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RESUMO

MOLINA, R. F. S. Efeitos de terapias na modulagao do granuloma
paracoccidioidomicético. 2010. 115 f. Dissertacdo (Mestrado em Imunologia) —

Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2010.

A paracoccidioidomicose (PCM) € uma micose sistémica endémica na Ameérica
Latina, cujo agente etiolégico é o fungo termo-dimérfico Paracoccidioides brasiliensis
(Pb). A PCM ¢ caracterizada por ser uma doenga granulomatosa; a formagao do
granuloma pode ser compreendida como um mecanismo do organismo para
bloquear e circunscrever o fungo ou seus componentes antigénicos, uma vez
impossibilitado de lisa-los. As formas benignas da doenga séo caracterizadas por
uma infeccao localizada, contendo granulomas compactos com poucos fungos; ja
nas formas mais graves, ocorre um processo granulomatoso frouxo com focos de
necrose e intensa disseminagcdo fungica. Estudos da resposta granulomatosa
desenvolvida em camundongos resistentes (A/J) e susceptiveis (B10.A) ao isolado
Pb18 evidenciaram a presenca de distintos padrdes de lesdes relacionada ao tipo de
composicdo da matriz extracelular (MEC) e as diferentes células presentes,
sugerindo um papel importante destes elementos na formacdo e constituigdo do
granuloma e por conseguinte na resolugdo ou nao da infecgdo. Em nosso projeto,
objetivou-se avaliar o desenvolvimento de lesbes granulomatosas em bago, figado,
pulm&o e epiplon de camundongos susceptiveis a PCM, apos infecgado pela via
intraperitoneal com o isolado de alta viruléncia, Pb18, em diferentes periodos de
infeccao (fase aguda e crénica) apds tratamento com farmacos, os quais possuem
mecanismo de acgdo intimamente relacionado com a alteragédo no balango entre a
sintese e degradacdo dos produtos do colageno, interferindo diretamente na
formagdo do granuloma e na manutengdo da Vviabilidade dos fungos,
correlacionando com o aparecimento de fibrose, que afinal € uma sequela freqliente
e incapacitante de numerosas infeccoes entre elas a PCM, tendo como
caracteristica a proliferagcao de fibroblastos e depdsito de MEC. Os tratamentos
foram escolhidos com base em conhecimentos prévios, e associando alguns de

seus efeitos com a interferéncia no curso da PCM experimental murina. A citocina
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IFN-y foi empregada pelo seu efeito antifibrético, por ser ativador de macréfagos na
infeccao por P. brasiliensis e um dos responsaveis pelo aumento do efeito fungicida
de neutrdfilos. O antibidtico Tetraciclina foi empregado por possuir efeito inibitério
sobre a sintese de matriz extracelular, limitando a capacidade de degradacéo das
colagenases, além de atividade antimicrobiana. Finalmente, as drogas
antiinflamatdrias Lumiracoxib e Celecoxib, foram utilizadas pela demonstragao que
estes inibidores especificos da enzima COX-2 aumentam a expressao de colageno
tipo Ill e IV. Avaliamos a presencga de alguns componentes do granuloma (colageno,
células do infiltrado inflamatdrio, de citocinas primordiais para sintese/degradacao da
MEC do granuloma, presenga de P. brasiliensis). Entre as citocinas analisadas,
estudamos o TNF-a pela sua agdo apos ser secretados de macrofagos, e sua
importancia na formagdo do granuloma e na regulacdo da secregdo da
metaloproteinase (MMP) com funcéo de colagenase, MMP-9, o TGF- por modular
negativamente a secregao de oxido nitrico por macréfagos e promover o acumulo de
MEC e que se acredita ser o mediador central do processo de fibrose em diversas
patologias e o IFN-y por estar correlacionado a resposta imune preferencial Th1 em
processos infecciosos de natureza fungica e bacteriana e efeito modulador da agao

dos fibroblastos.

Palavras chave: Granuloma. Paracoccidioidomicose. Metaloproteinases. Colageno.



ABSTRACT
MOLINA, R. F. S. Effect of therapy on paracoccidioidomicotic granuloma
modulation. 2010. 115 p. Master thesis (Immunology) — Instituto de Ciéncias

Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2010.

Paracoccidioidomycosis (PCM) is a systemic mycosis that is endemic in Latin
America, whose causative agent is the thermal dimorphic fungus Paracoccidioides
brasiliensis (Pb). PCM is a granulomatous disease, and the formation of granulomas
can be understood as a mechanism of the body to block and limit the invasiveness of
the fungus or its antigenic components, once unable to lyse them. Bening forms of
the disease are characterized by a localized infection, where granulomasa are
compact and contain few fungi. More severe forms present loose granulomatous
processes with foci of necrosis and severe fungal. Studies in which granulomatous
response was developed in resistant (A/J) and susceptible (B10.A) mice to the high
virulence isolate Pb18 showed the presence of different patterns of injuries related to
the type of extracellular matrix (ECM) components and the different cells types in the
area, suggesting a important role of these elements in the formation and constitution
of the granuloma and thus the outcome of infection. In our project, we aimed to
evaluate the development of granulomatous lesions in the spleen, liver, lung and
omentum of mice susceptible to PCM after intraperitoneal infection with Pb18, at
different periods of infection (acute and chronic) with or without treatment with drugs.
These drugs have mechanisms of action closely related to the change in the balance
between synthesis and degradation of collagen Thus, they interfere directly in the
granuloma formation and in maintaining the viability of fungi and also with the
development of fibrosis. Which is a common and devastating sequelae of numerous
infections including the PCM, with the characteristic proliferation of fibroblasts and
deposition of ECM. The treatments were chosen based on prior knowledge on their
effects on the course of experimental murine PCM. |FN-y was chosen due to its
antifibrotic effect, being an activator of macrophages in infection by P. brasiliensis
and increasing the fungicidal effect of neutrophils. The antibiotic tetracycline was
used because of its inhibitory effect on the synthesis of extracellular matrix, limiting
antimicrobial activity and the ability of collagenase to degrade ECM. Finally, the anti-

inflammatory drugs Celecoxib and Lumiracoxib (inhibitors of the COX-2 enzyme)
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were used because they cause an increase in the expression of collagen type Ill and
type IV. We analyzed the components of the granuloma (collagen, inflammatory
cells, cytokines essential for synthesis / degradation of the ECM of the granuloma,
the presence of P. brasiliensis). Among the cytokines analyzed, we studied the
importance of TNF-a in the formation of granulomas and regulation of matrix
metalloproteinases (MMP) synthesis and function. We analyzed TGF- because it
negatively modulate the secretion of nitric oxide by macrophages and promote the
accumulation of ECM and is believed to be the central mediator of the process of
fibrosis in several pathologies. IFN-g was studied because of its correlation to the
preferential Th1 immune response in diseases and infectious processes of fungal

and bacterial infections, and also because it modulates fibroblast function.

Keywords: Granuloma. Paracoccidioidomycosis. Metalloproteinase. Collagen.
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LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ABS - Albumina sérica bovina

CFU - Unidades formadoras de colbnias

COX - Ciclooxigenase

GM-CSF - Fator estimulador de col6nias de granulécitos e macréfagos
H,S0, . Acido sulftrico

HE - Hematoxilina e eosina

IFN-y - Interferon-y

Ip -Intraperitoneal

MEC - Matriz extracelular

membrane-type MMPs — MT-MMPs - MMPs do tipo membrana
MMPs - Metaloproteases

NADPH oxidase - Dinuclaotideo nicotinamida-adenina-fosfato oxidase
NEED - N,N,N',N'-tetrametiletilenediamina

NK - Natural Killers

NO - Oxido nitrico

OPA - Ortofetaldialdeido

OPD - Ortofenilenidiamina

OPD - ortofenilenidiamina

PCM - Paracoccidioidomicose

RPHPLC - hidroxiprolina foi realizada através de cromatografia liquida de alta
performance reversa

SFB — Soro fetal bovino

TBS - Salina tamponada com Tris

TGF-B - Fator de crescimento tumoral

TIMPs - Metaloproteases da matriz

TNF-a - Fator de necrose tumoral
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1 INTRODUGAO

A paracoccidioidomicose € uma doenga sistémica com prevaléncia na Ameérica
Latina, causada pelo fungo termo-dimorfico P.brasiliensis. O fungo € encontrado em
forma infectante de micélio na temperatura ambiente, e no corpo ganha a forma
patogénica de levedura. A doenga ocorre principalmente em homens, cujas
infeccdes provavelmente comegam pela inalagdo do propagulo do fungo, e a doenga
se instala nos pulmbdes e em seguida pode disseminar através da circulagéo
sanguinea e / ou vias linfaticas para outros tecidos. A disseminagédo da doenga pode
atingir varios 6rgaos, como figado, bago, glandulas supra-renais, pele e mucosas,
entre outros, onde ele induz lesdes graves e permanece viavel mesmo apos o
tratamento com antimicoticos. (ACORCI et al., 2008; KONNO et al., 2009)

Apobs o contato primario do hospedeiro com o fungo, a PCM manifesta-se sob
diferentes formas clinicas, podendo apresentar a forma aguda da doenga, ou a
forma crénica. A forma benigna é caracterizada pelo desenvolvimento de uma
eficiente resposta imune celular frente ao P. brasiliensis, baixa imunidade humoral,
ativagao eficiente de fagocitos e de citocinas associadas a resposta T helper 1, com
posterior controle desta doenca; ja a forma grave € caracterizada pela presenga de
hipergamaglobulunemia com altos titulos de anticorpos anti-P. brasiliensis e baixa
resposta celular, com uma reduzida ativagcdo de fagocitos e alta produgdo de
citocinas preferencialmente do tipo T helper 2, que evolui para um quadro de
disseminagao fungica (MUSATTI et al., 1976; BIAGIONI et al., 1984).

Estudos com modelo murino de infecgdo com o isolado altamente virulento do fungo
P. brasiliensis pela via intraperitoneal (ip) comparando a sobrevida dos
camundongos de diferentes linhagens apds infec¢do, associando o padrao genético
dos animais, permitiram caracterizar a linhagem A/J como resistente a PCM e a
linhagem B10.A como susceptivel (CALICH et al., 1985). Apds esse estudo, essa
classificagado tem sido amplamente utilizada em estudos da PCM experimental. Na
infeccao pela via ip, o fungo se instala no omento, que acaba sendo um 6rgao alvo
com marcante recuperagcao de fungos viaveis (SINGER-VERMES et al., 1993). O
omento é formado por camadas de tecido mesotelial contendo tecido cunjuntivo

frouxo, células adiposas e agregados de leucdcitos. Esses agregados leucocitario
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atuam como importante fonte de macréfagos e um dos principais tecidos imunes da
cavidade peritoneal (LENZI et al., 1996; PLATELL et al., 2000).

A PCM é caracterizada por ser uma doenga granulomatosa; a formagao do
granuloma pode ser compreendida como um mecanismo do organismo para
bloquear e circunscrever o fungo ou seus componentes antigénicos, uma vez
impossibilitado de lisa-los. As formas benignas da doenga sao caracterizadas por
uma infecgéo localizada, contendo granulomas compactos com poucos fungos; ja
nas formas mais graves, ocorre um processo granulomatoso frouxo com focos de
necrose e intensa disseminagéao fungica (FRANCO et al., 1998).

Granulomas sao estruturas compostas por diferentes tipos celulares, em meio
a uma mistura de citocinas e fatores de crescimento, preenchidas por diversas
moléculas constituintes da matriz extracelular (MEC), tais como colagenos,
glicoproteinas, proteoglicanas e enzimas proteoliticas. Estes componentes possuem
propriedades adesivas e apresentam estruturas complexas, agindo como um
reservatorio de mediadores inflamatérios, tais como citocinas e quimiocinas,
acionando a regulagao das células envolvidas na imunidade inata e adquirida, a fim
de manter a integridade tecidual durante os diferentes processos que ocorrem em
virtude de uma infecgdo, ajudando na restituicdo dos tecidos e sua posterior
cicatrizagdo (VADAY et al, 2001). Algumas citocinas desempenham papéis
importantes “in situ” no granuloma. O fator de necrose tumoral (TNF-a) tem
importante papel no inicio da formagdo do granuloma (SOUTO et al.,, 2000),
exercendo efeito inibitério sobre o gene e na sintese da proteina de colageno
(GHOSH, 2002). Alem disso, estudos mostraram que animais deficientes desta

citocina tinham a formacé&o descontrolada de granuloma (TAFLIN et al., 2009).

