARROZO et al.,
2009). Diversos foram os relatos de isolamentos a partir de tecidos de tatus de
nove bandas (Dasypus novemcintus), sendo este considerado um hospedeiro
ndo humano de P. brasiliensis devido a alta incidéncia de infec¢cdes nesses
animais (CORREDOR et al.,1999; BAGAGLI et al., 2003; RICHINI-PEREIRA et
al., 2009). A paracoccidioidomicose também foi descrita em cées, como uma
fémea da raca Dobermann que apresentava quadro de linfoadenomegalia
(RICCI et al., 2004), e mais recentemente, num felino que apresentava quadro
de PCM urinéria e encefdlica e num bicho-preguica (doenca disseminada)
(GONZALES et al., 2010; TREJO-CHAVEZ et al., 2010). Porém, o estudo da
natureza do fungo e da presenca deste em animais e humanos ainda necessita

de maior elucidacao.



1.1.2 - Fatores de viruléncia de Paracoccidioides brasiliensis

Alguns componentes estruturais e funcionais, chamados de fatores de viruléncia,
podem contribuir na patogénese das infec¢cbes fungicas, permitindo a
sobrevivéncia, persisténcia e multiplicacdo do fungo no hospedeiro
(KUROKAWA et al., 1998). Alguns componentes da parede celular, como a-
glucanas, moléculas de adesao e enzimas (proteinases, lipases e fosfolipases),
consideradas importantes para nutrigdo, invasao e colonizagdo de tecidos
animais por fungos, além do dimorfismo e producédo de melanina sdo observados
em P. brasiliensis (BAGAGLI et al., 2008).

A adesado dos patégenos aos componentes do hospedeiro € um importante
passo para a infec¢cdo e disseminacao de micro-organismos. H& evidéncias de
que a enzima glicolitica enolase, capaz de se ligar a fibronectina, ativa a
conversdo de plasminogénio em plasmina, uma serina protease que facilita a
disseminacéao de P. brasiliensis (PUCCIA, 2011). Estudos apontam uma reducéo
na adesao de P. brasiliensis a células epiteliais apds o tratamento do fungo com
anticorpo monoclonal contra uma enolase presente na parede celular do fungo
(MARCOS et al., 2012).

A glicoproteina de 43 kDa (Gp43) € o antigeno exocelular mais importante em P.
brasiliensis, e tem sido apontado como fator de viruléncia considerando as
amplas demonstracdes de suas propriedades adesivas a matriz extracelular,
facilitando a adeséo do fungo as células do hospedeiro (VICENTINI et al., 1994;
GESZTESI et al., 1996; HANNA et al., 2000). Hanna e colaboradores (2000)
mostraram em experimentos in vitro que a utilizacdo de soro anti-gp43 reduz de
maneira significativa a adeséo de P. brasiliensis em células Vero. Além disso, a
presenca da proteina Gp-43 inibiu a fagocitose do fungo por macrofagos e
reduziu a morte fungica por essas células (POPI et al., 2002). Estudos apontam
gue essas moléculas proteicas apresentam caracteristicas de vacinas devido a
presenca de epitopos de células T que estimulam respostas Thl protetoras
(TABORDA et al., 1998; TRAVASSOS et al., 2008), mas aparentemente pode
estimular a imunidade inata (NAKAIRA-TAKAHAGI et al., 2011).



A habilidade de crescer a 37°C € uma condicdo que permite P. brasiliensis
suportar os mecanismos de defesa do hospedeiro possibilitando a invaséo de
tecidos, além de ser um importante fator na diferenciacdo da forma micelial para
a forma parasitaria, considerada essencial para a patogénese do fungo
(GOLDANI et al.,, 1994). O dimorfismo apresentado por alguns patdgenos
fungicos envolve reorganizacdo dos lipideos de membrana, alteracbes em
componentes da parede celular, com aumento na quantidade de quitina e
mudanca do polimero glucana predominante. Em P. brasiliensis a conversao
térmica determina a producéo de a-(1, 3)- glucanas como principal componente
da parede celular da fase leveduriforme, um componente que em outros fungos
patogénicos dimoérficos, como Histoplasma capsulatum, é comprovadamente um
fator de viruléncia uma vez que inibe o reconhecimento pelo receptor Dectina-1
evitando o desencadeamento de uma resposta imune contra o fungo
(RAPPLEYE et al., 2004, 2007). Estudos relatam que os polissacarideos a-(1,3)-
glucanas funcionam como uma protecdo contra a acdo de leucdcitos, ja que
estes ndo possuem a-glucanases, sendo um mecanismo de escape da fase
leveduriforme. Foi demonstrado que amostras virulentas, apés cultivo sucessivo,
apresentam reducdo nas quantidades de a-(1,3)- glucanas nas paredes
celulares, reducao da espessura da parede e perda de viruléncia (HOGAN et al.,
1996; BORGES-WALMSLEY et al., 2002).

Foi demonstrado que P. brasiliensis produz melanina na presenca de L-DOPA
(3,4-dihidroxi-L-fenilalanina) (GOMEZ et al., 2001; SILVA et al., 2006). A
melanina é sabidamente um fator de viruléncia encontrado em diversos
patdgenos de plantas e animais. E um polimero multifuncional ubiquo na
natureza, carregado negativamente, hidrofébico, com alto peso molecular e
insolivel em solvente aquosos e organicos, o que dificulta seu estudo por
técnicas bioquimicas convencionais (HILL, 1992; BUTLER et al, 1998;
JACOBSON, 2000). Sua formacé&o ocorre a partir da polimerizacdo oxidativa de
compostos fendlicos e/ ou inddlicos e sdo usualmente marrons ou pretos,
havendo, contudo, relatos da ocorréncia da melanina de outras cores
(NOSACHUCK etal., 2003). Embora em mamiferos a producao de melanina seja

catalisada pelo tirosinase, 0os micro-organismos sintetizam melanina pela via da
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poliquetideo-sintetase e/ ou pela via das fenoloxidases, como a lacase. As
lacases tem a capacidade de catalisar a polimerizacdo de diversos substratos
fendlicos, como a L-DOPA, em melanina (TABORDA et al., 2008). Sabe-se que
além dos fungos patogénicos Cryptococcus neoformans e Histoplasma
capsulatum, também Paracoccidioides brasiliensis sintetiza DOPA-melanina
pela via da lacase (GOMEZ et al., 2001; NOSANCHUK et al., 2002; DA SILVA
et al.,2006). GOMEZ et al. (2001) foram os primeiros a relatar a melanizacéo de
leveduras e conideos de amostras de P. brasiliensis in vitro e durante a infec¢céo
em camundongos. Pouco se sabe sobre a localizacdo da melanina em fungos
patogénicos, mas ja foi descrito a ocorréncia em espacos intra e/ ou
extracelulares. Em P. brasiliensis, microscopia eletrénica de transmisséo revelou
granulos de melanina distribuidos no citoplasma e na parede celular (DA SILVA
et al., 2006).

Propriedades Unicas da melanina sugerem potenciais aplicacbes ambientais e
na saude. Uma propriedade interessante da melanina é proteger os organismos
contra radiacdo ionizante. Por exemplo, fungos melanizados resistentes a
radiacdo podem sobreviver a climas severos, incluindo a Antartica e reatores
nucleares contaminados (ROSA, et al., 2010) Sugere-se que as propriedades de
radioprotecdo sao devido a eliminagéo dos radicais livres gerados pela radiacao.
A capacidade dos fungos melanizados em sobreviver na presenca de niveis
elevados de radiacdo, em conjunto com a grande area de superficie das hifas
fungicas no solo, sugere que estes organismos podem ser utilizados para a

absorcéo e descontaminacdo de ambientes (CASADEVALL et al., 2012).

Uma das principais razbes para o estudo de melanina dos fungos é a
contribuicdo desse pigmento a viruléncia de micro-organismos. Foi observada
uma reducéo significativa na taxa de fagocitose de células melanizadas desse
fungo, e € normalizada apds a adicédo de anticorpos especificos anti-melanina ao
meio onde se encontra o fungo. Além disso, células melanizadas sédo também
menos susceptiveis a fagocitose mediada pelo complemento e aos efeitos
danosos mediados pelas espécies reativas de oxigénio (ROS) e de nitrogénio
(RNS) (DA SILVA et al., 2006; TABORDA et al., 2008). WANG et al. (1995)

demonstraram que pequena quantidade de melanina protege C neoformans de
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ROS e RNS, protegendo contra a morte por macréfagos. Em Spororthrix
schenckii, estudos mostraram que mutantes albinos sdo mais susceptiveis a
morte por espécies reativas de oxigénio e nitrogénio e que a melanizacao
aumenta a resisténcia a fagocitose (ROMERO-MARTINEZ et al., 2000). A
melanina € imunologicamente ativa, mas pouco se sabe sobre sua relacdo com
o sistema imune. Alguns autores mostraram que a melanina afeta macréfagos e
reduz a expressao de citocinas pro-inflamatorias (NOSANCHUK et al.,1998; DA
SILVA et al., 2006). Estudos recentes relataram a deteccéo de anticorpos 1gG
reativos & melanina de conideos e leveduras de P. brasiliensis em soro e lavados
broncoalveolar de camundongos infectados, assim como em soros de pacientes
humanos, reforcando a possibilidade de melanizacéo durante a PCM (URAN et
al., 2011).

A habilidade da melanina em proteger micro-organismos dos mecanismos de
defesa do hospedeiro também é relevante para a terapia antimicrobiana, uma
vez que a eficiéncia clinica de alguns antimicrobianos sdo complementadas
pelas defesas do hospedeiro. A melanizagédo de P. brasiliensis pode reduzir
drasticamente eficacia dos tratamento da PCM, sendo por isso, a melanina um
importante alvo para intervencdo terapéutica. Estudos da analise da
microestrutura da parede celular de C. neoformans mostram que a presenca de
granulos de melanina podem prevenir ou reduzir a velocidade de entrada de
drogas antifingicas nas células do fungo (NOSANCHUK et al., 2006). O carater
protetor da melanina a antifingicos nao esta relacionado com bombas de efluxo
de drogas ou em alteracdes na sintese de ergosterol ou glucanas na parede
celular fungica (IKEDA et al., 2003; NOSANCHUK et al., 2006). Leveduras
melanizadas de P. brasiliensis também s&o menos suscetiveis a potentes drogas
antifingicas, como Anfotericina B e derivados azélicos (DA SILVA et al., 2006).
Estudos realizados em nosso laboratério mostraram uma redugdo na
sensibilidade de 17 amostras de P. brasiliensis a Anfotericina B e Itraconazol
(BALTAZAR et al, em preparacgéo). Apesar das dificuldades inerentes ao estudo
de melanina, é claro que um progresso consideravel tem sido feito nos ultimos
anos na compreensao de suas propriedades, que sao Uteis, principalmente, no

desenvolvimento de estratégias terapéuticas e no entendimento de mecanismos



de durante uma infecgcdo por micro-organismos produtores do pigmento
(CASADEVALL, et al., 2012)

1.2 — Paracoccidioidomicose

A paracoccidioidomicose é uma doenca restrita a América Latina, sendo o Brasil,
Colémbia e Venezuela os paises mais afetados e o Brasil o responséavel pelo
maior numero de casos reportados, cerca de 80% deles. Um estudo da
mortalidade referente a micoses sistémicas no Brasil entre 1996-2006 apontou
a PCM como a principal causa de morte entre as micoses em pacientes nao
imunossuprimidos, seguida de criptococose, candidiase e histoplasmose
(PRADO et al., 2009). Os maiores indices de mortalidade foram encontrados na
regido Sudeste, principalmente nos estados de Sao Paulo (SP), Minas Gerais
(MG) e no Rio de Janeiro (RJ), e na regido Sul, nos estados do Parana (PR) e
Rio Grande do Sul (RS) (PRADO et al., 2009). As areas endémicas apresentam
niveis de precipitacao e temperaturas moderados (900-1800 mm/ano; 17-24°C),
presenca de florestas tropicais ou subtropicais, invernos curtos e verdes
chuvosos (BRUMMER et al., 1993).

A PCM foi incluida na lista de doencas tropicais negligenciadas, uma das
principais micoses responsaveis por importantes problemas de saude publica
(HOTEZ et al., 2008). A falta de notificacdo compulséria dos casos de PCM
impede a determinacdo verdadeira da incidéncia dos casos. A auséncia de
dados disponiveis gera um impacto na prevencéao, diagndstico e tratamento da
doenca, que ndo é vista com devida atencdo. A PCM, se ndo diagnosticamente
e tratada de maneira conveniente pode levar morte precoce ou, em caso de cura,
ao desenvolvimento de sequelas, como fibrose pulmonar, podendo ocasionar a
incapacitacao para o trabalho (MARTINEZ, 2010).

Estudos experimentais indicam que propagulos produzidos pelo fungo na sua
forma micelial sé&o inalados pelo hospedeiro chegando aos pulmdes, 6rgaos
alvos da infecgd@o primaria. A partir dai a infeccdo pode evoluir para a cura ou

torna-se latente devido a presenca de uma resposta imune, caracterizado pela



auséncia de sintomas clinicos. Ainda pode progredir com a disseminagéo para

outros 6rgaos pela via hematogénica ou linfatica (FRANCO et al. 2000).

A PCM esta relacionada com praticas de manuseio do solo e, portanto ocorre
um predominio de trabalhadores rurais acometidos pela doenca (SHIKANAI-
YASUDA et al., 2006). A doenca é mais frequente em homens do que em
mulheres. Estudos revelaram que o contato parece ocorrer igualmente entre
homens e mulheres, mas o desenvolvimento da doenca € mais comum em
homens. Evidéncias, inclusive experimentais, sugerem que fatores hormonais
podem participar na patogénese da doenca provavelmente associada a
presenca do receptor para o horménio femininol7-B-estradiol no citoplasma do
fungo (RESTREPO et al., 1984, 2008; BRUMMER et al., 1993; COUTINHO et
al., 2002). Estudos recentes demonstraram, in vivo, que o hormoénio feminino
estrogeno é capaz de impedir a transicdo da fase micelial para a fase
leveduriforme, conferindo uma maior resisténcia das mulheres a progressao da
doenca (ARIZTIZABAL et al., 1998).

