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Resumo

Resumo:

7z

A Paracoccidioidomicose € uma micose sist€émica humana causada por um fungo
imperfeito e dimérfico denominado Paracoccidioides brasilienis (P.brasiliensis), sendo
os conideos sua forma infectante.

Camundongos geneticamente selecionados para Resposta Inflamatoria Aguda Méxima
(AIRmax) e Minima (AIRmin), foram wusados como modelo experimental da
paracoccidioidomicose. Os animais foram inoculados pela via intraperitoneal com
P. brasiliensis (cepa 18) e sacrificados apds 6, 12 e 24 horas e 3, 7 e 14 dias de
infeccao.

Nestes periodos foram removidos fragmentos de baco, figado e pulmao para avaliacdo
do grau de infeccdo de células fungicas nestes Orgdos, avaliacio da atividade
macrofdgica por macrofagos peritoneais e esplénicos pela determinagdo das
concentracdes de Oxido nitrico e producdo de citocinas pré e anti-inflamatérias de
sobrenadantes de homogenatos de pulméao e bago.

No presente trabalho observamos que as linhagens AIRmax apresentaram maior
contencdo do processo infeccioso que as linhagens AIRmin nos compartimentos
analisados.

Quanto a produ¢cdo de NO observamos que animais AIRmax produziram mais deste
metabolito em periodos tardios, o que pode ter ajudado esta linhagem na maior
conteng¢do do processo infeccioso nos 6rgdos analisados.

Quanto a producdo de citocinas observamos que a producdo de INF-y, TNF-a, IL-1, IL-
6, IL-8, IL-12, estdo aumentadas nas linhagens AIRmax na maioria dos 6rgdos e
periodos analisados, contribuindo para a maior resisténcia destas linhagens frente a
infeccdo pelo fungo em relagdo aos AIRmin, com excecdo da IL-4 e IL-10 que
apresentaram sua producdo diminuida na linhagem AIRmax e aumentada na linhagem
AIRmin reproduzindo seu efeito biolégico supressor.

Frente aos resultados observamos que a linhagem AIRmax apresentou maior conten¢ao
do processo infeccioso, com importante envolvimento das citocinas analisadas, sendo
estes resultados possivelmente relacionados aos fatores geneticamente selecionaodos
envolvidos com a resposta inflamatdria aguda.

Palavras-chave: Paracoccidioides brasiliensis, Resposta imune, Resposta
Inflamatéria Aguda, Citocinas.
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Abstract

Abstract:

Paracoccidioidomycosis is a systemic human mycosis caused by Paracoccidioides
brasiliensis (P. brasiliensis), an imperfect dimorphic fungus whose conidia are its
infectant form.Mice genetically selected for Maximum (AIRmax) and Minimum
(AIRmin) Acute Inflammatory Response were wused as an experimental
paracoccidioidomycosis model. The animals were intraperitoneally inoculated with P.
brasiliensis (strain 18) and sacrificed after 6, 12 and 24 hours and after 3, 7 and 14 days
of infection. In these periods, fragments from their spleen, liver and lung were removed
for evaluation of the level of infection by fungal cells in those organs, evaluation of
macrophagic activity by peritoneal and splenic macrophages through the determination
of the concentrations of nitric oxide (NO) and production of pro- and anti-inflammatory
cytokines of lung and spleen homogenate supernatants. In the present study, it was
observed that the AIRmax lineages presented greater control of the infectious process
than did the AIRmin lineages in the analyzed compartments. As regards NO production,
it was found that AIRmax animals produced more of such metabolite in late periods,
which may have helped that lineage with the greater control of the infectious process in
the analyzed organs. Concerning cytokine production, it was observed that the
production of INF-y, TNF-a, IL-1, IL-6, IL-8 and IL-12 were increased for the AIRmax
lineages in most analyzed organs and periods, thus contributing to the greater resistance
exhibited by such lineages against infection with the fungus in relation to AIRmin,
except for [L-4 and IL-10, which showed decreased production for the AIRmax lineage,
reproducing its suppressive biological effect. From these results, it was observed that
the AIRmax lineage showed greater control over the infectious process with an
important involvement of the analyzed cytokines. These findings are probably related to

the genetically selected factors involved with the acute inflammatory response.

Keywords: Paracoccidioides brasiliensis, Immune Response, Acute Inflammatory
Response, Cytokines.
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Introducdo

1) Introducao:

A paracoccidioidomicose € uma micose sist€émica humana que ocorre
de forma endémica na maioria dos paises da América Latina, sendo o maior
numero de casos observado no Brasil, seguido pela Colombia e Venezuela
!, Também conhecida como blastomicose sul-americana ou moléstia de
Lutz-Splendore-Almeida, foi inicialmente descrita por Adolpho Lutz em
1908 * e, seu agente etioldgico foi caracterizado morfolégica e
biologicamente por Alfonso Esplendore em 1912 * e Floriano Paulo de

Almeida em 1930 4, sendo denominado Paracoccidioides brasiliensis °

O P. brasiliensis € um fungo imperfeito e dimoérfico, que se
desenvolve sob a forma de levedura in vivo, nos tecidos do hospedeiro ou
quando cultivado a 37° C em meios de cultura enriquecidos e, na forma de

micélio, a temperatura ambiente, com variacdo de 4° a 28° C.

Os agentes infectantes do P.brasiliensis sdo propagulos da fase
miceliana, representados por micélios e conidios, presentes em 4gua,
plantas e solo que penetram no hospedeiro pelas vias aéreas, atingindo
primeiramente os pulmdes. Estes conidios atingem os bronquiolos
terminais e alvéolos pulmonares e transformam-se em leveduras que € a
forma patogénica, provocando o chamado complexo primdrio pulmonar.
Este complexo pode evoluir para cura, tornar-se latente ou progredir
causando uma doenca grave. A dissemina¢do para outros Orgdos como

figado baco e adrenais ocorre por via linfo-hematogénica.’

As manifestacOes clinicas da micose sdo as de doenca granulomatosa
e apresentam uma gama de sinais e sintomas agrupados em dois padroes

principais que definem as formas aguda e cronica da doenca. A forma
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aguda € habitualmente severa, de evolucdo lenta e gradual e as lesoes
permanecem localizadas ou envolvem mais de um 0rgdo ou sistema,

acometendo adultos com idade superior a 30 anos’.

Na forma aguda ou juvenil, a doenca afeta ambos os sexos em igual
propor¢do, indicando que o fungo infecta tanto homens como mulheres,
e ocorre principalmente em criangas, adolescentes e adultos jovens,
apresenta historia clinica de curta duracio, em geral 1 a 2 meses e sinais
clinicos compativeis com o envolvimento do sistema fagocitico
mononuclear (bago, figado, linfonodo e medula 6ssea), caracterizado por
hepato e/ou esplenomegalia . Nos pacientes com a forma aguda, as
lesdes sdo pouco freqiientes, ocorrendo em 15 a 20% dos casos e o
acometimento pulmonar € raro, estando presente apenas em 5 a 11% dos

pacientes ’

A forma crénica no adulto € mais freqliente em individuos do sexo
masculino entre 30 e 50 anos. Acredita-se que a maior resisténcia da
mulher esteja relacionada a presenca de estrégenos, que impedem a
transformacdo de micélio para levedura na ocasido da infecgao
priméria >°.

O aparecimento dos sinais clinicos caracteriza o inicio da
paracoccidioidomicose doenca que pode originar-se de diferentes vias:
pela evolugdo direta do foco primério sem laténcia, por reativacdo do
foco quiescente apds laténcia (reinfeccao endogena) ou por reinfecgao
exégena apds exposicdo ao fungo '°. O P. brasiliensis induz lesdes
granulomatosas cronicas que comprometem, especialmente os tecidos
pulmonares, as mucosas e o sistema fagocitico mononuclear, podendo se
disseminar para o figado, baco, adrenais e outros Orgdos. Esse
envolvimento pulmonar € particularmente importante, devido a sua

freqiiéncia e presenca de fibrose residual causada pela doenga. As lesdes

13



da mucosa oral, retal, intestinal e as cutdneas podem ser consideradas
secunddrias a disseminacdo hematogénica ou linfatica do agente a partir

~ 11
dos pulmoes .

O estabelecimento da infeccdo ou doenga, sua disseminagdo e gravidade
dependem de fatores ligados ao fungo como viruléncia, das condi¢Oes
ambientais e principalmente dos fatores ligados ao hospedeiro, como
idade, sexo, estado nutricional, e a capacidade de desenvolver uma
resposta imune eficaz. Em relacdo a este ultimo fator, estudos clinicos e
experimentais tem sugerido a interacao entre mecanismos inespecificos e

. oA e 12220
especificos de defesa que atuam na resisténcia ao P.brasiliensis.

Respostas a infeccdes com caracteristicas clinicas e patoldgicas
polarizadas levaram ao conceito de heterogeneidade das reagdes
imunoldgicas, estabelecendo-se assim, que clones de células T CD4"
podem ser classificados em subpopulagdes distintas com base no padrao de
producdo de citocinas *'. As duas populacdes mais facilmente discerniveis
foram denominadas Thl e Th2, sendo os clones Thl produtores de
interleucina 2 (IL-2), interferon-gama (IFN-y) e fator de necrose tumoral
(TNF-a) e os clones Th2 os produtores das interleucinas 4, 5, 6, 10 e 13
(IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e 1L-13) 2228 Ag células Thl estdo comprometidas
com a resposta imune celular, enquanto as células Th2 estdo mais

. ~ : 29
envolvidas no processo de producdo de anticorpos ~.

Em relacao 4 resposta imune celular, os varios estudos realizados
3038 permitiram concluir que os pacientes com paracoccidioidomicose
apresentam diferentes graus de comprometimento, variando desde total
anergia até respostas aparentemente preservadas. A posi¢cdo ocupada no
espectro depende de miultiplos fatores tais como: fase da doenca,

resposta ao tratamento e forma clinica. O maior grau de anergia tem sido

observado por ocasido do diagnostico, ocorrendo tendéncia &
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normalizacdo da resposta com a evolucdo do tratamento. Em relacdo as
formas clinicas podemos considerar que o comprometimento da resposta
imune celular € mais intenso na forma aguda do que na forma cronica da

doenca.

De forma semelhante ao que ocorre com pacientes, uma acentuada
depressdo da resposta imune celular € detectada em modelos

. . . o e ~ 39-40
experlmentals murinos SUSCGPUVCIS a 1nfecga0 ? .