O interferon-y (IFN-y), produzido por linfécitos T e células Natural Killers (NK)
ativadas, entre outras células, possui fungcao de extrema relevancia nos mecanismos
de defesa de varios patdégenos. Quando o IFN faz a ativagdo de macréfagos, ocorre
indugdo do complexo enzimatico dinuclaotideo nicotinamida-adenina-fosfato oxidase
(NADPH oxidase), regulagédo positiva de enzimas lisossomais e a estimulagdo de
reativos intermediarios de nitrogénio como o 6xido nitrico (NO). O IFN possui agao
anti-fibrética, através da inibicdo da sintese de colageno e do aumento da
degradagao de colageno tipo | e lll (GHOSH, 2002) de sua ag¢ao anti-fungica, que
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parece estar associada a presengca de TNF-a (SOUTO et al., 2000) e IL-12
(HARRING, 2002) além desta citocina induz a expressao de um substrato

necessario para a produgao de NO.

O fator de crescimento tumoral (TGF-B) exerce efeitos pro-fibroticos através da
indugdo de componentes da MEC (SIME et al., 1997) é indutor de fibrogénese em
diferentes infecgbes granulomatosas, através da ativagao de fibroblastos, levando a
producao de colageno e promovendo a formag¢éo do granuloma (WYNN et al., 2004).
Um dos fatores é que esta citocina esta relacionada para que isso ocorra, € a
transativagao de genes multiplos com o PAI-l. PAI-1 é o principal inibidor do sistema
fibrinolitico e é necessario para a degradacdo de componentes adequada ECM.
Alteracdo da expressdo de PAI-1, por conseguinte, perturba o equilibrio ECM
(NIEMANTSVERDRUJET et al., 2010)

O balancgo entre a sintese a degradagdo de componentes da MEC nas lesbes
granulomatosas pode ser influenciado pela participacao de enzimas proteoliticas, em
especial pelas metaloproteases (MMPs). As MMPs sdo membros de uma familia de
enzimas zinco-dependentes, secretadas na forma latente, que apresentam um
dominio estrutural comum e sao produzidas por diversas populacdes celulares,
como os fibroblastos, as células epiteliais e os leucdcitos (NISHIKAKU et al., 2009).
A expressédo de MMPs é regulada a nivel de transcricdo génica, na ativagao da pro-
enzima e por inibidores enddégenos como os inibidores teciduais das
metaloproteases da matriz (TIMPs). As MMPs sao enzimas com agao de
colagenases intersticiais (MMP-1), gelatinases ou colagenases tipo IV (MMP-2 e
MMP-9), estromelisinas (MMP-3 e MMP10) colagenases de neutrdfilos (MMP-8),
matrilisina (MMP-7), metaloelastase (MMP-12) e MMPs do tipo membrana
(membrane-type MMPs — MT-MMPs) (BARRICK; CAMBELL; OWEN, 1999). Essas
proteinases possuem atividade biolégica bastante variada, incluindo participagdo em
processos fisiolégicos e patologicos afetando mecanismos como a coagulagdo e
fibrindlise, adesado, quimiotaxia e migracao celular, atividade microbicida e remogéao
de debris teciduais, modulagdo da resposta imune e inflamatdria, ativacdo ou
inibicdo de fatores de crescimento e citocinas, além de estarem envolvidas no reparo
e cicatrizagdo tecidual em diversas doengas. O efeito do IFN-y sobre colageno

acaba por modular a expressdo das MMPs (TAMAI et al., 1995), de forma oposta a
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acao do TGF-B o qual modula positivamente a expressao das MMPs (QUAN et al.,
2006).

A participacdo dos componentes da MEC em diversas patologias infecciosas
ou parasitarias tem sido objeto de estudo. Em modelo experimental de PCM, relatou-
se a detecgdo de proteinas intersticiais de colageno | e Ill em resposta
granulomatosa, direcionando o padrao das respostas teciduais a infeccéo pelo P.
brasiliensis. No estagio mais tardio da doenca, foi detectada a presencga de grande
quantidade de colagenos fibrilares e reticulares e culminando em produgdo de
fibrose (KERR; OLIVEIRA; LENZI, 1988). A deposig¢ao de colagenos tipo |, lll e IV,
fibronectina, laminina, proteoglicanas e elastina foi observada em estudos da
infeccdo experimental com P. brasiliensis, nas quais camundongos resistentes
apresentavam deposigdo de colageno tipo | em lesbes bem delimitadas, e os
animais susceptiveis apresentavam deposi¢do de colageno tipo Ill em uma leséo
mais frouxa e com disseminagao fungica. Também se verificou que alteragbes na
estrutura e morfologia dos 6rgéos eram associadas com formagao de granulomas
acompanhadas por necrose e fibrose dos tecido, diversidade de populacdes
celulares, presenca de citocinas pro e anti-inflamatérias e a de componentes da
MEC (NISHIKAKU; BURGER, 2003).

A fibrose é uma sequela freqliente e incapacitante de numerosas infeccdes
entre elas a PCM, tendo como caracteristica a proliferagao de fibroblastos e depdsito
de MEC. Apesar de terapias efetivas estarem disponiveis para o controle do
processo infeccioso, a maioria dos pacientes com PCM desenvolve sequelas
fibréticas que causam alteragdes patoldgicas ao parénquima dos 6rgaos e interferem
com as funcdes respiratorias, comprometendo seu bem-estar pelo resto da vida
(BRUMMER et al., 1993). E sabido que a fibrose é reversivel e conseguir prevenir a
sua progressao ou reverté-la nos pacientes de PCM é de grande importancia. Assim,
o emprego de drogas que modulam a matriz extracelular, afetando sua sintese e
degradagdo € um tema que apresenta um interesse, tanto de ordem académica

como de ordem pratica e que ainda carece de informacdes.

Uma das drogas que tem este efeito modulador é a citocina IFN-y, cujos
efeitos antifibréticos vem sendo relatados, (SANCEAU et al., 2002) demonstraram
que a administracdo dessa citocina inibe a ativacdo de MMP-9, por diminuir nas
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mesmas, receptores para TNF-a, a qual por sua vez, ativa essa metaloprotease.
Outros estudos mostram que o IFN-y também possui capacidade fungicida para P.
brasiliensis, ativando macrofagos (KASHINO et al., 2000) e potencializando o efeito
fungicida de neutrofilos (KURITA et al.,, 1999). O emprego dessa citocina como
terapia auxiliar na PCM é tema promissor de investigacao, pois além de eliminar os

fungos viaveis, modula a fibrose.

Os efeitos do antibidtico tetraciclina em relagdo a modulagdo da MEC também
vem sendo estudados, porém a literatura € carente de dados em relacdo a estes
efeitos em infec¢des fungicas. A capacidade dessa droga em inibir as MMPs, foi
verificada por HUREWITZ et al (1993) que observaram uma redugao de 75% das
MMPs de liquido pleural em humanos e inibigao celular de MMPs em uma dose mais
concentrada. PAIXAO-CAVALCANTE et al. (2007) demonstraram que a terapia com
tetraciclina reduz a expressao de MMP-2 e impede a inducao de MMP-9 diminuindo

as lesdes cutaneas pelo veneno da aranha do género Lexosceles.

Outro alvo de estudos em relagdo aos componentes da MEC, e em especifico
das MMPs, séo os antiinflamatdrios inibidores especificos da enzima ciclooxigenase
COX. Estudos mostram a existéncia de duas enzimas COX. A COX-1, presente em
quantidades relativamente constantes nas diferentes células e tecidos cujo gene tem
as caracteristicas de um gene constitutivo ou “housekeeping”. Ja a COX-2 esta
normalmente ausente, ou presente em pequenas quantidades em células nao
proliferativas e seu gene tem as caracteristicas de um gene indutivel, ou seja, sua
expressao é muito aumentada quando as células sdo estimuladas por citocinas ou
mitogenos (PARK et al., 2007).

O efeito de inibidores especificos de COX em camundongos infectados com

P. brasiliensis foi estudado empregando modelo de bolsa sub-cutdnea (bsc)
anteriormente descrito (MELONI-BRUNERI et al., 1996). Os resultados revelaram
que inibicdo farmacolégica da COX empregando a droga celecoxib acarreta um
aumento do numero de neutrdfilos; a inibigdo exclusiva da COX-2 com a droga
lumiracoxib, além de levar ao aumento do numero de neutréfilos, aumenta sua
capacidade fungicida. Os animais tratados tiveram um aumento significante da
citocina GM-CSF, eventualmente responsavel pelo recrutamento celular (MOLINA et
al., 2007). Recentes estudos mostraram que os inibidores especificos de COX-2
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atuam na regulacao negativa das MMP-2, além da expressao de pro-MMP-2 ativa
(KURIHARA et al., 2009). Com relagdao as drogas propostas por nosso estudo,
existem trabalhos sobre o efeito da droga celecoxib na MEC que relataram
resultados contraditérios. Em um estudo com condrécitos humanos, foi constatado
que o celecoxib ndo apresentou efeito sobre MMPs (NAKAMURA et al., 2007),
porém outro trabalho relatou uma diminuigdo da expressao das mesmas (LARKINS
et al., 2006). Estudos sobre o efeito de lumiracoxib sobre a MEC nado foram ainda

descritos.

A gravidade da fibrose como sequela do PCM, a possibilidade de interferir
neste processo, através do efeito de algumas drogas, e a disponibilidade de um
modelo experimental de PCM bem caracterizado, nos levaram ao planejamento do

presente estudo.
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2 OBJETIVOS

Este trabalho tem por objetivo analisar o efeito de algumas terapias que afetam o
equilibrio na sintese e degradacdo da MEC em lesbes granulomatosas na

paracoccidioidomicose experimental murina.

Aferiremos o efeito do tratamento com os compostos IFN-y, tetraciclina,
celecoxib e Ilumiracoxib através da analise histolégica e histoquimica dos
granulomas, avaliando a arquitetura dos mesmos, a composi¢ao do infiltrado celular
inflamatorio, a presenga de fungos integros ou destruidos, de fibras colagenas e de
seus produtos de degradacgao, a expressao local de citocinas e de componentes da
MEC.

26



3 METODOS EXPERIMENTAIS

3.1 Animais

Utilizamos camundongos isogénicos, da linhagem suscetivel a
paracoccidioidomicose B10.A (CALICH et al., 1985), do sexo feminino, com idade de
6 a 7 semanas, adquiridos do Biotério do Departamento de Imunologia do Instituto
de Ciéncias Biomédicas, da Universidade de S&o Paulo. Cinco animais foram
mantidos em cada gaiola do tipo microisolador, a temperatura de 22 °C, com
iluminagao variando de 12 em 12 horas, recebendo ragdo Nuvital, e agua acidificada

ad libitum.

3.2 Fungo

Empregamos o isolado altamente virulento Pb18 (KASHINO et al., 1985) de P.
brasiliensis. Esse isolado foi mantido em sua fase leveduriforme por meio de
repiques semanais em meio Fava-Netto a 35-37°C, e com controle da manutencao

de sua viruléncia conforme descrito anteriormente (KASHINO et al., 1990).

3.3 Tratamentos

Interferon-y: Inoculamos a citocina recombinante IFN-y (Genentech, Inc., South San
Francisco, CA) pela via ip, nos dias -7; -5; -3 e -1 nos animais infectados durante 15
dias e nos dias 120; 118; 116; 114; -7; -5; -3 e -1 nos animais infectados por 120
dias, considerando como dia zero, o dia da infeccdo com P. brasiliensis em ambos
os periodos de infeccdo. Empregamos a dose de 100.000U, dose essa
comprovadamente eficaz atividade anti-fibrética (CLEMONS; LUTZ; STEVENS,
2001).