A PCM apresenta duas formas clinicas: a forma aguda ou subaguda (tipo juvenil)
e a forma crénica/ adulta. A forma adulta acomete principalmente individuos
acima de 40 anos e representa a grande maioria dos casos, aproximadamente
90% dos pacientes. Caracteriza-se pela progresséo lenta, com estabelecimento
de uma sintomatologia leve, moderada ou intensa. Manifestacfes pulmonares
ocorrem em 90% dos casos crénicos, com sintomas pouco especificos, como
tosse, dificuldade respiratoria, perda de peso, fragueza e anorexia. Pode ser
subdividida segundo o grau de acometimento em unifocal e multifocal. Nas
formas multifocais as lesdes estao presentes em varios 6rgaos, ocorrendo, com
frequéncia, lesbes nas mucosas oral e nasal, linfonodos, glandulas adrenais e
pele (SHIKANAI-YASUDA et al., 2006; WANK E AIDE, 20009).

A forma juvenil da doenca corresponde entre 3 e 5% dos casos. Caracteriza-se
por uma rapida progressao e disseminacao linfatica ou linfo-hematogénica do
fungo ao sistema mononuclear fagocitario (baco, figado, linfonodos e medula
6ssea), com perda de funcdo dos 6rgdos acometidos. E mais frequente entre

jovens e ocorre igualmente em ambos o0s sexos, apresentando uma taxa de
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mortalidade superior a 10% (NEGRONI, 1994; MONTENEGRO & FRANCO,
1994; NOGUEIRA et al., 2006).

O diagnéstico da PCM é baseado na visualizacao da levedura caracteristica de
P. brasiliensis em amostras bioldégicas por meio de exames diretos e/ou
histopatolégicos, acompanhados de cultura e identificacdo. Testes sorolégicos
também apresentam relevancia no diagnostico da doenca, sendo a imunodifuséo
dupla (ID) o principal método usado tendo em vista seu baixo custo e maior
especificidade. O ensaio imunoenzimatico (ELISA) também é uma alternativa por
sua sensibilidade e rapidez, sendo 0 mais apropriado para um grande numero
de soros. Porém, o ELISA apresenta menor especificidade quando comparado
com o método ID, quando se empregam preparacdes constituidas por proteinas
nao purificadas, misturas antigénicas complexas, exigindo maiores cuidados na
interpretacdo dos resultados, dada a possibilidade de ocorréncia de reacfes
cruzadas com outras micoses sistémicas, notadamente a histoplasmose
(SHIKANAY-YASUDA et al., 2006; SILVA & SARAIVA, 2008; FERREIRA, 2009).

O tratamento da PCM é usualmente longo com doses agressivas dos agentes
antimicrobianos, mantidos por meses ou até anos e na auséncia de tratamento
a doenca pode ser fatal (WALMESLEY et al., 2002). Anfotericina B é 0
antimicrobiano usado para formas mais graves da doenca, sendo administrado
de forma intravenosa em doses diarias, por um curto periodo de tempo (3 a 4
meses) (BRUMMER et al., 1993; VISBAL et al., 2005; SHIKANAI-YASUDA et al.,
2006; SAN-BLAS & NINO-VEJA, 2008). Os derivados sulfamidicos s&o usados
amplamente principalmente no Brasil, por sua disponibilizacdo pelo Sistema
Unico de Salde (SUS), seu baixo custo e baixa toxicidade. Requerem longos
periodos de tratamento, podendo levar ao abandono do tratamento pelos
pacientes, que com a amenizacdo nos sintomas, se consideram curados,
elevando as taxas de recaida da doenca (VISBAL et al., 2005; SHIKANAI-
YASUDA et al., 2006; SAN-BLAS & NINO-VEJA, 2008). Os derivados azolicos
representaram um grande avanco para o tratamento da doenca. Entre os
derivados azdlicos, o itraconazol é o mais utilizado, sendo a droga de escolha do
tratamento. Como efeitos colaterais pode-se citar a acdo teratogénica
apresentada por todos os azolicos e a hepatotoxicidade em pacientes com
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alteracdes hepaticas prévias (VISBAL et al., 2005; SHIKANAI-YASUDA et al.,
2006; SAN-BLAS & NINO-VEJA, 2008). Devido a dificuldade de eliminac&o do
fungo nos tecidos os pacientes devem ser avaliados de maneira periddica para
certificar o desaparecimento de lesdes e sintomas (QUEIROZ-TELLES et al.,
2005).

Para que um paciente seja considerado curado sdo avaliados parametros
clinicos, radiologicos e imunolégicos. O desaparecimento dos sinais e sintomas
da doenca, incluindo a cicatrizacdo das lesdes tegumentares, involugdo das
linfoadenopatias e recuperagcdo do peso corporal, estabilizacdo do padrdo das
imagens cicatrizes radiolégicas pulmonares e negativacdo dos titulos de
imunodifus@o dupla ou estabilizagdo dos titulos em valores baixos, devem ser
analisados. Frequentemente podem persistir sintomas provenientes de sequelas
da PCM como respiratérias, linfatico-abdominais, cutaneas, adrenais e
neuroldgicas, sintomas estes que nao representam presenca da infeccao
(SHIKANAI-YASUDA et al., 2006)

1.3 - Resposta imune na Paracoccidioidomicose
1.3.1 - Reconhecimento do patégeno

O contato inicial entre o patégeno e células do sistema imune do hospedeiro é
mediado pelo reconhecimento de moléculas conservadas presentes nos grupos
de micro-organismos, chamadas de padr6es moleculares associados a micro-
organismos (PAMPs). Esse reconhecimento ocorre via diferentes receptores
(Receptores de reconhecimento padrao — PRRS), que quando ativados
desencadeiam cascatas de sinalizacdo responsaveis pela ativacao de células e
montagem de uma resposta inflamatéria (ROMANI 2004; 2011).

Entre os fungos, os componentes estruturais das células fungicas considerados
essenciais para sobrevivéncia e que, portanto, sdo altamente conservados sao,
principalmente, as quitinas, glucanas e mananas. Essas estruturas sdo capazes
de ativar receptores especificos direcionando a montagem de uma resposta
dependente de fatores relacionados ao patdgeno e aos tipos de receptores
envolvidos (ROMANI, 2011). PRRs classicamente envolvidos nas respostas
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imunes em infec¢Bes fangicas sdo os receptores de manose (MR) e o0s
receptores dectina-1, ambos pertencentes ao grupo de receptores de lecitina tipo
C. Esses receptores reconhecem o0s componentes glicoproteicos e 0s
carboidratos presentes nas células fungicas. Recentemente, foi mostrado que o
contato com leveduras de Paracoccidioides brasiliensis foi capaz de induzir um
aumento na expressao do gene de dectina-1, ao contrario do que foi analisado
para MR. Além disso, a inibicdo do receptor de manose levou a uma reducao
nos niveis da citocina IL-12, enquanto que a utilizacdo de um agonista de
dectina-1 manteve os niveis de citocinas em células expostas ao fungo
(TAVARES, 2012). Trabalhos realizados utilizando mondcitos humanos
mostraram evidencias da participacdo desses dois receptores no
reconhecimento da proteina gp43 (BONFIM, et al., 2009). Esses resultados
sugerem a ocorréncia da sinalizagdo via MR e dectina-1 na infecgdo por P.

brasiliensis.

Outro grupo de receptores que tem sido associado a mecanismos de resisténcia
a infec¢des por fungos € a familia de receptores do tipo Toll (TLRs). Esses
receptores estdo presentes em células como os macréfagos, neutrdfilos e
monaocitos, que devido a sua Iimportante atividade fagocitica, sao
conhecidamente essenciais na resposta inata durante a infecgéo pelo fungo P.
brasiliensis (CALICH et al., 2008; ROMANI, 2011). Trabalhos utilizando
camundongos deficientes em receptores TLR2 infectados por P. brasiliensis
mostraram um aumento na resposta Thl7, com elevado infiltrado de
polimorfonucleares, relacionado com uma menor carga fungica e manifestacées
menos graves da doenca (LOURES et al, 2009). Aléem disso, Calich e
colaboradores demonstraram que o reconhecimento via TLR2 e TLR4 induz a
fagocitose, mas ndo a morte do fungo, permitindo uma maior sobrevida e
proliferacéo da levedura no interior de macrofagos (CALICH et al., 2008). Mais
recentemente, Tavares e colaboradores (2012) mostraram evidéncias de que a
expressao de genes relacionados aos receptores do tipo toll é reduzida quando
o reconhecimento do fungo é via dectina-1, induzindo uma resposta de perfil Th1l
e controle da infeccdo. Isso mostra que o reconhecimento por receptores toll

influenciam no perfil de resposta e na progresséo da doenca.
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Durante uma infeccdo por P. brasiliensis, diversos receptores podem ser
ativados, e podem exercer influéncias na ativacao de células do sistema imune
inato e na liberacdo de mediadores, e, consequentemente, na gravidade da

doenca desenvolvida pelo hospedeiro (CALICH, et al., 2008).

1.3.2 - Resposta celular do hospedeiro na infec¢éo por P. brasiliensis

Estudos pioneiros sobre a imunologia da PCM evidenciaram que a resisténcia a
infeccdo por P. brasiliensis €, principalmente, associada a imunidade celular,
com ativacao efetiva de fagocitos resultando na formagéo de granulomas bem
organizados, importantes na destruicdo do fungo por macrofagos alveolares.
Células natural killer (NK), neutréfilos, monécitos e macrofagos desempenham
papel central na resisténcia do hospedeiro ao P. brasiliensis. A interagdo com
esse patégeno induz a liberacdo de citocinas que ativam essas células que

atuam na resposta inflamatéria e na morte do fungo (CALICH et al., 2008).

Os macréfagos sédo as primeiras células que interagem com P. brasiliensis,
sendo as principais células de defesa em infec¢des causadas pelo fungo (PINA
et al., 2008, BORGES-WALMSLEY et al., 2002). Esporos fangicos inalados
alcancam os espacos alveolares, onde séo fagocitados por macréfagos
alveolares residentes, responsaveis pela contencédo do fungo por meio da sua
capacidade fagocitica e de inibicdo de replicacdo do micro-organismo (CALICH
et al.,2008). In vivo, P. brasiliensis multiplica-se intracelularmente apos a
ingestdo por macréfagos pulmonares ndo ativados, os quais sao lisados
liberando numerosas células leveduriformes (BRUMMER et al. 1989; KURITA et
al., 2000). Entretanto, andlises in vitro demonstraram que macrofagos alveolares
ativados com IFN-y tém habilidade para matar células leveduriformes e conideos
de P. brasiliensis, sugerindo o papel essencial desse mediador para a defesa do
hospedeiro contra o fungo (BRUMMER et al., 1989; CANO et al., 1992). Estudos
realizados mostraram a importancia dos processos de ativagdo celular,
principalmente por citicinas pro-inflamatérias como IFN-y e TNF-a, para que
essas células sejam capazes de exercer suas funcdes na resposta contra o
patégeno. A deplecdo de IFN-y, tanto em camundongos resistentes quanto em

susceptiveis, provoca o agravamento da lesdo pulmonar, além de possibilitar a
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disseminagéo do fungo para outros tecidos (CANO et al., 1998; CALVI ET AL.,
2003a; 2003b).

Gonzalez e colaboradores (2000) verificaram que a capacidade de macrofagos
ativados em eliminar o patdgeno esta relacionada com a producgéo de espécies
reativas de nitrogénio, como oxido nitrico (NO). Mais recentemente, evidéncias
mostraram que, além de metabalitos de nitrogénio, espécies reativas de oxigénio
estdo envolvidas na atividade fungicida de macréfagos ativados com IFN-y ou
TNF-a (MOREIRA et al., 2008). Baixos niveis de IL-10 associado a altos niveis
de IFN-y, responsaveis por inibir e ativar iINOS, respectivamente, contribuem
para a producdo de 6xido nitrico e controle da replicagéo fungica (SOUTO et al.,
2000). Além disso, IFN-y também € responsavel por estimular macréfagos
infectados por P. brasiliensis a secretar TNF-a, sendo este essencial para a
formacdo e persisténcia de granulomas bem formados, recrutamento e acumulo
de macrofagos e, juntamente com IFN-y, induz uma atividade microbicida
(CORRADIN et al., 1991 ; LEENEN et al., 1994; SOUTO et al., 2000). Em animais
deficientes na producédo de IFN-y ou em receptores de TNF-a foi observado um
aumento no numero de células fungicas viaveis levando os animais a morte
devido a disseminacao fungica precoce (CANO et al., 1998; SOUTO, et al.,
2000). Esse aumento na susceptibilidade foi associado a redugéo na producao
de 6xido nitrico (NO) e na formacao de granulomas frouxos, demonstrando a
importéancia de IFN-y e TNF-a no controle da infecgdo por P. brasiliensis
(BORGES-WALMSLEY et al., 2002; SOUTO et al., 2000). Em conformidade com
esses estudos, pacientes com forma grave da PCM produzem baixos niveis de
IFN-y e TNF-a, confirmando a importadncia dessas citocinas no controle da
doenca (BAVA, et al., 1991).