Trabalhos posteriores mostraram que na paracoccidioidomicose, a
maior producdo de anticorpos associada 4 infec¢do mais severa e
disseminada poderia ser explicada pela composi¢do dos 1sOtipos
produzidos em resposta ao fungo. Pacientes com a forma juvenil
apresentam producdo aumentada de IgG,, enquanto que os pacientes
com a forma cronica apresentam niveis maiores de IgG,**. Na forma
juvenil da doenca, além de IgG,, ocorre producdo aumentada de IgE,
IgA, eosinofilia periférica e baixos niveis de IL-8 *, sugerindo que na
paracoccidioidomicose humana existe predominancia de uma resposta do

tipo Th2, resultando nas formas mais graves e disseminadas da doenca.

Confirmando esses dados, animais sensiveis 4 infeccdo também
apresentam altos niveis de anticorpos IgA, IgM, IgG, e IgG;b especificos
para o fungo e padrao de secrecdo de citocinas do tipo Th,, enquanto que

o : ~ 4345
animais resistentes expressam um padrao Th; :

Os trabalhos citados acima mostram claramente que uma resposta
protetora contra o P.brasiliensis depende de um padriao de resposta do
tipo Th;, envolvendo como principais citocinas IFN-y, TNF-o e IL-12 **
*® A efetuacdo da resposta seria representada principalmente pelas
células fagocitdrias, principalmente mondcitos que para atuarem na
resposta inflamatoria e fungicida necessitam de ativacdo fornecida por

essas citocinas, particularmente IFN-y e TNF-aL.

15



O papel do IFN-y nesse processo tem sido muito bem estabelecido
através de modelos murinos experimentais de infec¢do e em pacientes
com Paracoccidioidomicose, assim como da utiliza¢ao de células in vitro
33 Alguns trabalhos tém demonstrado que os metabélitos do O, ndo
estdo envolvidos na destruicdo do fungo pelas células murinas ativadas

52-55 . .
, ocorrendo, no entanto, um envolvimento do 6xido

com essa citocina
nitrico™.

Outros trabalhos realizados por Soares et al >’ testaram a atividade
supressora de algumas citocinas como a IL-10, onde foi observado que
esta citocina, em concentracdes adequadas, tem a capacidade de

desativar células, inibindo a atividade fungicida induzida por TNF-a +

INF-y.”’

McEwen et al *® demonstraram que neutréfilos de camundongos
sensibilizados com P. brasiliensis e estimulados com o fungo morto, por
via intraperitonial, apresentavam maior atividade fungicida in vitro. Essa
atividade se correlacionou com uma intensa produg¢ao de metabdlitos do
oxigénio, confirmando resultados anteriores de que produtos do
metabolismo oxidativo, como a produgdo de peréxido de hidrogénio por
neutrofilos, juntamente com a mieloperoxidase e ions de iodo, parecem
estar envolvidos na destruicio das formas de leveduras do fungo .

Um papel fundamental dos PMNs no controle da
paracoccidioidomicose foi demonstrado por Meloni-Bruneri et al ®
utilizando modelo experimental de camundongos susceptiveis e
resistentes 4 doenga. Os autores verificaram que os neutrofilos presentes
em “‘air Pouch” de camundongos resistentes, quando comparados aos dos
animais susceptiveis, tornaram-se progressivamente mais ativados
quando estimulados in vitro com leveduras mortas de P. brasiliensis,

através de uma maior liberacio de metabdlitos do O,. Além disso, os
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PMNs de camundongos resistentes apresentaram maior capacidade de
inibir o crescimento de células leveduriformes do fungo. Os autores
ainda discutem que um intenso infiltrado neutrofilico, quando da
inoculacdo via “air pouch”, esteve associado com respostas de
hipersensibilidade tardia em ambas as linhagens, sugerindo que estas

células estariam sujeitas a ativacao por uma série de citocinas.

Dentro deste contexto, algumas dessas citocinas, tem sido testadas
em relagdo a capacidade de ativar PMNs, para aquisi¢do, por essas

L, .o .. . . . 61-
células, de atividade fungicida e ou fungistdtica contra o P.brasiliensis °
63

Os trabalhos citados acima reforcam a idéia de que estudos na
paracoccidioidomicose devem ser direcionados, no sentido de avaliar
alem dos efeitos antifingicos diretos dos PMNs, o seu papel regulador
na resposta inflamatéria e no direcionamento dos processos imunes a
serem desenvolvidos pelo hospedeiro infectado, através de estudos
objetivando avaliar a capacidade dessas células de produzirem citocinas

pro e antiinflamatdrias em resposta ao desafio com P. brasiliensis.

Os modelos experimentais de paracoccidioidomicose sao
desenvolvidos com o objetivo de reproduzir a doenca humana,
permitindo assim, estudos sobre a morfologia do agente nos tecidos, a
patogenia da doenca e a resposta tecidual ao fungo em diferentes fases
da infeccio °*. Muitos trabalhos experimentais tém como objetivo
especifico avaliar os mecanismos envolvidos na interagdo parasita-
hospedeiro, através de estudos que correlacionem padrao morfologico

- : : 65-70
das lesOes, gravidade da doenga e resposta imune :

Modelos experimentais utilizando varias linhagens de camundongos
consangiiineos foram avaliadas frente a infeccdo por P. brasiliensis,

observando-se comportamentos polares de susceptibilidade. Foi
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demonstrado que, camundongos da linhagem A/Sn mostraram-se
resistentes, enquanto animais B10.A foram muito mais suscetiveis a
infeccdo. Diferencas foram observadas quando as linhagens foram
inoculadas com o fungo pelas vias intraperitoneal, intravenosa e
intratraqueal. Nos animais A/Sn ocorre o desenvolvimento de uma doenca
cronica, benigna, restrita aos pulmdes, com granulomas compactos de
limites precisos, indicando contencdo do processo infeccioso. Os
parametros de resposta imune analisados confirmam essa hipétese. Os
animais A/Sn mostraram respostas de hipersensibilidade do tipo tardio
(HT) persistentes a partir das primeiras semanas de infeccdo, contra

. , . . . 1-72
respostas discretas que evoluiram para anergia nos animais B10.A e,

No processo de ativagao de macrofagos, os resultados demonstraram
que, as células peritoneais e broncoalveolares dos animais A/Sn apresentam

maior capacidade de liberag¢do de H,O,, quando comparadas a dos animais

B10.A %, além de um aumento persistente dos antigenos de classe II do
complexo principal de histocompatibilidade, contra um aumento transitorio
dos mesmos, nos animais B10.A”. Através desses dois parametros, pode-se
concluir que macréofagos de animais A/Sn apresentam-se mais ativados que

os dos B10/A 7.

Quanto a resposta imune humoral, os animais A/Sn e BI10.A
inoculados pela via intraperitoneal, apresentaram maiores titulos de
anticorpos do 1isotipo IgG2a e IgG2b, respectivamente. No modelo de
infeccdo intratraqueal, os animais A/Sn, apresentaram maiores niveis de
IgG2a e IgG3, que surgem mais tardiamente na evolug¢do da infeccdo, e

IgG1 e IgG2b na linhagem B10.A, em uma fase mais precoce.

Os resultados obtidos at¢é o momento no modelo murino i1sogénico
de paracoccidioidomicose, levaram os autores a sugerir que, tanto na
infeccdo intraperitoneal, como na intratraqueal, parece haver ativacio
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concomitante de células Thl e Th2 na linhagem A/Sn (resistente), e
ativacdo precoce e preferencial de células Th2 na linhagem B10.A
(suscetivel). O IFN-y produzido principalmente pelas células Thl estaria
envolvido na maior resposta de HT apresentada pelos animais resistentes,
assim como no processo de maior ativacdo de macréfagos com
conseqiiente aumento da atividade fungicida dessas células. O padrdo de
secrecdo das subclasses de imunoglobulinas dos animais resistentes
confirma o envolvimento do IFN-y no mecanismo de resisténcia, uma vez
que essa citocina € o principal fator envolvido na indu¢do do “switch” de
IgG2 para IgG3 em resposta a antigenos timo independentes do tipo 2. J4 a
IL-4 e o TGF-B, citocinas de padrao Th2, definiriam a evolugdo da infecgio

. 7377
em animais B10A }

A IL-4, juntamente com o TGF-f3, atuam negativamente sobre o processo
de ativacdo de macréfagos, inibindo o “burst” respiratério *. A IL-4 ainda
estaria envolvida na expressio transitéria de antigenos de classe II ",

enquanto que o TGF-[3 regula o “switch” de IgG2b 7,

Pelo exposto, os trabalhos experimentais realizados no modelo murino
de paracoccidioidomicose, demonstram que linhagens diferentes dentro
da mesma espécie podem apresentar maior ou menor susceptibilidade a
infeccdo, envolvendo interacdes complexas entre a imunidade inata e
adquirida, sendo que a influéncia de cada um destes compartimentos na
determinacdo da resisténcia a infeccdo ndo estd completamente

esclarecido.

A potencialidade das respostas inflamatorias ou de resposta imune
especifica sdo caracteres complexos, que variam de forma continua e t€ém

uma distribui¢do normal numa populacdo heterogé€nea, pois estdo sob
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controle poligénico, ou seja, sdo regulados pela interagdo aditiva de

s, * . A . . 77
varios loci génicos que segregam independentemente .

O laboratério de imunogenética do Instituto Butantan vem
desenvolvendo linhagens de camundongos visando o estudo da

regulacdo genética da imunidade especifica e natural.

A partir de populagdes heterogéneas quanto a expressdo de caracteres
como a capacidade de producdo de anticorpos contra antigenos
complexos ou de reatividade inflamatéria aguda obteve-se, pelo processo
de selecdo genética bidirecional, linhagens que expressam extremos

desses fenotipos.

A selecdo genética foi realizada através de vdrias geracdes de
acasalamentos entre os individuos que expressavam os fenotipos
extremos do carater estudado. Evitando cruzamentos consangiiineos,
buscou-se atingir o maximo de separacdo fenotipica entre essas
linhagens, ponto em que, admite-se que os alelos com efeito aditivo e
oposto na determinacdo do caréter, estejam segregados em homozigose

nas respectivas linhagens (limite de selecao).

O processo de selecdo promove uma progressiva divergéncia entre as
linhagens com concomitante reducdo da varidncia fenotipica
interlinhagem. As linhagens selecionadas expressam fen6tipos extremos
nao encontrados na populac¢do inicial, devido ao efeito aditivo de varios
loci génicos, responsaveis pela alta e baixa resposta, que sdo acumulados

nas respectivas linhagens, durante o processo seletivo '*.