Tetraciclina: Usamos o antibiético Tetraciclina por via oral, em duas tomadas diarias.
O tratamento se deu todos os dias, a partir do dia -7 da infeccdo nos animais
infectados por 15 dias, e por uma semana a partir do dia 116 e por mais sete dias a
partir do dia -7 de infecgdo com P. brasiliensis em ambos os periodos de infecgao,
na dose de 40mg/kg/dia, dose ja comprovada como eficaz para inibir MMPs

(PALLASCH, 2004).
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Celecoxib: Utilizamos a droga anti-inflamatéria Celecoxib (Celebra®), dividida em
duas tomadas diarias por via oral a cada 12 horas, por trés dias, sendo a primeira no
dia 11° dia de infecgdo nos animais que serdo analisados aos 15 dias de infecgao
com P. brasiliensis, sendo a ultima tomada sempre trés horas antes das coletas. A
dose administrada aos camundongos foi de 6mg/kg/dia, dose essa
comprovadamente eficaz em inibir a enzima inflamatéria COX, com efeito, anti-
MMPs (SCIULLI et al., 2005). A droga Celecoxib foi empregada apenas no periodo
inicial de infecgdo (15 dias) por apresentar os mesmo resultados que o outro
antiinflamatério empregado Lumiracoxib.

Lumiracoxib: Empregamos a droga lumiracoxib (Prexige®), administrada por via oral,
em apenas uma tomada diaria. O esquema terapéutico durou trés dias, sendo a
primeira tomada no 11° dia de infecgdo nos animais a serem analisados com 15 dias
de infeccdo com P. brasiliensis e seis dias, sendo o comego do tratamento
semelhante aos animais com 15 dias de infeccdo e receberam administragao nos
118° ao 120° dia de infecgao, sendo a ultima dose sempre trés horas antes da coleta
da infeccdo. A dose empregada foi de 7mg/kg/dia, dose essa eficaz em inibir
especificamente a enzima COX-2 (SCIULLI et al., 2005) e cujos efeitos sobre MMPs
ainda néo foros descritos.

Controles: Todos o0s grupos possuiram seus respectivos grupos controle, que
receberam agua destilada autoclavada sendo o mesmo esquema terapéutico de
cada uma das drogas.

3.4 Preparo da suspensao fungica

O crescimento fungico foi recolhido esteriimente dos tubos de repiques apdés 7 dias;
as células foram lavadas trés vezes com PBS pH 7.2 e contadas em camara
hemocitométrica de Neubauer, sendo a concentracdo ajustada segundo o
experimento. A viabilidade fungica foi observada pela coloragdo com Janus Green
(BERLINER; RECA, 1966), sendo aceitas preparagdes com viabilidade fungica

superior ou igual a 80%.
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3.5 Infecgao com P. brasiliensis

Em cada experimento foram usados grupos de cinco camundongos para cada
tratamento e para o grupo controle, e foram inoculados pela via ip com 5x10° células
leveduriformes em um volume de 0,5ml para coleta das amostras apos 15 e 120 dias

de infecgao.

3.6 Coleta de 6rgaos para avaliagao das les6es granulomatosas e presenca de
fungos viaveis

Coletamos para analise aos 15 apds infec¢ao ip o omento, bago, figado e pulmdes
de cada animal apds sua anestesia com 20mg/kg da associacdo tiletamina-
zolazepam (Zoletil®) pela via intramuscular (FANTONI; CORTOPASSI, 1996) e seu
posterior sacrificio. Estes procedimentos foram realizados segundo as normas
preconizadas pelo Comité de Etica para Experimentacdo Animal da Universidade de
Sao Paulo. Os 6rgaos foram coletados e pesados; parte foi utilizada para avaliarmos
o numero de células fungicas viaveis através de ensaios de unidades formadoras de
colénias (CFU) e concentragdo de citocinas e hidroxiprolina; o restante foi

empregado para as analises histolégicas e imunohistoquimicas.

3.7 Quantificagao de P. brasiliensis viaveis

Para a quantificagcdo do numero de P.brasiliensis viaveis utilizamos a técnica de
contagem de unidades formadoras de coldnias (CFU). O material obtido dos 6rgaos
foi homogeneizado em 5 ml apds serem macerados em potters. O homogenato foi
centrifugado a 3000rpm por 5 minutos. O sedimento foi ressuspenso em 1ml de PBS
e semeado em meio BHI enriquecido. As placas foram incubadas a 37 °C e o
crescimento das coldnias foi acompanhado por um periodo entre 13 e 15 dias,
sendo o resultado expresso em log UFC/grama de tecido (SINGER-VERMES et al.,
1992).
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3.8 Dosagem de citocinas no sobrenadante dos 6rgaos

As concentracdes das citocinas foram determinadas por testes de ELISA, utilizando
anticorpos monoclonais em pares especificos para cada citocina, um deles marcado
com biotina. Para a deteccdo de TNF-q, IL-12, MMP-2 e MMP-9 foram utilizados
ELISA Development Kits (Peprotech, Ciudad de México, México), enquanto IFN-y,
TGF-B e GM-CSF foram tituladas empregando reagentes fabricados por BD
Pharmingen (San Diego, USA). Com o complexo biotina-avidina e H,O»-peroxidase
foi possivel dosar a concentragdo de citocinas por densidade 6ptica (COLIGAN et
al., 1991). Placas com fundo chato de 96 wells foram sensibilizadas com anticorpo
primario ou de captura nas concentracdes determinadas pelo fabricante. Passadas
24 horas fizemos o bloqueio dos sitios livres e apds duas horas foram adicionadas, a
respectiva citocina recombinante. Apds 18 horas aproximadamente, foi adicionado o
anticorpo secundario diluido em PBS com 10% de SFB e apds incubacido a
temperatura ambiente por 45 minutos, foi acrescido o conjugado estreptavidina-
peroxidase diluido em PBS com gelatina. Feito isso, a placa foi incubada por uma
hora a temperatura de 37 °C. ApoOs esse periodo, foi feita uma reacdo com OPD
(ortofenilenidiamina) em tampéao fosfato 0,2M, acido citrico 0,1M pH 5.0 e agua
destilada com H,O, imediatamente antes do uso. A reacgao, por ser fotossensivel, foi
incubada ao abrigo de luz por 45 minutos. A parte final deste ensaio se deu pela
adicao de acido sulfurico (H2SO4) 4N. A leitura foi feita em leitor 6ptico de ELISA em

comprimento de onde de 492nm (Labsystem Multskan EX).

3.9 Determinagao da liberagao de 6xido nitrico

Neste ensaio, 50uL de reagente de Griess (solugao aquosa contendo sulfonilamida a
1%, N,N,N',N'-tetrametiletilenediamina [NEED] a 0,1% e acido fosférico a 2,5%
[reagentes produzidos por Sigma; numeros de catalogo, respectivamente, S-9251,
N-5889 e P-6560]) foram adicionados ao mesmo volume de sobrenadantes de 6rgao
ou de cultivo celular obtidos conforme descrito anteriormente. Os ensaios foram
realizados em duplicata e, apds incubacgao por 10 minutos a temperatura ambiente,
a leitura das densidades Opticas foi realizada em microleitor de ELISA (Multiskan EX,
Labsystems, Fischer, Pittsburgh, USA), em comprimento de onda de 540nm. Os

resultados foram expressos em micromoles de nitrito por grama de tecido,
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comparando-se a densidade Optica obtida com uma curva-padrédo contendo

concentragdes conhecidas de nitrito de sodio (Sigma, 251-4) (DING et al., 1990).

3.10 Preparo dos érgaos para analises histolégicas e imunohistoquimicas

Os orgaos coletados foram fixados em solugcado de Methacarn (60% de metanol, 30%
de cloroférmio e 10% de acido acético glacial), durante quatro horas, sob agitacao, a
4°C e em seguida estendida em papel-cartdo, para permitir uma fixagdo mais
homogénea. Os materiais fixados foram colocados em alcool absoluto por 24 horas,
submetidos a mais trés passagens em alcool por 30 minutos cada, seguido por
passagem em xilol (trés vezes, 15 minutos cada) e por final foram embebidos em
parafina (trés vezes, 15 minutos cada) e montados em blocos, para posterior

realizagao de cortes de 5um de espessura para avaliagcao histologica.

3.11 Analises histoldgicas

Os 6rgaos de cada um dos camundongos foram corados pelas técnicas empregando
corantes hematoxilina e eosina (HE), para observagdo da arquitetura dos cortes
histolégicos e para identificacdo da celularidade presente nos érgaos; impregnagao
pela prata metanamina (GROCOTT, 1955), para identificacdo da presenca e
morfologia de fungos nos 6rgéos; Picrosirius, para identificagdo das fibras colagenas
presentes nos oOrgdos através de microscopia Optica com polarizagdo de luz
(JUNQUEIRA; BIGNOLAS; BRENTANI, 1979). As laminas foram montadas em
solugdo Permout e observadas em microscopio o6ptico (Hund Wetzlar) com
aumentos totais de 40x, 100x, 250x e 400x.

3.12 Captura de imagens para as analises histolégica e imunohistoquimica

A expressao de colageno tipo | por reagdo de imunohistoquimica, bem como as
analises histoldgicas e quantitativas das lesbdes foram feitos a partir da captura de
imagens, empregando-se o0 microscopio optico Eclipse 80i (Nikon, Japan) acoplado
a uma camera digital (DS-Fi1, Nikon Co., Japan) e programa de captura e analise
NIS-Br versao 2.34 (Nikon, Japan).
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3.13 Determinagao da concentragao de hidroxiprolina

Para esta dosagem foi necessario inicialmente desproteinizar a amostra; para tanto
adicionamos a amostra etanol 90%, agitaremos por 10 minutos e centrifugaremos a
3000xg por 5 minutos. Coletamos o sobrenadante e procedemos a evaporagéo da
amostra em aparelho SpeedVac (60 °C). A seguir reconstituimos a amostra em
250ul de agua Milli-Q filtrada e transferimos a amostra para um recipiente ao abrigo
de luz com 50ul de OPA (o-phtaldialdeido); agitamos vigorosamente e deixamos a
temperatura ambiente por 5 minutos. Como a hidroxiprolina € um aminoacido
secundario, foi necessario fazer a remog¢ao dos aminoacidos primarios através de
cromatografia e coluna apolar (Adsorbex® RP-18 400mg) (Merck) ativadas com
metanol e equilibradas com o tampao de eluicao EB (Acetato de Sédio, acetonitrila,
com pH ajustado para 6.4 com acido cloridrico). Em seguida o eluato sofre uma
derivatisagdo com fenilisotiocianato. Finalmente a quantificacdo da hidroxiprolina foi
realizada através de cromatografia liquida de alta performance de fase reversa
(RPHPLC) utilizando equipamento HPLC Prominience (Shimadzu Corp, Kyoto,
Japan) com bomba LC029AT e detector SPD-M20A, empregando uma coluna C18
(Waters) e lida comprimento de onda a 254nm (LANGE; MALYUSZ, 1994).

3.14 Analise imuno-histoquimica através da reagao de estreptavidina-biotina-
peroxidase

A analise imuno-histoquimica foi utilizada para avaliar a expressao de colageno tipo
| em omento. A reacao de estreptavidina-biotina-peroxidase foi empregada seguindo
a metodologia preconizada por SOTO-SUAZO et al. (2002) e conforme descrita em
trabalho anterior por NISHIKAKU (2003). Resumidamente, os cortes histologicos
foram desparafinizados e reidratados com banhos sucessivos de xilol, alcool e agua
destilada. Apds lavagem das laminas com PBS (pH 7,2-7,4), fez-se o bloqueio de
peroxidases enddégenas com solu¢ado 3% de perdxido de hidrogénio (30%) em PBS
sob agitagao, por 30 minutos. Em seguida, soros normais de animais da espécie
produtora do anticorpo secundario na diluicdo 1:1 em PBS/ABS (albumina bovina

sérica) 10% foram aplicados sobre os cortes para o bloqueio de reagcdes
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inespecificas. Além disso, empregou-se uma solugcdo tampao TBS (Tris-buffered
saline — salina tamponada com Tris) (Pierce Inc.) sobre os cortes de tecido para o
bloqueio de biotina enddgena. As lédminas foram incubadas com os anticorpos
primarios especificos para colageno tipo | (1:800, antissoro policlonal de coelho anti-
colageno humano, LF-123, 1 mg/mL, Fisher et al. (1995) “overnight” a 4 °C, nas
diluicdes adequadas em PBS/Tween 20 0,3% e depois incubadas com o anticorpo
secundario biotinilado (Rockland Inc.), diluido 1:500 em PBS, por uma hora a
temperatura ambiente. A seguir, as laminas foram incubadas com estreptavidina-
peroxidase (1 mg/mL, Vector Laboratories) na diluicdo 1:100 em PBS por uma hora
a temperatura ambiente e a reagao revelada com tetra-hidrocloreto de 3,3’
diaminobenzidina (Sigma Biochemical Co.) e adigao de perdxido de hidrogénio 30%.
As reacdes foram interrompidas apos a visualizagdo de cor marrom nos cortes de
tecidos e a seguir, as laminas foram contracoradas com Hematoxilina de Mayer,
desidratadas e montadas em solugao Permount e observadas em microscépio 6ptico
(Hund Wetzlar) com aumentos totais de 40x, 100x, 250x e 400x.