Recentemente, Santos e colaboradores (2013) demostraram a importancia do
sistema de atividade da enzima 5-lipoxigenase (5-LO) no controle da infec¢&o
por P. brasiliensis. Foi observado um aumento na susceptibilidade de animais
deficientes para a enzima 5-LO, sendo essa susceptibilidade associada a
alteragcbes no recrutamento inflamatorio em estagios iniciais da infeccéo,

disseminagéo fungica e resposta inflamatoria pulmonar exacerbada. Além disso,
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os leucotrienos, principalmente o leucotrieno B4, foi apontado como o principal
mediador dependente de 5-LO envolvido na fagocitose e morte do

fungo (SANTOS et al., 2013). Além desses mediadores, estudos realizados in
vitro mostraram o envolvimento de IL-13 e ativac&o de inflamassoma na resposta
de células dendriticas infectadas com P. brasiliensis. Animais deficientes para o
receptor IL-1R1 apresentaram uma elevada carga fungica, mostrando a
importancia da sinalizacdo via IL-1B na atividade fungicida contra o fungo P.
brasiliensis (TAVARES et al., 2013)

A interacdo inicial entre macréfagos alveolares e células de P. brasiliensis parece
governar 0s mecanismos subsequentes da imunidade inata e adaptativa, que
resultam no controle da infeccéo ou doencga disseminada (PINA et al., 2008). Ao
interagir com macroéfagos, o fungo induz a liberacdo de mediadores quimiotaticos
gue atraem neutrofilos, sendo estas as primeiras células a chegarem ao sitio da
infeccdo, e essenciais para o desenvolvimento de uma resposta imune efetiva
do hospedeiro (FORTES et al., 2011). Os neutrofilos sdo caracterizados como
células efetoras na infeccdo por P. brasiliensis, por apresentarem atividade
fungicida contra o fungo apds a ativacdo mediada por citocinas, como IFN-y e
TNF-a (PINA et al., 2006; RODRIGUES et al., 2007). Além disso, pacientes que
apresentam quadros clinicos de paracoccidioidomicose ativa apresentam 0s
polimorfonucleares com atividade fungicida prejudicada em comparagcdo com
individuos saudaveis (PINA et al., 2006). Estudos demonstraram que a morte de
P. brasiliensis por neutrofilos visualizada em camundongos infectados foi
correlacionada com a capacidade dessas células em produzir intermediarios
reativos de oxigénio, como peroxido de hidrogénio e anion superéxido (COSTA
et al., 2007; RODRIGUES et al., 2007). Além de radicais livres, os neutrofilos
também produzem no sitio inflamatério enzimas como elastases e
mataloproteinases. Essas enzimas podem levar a destruicdo dos tecidos do
hospedeiro, sendo responsaveis por muitas das imunopatologias obrservadas

em processos inflamatorios cronicos (Silva, 2010).

O controle da doenca na fase inicial da infecgdo também esta relacionado com
a presenca de células NK ativadas. Estas sdo produtoras das citocinas proé-

inflamatorias que sao responsaveis pela modulagcéo da resposta imune, além de
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apresentarem uma funcado citotdéxica contra leveduras de P. brasiliensis. Em
casos mais graves da doenca, as células NK apresentam uma baixa atividade,
0 que esta relacionado com o aumento das lesdes e progressdo para uma
doenca mais agressiva (PAGLIARI et al., 2010; LONGUI et al., 2012).

A ativacao de linfocitos B e a consequente elevacao nos titulos de anticorpos,
como os dos isotipos IgE, 1gG4 e IgA, estdo frequentemente relacionados com a
disseminagéo do fungo e progressao da forma mais grave da doenca. Elevado
namero de células fungicas viaveis também estd associado com esse perfil de
resposta mediada por anticorpos (CALICH et al., 1998; BORGES-WALMSLEY
et al., 2002; MAMONI et al., 2002; OLIVEIRA et al., 2002). Entretanto, um estudo
recente mostrou que a auséncia de células B resulta em uma elevada
mortalidade, relacionada com um influxo intenso de mononucleares para o
pulmédo e a formacédo de granulomas frouxos e desorganizados, impedindo o
controle da carga fungica. Portanto, células B parecem estar envolvidas de
maneira efetiva no controle da carga fungica e na organizacdo das lesdes
granulomatosas observadas durante a PCM experimental (TRISTAO, et al.,
2013).

A PCM induz uma intensa ativacdo do sistema imune que é dependente da
dindmica das interagdes entre o micro-organismo e o hospedeiro. O estudo dos
mecanismos resultantes dessa interacdo € de extrema relevancia para a
avaliacdo da resposta imune de pacientes com PCM e assim para o

desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas.
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2. Justificativa

Paracocidioides brasiliensis € o agente etiolégico da paracoccidioidomicose
(PCM), uma das micoses sistémicas mais importantes da Ameérica Latina,
especialmente no Brasil onde se apresenta o maior nimero de casos relatados.
Além da elevada prevaléncia, a PCM & motivo de preocupacédo devido ao dificil
tratamento que, frequentemente € prolongado e, em alguns casos, dependendo
do medicamento de escolha, pode se associado a fortes efeitos colaterais. Além
disso, a falta de relato de casos e estudos mais precisos sobre a doenga levou
a sua inclusao na lista das doencas negligenciadas.

A PCM depende de multiplos fatores, relacionados tanto ao fungo e também ao
hospedeiro. Dessa maneira € essencial o entendimento de fatores de viruléncia
do fungo e da resposta imune do hospedeiro frente a esses fatores, uma vez que
ambos estdo intimamente relacionados entre si e influenciam a progressao e

persisténcia da doenca.

Existem evidéncias de que células de P. brasiliensis podem sintetizar a melanina
nos tecidos do hospedeiro. Apesar dos avancos no entendimento relacionados
a esse fator de viruléncia, ainda falta uma investigacdo mais profunda sobre o
papel da melanina durante a PCM experimental e, mais diretamente, sobre a

resposta do hospedeiro.

Nesse contexto, este estudo visa compreender o papel da melanina na infeccao
pelo fungo P. brasiliensis, utilizando diferentes modelos experimentais de
infeccéo, buscando entender os mecanismos da resposta imune do hospedeiro
desencadeados devido a presenca desse fator de viruléncia, assim como, sua

influéncia nas manifestac¢des clinicas da doenca.
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3. Objetivos

3.1. Objetivo principal

Avaliar o papel da melanina produzida por P. brasiliensis na indug&o da resposta
imune do hospedeiro, aprofundando no entendimento sobre os fatores
responsaveis pela interacdo entre micro-organismo e o hospedeiro na evolucéo

da paracoccidioidomicose.
3.2 - Objetivos Especificos

1. Avaliar o efeito da presenca da melanina em células fungicas durante a
infecgao pulmonar experimental pelo fungo Paracoccidioides brasiliensis,

considerando 0s seguintes parametros:

a. Recuperacdo do fungo no parénquima pulmonar, no espaco alveolar,
figado, baco, cérebro;

b. Cinética de recrutamento de leucocitos para o espaco alveolar;

c. Atividade de mieloperoxidase (MPO) no tecido pulmonar, figado e baco;

d. Ativacdo de macrofagos presentes no parénquima pulmonar, no tecido do
figado e do baco;

e. Concentracao de citocinas no parénquima pulmonar e no espaco alveolar;

2. Avaliar a atividade fagocitica de macrofagos peritoneais infectados com
leveduras melanizadas e ndo melanizadas do fungo P. brasiliensis, in vitro,

através de:

a. Fagocitose de macrofagos peritoneais infectados com leveduras
melanizadas e ndo melanizadas de P. brasiliensis;

b. indice de proliferacdo intracelular de leveduras melanizadas e n&o
melanizadas;

c. Producao de espécies reativas de oxigénio (ROS) e nitrogénio (RNS) no
interior de macrofagos infectados com o fungo P. brasiliensis na condicéo

melanizadas e ndo melanizada;
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3. Estabelecer um modelo de infec¢éo na pata em camundongos selvagens por
meio de infeccdo intra-plantar da fase leveduriforme do fungo avaliando os

seguintes parametros:

a. Padronizacdo do in6culo e da cinética da infeccao;
b. Avaliacdo de edema na pata;

c. Recuperacdo do fungo do linfonodo popliteo, medula 6ssea, figado e

baco;

4. Estudar o papel da melanina utilizando o modelo de infeccao experimental

intra-plantar;

a. Recuperar fungo da pata, linfonodo popliteo, figado, baco, medula éssea,
glandula supra-renal;
b. Atividade de mieloperoxidase (MPO) no tecido da pata;

c. Ativacao de macrofagos presentes na pata;
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4. Materiais e Métodos
4.1 - Cultivo e manutencdo das amostras fungicas

Neste trabalho foi utilizada a amostra Pb18 cedida, gentilmente, pela Professora
Patricia Silva Cisalpino do Laboratério de Biologia de Micro-organismos, do
Instituto de Ciéncias Bioldgicas da UFMG.

As amostras foram mantidas em meio liquido YPD (“Yeast Peptone Dextrose” -
extrato de levedura 1%; peptona 2%; dextrose 2%; &gua destilada) na fase
leveduriforme sob constante agitacdo a 37°C com repiques semanais. Para a
utilizacdo nos experimentos, as amostras foram submetidas a uma passagem
em camundongos selvagens, onde foi realizada inoculacéo pela via intratraqueal
seguida de eutandsia dos animais apos 48 h de infec¢céo. Para a recuperacédo do
fungo, os pulmdes foram removidos, macerados com auxilio de pistilo e
homogeneizados em PBS estéril. A suspensao obtida foi semeada em placas de
petri contendo meio Brain Heart Infusion Agar (BHI) suplementado com 4% de
soro fetal bovino, 5% de fator de crescimento e 50 mg/L de cloranfenicol. As
placas foram incubadas em estufa (BOD Q-315, QUIMIS) a 37°C e as colbnias

recuperadas foram utilizadas para o preparo do indculo fungico.

4.2 - Cultivo das amostras fungicas na presenca de L-DOPA

As leveduras de P. brasiliensis recuperadas da infec¢éo citada no item 4.1 foram
cultivadas em meio YPD, suplementado com 1 mM de L- 3/4-
dihidroxifenilalanina (L-DOPA), a 37°C, por 7 dias. Foi feita analise microscépica
de preparacdes a fresco para verificar a producao do pigmento melanina.

4.3 - Animais

Foram utilizados camundongos machos das linhagens C57BL/6J (6-8 semanas),
com 20-30 gramas de peso, provenientes do Centro de Bioterismo da
Universidade Federal de Minas Gerais (CeBio). Os camundongos foram
divididos em grupos de 6 animais por gaiola. Ndo houve restricbes alimentares

e foi fornecida ragdo comercial e uma garrafa de dgua por gaiola. O fornecimento
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de tais itens foi verificado diariamente. Foram mantidos ciclos de claro/ escuro

com duracao de 12 horas cada.

Esse projeto possui aprovacio do Comité de Etica em Experimentacéo Animal
(CETEA) da Universidade Federal de Minas Gerais sob o protocolo niamero
163/2012.

4.4 - Padronizacéo e preparo do indculo

As células fungicas foram obtidas a partir da recuperacao de coldnias de infeccao
pulmonar como descrito no item 4.1. As colbnias da amostra foram recolhidas e
ressuspensas em meio YPD com e sem L-DOPA, e apés 5-7 dias de crescimento
as células fungicas foram lavadas trés vezes em tampao fosfato — PBS
(Phosphate buffer solution) (pH 7,2) estéril (centrifugacdo a 9000 x g por 5
minutos). Depois da ultima lavagem, foram adicionados 5 ml de PBS, as
particulas maiores sedimentadas, e a porcdo contendo leveduras isoladas foi
coletada. A viabilidade das células foi determinada utilizando o corante Verde
Janus e a contagem das leveduras foi feita em Camara de Neubauer. A
concentracéo foi ajustada de acordo com o0 modelo experimental a ser realizado,

especificado nos respectivos subitens a seguir.

4.5 - Infeccdo pulmonar por inoculacao intratraqueal (i.t) por P. brasiliensis

Antes da inoculagdo todos os camundongos foram anestesiados com uma
solucdo de cetamina(100 mg/kg) e xilasina (10 mg/kg) em PBS pela via
intraperitoneal (i.p.). Aproximadamente 10 minutos ap6s a administracdo desta
solugcéo, os camundongos foram submetidos a inoculagdo do fungo. Para isso,
foi realizada uma pequena incisdo transversal na pele do pesco¢co do animal,
proxima da regido da glandula tiredide, e apés a separacdo das camadas de
tecidos, a traquéia foi exposta e injetados 30uL da solucdo flungica (1x10°©
leveduras/ animal). Imediatamente apos a inoculacao, a incisdo foi suturada e 0s
camundongos mantidos aquecidos em placa aquecedora. Como controle

negativo, os animais receberam 30uL de PBS estéril pela mesma via.
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4.6 - Lavado broncoalveolar (LBA)

O lavado broncoalveolar foi realizado para obtencao de leucécitos presentes no
espaco alveolar, também dosagem de citocinas. Apds eutanasia, a traquéia de
cada animal foi exposta e canulada com um cateter de polipropileno 1,7 mm. O
lavado foi realizado pela injecdo de trés aliquotas de 1 ml de PBS estéril gelado,
injetadas e coletadas trés vezes cada uma, obtendo-se, aproximadamente, 2 ml
de volume final recuperado do lavado. O fluido recolhido do lavado foi
centrifugado a 128 x g, por 5 minutos a 4° e o sobrenadante resultante foi
coletado e armazenado em freezer -20°C para posteriores ensaios de deteccéo
de citocinas e quimiocinas. O sedimento de células foi suspenso em 100 uL de

albumina (0,3%) e utilizado para contagem total e diferencial e leucdcitos.

4.7 - Contagem total e diferencial das células do lavado broncoalveolar

A contagem do numero total de leucdcitos presentes no lavado foi realizada na
diluicdo de 10 vezes empregando a solucéo de Turk em camara de Neubauaer
e visualizagdo em microscopico optico. A contagem diferencial das células foi
realizada em laminas preparadas em citocentrifuga, a 100 x g por 5 minutos, e
submetidas a coloragcdo com kit panético rapido (LABORCLIN), seguida de
visualizacdo em microscopio 6ptico, em objetiva de imersdo (100x). Para cada
lamina visualizada foram contados um total de 100 leucdcitos, diferenciados por
critérios morfoldégicos em dois tipos celulares: neutréfilos e mononucleares. A
qguantidade de cada tipo celular foi calculada a partir da porcentagem encontrada
em relacdo ao numero total de células. Os valores obtidos foram expressos em

namero de células por ml de lavado.