A resposta inflamatéria representa o componente nio especifico da
resposta do hospedeiro e apesar de estar bem caracterizada bioquimica e
fisiopatologicamente, pouco se conhece sobre seu controle genético.

Com este fim, foram desenvolvidas linhagens de camundongos
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geneticamente selecionadas para a resposta inflamatéria aguda (AIR)

através do processo de selecdo genética bidirecional.

Uma populacdo geneticamente heterogénea obtida através do
intercruzamento das linhagens isogénicas A, DBA2, P, SWR, SLJ, CBA,
BALB/c e C57BL/6, onde cada individuo possui a combinagdo aleatoria
de 12,5% do conjunto génico de cada uma das oito linhagens isogénicas
originais, constituiu a populacdo inicial (FO) da selecio AIR, a qual
apresentou um perfil de distribuicio normal quanto ao cardter

intensidade de resposta inflamatéria aguda ”°.

A quantificacdo desta resposta foi feita considerando-se os parametros da
concentracdo da proteina extravasada e do numero de leucdcitos
infiltrados no exsudato formado, apds injecdo subcutanea de particulas
de poliacrilamida (Biogel P100), segundo modelo de Fauve e

80 ey N . . ~
. Utilizou-se essa substiancia insolivel, nao

colaboradores
biodegradivel e ndo antigé€nica, objetivando assim excluir a
possibilidade do envolvimento da resposta imune especifica na

caracterizacao do fenétipo em estudo.

A diferenca entre as linhagens no numero de leucdcitos infiltrantes ao
foco inflamatério € em torno de 10 vezes, enquanto que na quantidade de
proteina extravasada esta diferenca € em torno de 2 vezes. Estimou-se
que a divergéncia progressiva no fendtipo destas linhagens resulta da
interacdo de 11 loci génicos independentes, com efeito aditivo para o

. 81
carater .

O fendtipo que sofreu grande modificacdo nestas linhagens foi a
habilidade em recrutar células polimorfonucleares para o foco
inflamatério. Na populagdo inicial estas células perfaziam um total de
71% dos leucocitos infiltrados e apds a divergéncia entre as linhagens, a

populagdo de polimorfonucleares no exsudato da linhagem AIRmax
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perfazia 95%, enquanto que nos AIRmin este percentual decresceu para

459 52,

A diferenca nos parametros da AIR entre os animais AIRmax e
AIRmin, ocorreu para outros agentes inflamatérios nio relacionados entre
st ou com o Biogel (agente selecionador), como o zymozan, a carragenina

: 4
%3 & a0 veneno de Bothrops jararaca 8

Possiveis modificacdes na resposta imunoldgica especifica foram
investigadas e a anélise da produgdo de diferentes isétipos de anticorpos
frente a antigenos complexos revelou ser semelhante em ambas as
linhagens, exceto pela maior producdo nos animais AIRmax de IgE,
cuja biossintese € influenciada por fatores inflamatoérios. A resposta
mediada por células foi também investigada pela avaliacio da
hipersensibilidade tardia a antigenos de Salmonella typhimurium e a
eritrocitos heter6logos e também se mostrou bastante semelhante para as

duas linhagens *.

A selecdo genética para a resposta inflamatoéria aguda aparentemente nao
atingiu a reatividade imunoldgica especifica destes animais, mostrando
certa independéncia na regulacdo genética dos compartimentos natural e
especifico da imunidade. Apesar disto, as linhagens AIR mostraram
diferencas quanto a resisténcia a infec¢des por S. typhimurium e por
Listeria monocytogenes, sendo a linhagem AIRmax significativamente
mais resistente do que os AIRmin, sugerindo que a capacidade de

. P . C A . . . 85
resposta inflamatoéria influenciou na resisténcia destes animais .

Pela grande diferenca no potencial de resposta inflamatoria presente nos
animais da selecdo AIR, estas linhagens constituem um modelo
interessante e original na avaliacao da influéncia da resposta imune inata

em diversos fendmenos imunobioldgicos.
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Assim, devido as importantes modificagdes no sistema imunolégico
descritos no curso da infec¢do pelo P. brasiliensis, nos propusemos a
investigar o desenvolvimento da infeccdo experimental nas linhagens
selecionadas geneticamente para alta (AIRmax) e baixa (AIRmin)

reatividade inflamatoria.

Para tanto, avaliamos o grau de suscetibilidade ou resisténcia durante
periodos iniciais desta infeccdo, bem como a producio de intermediarios
reativos do nitrogénio e citocinas pré-inflamatérias e associadas com o

padrdo Thl e Th2 de resposta.
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Objetivo

2. Objetivo:

Analisar os efeitos das modificagdes introduzidas pelo processo de
selecdo das linhagens da Selecdo AIR em periodos iniciais da infec¢do pelo

P. brasiliensis através da caracterizacao dos seguintes parametros:

1- Resisténcia dos camundongos AIRmax e AIRmin verificada pelo grau

de disseminacao de células flingicas para os pulmdes, baco e figado;

2- Atividade de macréfagos peritoneais e esplénicos, pela determinagao

de 6xido nitrico;

3- Producao de citocinas pro-inflamatorias e associadas ao padrao Thl e

Th2 de resposta: IL-1, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, IFN-y e TNF-o..
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Delineamento Experimental

3. Delineamento Experimental:

Camundongos machos AIRmax e AIRmin foram infectados com 5x10° células
leveduriformes de P. brasiliensis pela via intraperitoneal e sacrificados ap6s 6, 12 e 24
horas e 3, 7 e 14 dias. O lavado peritoneal foi utilizado para cultura de macréfagos
peritoneais e posterior dosagem de 6xido nitrico. Seqiiencialmente, fragmentos do baco,
do figado e dos pulmdes foram removidos e macerados para a recuperacdo de fungos
vidveis (3, 7 e 14 dias) e para a obten¢do dos homogenatos para a dosagem de citocinas
(bago e pulmdes). Outros fragmentos desses 6rgaos foram estocados em formol para o
exame histologico. Ao mesmo tempo, outra parte do bago foi macerada para a obtengdo

de macréfagos esplénicos e posterior dosagem de 6xido nitrico.

A Pb 18
O
Vi \ ip
2 A AT
sacirificio
6,12 e 24 horas 3,7 e
14 dias apos infecc¢ao.
cultura de macroéfagos extracio do baco, figado e
peritoneais puimiecs
cultura de macréfagos
esplénicos
i 4e NO recuperacio fiingica e
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Material e Métodos

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Animais

Foram utilizados camundongos machos das linhagens geneticamente
selecionadas para alta (AIRmax) e baixa (AIRmin) reatividade inflamatéria
aguda, com 8-10 semanas de idade, provenientes do Biotério do
Departamento de Imunogenética do Instituto Butantan e mantidos no
Laboratorio de Experimentacdo Animal do Departamento de Microbiologia

e Imunologia do Instituto de Biociéncias - UNESP - Botucatu.

4.2. Infeccao pelo P. brasiliensis

4.2.1. Cultivo do P. brasiliensis

Foi utilizada a forma leveduriforme da cepa 18 do fungo
Paracoccidioides brasiliensis (Pb 18) mantida nos laboratérios do
Departamento de Microbiologia e Imunologia do Instituto de Biociéncias -
UNESP - Botucatu. A cultura desta cepa ¢ mantida com subcultivos
semanais a 37° C no meio de cultura dgar glicose-peptona-extrato de
levedura (GPY) contendo: 1,5% de glicose; 1% de peptona e 0,5% de

extrato de levedura. As culturas foram utilizadas com seis dias de cultivo.

26



4.2.2. Preparo do indculo de P. brasiliensis

As células leveduriformes foram transferidas da superficie de meio
de cultura com auxilio de al¢a de platina para tubos estéreis contendo
pérolas de vidro de 4mm de didmetro e solucdo salina tamponada estéril,
pH 7,2 (PBS), e homogeneizadas em agitador de tubos tipo Vortex, por 3
ciclos de 10 segundos cada. A seguir, a suspensdo de leveduras foi
mantida a 37°C durante 5 minutos, para sedimentar grumos nao desfeitos
durante a agitacdo. O sobrenadante, contendo células isoladas ou com
poucos brotamentos foi colhido e a viabilidade das células fungicas,
estabelecida por contagem em camara hemocitométrica, tipo Neubauer, em
microscopio de contraste de fase. Foram consideradas como células vidveis
as de aspecto brilhante e refringente, uma vez que as células mortas
mostraram-se opacas € de coloragdo escura. Apds a contagem, a
concentragio de células fingicas foi padronizada para 5x10° leveduras
vidveis/mL. Foram empregadas para indculo, culturas de P. brasiliensis

que apresentaram, pelo menos, 90% de viabilidade.

4.2.3. Método de infeccao e sacrificio dos animais

Um conjunto de 96 animais da selecdo AIRmax e AIRmin (48
animais de cada linhagem) foi infectado com P. brasiliensis por via
intraperitoneal, com 0,5 mL de suspensdo contendo 5x10°%ml de células
leveduriformes vidveis do fungo, utilizando-se seringa de 1,0 mL e agulha
hipodérmica 10x4. Este conjunto foi subdividido em 6 grupos de 16
camundongos (8 de cada linhagem), isto €, um grupo para cada periodo da
infeccdo. Como controles foram incluidos 36 animais (18 de cada
linhagem) subdivididos em 6 grupos de 6 camundongos (3 de cada
linhagem), isto €, um grupo controle para cada periodo da infeccao.

