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RESUMO

A doenca de Jorge Lobo é micose cutanea-subcutanea de evolucgéo crénica causada pelo
fungo Lacazia loboi. Esta micose é predominante na regido Amazonica e afeta
principalmente trabalhadores rurais que vivem em contato constante com a vegetacéo e
0 solo, como é o caso dos seringueiros dessa regido. Até o momento ndo existem
estudos sobre a participacdo do estado nutricional na resposta imunoldgica abordando a
doencga de Jorge Lobo; assim, este estudo tem por finalidade avaliar os efeitos da
desnutricdo protéico-calérica na resposta imune de camundongos isogénicos da
linhagem BALB/c inoculados com L. loboi, empregando pardmetros imunoldgicos e
histopatoldgicos. O presente estudo foi desenvolvido com 120 camundongos do sexo
masculino, da linhagem BALB/c, com idade aproximada de 12 semanas e cerca de 259
de peso corporal. Foram constituidos quatro grupos: G1: 30 camundongos inoculados
com o fungo L. loboi, recebendo restricdo dietética de 20% da dieta normal; G2: 30
camundongos ndo inoculados, recebendo restricdo dietética de 20% da dieta normal;
G3: 30 camundongos inoculados, recebendo dieta normal; G4: 30 camundongos sadios.
Os animais dos grupos G1 e G2 foram submetidos previamente, por 20 dias, antes do
inicio do estudo, a restricdo dietética com oferta diaria de 80% da quantidade ingerida
pelos grupos G3 e G4. Apos instalada a desnutricdo, os animais foram inoculados no
coxim plantar, via intradérmica, com fungo L. loboi e depois de 4 meses (periodo de
aparecimento das lesGes macroscopicas no coxim plantar), os animais foram
sacrificados e submetidos ao lavado peritoneal e a necropsia para a retirada dos 6rgéos:
figado e bago. Os coxins plantares foram removidos para determinacgéo da viabilidade e
do nimero total de fungos, além do histopatoldgico. As células do lavado peritoneal
foram utilizadas para: cultura de células totais para dosagem da citocina IFN-y, cultura
de macrofagos para quantificagdo do NO, H,0, O, e da citocina TNF-a. Os resultados
revelaram que a infeccdo pelo L. loboi ndo exerceu grande influéncia no peso corporal
dos camundongos que recebiam dieta normal, quando comparados com 0 grupo
controle, sendo assim ambos 0s grupos infectados (Gle G3) apresentaram

comportamento semelhante ao dos seus respectivos controles. Em relagdo ao peso do



figado e bago dos grupos desnutridos (G1 e G2), os resultados revelaram reducéo de
peso quando comparados aos grupos sem restricdo alimentar (G3 e G4), fato esse ja
esperado. A analise histopatoldgica do baco revelou apenas congestdo sinusoidal em
todos os grupos. A analise do figado mostrou que os grupos inoculados (G1 e G3)
apresentaram degeneracao vacuolar e reatividade nuclear mais intensa. A viabilidade e
0 numero total de fungos encontrados nos coxins plantares dos camundongos
inoculados revelaram aumento nos camundongos nutridos (G3) quando comparados
com os camundongos desnutridos (G1). Em relacdo a analise histopatoldgica dos coxins
plantares observamos aumento do infiltrado inflamatorio no grupo nutrido em relacéo
ao grupo desnutrido, com grande numero de macréfagos e células gigantes
multinucleadas. No grupo nutrido (G3) os linfocitos estavam presentes em ndmeros
discretos e aumentaram no grupo desnutrido (G1), enquanto o nimero de neutréfilos foi
semelhante nos dois grupos. A desnutricdo exerceu grande influéncia sobre a dosagem
de H,O, e NO, uma vez que no grupo desnutrido (G1 e G2) houve menor producao
desses metabolitos em comparagdo ao grupo nutrido (G3 e G4); entretanto 0 processo
infeccioso ndo estimulou maior liberacdo de H,O, e NO, pois ndo houve diferenga entre
camundongos infectados e sadios (G3 e G4), assim como desnutridos infectados e
desnutridos (G1 e G2). A dosagem de O, nédo foi diferente nos grupos estudados. Os
grupos desnutridos (G1 e G2) apresentaram diminuicdo na produgdo de NO e um
aumento na producdo de IFN-y, quando comparado ao grupo sadio. No grupo nutrido e
infectado (G3) a producédo de IFN-y foi maior que seu respectivo controle, entretanto a
producdo espontanea de NO foi menor. Observamos que o TNF-o apresentou
alteracdes significativas em relacdo aos grupos estudados, com maiores niveis no grupo
desnutrido inoculado em comparagdo ao seu controle, assim como niveis elevados no
grupo inoculado em relacdo aos sadios. Portanto, observamos que a infec¢do néo
exerceu grande influéncia sobre a perda de peso, a desnutricdo prévia foi um fator
desfavoravel a viabilidade, ao numero de fungos e ao infiltrado inflamatério do coxim
plantar. A producdo de H,O, e NO ficaram reduzidas nos animais desnutridos. Outro
fator importante foi a elevacdo marcante das citocinas tanto TNF-a e IFN-y, quando
comparamos 0 grupo sadio com os demais, essas elevacbes ficaram maior quando
associamos desnutricdo e infeccdo. Em resumo, podemos ressaltar que existe grande
interacdo entre a doenca de Jorge Lobo, nutricdo e imunidade e que levando em

consideracdo o fato dos pacientes possuirem baixas condi¢des socioecondmicas e talvez



apresentarem provavel caréncia nutricional, sdo necessarios novos estudos em humanos
para poder conhecer melhor essa interacdo entre a doenca de Jorge Lobo, nutricdo e
imunidade com outros marcadores imunoldgicos e nutricionais, o que possibilitard um

maior entendimento dessa complexa doenga.

Palavras-chaves: BALB/c, desnutri¢cdo, doenca de Jorge Lobo, Lacazia loboi e sistema

imune.
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ABSTRACT

The Jorge Lobo’s disease is a cutaneous and subcutaneous mycosis with chronicle
evolution caused by the fungus Lacazia loboi. This mycosis is predominant in the
Amazon region and affects mainly rural workers who live in constant contact with the
vegetation and the soil, such as the rubber tappers in this region. Up to this date there
haven’t been studies about the participation of the nutritional state in the immunological
response approaching the Jorge Lobo; thus, this study aims to evaluate the effects of the
protein-calorie malnutrition in the immune response of the isogenic mice lineage
BALB/c inoculated with L. loboi, using hystopatological and immunological
parameters. The present study was developed with 120 male mice lineage BALB/c, with
approximately 12 weeks old and circa 25¢g of body weight. Four groups were made: G1:
30 mice inoculated with L. loboi fungus, receiving diet restriction of 20% of the normal
diet; G2: 30 non inoculated mice, receiving diet restriction of 20% of normal diet; G3:
30 mice inoculated receiving normal diet; G4: 30 healthy mice. The animals in the
groups G1 and G2 were previously submitted for 20 days before the beginning of the
study to a diet restriction with a daily offer of 80% of the quantities ingested by groups
G3 e G4. After malnutrition was installed the animals were inoculated in the plantar
cushion, via intradermic, with L. loboi fungus and after 4 months (period of the
appearance of the macroscopic lesions in the plantar cushion), the animals were
sacrificed and submitted to a peritoneal washing and to a necropsy to remove the
organs: liver and spleen. The plantar cushions were removed for determining the
viability and the total number of fungi, besides the hystopatological. The cells in the
peritoneal washing were used for: total cell culture for the dosage of cytokine IFN-y,
macrophage culture for quantification of NO, H,0, O,- and the cytokine TNF-a. The
results revealed that the infection by L. loboi did not have great influence in the body
weight of the mice which received normal diet when compared to the control group.
Thus, both infected groups (Gle G3) presented similar behavior to their respective
control groups. In relation to the weight of the liver and spleen in the malnourished
groups (G1 e G2) the results revealed a reduction of weight when compared to the
groups without feeding restrictions (G3 e G4). A fact we have already expected. The

hystopatological analysis of the spleen only revealed sinusoidal congestion in all



groups. The liver analysis showed that the inoculated groups (G1 e G3) presented
vacuolar degeneration and more intense nuclear reactivity. The viability and the total
number of fungi found in the plantar cushions of the inoculated mice revealed an
increase in the nourished mice (G3) when compared to the malnourished mice (G1). In
relation to the hystopatological analysis of the plantar cushions we have observed the
increase of inflammatory infiltrate in the nourished group in relation to the
malnourished group, with a great number of macrophages and multinucleated giant
cells. In the nourished group (G3) the lymphocytes were presented in a small number
and increased in the malnourished group (G1), while the number of neutrophils was
similar in both groups. The malnourishment had a big influence on the H,0, and NO
dosage, once that in the malnourished groups (G1 e G2) there has been a lower
production of these metabolites in comparison to the nourished groups (G3 e G4);
however the infectious process did not stimulate a higher liberation of H,O, e NO, once
there has not been a difference between infected and healthy mice (G3 e G4), the same
with the infected malnourished and the malnourished (G1 e G2). The dosage of O, was
not different in the groups studied. The malnourished groups (G1 e G2) presented a
decrease in the production of NO and an increase in the production of IFN-y, when
compared to the healthy group. In the nourished and infected group (G3) the production
of IFN-y was higher than its respective control group; however the spontaneous
production of NO was smaller. We have observed that the TNF-a presented significant
alterations in relation to the studied groups, with higher levels in the inoculated
malnourished group in comparison to its control group, thus with higher levels in the
inoculated group in relation to the healthy ones. Therefore we have observed that the
infection did not have a great influence on the loss of weight, the previous
malnourishment was an adverse factor to the viability, to the number of fungi and to the
inflammatory infiltrated of the plantar cushion. The production of H,O, e NO was
reduced in the malnourished animals. Another important factor was the highlighted
elevation of the cytokines TNF-a and IFN-y, when we compare the healthy group with
the others, these elevations become higher when we associate malnourishment and
infection. In short, we can emphasize that there is a large interaction among Jorge
Lobo’s disease, nutrition and immunity, and taking into account the fact that the
patients have lower social economic conditions and perhaps present a probable

nutritional deficiency, new studies in humans are necessary to be able to know better



this interaction among Jorge Lobo’s disease, nutrition and immunity with other
immunological and nutritional markers, which will enable a higher understanding of

this complex disease.

Key words: BALB/c, malnutrition, Jorge Lobo’s disease, Lacazia loboi and immune

system.
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Nutricdo, Infeccdo e Imunidade

Segundo Hughes & Kelly @, o termo desnutricdo designa qualquer desordem resultado
de uma dieta inadequada ou desequilibrada, de uma falta de absorcéo de elementos
dietéticos, ou ainda, com alguma frequéncia, de um inadequado aproveitamento
bioldgico dos alimentos ingeridos, geralmente motivado pelo acometimento de doencas
infecciosas.

A desnutricdo pode ocorrer como consequéncia de uma deficiéncia energética
(desnutricéo protéico-calérica-DPC) ou de um micronutriente. Seja qual for a causa, ela
é considerada um dos fatores mais relevantes de doenca e Obito em paises em
desenvolvimento, afetando particularmente criancas e gestantes. (6)

A desnutricdo é considerada a causa da maior prevaléncia de imunodeficiéncias
adquiridas no mundo, sendo acompanhada por mortalidade e morbidade elevadas.
Vérios fatores ambientais de natureza biologica, incluindo os micro-organismos
causadores de doencas, tais como virus, bactérias, fungos, protozoarios e helmintos,
podem ter o seu poder infectante e/ou patogénico modificado em individuos submetidos
a diferentes dietas. ™%

A interacdo entre nutricdo e infec¢do tem sido considerada um dos maiores problemas
para o desenvolvimento e sobrevivéncia do homem. #*9 A desnutricdo pode levar &
gravidade das infecces e & mortalidade. 1%

O processo infeccioso estimula os mecanismos de defesa inespecificos e especificos do
hospedeiro e, estes, sofrem influéncia direta do estado nutricional. Além disso, o
processo infeccioso generalizado costuma ser acompanhado por hipercatabolismo,
agravado por anorexia, resultando na perda e na consequente deplecdo das reservas
corporeas de nutrientes. A maior demanda energética durante o processo infeccioso é
acompanhada por grandes alteracbes no metabolismo do hospedeiro, que tem como
finalidade prepara-lo no sentido de combater o agente agressor. ™4

As alteragdes imunoldgicas, que estdo intimamente relacionadas ao estado nutricional,

contribuem de forma acentuada para que ocorra uma suscetibilidade maior a instalacao



de agentes infecciosos, que por outro lado pode levar ao agravamento do estado
nutricional, formando-se, assim, um ciclo vicioso. %*>7)

Existe uma relacdo dindmica entre doenga, imunidade e nutricdo. A imunidade do
hospedeiro depende da replicacdo celular e da sintese protéica, por essa razdo é
diretamente afetada pelo estado nutricional do individuo, que determina a habilidade
metabdlica celular e a eficiéncia com que a célula reage aos estimulos, dando inicio e
continuidade as respostas imunes. Dentre as consequéncias das deficiéncias nutricionais
pode ser citada a diminuicdo dos mecanismos inespecificos de defesa e da imunidade
humoral e celular, ou seja, reducdo da capacidade bactericida dos fagocitos, da
producdo de componentes do sistema complemento, do nimero total de linfocitos e do
equilibrio entre os subtipos de linfécitos T. 8%