4.8 - Determinacdes de Unidades Formadoras de Coldnia (UFC) nos tecidos

coletados e LBA de animais infectados com P. brasiliensis

Apos a infeccdo os animais foram eutanasiados e os tecidos (parénquima
pulmonar, figado, baco, sangue, cérebro, pata, linfonodo popliteo) foram
retirados e pesados, sendo que o linfonodo popliteo foi retirado inteiro. Em
seguida os fragmentos dos tecidos foram macerados e homogeneizados em 1

ml e o linfonodo em 50uL de PBS estéril. Aliguotas de 100 e 50ul,
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respectivamente, dessas suspensdes ou do fluido LBA foram semeadas, em
duplicata com auxilio de bastdes de vidro, em placas de Petri, contendo meio de
cultura agar infusdo de cérebro e coracdo (Brain Heart Infusion Agar- BHI),
suplementado com 5% de fator de crescimento (filtrado de cultura de células
leveduriformes da linhagem B339 de P. brasiliensis), 4% de soro fetal bovino e
40 mg/ml de gentamicina. Em seguida as placas foram incubadas em estufa, sob
camara umida a 37°C. As colbnias foram contadas apos 15 dias de crescimento
e o resultado expresso em numero de UFC por 100 mg de 6rgédo, ou por ml de

lavado ou por linfonodo.

4.9 - Quantificacdo da mieloperoxidase (MPO)

O acumulo de neutréfilos no tecido foi analisado pelo ensaio de atividade
enzimatica da mieloperoxidase (MPO). Os fragmentos de tecido dos animais
controle e submetidos a infeccédo foram removidos apos a infecgéo e congelados.
Apoés o descongelamento, o tecido (1g para 19 ml de tampao) foi homogeneizado
em tampéo pH 4,7 (0,1M NacCl, 0,02M NaPO4, 0,015M NaEDTA), centrifugado a
9000 g por 10 min, descartando-se o0 sobrenadante. O precipitado sofreu lise
hipoténica (15 mL de solucdo 0,2% de NaCl durante 30 segundos seguida pela
adicao de igual volume da solucédo contendo 1,6% de NaCl e 5% de glicose).
Apés centrifugacao, o precipitado foi suspenso em tampéo 0,05 M NaPOa4 (pH
5,4) contendo 0,5% de brometo de hexadeciltrimetilaménio (HTAB) e
homogeneizado. Aliquotas da suspenséao sofreram trés ciclos de congelamento
e descongelamento em nitrogénio liquido e serdo, sucessivamente,
centrifugadas por 10 min a 9000 x g, coletando-se o sobrenadante para o ensaio
enzimatico. A atividade de MPO foi medida por mudancas da densidade 6ptica
(D.O.) a 450 nm usando tetrametilbenzidina (1,6 mM) e H202 (0,5 mM). Os
resultados foram expressos em unidades relativas de acordo com uma curva
padrao de neutréfilos preparada a partir do acumulo induzido na cavidade

peritoneal de camundongos estimulados com caseina 5%.
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4.10 - Detecc¢des dos niveis de N- acetilglicosaminidase (NAG) nos tecidos

infectados

O acumulo de macrofagos no tecido foi avaliado pelo ensaio de atividade
enzimatica da N-actilgllicosaminidase (NAG). Fragmentos dos tecidos (100mg)
foram homogeneizados em tampdo 0,1 M NaCl; 0,02 M NaPOg4; 0,015 M
NaEDTA) pH 4,7 (100 mg para 1,9 de tampé&o), centrifugado a 9000 x g por 10
minutos, descartando-se o sobrenadante. O precipitado foi submetido a lise
hipotbnica (1,5 ml de solucdo 0,2% de NaCl durante 30s seguida pela adi¢cdo de
igual volume da solucdo contendo 1,6% NaCl e 5% de glicose). A seguir foram
centrifugadas a 9000 x g por 10 minutos e o sobrenadante descartado. O
sedimento foi ressuspenso e homogeneizado em 1 ml de salina 0,9% com 0,1%
v/iv de Triton X-100, centriifugadas por 10 minutos a 9000 x g, € 0 ensaio
realizado com o sobrenadante coletado. Os niveis de NAG foram determinados
pela alteracdo na densidade otica (D.O.) durante leitura em espectrofotémetro
de microplacas com comprimento de onda de 405 nm utilizando o substrato p-
nitrofenil-N-acetil-B-D-glicosaminidina (SIGMA) e tampao glicina 0,2M (pH 10,6).
O acumulo de macréfagos foi calculado a partir de uma curva padrdo da
atividade de NAG expressa a partir de macrofagos obtidos da cavidade
peritoneal de camundongos com tioglicolato 3%. Os resultados foram expressos

em nuamero relativo de macréfagos em 100 mg de tecido.

4.11 - QuantificacGes de citocinas e quimiocinas

As concentracfes de citocinas e quimiocinas foram quantificadas através do
método imunoenzimatico (ELISA) utilizando kits comerciais (Kits DuoSet, R&D
Systems). Os tecidos infectados e controle foram homogeneizados em PBS (0,4
mM NaCl, 10 mM NaPOa4) com inibidores de proteases (0,1 mM PMSF, 0,1 mM
Benzethonium cloridrico, 10 mM EDTA e 0,01 mg/mL Aprotinina A, pH 7.4) e
Tween 20 (0,05%), centrifugados por 10 minutos a 8944 x g e 0 sobrenadante
utilizado para ELISA. O ensaio foi realizado de acordo com as instrugdes do
fabricante (R&D Systems). Os anticorpos de captura purificados e diluidos em
PBS foram ligados a uma fase sélida na base dos pocos de placa de 96 pocos e
esta incubada overnight a 4°C. Apds sucessivas lavagens foi adicionado tampéo
fosfato com 1% de BSA (tampé&o bloqueio) (GIBCO BRL, Grand Island, NY, USA)
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e incubados por uma hora. Apés lavagens, as amostras foram entéo adicionadas
e incubadas overnight a 4°C permitindo a formacao de um complexo pela ligacéo
com o anticorpo, e removendo-se, com a lavagem, os que ndo se ligarem. A
curva padrdo com as citocinas recombinantes foi preparada de acordo com as
instrucdes do fabricante. Um segundo anticorpo (de deteccéo) foi adicionado
ligando-se ao antigeno. Apos lavagens sucessivas foi adicionada a solucdo do
conjugado estreptovidina/ biotina. As placas foram submetidas a novo ciclo de
lavagem e foi adicionada a solugcdo de OPD. A reacéo foi bloqueada com a
adicdo de 1M de &cido sulfurico (H2SOa4). A leitura da densidade Optica foi
avaliada em espectrofotdbmetro de microplacas com filtro de 492 nm. A
concentracdo das citocinas foi calculada a partir da curva padréo e os resultados

expressos em picogramas de proteina por 100 mg de tecido.

4.12 - Isolamento e cultivo de macrofagos murinos

Macrofagos peritoneais foram obtidos a partir da injecao intraperitoneal de 2 ml
de tioglicolato 3% estéril ( 300 mg de caldo tioglicolato, 42 mg de NaHCO3 em
10 ml de PBS). Apdés 3 dias, os camundongos foram eutanasiados e 0s
macrofagos retirados por meio da lavagem da cavidade peritoneal com 3 ml de
PBS estéril. O lavado coletado foi adicionado em tubos plasticos de 50 ml e
submetidos a centrifugacao por 10 minutos a 300 x g. O sedimento celular foi
reconstituido em 10 ml de meio de cultura RPMI-1640 (Cultilab) e submetido a
novo ciclo de centrifugacao. O sebrenadante foi removido e o0 sedimento celular
suspenso em 1 ml de meio RPMI 1640 completo ( suplementado com 5% de
soro fetal bovino e 50 mg/ml de gentamicina - RPMI-C). A contagem do ndmero
total de células e sua viabilidade foram realizadas empregando corante Azul de
Trypan em camara de Neubauer. A quantidade de macrofagos foi ajustada para
2x 105/ poco e as células depositadas sobre laminulas de 3 mm estéreis
presentes no fundo dos pocos de placas de 24 pocos, seguido de incubacao em
estufa a 37°C com atmosfera de 5% CO2. Ap0s um periodo de duas horas as
células nédo aderidas foram removidas por lavagens consecutivas com meio
RPMI-1640 e foi acrescentado meio RPMI-C, seguido de incubagao por um

periodo de 18 horas em estufa a 37°C com atmosfera de 5% de CO2. Os
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macrofagos foram tratados ou ndo com 100U/ ml de IFN- y murinho

recombinante durante este periodo e incubados ou ndo com melanina a 20ug/mi.

4.13 - Ensaio de fagocitose

Os indculos contendo leveduras de P. brasiliensis nas condi¢ces melanizada e
nao melanizada foram preparados conforme descrito anteriormente, ajustado
para a concentracdo 10° células/poco (razdo de 5 leveduras para cada
macréfago) e adicionados a cultura de macrofagos. As culturas foram incubadas
durante 6, 10 e 24 horas a 37°C e, atmosfera de 5% de CO:2. As laminulas foram
lavadas com PBS estéril para remocédo das células néo internalizadas, fixadas
com metanol absoluto gelado e coradas com Giemsa. Foi realizada a contagem
de macrofagos e de leveduras internalizadas para a determinacao do indice de
fagocitose (IF), definido pela equacao: IF = P x F, onde P é a porcentagem de
macrofagos com levedura internalizada e F é o numero médio de células de

levedura por macréfago. Os experimentos foram realizados por grupos.

4. 14 - Ensaio de proliferagao intracelular

Para os ensaios de proliferacédo intracelular, os macrofagos foram infectados
com leveduras de P. brasiliensis melanizadas e ndo melanizadas, conforme
descrito acima. Apos seis horas de incubacdo, as leveduras ndo internalizadas
presentes no sobrenadante foram removidas a partir da lavagem dos pocos e
entdo meio RPMI-C, com ou sem melanina a 20ug/ ml, sem micro-organismo, foi
adicionado aos pocos. Apés 10 e 24 horas os pocos contendo cultura de
macréfagos foram lavados com PBS estéril e, em seguida, adicionada agua
destilada para lisar os macrofagos. A suspensdo resultante foi coletada e 100 pl
foram inoculados em meio de cultura agar BHI suplementado para, apés 15 dias
de incubacédo em estufa a 37°C, avaliar a presenca de fungos viaveis. A taxa de
proliferacdo intracelular foi calculada pela divisdo do numero de leveduras
intracelulares viaveis apés 24 horas, pelo numero de leveduras viaveis apos 10

horas de infec¢cdo de macroéfagos.
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4. 15 - Quantificacdes da producdo de ROS e RNS pelos macréfagos no

ensaio de fagocitose

Os niveis enddgenos de ROS e RNS foram medidos por meio de analise da
fluorescéncia emitida pelo tratamento das suspensdes com sondas marcadoras
de cada radical. Para avaliar niveis de ROS, ONOO- e NO, os sobrenadantes
das culturas de macrofagos, 30 minutos e 1 hora apés infeccdo com P.
brasiliensis nas condi¢cées descritas acima, foram incubados com 50 uM da
sonda 2’, 7’ diacetato diclorodihidrofluoresceina (DCDHF-DA, Invitrogen), 25 uM
de dihidrorodamina 123 (DHR 123, Invitrogen) e 10uM de 4-amina-5- metilamina-
2',7'-difluorofluoresceina (DAF-FM, Invitrogen), respectivamente. DCDHF-DA é
permeavel em células e ndo emite fluorescéncia, mas em presenca de ROS é
convertido em 2’, 7’ diclofluoresceina (DCF) que se mantém no interior das
células emitindo fluorescéncia. DHR 123, na presenca de ONOO-, é convertido
em Rodamina 123 que emite fluorescéncia (KOOY et al., 1994). DAF-FM
qguantifica baixas quantidades de NO em solucdo e € virtualmente nao
fluorescente até reagir com NO, formando um bezotriazol fluorescente. Em todas
as analises, a fluorescéncia foi determinada em fluorimetro (Synergy 2, BIOTEK,

USA) em comprimento de onda de 485nm e medindo emissédo a 530nm.

4.16 - Modelo de infecgéao intra-plantar com P. brasiliensis

Os camundongos foram inoculados, de maneira bilateral, na regido da pata por
meio de infeccado intra-plantar (i. pl.) onde foi injetado, com o auxilio de uma
seringa de 1 mL, 30uL da suspenséo de células fungicas nas concentracdes de
1x10°, 1x10% e 1x107 células/30uL. Os animais do grupo controle receberam
injecdo de 30uL de PBS pela mesma via de infeccao utilizada para o grupo
experimental. Os animais foram eutanasiados em diferentes tempos apés a

infeccdo (3, 7, 10, 15 e 30 dias) para as analises dos parametros inflamatorios.

4.17 - Avaliagdo de edema na pata

Os animais inoculados pela via intra-plantar foram observados para avaliacdo de
edema. Com o auxilio de um hidropletismdémetro, foi realizada a mensuragéo da

pata antes da infec¢cdo (medida basal) e a cada 3 dias ap0s a infec¢do. Os
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valores obtidos foram comparados com os valores referentes aos animais nao
infectados.

4.18 - Andlise estatistica

Os dados foram analisados usando o programa GraphPad Prism (GraphPad
Inc., San Diego, CA, USA) por meio da analise de variancia (ANOVA). Valores

de p<0.05 foram considerados estatisticamente significativos.
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5. Resultados

5.1 - Presenca da melanina em células fungicas durante a infeccéo

pulmonar experimental

Para avaliar o efeito da presenca da melanina em células de P. brasiliensis
durante infeccdo pelo fungo, verificou-se a resposta de animais a inoculagédo

pulmonar de leveduras nas condi¢cdes melanizadas e ndo melanizadas.

A andlise da carga fungica no pulmédo de animais inoculados com o fungo na
condicao de ndo melanizada mostrou, apés sete dias de infec¢ao, a presenca de
leveduras, seguida de uma reducao significativa na contagem de colbnias,
quinze e trinta dias ap0s a infec¢do. De maneira semelhante, foram recuperadas
células fungicas de animais infectados com leveduras melanizadas no sétimo dia
de infec¢ao, seguida de reducao significativa na contagem de colonias quinze e
trinta apos infeccdo. E importante ressaltar que a recuperacéo de coldnias de P.
brasiliensis no tecido pulmonar foi siginificativamente maior no grupo infectado
com o fungo melanizado, em comparagdo com o fungo ndo melanizado. E
importante ressaltar que foi possivel recuperar coldnias fungicas ap0s trinta dias
de infec¢do nos animais inoculados com leveduras melanizadas. A presenca da
melanina, provavelmente, esta relacionada com a cronificacdo da doenca nesse
orgdo, uma vez que somente no grupo inoculado com leveduras melanizadas foi
possivel recuperar o fungo 30 dias apds a infeccdo (FIGURA 1A). Um perfil
semelhante foi observado na recuperacéo de leveduras do espaco alveolar dos
animais infectados (FIGURA 1B).