Os camundongos foram previamente anestesiados com pentobarbital

sédico, por via intraperitoneal, e sacrificados por deslocamento cervical
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nos seguintes periodos: 6, 12 e 24 horas e 3, 7 e 14 dias apds a infecgao.
Este procedimento recebeu parecer favorivel da Comissdo de Etica na
Experimentacdo Animal da Faculdade de Medicina desta universidade,
protocolo n° 490, segundo os Principios Eticos em Experimentacio

Animal (COBEA).
4.3. Avaliacao da atividade macrofagica

4.3.1. Cultura de macrofagos peritoneais

Os animais foram colocados no interior de uma camara asséptica de
fluxo laminar e fixados em decubito dorsal em suporte de disseccdo. A
parede abdominal foi exposta rebatendo-se a pele da regido. A seguir 5 mL
de PBS gelado foram injetados na por¢cao mediana superior do abdomen. A
cavidade massageada e o liquido peritoneal obtido com uma seringa
hipodérmica de 10 mL com agulha 25x7. O material obtido foi colocado
em tubos de vidro, mantidos em banho de gelo e centrifugados a 200g por
10 minutos. Apés centrifugacdo a suspensdo celular foi ressuspendida em
meio completo para cultura de células (MCCC), ou seja, meio de cultura
RPMI 1640 suplementado com 10% de soro bovino fetal e 1% de L-
glutamina. Aliquotas de 50 UL desta suspensdo foram incubadas a 37°C
durante 10 minutos com 0,45 mL de solu¢do de vermelho neutro a 0,02%.
Os macrofagos foram identificados através da incorporagao pelo corante,
contados em camara de Neubauer e a concentracdo celular ajustada para
2,0 x 10° macréfagos/mL de MCCC. Volumes de 0, mL desta
suspensdo foram distribuidos em microplacas de cultura, contendo 96
wells. Apds um periodo de incubagdo de 2 horas a 37°C em tensdo de 5%
de CO,, as células ndo aderentes foram retiradas através da lavagem da
placa. As células aderentes foram incubadas com MCCC por 24 horas a
37°C em tensdo de 5% de CO,, para coleta de sobrenadantes para dosagem

de NO.
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4.3.2. Cultura de macrofagos esplénicos

Ap6s a obtengcdo do lavado peritoneal, parte do baco foi retirada,
colocada em placas de Petri 20 x 100mm contendo 5 mL de meio de
cultura de células RPMI 1640 , e macerado com ajuda de uma peneira de
nylon. O material foi recolhido e centrifugado em tubos de 20 x 200mm,
durante 10 minutos, a 1500 rpm. Em seguida, o sobrenadante foi
desprezado, o botdo celular desprendido, e adicionou-se 1 mL de agua
destilada estéril para hemolise, acrescentando imediatamente 10 mL de
meio de cultura de células RPMI 1640. Essa suspensdo foi novamente
centrifugada durante 10 minutos a 1500 rpm. Apds a centrifugacdo, o
sobrenadante foi desprezado e as células ressuspensas em 1 mL de MCCC.
A concentragio final foi acertada para 2x10° células/mL, apds contagem
em camara de Newbauer por coloracdo pelo vermelho neutro. A seguir,
0,1mL dessa suspensao foram distribuidos em placas de microcultura de 96
orificios de fundo chato. Essas células foram incubadas a 37°C em tensdo
de 5% de CO, por 24 horas, para coleta de sobrenadantes para dosagem de

NO.

4.3.3. Determinacio da liberaciio de Oxido Nitrico (NO)

Com os sobrenadantes das culturas de macréfagos peritoneais e
esplénicos foi realizada a dosagem da producdo de NO pelo método
colorimétrico baseado na reacdo de Griess. Aos sobrenadantes foram
adicionados 100uL do reagente de Griess, que contém n-(1-naftil)-etil-
enediamina (NEED - Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) diluido a 0,1%
em 4gua destilada, e sulfanilamida (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO)
diluida a 1% em H3;PO, 5%. Estes reagentes, NEED e sulfanilamida, foram
misturados em volumes iguais no momento da reacdo. Os ensaios foram
realizados em quadruplicata. As amostras foram lidas em leitor de ELISA
em comprimento de onda de 540 nm contra um branco constituido por
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reagente de Griess. Os resultados foram expressos na concentragdo (molar
(uM) do NO liberado, comparando-se a densidade Optica a uma curva com

concentragdes conhecidas de NO.

4.5. Grau de infec¢ao

Para determinar a resisténcia dos animais a infeccdo, estes foram
sacrificados conforme descrito no item 4.2.3, porém, este pardmetro foi
avaliado apenas nos periodos de 3, 7 e 14 dias apos o indculo. Fragmentos
do bago, figado e pulmdes foram removidos, pesados, e transferidos
individualmente para graal de porcelana, sendo macerados com auxilio de
pistilo e homogeneizados em 1mL de solucdo salina estéril. Aliquotas de
100 pL dessa suspensdo foram semeadas, em duplicatas, com auxilio de
bastdes de vidro em L, em placas de Petri 20 x 100mm, contendo Brain
Heart Infusion Agar, suplementado com 5% de fator de crescimento
(filtrado de cultura de células leveduriformes da cepa 192 de P.
brasiliensis, cultivada sob agitagcdo a 36°C em meio de Casals 8 durante 7
dias *’; 4% de soro eqiiino; 50 mg/mL de gentamicina). A seguir, as placas
de Petri foram vedadas e incubadas a 35°C por periodos de até 20 dias. A
leitura das placas foi feita pela contagem do nudmero de unidades
formadoras de colonia (UFC) e o resultado expresso pelo nimero de UFC

por g de 6rgao (log 10).
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4.6. Obtencao de homogenatos

Os sobrenadantes dos macerados dos pulmdes e baco de animais
infectados e controles, foram obtidos utilizando o mesmo material
proveniente do experimento de recuperacdo fungica. Apds a retirada das
aliquotas de 100 puL descrito no item 5., o restante do macerado diluido em
2mL de solucdo salina estéril, aproximadamente 1,5mL, foi recolhido em
microtubos de 2,0mL e centrifugado a temperatura de 20° C durante 15
minutos a 2000 rpm. Em seguida, o sobrenadante foi colhido e armazenado
a - 70° C para posterior dosagem de IL-1, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12,
IFN-y e TNF-a.

4.7. Producao de citocinas
Os niveis de IL-1, IL-4, IL-6, IL-8, 1L-10, IL-12, IFN-y e TNF-a
presentes em sobrenadantes de homogenatos dos pulmdes e bacgo, de
animais infectados e normais, foram determinados pelo método de ELISA

de captura, segundo metodologia indicada pelo fabricante (R&D Systems).

Microplacas de poliestireno com 96 orificios, fundo chato, Maxi
Sorp — NUNC™, foram sensibilizadas com 100uL de anticorpo
monoclonal de captura por orificio na concentragdo determinada para cada
citocina, diluido em TCB (tampao carbonato-bicarbonato), sendo incubadas
“overnight” a 4°C em camara umida. A seguir, os pocos foram lavados 3
vezes com solugdo salina tamponada (PBS) adicionada de 0,05% de Tween
20 e os sitios livres foram bloqueados com 100uL de solucdo protéica
pobre em gordura para saturagdo dos sitios de ligacdo e a placa foi
incubada por 1 hora a 37°C. Apds nova seqiiéncia de lavagens, as amostras
foram aplicadas no volume de 50 puL/orificio e incubadas a 37°C durante

duas horas. Lavou-se novamente todos os orificios e aplicou-se, em
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seguida, o anticorpo policlonal biotinilado de deteccao diluido em PBS nas
concentragdes previamente estabelecidas para cada citocina. Ap6s 2 horas
de incubacdo a 37°C e mais trés lavagens, a avidina-biotina peroxidase
(Sigma) foi adicionada numa dilui¢do 1:10000 em PBS e a reagdo foi
incubada novamente a 37°C por 1 hora. Para revelacao, depois da tltima
seqliéncia de lavagens, utilizou-se uma solucdo de OPD e H,0, (10 mg de
OPD-ortofenilenodiamina-SIGMA, e 100 ul. H,O, para cada 12,5 mL de
tampao citrato-fosfato pH=5,0). Ap6s 15 minutos a temperatura ambiente,
a reacdo enzimatica foi interrompida pela adicao de 100 uL. H,SO4 4N a
cada poco. As leituras foram feitas em um leitor de ELISA com filtro de

492 nm. Cada ensaio foi realizado em duplicata.

4.8. Analise estatistica

Os procedimentos estatisticos foram desenvolvidos empregando-se o
programa Graph Pad Instat, San Diego, California - USA. Diferencas
significativas entre os grupos foram determinadas pelo teste de Anélise
de Variancia seguido do teste de Correlagoes Multiplas de Tukey-
Kramer *. As estatisticas foram consideradas significativas quando

p<0,05.
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Resultados

5. RESULTADOS

5.1. Grau de infec¢ao

A resisténcia a infeccdo pelo P. brasiliensis foi analisada nas
linhagens AIRmax e AIRmin através da obtencdo do niumero de UFC a
partir de macerados de fragmentos dos pulmdes, baco e figado no 3°, 7° e

14° dias de infec¢ao.

Os dados obtidos no pulmdao e baco apresentam maior recuperacao
fingica com diferenca estatistica significante dos AIRmin em relagdo aos

AIRmax em todos os periodos analisados (Figuras 1 e 2).

No figado, a recuperacdo continuou sendo maior nos AIRmin,
entretanto, aos 14 dias os AIRmax mesmo aparentemente apresentando
maior conten¢do fungica que os AlRmin, esta diferenca ndo foi

estatisticamente significante (Figura3).
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UFC/g de tecido (log10)

3 dias 7 dias 14 dias

periodos apos infeccao

Figura 1 - Recuperacdo de fungos vidveis, a partir de fragmentos do bago, em camundongos AIRmax e
AlIRmin, infectados com P. brasiliensis. Os resultados sdo expressos em Unidades Formadoras de
Colonias/g de tecido, e representam a média = desvio padrdo obtida dos resultados de oito animais por

linhagem, avaliados em cada periodo. Anélise estatistica: Teste de Tukey (p<0,05).

#: indica diferenca estatistica interlinhagens (AIRmax x AIRmin) em cada periodo.
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Figura 2 - Recuperacgao de fungos vidveis, a partir de fragmentos dos pulmdes, em camundongos
AIRmax e AIRmin, infectados com P. brasiliensis. Os resultados sdo expressos em Unidades

Formadoras de Coldnias/g de tecido, e representam a média * desvio padrao obtida dos resultados de

oito animais por linhagem, avaliados em cada periodo. Anélise estatistica: Teste de Tukey (p<0,05)

#: indica diferenca estatistica interlinhagens (AIRmax x AIRmin) em cada periodo.
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Figura 3 - Recuperacio de fungos vidveis, a partir de fragmentos do figado, em camundongos
AlRmax e AIRmin, infectados com P. brasiliensis. Os resultados sdo expressos em Unidades

Formadoras de Coldnias/g de tecido, e representam a média * desvio padrdo obtida dos resultados de
oito animais por linhagem, avaliados em cada periodo. Andlise estatistica: Teste de Tukey (p<0,05)

#: indica diferenga estatistica interlinhagens (AIRmax x AIRmin) em cada periodo.
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5.2. Producao de Oxido Nitrico (NO)

Os intermedidrios reativos do nitrogénio foram avaliados através da
producao de 6xido nitrico (NO) pelos macréfagos esplénicos e
peritoneiais de camundongos AIRmax e AIRmin ndo infectados (grupo
controle) ou infectados por P. brasiliensis nos periodos de 6, 12 e 24
horas e 3, 7 e 14 dias.