Laminas de cortes de tecido (omento) controles de anticorpo primario (substituido

pelo diluente) foram empregadas para avaliar a especificidade da reagéo.

3.15 Analise de sobrevida dos animais

Os animais submetidos ao teste de sobrevida foram inoculados com o isolado
altamente virulento de P.brasiliensis pela via intraperitoneal e deixados no Biotério
de Experimentacdo Animal. As caixas foram chegadas a cada vinte dias para
visualizagdo de quantos animais ainda permanecia vivo. A contagem foi finalizada
no dia 200 a partir da infecgdo. No grupo de animais que receberam tratamento, o
esquema terapéutico de deu da mesma maneira que os animas tratados sacrificados

aos 120 dias de infecgao.

3.16 Analise estatistica dos resultados

Os resultados foram submetidos a analise de variancia, seguida por comparagdes

multiplas pelo método de Tukey-Kramer ou testes t ndo pareados, de acordo com o
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numero de grupos experimentais comparados (ZAR, 1984). Todas as analises foram
feitas em software GraphPad Prism 4 for Windows (GraphPad Softwares, 2003). O n
utilizado foi igual ou superior a dez animais B10.A; o valor de p adotado para o nivel

de significancia foi de, pelo menos, menor que 0,05.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Aspectos macroscopicos

A observagcdo macroscoépica dos orgédos coletados dos animais aos 15 dias de
infeccdo permitiu verificar que os camundongos tratados com alguma das drogas
antiinflamatorias apresentavam um aumento do tamanho dos 6rgédos que chegava a
ser de 100% sobre os respectivos 6rgaos dos animais apenas infectados. Estes, por
sua vez apresentavam os mesmo 6rgaos maiores em relagdo ao grupo de animais
que receberam tratamento com IFN-y ou Tetraciclina. Proporcional ao tamanho dos
orgaos, eram os numeros de lesdes vistas a olho nu nos 6érgaos, quando coletados
para as demais analises.

Aos 120 dias de infecgdo, os animais tratados com IFN-y apresentaram os 6rgaos
com o mesmo tamanho dos animais que foram infectados com salina, ja os animais
tratados com lumiracoxib ou com tetraciclina apresentaram um aumento do tamanho

do baco, figado e epiplon, com tamanho semelhante aos animais apenas infectados

4.2 Quantificagao dos fungos viaveis presentes nos 6rgaos

Analisando os numeros de P. brasiliensis viaveis recuperados no periodo de 15 dias
de infecgéo, verificamos que no pulméo (Figura 1A) o grupo tratado com IFN-y, com
Tetraciclina e os animais apenas infectados tiveram uma diminuicao significativa de
fungos viaveis em relacdo aos animais tratados com Lumiracoxib ou Celecoxib. A
Tetraciclina foi o tratamento que levou ao menor numero de fungos viaveis, porém
ndo de forma significativa em relacdo ao tratamento com IFN-y ou aos animais
apenas infectados. No epiplon (Figura 1B) os animais que receberam tratamento
com IFN-y ou com Tetraciclina apresentaram uma diminuigéo significativa de fungos
viaveis em relagdo aos animais apenas infectados e em relacdo ao grupo tratado
com Lumiracoxib ou Celecoxib. Analisando o figado (Figura 2A) observamos os
mesmos resultados obtidos no epiplon, ou seja, os animais que receberam
tratamento com IFN-y ou com Tetraciclina mostraram uma diminuicdo de fungos
viaveis presentes nesse 6rgdo em relagdo aos grupos de animais apenas infectados

e em relagdo aos tratados com Lumiracoxib ou com Celecoxib. No baco (Figura 2B)
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os valores encontrados mostraram que os animais tratados com IFN-y, Tetraciclina,
ou apenas infectados, tiveram um numero significativamente menor de fungos
viaveis presentes nesse 6rgao em relagdo aos animais que receberam tratamento
com Lumiracoxib ou Celecoxib.

Aos 120 dias de infecgéo, pudemos verificar que no pulméo (Figura 3A) os animais
que receberam tratamento com IFN-y, ou com o antibidtico Tetraciclina
apresentaram um numero significantemente menor de fungos viaveis em relagcao
aos animais apenas infectados, em contra partida os animais que receberam
tratamento com Lumiracoxib, apresentaram um numero significantemente maior de
fungos viaveis em relagéo a todos os grupos. No epiplon (Figura 3B) os animais que
receberam tratamento com IFN-y ou com Tetraciclina, apresentaram uma redugéao
de fungos viaveis em relagdo aos animais apenas infectados, porém, essa reducao
nao é significativamente estatistica, porém o tratamento com Lumiracoxib acarretou
um aumento significativamente maior de fungos viaveis em relacdo aos demais
grupos. Quando fizemos esta analise no figado (Figura 4A) os resultados
encontrados no epiplon foram repetidos, os tratamentos com a citocina ou com o
antibidtico tiveram uma reducédo da carga fungica viavel em relagcdo aos animais
tratados com Lumiracoxib, porém essa redugdo ndo foi significante quando
comparados aos animais apenas infectados. No baco (Figura 4B) os animais
infectados foram os animais que apresentaram a maior quantidade fungos viaveis, e
0s animais que receberam tratamento com IFN-y foi 0 grupo de animais que tiveram
a menor quantidade de fungos viaveis. Porém em nenhum dos grupos houve uma
diferenca significativa.

Analisando em seu conjunto os resultados encontrados nos quatro orgaos
analisados, a tendéncia observada foi de aumento do numero de fungos viaveis pelo
tratamento com um dos antiinflamatorios, e de queda dessa viabilidade com o
emprego de Tetraciclina ou IFN-y.

A atividade antibacteriana da Tetraciclina € amplamente referida na literatura, mas
nao ha ainda relatos de sua atividade antifungica, como aqui observados in vivo.

O tratamento com IFN-y confirma estudos que relataram atividade fungicida do IFN-y
em relacédo ao P. brasiliensis (MOREIRA et al., 2008), e outros que demonstraram

que o neutrdfilo polimorfonuclear necessita de ativagdo via citocinas pro-
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inflamatdérias como o INF-y para exercer seu efeito fagocitico e produzir metabdlitos
reativos do oxigénio (RODRIGUES et al., 2007). Em contrapartida, o tratamento com
as drogas seletivas para a enzima COX, Celecoxib e Lumiracoxib resultou em um
aumento significativo do numero de P.brasiliensis viaveis em relagdo ao grupo
apenas infectado, sugerindo que a administragdo de um desses antiinflamatorios
torna os animais mais susceptiveis a instalagcdo deste fungo. Estes resultados
confirmam dados encontrados por nosso grupo que, utilizando um modelo de
infeccdo de bsc por P.brasiliensis e tratamento com uma dessas drogas
antiinflamatadrias, observou um aumento do numero de fungos viaveis, exacerbando
a susceptibilidade a infecgdo (MOLINA et al., 2007).

4.3 Quantificagao de NO

Através da quantificacdo da producao de 6xido nitrico (NO), nos animais infectados
por 15 dias pudemos constatar que no pulmao (Figura 5A), no epiplon (Figura 5B) e
no figado (Figura 6A) os animais tratados com IFN-y e os tratados com Tetraciclina
apresentaram maior produgédo deste reativo do nitrogénio, sendo significativamente
maiores que os demais grupos analisados. Os animais apenas infectados ou
aqueles tratados com Celecoxib ou Lumiracoxib tiveram um resultado semelhante
em relagdo a concentragao deste reativo nesses trés 6rgaos. No bacgo (Figura 6B)
0s animais apenas infectados tiveram uma produgao significantemente maior de NO
que o0s animais que receberam algum dos antiinflamatérios e nao diferiram em
relacdo ao tratamento com IFN-y ou Tetraciclina.

Aos 120 dias de infecgao, verificamos que tanto no pulméao (Figura 7A), no epiplon
(Figura 7B), no figado (Figura 8A) e no baco (Figura 8B) o grupo de animais que
receberam tratamento com IFN-y tiveram um numero significativamente maior da
concentracdo NO em relagdo aos demais grupos analisados, os animais apenas
infectados, apresentaram valores semelhantes aos encontrados nos animais
tratados com Lumiracoxib.

O aumento dos niveis de NO nos animais tratados com IFN-y ja havia sido descrito
em PCM experimental, indicando que esta citocina ativava principalmente
macrofagos e consequentemente aumentava a produgao de NO por essas células

(MOREIRA et al., 2008). O aumento de NO através do tratamento com o antibiético
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Tetraciclina também ja foi relatado em um estudo, na qual a droga era adicionada a
agua de camundongos, o0 que trazia um aumento significativo da produ¢cao de NO

em relagao ao grupo de animais que bebia agua normal (HJOBERG et al., 2004).

4.4 Quantificagao de citocinas em epiplon

Foram quantificadas algumas citocinas presentes no epiplon, para elucidar o
mecanismo de resposta dos animais em associacdo aos tratamentos, ou apenas a
infeccao desenvolvida. Através da dosagem da citocina formadora de mondcitos e
granulécitos GM-CSF (Figura 9A) pudemos verificar que aos 15 dias de infecgédo o
grupo de animais que recebeu tratamento com o antibidtico Tetraciclina teve uma
producao significantemente maior desta citocina em relagdo aos demais grupos,
confirmando relato que a administragdo deste antibidtico causa um aumento de
citocinas inflamatorias, principalmente a GM-CSF (HADDAD et al.,, 2004). Os
animais apenas infectados com o fungo tiveram uma concentracéo significantemente
maior de GM-CSF que os que receberam tratamento com IFN-y, com Celecoxib ou
com Lumiracoxib. Mais ainda, o tratamento com o antiinflamatério Celecoxib ou com
0 Lumiracoxib causou uma diminuigdo significativa da produgédo desta citocina em
relacdo aos demais grupos. Aos 120 dias de infecgdo (Figura 11A) os animais que
receberam tratamento com IFN-y tiveram uma produgéo significativamente maior
que os demais grupos estudados, em contra partida o tratamento com GM-CSF no
periodo tardio, foi o0 que obteve menor concentracao desta proteina.

Analisando os niveis de produgao da citocina IL-12, citocina que induz macréfagos a
produzirem NO e IFN-y, observamos que a administragdo de Tetraciclina causou
uma producdo dessa citocina significantemente maior que observado nos demais
grupos de animais. O tratamento com a citocina IFN-y (Figura 9B) resultou em uma
producao significantemente maior de IL-12 que o observado no grupo apenas
infectado com P.brasiliensis ou nos grupos tratados com Celecoxib ou com
Lumiracoxib. O motivo para esse aumento pode ser uma ativagdo dos macrofagos
pelo IFN-y, com consequente secregao de |IL-12 por essas células uma vez que esse
fendmeno é classicamente observado. As concentragdes de IL-12 encontradas nos

animais tratados com Lumiracoxib ou Celecoxib e em animais apenas infectados se
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mostraram equivalentes. Aos 120 dias de infeccao (Figura 11B) os valores
encontrados no periodo inicial de infecgdo se mantiveram.

Quantificando a producédo de TNF-a pudemos verificar que aos 15 dias de infecgéo
(Figura 9C) a administracéo de Celecoxib ou Lumiracoxib proporcionou um aumento
significativo dos niveis desta citocina em relagdo aos demais grupos, que se
mantiveram com niveis equivalentes de TNF-a, confirmando estudos que mostram
gque mesmo sendo medicamentos antiinflamatérios, com relagdo a esta citocina, no
inicio de sua administracédo, determinaram um aumento da concentracdo de TNF-a
(Ml et al., 2008). Como era esperado também os animais que receberam tratamento
com IFN-y ou com Tetraciclina tiveram significantemente aumentados os niveis de
TNF-a em relagdo ao grupo controle. No periodo tardio de infecgéo (Figura 11C), os
animais que receberam a citocina recombinante IFN-y obtiveram uma concentragéo
maior desta citocina analisada, que os demais grupos estudados.