A DPC provoca uma deficiéncia de calorias e aminoacidos, essenciais na sintese de
DNA e RNA, na producao de proteinas de fase aguda e de energia. Essa deficiéncia
leva a um consideravel comprometimento do sistema imune, uma vez que as citocinas
sdo constituidas por aminoacidos e a expansao clonal desse sistema depende da sintese
protéica. ¢*?%

As citocinas sdo mediadores de uma grande variedade de reacfes bioldgicas,
algumas essenciais para resposta metabdlica, hemodindmica, imunoldgica e reparadora
do organismo ao trauma. A complexa interagdo entre as citocinas, o sistema
neuroenddcrino classico e os varios outros fatores humorais secundarios estimula a
resposta inflamatéria que visa a preservacdo da vida. *° %%

A participacdo das citocinas tem sido observada tanto no processo inflamatério
agudo quanto crbnico. Todo esse processo é acompanhado por aumento da demanda
energética e baixa ingestdo de alimentos, o que pode afetar o estado nutricional do
individuo, podendo até evoluir para caquexia, sendo que as citocinas TNF-a, IFN-y, IL-
1 e II-6 possuem grande importancia na triade desnutricdo, infeccdo e imunidade

(Figura 1). @
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Figura 1: Participacdo da resposta imune na desnutricdo. Fonte: Morley et al. 2006. @3)

O impacto da desnutricdo no sistema imune tem sido demonstrado tanto clinicamente
como em estudos experimentais. ®® Os animais de laboratério vém sendo empregados
de forma crescente para avaliar os efeitos dos graus varidveis de desnutricdo na
susceptibilidade as infeccbes e também nos diferentes parametros da resposta
imunoldgica. A grande vantagem do uso destes modelos € permitir avaliacdo altamente
controlada de cada parametro nutricional o que ndo é possivel no caso das populacbes
humanas. Camundongos e ratos adultos (isogénicos ou ndo), alimentados com
quantidades reduzidas de proteinas, vitaminas ou micronutrientes, constituem o0s
modelos mais utilizados. ?®%"

No estudo pioneiro realizado por Actor ®® envolvendo modelo murino, os resultados
obtidos possibilitaram concluir que a DPC, associada a deficiéncia de vitaminas, esta
diretamente relacionada ao aumento da susceptibilidade a infeccdo por parasitas
causadores da Leishmaniose Visceral. Através de observacOes epidemiologicas, Badaro
et al. ® concluiram que a DPC é também um sério fator de risco para o
desenvolvimento da Leishmaniose Visceral em humanos.

Estudos avaliando a resposta imune humoral e celular em camundongos desnutridos,

ndo isogénicos, inoculados com Schistosoma mansoni revelaram que na fase cronica da



infeccdo, os animais apresentam deficiéncia protéica com baixos titulos séricos de
1gG1, 1gG2 e 1gG3 em relagdo a camundongos infectados e ndo desnutridos. Contudo,
ndo houve diferenca quanto a producéo das citocinas IFN-y, IL-4 e I1L-5 nos dois grupos
de animais estudados. ¥

Outros estudos experimentais avaliando os niveis de imunoglobulinas em camundongos
submetidos a desnutricdo aguda revelaram niveis elevados de IgGl e IgE e niveis
inalterados de 1gG2 e 1gG3. Resultados similares foram descritos em modelo
experimental murino com deficiéncia de vitamina A, no qual foi também observado
aumento significativo de células T (Th2 ou T reguladoras) produtoras de IL-10,
associado a uma queda no desenvolvimento de células Th1l de memoria. Outros estudos
demonstraram que a deficiéncia protéica diminuiu a proliferacdo de células T
especificas, mas ndo a ativacao de células B especificas em camundongos desnutridos.
(19,20,24)

Em outros estudos também tem sido observado que ratos desnutridos apresentam
subpopulacdes reduzidas de linfocitos TCD3+ e TCD4+, juntamente com reducdo na
expressdo de moléculas associadas com o processo de ativagdo e proliferacdo, como € o
caso de CD25 e CD71. %222 Esta ativacdo comprometida de células T esta claramente
associada com baixa producdo de citocinas, as quais sdo 0s principais mediadores
moleculares da resposta imune. Isto ficou claramente evidenciado em criangas
desnutridas as quais apresentaram reducdo acentuada na producdo de citocinas sericas
do tipo Thi (IL-2 e IFN-y). #2227

Existem varios estudos avaliando o estado nutricional e a resposta imune de
camundongos infectados por Toxoplasma gondii, Schistosoma mansoni, Leishmania
chagasi, Staphylococcus aureus e Mycobacterium tuberculosis #2733 entretanto ndo
existem estudos relacionando o aspecto nutricional e a doenga de Jorge Lobo, 0 que nos

motivou a desenvolver este estudo como tema de nossa tese de doutorado.



1.2 - Nutricao, Infeccéo e Imunidade na Doenga de Jorge Lobo

A doenca de Jorge Lobo foi descrita em 1931 pelo médico Dr. Jorge de Oliveira Lobo,
em Recife, em um paciente do sexo masculino de 52 anos que exercia atividades
extrativistas nos seringais da Amazonia e apresentava, havia cerca de 19 anos, nddulos
nas regides lombo-sacral e glitea. ¥

A doenga de Jorge Lobo é também denominada Lobomicose, Blastomicose
Queloidiforme, Blastomicose tipo Jorge Lobo, Granulomatose  Blastomicdide,
Blastomicose da Amazonia e recentemente, Lacaziose.®¥

E uma infeccdo fungica cutanea-subcutanea, cronica e granulomatosa, causada pelo
fungo Lacazia loboi (L. loboi) e caracteriza-se por lesbes nodulares isoladas e
coalescentes, em geral de aspecto queloidiano, localizadas principalmente no pavilhdo
auricular e nos membros dos pacientes, ndo havendo registro de lesbes mucosas. (34,39
A doenca é endémica na regido Amazonica brasileira e em menor nimero ha casos em
outros paises como Colémbia, Venezuela, Guiana Francesa, Suriname, Panamé, Costa
Rica, México, Peru, Honduras, Equador, Bolivia, Estados Unidos e Canada . ¢+%¢3"

Por ndo se tratar de doenca de notificacdo compulsoria, a sua real prevaléncia €
desconhecida. Woods et al. ®® em um estudo desenvolvido no Departamento de
Dermatologia Sanitaria em Rio Branco e no interior do Estado do Acre, registrou 249
casos entre 1998 e 2008, comprovados por exame histopatoldgico e/ou micologico,
totalizando 490 casos publicados no mundo. ¢4

A micose tem sido observada em brancos, negros e indios. Estudo realizado sobre o
nimero de casos da doenca na populacdo indigena da tribo Caiabi (sendo 57 casos
diagnosticados em 560 individuos) determinou que os fatores ambientais e o risco de
exposicdo ao agente eram importantes na disseminagéo da doenca. Essa tribo estava
situada em territdrio entre os rios Arinos e Teles Pires, afluentes do Tapajés, no estado
do Mato Grosso. Quando a tribo foi transferida para o Parque Nacional do Xingu, houve
queda do nimero de casos devido a auséncia da doenca nos descendentes nascidos na
nova area. 5342

A doenca de Jorge Lobo acomete principalmente trabalhadores rurais que vivem em
contato constante com a vegetacdo e 0 solo, como é o caso dos seringueiros da

Amazonia. A doenca & mais comum no sexo masculino devido as atividades



ocupacionais exercidas e manifesta-se, geralmente, na faixa etaria de 21 a 40 anos,
coincidindo com a maior exposi¢do natural ao agente, por ser época de maior atividade
laborativa, ¢4

O seu agente etiolégico é um fungo classificado como L. loboi pertencente a ordem
Onygenales, familia Ajellomycetaceae e apresenta muitas semelhancas com o
Paracoccidioides brasiliensis (P. brasiliensis). A classificacdo taxonémica deste fungo
sempre foi um desafio para os pesquisadores. Inicialmente classificado como
Glenosporella loboi em 1940, Blastomyces loboi em 1942, Glenosporopsis amazona
em 1943, Paracoccidioides loboi em 1948, Loboa loboi em 1956, Lobomyces loboi
em 1968 e Loboa loboi em 1992, a partir de 1999 foi classificado como Lacaza loboi.
(35, 37,43-47)

Foi Taborda et al. “® que propuseram a denominacéo L. loboi, argumentando que a
designacdo Paracoccidioides loboi era taxonomicamente invalida, uma vez que
encontraram melanina constitutiva na parede celular do fungo, detectavel pela
coloracdo de Fontana-Masson. Segundo os autores, esses achados reforcam a ndo
inclusdo do fungo no género Paracoccidioides “®. A analise filogenética do L. loboi,

realizada por Herr et al. “”

sugere que o L. loboi é um fungo dimorfico,
taxonomicamente irmdo do P. brasiliensis e que eles pertencem a Ordem Onygenales,
juntamente com o Blastomyces dermatitides e Histoplasma capsulatum.

A microscopia, o L. loboi é globdide, com espessas paredes de duplo contorno,
refringentes, medindo 5 a 6 x 12 a 14um e sua reproducdo ocorre por gemulacdo
simples. A abundéancia de fungos nos exames a fresco e nas preparac@es histoldgicas
pode ser realgada pelos métodos de coloragbes do &cido periddico de Schiff (PAS) e
prata metenamina de Gomori. %52

Em 1997, Vilani-Moreno & Opromolla ®® determinaram a viabilidade do L. loboi
obtido de lesbes cutaneas de pacientes com a micose por meio do emprego dos corantes
diacetato de fluoresceina-brometo de etideo (DF-BE). Verificaram indices de
viabilidade que variaram de 21 a 46% e chamaram atencdo para a enorme quantidade
de células fangicas presentes nas lesdes que ndo apresentavam nenhuma estrutura no
seu interior, parecendo capsulas vazias que, ao tudo indica, correspondem a células
inviaveis, conforme sugerido por Sesso & Baruzzi 6,

O habitat natural do L. loboi e suas condi¢Ges de vida ndo séo conhecidos. Presume-se

que, na natureza, ele seja encontrado no solo, na 4gua e nos vegetais. *>** O encontro



de golfinhos, naturalmente infectados com o fungo, sugere que a agua, doce ou salgada,
seja um de seus reservatério. ¢4

A porta de entrada do L. loboi ndo se encontra totalmente esclarecida, acredita-se que o
fungo penetre apds pequenos traumatismos cutaneos. Parte dos pacientes relata o
aparecimento das lesdes apds ferimentos provocados por traumatismo ou picada de
insetos, fato muito comum em regides de mata de areas tropicais. ¢+

O periodo de incubacdo da doenca também ndo € conhecido, havendo evidéncias
clinicas e laboratoriais de que ocorra entre um e dois anos. (34.39)

Clinicamente, a doencga de Jorge Lobo caracteriza-se por lesdes cutaneas de aspecto
queloidiforme, infiltrativo, ulceroso, gomoso ou verruciforme, sendo que um mesmo
paciente pode apresentar mais de um tipo de lesio ©®>*. As formas infiltrativas da
doenca, segundo Silva ©°, sdo consideradas como sendo a forma inicial da micose,

enquanto a forma ulcerosa, segundo Opromolla et al. ¢

, parecem ser devidas mais a
traumatismos do que primariamente a ulceracdo espontanea e, portanto, sao
clinicamente secundarias. Com relacdo a distribuicdo das lesdes, Opromolla et al. (36)
classificaram como: lesdes localizadas (restritas a uma unica area), lesbes multifocais
(em um membro ou segmento de membro) e lesdes disseminadas (envolvendo vérias
regides anatdmicas distintas).

Histopatologicamente, essa micose apresenta, como principal caracteristica, uma reagdo
histiocitaria difusa, frequentemente com fibrose, restrita ao derma, com presenca de
células gigantes multinucleadas, tipo corpo estranho e Langhans, com numerosos
fungos; linfocitos, plasmaocitos e neutrofilos estdo presentes em pequeno numero.
(3637556061 gequndo Lacaz et al. ©® o quadro histolégico é bastante tipico para
permitir sua distin¢do de qualquer outra lesdo blastomicotica.

O diagnostico laboratorial da doenga de Jorge Lobo € realizado através dos exames
micoldgico direto e histopatolégico. A pesquisa direta é feita em material obtido de
lesbes cutaneas onde o L. loboi é observado em grande nimero na forma de células
leveduriformes globosas isoladas e em gemulagéo. 537596264

E importante ressaltar que o diagndstico precoce da doenca assume grande importancia,
uma vez que, até o momento, nao existe um tratamento eficaz, apesar das inumeras
tentativas empregando diferentes drogas. A remocdo cirargica das lesdes tem sido o
tratamento utilizado, embora em muitos casos ocorra 0 aparecimento de novas lesoes.