No baco, os animais controles AIRmin produziram mais NO que os
AIRmax. Durante a infeccdo, a linhagem AIRmin em relagio ao seu
respectivo controle apresentou maior producao nos periodos de 12 e 24
horas e 3 dias, enquanto que os AIRmax infectados apresentaram maior
producdo que seus controles em 12 horas, 3, 7 e 14 dias.

Entre os animais AIRmax e AIRmin infectados, observou-se maior
producao dos AIRmin no periodo de 12 horas, e apesar da grande
producdo de NO pelos animais AIRmin em 24 horas, esta ndo foi
estatisticamente significante. A partir do terceiro dia os animais AIRmax
comecaram a produzir mais NO que os AIRmin, sendo essa diferenca
estatisticamente significante no 7° e 14° dias (Figura 4).

Macroéfagos obtidos do lavado peritoneal das linhagens AIRmax e
AIRmin controles nao apresentaram diferencas significantes na produgao
de NO. Porém, ambas as linhagens infectadas produziram mais NO que
seus respectivos controles a partir de 12 horas da infeccao.

Entre os animais infectados, a linhagem AIRmin apresentou maior
producdo que os AIRmax apenas no periodo de 12 horas , sendo que os
AIRmax apresentaram maior producdo com diferenca estatistica em 24
horas, 7 dias e 14 dias (Figura 5).
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Figura 4 - Producdo de NO por macréfagos esplénicos em camundongos AIRmax e AIRmin, infectados
ou ndo com P. brasiliensis. Os resultados sdo expressos em micromoles de NO/2x10° células e
representam a média * desvio padrdo obtida dos resultados de oito animais por linhagem, avaliados em

cada periodo. Andlise estatistica: Teste de Tukey (p<0,05)

#: indica diferenca estatistica interlinhagens (AIRmax x AIRmin) em cada periodo.

* : indica diferenca estatistica dos animais infectados em relacdo ao respectivo grupo controle.
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Figura 5 - Produgdo de NO por macréfagos peritoneais em camundongos AIRmax e AIRmin,
infectados ou ndo com P. brasiliensis. Os resultados sio expressos em micromoles de NO/2x10°
células e representam a média + desvio padrdo obtida dos resultados de oito animais por linhagem,
avaliados em cada periodo. Andlise estatistica: Teste de Tukey (p<0,05)

#: indica diferenga estatistica interlinhagens (AIRmax x AIRmin) em cada periodo.

*: indica diferenca estatistica dos animais infectados em relacio ao respectivo grupo controle.
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5.3. Producao de citocinas

A producgdo de citocinas IL-1, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, IFN-y e
TNF-a, foi analisada nos camundongos AIRmax e AIRmin, infectados ou
ndo com P. brasiliensis , através da técnica de ELISA, a partir de
homogenatos do pulmao e baco nos periodos de 6, 12 € 24 horas e 3, 7 ¢

14 dias de infecgdo.

5.3.1. Producio de IL-1

O perfil da producdo de IL-1 no pulmao e bago estd demonstrado na
figura 6. Em relacdo ao pulmdo, ndo houve diferenca significante entre os
animais AIRmax e AIRmin controles. Os animais infectados das duas
linhagens apresentaram produgcdo de IL-1 maior que seus respectivos
controles durante todos os periodos estudados. Entre os animais infectados,
0os AIRmin produziram mais IL-1 que os AIRmax em 6 e 12 horas, porém
sem diferenca estatistica. Os AIRmax produziram mais IL-1 em 24 horas e

3 dias e grande produgdo no 14° dia.

A producdo de IL-1 no bago da linhagem AIRmax controle foi maior
que a obtida na linhagem AIRmin controle. Entretanto, no decorrer da
infeccdo uma diminui¢do estatisticamente significante foi observada nos
AIRmax em relacdo a seu respectivo controle em 6 e 12 horas, seguida de
um aumento gradual até o 14° dia, mas com diferenca estatistica apenas no
3° dia. Os AIRmin infectados produziram mais IL-1 que seu controle em 6
horas e 3, 7 e 14 dias. Quando comparados AIRmax e AIRmin infectados
em cada periodo estudado, observou-se que os AIRmin produziram mais
IL-1 em 6 horas, a partir de 24 horas, a linhagem AIRmax apresentou uma
maior produ¢do que os AIRmin, estatisticamente significante em 24 horas,

3 e 14 dias.
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Figura 6 - Niveis de IL-1 em homogenatos de pulmio e baco de camundongos AIRmax e AIRmin
infectados ou ndo com P.brasiliensis. Os resultados sdo expressos em picograma/mL e representam a
média + desvio padrio obtidos dos resultados de oito animais por linhagem avaliados em cada periodo.

Andlise estatistica: Teste de Tukey (p<0,05)

#: indica diferenga estatistica interlinhagens (AIRmax x AIRmin) em cada periodo.

*: indica diferenga estatistica dos animais infectados em relago ao respectivo grupo controle.
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5.3.2. Producio de IL-4

A produgdo de IL-4 no pulmao (figura 7) de camundongos AIRmax
controles foi significativamente superior aos AIRmin controles. Durante
a infeccao os AIRmin apresentaram maior producio que seus respectivos
controles, sendo que o mesmo s6 foi observado nos AIRmax apés 24
horas de infec¢do. Os AIRmin infectados produziram mais IL-4 que os
AIRmax infectados em 6, 12 e 24 horas, entretanto esta producdo nao

foi estatisticamente significante, sendo apenas no 7° e 14° dias.

No baco (figura 7), tanto os camundongos AIRmax como os AIRMin
produziram grande quantidade de IL-4. Uma inibi¢do na sintese da
citocina foi observada em ambas as linhagens infectadas em relacado a
seus respectivos controles em 6 € 12 horas e no 7° e 14° dias apenas nos
AIRmax. Entre os animais infectados a linhagem AIRmin apresentou
maior produgdo de IL-4 em relacdo aos AIRmax no periodo de 6 horas,
mesmo apresentando inibi¢do em relagdo a seu respectivo controle. Este
aumento também foi observado em 3 dias e 14 dias, com os AIRmax s6

apresentando maior producao que os AIRmin no 7° dia.
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Figura 7 - Niveis de IL-4 em homogenatos de pulmio e baco de camundongos AIRmax e AIRmin
infectados ou ndo com P.brasiliensis. Os resultados sdo expressos em picograma/mL e representam a

média * desvio padrdo obtidos dos resultados de oito animais por linhagem avaliados em cada periodo.

Andlise estatistica: Teste de Tukey (p<0,05)

#: indica diferenga estatistica interlinhagens (AIRmax x AIRmin) em cada periodo.

*: indica diferenca estatistica dos animais infectados em relacdo ao respectivo grupo controle.
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5.3.3. Producao de IL-6

A producdo de IL-6 no pulmdo dos animais controles AIRmax
apresentou-se significativamente maior que os animais controles. Os
AIRmax infectados apresentaram maior produgdo de IL-6 em relacao aos
respectivos controles apenas em 24 horas e 3 dias, com inibi¢cdo
significante no 14° dia. Os AIRmin infectados apresentaram aumento de
IL-6 em relac@o a seus respectivos controles apenas em 24 horas, com
decréscimo no 3° dia e diferenca estatistica no 7° e 14° dia. Entre os
animais infectados a linhagem AIRmax produziu mais IL-6 em relacdo

aos AIRmin a partir de 24 horas da infec¢do (figura 8).
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Figura 8 - Niveis de IL-6 em homogenatos de pulmao de camundongos AIRmax e AIRmin infectados ou
ndo com P.brasiliensis. Os resultados sdo expressos em picograma/mL e representam a média + desvio
padrdo obtidos dos resultados de oito animais por linhagem avaliados em cada periodo. Andlise

estatistica: Teste de Tukey (p<0,05)

#: indica diferenga estatistica interlinhagens (AIRmax x AIRmin) em cada periodo.

*: indica diferenga estatistica dos animais infectados em relacdo ao respectivo grupo controle.
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5.3.4. Producao de IL-8

A producdo de IL-8 ndo apresentou diferenca entre as linhagens
AlRmax e AIRmin controles no pulmdo. A sintese desta citocina no
pulmio de animais infectados AIRmax foi maior que seus respectivos
controles de 6 horas a 7 dias, e no 14° dia uma inibi¢do foi detectada. Os
AIRmin infectados em relacdo a seus controles apresentaram pequeno
aumento na producdo de IL-8 em 6 horas com significancia estatistica em
12 e 24 horas seguida de inibi¢do aos 3, 7 e 14 dias. Os camundongos
AIRmax infectados apresentaram maior producdo significativa de IL-8 em

relacdo aos AIRmin infectados a partir de 12 horas de infeccao (figura 9).

No baco ndo observou-se nenhuma diferenca significante na producdo de
IL-8 entre os controles das duas linhagens. A linhagem AIRmax
apresentou aumento na produgdo da citocina em relagdo a seus controles
em 6, 12, 24 horas e 3 dias, com inibicdo no 14° dia. Os AIRmin infectados
em relacdo a seus controles apresentaram aumento significante em 6, 24
horas e 3 dias com diminui¢do aos 7 e 14 dias. A andlise entre as linhagens
demonstrou que os AIRmax produziram mais IL-8 que os AIRmin

estatisticamente significante em 6, 12, 24 horas e 3 e 14 dias (figura 9).
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Figura 9 - Niveis de IL-8 em homogenatos de pulmio e baco de camundongos AIRmax e AIRmin
infectados ou ndo com P.brasiliensis. Os resultados sdo expressos em picograma/mL e representam a

média + desvio padrio obtidos dos resultados de oito animais por linhagem avaliados em cada periodo.

Andlise estatistica: Teste de Tukey (p<0,05)

#: indica diferenga estatistica interlinhagens (AIRmax x AIRmin) em cada periodo.