Para avaliar a capacidade de disseminacéo das leveduras para outros 6rgaos do
hospedeiro, foi feita uma analise da carga fungica no bacgo, figado, sangue e
cérebro. Em nenhum dos animais submetidos a infec¢do com P. brasiliensis ndo
melanizado foi observado disseminacédo da levedura para outros tecidos. Ja nos
animais inoculados com células melanizadas houve recuperacdo do fungo
somente no figado, sugerindo, que esse possa ser um foco secundario da
infec¢@o. No figado, o pico de recuperacdo do fungo foi no sétimo dia apds a
infec¢do, seguido de diminuigdo significativa na contagem de col6nias fungicas
apos 15 dias (FIGURA 2C). Trinta dias ap0s a infec¢ao, houve completo controle
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do crescimento do P. brasiliensis. Nos demais 6rgdos analisados, ndo foram
recuperadas células fangicas em nenhum dos tempos na infeccdo com

leveduras melanizadas..
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Figura 1 - Animais inoculados com leveduras melanizadas apresentam maior carga
fangica no pulméo, LBA e figado. Animais foram inoculados pela via intratraqueal com
108células fungicas melanizadas ou ndo melanizadas e apds sete, quinze e trinta dias de
infeccao foi realizada a avaliagdo da carga fungica no pulmao (A), LBA (B) e figado (C) dos
animais. Os resultados estdo expressos como o nimero de unidades formadoras de colnias
(UFC) recuperadas por ml de LBA ou grama de tecido pulmonar ou do figado(p<0,05). # diferenca
estatistica entre diferentes grupos no mesmo tempo.
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Tendo em vista a diferenca da carga fangica entre animais inoculados com
leveduras melanizadas e ndo melanizadas, foi feita uma analise do recrutamento
de células inflamatorias para o local da infec¢do. Animais submetidos a infeccéo
com P. brasiliensis na condicdo de ndo melanizado n&o apresentaram aumento
no infiltrado inflamatério de células em nenhum dos tempos avaliados, em
comparacao com o controle ndo infectado (FIGURA 2 A). Ja a infec¢cdo com P.
brasileinsis na condicdo de melanizado resultou em alteracdes significativas no
infiltrado de células inflamatérias quando comparado ao controle, sendo
observado um infiltrado de células totais significativamente maior, apos sete dias
de infeccdo, sendo que a diferenca se manteve 15 e 30 dias ap0s a infeccéo
(Figura 2A). Em comparacao com animais infectados com células fungicas néo
melanizadas, observou-se maior recrutamento de células inflamatérias para o
espaco alveolar em animais inoculados com leveduras melanizadas em todos os

tempos avaliados (Figura 2A).

Com relacdo ao numero de neutrofilos no sitio da infeccdo, foi observado um
pico dessas células no espaco alveolar de animais infectados com P. brasiliensis
nao melanizado apds sete dias de infeccéo, seguido de diminuicdo apos 15 e 30
dias de infec¢éo, retornando ao nivel visualizado em animais nao infectados.
Dessa mesma maneira foi observado um aumento dessas células nos animais
infectados com leveduras melanizadas apods sete dias de infeccdo, em
comparacao com o controle. Ap6s 30 dias, houve uma diminuicdo significativa
nesse recrutamento neutrofilico, retornando ao nivel observado em animais néo
infectados (Figura 2B). Na comparacdo entre animais inoculados com células
fungicas melanizadas e ndo melanizadas verificou-se um maior infiltrado de
polimorfonucleares nos primeiros animais e essa diferenca se manteve apés 15

dias de infeccao (Figura 2B).

Na avaliagédo do perfil de mononucleares em resposta ao fungo ndo melanizado
nao foi observado aumento no infiltrado de mononucleares no lavado
broncoalveolar, em comparacdo com animais ndo infectados. Ja animais
infectados com o fungo melanizado apresentaram um aumento significativo
dessas células no espaco alveolar apos sete dias de infec¢cdo, em relacdo ao

grupo controle. Este aumento foi mantido apos 15 dias, e, depois de 30 dias de
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infeccdo, o nivel de mononucleares foi semelhante ao nivel visualizado em
animais nao infectados (Figura 2C). Em comparacao aos animais infectados com
fungo ndo melanizado, foi observado um infiltrado de mononucleares
significativamente maior em animais inoculados com leveduras melanizadas
apos sete dias de infeccdo, sendo essa diferenca mantida ap6s 15 dias de

infeccéo.
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Figura 2 - Infec¢c&o usando leveduras melanizadas induz aumento no infiltrado inflamatorio
para o espaco alveolar. Animais foram inoculados com 106 leveduras melanizadas e néo
melanizadas de P. brasiliensis pela via intratraqueal e apés sete, quinze e trinta dias de infeccéo
foi obtido o LBA e feita a quantificacdo dos leucdcitos totais (A), neutrofilos (B) e células
mononucleares (C). Animais ndo infectados receberam PBS no lugar do in6culo. (p<0,05). #
diferenca estatistica entre diferentes grupos no mesmo tempo. * diferenca estatistica em relagédo
ao grupo néo infectado.
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Foi também verificado o acumulo de leucdcitos nos tecidos de animais infectados
com o fungo ndo melanizado e melanizado. Para tanto, foi avaliado a atividade
de MPO no pulméo, figado e baco dos animais, sendo esta uma medida indireta
do acumulo de neutrofilo no tecido analisado. Observou-se um aumento
significativo no acumulo de neutréfilos no parénquima pulmonar dos animais
infectados com leveduras ndo melanizadas apés sete dias de infec¢cdo, com
reducao significativa ao nivel dos animais nao infectados apés 15 dias (Figura
3A). De maneira semelhante, os animais inoculados com o fungo melanizado
apresentaram um acumulo de neutrofilos nesse tecido apds sete dias de
infeccdo, seguida de reducdo apds quinze dias. Entretanto, o grupo infectado
com P. brasiliensis ndo melanizado apresentou niveis significativamente maiores
de MPO em comparacéo ao grupo infectado com células melanizadas, no sétimo
dia apos a infeccao (Figura 3A). Um perfil semelhante de acumulo de neutroéfilos

foi observado nos tecidos do figado e baco (Figura 3B e 3C, respectivamente).

Além da analise feita com relagdo ao acumulo de neutrdfilos, também foi avaliado
0 acumulo de macréfagos no pulméo, figado e baco de animais infectados com
P. brasiliensis na condicdo ndo melanizada e melanizada. Isso foi feito por meio
da medida da atividade de NAG. Na comparacdo com animais nao infectados, a
infeccdo com o fungo ndo melanizado induziu um acumulo significativo de
macréfagos no parénquima pulmonar apos sete dias de infeccéo, seguido de um
aumento significativo apos quinze e trinta dias de infeccdo (Figura 4A). De
maneira diferente, animais inoculados com leveduras melanizadas, inicialmente,
nao apresentaram alteracéo no acumulo dessas células quando comparado com
animais controle. Nos tempos de quinze e trinta dias ap6és infeccao foi observado
um aumento significativo de macréfagos na comparacdo com animais nao
infectados Comparando-se animais inoculados com leveduras melanizadas e
ndo melanizadas foi observado uma diferenca significativa no acumulo de
macréfagos entre esses animais nos trés tempos analisados (Figura 4A), sendo
qgue o acumulo na infec¢cdo n&o melanizada foi maior (Figura 4A). O mesmo perfil
de atividade de NAG foi observado no figado e baco (Figura 4B e 4C,

respectivamente).
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Figura 3 - A presenca da melanina em células fungicas altera o acimulo de leucocitos no
parénquimapulmonar, figado e bago de animais ap6s infec¢cdo com P. brasiliensis. Animais
foram inoculados com leveduras melanizadas e ndo melanizadas de P. brasiliensis pela via
intratraqueal e apés sete, quinze e trinta de infecgéo os animais foram eutanasiados para a coleta
dos tecidos e foi feita avaliagdo do acimulo de neutréfilos no parénquima pulmonar (A), figado
(B) e bago (C). Animais néo infectados receberam PBS no lugar do in6culo. (p<0,05). # diferenca
estatistica entre diferentes grupos no mesmo tempo. * diferenca estatistica em relacéo ao grupo
dos néo infectados.
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Figura 4 - A presenca da melanina em células fungicas altera o acumulo de macréfagos
no parénquima pulmonar, figado e baco apés infeccdo com P. brasiliensis. Animais foram
inoculados com 106 leveduras melanizadas e ndo melanizadas de P. brasiliensis pela via
intratraqueal e apds sete, quinze e trinta de infeccdo foi feita avaliacdo do acUmulo de
macrofagos no parénquima pulmonar (A), figado (B) e bacgo(C). Animais ndo infectados
receberam PBS no lugar do in6culo. (p<0,05). # diferenca estatistica entre diferentes grupos no
mesmo tempo. * diferenca estatistica em relagao ao grupo néo infetado.
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Em seguida foi avaliada a participacdo da melanina na producéo de citocinas no
pulmdo apds infeccdo com Paracoccidioides brasiliensis na condicdo néo

melanizado e melanizado.

O grupo infectado com P. brasiliensis ndo melanizado apresentou producgéo
siginificativamente maiores das citocinas IL-12, IFN-y, TNF-a e IL-18 e da
quimiocina CXCL-1 no parénquima pulmonar em relacdo ao controle n&o
infectado. O pico de producéo dessas citocinas e quimiocina foi ao sétimo dia
apos a infeccdo, ocorrendo, posteriormente, diminuicdo de sua producdo de
maneira dependente do tempo (Figura 5). Para a citocina IL-6 houve um aumento
significativo, em relacdo ao controle, apos sete dias de infeccdo, sendo este
mantido quinze e trinta dias apo6s infeccdo. Em relagdo a citocina IL-13, um
aumento significativo de sua producao foi observado somente nesses animais
infectados com o fungo ndo melanizado, sendo, seu pico de producédo, também

no sétimo dia apos a infeccdo (FIGURA 5F).

Nos animais infectados com células melanizadas, com relacédo a producéo de IL-
12, CXCL-1 e TNF-q, foi visualizado um pico na concentragdo das citocina e
guimiocina no parénquima pulmonar apés sete de infeccdo, em comparacédo com
o controle, seguida de uma reducao siginificativa 15 e 30 dias apés a infeccéo.
Para a citocina IL-6, houve um aumento na producao apds sete dias de infeccéo,
sendo gue os niveis foram mantidos no 15° dia de infeccdo seguido de reducéo
significativa somente apds trinta dias (Figura 5E). A infec¢do usando leveduras
melanizadas nao induziu a producdo da citocina de IL-13, que manteve sua
concentragdo constante e semelhante a aquela observada em animais néo
infectados em todos os periodos de tempo avaliados (Figura 5F). Nao houve um
aumento significativo na producdo de IFN-y, que manteve a concentragéo

semelhante aos niveis basais em todos os tempos analisados (Figura 5C).

Na comparacao entre os animais infectados com células ndo melanizadas e com
melanizadas, verificou-se uma diferenca nas concentracdes de IFN-y, IL-1B e
TNF- o somente apés sete dias de infeccdo, sendo que o segundo grupo
apresentou os menores niveis das citocinas (Figura 5C, D e F). Para IL-12 e

CXCL-1, os niveis em animais infectados com leveduras melanizadas também
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foram significativamente menores quando comparados com a infec¢édo com a
levedura ndo melanizada, sendo essa diferenca presente até o décimo quinto
dia da infeccdo. Nao houve diferenca na concentracdo de IL-6 entre animais
infectados com leveduras melanizadas e ndo melanizadas em nenhum dos

tempos analisados.

Em seguida, foi feita uma avaliagdo da producédo de citocinas e quimiocinas no
espaco alveolar apd6s a infeccdo com P. brasiliensis nas condicbes nao
melanizado e melanizado. Com relag&o a citocina IL-12, ndo foi observado, em
nenhum dos tempos analisados, aumento na producéo da citocina em animais
inoculados com leveduras ndo melanizadas, em compara¢cao com animais nao
infectados (Figura 6A.). Para a quimiocina CXCL-1 e para as citocinas IFN- v,
TNF-a, IL-6 e IL-1B, verificou-se um pico na concentracdo apos sete dias de
infeccdo com P. brasiliensis ndo melanizado, seguida de reducao quinze e trinta
dias apos infeccdo, tempo apOs o qual, as producdes retornaram aos niveis

semelhantes aos encontrados em animais nao infectados (Figura 6B-F).

Com relacdo aos animais infectados com P. brasiliensis na condicdo melanizada
foi observado aumento significativo na producdo de todas as citocinas e a
guimiocina analisadas, em comparagdo aos animais nao infectados, sendo o
pico de produc¢do no sétimo dia ap0s infeccdo, seguido de reducao significativa

quinze e trinta dias apés infec¢do (FIGURA 6A- F).