Deste modo, os pacientes submetidos a retirada cirdrgica das lesGes necessitam de



acompanhamento, por varios anos, antes de serem considerados como curados da
micose. ¢3867)

Cabe salientar que o fungo L. loboi ainda ndo foi cultivado em meios de cultura
artificiais até o momento. Alguns autores relatam ter obtido sucesso em suas tentativas
de cultivo, porém, o fungo obtido nessas culturas ndo corresponde ao agente etiolégico
da doenca de Jorge Lobo. ¢&7%

Muitos estudos foram realizados na tentativa de reproduzir experimentalmente a
doenca de Jorge Lobo e somente alguns mostraram resultados positivos. A inoculagdo
do L. loboi na bolsa jugal do hamster por Sampaio et al. ™ resultou em lesdes
semelhantes as do homem, enquanto que em tatu do género Euphractus, Sampaio &
Dias "? relataram lesdes macroscopicas ricas em fungos. Em 2000, Opromolla et al ¥
inocularam o fungo no tecido celular subcutaneo da bolsa jugal do hamster e
observaram que esse tecido ndo é local adequado para a proliferacdo do L. loboi,
diferentemente dos resultados encontrados por Sampaio et al. ™,

A inoculacdo do fungo em camundongos Suicos, por via intradérmica, resultou em
alteracBes histoldgicas semelhantes & doenca humana, porém, sem lesGes
macroscopicas. Y Entretanto, Madeira et al. ® ao inocularem camundongos da
linhagem BALB/c verificaram alteracdes histoldgicas semelhantes as da doenca
humana com grande nimero de fungos vidveis. Neste estudo, os fungos obtidos das
lesBes cutaneas de pacientes foram inoculados intradermicamente no coxim plantar do
animal e a partir do 7° més pés-inoculagédo, os animais comecaram a apresentar lesdes
macroscopicas. Esses mesmos autores ao inocularem camundongos da linhagem
BALB/c e B10. A com o fungo L. loboi, concluiram que o camundongo BALB/c é mais
susceptivel a infeccdo e deste modo, essa linhagem tornou-se modelo experimental para
o estudo da doenca de Jorge Lobo. ®

Nos estudos relatados acima, os fungos foram obtidos de lesdes cutaneas de pacientes
com a micose, entretanto, Belone et al.”” reproduziram experimentalmente a doenca
de Jorge Lobo em camundongos BALB/c empregando fungos obtidos de outros
camundongos previamente infectados e com lesdes macroscépicas. Segundo os autores,
0s animais desenvolvem lesdes macroscopicas antes do 7° més pos-inoculacdo e
apresentam alteracdes histologicas semelhantes agquelas encontradas em camundongos

inoculados com fungos obtidos de lesBes humanas; sendo assim, sugeriram que a



linhagem de camundongos BALB/c é excelente para a manutencdo do L. loboi em

laboratério.

Na doenca de Jorge Lobo os mecanismos envolvidos na suscetibilidade e resisténcia do
hospedeiro frente ao L. loboi ndo estdo ainda elucidados. Até 0 momento, ndo existem
estudos sobre marcadores genéticos envolvidos na suscetibilidade a doenca, exceto o

trabalho realizado por Marcos et al ®

que pesquisaram a frequéncia dos genes do
complexo principal de histocompatibilidade (HLA) de classe | e Il em portadores desta
micose e ndo encontraram qualquer tipo de associacdo entre os antigenos HLA e a

doenca de Jorge Lobo.

De modo semelhante, os estudos abordando os aspectos imunoldgicos sdo ainda muito
escassos possivelmente pelo fato do seu agente etiologico nédo ter sido cultivado em
meios artificiais, dificultando assim, a obtencdo de antigenos especificos do fungo que
possam ser empregados na avaliacdo da resposta imune humoral e celular. Dos estudos
realizados até 0 momento, a maioria tem empregado antigenos do P. brasiliensis e
revelam reacdes cruzadas entre eles. 9%

Os estudos abordando os mecanismos inespecificos de defesa do hospedeiro revelaram
que 0s monocitos do sangue periférico dos pacientes com a micose de Jorge Lobo sédo
capazes de fagocitar o L. loboi & semelhanca dos individuos do grupo controle. ) Em
outro estudo, pesquisadores demostraram que o fungo L. loboi é capaz de ativar o
sistema complemento pela via alternativa, além disso encontraram depdsitos de C3 e
IgG na parede dos fungos em cortes histologicos submetidos a imunofluorescéncia.
Segundo os autores, 0s resultados destes estudos sugerem que o sistema complemento e
as imunoglobulinas podem contribuir para os mecanismos de defesa do hospedeiro
contra o L. loboi. ®

A quantificacdo de citocinas em sobrenadante de cultura de células mononucleares dos
pacientes com a micose revelou maior producéo de IL-4 e IL-6 e niveis menores de IL-2
em comparagdo ao grupo controle, enquanto os niveis de IL-1B, TNF-a, IL-10 e IFN-y
ndo apresentaram alteracdes significativas. Assim, 0s autores sugerem que pacientes
com doenca de Jorge Lobo exibem predominio de perfil Th2.®®

Similarmente, estudo realizado por Mendoza et al. ®” revelou niveis séricos de
anticorpos 1gG, que reconhece um antigeno com elevado peso molecular do L. loboi,

em pacientes com a micose e também em camundongos BALB/c inoculados



experimentalmente, bem como em golfinhos naturalmente infectados, reforgcando um
predominio do perfil Th2.

Um estudo realizado por Vilani-Moreno et al. ®® identificaram a populagéo celular do
infiltrado inflamatério de 15 pacientes portadores da doenca, através de método
imunoistoquimico. Os autores verificaram a seguinte freqliéncia de células: macrofagos
CD68" > linfocitos T CD3" (linfocitos T CD4" > linfocitos T CD8") > células Natural
Killer CD57" > plasmdcitos CD79" > linfécitos B CD20". Segundo os autores, a grande
quantidade de fungos nas lesdes, a desorganizagdo das células no granuloma e as
alteracBes no perfil de citocinas sugerem que 0s pacientes exibem distarbios
imunorregulatorios responsaveis pela ndo contencao do L. loboi.

Posteriormente, Xavier et al. ® ao avaliarem as lesdes cutaneas de 25 casos da micose,
por imunoistoquimica, encontraram positividade para macrofagos (CD68), bem como
intensa marcacdo para TGF-B. Segundo os autores, a presenca desta citocina
desempenharia um papel fundamental na etiopatologia da infeccéo pelo L. loboi, ou por
inibir a resposta imune celular mediada principalmente pelos macréfagos ou por induzir
0 processo da fibrose. Achados semelhantes foram encontrados por Quaresma et al. %0
Recentemente, Vilani-Moreno et al.®? investigaram a presenca das citocinas IL-10,
TGF-R1 e TNF-a e da enzima iNOS nas lesdes cutaneas de 16 pacientes portadores da
micose, por método imunoistoquimico. Os resultados revelaram que o TGF-B1 foi a
citocina expressa com maior freqiéncia pelas células presentes no infiltrado
inflamatorio, seguido pela IL-10 e iNOS; quanto ao TNF-a, houve um niimero minimo
de células expressando essa citocina. Esses resultados levaram os autores a sugerirem
que a presenca de citocinas imunossupressoras nas lesbes dos pacientes poderia ser
responsavel pela ndo contencdo do patdgeno, evidenciado pela presenca de numerosos
fungos no granuloma.

Baseado no exposto acima e considerando que até o momento ndo existem estudos
sobre a participacdo do estado nutricional na resposta imunoldgica abordando a doenca
de Jorge Lobo e que a populacdo afetada apresenta baixo nivel socioeconémico com
provavel caréncia nutricional, este estudo tem por finalidade avaliar os efeitos da DPC
na resposta imune de camundongos isogénicos da linhagem BALB/c inoculados com L.

loboi, empregando parametros imunolégicos e histopatoldgicos.



OBJETIVOS




2- OBJETIVOS

2.1-Objetivo Geral:

Avaliar o efeito do estado nutricional na resposta imune de camundongos da linhagem

BALB/c inoculados no coxim plantar com Lacazia loboi, aos 4 meses pds-inoculacao.

2.2-Objetivos especificos:

Desenvolver a desnutricdo protéico-caldrica no modelo experimental murino da doenca

de Jorge Lobo através de restri¢do alimentar de 20%.

Avaliar o estado nutricional dos camundongos submetidos a desnutricdo protéico-
caldrica, inoculados ou ndo com L. loboi, através do peso dos drgéos, figado e baco, e

da anélise histopatologica.

Avaliar o processo infeccioso de camundongos inoculados com L. loboi, submetidos ou
ndo a desnutricdo proteico-calorica, através da determinacdo da viabilidade e do

numero total de fungos e da analise histopatol6gica do coxim plantar.



Avaliar a resposta imune de camundongos inoculados com L. loboi, submetidos ou néo
a desnutricdo protéico-calorica, empregando as células do lavado peritoneal, através dos

seguintes parametros:

Determinacdo dos metabolicos do oxigénio (H,O, e O,)

Dosagem do 6xido nitrico (NO)

Quantificacéo das citocinas IFN-y e TNF-a.

Contagem diferencial das células inflamatdrias presentes no lavado peritoneal.
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3-MATERIAL E METODOS

O projeto de pesquisa de protocolo n°. 785 foi aprovado pelo Comité de Etica em

Experimentacdo Animal da Faculdade de Medicina de Botucatu-UNESP (Anexo 1)

3.1. Animais e ambiente de experimentacao

O presente estudo foi desenvolvido com 120 camundongos do sexo masculino,
da linhagem BALB/c, com idade aproximada de 12 semanas e cerca de 259 de peso
corporal. Os animais foram obtidos do Biotério do Laboratdrio de Pesquisa, do
Departamento de Doencgas Tropicais e Diagnostico por Imagem, da Faculdade de
Medicina de Botucatu/UNESP.

Os parametros considerados no estudo foram os seguintes:
restricdo dietética de 20% da dieta normal;

inoculacdo pelo fungo Lacazia loboi;

avaliagdes imunoldgicas e histopatologicas.

De acordo com esses parametros foram constituidos quatro grupos:

Grupo 01 (G1) - Composto por 30 camundongos inoculados com o fungo L. loboi,

recebendo restricao dietética de 20% da dieta normal (Desnutridos X Inoculados).

Grupo 02 (G2) - Composto por 30 camundongos ndo inoculados com o fungo L. loboi,

recebendo restri¢do dietética de 20% da dieta normal (Desnutridos).

Grupo 03 (G3) - Composto por 30 camundongos inoculados com o fungo L. loboi,

recebendo dieta normal (Inoculados).



Grupo 04 (G4) - Composto por 30 camundongos sadios, ndo inoculados com o fungo

L. loboi, recebendo dieta normal (Sadios).

3.2. Inéculo - fungo L. loboi

A suspensdo de L. loboi foi obtida de lesdes macroscopicas dos coxins plantares de
camundongos BALB/c, previamente inoculados para manutencéo do fungo “”. Apés a
maceracao dos coxins em solugéo salina 0,9%, a suspenséo foi filtrada em filtro estéril
de 40um para eliminar os restos teciduais e 0 numero total de fungos foi determinado
em camara de Neubauer. O indice de viabilidade fangica foi avaliado por meio da
coloracdo vital com diacetato de fluoresceina-brometo de etideo, padronizada para o L.

loboi por Vilani-Moreno & Opromolla. %

3.3. Inoculacéo do fungo L. loboi

Os camundongos BALB/c foram inoculados por via intradérmica em ambos 0s coxins
plantares traseiros com 0,03 ml da suspensdo fangica contendo 1,4 x 10° fungos, sendo
a concentracdo do indculo de 4,8 x 10°/ml e com uma viabilidade de 38%. Os animais
foram mantidos, durante o periodo experimental, no Biotério da Equipe Técnica de
Microbiologia do Instituto Lauro de Souza Lima, recebendo racdo balanceada e agua

ad-libitum.

3.4. Dieta oferecida

Os animais receberam racdo comercial Nuvilab CR-1 (Nuvital, Colombo, PR, Brasil),
que € uma racao especifica para alimentagdo de roedores de laboratério. Esse alimento
tem como composicdo bésica: carbonato de célcio, farelo de soja, farelo de trigo,
fosfato bi-calcico, milho integral moido, cloreto de sédio, premix vitaminico mineral e
aminoacido. Além desses componentes, a dieta inclui enriquecimento por Kg, a saber:
ferro 50 mg; cobre 10,0 mg; zinco 60,0 mg; manganés 60,0 mg; iodo 2 mg; selénio 0,05
mg; cobalto 1,5 mg; vitamina A 12.000Ul; vitamina D3 1.800Ul; vitamina E 30,0 mg;
vitamina K3 3,0 mg; acido félico 1,00 mg; biotina 0,05mg; colina 600,0 mg; niacina

60,0 mg; acido pantoténico 20,0 mg; vitamina B1 5,0 mg; vitamina B6 7,0 mg; vitamina



B2 6,00 mg; vitamina B12 20,00mg e antioxidante 100mg. A racdo foi pesada em
balanca digital modelo AS5500C (Marconi, Piracicaba, SP, Brasil) com precisdo de
0,259 a 5000g. Os animais dos grupos G1 e G2 foram submetidos previamente, por 20
dias, antes do inicio do estudo, a restricdo dietética com oferta diaria de 80% da

quantidade ingerida pelos grupos G3 e G4.