*: indica diferenca estatistica dos animais infectados em relagdo ao respectivo grupo controle.
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5.3.5. Producao de IL-10

No pulmido a producao de IL-10 apresentou-se maior nos camundongos

AIRmax controles em relacdo aos AIRmin controles. Comparando a sintese
desta citocina entre as linhagens infectadas e seus respectivos controles,
observamos que a linhagem AIRmax infectada apresentou maior producio
em 6, 12 e 24 horas e a linhagem AIRmin infectada demonstrando maior
producdo durante todos os periodos analisados.
Diferencas na producdo da IL-10 entre as linhagens infectadas foram
detectadas. Os animais AIRmax apresentaram maior produgdo
estatisticamente significante apenas em 6 horas, enquanto os AIRmin
produziram mais IL-10 que os AIRmax a partir de 24 horas da infeccao
(figura 10).

Em relagcdo ao bago, a produgdo de IL-10 dos animais das duas linhagens
variou no decorrer da infec¢do em relacdo a seus respectivos controles.
Estes quando comparados entre si, apresentaram a linhagem AIRmin com
maior producdo que os AIRmax. Aumento significante na sintese de IL-10
foi observada nos animais AIRmax infectados em relacdo a seus controles
apenas em 6 e 24 horas com inibi¢do significante no 7° e 14° dias; os
AIRmin apresentaram maior produ¢do que os animais ndo infectados
apenas em 6 horas, com inibi¢do significativa a partir de 24 horas do
experimento. Diferencas significantes interlinhagens s6 foram observadas
em 12 horas (AIRmin > AIRmax) e 24 horas (AIRmax > AIRmin)
(figuralO).
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Figura 10 - Niveis de IL-10 em homogenatos de pulmio e bago de camundongos AIRmax e AIRmin
infectados ou ndo com P.brasiliensis. Os resultados sdo expressos em picograma/mL e representam a

média * desvio padrdo obtidos dos resultados de oito animais por linhagem avaliados em cada periodo.

Andlise estatistica: Teste de Tukey (p<0,05)

#: indica diferenca estatistica interlinhagens (AIRmax x AIRmin) em cada periodo.

*: indica diferenca estatistica dos animais infectados em relacio ao respectivo grupo controle.
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5.3.6. Producao de IL-12

No pulmao dos animais AIRmax controles demonstrou-se mais IL-
12 que os AIRmin controles. Durante todos os periodos analisados as
linhagens AIRmax e AIRmin infectadas produziram mais IL-12 que seus
respectivos controles. Comparando-se a produ¢do desta citocina entre as
linhagens infectadas, obsevou-se maior sintese nos AIRmax durante

todos os periodos.

No baco, as linhagens AIRmax e AIRmin controles ndo
apresentaram diferengas significantes na produgdao de IL-12. As duas
linhagens infectadas produziram mais citocinas em relacdo a seus
respectivos controles a partir de 12 horas do experimento. Entre as
linhagens infectadas os animais AIRmax produziram mais IL-12 que os

AIRmin nos periodos de 12, 24 horas, 3 e 14 dias (figura 11).
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Figura 11 - Niveis de IL-12 em homogenatos de pulmio e bago de camundongos AIRmax e AIRmin

infectados ou ndo com P.brasiliensis. Os resultados sdo expressos em picograma/mL e representam a

média + desvio padrio obtidos dos resultados de oito animais por linhagem avaliados em cada periodo.

Andlise estatistica: Teste de Tukey (p<0,05)

#: indica diferenca estatistica interlinhagens (AIRmax x AIRmin) em cada periodo.

*: indica diferenca estatistica dos animais infectados em relagdo ao respectivo grupo controle.
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5.3.7. Producao de IFN-y

A producdo de IFN-y ndo apresentou diferenga significativa entre os
controles AIRmax e AIRmin no pulmdo. Os animais AIRmax no inicio
da infeccdo (6 horas) apresentaram inibicao da producdo de IFN-y em
relagcdo a seus respectivos controles. No entanto, a partir de 24 horas um
aumento significativo foi observado. Os AIRmin infectados
apresentaram maior producdo que seus respectivos controles em 12 e 24
horas com inibi¢do no 7° e no 14° dia. Producdo diferenciada de IFN-y
foi observada nos camundongos infectados AIRmin em relacdo aos
AIRmax em 12 horas (AIRmin > AIRmax). Apds esse periodo, os
animais AIRmax produziram muito mais IFN-y que ao AIRmin durante

os periodos de 24 horas, 3, 7 e 14 dias.

A producdo esplénica de IFN-y ndo apresentou diferenca significativa
entre os animais controles das linhagens AIRmax e AIRmin. A linhagem
AlRmax infectada apresentou inibicdo na producdo desta citocina em
relacdo aos controles em 6 e 24 horas, com aumento significante no
decorrer dos outros periodos. A linhagem AIRmin infectada apresentou
inibicdo em relacdo aos controles em 6, 12, 24 e 14 dias. Entre as
linhagens infectadas os AIRmin produziram mais IFN-y apenas no
periodo de 6 horas, com os AIRmax apresentando maior produc¢do

estatisticamente significante aos 3, 7 e 14 dias (figura 12).
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Figura 12 - Niveis de IFN-y em homogenatos de pulmio e baco de camundongos AIRmax e AIRmin
infectados ou ndo com P.brasiliensis. Os resultados sdo expressos em picograma/mL e representam a
média + desvio padrdo obtidos dos resultados de oito animais por linhagem avaliados em cada periodo.

Andlise estatistica: Teste de Tukey (p<0,05)

#: indica diferenca estatistica interlinhagens (AIRmax x AIRmin) em cada periodo.

*: indica diferenca estatistica dos animais infectados em relacio ao respectivo grupo controle.
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5.3.8. Producao de TNF-a

A producdo de TNF-o nos pulmdes dos animais controles das
linhagens AIRmax e AIRmin ndo apresentaram diferenca significante
quando comparados entre si. Aumento significativo na sintese de TNF-o
foi observado nos animais AIRmax infectados em relacdo a seus
respectivos controles em 12 e 24 horas e 3 e 7 dias e nos AIRmin

infectados versus AIRmin controles em 24 horas, 3 e 7 dias.

Diferencas na producdo de TNF-a interlinhagens foram
observadas desde o inicio da infeccdo com as linhagens AIRmax
produzindo niveis estatisticamente superiores de TNF-o em 12 e 24

horas e no 7° e 14° dias (figura 13).
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Figura 13 - Niveis de TNF-o¢ em homogenatos de pulmido de camundongos AIRmax e AIRmin

infectados ou nido com P.brasiliensis. Os resultados sdo expressos em picograma/mL e representam a

média = desvio padrdo obtidos dos resultados de oito animais por linhagem avaliados em cada periodo.

Andlise estatistica: Teste de Tukey (p<0,05)

#: indica diferenca estatistica interlinhagens (AIRmax x AIRmin) em cada periodo.

*: indica diferenca estatistica dos animais infectados em relacio ao respectivo grupo controle.

52



Discussdo

6. Discussao:

Neste trabalho, utilizamos como modelo experimental
camundongos fenotipicamente selecionados para a méxima (AIRmax) e
minima (AIRmin) reacdo inflamatodria aguda, obtidos através do modelo de

~ o . 1e . 8
selecdo genética bidirecional *.

Observamos que as linhagens AIRmax apresentaram maior
contencdo do processo infeccioso que as linhagens AIRmin, nos

compartimentos analisados, pulmao, figado e bago.

A anélise da recuperagdo fiingica em periodos precoces da infec¢ao
ndo foi detectada antes do terceiro dia. A resisténcia dos camundongos
AIRmax observada pela menor disseminacdo de células fungicas para os
orgdos analisados pode estar relacionada a ativagdo adequada das células

fagociticas em periodos precoces pds-infeccao.

Kashino e colaboradores * ao bloquearem a ac¢do dos macréfagos
peritoneais verificaram o aumento da susceptibilidade dos camundongos
das linhagens resistentes e suscetiveis ao P. brasiliensis, sem que houvesse
alteracdo no influxo de células inflamatérias no inicio da reagdo,
demonstrando que o sistema mononuclear fagocitico estd envolvido nos
mecanismos de resisténcia a infecgdo. Parise-Fortes et al.”', também
pesquisaram a  importancia  dos  macrofagos na  infecgdo
paracoccidioidomicética e relacionaram a ativagido precoce destas células

ao controle da disseminagao do fungo.

A principal diferenca entre as linhagens AIRmax e AIRmin estd

relacionada a concentracdo de células polimorfonucleares no foco
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inflamatoério. Entretanto, ndo podemos descartar outros mecanismos pro-

inflamatodrios contribuindo na contencdo do processo infeccioso.

Estd muito bem descrito na literatura, que os macréfagos derivados
de mondcitos desempenham importante papel na defesa do hospedeiro.
Estas células estao implicadas nos mecanismos de resisténcia inata contra o
fungo pela sua capacidade microbicida direta ou pela sintese de citocinas e

intermedidrios reativos do oxigénio e nitrogénio.

No presente trabalho a atividade macrofagica das linhagens AIR, foi
analisada através da dosagem de intermedidrios reativos do nitrogénio, que
apresentaram grande importincia no controle da multiplicacdo de

L . s . e e e . ~ 2
patégenos intracelulares durante os estdgios iniciais de infeccoes *°.

Macrofagos da linhagem AIRmin produziram mais NO que os
AIRmax em periodos precoces da infec¢ao, 6 a 24 horas no baco e 12 horas
no peritoneo. Apds 24 horas de infec¢do a linhagem AIRmax sintetizou
mais NO que a linhagem AIRmin a partir de 24 horas no peritdneo e a
partir de 3 dias no bago. Esta diferenca na producdo deste metabdlito pode
ter ajudado a linhagem AIRmax na maior contengdo do processo infeccioso

observado nos 6rgaos analisados.

Virios estudos demonstraram correlagdo direta entre a producao de
NO e a atividade microbicida dos macréfagos frente a intimeros
microrganismos intracelulares, como L. major % e T.cruzi **. Essa atividade
microbicida foi bloqueada quando os macréfagos foram tratados com
inibidores especificos da sintese de NO **. Da mesma forma, animais
resistentes a esses patdgenos liberaram altas concentracdes deste
metabdlito e, quando tratados com inibidores da enzima NO sintase,

PR . ~ 95
tornaram-se suscetivels a mfecg:oes .
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A produgdo de citocinas pré-inflamatérias e de perfil Thl e Th2

foram também analisadas nas linhagens AIR.

Nenhuma diferenca foi observada em relagdo 4 producdo de IFN-y
nas linhagens AIR quando comparada entre si. Durante a infecc¢do
observamos que apds 24 horas a linhagem AIRmax produziu mais IFN-y
que a linhagem AIRmin no pulméao, e apdés o 3° dia no bago. Nestes
periodos este aumento na produgcdo de IFN-y pela linhagem AIRmax
correlacionou-se com a menor recuperacdo flingica, enquanto a linhagem
AIRmin apresentou menor producdo desta citocina e aumento da
recuperacdo do fungo. Estes dados sugerem o envolvimento do IFN-y no

controle da multiplicagdo do fungo nestas linhagens.

