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RESUMO

Estudos em nosso laboratério caracterizaram camundongos B10.A como
susceptiveis e camundongos A/J como resistentes a infecgdo pulmonar pelo
P.brasiliensis.

Para investigar o papel das células PMN na paracoccidioidomicose (PCM)
pulmonar, camundongos B10.A e A/J foram depletados destas células através da
inoculagao in vivo por via intraperitoneal (i.p.) do anticorpo monoclonal anti-células
PMN e infectados pela via intratraqueal (i.t.) com um milhdo de leveduras viaveis.
Camundongos-controle receberam doses equivalentes de IgG normal de rato.

A deplegdo de granulécitos diminuiu o tempo de sobrevida dos animais
B10.A, mas nado dos animais A/J. Quando comparados com 0s animais nao
depletados, camundongos resistentes apresentaram aumento da carga fungica no
pulmé&o somente no dia 7 pés-infeccdo. Ao contrario, camundongos susceptiveis
depletados de PMN apresentaram nuUmeros mais elevados de células
leveduriformes no pulmao, figado e bago nos dias 7, 15, 30 e 120 pés-infecgéo,
com relagdo aos seus grupos-controle tratados com IgG. A deplegdo dos
granuldcitos, entretanto, nao alterou as reagdes de hipersensibilidade do tipo tardio
(HTT) desenvolvidas por ambas as linhagens de animais.

Considerando a resposta imune humoral, a deplecdo de células PMN levou
a maior produgéo de anticorpos especificos em animais B10.A (Ig Total, IgG1, IgA
e IgG3) e em animais A/J (Ig Total, IgG2a, IgG2b e IgG3). A deplegdo também
alterou o padrado de citocinas pulmonares. Nos animais B10.A-tratados foram
encontradas concentragdes mais elevadas de IL-12 aos 15 dias e de IL-4 aos 120
dias pés-infeccdo, em comparagdo aos animais controle. Niveis de IL-12
significativamente mais altos foram detectados no grupo de animais A/J-
depletados aos 7 e 120 dias e o IFN-y foi detectado em niveis mais elevados em
todo o curso da doenga. Entdo, a deplegdo de PMN induz niveis mais altos de

anticorpos e um ambiente mais pré-inflamatério no local da infecgéo.



previously immunized by the subcutaneous (s.c.) route were depleted or not of PMN
cells and challenged i.t. with one million yeast cells. No differences were detected
in the CFU counts in the lung, liver and spleen between untreated and PMN-
depleted vaccinated mice. PMN depletion also did not alter the production of
specific antibodies but enhanced IL-3 synthesis as well as DTH reactivity.

In conclusion, our results showed that, differently from natural immunity,
PMN cells do not play a protective role in the acquired phase of immune response
to P.brasiliensis infection.

Keywords: paracoccidioidomycosis, fungi, polymorphonuciear neutrophil, mice,

immunity.



ABSTRACT

Previous studies in our laboratory defined susceptible (B10.A) and resistant
(A/J) mice to pulmonary P.brasiliensis infection. To investigate the role of PMN cells
in pulmonary PCM, resistant and susceptible mice were depleted in vivo of these
cells by intraperitoneal (i.p.) injection of a granulocyte-depleting monoclonal
antibody and infected intratracheally (i.t) with one million yeast cells. Control mice
received equivalent doses of normal rat IgG.

PMN depletion decreased survival times of B10.A, but not of A/J infected
mice. When compared with the non-depleted counterparts, resistant mice presented
increased fungal loads in the lung only at day 7 after infection. On the contrary,
PMN-depleted susceptible mice presented higher number of yeast cells in the lung,
liver and spleen at days 7, 15, 30 and 120 after infection than their igG-treated
controls. PMN cells depletion, however, did not alter the DTH reaction developed by
both mouse strains.