3.5. Peso dos animais

A pesagem inicial dos animais ocorreu antes da submissdo dos grupos Gl e G2 a
restricdo dietética. Apds 20 dias, a desnutri¢do estava instalada e houve a pesagem para
a inoculagéo, a partir desse momento. A determinacdo do peso dos animais de todos 0s
grupos foi realizada mensalmente, tanto nos grupos com restri¢cdo alimentar quanto nos
grupos sem restricdo alimentar. Aos 4 meses, todos os animais foram pesados antes do
sacrificio utilizando balanca digital modelo AS5500C (Marconi, Piracicaba, SP, Brasil)

com precisdo de 0,25g a 5000g.

3.6. Sacrificio dos animais

Apb6s 4 meses de inoculacdo (periodo de aparecimento das leses macroscopicas no
coxim plantar, conforme Belone et al. ") os animais foram sacrificados em camara de
CO,, conforme os Principios Eticos em Experimentacdo Animal adotados pelo Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal. Os animais foram submetidos ao lavado
peritoneal, conforme descrito abaixo e a necrépsia para a retirada dos 6rgaos: figado e
baco. Os coxins plantares foram removidos para determinagéo da viabilidade e do
numero total de fungos, além do histopatolégico. Bago e figado foram pesados em
balanca digital modelo AB204 (Metler Toledo, Barueri, SP, Brasil) com preciséo de
0,019 a 210g.

3.7. Determinacéo da viabilidade e nUmero de fungos no coxim plantar
Ap0s a maceracdo dos coxins em solucdo salina 0,9%, a suspensdo foi filtrada em filtro

estéril de 40um para eliminar os restos teciduais e o numero total de fungos foi

determinado em cdmara de Neubauer. O indice de viabilidade fungica foi avaliado por



meio da coloragdo vital com diacetato de fluoresceina-brometo de etideo, padronizada

para o L. loboi por Vilani-Moreno & Opromolla. ©

3.8. Obtencdo de cortes histoldgicos dos 6rgaos e coxim plantar

Os orgdos, figado e baco, foram retirados e na sequéncia, foram pesados em balanca
digital. O coxim plantar e os 6rgdos foram fixados em formalina tamponada a 10%, por
24 horas, e preparados pela técnica habitual para inclusdo em parafina. Cortes
histoldgicos de 4um de espessura foram corados por Hematoxilina-Eosina (HE) e

prata metenamina de Gomori. ©?

3.9. Isolamento das Células Peritoneais

Todos os procedimentos descritos a seguir foram realizados em condicBes assépticas;
para tanto, os materiais e reagentes utilizados foram previamente esterilizados e todos
os passos foram realizados em camara de fluxo laminar, previamente submetida a
irradiacdo com luz ultravioleta por 20 min. Os animais foram colocados no interior da
camara de fluxo laminar e fixados em decubito dorsal em suporte de dissec¢do. A
parede abdominal foi exposta, rebatendo-se a pele da regido e, em seguida, a cavidade
abdominal foi lavada com 10 ml de solucdo salina 0,9% gelada, injetadas na por¢éo
mediana superior do abdome. A cavidade foi massageada e o liquido peritoneal foi
colocado em tubos estéreis e mantidos em banho de gelo até 0 momento do uso. Este
procedimento foi repetido 3 vezes. O lavado peritoneal foi centrifugado a 1500 rpm por
10 min e as células ressuspensas em 1 ml de meio RPMI contendo L-glutamina e 25
mM de tampdo HEPES adicionado de soro fetal bovino a 10% e penicilina (100 Ul/ml)-
estreptomicina (100 pg/ml) (meio completo). A determinacdo do numero total de
células peritoneais foi realizado através de diluicdo 1:2 com corante Turk a 5% em
acido ceético glacial a 4% e contagem em camara de Neubauer. A concentragéo final foi
ajustada para 2 x 10° células/ml. A contagem do nimero total de macréfagos
peritoneais foi realizada em camara de Neubauer mediante diluicdo 1:8 da suspensdo de
células com corante vermelho neutro a 0,02% em solugdo salina, mantida por 20 min a

37°C. A concentracio final da suspenséo foi ajustada para 1 x 10° macréfagos/ml. A



viabilidade das suspensdes celulares foi determinada com azul de Tripan a 0,1% em

solucéo salina tamponada pH 7,2.

3.10. Cultura de Células Peritoneais

100 pl da suspensdo celular de 2 x 10° células/ml foram distribuidos em placas de
cultura de tecido, de fundo plano e com tampa, contendo 96 orificios, na presenca ou
ndo do estimulo PHA-M (fitohemaglutinina, 10 pug/ml). A placa foi incubada a 37°C em
atmosfera com 5% de CO,, durante 48 horas. Apos este periodo, 0s sobrenadantes
foram coletados, centrifugados a 1500 rpm por 10 minutos e estocados a -80°C para

posterior dosagem da citocina IFN-y.

3.11. Cultura de Macrofagos Peritoneais

100 pl da suspensédo celular de 1 x 10° macréfagos/ml foram distribuidos em placas de
cultura de tecido, de fundo plano e com tampa, contendo 96 orificios. A placa foi
incubada a 37°C em atmosfera com 5% de CO,, por 2 horas para aderéncia dos
macrdfagos. As celulas ndo aderentes foram removidas mediante lavagem dos orificios
com meio RPMI. Em seguida, foram adicionados 100 ul de meio completo em cada
orificio na presenca ou ndo de 10 pg/ml de LPS (lipopolissacaride da E. coli). A placa
foi incubada a 37°C em atmosfera com 5% de CO,, durante 24 horas. Apds este
periodo, os sobrenadantes foram coletados, centrifugados a 1500 rpm por 10 minutos,
sendo uma parte empregada na dosagem do Oxido nitrico e a outra estocada a -80°C
para posterior dosagem da citocina TNF-a. Os macrofagos aderidos e cultivados por 24

h foram empregados para a determinacdo da agua oxigenada e anion superoxido.

3.12. Produgéo de Oxido Nitrico

O &xido nitrico (NO) decomp®e-se em nitrito (NO,) e nitrato (NOj3") e sua deteccdo foi
realizada por meio da medida de NO," baseada no método colorimétrico da reacdo de
Griess. @ Em placa de 96 orificios, foram pipetados 100 ul de sobrenadante de cultura
e 100 pl do reagente de Griess, que contém n-(1-naftil)-etilenediamina (NEED) diluido

a 0,1% em 4&gua destilada e sulfanilamida diluida a 1% em H3;PO, a 5%. Estes



reagentes, NEED e sulfanilamida, foram misturados em volumes iguais no momento da
reacdo. A placa foi mantida por 10 min em temperatura ambiente e, a seguir, a leitura
foi realizada em microleitor automatico de ELISA com comprimento de onda de 540
nm, contra branco constituido por reagente de Griess. Os resultados foram expressos
em micromolar (uM) de NO liberado/1 x 10° macréfagos, comparando-se a densidade

Optica (DO) a uma curva padrao estabelecida em cada ensaio.

3.13. Producdo de agua oxigenada

A liberacdo de &gua oxigenada (H,0,) foi determinada de acordo com técnica descrita
por Pick & Misel. ®  Apés o periodo de 24 h do cultivo dos macréfagos e remocao
dos sobrenadantes, as células aderentes foram ressuspensas no volume original (100 ul)
em solucdo de vermelho de fenol contendo: 140 mM de NaCl; 10 mM de tampéo
fosfato de potassio pH 7,0; 5,5 mM de dextrose; 0,56 mM de vermelho de fenol e 0,01
mg/ml de peroxidase de raiz forte tipo Il. As células foram incubadas a 37°C em
atmosfera imida por 60 min, na presen¢a ou ndo de 10 ul de forbol miristato acetato
(PMA). Apos incubacdo, a reagdo foi interrompida pela adigdo de 10 ul de NaOH 1 N e
a absorbéncia foi determinada em microleitor automatico de ELISA com filtro de 620
nm, contra branco constituido de solucdo de vermelho de fenol e NaOH 1 N. Os
resultados foram expressos em nanomol (nM) de H,0,/1 x 10° macréfagos, a partir de
curva padrdo estabelecida em cada ensaio, constituida com concentragfes molares

conhecidas de H,O, em tampdo vermelho fenol, variando de 05, a 2,0 nM.

3.14. Producdo do anion superdéxido

A dosagem do anion superéxido (O,-) foi determinada utilizando-se o cromdgeno
ferricitocromo C, segundo método de Pick & Misel ¥ adaptado por Russo et al.
Apos o periodo de cultivo das celulas e remocédo do sobrenadante, foi adicionado em
cada orificio da placa 100 ul de solucéo contendo 160 uM de citocromo C em solucao
salina de Hank’s livre de vermelho de fenol. As células foram incubadas a 37°C em
atmosfera imida por 15 min, na presenca ou ndo de 10 ul de forbol miristato acetato

(PMA). A leitura foi realizada em microleitor de ELISA com filtro de 540 nm, contra



branco constituido de solugdo de Hank’s sem vermelho de fenol. A concentragdo do
O,- foi expressa em nanomol (nM) e calculada por meio da seguinte relagdo: DO x 100.
6,3

3.15. Citocentrifugacéo do Lavado Peritoneal

Apols contagem do ndmero total de células do lavado peritoneal e ajuste da
concentracdo para 2,5 x 10° células/ml, 200 pl da suspensdo celular foi submetida &
citocentrifugacdo (Citocentrifuga Marca Labho, modelo CR 12, Brasil) por 10 min, a
1500 rpm. As laminas foram removidas, fixadas com metanol e coradas por Giemsa.

A porcentagem de macréfagos, linfécitos, neutréfilos, mastécitos e células gigantes
multinucleadas foi determinada contando-se 100 células com objetiva de 100x em

microscopio optico (NIKON, modelo Eclipse E2000).

3.16. Quantificacdo de Citocinas no sobrenadante de Cultura de Células do Lavado

Peritoneal

A quantificacdo das citocinas foi realizada pelo método imunoenzimatico ELISA, que
se baseia no uso de placas de poliestireno com 96 orificios recobertos pelo anticorpo
monoclonal especifico para a citocina que foi quantificada, conforme orientacdo do
fabricante. Os Kits utilizados foram da R&D Systems: IFN-y (catalogo MIF00) e TNF-a
(catdlogo MTAO00). As amostras foram adicionadas, em duplicata, aos orificios das
placas e incubados a temperatura ambiente por 2 h. Apo6s 3 lavagens com tampao de
lavagem foi adicionado o anticorpo policlonal conjugado com peroxidase, especifico
para cada uma das citocinas. As placas foram incubadas por 2 h, & temperatura
ambiente, e a seguir foram realizadas 3 lavagens, sendo entdo adicionado o substrato,
contendo H,0, e tetrametilbenzidina. Apds incubacdo a temperatura ambiente, por 20
min, foi adicionada a solugdo “stop” (&cido sulftrico 2 N) para bloquear a reacdo. A
atividade enzimatica foi avaliada por leitura espectrofotométrica em 450nm. Os
resultados foram expressos em pg/ml, a partir de curva padrdo estabelecida em cada

ensaio.



3.17. Avaliacdo Histopatoldgica

As laminas dos 6rgdos coradas pela HE foram submetidas a avaliacdo histopatoldgica e
as laminas coradas pela prata metenamina foram avaliadas para pesquisar a presenca de
fungos.

As laminas do coxim plantar coradas pela HE foram avaliadas quanto as caracteristicas
do infiltrado inflamatdrio presente na derme, quantificando-se os elementos celulares,
como segue: a presenca de macréfagos, linfocitos, neutrofilos, plasmdcitos e células
gigantes multinucleadas foi avaliada semi-quantitativamente em escala de 0-4 +,
segundo: 0= ausente; 1= minimo; 2= discreto; 3= moderado; 4= intenso. ©* % As
laminas coradas pela prata metenamina foram avaliadas quanto a presenca de fungos,

sendo o achado foi semi-quantificado em escala de O - 4 +, conforme descrito acima.

3.18. Analise Estatistica

Todos os resultados foram analisados com assessoria do Grupo de Apoio a
Pesquisa (GAP) da Faculdade de Medicina de Botucatu-UNESP, com o uso do
programa SAS for Windows, versao 9.2 para as analises estatisticas.

As comparacgdes multiplas entre os pesos corporais foram feitas através de composicdes
de interagdes grupos x momentos utilizando o teste de Tukey ajustados a um modelo
em medidas repetidas.

Para as variaveis: figado, baco, viabilidade dos fungos e dosagens de H,0,, O, e NO, as
comparacdes entre os grupos foram feitas por uma andlise da variancia seguida do teste
de Tukey. O mesmo foi realizado para a contagem de macrofagos, linfocitos,
neutrofilos, mastocitos, plasmacitos e células gigantes multinucleadas.

No caso dos dados da contagem de células totais, de macréfagos e do nimero de
fungos, as comparagOes entre grupos foram feitas utilizando um modelo com
distribuicdo de POISSON ou binominal negativa, em seguida o teste de Razdo de
Verossimilhanca para as comparac6es multiplas. O mesmo foi feito para comparacdes
entre LPS, PHA, IFN-y e TNF-a.