Cano e colaboradores °° demonstraram que independente do
background genético dos animais, o IFN-y exerce um papel protetor contra
a infeccdo pulmonar pelo P. brasiliensis, sendo considerado como principal
mediador de resisténcia contra esta micose. Neste trabalho, os autores
observaram que camundongos da linhagem BI10.A, considerados
suscetiveis a paracoccidioidomicose, apresentaram altos niveis de IFN-y
pulmonar na 4* e 8* semanas de infec¢io, sugerindo uma protecdo local no

controle do crescimento do fungo.

Estudos tém demonstrado que a deplecio endogena de IFN-y
exacerba infec¢des por bactérias °, protozodrios *° e fungos *°. A protecdo
contra essas doencas correlaciona-se com a expressdo da resposta imune
mediada por células e killing do parasita por macréfagos ativados. Um dos
mecanismos pelo qual o IFN-y poderia mediar a resisténcia ao
P. brasiliensis € pela ativagao de macrofagos, por inibir a multiplicacdo dos

fungos.
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Moscardi-Bacchi et al.!®

, utilizando mondcitos e macréfagos de
individuos normais, verificaram que estas células permitem o crescimento e
a multiplicacdo intracelular do P.brasiliensis. Entretanto, quando as células
sdo ativadas in vitro com IFN-y, estas sdo capazes apenas de inibir o
crescimento intracelular do fungo, sem no entanto exercerem atividade
fungicida. De forma contrdria, Brummer e colaboradores '*' demonstraram
que macréfagos peritoneais e pulmonares de camundongos ativados com
citocinas, especialmente IFN-y, ndo somente impediram a multiplicacao
como apresentaram atividade fungicida contra o fungo, demonstrando

assim o papel essencial dessa citocina na resisténcia @ a

paracoccidioidomicose.

Virios autores tétm demonstrado o papel do IFN-y nos mecanismos
de resisténcia a agentes patog€nicos. A ativacdao in vitro de macrofagos

pulmonares de camundongos com IFN-y inibiu o crescimento de

102 103

101 " Watanabe et al. ,

Coccidioides immitis e B. dermatides
descreveram que a atividade fungicida de macréfagos € independente de
intermedidrios reativos do oxigénio. Por outro lado, Kullberg et al. '™,
atribuiram a esses metabodlitos a inibi¢do do crescimento deste fungo em
macréfagos peritoneais e leucdcitos polimorfonucleares do sangue
periférico ativados com esta citocina. Posteriormente demonstrou-se que o
tratamento de macr6fagos humanos com IFN-Y € necessario para a inibi¢ao

da replicacdo do Histoplasma capsulatum.'®.

Outras substiancias também sdo capazes de promover alteracdes na
atividade dos macréfagos '*. O fator de necrose tumoral (TNF o e B) e o
fator estimulador de coldnias de granulécitos e mondcitos (GM-CSF)
também promovem aumento da atividade microbicida dos macro6fagos,

107 . A
97 Muitos autores tém

embora tenham um espectro de acao mais reduzido
relatado que a associacdo de diferentes estimuladores, como o IFN-y e o
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TNF-o., pode ter um efeito sinérgico na atividade funcional macrofigica '*.
Perfect et al.'”, demonstraram que fatores do hospedeiro, como IFN-y e
produtos microbicidas, como endotoxinas, podem  interagir
sinergisticamente para iniciar a atividade citotoxica de macréfagos

murinos.

A producio de TNF-o nas linhagens AIR s6 pode ser avaliada nos
pulmdes destes animais. A sintese desta citocina entre os animais controles
nao apresentou diferenca significante, entretanto durante todos os periodos,
os animais AIRmax produziram mais TNF-a que os AIRmin, indicando
também sua participacdo na contencdo do processo infeccioso nesta

linhagem.

O TNF-a € importante para o processo de ativacdo de macréfagos e
para a aquisicao de atividade fungicida por essas células, e os niveis desta
citocina podem variar alterando a relacio macréfago-fungo e
conseqiientemente a evolucdo da doenca. Nesse processo de ativacdo de
macrofagos, estas células passam a secretar mais TNF-o em resposta a
estimulacdo continua provocada pelos componentes fiingicos ''°, e também
pela estimulagdo através do IFN-y ' e desse modo, o TNF-o atua para o
acumulo e diferenciagdo dos macréfagos em células epitelidides, e para
persisténcia de granulomas bem formados e conseqiiente inibicdo da

"1 No entanto, o papel do TNF-a, ndo se restringe

replicacdo do fungo
apenas a ativacao de macrofagos, que € considerado o mecanismo mais
importante no processo de resisténcia contra fungos, impedindo afirmar
que o fato de grandes concentracdes dessa citocina signifique protecao
contra a doenga. Assim, o predominio deste mecanismo protetor in vivo vai

depender do balanco de todas as atividades exercidas pelo TNF-o. '°.
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O TNF-a apresenta um importante papel na resposta imune do
hospedeiro contra patégenos intracelulares. Varios autores demonstraram
que TNF-a pode estimular atividades bactericidas e bacteriostdticas dos
macréfagos. O TNF-a participa da resposta imune contra Mycobacterium

113, 114

avium , Mycobacterium tuberculosis 115, 116 Chlamydia trachomatis

U7 oy, . 18, 11 : : 120 :
, Listeria monocytogenes "' ', Candida albicans e Legionella

pneumophila '*'.

Na paracoccidioidomicose, o papel do IFN-y e do TNF-a, como
citocinas reguladoras da fun¢do macrofégica, foi observado na infec¢do de
camundongos C57Bl/6. Neste modelo ocorre elevacdo progressiva da
expressdo de moléculas de classe II do complexo principal de
histocompatibilidade em macréfagos peritoneais, até o 3° dia de infecgéo,
associada a producdo de altos niveis de IFN-y pelas células esplénicas. O
TNF-o foi detectado a partir do 30° dia, mantendo-se em niveis elevados
durante o periodo da infec¢do e apresentando papel antagonista sobre
expressdo de moléculas de classe II induzido pelo IFN-y, sugerindo um
papel modulador sobre a ativacdo de macrofagos. A producdo de
intermedidrios reativos do oxigénio e do nitrogénio por macréfagos
peritoneais esteve diretamente relacionada com elevacdo dos niveis de
TNF-a. e IFN-y, podendo assim, participar de mecanismos liticos ou
fungicidas. Esses pardmetros poderiam estar interligados, refletindo o
estado de ativacdo dos macréfagos e contribuindo para o controle da

122
doenga .

Em outro estudo que relata a importancia do TNF-a na resisténcia ao
P. brasiliensis, os autores utilizaram como modelo experimental,
camundongos nocauteados para o IFN-y e o receptor p5S5 para TNF-a. Os

animais sem IFN-y infectados com cepa virulenta do fungo apresentaram
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100% de mortalidade aos 16 dias de infec¢do com disseminagdo
generalizada de células leveduriformes para o figado, baco e pulmdes.
Esses dados sugerem que camundongos sem o gene funcional para o IFN-y
foram incapazes de conter e controlar a infec¢do apesar da intensa reacao
inflamatéria e formagao de granulomas incipientes associados a um grande
numero de leveduras. Além disso, os dados desses autores mostram que o
TNF-a atuando através do receptor p55 € também importante para conter a
disseminagcdo e o crescimento do parasita e contribuir com a resposta
inflamatoéria. A infeccdo nos camundongos nocauteados para o receptor
pS5 do TNF-a resultou também na disseminac¢do flngica e auséncia de
formacdo de granulomas '>. Esses resultados estdo de acordo também com
os estudos que mostram que as atividades do TNF-o através do receptor
pS5 s@o importantes para formacgdo do granuloma em resposta a bactérias e

foo 124,125
protozoarios .

Os macrofagos além de serem as principais células produtoras de
TNF-a também sintetizam IL-1, ambas mediadoras de respostas

. ‘o . NP 126, 127
inflamatorias locais e sist€micas ~ .

A producgio de IL-1 foi analisada no pulmao e baco das linhagens AIR.
No pulmio ndo observamos diferenca interlinhagens entre os animais
controles. No bago os AIRmax controles apresentaram maior producao
que as AIRmin controles. Entre os animais infectados, observamos maior
producdo da linhagem AIRmax em relacdo aos AIRmin a partir de 24
horas de infec¢do, principalmente no 3° e 14° dias, nos dois Orgaos
analisados. Estes resultados em conjunto com os obtidos com a anélise
da produgao de IFN-y e TNF-a também indicam o envolvimento desta

citocina na conten¢ao do processo infeccioso.
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Macroéfagos ativados por IFN-y sdo importantes na destruicdo de
células leveduriformes e conidios de P. brasiliensis '. Em hamsters
infectados com a cepa 18, foi detectado que em periodos precoces de
infeccdo, macrofagos apresentaram maior expraiamento do que os
observados em animais na auséncia de infeccdo. Esta habilidade foi
associada com o aumento da producdo de TNF-o e aumento da atividade

fungicida.

A concentracdio de TNF-o manteve-se elevada durante o
experimento, enquanto a IL-1 foi produzida em pequenas concentragdes.
Estes dados sugerem que durante os estdgios iniciais da infeccdo,
macréfagos ativados por TNF-o limitam a disseminagdo fungica. Em
adicdo, Kurita et al.®’, observaram que durante este periodo, neutréfilos
ativados por IFN-y, GMCSF e IL-1 apresentam um importante papel na

defesa do hospedeiro devido ao aumento da atividade fungicida.

A interleucina-12 (IL-12) também € produzida por macréfagos em
resposta a muitos microrganismos. A IL-12 secretada estimula as células
NK e as células T a produzirem IFN-Y , que entdo ativa os macréfagos a
eliminar microrganismos fagocitados. A producdo de IL-12 foi analisada
nas linhagens AIR, apresentando a linhagem AIRmax muito mais citocina
no pulmdo que a linhagem AIRmin. No baco este perfil foi observado nos
periodos de 12, 24 horas, 3 dias e 14 dias. Estes dados indicam que a I1L-12

também pode estar colaborando no controle da infeccao.