Comparando a produc¢do dos mediadores inflamatoérios entre animais infectados
com fungo melanizado e ndo melanizado, observou-se para as citocinas IL-12 e
IL-6, que a producao nao foi diferente entre os grupos (Figura 6 A e E). Ja em
relacdo a CXCL-1 e TNF- a, o fungo melanizado induziu uma producéo
siginificativamente maior dos mediadores (Figura 6B e 6D). Entretanto, a
infeccdo com células melanizadas induziu niveis menores na producao de IFN-
y e IL-1B3, sendo que diferencga significativa foi observada apenas sete dias apos

a infecgéo (Figura 6C e F).
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Figura 5 - A presenca da melanina em células fungicas altera a concentracao de citocinas
e quimiocinas no pulmao apds infeccdo com P. brasiliensis. Animais foram inoculados com
108 leveduras melanizadas ou ndo melanizadas de P. brasiliensis pela via intratraqueal e, apés
sete, quinze e trinta dias de infec¢do, os animais foram eutanasiados para retirada do pulméo e
avaliacdo da concentracdo das citocinas IL-12 (A), IFN-Y (C), TNF-a (D), IL-6 (E) e IL-1B (F) e
da quimiocina CXCL-1 (KC) (B). Animais controle receberam 30ul de PBS pela mesma via de
inoculacdo. (p<0,05) # diferenca estatistica entre diferentes grupos no mesmo tempo. * diferenca
estatistica em relagdo ao néo infectado.
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Figura 6 - A presenca da melanina em células fungicas altera a concentracao de citocinas
e quimiocinas no LBA ap0s infecgdo com P. brasiliensis. Animais foram inoculados com 106
leveduras melanizadas ou ndo melanizadas de P. brasiliensis pela via intratraqueal e, apés sete,
quinze e trinta dias de infec¢do, os animais foram eutanasiados para retirada do LBA e avaliacéo
da concentracdo das citocinas IL-12 (A), IFN- y (C), TNF-a (D), IL-6 (E) e IL-1B (F) e da
quimiocina CXCL-1 (KC) (B). Animais controle receberam 30ul de PBS pela mesma via de
inoculagdo. (p<0,05) # diferenga estatistica entre diferentes grupos no mesmo tempo. ¢ diferenca
estatistica em relacéo ao ndo infectado.
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5.2 - A influéncia da presenca da melanina na capacidade fagocitica de

macrofagos

A analise da carga fungica em diferentes 6rgaos mostrou a presenca de
leveduras no figado apds infecgdo com P. brasiliensis melanizado, o que indica
uma possivel capacidade de disseminacdo do fungo nessa condi¢do. Diante
disso, o préximo passo foi verificar alteracdes na capacidade de macréfagos de
fagocitar e matar o fungo em sua forma melanizada, o que poderia alterar o

controle fungico pelo hospedeiro.

O ensaio de fagocitose foi realizado usando estratégia experimental ex vivo por
meio de contagem de leveduras internalizadas por macréfagos murinos
peritoneais infectados com P. brasiliensis na condicdo melanizada ou n&o
melanizada. Macrofagos infectados com células fungicas ndo melanizadas
apresentaram um aumento na atividade fagocitica, depois de ativados com IFN-
v, apos 6, 10 e 24 horas de infec¢do. Na comparacgao entre a atividade fagocitica
de macroéfagos infectados com fungo nas duas condi¢cdes de melanizacéo,
verificou-se um menor numero das leveduras pigmentadas fagocitadas, na
presenca ou ndo de IFN-y, perfil observado em todos os tempos analisados
(Figura 7). De maneira semelhante, macréfagos, quando incubados com
melanina e infectados com P. brasiliensis ndo melanizado, apresentaram
atividade fagocitica menor a observada na infeccdo com fungo ndo melanizado

na auséncia da melanina, apés 6, 10 e 24 horas de incubacéo (Figura 7).
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Figura 7 - Células fungicas melanizadas de P. brasiliensis sdo menos fagocitadas por
macroéfagos peritoneais. Macréfagos peritoneais, ativados ou ndo com IFN- y, foram infectados
com leveduras de P. brasiliensis (razdo de 5 leveduras para cada macréfago) melanizadas e ndo
melanizadas e atividade fagocitica foi avaliada, 6, 10 e 24 horas depois da infec¢do, por meio da
contagem de leveduras internalizadas. Macréfagos incubados com melanina foram infectados
com P.brasiliensis ndo melanizado e foi feita a analise do indice fagocitico nos mesmo tempos
citados. (p<0.05) # diferenca estatistica em relagdo ao grupo ndo ativado com IFN- y infectado
com P. brasiliensis melanizado, no mesmo tempo. *diferenca estatistica em relagdo ao grupo
ativado com IFN- y infectado com P. brasiliensis melanizado, no mesmo tempo.

Depois de avaliar o efeito da melanina na capacidade fagocitica dos macréfagos,
foi feita avaliacdo da capacidade de proliferacdo de células melanizadas e nao
melanizadas do fungo no interior de macréfagos. Leveduras melanizadas
apresentaram uma capacidade significativamente maior de proliferar no interior
de macréfagos, ativados ou ndo com IFN-Y, em comparagao com leveduras nao
melanizadas (Figura 8). De maneira interessante, leveduras ndo pigmentadas
incubadas com macrofagos na presenca da melanina também apresentaram
uma capacidade maior de proliferar no interior de macréfagos do que quando

nao incubadas com a melanina (Figura 8).
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Figura 8 - Células fungicas melanizadas de P. brasiliensis apresentam maior capacidade
de proliferacéo no interior de macréfagos. Macrofagos peritoneais, ativados ou ndo com IFN-
y, foram infectados com leveduras de P. brasiliensis (raz&o de 5 leveduras para cada macrofago)
melanizadas e ndo melanizadas e o indice de proliferacdo no interior de macréfagos foi
analisado. Macrdfagos incubados com melanina foram infectados com P.brasiliensis néo
melanizado e também foi feita a andlise do indice de proliferacdo nos mesmo tempos citados. A
taxa de proliferacao intracelular foi calculada pela divisdo do nimero de leveduras intracelulares
vidveis ap6s 24 horas, pelo nimero de leveduras viaveis apds 10 horas de infeccdo de
macrofagos. (p<0.05) # diferenca estatistica em relagdo ao grupo ndo ativado com IFN- y
infectado com P. brasiliensis melanizado, no mesmo tempo. *diferenga estatistica em relagao ao
grupo ativado com IFN- y infectado com P. brasiliensis melanizado, no mesmo tempo.

Posteriormente, foi também investigado a producdo de espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio no interior de macréfagos, apds o desafio com o fungo por
meio da utilizacdo de sondas para a marcacdo dessas espécies. A infeccao de
macréfagos, ativados com IFN- y, com leveduras ndo melanizadas induziu um
aumento nos niveis das espécies reativas de oxigénio e nitrogénio.
Comparando-se a infec¢cao de macréfagos, ativados ou ndo com IFN-y, com P.
brasiliensis na condicdo ndo melanizada e melanizada, verificou-se niveis
significativamente menores de peroxido nitrito, Oxido nitrico e ROS em
macrofagos infectados com leveduras pigmentadas, apds uma e seis horas de
incubacéo (Figuras 9A, 9B e 9C, respectivamente). Esse mesmo perfil de
geracdo de espécies reativas foi observado em macréfagos incubados com

células ndo melanizadas na presenga de melanina.
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Figura 9 - Células fungicas melanizadas de P. brasiliensis induzem geracdo de menores
niveis de espécies reativas de oxgénio e nitrogénio. Macrofagos peritoneais foram infectados
com leveduras de P. brasiliensis (razdo de 5 leveduras para cada macréfago) melanizadas e ndo
melanizadas e foi feita avaliagdo dos niveis de perdxido nitrito (A), 6xido nitrico (B) e ROS (C)
com a utilizac@o de sondas especificas marcadoras dessas espécies. # diferenca estatistica do
grupo ativado ou ndo com IFN-Y no mesmo tempo.
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5.3 - Padronizacdo do modelo experimental de infecdo intra-plantar com

Paracoccidioides brasiliensis

Diante dos resultados obtidos com a melanina relacionados a disseminacao do
fungo, diminuicdo da capacidade de fagocitose e aumento no indice de
proliferacdo no interior de macréfagos, viu-se necessario o estudo mais profundo
do reconhecimento e recrutamento celular apds infeccdo com P. brasiliensis
melanizado. O modelo experimental de infeccdo intra-plantar envolve uma
reacdo inflamatdria localizada e, sendo este sitio de facil acesso ao linfonodo,
torna-se possivel avaliar o perfil celular associado a infecgéo pelo fungo, assim
como estudar a progressao do processo inflamatorio e seus fatores associados.
Foi entdo feita a padronizacdo do modelo de infeccédo intra-plantar com P.
brasiliensis ndo melanizado para sua utilizacado posterior em infeccées com o

fungo melanizado.

Para a padronizacdo do inoculo de P. brasiliensis, animais C57/BL6 foram
infectados com diferentes concentracées de levedura: 1x 10%; 5x 10%; 1x 10’
células/ 30pl. Os animais foram eutanasiados apés dez dias de infec¢éo e foram
retirados pata, linfonodo popliteo, figado e baco para a avaliacdo da carga

fungica, atividade de MPO e NAG nos trés in6culos testados.

Com relacdo a carga fangica, foi possivel recuperar coldnias fungicas apenas da
pata e linfonodo popliteo de animais infectados usando os trés indculos testados,
mas nao houve diferenca no numero de leveduras recuperadas em cada tecido
entre os inoculos (Figura 10 A e 10B, respectivamente). E importante ressaltar
gue o numero de colbnias fangicas recuperadas da pata e linfonodo foram

insignificantes em todos os tempos avaliados.
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Figura 10 - Carga fangica de animais infectados pela via intra-plantar. Animais foram
inoculados com células flngicas pela via intra-plantar usando inéculos nas concentrages 1x106,
5x10°% e 1x107e apos dez dias de infeccao foi realizada a avaliacdo da carga fangica na pata (A)
e linfonodo popliteo (B). Animais controle receberam PBS no lugar do in6culo.Os resultados
estdo expressos como numero de unidades formadoras de col6nias (UFC) recuperadas por
grama de tecido.

Como descrito anteriormente, foi também verificado o acumulo de leucécitos no
tecido da pata de animais infectados com o fungo. Para tanto, foi avaliado a
atividade de MPO na pata dos animais, uma medida indireta do acumulo de

neutroéfilo no tecido analisado. Observou-se um aumento significativo no acumulo
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de neutréfilos em animais infectados com o inéculo na concentracdo de 5x10°
células/30ul, em comparacdo com animais ndo infectados e infectados com os

demais in6culos (Figura 11A).

Além da analise feita com relagdo ao acumulo de neutrdfilos, também foi avaliado
0 acumulo de macrofagos na pata de animais infectados com P. brasiliensis. Isso
foi feito indiretamente por meio da medida da atividade de NAG. Animais
inoculados com as concentracdes 5x108 e 1x107células/30pul apresentaram uma
elevada atividade de NAG, indicando um acumulo significativo de macré6fagos no
sitio da infeccdo, comparado com animais nao infectados e infectados com o

menor indculo (Figura 11B).
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Figura 11 - Infiltrado de células inflamatérias na pata de animais infectados com P.
brasiliensis pela via intra-plantar. Animais foram inoculados com células fungicas pela via
intra-plantar usando inéculos nas concentragdes 1x106, 5x106 e 1x107e apos dez dias de
infeccdo foi feita avaliagdo do acumulo de neutréfilos (A) e macréfagos (B) na pata. Animais ndo
infectados receberam PBS no lugar do in6culo. (p<0,05). * diferenca estatistica em relacdo ao
grupo controle

Diante dos resultados obtidos da recuperacéo da carga fungica e do infiltrado de
células inflamatérias em animais infectados pela via intra-plantar, o melhor
in6culo que induziu os parametros ideais para analise de recrutamento celular
foi 5x10° células/30uL. Apds a determinagéo da concentracdo deste indculo, foi
avaliado o tempo de infeccao ideal nesse modelo experimental. Para tal, animais

foram infectados usando o indculo padronizado e foram eutanasiados 3, 7, 10,
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15 e 30 dias apos infeccdo para avaliacdo da lesédo induzida, da carga fungica e

infiltrado de células inflamatorias.

Os resultados relacionados a carga fungica mostraram que na pata o pico de
recuperacdo do fungo foi no terceiro dia apés a infeccéo (Figura 12 A), seguido
de reducéo significativa na contagem de coldnias fungicas apds 7 dias. Nao
foram observadas leveduras apos 15 e 30 dias de infeccao (Figura 12 A). Foi
interessante observar que ocorreu migracdo de leveduras para o linfonodo
drenante, nos tempos de trés, sete e quinze dias apos infeccdo. Entretanto, o

namero de coldnias fungicas foi insignificante em todos os tempos (Figura 12B).
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Figura 12 - Avaliagcédo da carga fungica em animais infectados com P. brasiliensis pela via
intra-plantar apés diferentes tempos de infecgdo. Animais foram inoculados com 5x108
células pela via intra-plantar e eutanasiados 3, 7, 10, 15 e 30 dias apés infec¢do para avaliacéo
da carga fungica na pata (A) e linfonodo popliteo (B). Os resultados estao expressos como o
numero de unidades formadoras de colbénias (UFC) recuperadas por grama de tecido. (p<0,05)
¢ diferenga estatistica em relagéo aos outros tempos.

Foi realizada avaliagao da lesao induzida pela infec¢ao, por meio da mensuracéo
do edema na pata dos animais infectados. O procedimento foi feito a cada trés
dias apos infeccdo. Os dados mostraram que animais controle apresentaram um
aumento no edema no terceiro dia apos infeccdo, mas a injecao de PBS na pata
nao esta associada a presenca de edema, a ndo ser no primeiro dia, onde
provavelmente, ha lesdo pelainjecdo. Entretanto o edema em animais infectados
ocorreu no terceiro dia e foi significativamente maior em comparagéo ao controle,
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mantendo-se até o nono dia de infeccdo. Animais ndo infectados tiveram o
volume da pata reduzido aos niveis basais logo apoés o terceiro dia de infec¢éo.
Apos 30 dias de infeccdo as patas de animais infectados voltaram aos niveis

semelhantes aos de animais néo infectados (Figura 13)
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Figura 13 - Edema na pata de animais infectados com P. brasiliensis. Animais foram
inoculados com 5x108células fungicas pela via intra-plantar e a cada 3 dias, por um periodo de

30 dias, foi feita a mensuracdo do edema na pata dos animais.(P<0.05) * diferenca estatistica
em relacdo ao controle.