Em todos os testes foi utilizado o nivel de significancia de 5%.



RESULTADOS




4- RESULTADOS

As determinagfes do peso corporeo, peso do figado e baco e as determinacbes
do perfil imunologico foram realizados nos camundongos BALB/c que receberam dieta
normal e nos com restricdo dietética; G1: camundongos desnutridos inoculados; G2:
camundongos desnutridos; G3: camundongos inoculados; G4: camundongos sadios.

Os animais dos grupos desnutridos foram submetidos previamente, por 20 dias, antes do
inicio do estudo, a restricdo dietética com oferta diaria de 80% da gquantidade ingerida
pelos grupos ndo desnutridos.

Apos instalada a desnutri¢do, os animais dos grupos G1 e G3 foram inoculados, com o
fungo L. loboi, por via intradérmica, em ambos os coxins plantares traseiros e mantidos
por 4 meses.

Depois deste periodo, os animais foram sacrificados em camara de CO,, foi realizado o
lavado peritoneal e a necropsia para a retirada dos 6rgdos: figado e baco. Os coxins
plantares foram removidos para determinacdo da viabilidade e do numero total de
fungos, além do histopatoldgico.

Serdo apresentados, a seguir, os resultados obtidos na determinagdo das varidveis nos

quatro grupos de estudos.



4.1. AvaliacOes nutricionais

4.1.1. Pesos corpdreos dos camundongos BALB/c de acordo com os grupos de

estudo e 0s momentos da determinacéo.

O comportamento dos quatro grupos ndo foi similar ao longo do tempo. No momento
inicial ndo houve diferenca significativa entre os grupos de estudo. Apds a pesagem
inicial, os animais dos grupos G1 e G2 foram submetidos a restri¢do dietética, enquanto
0s animais dos grupos G3 e G4 receberam dieta normal. No momento da inoculagdo
houve uma diminuicdo significativa de peso dos grupos G1 e G2 e um aumento
significativo de peso dos grupos G3 e G4, quando comparado a0 momento inicial de
cada grupo. No momento final ndo houve diferenca significativa de peso dos grupos G1
e G2, entretanto houve um aumento significativo de peso dos grupos G3 e G4, quando
comparado ao momento da inoculagdo de cada grupo. Nos grupos G1 e G2 houve uma
diferenca significativa de peso nos momentos da inoculacdo e final quando comparado
ao momento inicial. Nos grupos G3 e G4 houve uma diferenca significativa de peso

quando comparamos os trés momentos. (Tabela 1 e Figura 1- Apéndice 1)



Tabela 1. Pesos corporeos, em gramas, dos camundongos BALB/c de acordo com

0s grupos de estudo e os momentos da determinacéo.

Grupos Inicial Inoculagéo Final
X s? X s? X s?
Gl 25,75 1,33 aA 21,37 1,18 bA 21,57 1,09 bA
G2 26,13 2,37 aA 21,28 1,89 bA 21,03 2,14 bA
G3 26,36 1,71 aA 27,83 1,72bB 32,47 1,91 cB
G4 24,38 0,97 aA 27,63 1,63 bB 32,58 1,63 cB

G1: camundongos desnutridos inoculados; G2: camundongos desnutridos; G3: camundongos inoculados;

G4: camundongos sadios. X : média e S?: desvio padrdo. Média e desvio padréo seguidos de mesma letra
mindscula (linha) ndo diferem significativamente pelo Teste de Tukey ao nivel de 5%. Média e desvio
padrdo seguidos de mesma letra mailscula (coluna) ndo diferem significativamente pelo Teste de Tukey ao
nivel de 5%.

G1: inicial > inoculacdo e final. G2: inicial > inoculacdo e final. G3: inicial < inoculacdo < final. G4: inicial
< inoculagdo < final.

Inicial: G1 = G2 = G3 = G4. Inoculagdo: G1le G2<G3eG4.  Final: Gle G2 < G3 e G4.



4.1.2. Peso do figado e bago dos camundongos BALB/c de acordo com os grupos de

estudo.

Houve interacdo significativa entre o efeito da dieta e os grupos de estudo. O peso do
figado e baco dos grupos desnutridos G1 e G2 revelou diferenca significativa quando
comparado aos grupos sem restricdo alimentar G3 e G4 (Tabela 2, Figuras 2 e 3-
Apéndice 1).

Tabela 2. Peso do figado e baco, em gramas, dos camundongos BALB/c de acordo

com 0s grupos de estudo.

Grupos Figado Baco
X s? X s’
Gl 1,08 0,18 A 0,07 0,02 A
G2 1,09 0,21 A 0,05 0,01 A
G3 1,76 0,30 B 0,14 0,03B
G4 1,60 0,15B 0,12 0,02 B

G1: camundongos desnutridos inoculados; G2: camundongos desnutridos; G3: camundongos

inoculados; G4: camundongos sadios. X : média e s?: desvio padrdo. Média e desvio padrdo seguidos de
mesma letra maidscula (coluna) ndo diferem significativamente pelo Teste de Tukey ao nivel de 5%.
Figado: G1 e G2 < G3 e G4. Baco: G1le G2<G3e G4



4.1.3. Avaliacdo histopatoldgica dos 6rgaos dos camundongos BALB/c de acordo

com 0s grupos de estudo.

A analise histopatologica do figado e baco néo revelou diferencas significativas
entre 0s grupos de estudo. Em concordancia com o peso dos 6rgdos, 0s cortes
histologicos do figado revelaram atrofia de trabécula hepética nos grupos desnutridos
(Gle G2).

Nos dois grupos inoculados com o fungo L. loboi (G1 e G3) o figado apresentou
degeneracdo vacuolar e reatividade nuclear mais intensa em comparacdo aos néo
inoculados.

Os cortes histologicos do baco revelaram apenas congestdo sinusoidal em todos 0s
grupos.

Nos grupos inoculados com o L. loboi (G1 e G3), ndo foram encontrados fungos

nos cortes histolégicos do figado e baco, corados pela prata metenamina.



4.2. Determinacao da viabilidade e do numero total de fungos dos coxins plantares

dos camundongos BALB/c de acordo com os grupos de estudo

Os animais dos dois grupos (G1 e G3) apresentaram 0s coxins plantares com lesfes
macroscopicas, que em geral, foi maior no grupo G3 (inoculados) em comparacdo ao
grupo G1 (desnutrido e inoculados), conforme ilustrado na Figura 2.

A viabilidade e o nimero total de fungos do grupo G1 apresentaram diferencas

significativas quando comparados ao grupo G3 (Tabela 3, Figuras 4 e 5- Apéndice 2).

Figura 2. Lesdo macroscopica do coxim plantar de camundongos inoculados com o
fungo Lacazia loboi, aos 4 meses poés-inoculacdo. A.B. Camundongo do grupo
inoculado (G3). C.D. Camundongo do grupo desnutrido inoculado.



Tabela 3. Viabilidade, em porcentagem, e nlimeros totais de fungos, x 10%/ml,

obtidos do coxim plantar dos camundongos BALB/c de acordo com 0s grupos de

estudo.
Grupos NGmero de fungos x 10% ml Viabilidade (%)
X s? X s?
Gl 1,95 261 A 32,23 8,93 A
G3 3,22 2,41B 41,8 5,56 B

G1: camundongos desnutridos inoculados e G3: camundongos inoculados. X : média e s?: desvio
padrdo. NUmero de fungos: média e desvio padrdo seguidos de mesma letra mailscula (coluna) ndo
diferem significativamente pelo Teste de Razdo de Verossimilhanca ao nivel de 5%. Viabilidade: média e
desvio padrdo seguidos de mesma letra maiuscula (coluna) ndo diferem significativamente pelo Teste de
Tukey ao nivel de 5%.

Numero de fungos: G1 < G3. Viabilidade: G1 < G3.



4.3. Avaliacdo histopatologica dos coxins plantares dos camundongos

BALDB/c de acordo com os grupos de estudo

A analise histopatoldgica dos coxins plantares de camundongos inoculados com L.
loboi, independentemente da desnutricdo protéico-caldrica (G1 e G3), demonstrou
padrdo morfoldgico semelhante. Neste sentido, observou-se a presenca de um infiltrado
inflamat6rio composto predominantemente por macréfagos (4+) e células gigantes
multinucleadas (CGM), tanto do tipo corpo estranho como do tipo Langhans, e
numerosos fungos no interior de macrofagos e CGM, muitos deles com caracteristicas
morfoldgicas de viabilidade.

Nos camundongos inoculados e sem restricdo alimentar (G3), os linfécitos estavam
presentes em numero discreto (2+) e encontravam-se dispersos entre macréfagos ou
formavam pequenos acumulos em torno de vasos e de macréfagos e CGM. Os
neutrofilos estavam presentes em numero moderado (3+), também dispersos pelo
infiltrado ou se agregavam formando microabscessos. Em muitos campos havia
alternéncia de areas com mais linfécitos ou neutrdfilos, entretanto, os neutrofilos
sempre estavam presentes em maior numero (Figuras 3 e 4).

Nos camundongos inoculados e com restricdo alimentar (G1) observou-se que 0
infiltrado inflamatdrio era menor se comparado aos animais sem restricdo alimentar
(G3). Entretanto, nesses animais foi visto um aumento no namero de linfécitos (3+),
enquanto o numero de neutréfilos ndo se alterou (3+). A distribuicdo das células foi
semelhante tanto em animais sem restricdo alimentar (G3) quanto naqueles com
restricdo (G1). Em ambos 0s grupos observou-se raros plasmacitos (Figuras 3 e 5).

Nos dois grupos estudados, houve um grande nimero de fungos nos coxins plantares,

conforme ilustrado na Figura 6.
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Figura 3. Frequéncia das celulas nos cortes histologicos do coxim plantar dos

camundongos BALB/c de acordo com os grupos de estudo.

G1: camundongos desnutridos inoculados e G3: camundongos inoculados.



Figura 4. Aspecto histologico do coxim plantar de camundongos inoculados com
Lacazia loboi, aos 4 meses pds-inoculagdo. Grupo inoculado (G3). A.B. Presenca de
macrofagos, células gigantes multinucleadas (CGM) e numerosos fungos (HE, objetiva
20x). C. CGM com varios fungos no seu interior. D. Presenca de neutréfilos (HE,

objetiva 40x).



Figura 5. Aspecto histoldgico do coxim plantar de camundongos inoculados com
Lacazia loboi, aos 4 meses pos-inoculagcdo. Grupo desnutrido inoculado (G1). A.B.
Presenca de macréfagos, células gigantes multinucleadas (CGM), fungos e agregados
de linfécitos (HE, objetiva 20x). C. Focos de linfdcitos (a esquerda) e de neutrdfilos (a

direita) D. Presenga de neutrdfilos, linfocitos e CGM (HE, objetiva 40x).



Figura 6. Aspecto histoldgico do coxim plantar de camundongos inoculados com
Lacazia loboi, aos 4 meses poés-inoculagdo. A.B. Presenca de macrofagos, células
gigantes multinucleadas (CGM) e numerosos fungos (HE, objetiva 20x). C.D. Presenca
de numerosos fungos corados pela prata metenamina com coloracgéo de fundo verde-luz
(C. objetiva 20x, D. objetiva 40x).



4.4. Contagem do numero total de células e de macrofagos no lavado peritoneal dos

camundongos BALB/c de acordo com os grupos de estudo.

A contagem das células totais peritoneais revelou diferenca significativa entre 0s grupos
G2 e G3. Quanto ao numero de macrofagos ndo houve diferenca significativa entre os

grupos estudados (Tabela 4 e Figura 6- Apéndice 3).

Tabela 4 - Contagem de células totais e macréfagos peritoneais, x 10°ml, dos

camundongos BALB/c de acordo com os grupos de estudo.

Grupos Células Totais x 10% ml Macréfagos x 10°% ml
X X s
Gl 5,56 1,66 AB 2,77 0,90 A
G2 447 1,79B 2,85 0,82 A
G3 6,61 2,83A 3,17 1,32 A
G4 5,40 2,93 AB 2,90 147 A

G1: camundongos desnutridos inoculados; G2: camundongos desnutridos; G3: camundongos

inoculados; G4: camundongos sadios. X : média e s?: desvio padrdo. Média e desvio padrdo seguidos de

mesma letra mailscula (coluna) ndo diferem significativamente pelo Teste de Razdo de Verossimilhanca ao
nivel de 5%.

Células Totais: G3>G2. Macréfagos: G1=G2=G3=G4



4.5. Determinacbes dos metabdlicos do oxigénio e do nitrogénio em cultura de
macrdéfagos peritoneais dos camundongos BALB/c de acordo com 0s grupos de

estudo.

Os resultados da dosagem do H,O, revelam que ndo houve diferenca significativa entre
PMA e CC nos grupos G2, G3 e G4, a diferenca s6 foi encontrada no grupo G1. Houve
diferenca significativa na producdo de H,O, estimulada pelo PMA e ndo estimulada
(CC) nos grupos desnutridos (G1 e G2) em comparacdo aos demais grupos (G3 e G4).
Os resultados estdo apresentados na Tabela 5 e Figura 7 do Apéndice 4.