Verificando, a quantidade da citocina IFN-y presente no sobrenadante do epiplon,
para verificarmos se o tratamento induz a maior ou menor producéo desta citocina,
que possui além de sua capacidade fungicida, e ativadora de células inflamatdrias,
possui agdo na sintese de colageno e nos fibroblastos (JIMENEZ; FREUNDLICH,;
ROSENBLOOM, 1984) pudemos verificar que aos 15 dias de infec¢ao (Figura 10A)
os animais tratados com IFN-y e Tetraciclina tiveram um aumento significativo dos
niveis desta citocina em relacdo aos demais grupos analisados. Quando analisamos
essa citocina aos 120 dias de infeccdo (Figura 12A), continuamos a ver um
aumento significativo dos animais que receberam tratamento com IFN-y continuaram
com um aumento significativo dos valores desta citocina em relagdo aos demais
tratamentos. De forma surpreendente os animais tratados com a droga
antiinflamatoria Lumiracoxib, tiveram um aumento dos niveis desta citocina em
relagdo aos animais apenas infectados ou tratados com Tetraciclina.Os animais
tratados com Tetraciclina, apenas infectados ou controle apresentaram niveis
semelhantes.

Esses resultados mostram que a citocina IFN-y por si s6, e por aumentar a
concentracdo de IL-12 e provavelmente ativar macrofagos, faz com que aumente
ainda mais a concentracdo de IFN-y, ja a Tetraciclina, no periodo tardio, acaba

estimulando a liberagédo de TGF-B e faz com que diminua a produgcao de IFN. Os
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animais que receberam antiinflamatério, por inibir os mecanismos de inflamacao,
inibem a produgao desta citocina.

Para analisarmos a citocina TGF-B que € considerada a citocina com maior
influencia na formagao de fibrose, além de aumentar varios componentes da matriz
extracelular, e inibidor de sua degradacao, foi analisado e aos 15 dias de infecgéo
(Figura 10B) os animais infectados com algum dos antiinflamatorios apresentaram
um aumento significativo dos niveis desta citocina em relagdo aos animais apenas
controle, ou que os outros tratamentos. O tratamento com IFN-y ou com Tetraciclina
teve uma reducgao significativamente menor da producgéo desta citocina, em relagéao
aos animais apenas infectados. Aos 120 dias de infeccao (Figura 12B), os animais
tratados com o antibiético Tetraciclina, apresentaram um aumento significativo dos
niveis desta citocina em relagdo aos demais grupos estudados. O tratamento com a
citocina IFN-y ocasionou uma redugao significativa dos niveis desta citocina em
relacdo aos animais apenas infectados.

Estes resultados mostram que os animais que tiveram um aumento desta citocina,
apresentaram um aumento do depodsito de colageno nas lesdes, este fato
provavelmente pode estar associado ao fato, de que a producao de TGF- B impede

a degradagao de componentes da MEC.

4.5 Quantificagcao de metaloproteinases no epiplon

Através do teste de ELISA, quantificamos a quantidade de concentracdo de MMP-2
e MMP-9 no epiplon dos animais.

A MMP-9 aos 15 dias de infeccdo pudemos verificar que os animais tratados com
IFN-y e Tetraciclina foram os animais que tiveram menor concentracdo de MMP-9
dos grupos analisados (Figura 13A). Essa diferenca foi estatisticamente
significativa.

Aos 120 dias de infeccdo pudemos verificar que o tratamento com IFN-y continuou
tendo uma concentracao significativamente menor deste produto em relagdo aos
animais apenas infectados (Figura 13B).

Ja os niveis de MMP-2 se mantiveram baixos aos 15 (Figura 14A) e 120 dias

(Figura 14B) e em todos os esquemas terapéuticos.
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Estes resultados comprovam estudos que relatam o poder inibitorio desta citocina
em relagcdo as MMPs 2 e 9 (FONTANA et al., 2010). A formacdo de uma grande
quantidade de colagenos pelos tratamentos com antiinflamatoérios ndo parece ser
influenciada pelas MMPs, confirmando estudos que mostram que inibidores de COX
fazem uma regulacdo negativa deste componente (KURIHARA et al., 2009). O
tratamento com Tetraciclina no periodo inicial de infecgdo mostrou uma inibicao das
MMPs, confirmando trabalhos que relatam essa seu importante papel (PASTERNAK;
ASPENBERG, 2009).

4.6 Analise histopatologica

A anadlise histopatolégica permitiu observar algumas diferengas importantes no
padrao geral das lesdes, na composicdo e morfologia celular e na quantidade de
fungos presentes nos 6rgaos dos animais que receberam os diferentes tratamentos
em relacdo aos animais apenas infectados, no periodo de 15 e 120 dias. Aos 15
dias, através da impregnagao com prata, pudemos observar que os animais apenas
infectados apresentaram o bacgo, o figado e o pulmao intactos, sem presenca
detectavel de focos fungicos (Prancha 1). Os animais tratados com IFN-y (Prancha
2) ou com Tetraciclina (Prancha 3) também n&o apresentaram fungos no baco,
figado ou pulmdo. No entanto, os animais tratados com antiinflamatérios:
Lumiracoxib (Prancha 4) ou Celecoxib (Prancha 5), apresentaram focos fungicos na
capsula desses trés orgaos, tendo os fungos encontrados, morfologia tipica. Aos 120
dias de infecgdo, tanto os animais apenas infectados (Prancha 6) os animais
tratados com IFN (Prancha 7) com Tetraciclina (Prancha 8) ou com Lumiracoxib
(Prancha 9) nao apresentaram foco fungico em nenhum dos 6rgaos. Quando
fizemos a analise do epiplon através desta coloracdo, observamos que aos 15 dias
os animais que foram infectados com salina (Prancha 10) ndo apresentaram fungos
nesse 0Orgao, os animais apenas infectados apresentavam fungos dispostos em
grupos e disseminados pelo 6rgao, na maioria com morfologia tipica (Prancha 11).
Os animais tratados com IFN-y (Prancha 12) ou com Tetraciclina (Prancha 13),
apresentaram fungos com morfologia variando numa gradagdo de tipicos para
atipicos e sempre em determinadas regidbes do parénquima dos 06rgaos,

apresentando-se agrupados. O tratamento com Lumiracoxib (Prancha 14) ou com
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Celecoxib (Prancha 15) causou uma disseminacao generalizada de fungos por todo
o epiplon, chegando até a capsula do pancreas sendo que quase 100% desses
fungos tinham morfologia tipica preservada.

Os animais que foram infectados com salina, depois de 120 dias apresentavam o
epiplon sem qualquer presenga de fungos (Prancha 16). Quando observamos os
animais infectados por 120 dias, vimos que os animais apenas infectados,
continuavam a apresentar fungos disseminados, com sua morfologia tipica (Prancha
17) Os animais tratados com IFN-y (Prancha 18) ou com Tetraciclina (Prancha 19)
apresentaram a grande maioria da populagéo fungica deste 6rgado com a morfologia
atipica. Os animais tratados com Lumiracoxib tiverem a grande maioria dos fungos
com sua morfologia preservada (Prancha 20).

A avaliagao do aspecto geral do granuloma e identificacdo das populagdes celulares
presentes nas lesdes foi realizada empregando-se a coloragdo HE, e revelou que
nenhum dos grupos de animais apresentou no periodo de 15 dias de infecgao,
granulomas no pulmao (Prancha 21 e 22), no figado (Prancha 23 e 24) ou no bago
(Prancha 25 e 26). No epiplon dos animais apenas infectados com P. brasiliensis,
observamos granulomas com aspecto frouxo, pouco organizado, possivelmente
permitindo a disseminagao de alguns fungos pelo tecido, com presenga de células
gigantes multinucleadas e macrofagos ao redor dos fungos (Prancha 11). Os
animais tratados com IFN-y, apresentaram granulomas compactos, circunscrevendo
os fungos, provavelmente impedindo a sua disseminagdo, com presenga de
neutréfilos e linfécitos (Prancha 12). Nos animais que receberam tratamento com
Tetraciclina, ndo houve formagdo de granulomas, observando-se um infiltrado de
linfécitos no érgdo (Prancha 13). Os animais tratados com Lumiracoxib (Prancha
14) ou com Celecoxib (Prancha 15) apresentaram lesbes tdo desorganizadas, que
nao era possivel discriminar os limites do granuloma, indicando disseminagao
generalizada por todo o tecido e invasdo dos 6rgéos vizinhos. O tratamento com
antiinflamatorios revelou um infiltrado de células gigantes multinucleadas que
chegavam a ter até 16 nucleos.

Aos 120 dias de infecgdo, os animais que receberam infeccdo com salina,
continuaram a nao apresentar lesdo e sem a presenga de qualquer tipo de célula
presente no sangue (Prancha 16), os animais apenas infectados (Prancha 17),

mantiveram a presenga de um granuloma frouxo, com disseminagao fungica, com
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um infiltrado de polimorfonucleares sobre as células fungicas. Os animais tratados
com IFN-y (Prancha 18) apresentaram um granuloma compacto, mantendo os
fungos dentro dos limites desse granuloma, apresentou grande quantidade de
neutréfilos e de células gigantes. Os animais que receberam tratamento com
Tetraciclina (Prancha 19), neste periodo apresentou um granuloma bem delimitado,
e muito compacto, e os fungos nao conseguiram se disseminar. As células
inflamatorias também cercaram todas as células fungicas. Os animais que
receberam tratamento com Lumiracoxib (Prancha 20), neste periodo de infecgao
apresentaram disseminagao fungica, porém menos acentuada que na infeccao
aguda, um granuloma frouxo com poucas fibras colagenas, e um infiltrado de células
gigantes multinucleadas.

Fazendo a analise do epiplon através da coloragao de Picrosirius pudemos verificar
que aos 15 dias de infeccdo, os animais apenas infectados com o fungo
apresentaram depdsitos de fibras colagenas no epiplon, com um aspecto que
variava de organizado para desorganizado; as fibras colagenas eram de morfologia
fina e ndo formavam uma barreira eficiente para a conteng¢ao do fungo. Quando a luz
que incidia nessas laminas foi polarizada essas fibras mostraram serem
possivelmente fibras colagenas do tipo Il ou IV (Prancha 27). Os animais tratados
com IFN-y apresentavam depésitos de fibras colagenas com aspecto organizado
que variavam sua espessura de fina a grossa, aparentemente formando uma
barreira para conter os fungos. Quando esses cortes foram analisados a luz
polarizada, as fibras colagenas apresentaram morfologia indicativa de colageno do
tipo | e colageno do tipo Ill ou IV (Prancha 28). Os animais que receberam
Tetraciclina apresentaram um depdsito de colageno quase imperceptivel, associado
a nao formagado de granuloma. Quando analisamos a luz polarizada pudemos
discernir apenas um tecido escuro, sem evidencia alguma de fibras (Prancha 29).
Os camundongos que receberam tratamento com Lumiracoxib (Prancha 30) ou
Celecoxib (Prancha 31) apresentaram uma deposi¢do enorme de colageno por todo
o 6rgao. O aspecto dessas fibras era muito grosseiro e estavam depositadas de
forma completamente desorganizada e nao se constituiam aparentemente em
barreira para a contenc&o fungica. Ao polarizar a luz pudemos verificar que as fibras

colagenas depositadas sugeriam serem fibras colagenas do tipo |.
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Aos verificarmos o epiplon dos animais com 120 dias de infeccdo, pudemos
observar que os animais apenas infectados (Prancha 32) apresentaram depdsito de
fibras colagenas com morfologia fina, organizada, porém nao conseguia fechar o
granuloma, impossibilitando a contengéo fungica, ao polarizarmos o corte, podemos
ver fibras que varias de grossa para finas, podendo ser de colageno do tipo | e IV.
Os animais tratados com IFN-y apresentaram granulomas bem definidos, com
grande quantidade de fibras colagenas grossas. Ao polarizarmos a luz, podemos ver
essas fibras bem organizadas, formando um granuloma compacto (Prancha 33). Os
camundongos infectados e tratados com o antibidtico Tetracilcina apresentaram uma
enorme quantidade de fibras colagenas grossas e finas, distribuidas por todo o
tecido, formando um granuloma compacto impedindo a disseminagao fungica. Ao
polarizarmos o corte, podemos ver as fibras bem organizadas, todas mantendo o
mesmo sentido (Prancha 34). Os animais tratados com Lumiracoxib apresentam
poucas fibras colagenas, mais e nao foi capaz de conter a disseminagao fungica,

quando polarizamos a luz, vemos poucas fibras, desorganizada (Prancha 35).