Posteriormente, foi feito a avaliacdo do acumulo de células inflamatérias por
meio da atividade de MPO. Os dados de MPO mostram que a infeccdo com P.
brasiliensis induziu um aumento significativo no acamulo de neutréfilos na pata
dos animais infectados em todos os periodos analisados, em compara¢do com
o controle ndo infectado. A atividade de MPO manteve-se elevada até o décimo
dia de infeccdo, e apos 15 dias verificou-se uma reducao significativa no acumulo
dessas células. (Figura 14A). Em seguida, foi analisado o acumulo de
macrofagos nas patas dos animais infectados através da medida da atividade de
NAG. Os resultados mostram um aumento significativo de macrofagos apos trés
dias de infeccdo em comparacdo ao grupo néao infectado, sendo que estes

valores foram mantidos elevados em todos os tempos analisados (Figura 14B).
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Figura 14 - Infiltrados de células inflamatérias na pata de animais infectados com P.
brasiliensis pela via intra-plantar em diferentes tempos. Animais foram inoculados com
células fungicas pela via intra-plantar usando inéculo na concentracdo 5x10°6 apds 3, 7, 10, 15 e
30 dias apés infecgdo os animais foram eutanasiados e foi feita a retirada da pata para a
avaliagdo do acumulo de neutrdéfilos (A) e macrofagos (B) na tecido. Animais néo infectados
receberam PBS no lugar do in6culo. (p<0,05). * diferenga estatistica em relacdo ao grupo
controle.

Posteriormente a padronizacdo do modelo experimental de infeccao intra-plantar
com P. brasiliensis, o préximo passo foi avaliar o efeito causado pela presenca
da melanina em células do fungo durante a infeccdo intra-plantar. Para tal,
verificou-se a resposta de animais a inoculagéao de leveduras nas condigbes de
melanizadas e ndo melanizadas pela via intra-plantar, avaliando diferentes
parametros tais como inducdo de edema, carga fungica e acumulo de células
inflamatorias.

A avaliacdo da carga fangica mostrou que houve recuperacdo de células
fungicas apds a infeccdo com P. brasiliensis ndo melanizado, mas ndo em

namero significativo. Entretanto, a recuperacdo de leveduras de animais
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inoculados com P. brasiliensis melanizado foi significativamente maior apos trés
dias de infeccdo, em comparacdo com animais infectados com o fungo né&o
melanizado (Figura 15 A). Foi observada uma reducado significativa na
recuperagdo dessas coldonias melanizadas apos sete e dez dias de infeccéo,
sendo que no ultimo tempo o nimero de col6nias foi semelhante ao observado
na infeccdo com células ndo melanizadas (Figura 15 A). Um perfil semelhante
foi observado no linfonodos dos animais infectados com leveduras melanizadas
e ndo melanizadas (Figura 15B). Nao foram recuperadas col6nias fungicas dos

tecidos do baco, figado e pulméo.
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Figura 15 — Animais infectados com P. brasiliensis melanizado apresentam maiores
cargas fungicas na pata e linfonodo. Animais foram inoculados com 5x106 células melanizadas
e ndo melanizadas e eutanasiados 3, 7, 10 dias apés infeccao para avaliagdo da carga fungica
na pata (A) e linfonodo popliteo (B) Os resultados estdo expressos como ndero de unidade
formadoras de col6nias (UFC) recuperadas por grama de tecido.. # diferenca estatistica entre os
grupos no mesmo tempo.

A mensuracao do edema na pata mostrou que, apés a infeccéo utilizando P.
brasiliensis na condi¢éo de ndo melanizada, o pico no edema ocorreu no terceiro
dia apos infeccdo e se manteve até o nono dia. Animais infectados com
leveduras melanizadas também apresentaram pico do edema apés trés dias de
infeccéo, entretanto, o edema apresentado foi siginificativamente maior quando
comparado aos animais inoculados com células flngicas ndo melanizadas
(Figura 16). Os valores foram mantidos apés 9 dias de infecgéo, seguido de

redugéo no volume ate os niveis basais (Figura 16).
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Figura 16 - Edema na pata de animais infectados com P. brasiliensis nas condicfes de
melanizado e ndo melanizado. Animais foram inoculados com 5x10%células fangicas
melaninzadas e ndo melanizadas pela via intra-plantar e a cada 3 dias, por um periodo de 30
dias, foi feita a mensuracdo do edema na pata dos animais. (p<0.05) # diferenca estatisitica em
relacdo ao P. brasiliensis ndo melanizado

Como citado anteriormente, foi avaliado o acumulo de neutréfilos na pata de
animais infectados com leveduras melanizadas e ndo melaninzadas de P.

brasiliensis por meio da atividade de MPO.

Verificou-se um aumento significativo no acimulo de neutrofilos apos trés dias
de infecgdo nas patas de animais infectados com leveduras melanizadas e nao
melanizadas, em comparacdo com animais ndo infectados (Figura 17 A). Esse
acumulo foi mantido apés 15 dias de infeccdo. Entretanto, o acumulo dessas
células nas patas dos animais inoculados com leveduras pigmentadas foi
significativamente maior em relacdo ao acumulo nas patas dos animais
infectados com o fungo ndo melanizado em todos os tempos analisados (Figura
17 A).

Em seguida foi analisado o acumulo de macrdéfagos nas patas de animais
infectados com células fangicas melanizados e ndo melanizados através da
medida da atividade de NAG. Foi observado um aumento significativo na

atividade de NAG ap0s trés dias de infeccdo nas patas de animais inoculados
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com leveduras melanizadas em comparagao com animais nao infectados. Essa
elevada atividade de NAG manteve-se em todos os tempos analisados (Figura
17B). Animais infectados com células ndo melanizadas apresentaram aumento
no acumulo de macréfagos apos sete dias de infeccdo em comparacdo com
animais controles. Esses valores mantiveram-se nos outros tempos analisados
(Figura 17B). Foi verificado o acumulo maior em animais infectados com
leveduras pigmentadas em todos os periodos analisados, em relacdo a animais

infectados com P. brasiliensis ndo melanizados (p<0,05)(Figura 17B).
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Figura 17 - A presen¢a da melanina induz uma alteragdo no acumulo de células
inflamatérias apés infecg¢éo intra-plantar com P. brasiliensis. Animais foram inoculados com
células fangicas pela via intra-plantar usando inéculos na concentracdo 5x106 e ap6s 3, 7, 10,
15 dias ap0s infeccao foi feita avaliacédo do acimulo de neutrofilos (A) e macréfagos (B) na pata.
Animais nao infectados receberam PBS no lugar do indculo. (p<0,05). * diferenca estatistica em
relagdo ao grupo controle. # diferenca estatistica com relagdo ao outro grupo no mesmo tempo
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6. Discussao

O presente estudo relatou o efeito da presenca da melanina durante infeccao
com o fungo Paracoccidioides brasiliensis, mostrando parametros
conhecidamente associados a um quadro mais grave da PCM experimental, tais
como elevada carga fungica, aumento da migracéo de células inflamatorias para
os pulmdes, alteracdes na producdo de citocinas e disseminacéo fungica para

outros O6rgaos.

A melanina € um pigmento ubiquio e tem-se descrito a sua produ¢ao por varios
fungos patogénicos, como C. neoformans, H. capsulatum, F. pedrosoi
(NOSANCHUK et al., 2002; DA SILVA et al.,2006). Em P. brasiliesnsis a
producgdo de melanina foi descrita, primeiramente, por GOMEZ. et al. (2001).
Para P. brasiliensis, assim como para outras espécies fangicas, como C.
neoformans e Histoplasma capsulatum, a producdo da melanina requer a
presenca de substratos exdgenos na forma de compostos fendlicos como L-
DOPA (NOSANCHUK et al., 2003). No presente estudo, foi observado o
crescimento de colbnias enegrecidas a partir do cultivo das amostras de P.
brasiliensis em meio contendo L-DOPA, e a analise microscopica confirmou a
presenca de pigmentos na parede e citoplasma das células (dado ndo mostrado),
corroborando os relatos de GOMEZ et al (2001) e Da Silva et al. (2006).

No presente estudo, foi demonstrado que leveduras melanizadas de P.
brasiliensis sdo capazes de persistir por mais tempo no organismo do
hospedeiro, 0 que pode ser explicado pela melanizacdo do fungo e a
consequente resisténcia deste a morte pelas células do sistema imune do
hospedeiro (TABORDA et al.,2008). Da Silva e colaboradores (2009),
demostraram que células melanizadas de P. brasiliensis apresentaram maior
resisténcia a internalizacdo por macrofagos in vitro, e, esse aumento da
sobrevivéncia intracelular pode explicar a alta carga fungica observada nos
pulmbes dos animais infectados pela via intratraqueal com leveduras
melanizadas (Da Silva et al., 2009). Nossos dados sugerem que a melanizagéo
da levedura foi associada com a cronificagdo da doenca, uma vez que, somente

células melanizadas persistiram no organismo do hospedeiro ap6s 30 dias de
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infecc@o. Nesse estagio da doenca, geralmente, € possivel observar a presenca
de granulomas, que sdo importantes para conter a replicagdo do fungo no
organismo do hospedeiro. Desbalancos na homeostase, que levem a alteracdes
na resposta do sistema imune do hospedeiro, podem resultar na reativacao do
fungo aprisionado no interior dos granulomas, resultando, assim, na reincidiva
da doenca (SHIKANAY-YASUDA et al.,, 2006) . Além disso, de maneira
interessante, somente no grupo infectado com células de P. brasiliensis
melanizadas, houve disseminacéo para o figado, sugerindo a melanina como um
fator de viruléncia o qual pode influenciar na progressao da doenca e que o
figado possa ser o 6rgao secundario da PCM experimental. O achado de células
fungicas em sitio extrapulmonar, estd de acordo com a descricdo PCM cronica
multifocal (WANK E AIDE, 2009; SHIKANAY-YASUDA et al., 2006). A forma
cronica de doencga ocorre em 90% dos casos, e, nas formas multifocais, além do
pulmédo, pode haver comprometimento da pele, mucosas, suprarrenais, do
sistema osteoatrticular, figado, baco, bem como linfoadenopatias (WANK E AIDE,
2009; SHIKANAY-YASUDA et al., 2006).

De maneira interessante, apesar da infeccdo com o fungo melanizado resultar
em maior carga fungica pulmonar, foi observado menor recrutamento de células
inflamatoérias no parénquima pulmonar dos animais, em comparacao ao grupo
infectado com células ndo melanizadas. Houve reduzida atividade das enzimas
MPO e NAG, parametros da medida indireta do acumulo de neutrofilos e
macrofagos, respectivamente, sugerindo menor ativacdo dessas células no
pulm&o. Esses resultados sdo inovadores, e sugerem que a melanizacéo de P.
brasiliensis interfere na interacdo com os fagdécitos, uma vez que ndo houve
ativacdo de células inflamatorias no local da infeccdo. Essa hipbtese € mantida
pela reducdo na producdo das citocinas pro-inflamatorias como IL-12, TNF-a e
IFN-y, IL-1B, além da quimiocina CXCL-1, observada em nossos resultados.
Esses mediadores inflamatorios, principalmente TNF-a e IFN- vy, estdo
envolvidos nos processos de ativacao celular. Estudos mostram que a inibicao
da producéo de IFN-y em camundongos resulta em uma progresséo mais grave
da doenca, caracterizada por lesdes pulmonares mais graves e disseminagéo do
fungo para outros 6rgaos (CALVI ET AL., 2003a; 2003b). Além disso, animais

depletados para a producdo de interferon-gamma e TNF-a apresentam a
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formacdo de granulomas frouxos e a reducdo na producdo de metabdlitos de
nitrogénio, o que foi associado com o0 aumento e disseminacéao fungica precoce.
E importante ressaltar a reducéo na producéo também de IL-1B. Recentemente,
Tavares e colaboradores (2013) mostraram a importancia da ativacdo de
inflamassoma em células dendriticas derivadas de medula déssea apés a
infeccdo com P. brasiliensis, sendo essa ativacao dependente da producédo de
IL-1B8. Animais deficientes para o receptor IL-1R1 apresentaram uma elevada
carga fangica, mostrando a importancia da sinalizagéo via IL-1B na atividade
fungicida contra o fungo P. brasiliensis. Além disso, a sinalizagéo via IL-1R1 é
necessaria para a maturacdo do fagolisossomo (fusdo do fagossomo e
lisossomo e acidificacdo do fagolisossomo) e para a atividade microbicida de
macréfagos em outras infecgdes microbianas (Lazarevic et al., 2008). Assim, a
melanizacdo de P. brasiliensis pode alterar a sinalizacdo e ativagdo do
inflamassoma via IL-1B3, contribuindo para a manutencdo da elevada carga

fungica, possivelmente porgue a melanina esta altrando o reconhecimento.

A infeccdo com P. brasiliensis melanizado, também resultou em uma
recuperacdo maior do fungo no espaco alveolar dos animais infectados em
comparacdo com animais infectados com leveduras ndo melanizadas.
Entretanto, houve uma alteragdo no recrutamento de neutréfilos e macrofagos,
e na produgcdo de citocinas, comparado com o0s niveis observados no
parénquima pulmonar. Os mediadores inflamatérios CXCL-1, TNF-a tiveram
niveis mais altos de producdo em animais infectados com leveduras
melanizadas, justificando o aumento no recrutamento de células inflamatérias.
Como descrito anteriormente, nossos dados sugeriram uma alteragdo na
ativacdo de células envolvidas no controle da PCM. Possivelmente, a presenca
da melanina influenciou na interacéo entre o fungo e as células do hospedeiro e
essas foram ativadas tardiamente, resultando em um aumento tardio na
producao das citocinas. Além disso, de maneira diferente do outros mediadores
inflamatorios, a producéo de IFN-y e IL-1 manteve-se menor na infecgdo com
P. brasiliensis melanizado. A alteracdo no reconhecimento induziu a producgao
de citocinas que, provavelmente, estdo envolvidas no aumento da leséo,
enquanto que, IFN-y e IL-1B, mediadores com atividade relevante na resolucao

da infeccdo, mantiveram-se em niveis baixos, contribuindo para a demora no
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controle da infeccdo. Devido a essa alteragdo na ativagcéo das células de defesa,
o controle da infeccao foi mais lento, justificando a elevada carga fangica no

parénquima pulmonar e espaco.