A Tabela 5 e Figura 8 (Apéndice 4) ilustram os resultados da dosagem do O, onde né&o
houve diferenca entre PMA e CC nos quatro grupos de estudos. Também ndo houve
diferenca significativa na producdo de O, em culturas estimuladas ou ndo com PMA
em todos 0s grupos estudados.

A dosagem do NO revelou que houve diferenca entre LPS e CC nos grupos G2, G3 e
G4, entretanto no grupo G1 ndo houve diferenca. Os grupos desnutridos G1 e G2
tiveram uma diferenca significativa quando comparados aos grupos G3 e G4 nas
culturas estimuladas com LPS, enquanto a produgdo espontanea de NO (CC) no grupo
G4 diferiu significativamente dos demais grupos. Os resultados estdo apresentados na

Tabela 5 e Figura 9 do Apéndice 4.
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4.6. Contagem diferencial das células peritoneais dos camundongos BALB/c de

acordo com os grupos de estudo.

A contagem das células peritoneais nos grupos estudados revelou que a
porcentagem de macréfagos no grupo G1 foi maior e estatisticamente significante
quando comparado ao grupo G2 e G4; a porcentagem de linfocitos no grupo G4 diferiu
do grupo G1. A porcentagem de neutrofilos do grupo G2 diferiu significativamente dos
outros grupos, enquanto a porcentagem de mastocitos e células gigantes multinucleadas

nédo diferiram em todos os grupos estudados (Tabela 6 e Figura 6).
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Figura 6. Células do lavado peritoneal submetidas a citocentrifugacédo e coradas
por Giemsa de camundongos inoculados com Lacazia loboi, aos 4 meses pos-
inoculacdo. A.B.C.D. Presenca de macrofagos e linfocitos. A.C. Presenca de célula
gigante multinucleada. B.C. Presenca de mastocito. B.C.D. Presenca de neutrofilos
(objetiva 100x).



4.7. QuantificacBes dos niveis de IFN-y e TNF-a

A Tabela 7 e Figuras 10 e 11 do Apéndice 5 mostram os resultados da quantificacdo dos
niveis das citocinas TNF-a e IFN-y em sobrenadante de cultura de macrofagos
peritoneais e de célula totais, respectivamente.

Os resultados da quantificacdo de TNF-o. revelam que houve diferenca entre LPS e CC
em todos os grupos estudados. Houve diferencga significativa na producdo de TNF-a em
culturas estimuladas com LPS nos quatro grupos, enquanto que em culturas ndo
estimuladas (CC) apenas os grupos G1 e G4 diferiram dos demais.

A quantificacdo do IFN-y revelou que houve diferenga entre PHA e CC em todos 0s
grupos estudados. Os niveis de IFN-y em culturas estimuladas ou ndo com PHA

apresentaram diferencas significativas no grupo G4 em comparagdo aos demais grupos.



Tabela 7 - Quantificacdo de TNF-a e IFN-y, pg/ml, em camundongos BALB/c de

acordo com os grupos de estudo.

Grupos TNF-a (pg/ml) IFN-y  (pg/ml)
LPS CC PHA CC
X s X s X s? X s?
Gl 857 41,04 aA 349 51,64 bA 363 196,99 aA 145 62,57 bA
G2 430 54,93 aB 224 46,63 bB 283 174,84 aA 147 82,42 bA
G3 586 60,90 aC 244 21,76 bBC 320 162,31 aA 119 49,33 bA
G4 76 8,59 aD 40 3,91bD 93 5,44 aB 48 6,95 bB

G1: camundongos desnutridos inoculados; G2: camundongos desnutridos; G3: camundongos inoculados;

G4: camundongos sadios. X : média e S : desvio padrdo. Média e desvio padrdo seguidos de mesma letra
mindscula (linha) ndo diferem significativamente pelo Teste de Razdo de Verossimilhanga ao nivel de 5%.
Meédia e desvio padrdo seguidos de mesma letra maiGscula (coluna) ndo diferem significativamente pelo
Teste de Razdo de Verossimilhanca ao nivel de 5%.
TNF-a: LPS x CC: todos diferem. LPS: todos diferem. CC: G 1>G2,G3eG4; G2=G3, G4<G1,G2 e G3.
PHA e CC: G1, G2 e G3 > G4.

IFN-y: PHA x CC: todos diferem.
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5- DISCUSSAO

A doenca de Jorge Lobo é micose rara, que ocorre predominantemente na regiao
amazonica brasileira, causada pelo fungo L. loboi. Sdo poucos os estudos que avaliam
as alteracbes imunoldgicas do paciente portador dessa micose, e também ndo se
conhecem os fatores relacionados a predisposicdo ou a protecdo ao aparecimento da
doenca nos individuos afetados. 3> Além disso, ndo existe nenhum estudo avaliando
as alteracdes nutricionais nesta micose.

Os estudos da doenca de Jorge Lobo sdo escassos possivelmente pelo fato do
seu agente etiologico ndo ter sido cultivado em meios artificiais e na auséncia deles, um
modelo animal que pudesse reproduzir a doenca e também servir de fonte para
obtencdo de grandes quantidades de fungos, seria altamente desejavel. Neste sentido,
Madeira et al. ™ concluiram que o camundongo BALB/c é mais susceptivel & infeccdo
e deste modo, essa linhagem tornou-se modelo experimental para o estudo da doenca de
Jorge Lobo. Com a existéncia desse modelo tornou-se possivel compreender melhor os
mecanismos de patogenicidade do fungo e também estudar o0s aspectos
microbioldgicos, imunoldgicos, bioquimicos e terapéuticos. Porém, até 0 momento ndo
existem estudos sobre a participacdo do estado nutricional na resposta imunoldgica
abordando a doenca de Jorge Lobo, sendo assim, este estudo tem por finalidade avaliar
os efeitos da DPC na resposta imune de camundongos isogénicos da linhagem BALB/c
inoculados com L. loboi, empregando parametros imunolégicos e histopatoldgicos.

A desnutricdo tem sido caracterizada como a principal causa de
imunossupressdo adquirida no mundo. Como consequéncia da DPC, alteracdes
imunoldgicas sdo observadas, incluindo redugdo na resposta imune humoral e celular.
Observa-se, também, alta incidéncia na morbidade e mortalidade por infecgdes. %

AlteracOes nutricionais tém sido descritas como potencial patogénico de agentes
infecciosos em varias patologias. Qualquer alteracdo no hospedeiro, que desencadeie
imunodepressdo significativa, pode ser responsavel por recrudescimento de infecces.
(10,15-17)

O impacto da desnutricdo no sistema imune tem sido demonstrado tanto
clinicamente como em estudos experimentais em varias patologias. (26-32) Esses relatos
sugerem que o estado nutricional pode interferir na resposta imune, e assim exercer

efeito na evolucdo das infeccdes.



O presente estudo foi iniciado pelo estabelecimento de um modelo experimental
de desnutricdo, previamente realizado em varias pesquisas. ¢"*32%7%) Foj realizado um
projeto piloto para verificagdo da sobrevivéncia dos animais com a desnutri¢cdo por 4
meses e com resultados positivos, realizamos o projeto definitivo.

O peso corporal é um dos indicadores mais utilizados para avaliacdo do estado
nutricional. ®® O grau de comprometimento nutricional avaliado pelo peso corpéreo
dos animais mostrou alterag6es significantes na comparacao entre os grupos. Observou-
se que a infecgdo pelo L. loboi ndo exerceu grande influéncia no peso corporal dos
camundongos que recebiam dieta normal, quando comparados com o grupo controle,
sendo assim ambos os grupos infectados apresentaram comportamento semelhante ao
dos seus respectivos controles. O peso corp6reo é a soma de todos 0s componentes de
cada nivel da composicio corporal. E uma medida aproximada das reservas totais de
energia do corpo e mudancas no mesmo podem refletir alteracbes no equilibrio de
energia, proteinas e tem grande valor no acompanhamento e prognostico de infecces.
(99)

Varios relatos da literatura tém descrito o papel do processo infeccioso no
organismo, que costuma ser acompanhado por hipercatabolismo, agravado por
anorexia, resultando na perda de reservas corporeas, “* mas no presente estudo esse
agravo ndo foi encontrado, talvez pelo fato da doenca de Jorge Lobo comprometer
apenas a regido cutanea-subcutanea da pele.

De acordo com Abreu et al.*®, a DPC ¢ causa de varias manifestacdes clinicas,
porém as alteracdes mais aparentes sdo aquelas que se verificam nas medidas e na
massa, tanto do corpo como um todo, quanto dos diversos érgaos.

O figado e baco tem participacdes importantes, tanto no processo nutricional,
quanto no infeccioso. Na DPC, alteragdes histoldgicas, bem como o peso desse 6rgéo,
podem refletir mudancas nutricionais. **1%2)

Nesse sentido, no presente estudo, os animais foram sacrificados e retirados o
figado e o baco para verificacdo do peso e andlise histologica desses 6rgdos. Em relagédo
ao peso do figado e baco dos grupos desnutridos, os resultados revelaram reducdo de
peso quando comparados aos grupos sem restricdo alimentar, conforme relatos na
literatura de outras patologias. %%

No estudo realizado por Pereira ", observou-se que a toxoplasmose aguda n&o

interferiu no peso do figado e baco nos animais que receberam dieta normal quando



comparados com o grupo controle. Por outro lado, nos animais submetidos a
desnutricdo prévia e infectados com toxoplasmose, tratados ou ndao com sulfa, houve
aumento no peso do figado e do baco.

Estudos realizados por Couto et al. *° sobre as alteracdes da funcdo hepatica
em camundongos com esquistossomose associada a desnutricdo verificaram que ambas,
infeccdo e/ou desnutricdo, interferiram nos niveis dos indicadores bioquimicos, mas as
alteracdes mais importantes da funcdo hepatica ocorreram durante a inflamacéo intensa
causada pela esquistossomose.

Na desnutri¢do, a deterioracéo fisiologica estd em conson&ncia com seu grau € 0
figado e bago tornam-se quase sempre afetados. A necrose hepética e fibrose podem ser
observadas em estudos experimentais com animais submetidos a dietas com reducao de
proteinas e aminoacidos essenciais. %

Em relacdo a analise histopatologica do figado, estudos desenvolvidos por
Oliveira et al. @ ¢ Coutinho et al. “°? mostraram que a mé nutricdo afeta varios
mecanismos de regeneracdo, como a diminuicdo da proliferacdo de fibroblastos,
producdo de colageno e albumina e que o estado nutricional do hospedeiro tem papel
importante modificando os tecidos conectivos na esquistossomose hepatica murina.

No presente estudo a analise histopatoldgica do baco revelou apenas congestdo
sinusoidal em todos os grupos. A anélise do figado mostrou que os grupos inoculados
apresentaram degeneracdo vacuolar e reatividade nuclear mais intensa. A maior
diferenca encontrada foi em relacdo ao peso dos 6rgdos entre 0s grupos nutridos e
desnutridos, talvez pelo fato da presenca de atrofia de trabécula hepéatica no grupo
desnutrido. Devido ao fato da desnutricdo ser cronica e o fungo causador da doenca de
Jorge Lobo ndo se disseminar para outros 6rgaos, os cortes histoldgicos corados pela
prata metenamina ndo revelaram a presenca de fungos em figado e baco, sendo
provavel que ndo se observem muitos danos nos 6rgéos citados acima.

Estudos realizados por Pereira ©” em animais infectados com Toxoplasma
gondii revelou na andlise histopatologica do figado degeneracdo gordurosa nos espacos
porta e centro lobular, com infiltrado mononuclear multifocal e difuso nos animais
nutridos infectados a partir do 2° dia de experimento e nos desnutridos infectados, essas
alteracdes foram mais evidentes. O baco mostrou atrofia nos animais desnutridos e
nutridos infectados com T. gondii, em decorréncia da rarefacdo da polpa branca,

principalmente, e também da polpa vermelha.



No presente estudo, outro aspecto importante a ser ressaltado, é a do coxim
plantar, que foram removidos para determinacdo da viabilidade e do numero total de
fungos, além do histopatoldgico. O indice de viabilidade fungica foi avaliado por meio
da coloragdo vital com diacetato de fluoresceina-brometo de etideo (DF-BE),
padronizada para o L. loboi por Vilani-Moreno & Opromolla.®®

A determinacdo do indice de viabilidade de microrganismos € importante nas
tentativas de reproducdo experimental das doencas infecciosas. Varios métodos podem
ser empregados, porém a coloragdo DF-BE € um dos mais comumente utilizados. Em
1978, Calich et al. @ utilizaram esse método para detec¢do da viabilidade de células
fangicas leveduriformes como Candida sp., Cryptococcus neoformans e
Paracoccidioides brasiliensis.

A viabilidade e o nimero total de fungos encontrados nos coxins plantares dos
camundongos inoculados revelaram aumento nos camundongos nutridos quando
comparados com o0s camundongos desnutridos. Como ndo existe outro estudo
relacionando desnutricdo e doenca de Jorge Lobo, as comparacdes dos nossos
resultados com outras pesquisas ficam restritas somente a camundongos inoculados sem
restrigdo dietética.