4.7 Quantificagcao de hidroxiprolina

A quantificacdo do aminoacido secundario hidroxiprolina, que € um dos produtos da
sintese e degradagao do colageno foi feita através de um método de HPLC que
utiliza cromatografia de alta performance, padronizada por Lange e Malyusz (1994) e
simplificada e aplicada por nosso grupo. Nesta etapa do trabalho analisamos a
quantidade de hidroxiprolina presente apenas no epiplon dos animais, devido a esse
orgao ter sido o mais afetado e o que demonstrou maiores diferengas entre os
grupos analisados. Na etapa de padronizagéo, verificamos qual era o tempo de
retencdo da hidroxiprolina e se a reagcdo era dose-dependente, utilizando padrdes
com concentragées de 10mM (Figura 15A) e 1mM (Figura 15B) deste aminoacido
para confirmar que o pico em que mediamos as areas que a hidroxiprolina era de
fato esse aminoacido. Feito isso, analisamos as amostras e verificamos que aos 15
dias de infeccdo os animais apenas infectados com o fungo foram os que
apresentaram a menor concentracdo de hidroxiprolina. Tanto os animais tratados
com IFN-y como os com Tetraciclina apresentaram uma concentracdo maior de

hidroxiprolina que os animais apenas infectados, porém essa diferenca nao foi
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significante. No entanto, os animais que receberam tratamento com Lumiracoxib ou
com Celecoxib apresentaram concentragdes de hidroxiprolina semelhantes entre si,
porém, significantemente maiores que os outros grupos tratados ou que o grupo
apenas infectado (Figura 16). Aos 120 dias de infecgdo, os animais apenas
infectados e os animais tratados com IFN-y apresentaram os mesmos valores de
concentracdo de hidroxiprolina, sendo um pouco menor esta concentragdo, que a
encontrada nos animais tratados com Lumiracoxib. Os animais tratados com
Tetraciclina apresentaram uma concentracdo significativamente maior de
hidroxiprolina, que os demais grupos analisados (Figura 17).

Os animais que receberam tratamento com IFN-y ou os animais apenas infectados,
mantiveram uma quantidade semelhante de colageno nas lesdes, diferindo apenas
na arquitetura do granuloma, resultando em uma concentragdo semelhante de
hidroxiprolina. Os animais que receberam tratamento com Tetraciclina no periodo
inicial de infeccdo tiveram um menor depdsito de colageno e isso refletiu na
concentragdo de hidroxiprolina que foi a menor encontrada de todos os grupos,
porém no periodo tardio, esses animais tiveram um grande depdsito de colageno na
lesdo, e isso refletiu no aumento da concentragcao de hidroxiprolina. Finalmente os
animais que receberam tratamento com algum dos antiinflamatorios, no periodo
inicial, pela analise de colageno total, mostraram uma grande quantidade destas
fiboras no tecido e tiveram um aumento significativo da concentracdo de
hidroxiprolina, e na infec¢ao tardia tiveram um menor depdsito de colageno, e menor
concentragdo de hidroxiprolina, mostrando que a quantidade deste aminoacido esta
intimamente relacionada com o de depdsito de colageno nas lesdes.

Podemos, portanto sugerir uma relagao direta com o grau de depdsito de colagenos
observados nas laminas histolégicas do epiplon. Ainda nao foi relatada na literatura
a quantificacdo de hidroxiprolina como parametro para aferir o efeito de tratamento

com algum desses farmacos que atuam na MEC.

4.8 Detecgao imunohistoquimica de colageno | no epiplon

No periodo de 15 dias de infecgdo, os animais apenas infectados (Prancha 36A)
apresentaram marcagao positiva para colageno tipo |, sendo possivel a visualizagao
dessas fibras marcadas formando um granuloma, com solugdo de continuidade em
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sua capsula, que permitiria a disseminag¢ao do fungo. Os animais tratados com IFN-y
(Prancha 36B) também apresentaram marcagéao positiva para colageno |, porém em
menor grau que os animais apenas infectados. As fibras marcadas formavam um
granuloma compacto, sugerindo limitagdo de disseminag&o fungica por este tipo de
colageno. Os animais tratados com Tetraciclina (Prancha 36C) apresentaram
marcagao negativa para este tipo de colageno, confirmando nossos dados obtidos
através da analise histopatolégica com coloragcdo HE, em que mostravamos que
esse grupo de animais ndo produz granulomas e apresentaram auséncia de fibras
colagenas do tipo |. Os animais tratados com Lumiracoxib (Prancha 36D) ou com
Celecoxib (Prancha 36E) apresentaram uma intensa marcagao positiva para
colageno |, cujas fibras se alongavam por todo o tecido, e se apresentavam
orientadas em diversas diregbes. Essa desorganizac&o das fibras colagenas do tipo
| favoreceria a disseminagdo fungica, pois ndo ha delimitagdo do granuloma. Um
corte foi testado sem a adigdo do anticorpo primario (Prancha 36F) para controle
negativo da reacao.

Aos 120 dias de infecgado pudemos verificar os animais apenas infectados (Prancha
37A) tiveram marcacédo positiva para esta reagdo, podendo ser observado a
formagado de granulomas frouxos. Os animais infectados e tratados com a citocina
IFN-y (Prancha 37B) obtiveram marcagdo positiva, e analisando a imagem,
conseguimos ver a formagao de um granuloma compacto, bem delimitado, aonde as
fibras formam uma lesdo que formam uma barreira contra a disseminagao fungica.
Os animais tratados com Tetraciclina (Prancha 37C) tiveram uma marcagdo muito
forme, mostrando varios granulomas bem compactos, aonde conseguem impedir a
disseminagao fungica. Os animais tratados com Lumiracoxib (Prancha 37D) tiveram
uma marcacao positiva, porém discreta, aonde pudemos verificar um pequeno
depdsito de colageno no tecido.

De modo geral, as caracteristicas da disposicdo e da quantidade das fibras
colagenas do tipo | refletiram o aspecto verificado pela analise do colageno total,
sugerindo que esta classe de colageno seja a principal responsavel pelo tipo de
arquitetura do granuloma paracocidioidomicoético e que seja um tipo de colageno

muito afetado pelos diferentes tratamentos aqui empregados.
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4.9 Quantificagao da area de lesao

A area das lesdes foi quantificada analisando o tamanho da lesdo, sendo a
porcentagem de quanto a lesdo pega da imagem, e a quantificagdo fungica foi feita
pela contagem de cada célula fungica presente na imagem adquirida (Figura 18).
Quanto a area de lesdo, aos 15 dias os animais infectados e tratados com um dos
antiinflamatoérios, apresentaram uma lesao significativamente maior (Figura 19A).
Aos 120 dias, os animais apenas infectados e tratados com Tetraciclina, foi o grupo
de animais que apresentou a maior lesdo, estatisticamente significativa (Figura
19B). Quanto a disseminagdo fungica, pudemos verificar que aos 15 dias (Figura
20A) e aos 120 dias (Figura 20B) de infecgdo, os animais tratados com um dos
antiinflamatorios foram os que apresentaram a maior quantidade de células fungicas
disseminadas no tecido.

Nos achadas mostram que o tamanho da lesdo ndo é o fator determinante para a
contencéo da disseminacao fungica, e sim a arquitetura que essa lesdo apresenta,

para impedir que o fungo se dissemine.

4.10 Quantificagédo do colageno total nas lesées

A quantificacdo do colageno total das lesbes foi analisada pelo mesmo método
utilizado, para quantificacdo da area das lesdes. Nela pudemos verificar que aos 15
dias de infecgdo, os animais que apresentaram a maior quantidade de colagenos
foram os tratados com um dos antiinflamatérios (Figura 21A) que nos demais
grupos analisados. Ja aos 120 dias de infeccao (Figura 21B), os animais que
apresentaram uma quantidade de colageno total nas lesbes, significativamente
maior que os demais grupos, foram os animais tratados com Tetraciclina.

Estes resultados confirmam todos os achados, mostrando que a quantidade de
hidroxiprolina presente na lesdao, e seu tamanho, é proporcional com a quantidade

de colageno na leséo.
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4.11 Analise de sobrevida

O teste de sobrevida foi feito com animais apenas infectados e animais tratado com
o antibiético Tetraciclina. Os animais apenas infectados comegaram a morrer a partir
do 60° dia, aos 200° dia ndo havia mais animal apenas infectado vivo. Ja os animais
que receberam tratamento com Tetraciclina, comegaram a morrer a partir do dia 80°
e no 220° ainda existiam mais de 60% dos animais vivos. Estes dados comprovam o
aumento da sobrevida dos animais infectados com P.brasiliensis e que receberam

tratamento com Tetraciclina (Figura 22).
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Figura 1 - Quantificagcao de fungos viaveis em camundongos B10.A inoculados com
Pb18 e submetido a um dos tratamentos (IFN-y; Tetraciclina; Lumiracoxib;
Celecoxib) ou apenas infectados, aos 15 dias de infec¢dao. As barras
representam o erro médio padrao.

o - Diferencga estatistica significativa com p < 0,05 em relagdo aos controles
apenas infectados.
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Figura 2 - Quantificagcao de fungos viaveis em camundongos B10.A inoculados com
Pb18 e submetido a um dos tratamentos (IFN-y; Tetraciclina; Lumiracoxib;
Celecoxib) ou apenas infectados, aos 15 dias de infeccdao. As barras

representam o erro médio padrao.
* - Diferenca estatistica significativa com p < 0,05 em relagdo aos controles

apenas infectados.
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Figura 3 - Quantificagdao de fungos viaveis em camundongos B10.A inoculados com
Pb18 e submetido a um dos tratamentos (IFN-y; Tetraciclina; Lumiracoxib)
ou apenas infectados, aos 120 dias de infec¢dao. As barras representam o

erro médio padrao.
* - Diferenca estatistica significativa com p < 0,05 em relacdo aos controles

apenas infectados.
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Figura 4 - Quantificagcao de fungos viaveis em camundongos B10.A inoculados com
Pb18 e submetido a um dos tratamentos (IFN-y; Tetraciclina; Lumiracoxib)
ou apenas infectados, aos 120 dias de infecgdo. As barras representam o
erro médio padrao.
* - Diferenca estatistica significativa com p < 0,05 em relagdo aos controles
apenas infectados.
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Figura 5 — Determinag¢ao da concentragcao de NO, mensurado sob a forma de nitrito,
em camundongos B10.A inoculados com Pb18 e submetido a um dos
tratamentos (IFN-y; Tetraciclina; Lumiracoxib; Celecoxib) ou apenas
infectados, aos 15 dias de infec¢do. As barras representam o erro médio

padréo.
* - Diferenca estatistica significativa com p < 0,05 em relagdo aos controles

apenas infectados.
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Figura 6 — Determinagdo da concentragdao de NO, mensurado sob a forma de nitrito,
em camundongos B10.A inoculados com Pb18 e submetido a um dos

tratamentos (IFN-y; Tetraciclina; Lumiracoxib; Celecoxib) ou apenas
infectados, aos 15 dias de infec¢ao. As barras representam o erro médio

padrao.
* - Diferenca estatistica significativa com p < 0,05 em relagdo aos controles

apenas infectados.
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Figura 7 — Determinagao da concentragdao de NO, mensurado sob a forma de nitrito,
em camundongos B10.A inoculados com Pb18 e submetido a um dos
tratamentos (IFN-y; Tetraciclina; Lumiracoxib) ou apenas infectados, aos
120 dias de infecg¢ao. As barras representam o erro médio padrao.

* - Diferenca estatistica significativa com p < 0,05 em relagdo aos controles
apenas infectados.
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Figura 8 — Determinagdo da concentragdo de NO, mensurado sob a forma de nitrito,
em camundongos B10.A inoculados com Pb18 e submetido a um dos
tratamentos (IFN-; Tetraciclina; Lumiracoxib) ou apenas infectados, aos
120 dias de infecg¢ao. As barras representam o erro médio padrao.

* - Diferenca estatistica significativa com p < 0,05 em relagdo aos controles
apenas infectados.
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Figura 9 — Concentragdo das citocinas GM-CSF; TNF-a e IL-12 no epiplon de
camundongos B10.A inoculados com Pb18 e submetido a um dos
tratamentos (IFN-; Tetraciclina; Lumiracoxib; Celecoxib) ou apenas
infectados, aos 15 dias de infecg¢ao. As barras representam o erro médio
padrao.