Regarding humoral immune response, PMN cells depletion caused
increased production of specific antibodies in B10.A (Total Ig, IgG1, IgA and IgG3)
and A/J (Total Ig, IgG2a, IgG2b and IgG3) mice. Levels of pulmonary cytokines
were also altered after PMN depletion. B10.A-treated mice presented increased
levels of IL-12 and IL-4 at days 15 and 120 post-infection, respectively. In A/J-
depleted mice, augmented levels of IL-12 were detected at days 7 and 120 after
infection; IFN-y, however, was produced in higher levels during whole course of
infection. Thus, PMN depletion induces higher levels of specific antibodies and
enhanced pro-inflammatory milieu at the site of infection.

As a whole, our data on PMN depletion at the onset of infection showed that
neutrophils are important cells in host defense to P.brasiliensis infection. However,
the effect of PMN depletion depends on the genetic background of the host and has
a more pronounced effect in the susceptible strain of mice.

We have also assessed the effect of in vivo depletion of the leukocytes on
the acquired phase of immunity developed by B10.A mice. Thus, B10.A mice



De acordo com esses dados, pudemos verificar que os neutréfilos séo
células importantes na defesa do hospedeiro a infecgdo pelo P.brasiliensis.
Entretanto, o efeito protetor desta populagdo celular depende do patriménio
genético do hospedeiro e é mais marcante na linhagem susceptivel de
camundongos.

Neste trabalho também investigamos o efeito da deplegédo in vivo de
leucécitos PMN na imunidade adquirida e protetora desenvolvida pela pré-
imunizacdo de animais B10.A. Assim, os camundongos foram previamente
imunizados pela via s.c., depletados ou nao de células PMN e desafiados i.t. com 1
milh&ao de células leveduriformes. Nado foram detectadas diferencgas significativas na
contagem de fungos viaveis do pulmao, figado e baco, entre os grupos imunizados
tratados ou ndo com o AcM anti-PMN. A deplecao nao alterou a produg&o de
anticorpos especificos, poréem aumentou significativamente a sintese de IL-3, bem
como a reatividade de HTT.

Portanto, nossos resultados mostraram que, diferentemente da imunidade
natural, os leucdcitos PMN nao exercem um papel protetor na fase adquirida da
resposta imune a infecgéo com o P.brasiliensis.

Palavras Chave: paracoccidioidomicose, fungo, polimorfonuclear neutréfilo,

camundongos, imunidade.
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1- INTRODUGAO

Quando um organismo recebe uma agressdo, seja ela viral, tumoral,
bacteriana, auto-imune ou flangica, desenvolve-se uma resposta inflamatéria e
isso pode originar uma resposta imunolégica especifica. Este tipo de resposta &
resultante da interagcao entre células da imunidade natural (macréfagos, células
natural killer e neutréfilos) e adquirida (linfocitos T e B), que ao produzirem
diferentes mediadores, dentre eles as citocinas, podem mobilizar e ativar
diversos tipos celulares (revisado por Lloyd et al., 1992; por Quesenberry, 1995;
por Cassatella et al., 1995).

Na espécie humana adulta, os granulécitos neutréfilos séo células
produzidas na medula éssea, através de uma célula pluripotente denominada
“stem cell’. Esta célula apresenta alta capacidade de autoduplicagdo e
diferenciagdo (Quesenberry, 1995). Em condigbes normais, o processo de
proliferacao e de maturacdo de granulécitos nos compartimentos, como a
medula-6ssea e sangue periférico duram em média 14 dias (Bainton et al,,
1995).

Os granulécitos maduros tém sobrevida de cerca de 6 a 8 horas no
sangue periférico (Deubelbeiss et al., 1975; Bainton et al., 1995), sendo
capazes de migrar para os tecidos mediante a presengca de fatores
quimiotaticos e receptores especificos (Bainton et al., 1995). Entretanto, em
situacbes como infecgdes bacterianas ou virais, pratica de exercicios,
aplicagbes de drogas injetaveis como epinefrina e desordens hematologicas
podem encurtar o tempo de maturacao dessas células para 24 a 48 horas e a
migracdo das mesmas para os tecidos em poucos minutos (Maloney at al.,
1968; Dale, 1995).