Estudos realizados por Madeira et al. > com camundongos BALB/c e Vilani-
Moreno & Opromolla ®® em lestes cutaneas de pacientes revelaram indices de
viabilidade semelhantes aos encontrados no nosso estudo. Do mesmo modo, pesquisa
realizada por Belone et al. " com camundongos inoculados com L. loboi revelou que o
numero de fungos recuperados aos 4 meses pos-inoculacéo era semelhante ao nosso.

Em relagdo a analise histopatologica dos coxins plantares observamos aumento
do infiltrado inflamatério no grupo nutrido em relacdo ao grupo desnutrido. Esses
achados sdo extremamente importantes e levam a hipdtese de que a desnutricdo na
doenga de Jorge Lobo pode causar certa resisténcia ao desenvolvimento do fungo,
observados pela menor viabilidade, nimero total de fungos e reducdo do tamanho dos
coxins encontrados no grupo desnutrido.

As infeccBes agudas ocasionam respostas ao estresse causado no organismo,
desencadeando alteracGes metabdlicas com finalidade de fortalecer o hospedeiro no
combate ao agressor. O aumento da demanda energética e o hipercatabolismo,

associados & menor ingestdo de nutrientes, podem agravar o processo infeccioso ¢, o



que ndo ocorreu no nosso estudo, talvez pelo fato da doenca de Jorge Lobo
comprometer apenas a regido cutanea-subcutanea da pele.

Sabe-se que em individuos doentes e desnutridos ocorre menor capacidade na
formacdo de anticorpos especificos, reducdo da atividade fagocitaria, alteracdo na
integridade dos tecidos, reducdo ou falta de secrecdo de muco, alteracdo de microbiota
nutricional, nas reacGes inflamatdrias, entre outras. A desnutricdo causa desestruturacdo
nos sistemas de defesa do hospedeiro em responder ao estimulo do processo infeccioso,
podendo, assim, ser responsavel por desde infeccdo assintomatica, até doencas graves.
(7-14)

Segundo Ghosn et al. ® a cavidade peritoneal é um compartimento com uma
variedade de células imunoldgicas residentes, no qual os macréfagos sdo muito
estudados. Um estudo experimental realizado por Bhaumik et al. “'% em ratos
inoculados com tumor AK-5, via subcutéanea, revelou que houve um influxo de células
imunes na cavidade peritoneal, hiperativacdo de macrofagos peritoneais e niveis
elevados de citocinas, NO e O,. A medida que o tumor regredia, a quantidade de
macrdéfagos ativados da cavidade peritoneal também diminuia. Segundo os autores, ndo
esta claro como o tumor sdlido é capaz de induzir aumento na populagdo celular do
peritbnio; eles sugerem que substancias quimiotaticos para mondcitos e proteinas da
matrix extracelular poderiam atrair e ativar os macréfagos peritoneais. ™ Por esse
motivo empregamos as celulas do lavado peritoneal para avaliar a resposta imune dos
animais submetidos ou ndo a desnutri¢do e inoculados com o L. loboi.

A contagem de células totais do lavado peritoneal revelou-se superior no grupo
inoculado quando comparado com o grupo desnutrido ndo inoculado e a contagem dos
macrdéfagos foi semelhante nos quatro grupos estudados.

Os macrofagos produzem e secretam varias substancias biologicamente
importantes para as respostas inflamatéria e imune, como citocinas, enzimas,
metabdlitos do acido aracdénico, componentes do sistema complemento, reativos
intermediérios do oxigénio (RIO) e do nitrogénio (RIN). *+13

Os macrofagos ao serem ativados apresentam uma série de alteracdes
morfoldgicas, funcionais e metabdlicas quando comparados aos ndo ativados. ¥
Funcionalmente, ocorre a explosao respiratoria, resultando em aumento no consumo de
oxigénio e na geracdo dos RIO, como a H,0, e O,", além disso, ocorre maior expressao

da enzima 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS) e producdo dos RIN, como o NO,



esses reativos antimicrobianos séo importantes na eliminacéo de patégenos. ‘#1140
NO desempenha importante papel na funcdo vascular durante as respostas
inflamatorias, reduzindo a agregacdo e aderéncia plaquetarias, inibindo a inflamacao

induzidas por mastécitos e servindo como regulador do recrutamento de leucécitos. ™

117)

As dosagens de H,O,, O, e NO sdo importantes para avaliar os sistemas
bioquimicos antimicrobianos dos fagdcitos mononucleares, que sdo de vital importancia
na defesa do organismo contra as infec¢des e na eliminacéo dos patdgenos. Elas podem
ser empregadas, também, como parametros de ativacdo dos macrofagos, uma vez que
macr6fagos ativados exibem aumento da liberagdo dos RIO e RIN. 117

Na quantificacdo dos metabdlitos do oxigénio emprega-se como estimulo o ester
de forbol (PMA). Esse agente ativa a proteina quinase C, uma enzima dependente de
fons Ca," e fosfolipideos, amplamente distribuida em varios tipos celulares, levando
deste modo, a explosédo respiratéria com consequente producdo de metabdlitos toxicos
do oxigénio, como a H,0,.M? )

Os nossos resultados revelaram que a desnutricdo exerceu grande influéncia
sobre a dosagem de H,O, e NO, uma vez que no grupo desnutrido houve menor
producdo desses metabdlitos em comparagdo ao grupo nutrido; entretanto o processo
infeccioso ndo estimulou maior liberacdo de H,O, e NO, pois ndo houve diferenca entre
camundongos infectados e sadios, assim como desnutridos infectados e desnutridos. A
dosagem de O, ndo foi diferente nos grupos estudados. Ha necessidade de outros
estudos relacionando desnutricdo e doenca de Jorge Lobo, para comparacdo dos nossos
resultados, ja que ficam restritas somente a outras patologias.

Ainda ndo sdo conhecidos os mecanismos pelos quais os macréfagos lisam o L.
loboi. Estudos realizados por Taborda et al. “8) relataram que o fungo possui na sua
parede celular melanina constitutiva, o que poderia Ihe conferir resisténcia aos RIO
produzidos pelos macrofagos. Ao que parece, células melanizadas sdo menos
suscetiveis a morte pelos RIO e RIN que células ndo melanizadas. Este pigmento parece
estar associado com viruléncia fungica, resisténcia ao ataque microbiano e maior
sobrevivéncia sob condigbes de estresse (!8119)

Os mecanismos microbicidas e de ativacdo macrofagica tém sido intensamente
explorados. Estudos realizados por Nathan et al. (120) Jescreveram que a capacidade de

macrofagos murinos em destruir ou inibir a replicacdo intracelular de parasitas como T.



gondii e Trypanosoma Cruz dependia do grau de ativacdo macrofagica e
correlacionava-se diretamente com a liberagéo dos ROI, como a H,0,.

Pesquisadores demonstraram que na hanseniase, 0 Mycobacterium leprae parece
apresentar uma capacidade inata para resistir aos efeitos toxicos dos RIO, pois a
presenca da enzima superoxido dismutase, no interior do bacilo, juntamente com o
glicolipideo fendlico-1 (PGL-1), componente da sua parede celular, atuariam como
inibidores do O, 1?1122)

Por outro lado, um estudo desenvolvido com animais deficientes em INOS
permitiu conhecer alguns aspectos envolvidos na patogenia da esquistossomose aguda,
relacionando também o 6xido nitrico com a desnutricdo e a esquistossomose. %9 A
iINOS esta presente em todas as células e é expressa em resposta as citocinas pro-
inflamatorias IFN-y, TNF-a e interleucina-1f (IL-1pB), liberando prolongadas taxas de
NO, que véo atuar na esquistossomose como um regulador da resposta inflamatéria. Na
auséncia dessa enzima, 0 NO em taxas reduzidas podera comprometer a formacao do
granuloma esquistossomatico e associado ao estado nutricional mostrou resultados
decorrente da associacdo, iNOS x desnutricgo. %%

Na esquistossomose, 0 NO é importante para o hospedeiro ndo somente devido
as suas caracteristicas antimicrobianas, mas também servindo como um potente
mediador inflamatério e antifibrético. %%

Na Paracoccidioidomicose, um estudo realizado por Balderramas “?* revelou
que a quantificacdo de NO em macrdfagos pulmonares de camundongos AIRmax e
AIRmin infectados com P. brasiliensis, foi maior em comparacao ao seus respectivos
controles. Em nosso estudo, a producdo de NO foi menor nos animais desnutridos em
comparacdo aos nutridos, independentemente do processo infeccioso, sugerindo que a
desnutricdo afeta a producgdo desses metabolitos.

A atividade microbicida dos macréfagos pode ser aumentada por determinadas
citocinas, como 0 IFN-y e os fatores estimuladores de colonia. O IFN-y aumenta a
capacidade de geracdo da explosdo respiratoria por macréfagos, sendo que a
estimulacdo do metabolismo oxidativo promove maior atividade microbicida contra
uma grande variedade de patégenos intracelulares. ™23 Além disso, o IFN-y
também estimula a expressdo da enzima iNOS, essencial para a formacdo do NO. (112
H312) Fato esse ndo encontrado no nosso estudo, onde os grupos desnutridos

apresentaram uma diminuicdo na producdo de NO e um aumento na produgéo de IFN-y,



guando comparados ao grupo sadio. Nossos resultados séo semelhantes aos descritos

por Anstead et al. (212"

que ao avaliarem a producdo de NO por macrofagos
peritoneais de camundongos desnutridos inoculados por Leishmania donovani
encontraram menor producdo desse metabdlito nos animais desnutridos quando
comparados ao grupo sadio.

As citocinas interagem com seus receptores especificos modulando a funcéo
macrofagica. Deste modo, citocinas como o0 IFN-y, TNF-o, interleucina-2 (IL-2), fator
estimulador de colénia de mondcito (MCSF) e fator estimulador de colénia de
mondcito/granuldcito (GM-CSF) sdo importantes no processo de ativagdo macrofagica,
enquanto que outras, como a interleucina-10 (IL-10) e o fator transformador de
crescimento beta (TGF-p) sdo considerados fatores de desativacéo dos macréfagos.
113128129 Ag citocinas pré-inflamatorias, de perfil Thl, TNF-o e INF-y foram utilizadas
neste trabalho como marcadores na avaliacdo da desnutricdo e do processo infeccioso
causado pelo L. loboi apesar de algumas pesquisas sugerirem perfil Th2 para essa
doenga. (86,89-91)

O TNF-a apresenta atividades biologicas diversificadas, isto €, induz a produgédo
de citocinas e a expressdo de receptores para IL-2 pelos linfécitos T, aumenta a
produgdo de anticorpos e promove a proliferacdo dos linfécitos B, atua como
quimiotético para mondcitos-macréfagos e induz a producdo de IL-1, interleucina-6
(IL-6) e interleucina-8 (IL-8) pelos macréfagos. (2113128129 A nroducdo e liberagéo
excessiva TNF-o tem sido associada com evolucdo de caquexia, observada em
pacientes com infecgdo aguda. @

O INF-y é a citocina mais importante na ativagdo de macrdfagos e
consequentemente da imunidade celular. O INF-y estimula a apresentagdo antigénica, a
producdo de citocinas, a fagocitose e secrecdo dos RIO e RIN. Deste modo, esta
citocina aumenta a atividade microbicida dos macréfagos. 12128129

Um fato interessante é que, segundo Lyons **?, o aumento da producéo de IFN-
y estd comumente associado com o aumento de mediadores inflamatorios, que sofrem
sinergismo com NO e potencializam seus efeitos. Desta forma, a partir do presente
estudo, era esperado que a alta producdo de IFN-y nos camundongos desnutridos
influenciasse a alta producdo de NO, fato esse ndo ocorrido e a alta producdo de IFN-y
pelo grupo nutrido inoculado aumentasse a produgcdo do NO. No grupo sadio,

entretanto, ocorreu uma diminuicdo de IFN-y e um aumento de NO.



Estudo realizado por Silva *® com animais desnutridos e nutridos inoculados
com S. mansoni, revelou que os animais nutridos mostraram niveis mais elevados de IL-
13 do que IFN-y indicando perfil Th2. Os camundongos desnutridos produziram niveis
mais elevados de IFN-y do que IL-13, caracterizando um perfil Thl. Os nossos
resultados revelaram que os niveis de IFN-y foram semelhantes nos animais desnutridos
(G1 e G2) e nutridos (G3), a diferenca s6 foi encontrada no grupo sadio, que
produziram niveis menores de IFN-y.

Estudo realizado por Nascimento et al Y com animais inoculados com P.
brasiliensis, revelou que macrofagos peritoneais de camundongos resistentes (A/Sn)
secretam altos niveis de NO e baixos de TNF-o, enquanto que macréfagos de animais
suscetiveis (B10.A) fazem o contrario. Os nossos resultados revelaram que
camundongos nutridos e inoculados secretaram altos niveis de NO e baixos de TNF-a,
em comparacdo quando comparamos aos camundongos desnutridos inoculados,
semelhantes aos resultados obtidos por Nascimento et al “*“ nos animais A/Sn.