* - Diferenca estatistica significativa com p < 0,05 em relagdo aos controles
apenas infectados.
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Figura 10 — Concentracao das citocinas TGF-B e IFN-y no epiplon de camundongos
B10.A inoculados com Pb18 e submetido a um dos tratamentos (IFN-y;
Tetraciclina; Lumiracoxib; Celecoxib) ou apenas infectados, aos 15 dias
de infecgao. As barras representam o erro médio padrao.

* - Diferenca estatistica significativa com p < 0,05 em relagao aos controles
apenas infectados.
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Figura 11 - Concentragcdo das citocinas GM-CSF; TNF-a e IL-12 no epiplon de
camundongos B10.A inoculados com Pb18 e submetido a um dos
tratamentos (IFN-y; Tetraciclina; Lumiracoxib; Celecoxib) ou apenas

infectados, aos 120 dias de infecg¢ao. As barras representam o erro médio

padrao.

- Diferenca estatistica significativa com p < 0,05 em relagdo aos controles

apenas infectados.
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Figura 12 — Concentragcao das citocinas TGF-B e IFN-y no epiplon de camundongos
B10.A inoculados com Pb18 e submetido a um dos tratamentos (IFN-y;

Tetraciclina; Lumiracoxib; Celecoxib) ou apenas infectados, aos 120 dias
de infecgao. As barras representam o erro médio padrao.

* - Diferenga estatistica significativa com p < 0,05 em relagdo aos controles
apenas infectados.
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Figura 13 — Concentragcao de MMP-9 no epiplon de camundongos B10.A inoculados
com Pb18 e submetido a um dos tratamentos (IFN-y; Tetraciclina;
Lumiracoxib; Celecoxib) ou apenas infectados, aos 15 (A) e 120 dias (B)
de infecgao. As barras representam o erro médio padrao.

* - Diferencga estatistica significativa com p < 0,05 em relagdo aos controles
apenas infectados.
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Figura 14 — Concentragcao de MMP-2 no epiplon de camundongos B10.A inoculados
com Pb18 e submetido a um dos tratamentos (IFN-y; Tetraciclina;
Lumiracoxib; Celecoxib) ou apenas infectados, aos 15 (A) e 120 dias (B)
de infecgao. As barras representam o erro médio padrao.
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Prancha 1 — Andlise quanto a presenc¢a de fungos em baco, figado e pulmao através
da coloragao Grocott em camundongos apenas infectados, com 15 dias
de infecgao — Neste grupo de animais n&o conseguimos ver fungo nem no
baco (A-40x)(B-100x), nem no figado (C-40x)(D-100x) € nem no pulméo (E-
40x)(F-100x).
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Prancha 2 — Andlise quanto a presencga de fungos em baco, figado e pulmao através
da coloragdo Grocott em camundongos infectados e tratados com IFN-y
com 15 dias de infec¢ao - Neste grupo de animais ndo conseguimos ver

fungo nem no bago (A-40x)(B-100x), nem no figado (C-40x)(D-100x) e nem
no pulméo (E-40x)(f-100x).
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Prancha 3 — Analise quanto a presenc¢a de fungos em bacgo, figado e pulmao através
da coloragdo Grocott em camundongos infectados e tratados com
Tetraciclina com 15 dias de infeccdo - Neste grupo de animais néao
conseguimos ver fungo nem no bago (A-40x)(B-100x), nem no figado (C-
40x)(D-100x) € nem no pulmao (E-40x)(f-100x).
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Prancha 4 — Analise quanto a presenc¢a de fungos em baco, figado e pulmao através
da coloragdao Grocott em camundongos infectados e tratados com
Lumiracoxib com 15 dias de infeccao - Este grupo de animais
apresentaram intensa populagdo fungica com a morfologia tipica no tecido
que reveste o baco (A-40x)(B-100x) e o figado (C-40x)(100x), no pulmao nao
foi visto célula fungica (E-40x)(F-100x).
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Prancha 5 — Analise quanto a presenc¢a de fungos em baco, figado e pulmao através
da coloragdao Grocott em camundongos infectados e tratados com
Celecoxib com 15 dias de infecgdo - Este grupo de animais apresentaram
intensa populacado fungica com a morfologia tipica no tecido que reveste o
baco (A-40x)(B-100x) e o figado (C-40x)(100x), no pulmao nao foi visto célula
fungica (E-40x)(F-100x).
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Prancha 6 — Analise quanto a presenca de fungos em bacgo, figado e pulmao através
da colorag¢ao Grocott em camundongos apenas infectados, com 120 dias
de infecgcdo — Neste grupo de animais ndo conseguimos ver fungo nem no
baco (A-40x)(B-100x), nem no figado (C-40x)(D-100x) e nem no pulmao (E-
40x)(F-100x).
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Prancha 7 — Analise quanto a presenca de fungos em bacgo, figado e pulméo através
da coloragdao Grocott em camundongos infectados e tratados com IFN-y
com 120 dias de infecgao - Neste grupo de animais ndo conseguimos ver

fungo nem no baco (A-40x)(B-100x), nem no figado (C-40x)(D-100x) e nem
no pulméao (E-40x)(f-100x).
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Prancha 8 — Analise quanto a presenc¢a de fungos em bacgo, figado e pulmao através
da coloragdo Grocott em camundongos infectados e tratados com
Tetraciclina com 15 dias de infeccdo - Neste grupo de animais néao
conseguimos ver fungo nem no bago (A-40x)(B-100x), nem no figado (C-
40x)(D-100x) € nem no pulmao (E-40x)(f-100x).
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Prancha 9 — Analise quanto a presenca de fungos em bacgo, figado e pulméo através
da coloragdo Grocott em camundongos infectados e tratados com
Lumiracoxib com 120 dias de infeccdo - Este grupo de animais
apresentaram intensa populagado fungica com a morfologia tipica no tecido

que reveste o bago (A-40x)(B-100x) e o figado (C-40x)(100x), no pulmao nao
foi visto célula fungica (E-40x)(F-100x).
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Prancha 10 - Avaliagcdo da disseminagao fuangica, aspecto do granuloma e

celularidade presente no epiplon através da coloragao de Grocott e
HE em animais sem infec¢do — Os animais ndo apresentam presenca

alguma de fungos (A-40x) (B-400x). Esses animais nao possuem leséo
(C-40x) e nem células inflamatérias (D-200x).
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Prancha 11

Avaliagdo da disseminacao fungica, aspecto do granuloma e
celularidade presente no epiplon através da coloragdo de Grocott e
HE em animais apenas infectados, aos 15 dias de infeccao — Os
animais apenas infectados apresentaram grande foco fungico com uma
discreta disseminagédo (A-40x) a morfologia desse fungo era quase que
totalmente tipica (B-400x). Esses animais apresentaram um granuloma
com aspecto frouxo (C-40x) e presenca de células gigantes
multinucleadas (D-400x).
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Prancha 12 - Avaliagdo da disseminacdao fungica, aspecto do granuloma e
celularidade presente no epiplon através da coloragao de Grocott e
HE em camundongos infectados e tratados com IFN-y, aos 15 dias
de infecgdo — Os animais infectados e tratados com IFN-y apresentaram
foco fungico bem centralizado (A-40x) com a morfologia que variava de
tipico para atipico (B-400x). Houve a formacdo de um granuloma
compacto (C-40x) e a presenca de grande numero de células
inflamatdrias (D-400x).
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Prancha 13 - Avaliagdo da disseminagdo fungica, aspecto do granuloma e
celularidade presente no epiplon através da coloragdo de Grocott e
HE em animais infectados e tratados com Tetraciclina, aos 15 dias
de infeccdo — Os animais infectados e tratados com tetraciclina
apresentaram pequeno numero de fungos dispersos pelo tecido (A-40x)
porém com a maioria apresentando uma morfologia atipica (B-400x). Nao
houve formagéo de granuloma (C-40x) nem presenca de células gigantes
(D-400x).
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Prancha 14 -

Avaliacdo da disseminagdao fungica, aspecto do granuloma e
celularidade presente no epiplon através da coloragdo de Grocott e
HE em animais infectados e tratados com Lumiracoxib, aos 15 dias
de infecgcdo — Os animais com lumiracoxib apresentaram intensa
disseminacao fungica (A-40x) com sua morfologia tipica (B-400x). Houve
uma deposi¢cao absurda de colageno (C-40x) e a presenga de células
gigantes multinucleadas que chegavam a ter 16 nucleos (D-400x).
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Prancha 15 - Avaliagcdo da disseminacdao fungica, aspecto do granuloma e
celularidade presente no epiplon através da coloragdao de Grocott e
HE em animais infectados e tratados com Celecoxib, aos 15 dias de
infeccao —Os animais infectados e tratados com celecoxib apresentaram
intensa disseminacao fungica (A-40x) com sua morfologia tipica (B-400x).
Houve uma deposi¢cdo absurda de colageno (C-40x) e a presenga de
células gigantes multinucleadas que chegavam a ter 16 nucleos (D-400x).
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Prancha 16 - Avaliagdao da disseminagdo fuangica, aspecto do granuloma e
celularidade presente no epiplon através da coloragdao de Grocott e
HE em animais infectados com salina, aos 120 dias de infec¢ao — Os
animais nao apresentam fungo algum (A-40x) (B-400x). Esses animais
possuem um epiplon pouco desenvolvido, sem células inflamatérias (C-
40x) (D-400x).
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Prancha 17 - Avaliagdo da disseminagdo fungica, aspecto do granuloma e
celularidade presente no epiplon através da coloragdao de Grocott e
HE em animais apenas infectados, aos 120 dias de infeccdo — Os
animais apenas infectados apresentaram grande foco fungico com uma
intensa disseminagdo (A-40x) a morfologia desse fungo era quase que
totalmente tipica (B-400x). Esses animais apresentaram um granuloma
com aspecto frouxo (C-40x) e presenga de células gigantes
multinucleadas (D-400x).
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Prancha 18 - Avaliagdo da disseminagdo fuangica, aspecto do granuloma e
celularidade presente no epiplon através da coloragdao de Grocott e
HE em camundongos infectados e tratados com IFN-y, aos 120 dias
de infecgdo — Os animais infectados e tratados com IFN-y apresentaram
foco fungico bem centralizado (A-40x) com a morfologia que variava de
tipico para atipico (B-400x). Houve a formagdo de um granuloma
compacto (C-40x) e a presenga de grande numero de células
inflamatorias (D-400x).
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Prancha 19 - Avaliagdo da disseminacdao fungica, aspecto do granuloma e
celularidade presente no epiplon através da coloragdo de Grocott e
HE em animais infectados e tratados com Tetraciclina, aos 120 dias
de infeccdo — Os animais infectados e tratados com tetraciclina
apresentaram pequeno numero de fungos centralizado (A-40x) porém
com a maioria apresentando uma morfologia atipica (B-400x). Houve
formagao de granuloma bem compacto (C-40x) com células inflamatérias
sobre a populacao de fungos (D-400x).
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Prancha 20 - Avaliagdo da disseminagdo fungica, aspecto do granuloma e
celularidade presente no epiplon através da coloragdo de Grocott e
HE em animais infectados e tratados com Lumiracoxib, aos 120 dias
de infecgdo — Os animais com lumiracoxib apresentaram disseminacgao
fungica (A-40x) com sua morfologia tipica (B-400x). Houve uma discreta
deposigdo de colageno sobre o tecido (C-40x) com algumas células
gigantes (D-400x).