Arruda e colaboradores (2002) *° analisaram o papel protetor da
IL-12 em camundongos contra a dissemina¢do da infeccio por P.
brasiliensis. O efeito imunoterapéutico da administracdo de IL-12 exdgena
acarretou na menor disseminacdo da doenga, confirmada pelo decréscimo

da carga flingica no figado e baco. A administragdo da IL-12 ndo afetou o
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crescimento do fungo no pulmio, mas induziu um aumento da inflamagao
devido ao grande influxo de células mononucleares. O tratamento com IL-
12 em periodos precoces de infeccdo aumentou a producdo de IFN-y no

pulmao.

A producdo de IL-4, citocina de perfil Th2, também foi analisada nas
linhagens AIR. No pulmdo, apesar dos AIRmax controles apresentarem
mais IL-4 que os AIRmin controles, durante a infeccdo observamos que os
AIRmin produziram mais IL-4 que os AIRmax no 7° e 14° dias. No baco
ambas linhagens apresentaram inibi¢cao da producdo da citocina em relagio
a seus respectivos controles. No 3° dia de infec¢do um pico na produgdo de
IL-4 nos AIRmin foi detectado, sendo muito superior aos AIRmax, e apos
este periodo, um decréscimo na produgdo foi novamente observado com os

AIRmin produzindo mais IL-4 que os AIRmax apenas no 14° dia.

128 .
, foi

Em trabalho realizado por Pina e colaboradores (2004)
demonstrado que a deficiéncia de IL-4 determinada geneticamente pode
exercer um papel protetor na paracoccidioidomicose pulmonar. Para avaliar
esse papel protetor da IL-4, os autores utilizaram camundongos deficientes
de IL-4 (IL-4 ") e C57BL/6. Os macréfagos alveolares de camundongos
IL-4 7 foram mais eficientes in vitro no controle do crescimento fingico
que os macrofagos de animais C57BL/6 e apresentaram maior quantidade
de 6xido nitrico (NO). Comparado com os animais C57BL/6, os IL-4 +
apresentaram aumento nos niveis de IFN-y e aumento do influxo de
polimorfonucleares nos pulmoes. Adicionalmente, a deficiéncia de IL-4

resultou em significante reducdao nos niveis de IL-12, GM-CSF, IL-3,

MCP-1 e anticorpos especificos nos pulmdes.
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Em nossos experimentos, a menor producdo de IL-4 pelos AIRmin
pode ter colaborado também na contencido da infec¢do observada por esta

linhagem no pulmao.

A interleucina-6 (IL-6) € uma citocina que participa tanto na
imunidade inata como na adquirida. E sintetizada pelos fagdcitos
mononucleares, pelas células endoteliais vasculares, fibroblastos e por
outras células em resposta a microrganismos € a outras citocinas,
notadamente a IL-1 e o TNF. A IL-6 na imunidade inata estimula a sintese
de proteinas de fase aguda pelos hepatdcitos e desse modo contribui para os

. e A e . ~ 12
efeitos sistémicos da inflamagio '*°.

A produgdo de IL-6 foi analisada no pulmao das linhagens AIR. Os
animais controles AIRmax apresentaram maior producdo de IL-6 que os
AIRmin controles e durante toda infec¢io o mesmo perfil foi observado

com aumento significante a partir de 24 horas.

Gonzales e colaboradores (2003) B0 demonstraram que durante
estagios iniciais da infec¢do por conidios de P. brasileinsis inoculados por
via intranasal em camundongos BALB/c, estes responderam com grande
recrutamento de leucdcitos no pulmao e significante elevacao nos niveis
das citocinas pro-inflamatérias como IL-6, TNF-a e IL-1. As maiores
concentracgdes destas citocinas foram encontradas no lavado broncoalveolar
(BAL) e nos homogenatos de pulmio, mas ndo no soro, indicando que

estas moléculas predominam em compartimentos pulmonares.

Em nosso experimento a linhagem AIRmax apresentou maior
producdo de IL-6 que a linhagem AIRmin no pulmio indicando sua
participacdo em conjunto com TNF-a e IL-1 na conten¢do do processo

infeccioso.
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A interleucina-8 (IL-8) ¢ um dos componentes da familia das
quimiocinas. E produzida por macréfagos, fibroblastos, plaquetas e
linfécitos T. Estd envolvida na inflamagdo e na migracdo celular,
principalmente de mondcitos e células T, induzindo também a quimiotaxia

de neutréfilos e células T '*°. A regulacdo de IL-8 é exercida pelo IFN-y "
132

A producdo de IL-8 pelas linhagens AIRmax também podem estar
contribuindo pela maior resisténcia desta linhagem em relagdo aos AIRmin
ap6s infeccdo por P. brasiliensis Tanto no pulmdo quanto no baco,
observamos que os AIRmax produziram mais IL-8 que os AIRmin, mesmo
que no final do periodo analisado tenha sido detectado inibicdo da

producdo em relagdo aos controles.

A influéncia da IL-8 na infec¢do pulmonar pelo P. brasiliensis, foi
estudada por Souto et al., que encontraram altos niveis de IFN-y no pulmao
de camundongos no 14° dia de infec¢do. Esses autores detectaram ainda
altos niveis de IL-8 no pulmdo de camundongos knockout para o IFN-y e
relatam que o aumento daquela citocina ndo foi inibida devido a auséncia

de IFN-y .

Nossos dados estdo de acordo com o encontrado por Souto et al.,

onde em nosso trabalho o IFN-y pode estar regulando a producao de IL-8.

A producdo de IL-10, citocina de perfil Th2, foi analisada nas
linhagens AIRmax e AIRmin infectadas e seus respectivos controles. Estes
apresentaram a linhagem AIRmax produzindo mais IL-10 que a AIRmin.
Este aumento da linhagem AIRmax s6 foi observado apds 6 e 12 horas de

infec¢cdo. Apds 24 horas os AIRmin produziram mais IL-10.
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No bago, este perfil ndo foi observado. A linhagem AIRmin controle
produziu mais citocina que a AlIRmax controle. Entre as linhagens
infectadas, este aumento dos AIRmin sé foi observado em 12 horas, no
periodo de 24 horas os AIRmax produziram mais IL-10. No decorrer da

infeccdo, observamos inibi¢do na producao de IL-10 em ambas linhagens.

Dentre as propriedades biologicas da IL-10 esta a habilidade de
bloquear a sintese de citocinas por células Thl, principalmente IFN-y. Esta
atividade supressora da IL-10 ocorre de forma indireta, uma vez que esté
principalmente relacionada com a sua capacidade de inibir a atividade das
células apresentadoras de antigenos, através da diminui¢ao na expressao de
moléculas de classe II ligadas ao complexo principal de

histocompatibilidade '**

. Outra forma indireta de supressdao € através da
inibicdo de citocinas liberadas por macréfagos ativados. Dentre as citocinas
secretadas por essas células e que sdo inibidas pela IL-10 estio TNF-aq,

IL-1, IL-6, IL-8, GM-CSF, IL-12 ¢ a prépria IL-10".

Os resultados aqui apresentados reproduzem o efeito bioldgico da
IL-10 principalmente ao analisarmos os resultados obtidos no pulmao.
Enquanto a producdao de IFN-y, TNF-o , IL-1, IL-6, IL-8 e II-12 estdo

aumentadas na linhagem AIRmax a produc¢do de IL-10 estd diminuida.

De acordo com Mosmann ", células esplénicas de camundongos
infectados com Nipponstrongylus ou Schistossoma mansoni, produziram
grandes quantidades de IL-4 e IL-5 apos estimulo com Con-A, mas com
secre¢ao extremamente baixa de IFN-y. A adi¢do de anticorpos anti IL-10
nestas culturas resultam na producgdo elevada de IFN-y em resposta a Con-
A ou antigenos do parasita, demonstrando que a resposta relacionada com
Thl foi de fato estimulada, mas que a IL-10 foi normalmente sintetizada

nas culturas ativadas em niveis suficientemente elevados para inibir a
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expressdo deste perfil Thl. Obteve-se assim, resultados que reproduzem
este efeito bioldgico da IL-10, principalmente na capacidade de suprimir a

producdo de IFN-y.

Em conjunto os resultados obtidos na infeccdo das linhagens AIR
indicam que estes animais apresentam comportamento distinto quanto a
resisténcia ao P. brasiliensis. A linhagem AIRmax apresentou maior
conten¢do do processo infeccioso que a linhagem AIRmin e demonstrou o
importante envolvimento das citocinas analisadas nos mecanismos
inflamatdrios no inicio do processo infeccioso. Estas citocinas podem ser as
responsdveis pelo recrutamento de leucdcitos nos pulmoes e outros 6rgaos
durante os estdgios iniciais da infeccdo, participando do controle da

infeccdo e na organizacao da resposta imune do hospedeiro.

Os dados encontrados na infec¢do das linhagens AIR pelo P.
brasiliensis possivelmente estdo relacionados aos fatores geneticamente

selecionados envolvidos com a resposta inflamatdria aguda.
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Conclusdo

7. Conclusao

Neste trabalho, foram utilizados como modelo experimental camundongos
geneticamente selecionados para a maxima (AIRmax) e minima (AIRmin)

reacdo inflamatdria aguda e os resultados nos permite concluir que:

1) As linhagens apresentaram comportamento distinto quanto a resisténcia

ao Paracoccidioides brasiliensis.

2) A linhagem AIRmax apresentou uma menor recuperacdo flingica em
todos os periodos e Orgdos analisados, apresentando desta forma uma

melhor conten¢do do processo infeccioso que a linhagem AIRmin.

3) A produgdo de intermedidrios reativos do nitrogénio (NO), aumentada
na linhagem AIRmax pode ter ajudado na menor recuperagdo flingica e na

melhor contenc¢do da infecgdo.

4) Valores decrescentes na taxa de recuperagdo fungica coincidem com o
aumento da producdo de citocinas apresentada pela linhagem AIRmax,
demonstrando que houve associacdo entre a menor recuperagao e alta

concentracdo de citocinas no inicio do processo infeccioso.

5) Citocinas de perfil Th2 como IL-4 e IL-10 apresentaram-se aumentadas
no pulméo da linhagem AIRmin, o que pode ter colaborado com a maior

sensibilidade desta linhagem frente a infeccao.

6) A capacidade da resposta imune inata apresentada pelas linhagens AIR,
demonstraram ser eficientes na contencao do processo infeccioso indicando
a participacdo de genes de caracteristicas quantitativas (QTL), relacionados
aos fatores geneticamente selecionados envolvidos com a resposta

inflamatoria aguda.
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