Trabalho realizado por Goto 32) com animais BALB/c inoculados com T. cruz
submetidos ou ndo a desnutricdo, revelou que houve um aumento significativo na
producdo das citocinas pro-inflamatérias, TNF-a, IL-1 e IL-6 nos camundongos
desnutridos, revelando uma grande interacdo entre desnutricdo, processo infeccioso
agudo, causado pelo parasita, e resposta imune. Os nossos resultados foram semelhantes
em relacdo os niveis de TNF-a.

Vilani-Moreno et al. ®® nao encontraram alteracdes significativas nos niveis de
citocinas IL-1B, TNF-a, IL-10 e IFN-y em sobrenadante de cultura de células
mononucleares dos pacientes em relagdo ao grupo controle. Entretanto, a quantificagédo
de IL-4 e IL-6 revelou maior producdo, mas para IL-2 os niveis apresentaram-se
menores, sugerindo que pacientes com doenca de Jorge Lobo exibem um predominio de
perfil Th2. Comparando com o0 nosso estudo observamos que o TNF-a apresentou
alteracdes significativas com elevacdo em relacdo aos grupos estudados. Cabe salientar
que o trabalho acima citado foi realizado com humanos e 0 nosso com camundongos e
que ainda ndo existem estudos na literatura com animais, relacionando a doenca de
Jorge Lobo, nutricdo e imunologia.

Recentemente, Vilani-Moreno et al.®® investigaram a presenca das citocinas IL-
10, TGF-B1 e TNF-a ¢ da enzima iNOS nas lesbes cutaneas de 16 pacientes portadores

da micose, por método imunoistoquimico. Os resultados revelaram que o TGF-R1 foi a



citocina expressa com maior frequéncia pelas células presentes no infiltrado
inflamatdrio, seguido pela IL-10; houve discreta positividade de células expressando
TNF-o ¢ iNOS. Esses resultados levaram os autores a sugerirem que a presenca de
citocinas imunossupressoras nas lesdes dos pacientes poderia ser responsavel pela ndo
contencdo do patogeno, evidenciado pela presenca de numerosos fungos no granuloma.
Esses dados divergem com 0 nosso estudo, onde observamos que o TNF-a apresentou
alteracbes significativas com elevacdo em relacdo ao grupo controle, embora as
citocinas do trabalho foram quantificadas nas lesGes cutaneas e as nossas foram dosadas
em sobrenadante de cultura de células do lavado peritoneal. E possivel que as células
do lavado peritoneal ndo estejam refletindo o que esta acontecendo no coxim plantar
dos animais estudados.

Portanto, observamos que a infeccdo ndo exerceu grande influéncia sobre a
perda de peso e que a desnutricdo prévia foi um fator desfavoravel a viabilidade, ao
numero de fungos e ao infiltrado inflamatorio do coxim plantar. A producéo de H,O, e
NO ficaram reduzidas nos animais desnutridos. A dosagem de O, nao foi diferente nos
grupos estudados. Outro fator importante foi a elevagdo marcante das citocinas, tanto
TNF-a e IFN-y, quando comparamos o grupo sadio com os demais, essas elevacdes
ficaram maior quando associamos desnutrigédo e infeccdo, particularmente para TNF-a.

Em resumo, podemos ressaltar que existe grande interacdo entre a doenca de
Jorge Lobo, nutricdo e imunidade e que levando em consideracdo o fato dos pacientes
possuirem baixas condi¢Ges socioecondmicas e talvez apresentarem provavel caréncia
nutricional, sdo necessarios novos estudos em humanos para poder conhecer melhor
essa interacdo entre a doenca de Jorge Lobo, nutricdo e imunidade com outros
marcadores imunoldgicos e nutricionais, o que possibilitard um maior entendimento

dessa complexa doenga.



CONSIDERACOES FINAIS




6- CONSIDERACOES FINAIS

A finalidade desse estudo foi avaliar os efeitos da DPC na resposta imune de
camundongos isogénicos da linhagem BALB/c inoculados com L. loboi, empregando
parametros imunoldgicos e histopatolédgicos.

Sendo assim, a analise dos resultados obtidos neste estudo permitiu elaborar as
seguintes conclusdes:

Observamos que a infeccdo pelo L. loboi ndo exerceu grande influéncia no peso
corporal dos camundongos que recebiam dieta normal, quando comparados com o
grupo controle, sendo assim ambos os grupos infectados apresentaram comportamento
semelhante ao dos seus respectivos controles.

Em relacdo ao peso do figado e baco dos grupos desnutridos verificamos
reducdo de peso em comparacdo aos grupos sem restricdo alimentar, fato esse ja
esperado. A analise histopatoldgica do baco revelou apenas congestdo sinusoidal em
todos os grupos. A analise do figado mostrou que os grupos inoculados apresentaram
degeneracgéo vacuolar e reatividade nuclear mais intensa. A maior diferenca encontrada
foi em relacdo ao peso dos érgdos entre os grupos nutridos e desnutridos, devido a
presenca de atrofia de trabécula hepéatica no grupo desnutrido. Como a desnutri¢do é
crénica e o fungo causador da doenga de Jorge Lobo ndo se dissemina para outros
orgdos, talvez sejam esses fatos de ndo haver muito dano nos érgéos citados acima.

A viabilidade e o nimero total de fungos encontrados nos coxins plantares dos
camundongos inoculados revelaram aumento nos camundongos nutridos quando
comparados com os camundongos desnutridos. Em relacdo a andlise histopatoldgica
dos coxins plantares observamos aumento do infiltrado inflamatério no grupo nutrido
em relacdo ao grupo desnutrido, em concordancia com a menor viabilidade, nimero
total de fungos e reducdo do tamanho dos coxins encontrados nos desnutridos.

Os nossos resultados revelaram que a desnutricdo exerceu grande influéncia
sobre a dosagem de H,O, e NO, uma vez que no grupo desnutrido houve menor
producdo desses metabodlitos em comparagdo ao grupo nutrido; entretanto 0 processo
infeccioso ndo estimulou maior liberacdo de H,O, e NO, pois ndo houve diferenca entre
camundongos infectados e sadios, assim como desnutridos infectados e desnutridos. A

dosagem de O, ndo foi diferente nos grupos estudados.



Os grupos desnutridos apresentaram diminui¢cdo na producdo de NO e um
aumento na producdo de IFN-y, quando comparados ao grupo sadio. Desta forma, era
esperado que a alta producdo de IFN-y nos camundongos desnutridos influenciasse a
maior producdo de NO, fato esse ndo ocorrido. No grupo nutrido e infectado a producgéo
de IFN-y foi maior que Seu respectivo controle, entretanto a producdo espontanea de
NO foi menor. Observamos que o TNF-o apresentou alteragdes significativas em
relacdo aos grupos estudados, com maiores niveis no grupo desnutrido inoculado em
comparacdo ao seu controle, assim como niveis elevados no grupo inoculado em
relacdo aos sadios.

Como néo existem estudos relacionando desnutrigéo e doenca de Jorge Lobo, e
também talvez pelo fato dessa doenca comprometer apenas a regido cutanea-subcutanea
da pele, as comparacGes dos nossos resultados com outras pesquisas ficam restritas
somente a outras patologias.

Em resumo, podemos ressaltar que existe grande interacdo entre a doenca de
Jorge Lobo, nutricdo e imunidade e que levando em consideracdo o fato dos pacientes
possuirem baixas condi¢Ges socioecondmicas e talvez apresentarem provavel caréncia
nutricional, sdo necessarios novos estudos em humanos para poder conhecer melhor
essa interacdo entre a doenca de Jorge Lobo, nutricdo e imunidade com outros
marcadores imunoldgicos e nutricionais, o que possibilitara um maior entendimento

dessa complexa doenga.
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APENDICE 1. Avaliacdes nutricionais

1.1. Pesos corporeos dos camundongos BALB/c de acordo com os grupos de

estudo e os momentos da determinagéo.
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Figura 1. Pesos corpdreos, em gramas, dos camundongos BALB/c de acordo com

0s grupos de estudo e os momentos da determinacao.

G1: camundongos desnutridos inoculados; G2: camundongos desnutridos; G3: camundongos inoculados;
G4: camundongos sadios. Andlise estatistica: Teste de Tukey ao nivel de 5%.

G1: inicial > inoculag&o e final. G2: inicial > inoculacéo e final. G3: inicial > inoculagdo > final. G4: inicial
> inoculagédo > final.

Inicial: G1=G2=G3=G4. Inoculagio: G1e G2<G3e G4. Final: G1e G2<G3e G4.



1.2. Peso do figado e bago dos camundongos BALB/c de acordo com

0s grupos de estudo.
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Figura 2. Peso do figado, em gramas, dos camundongos BALB/c de acordo com 0s

grupos de estudo.

G1: camundongos desnutridos inoculados; G2: camundongos desnutridos; G3: camundongos
inoculados; G4: camundongos sadios. Analise estatistica: Teste de Tukey ao nivel de 5%.
Figado: G1 e G2 < G3 e G4.
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Figura 3. Peso do baco, em gramas, dos camundongos BALB/c de acordo com 0s

grupos de estudo.

G1: camundongos desnutridos inoculados; G2: camundongos desnutridos; G3: camundongos
inoculados; G4: camundongos sadios. . Analise estatistica: Teste de Tukey ao nivel de 5%.
Bago: Gle G2 < G3 e G4.

APENDICE 2. Determinagéo da viabilidade e do nimero total de fungos
dos coxins plantares dos camundongos BALB/c de acordo com os grupos de estudo.



Figura 4. Viabilidade dos fungos, em porcentagem, obtidos do coxim plantar dos

camundongos BALB/c de acordo com os grupos de estudo.

G1: camundongos desnutridos inoculados e G3: camundongos inoculados. Andlise estatistica: Teste de
Tukey ao nivel de 5%.
Viabilidade: G1 < G3.

Figura 5. Numero de fungos x 10%/ml, obtidos do coxim plantar dos camundongos

BALB/c de acordo com os grupos de estudo.

G1: camundongos desnutridos inoculados e G3: camundongos inoculados. Andlise estatistica: Teste de
Tukey ao nivel de 5%.
Numero de fungos: G1 < G3.

APENDICE 3. Contagem de células totais e macrofagos peritoneais dos

camundongos BALB/c de acordo com os grupos de estudo.



Figura 6 - Contagem de células totais e macréfagos peritoneais, niimero x 10% ml,

dos camundongos BALB/c de acordo com os grupos de estudo.

G1: camundongos desnutridos inoculados; G2: camundongos desnutridos; G3: camundongos
inoculados; G4: camundongos sadio. Andlise estatistica: Teste de Razdo de Verossimilhanga ao nivel de
5%.

Células Totais: G3>G2 Macro6fagos: G1=G2=G3=G4



APENDICE 4. Determinacdo dos metabdlicos do oxigénio e do nitrogénio
em cultura de macrdéfagos peritoneais dos camundongos BALB/c de acordo com os

grupos de estudo.
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Figura 7. Determinacéo de H,O, em nM, em camundongos BALB/c de acordo com

0s grupos de estudo

G1: camundongos desnutridos inoculados; G2: camundongos desnutridos; G3: camundongos inoculados;
G4: camundongos sadios. Analise estatistica: Teste de Tukey ao nivel de 5%.
PMA >CC: G1; PMA=CC: G2,G3eG4; PMA:G1eG2<G3eG4; CC:GleG2<G3e G4

Figura 8. Determinagéo de O, em nM, em camundongos BALB/c de acordo com
0s grupos de estudo.

G1: camundongos desnutridos inoculados; G2: camundongos desnutridos; G3: camundongos
inoculados; G4: camundongos sadios. Analise estatistica: Teste de Tukey ao nivel de 5%.

0,: G1=G2=G3=G4.
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Figura 9. Determinagéo de NO em pM, em camundongos BALB/c de acordo com
0s grupos de estudo.

G1: camundongos desnutridos inoculados; G2: camundongos desnutridos; G3: camundongos
inoculados; G4: camundongos sadios. Analise estatistica: Teste de Tukey ao nivel de 5%.
LPS=CC: G1; LPS > CC: G2, G3 ¢ G4. LPS: Gle G2 <G3e G4. CC: G4> G1, G2 e G3.



APENDICE 5. Quantificagdo dos niveis de IFN-y e TNF-a em

camundongos BALB/c de acordo com os grupos de estudo.

Figura 10. Quantificacdo de TNF-a em camundongos BALB/c de acordo com 0s

grupos de estudo.

G1: camundongos desnutridos inoculados; G2: camundongos desnutridos; G3: camundongos
inoculados; G4: camundongos sadios. Analise estatistica: Teste de Raz&o de Verossimilhanca ao nivel

de 5%.
LPS x CC: todos diferem. LPS: todos diferem. CC: G1>G2,G3 e G4; G2=G3, G4<G1,G2e G3

Figura 11. Quantificacdo de IFN-y, pg/ml, em camundongos BALB/c de acordo

comos  grupos de estudo.

G1: camundongos desnutridos inoculados; G2: camundongos desnutridos; G3: camundongos
inoculados; G4: camundongos sadios. Andlise estatistica: Teste de Razdo de Verossimilhanga ao nivel
de 5%.

PHA x CC: todos diferem. PHAe CC:G1,G2eG3 >G4
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