82



Prancha 21 - Anadlise histolégica de pulmbées com a coloragao HE aos 15 dias de
infeccao — Através da analise dos pulmdes de todos os grupos estudados,
com a coloragao de hematoxilina e eosina, pudemos verificar que os animais
apenas infectados (A-40x) bem como os que se submeteram a um dos
tratamentos, ou com IFN-y (B-40x), com Tetraciclina (C-40x), com
Lumiracoxib (D-40x) ou Celecoxib (E-40x) mantiveram a mesma arquitetura
e celularidade mostrando que na fase aguda da doenga dos animais
susceptiveis a PCM, o pulmao nao é afetado.
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Prancha 22 - Anadlise histolégica de pulmées com a coloragdo HE aos 120 dias de
infecgcao — Através da analise dos pulmdes de todos os grupos estudados,
com a coloragado de hematoxilina e eosina, pudemos verificar que os animais
apenas infectados (A-40x) bem como os que se submeteram a um dos
tratamentos, ou com IFN-y (B-40x), com Tetraciclina (C-40x) ou com
Lumiracoxib (D-40x) mantiveram a mesma arquitetura e celularidade.
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Prancha 23 - Analise histolégica de figado com a coloragao HE aos 15 dias de
infecg¢ao — Através da analise do figado de todos os grupos estudados, com
a coloracdo de hematoxilina e eosina, pudemos verificar que os animais
apenas infectados (A-40x) bem como os que além da infecgdo se
submeteram a um dos tratamentos, ou com IFN-y (B-40x), com Tetraciclina
(C-40x), com lumiracoxib (D-40x) ou celecoxib (E-40x) mantiveram a mesma
arquitetura e celularidade.
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Prancha 24 - Analise histolégica de figado com a coloragao HE aos 120 dias de
infecgcao — Através da analise do figado de todos os grupos estudados, com
a coloracdo de hematoxilina e eosina, pudemos verificar que os animais
apenas infectados (A-40x) bem como os que além da infecgdo se
submeteram a um dos tratamentos, ou com IFN-y (B-40x), com Tetraciclina
(C-40x), ou com lumiracoxib (D-40x) mantiveram a mesma arquitetura e
celularidade.
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Prancha 25 — Analise histolégica de bag¢o a coloragdo HE aos 15 dias de infecgao —
Através da analise do baco dos grupos estudados, com a coloracéo de
hematoxilina e eosina, pudemos verificar que os animais apenas infectados
(A-40x) ou que além de infectados que se submeteram a um dos
tratamentos, ou com IFN-y (B-40x), com Tetraciclina (C-40x), com
lumiracoxib (D-40x) ou celecoxib (E-40x) mantiveram a mesma arquitetura e
celularidade.
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Prancha 26 — Andlise histoldgica de bago a coloragao HE aos 120 dias de infecg¢ao —
Através da analise do baco dos grupos estudados, com a coloracéo de
hematoxilina e eosina, pudemos verificar que os animais apenas infectados
(A-40x) ou que além de infectados que se submeteram a um dos
tratamentos, ou com IFN-y (B-40x), com Tetraciclina (C-40x) ou lumiracoxib
(D-40x) mantiveram a mesma arquitetura e celularidade.
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Prancha 27 — Analise das fibras colagenas no epiplon dos animais apenas infectados,
aos 15 dias de infec¢dao, corado com Picrosirius — Esses animais
apresentaram deposicao de fibras colagenas formando um granuloma frouxo
(A-40x) com fibras tentando circunscrever o foco fungico (B-200x). Ao
polarizarmos a luz pudemos notar claramente que as fibras ndo sao
totalmente uniformes (C-200x) e ndo fecham completamente a lesdo (D-40x).
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Prancha 28 - Anadlise das fibras colagenas no epiplon dos animais infectados e
tratados com IFN-y, aos 15 dias de infecgao, corado com Picrosirius —
Esse grupo de animais apresentaram um granuloma compacto (A-40x)
com fibras que circunscreve a lesdo (B-200x). Quando polarizado, o corte

revela fibras colagenas fechando a lesdo (C-40x) em posigao uniforme (D-
200x).
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Prancha 29 - Andlise das fibras colagenas no epiplon dos animais infectados e
tratados com Tetraciclina, aos 15 dias de infec¢do, corado com
Picrosirius — Esse grupo de animais nao apresentou granuloma (A-40x)
com algumas fibras isoladas (B-200x). Quando polarizado, o corte revela
auséncia total de colageno (C-40x) (D-200x).
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Prancha 30 - Andlise das fibras colagenas no epiplon dos animais infectados e
tratados com Lumiracoxib, aos 15 dias de infec¢cdao, corado com
Picrosirius — Esse grupo de animais nao apresentou granuloma (A-40x)
porém essa auséncia se deu pelo deposito muito grande de fibras
colagenas(B-200). Quando o corte foi polarizado deu para ver claramente o
tecido inteiro com fibras colagenas (C-40x) que variavam suas diregbes
entre elas (D-200x).
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Prancha 31 - Analise das fibras colagenas no epiplon dos animais infectados e
tratados com Celecoxib, aos 15 dias de infec¢ao, corado com
Picrosirius — Esse grupo de animais nao apresentou granuloma (A-40x)
porém essa auséncia se deu pelo deposito muito grande de fibras
colagenas(B-200). Quando o corte foi polarizado deu para ver claramente o
tecido inteiro com fibras colagenas (C-40x) que variavam suas diregcbes
entre elas (D-200x).
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Prancha 32 — Analise das fibras colagenas no epiplon dos animais apenas infectados,
aos 120 dias de infeccdo, corado com Picrosirius — Esses animais
apresentaram deposicao de fibras colagenas formando um granuloma frouxo
(A-40x) com fibras tentando circunscrever o foco fungico (B-200x). Ao
polarizarmos a luz pudemos notar claramente que as fibras ndo sao
totalmente uniformes (C-200x) e ndao fecham completamente a lesdo (D-40x).
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Prancha 33 - Andlise das fibras colagenas no epiplon dos animais infectados e
tratados com IFN-y, aos 120 dias de infecg¢ao, corado com Picrosirius —
Esse grupo de animais apresentaram um granuloma compacto (A-40x) com
fibras que circunscreve a lesdo (B-200x). Quando polarizado, o corte revela
fibras colagenas fechando a lesdo (C-40x) em posi¢ao uniforme (D-200x).
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Prancha 34 - Andlise das fibras colagenas no epiplon dos animais infectados e
tratados com Tetraciclina, aos 120 dias de infeccdo, corado com
Picrosirius — Esse grupo de animais apresentou granuloma espesso, bem
compacto (A-40x) com fibras bem marcantes (B-200x). Quando polarizado,
o corte revela fibras coldgenas bem organizadas (C-40x) finas e grossas (D-
200x).
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Prancha 35 - Analise das fibras colagenas no epiplon dos animais infectados e
tratados com Lumiracoxib, aos 120 dias de infec¢ao, corado com
Picrosirius — Esse grupo de animais n&o apresentou granuloma (A-40x)
essa auséncia se deu pelo deposito de poucas fibras colagenas (B-200).
Quando o corte foi polarizado notamos pouca fibra polarizada (C-40x) que
variavam suas dire¢des entre elas (D-200x).
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Figura 15 — Determinagao do tempo de retengao de hidroxiprolina presente no epiplon
de camundongos B10.A.
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Figura 16 — Concentragdao de hidroxiprolina presente no epiplon de camundongos
B10.A submetido a um dos tratamentos (IFN-y; Tetraciclina;
Lumiracoxib; Celecoxib) ou apenas infectados, aos 15 dias de infeccao.
As barras representam o erro médio padréo.

* - Diferenga estatistica significativa com p < 0,05 em relagdo aos controles
apenas infectados.
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Figura 17 — Concentragdo de hidroxiprolina presente no epiplon de camundongos
B10.A submetido a um dos tratamentos (IFN-y; Tetraciclina;
Lumiracoxib) ou apenas infectados, aos 120 dias de infecgdo. As barras
representam o erro médio padrao.

* - Diferenca estatistica significativa com p < 0,05 em relagdo aos controles
apenas infectados.
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Prancha 36 — Reacgao de estreptavidina-peroxidade para detec¢ao de colageno | aos
15 dias de infec¢dao — A — O grupo de animais apenas infectados apresentou
marcagao positiva com formagao de granuloma frouxo (40x). B — Os animais
tratados com IFN-y apresentaram marcagéo positiva, com formacéo de
granuloma compacto (40x). C — O grupo de animais tratados com Tetraciclina
apresentou marcagéo negativa ndo havendo formacao de granuloma (40x). D
— Os animais tratados com Lumiracoxib, apresentaram intensa marcagao
positiva, com fibras tomando todo o tecido (40x). E — Os animais tratados com
Celecoxib apresentaram marcacgdo positiva bem marcante, por todo o tecido
(40x). F — Corte para controle negativo, sem a adi¢gdo de anticorpo primario.
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Prancha 37 — Reacgao de estreptavidina-peroxidade para detec¢ao de colageno | aos
120 dias de infeccao — A — O grupo de animais apenas infectados
apresentou marcagao positiva com formacao de granuloma frouxo (40x). B —
Os animais tratados com IFN-y apresentaram marcagao positiva, com
formagao de granuloma compacto (40x). C — O grupo de animais tratados
com Tetraciclina apresentou marcacao negativa ndo havendo formagao de
granuloma (40x). D — Os animais tratados com Lumiracoxib, apresentaram
intensa marcacgao positiva, com fibras tomando todo o tecido (40x).
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Figura 18 — A figura representa uma imagem capturada pelo microscépio Nikon
ECLIPSE 80i e feita a contagem quantitativa da imagem capturada pelo

programa NIS Br.
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Figura 19 — Area da lesdo das imagens de epiplon captadas de camundongos B10.A
inoculados com Pb18 e submetido a um dos tratamentos (IFN-y;
Tetraciclina; Lumiracoxib; Celecoxib) ou apenas infectados, aos 15 dias
(A) e aos 120 dias (B) de infeccdao. As barras representam o erro médio

padrao.

¢ - Diferenca estatistica significativa com p < 0,05 em relagdo aos controles

apenas infectados.
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Figura 20 — Numero de fungos encontrado nas imagens de epiplon captadas de
camundongos B10.A inoculados com Pb18 e submetido a um dos
tratamentos (IFN-y; Tetraciclina; Lumiracoxib; Celecoxib) ou apenas
infectados, aos 15 dias (A) e aos 120 dias (B) de infeccdo. As barras
representam o erro médio padréao.

* Diferenca estatistica significativa com p < 0,05 em relagdo aos controles
apenas infectados.
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Figura 21 - Colageno Total na lesdo das imagens de epiplon captadas de
camundongos B10.A inoculados com Pb18 e submetido a um dos
tratamentos (IFN-y; Tetraciclina; Lumiracoxib; Celecoxib) ou apenas
infectados, aos 15 dias (A) e aos 120 dias (B) de infecg¢ao. As barras
representam o erro médio padréao.

* Diferenga estatistica significativa com p < 0,05 em relagdo aos controles
apenas infectados.
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Figura 21 — Sobrevida dos camundongos B10.A inoculados com Pb18 e submetido ou
nao ao tratamento com Tetraciclina do dia 0 ao dia 220 apés infeccao.
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5 CONCLUSOES

Com os resultados obtidos durante o periodo a que se refere o presente relatorio
pudemos concluir que:

- O tratamento com IFN-y causou uma reducdo da carga fungica viavel e da
concentracdo de MMP-9 em ambos os periodos estudados. Proporcional um
aumento da concentracédo de NO, IFN-y e de IL-12. Favoreceu a presenga de células
inflamatdrias, formagdo de um granuloma compacto com fibras colagenas
organizadas, sem alteragdo na concentragao de hidroxiprolina e presencga de células
inflamatdrias tanto nos animais com 15 dias de infecgdo, como nos animais
infectados por 120 dias.

- O uso do antibidtico Tetraciclina diminuiu a viabilidade fungica, e a concentragéo
de MMP-9 no periodo inicial da infeccdo e aumentou a concentracdo de NO, GM-
CSF e IL-12. No periodo inicial de infecgdo nao permitiu a formagao de granuloma, e
manteve os niveis de hidroxiprolina normais, sem que houvesse a presenca de
fibras colagenas, porém na lesdo tardia, teve a formagcdo de um granuloma
compacto para contengao da disseminagao fungica. O tratamento com esta droga
também aumentou a sobrevida dos animais com P.brasiliensis.

- O efeito da administracdo dos antiinflamatorios Celecoxib e Lumiracoxib foi
semelhante em relagao a todos os parametros analisados. No periodo de 15 dias de
infeccdo, ambos causaram um aumento do numero de P. brasiliensis viaveis e
producao de uma baixa concentragao de NO, porém elevada concentragdo de TNF-
a. Estes tratamentos ocasionaram um aumento significativo do numero de células
gigantes multinucleadas, depdsito de colageno muito grande nas lesdes que se
apresentou desorganizado com aumento significativo da concentracdo de
hidroxiprolina. No periodo de 120 dias de infecgdo, os animais tratados com
Lumiracoxib apresentaram menor depdsito de colageno, porém as lesdes

continuavam frouxas e com disseminacgao fungica.
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