A progresséo da doenca depende de vérios fatores ligados ao hospedeiro e ao
fungo, como viruléncia da amostra e quantidade de células fangicas presentes
no pulméo (tamanho do inoculo) (WANKE E LONDERO, 1994). Os resultados
do presente estudo sugerem que a falta de controle da carga fangica no pulméo
na fase inicial da doenca, associado a melanina como protecdo contra as
espécies reativas de oxigénio produzidas pelos fagocitos, aumente a
sobrevivéncia do fungo no interior de macréfagos (Da Silva et al., 2006),
permitindo, entdo migracao para o figado, de onde foram recuperadas col6nias
fungicas. Portanto, os nossos dados, sugerem que producao de melanina por P.
brasiliensis estd associada com a alteracdo da interacdo do fungo com o
hospedeiro, bem como a persisténcia do fungo no organismo do hospedeiro e

com o0 acometimento de sitios extrapulmonares.

Os dados apresentados no nosso estudo mostram que a presenca da melanina
nas ceélulas fungicas altera o perfil de citocinas produzidas e o recrutamento de
células inflamatérias na infeccao por P. brasiliensis. A interacdo entre os padrées
moleculares associados a micro-organismos e 0os PRRs resulta na ativacado do
sistema imune inato e subsequente producao dos mediadores que séo utilizados
pela montagem da resposta e manutencdo da homeostasia (ROMANI, 2004;
CUNHA et al., 2012). Durante uma infeccao fungica, diversos PRRs podem ser
ativados simultaneamente e a resposta imune final vai depender de diferentes
fatores, principalmente o grau de ativacédo de cada receptor, da espécie de fungo,
de seus componentes estruturais e a cooperacdo com outros receptores
(CUNHA et al.,2012). Da Silva e colaboradores (2006) sugerem a melanina como
um possivel componente da parede celular de fungos que altera o
reconhecimento do micro-organismo pelas células imunes, mostrando que
células melanizadas de P. brasiliensis sdo mais resistentes a fagocitose mediada
pelo sistema complemento, uma vez que a melanina altera a ligacdo de
anticorpos ao micro-organismo. Além disso, as melaninas sdo polimeros

carregados negativamente e sua presenca na parede celular de C. neoformans
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altera a carga da superficie celular fungica, contribuindo para alteracées no
processo de ativacdo de células, reduzindo sua capacidade de exercer suas
funcdes na resposta imune, como ocorre com 0S macrofagos, que tem sua
capacidade fagocitica reduzida (Nosanchuk et al., 1997). Além disso, como dito
anteriormente, a melanina dificulta a ligacao de diversos anticorpos, reduzindo o
mecanismo de opsonizacdo, bem como a internalizacdo de células melanizadas
((Da Silva et al., 2006). Infelizmente, pouco se sabe sobre a localizacdo da
melanina em fungos patogénicos, mas tem sido descrito sua localizagdo no
espaco intra e extracelular (externa a membrana celular). Em alguns fungos a
melanina é encontrada como um componente da parede, muitas vezes vista
como uma camada externa distinta e bem definida, e algumas vezes é
encontrada em associacdo com a matriz fibrilar projetando-se para fora da
parede celular de muitos fungos. Por exemplo, em C. neoformans, a L-DOPA
externa é usada na sintese de uma camada de melanina posicionada entre a
membrana e a parede celular (Taborda etal., 2008). Para P. brasiliensis, a
visualizagdo usando microscopia eletronica de varredura revelou que leveduras
melanizadas e ndo melanizadas tem uma superficie lisa sem grande diferenca,
mas a analise por micrografias electrbnicas de transmissdo mostra granulos
eletrondensos distribuidos por todo o citoplasma e na superficie celular de
leveduras melanizadas (Da Silva et al., 2006). Além disso, estudos relatam que
a producdo de melanina altera a composicdo da parede celular dos fungos,
reduzindo o teor de quitina presente (CASADEVALL, et al.,2012). Células de C.
neoformans apresentam altos niveis de melanina quando genes relacionados a
sintese de quitina sédo regulados negativamente (Baker et al., 2007; Banks et al.,
2005). Dados bioquimicos também sugerem a interagdo entre a sintese de
melanina e quitina. Apds a lise enziméatica de parede celular de células
melanizadas de Aspergillus nidulans nao foi observado a liberacdo de quitina
como observado em células ndo melanizadas. Além disso, melanina soluvel se
liga diretamente a quitina impedindo a atividade da enzima quitinase (Bull et al.,
1970). Esses dados da literatura sustentam a hipotese de que a presenca da
melanina esteja envolvida no reconhecimento de P. brasiliensis por células do
hospedeiro, principalmente macrofagos, impedindo que exergcam suas funcdes
na montagem da resposta imune e assim influenciando nas manifestagdes da

doenca desenvolvida.
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Os macréfagos sdo células fundamentais para o estabelecimento de uma
resposta imune efetiva durante a infeccéo por P. brasiliensis, contribuindo, assim
para a resolucdo da PCM (DE CASTRO, et al.,, 2013). No atual estudo, foi
observado que macrofagos infectados com leveduras melanizadas de P.
brasilensis apresentaram uma atividade fagocitica reduzida quando comparado
com a infeccdo usando leveduras ndo melanizadas. Da Silva e colaboradores
(2006) relataram o efeito protetor da melanina, associado a reducdo da
internalizacdo das células melanizadas pelos macrofagos. Nesse mesmo
estudo, foi observado que, embora anticorpos policlonais contra melanina de P.
brasiliensis possam aumentar a fagocitose de células melanizadas por linhagens
de macréfagos peritoneais e alveolares, anticorpos policlonais contra células ndo
melanizadas do mesmo fungo ndo aumentam a fagocitose de células
melanizadas de P. brasiliensis. Isso indica que a melanina interfere tanto na
interacdo entre os anticorpos com as células do fungo como no reconhecimento
do micro-organismo, resultando, entdo, na reducao na internalizacéo das células
melanizadas. Estudos in vitro mostraram que células melanizadas de C.
neoformans sdo menos susceptiveis a danos causados por exposicdo a luz
ultravioleta (WANG et al., 1994), fagocitose mediada por macrofagos (BLASI et
al., 1995; WANG et al., 1995a), danos causados por oxidacdo (WANG et al.,
1995b), peptideos antimicrobianos (DOERING et al.,1999), toxicidade por metais
pesados (GARCIA-RIVERA et al.,, 2001), e drogas antifiungicas, como a
Anfotericina B (WANG et al., 1994).

Além da reducao na internalizacdo por macrofagos, a melanizacdo promoveu
protecdo contra a atividade fungicida dessas células. Nossos resultados
mostraram que o fungo melanizado apresentou um indice de proliferagdo no
interior de macréfagos maior, comparando-se com o fungo na condicado de ndo
melanizado, o que indica uma maior sobrevivéncia das leveduras no interior de
macrofagos. De maneira semelhante, a producao de melanina em outros fungos,
como C. neoformans e F. pedrosoi, é descrito como um fator que aumenta a
resisténcia a atividade fungicida de células fagociticas (Wang et al., 2006; Cunha
et al.,2005). O mecanismo pelo qual ocorre 0 aumento da sobrevivéncia de

leveduras pigmentadas de P. brasiliensis no espaco intracelular pode ser

58



explicado pela reducdo na producdo ROS e RNS, metabodlitos de extrema
importancia na morte do fungo, visualizada nos resultados obtidos nesse
trabalho. Estudos anteriores ja mostram que a melanizacdo de fungos como C.
neoformans, Aspergillus spp., S. schenckii e até mesmo de P. brasiliensis
oferece protegao contra danos mediados por radicais derivados de nitrogénio e
oxigénio (Nosanchuk et al., 2003; 2006). Entdo, a reducdo na producdo das
espécies reativas permitem a sobrevivéncia e permanéncia do fungo no interior
de macrofagos por um periodo mais prolongado. Os dados observados apés a
adicdo da melanina externa corroboram a atuacdo do pigmento como fator de
protecdo do fungo contra o mecanismo de fagocitose e morte intracelular, uma
vez que, em sua presenca, o indice de proliferacdo intracelular das células nao
melanizadas foi semelhante ao grupo desafiado com células melanizadas.
Estudo sugere que o carater protetor desse pigmento se deve a caracterizacao
deste como um eficiente sequestrador de radicais livres (POREBSKA-BIDNY et
al, 1992), além da sua propriedade de transferéncia de elétrons, efeito ja
demonstrado em C. neofomans (WANG et al., 1995). Em Cryptococcus
neoformans foi descrito que a funcéo antioxidante da melanina é particularmente
importante a 37° C, ja que células melanizadas nesta temperatura apresentam
uma reducédo na atividade da enzima superoéxido dismutase (JACOBSON et al.,
1994). A enzima superéxido dismutase é a primeira defensa antioxidante contra
ROS e foi a primeira enzima reportada a usar um radical livre como substrato,

sendo este o radical superoxido (02-).

Alguns fungos, tais como as espécies de género Cryptococcus, utilizam as
células do sistema imune do hospedeiro, principalmente o macréfago, como
escudo protetor, dentro do qual multiplicam-se, evitando dessa forma o contado
com componentes do sistema imune hospedeiro (HE et al.,, 2003). Nesse
contexto, para a PCM e outras micoses sistémicas, o parasitismo intracelular é
visto como evento importante para o estabelecimento e progressao da doenca,
0 que permite a laténcia fungica e a disseminacéo do sitio primario de infeccéo
para outros orgaos (Brown et al. 2011; Lazarevic et al., 2008). Como relatado
anteriormente, nossos resultados mostraram a presenca de células fingicas no
figado de animais infectados com P. brasiliensis melanizado. Na PCM, a

disseminacdo para outros Orgaos ocorre pela via hematogénica ou linfatica
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(FRANCO et al. 2000). Entretanto, nossos dados mostraram a auséncia de
leveduras no sangue. Esse dado, juntamente com o aumento da sobrevivéncia
intracelular visualizado em nossos resultados, sugere que a disseminacao para
o tecido hepético possa ter ocorrido no interior de macrofagos. Para espécies do
género Cryptococcus, o mecanismo “Cavalo de Troéia” foi proposto a partir das
observacdes a cerca da capacidade de sobrevivéncia desse fungo no interior de
macrofagos, podendo cruzar a barreira hemato-encefalica no interior de células
fagociticas (MA & MAY et al., 2009; KRONSTAD, et al.,, 2011). Estudos
realizados com Cryptococcus neoformans demonstraram, utilizando estratégias
in vivo e in vitro, esse mecanismo de dissemina¢do no interior de células do
hospedeiro (CLARLIER et al., 2009). Assim, nossos resultados sugerem que a
disseminacédo de P. brasiliensis para o figado possa ter ocorrido pelo mecanismo
de parasitismo intracelular, favorecido pela presenca da melanina como fator de

protecao.

Os resultados apresentados abrem espaco para novas investigacdes em relacéo
ao reconhecimento e recrutamento celular em infecgdes com P. brasiliensis na
condicdo melanizada e ndo melanizada. Para isso, a utilizacdo de um modelo de
infeccdo que envolva uma reacdo inflamatéria mais localizada, permitiria a
avaliacdo direta do perfil celular associado a infeccao pelo fungo. O modelo de
infec&o intra-plantar possibilita esse estudo mais localizado, demonstrando de
maneira mais clara a montagem da resposta imune, desde o reconhecimento do
patdgeno, ativacdo de células até o controle da infeccdo. A realizacdo da
infecgao intra-plantar com Paracoccidioides brasiliensis mostrou um aumento na
carga fungica na pata e linfonodo de animais infectados com o fungo melanizado,
acompanhado de um aumento no recrutamento de células inflamatérias. Além
disso, animais infectados com leveduras melanizadas apresentaram um edema
na pata maior do que animais infectados com leveduras ndo melananizadas, o

que também é um indicio da progressao de uma doenca mais grave.

O facil acesso ao linfonodo popliteo torna esse modelo interessante, pois permite
a visualizacdo, por imagem, da migracédo de leveduras para o linfonodo, um
estudo mais profundo dos mecanismos envolvidos na interagdo entre o micro-

organismo e o hospedeiro, avaliando os processos de reconhecimento do
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patégeno, evidenciando a influéncia do processo de melanizacdo de P.

brasiliensis nesses mecanismos.
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7. Conclusao

Em conclusédo, mostramos que a melanina desempenha um papel importante na
patogénese de P. brasiliensis. O aumento da resisténcia de leveduras
melanizadas P. brasiliensis envolve uma combinacao de uma reducao no indice
de fagocitose com a protecdo contra os radicais oxidativos produzidos nas
células efetoras do hospedeiro. Essas propriedades antioxidativas desse
pigmento possibilitam o parasitismo intracelular do fungo, associado a
disseminagéo deste para sitios extrapulmonares. Além disso, a localizagéo da
melanina na parede celular de P. brasiliensis sugere que este seja um fator
responsavel por alteracées no reconhecimento desencadeando na alteracao da
montagem da resposta imune. Entretanto, os mecanismos pelos quais ocorre

essa alteracdo na interacao ainda necessitam de mais estudos.

Portanto, a melanina parece interferir no reconhecimento do fungo pelo
hospedeiro, e 0 estudo dessa interacédo é importante para o desenvolvimento de
novas estratégias terapéuticas para o controle e entendimento das diferentes
manifestacdes clinicas da doenca.
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8. Perspectivas

1. Avaliar in vitro a producao de citocina pelos macrofagos infectados por

leveduras melanizadas e ndo melanizadas de P. brasiliensis.

2. Confirmacao da melanizacdo do fungo no tecido por meio da marcagao

com anticorpos especificos anti-melanina.

3. Analisar a interacdo do fungo melanizado e ndo melanizado com células

do linfonodo popliteo por meio de microscopia confocal.

4. Entender os mecanismos de disseminacédo do fungo.

5. Avaliar o papel do complexo inflamassoma no reconhecimento do fungo

melanizado.

6. Avaliar as linhagens de linfécitos T presentes no linfonodo popliteo de
animais infectados pelo fungo P. brasiliensis na condicdo melanizada e

nao melanizada pela via de inoculacdo intra-plantar.

7. Avaliar o perfil de polarizagdo de macrofagos presentes no linfonodo
popliteo de animais infectados com o fungo na condi¢cdo melanizada e

nao melanizada pela via de inoculacao intra-plantar
8. Avaliar a expressdo de receptores de reconhecimento fungico em

macrofagos apds estimulo com P. brasiliensis melanizado e né&o

melanizado.
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