Os granulécitos neutrdfilos sdo importantes células de defesa do
organismo, e este fato estd associado a sua presenca em grande numero nos
vertebrados. Em um adulto normal podem ser produzidos 100 bilhdes de
neutréfilos diariamente (Williams, W.J. et al., 1990; Dancey et al., 1976; Walker
et al, 1980), indicando que estas células apresentam intenso potencial de
defesa contra infecgdes, através de propriedades que |lhe sdo proprias como:
motilidade, quimiotaxia, fagocitose, ac¢do bactericida e digestdao de
microorganismos. Porém, esta defesa é comprometida em pacientes com
neutropenia, leucemia, anormalidade congénita na estrutura ou fungéo dos
neutréfilos (Muzyka, 1996; Wright, 1982).

Todos os granulécitos sao capazes de exercer a fagocitose, embora esta
fungdo seja importante apenas em neutréfilos e macréfagos. A fagocitose de
microorganismos pelos leucdcitos polimorfonucleares neutréfilos (PMN) inicia-
se apds a interacdo dos mesmos com a membrana celular. O fagécito emite
pseudopodes que participam da aderéncia e posterior interiorizacédo do agente
para o citoplasma da célula, formando-se o fagossoma, os lisossomas se
deslocam em sua dire¢do e fundem-se formando o fagolisossoma. A partir da
interagdo da membrana com o agente, formam-se substancias microbicidas em
vias dependentes e independentes do oxigénio (revisado por Athens, 1993).

As substéancias independentes de O, podem resultar da degranulagéo de
neutréfilos, com liberagao de hidrolases acidas (fostatase acida e catepsina B e
D), proteases neutras (elastases e catepsina G), de lisozima, fosfatase alcalina,
lactoferrina (quelante de ferro) e colagenases (revisado por Athens, 1993 e
Rosen et al., 1995). As substancias microbicidas dependentes de O, podem ser
formadas independentemente ou mediadas por mieloperoxidase (MPO),
substancia que se encontra presente em elevadas concentragdes nos granulos
azurdfilos ou primarios dos PMN (Winterbourn et al.,, 1992) e em baixas
concentragées nos mondcitos e macréfagos (Davies et al., 1992; revisado por
Rosen et al., 1995).



Um outro mecanismo microbicida envolve a producdo de metabdlitos
toxicos do oxigénio. Quando as células estdo em repouso, o consumo de O2 é
baixo. Apés a ingestdo de particulas estranhas ocorre o estimulo celular,
ocasionando aumento de consumo de O,, que € conhecido como burst ou
exploséo respiratéria. Estes fatos ocorrem através do estimulo de uma oxidase
presente na membrana celular da célula, a NADPH-oxidase. Esta enzima capta
0 oxigénio, convertendo-0 nos metabdlitos, tais como, superéxido, perdxido de
hidrogénio e acido hipocloroso. As enzimas superoxido dismutase e catalase
promovem a degradagdo do superoxido e do perdxido de hidrogénio,
respectivamente, com o objetivo de limitar o acumulo destes metabdlitos
toxicos. Os neutréfilos sdo desprovidos da enzima superéxido dismutase e,
assim, os produtos metabdlicos formados durante a fagocitose acabam
provocando a morte do préprio neutréfilo (Jancar, 2001).

Estudos realizados em individuos com deficiéncia de MPO tém
demonstrado maior susceptibilidade as infecgbes por Candida albicans
(Nauseef, 1983; 1990), indicando participacdo desta substancia na resisténcia a
infecg¢éo por fungos.

Vale a pena lembrar que a formagdo de acido hipocloroso (HOCI),
componente microbicida mais potente produzido pelos neutréfilos, requer a
presenga da enzima MPO contida nos granulos primarios ou azuréfilos dos
neutréfilos.

Existem relatos demonstrando que o componente principal da atividade
fungicida dos PMN esta localizado nas granulagbes azuréfilas. Os resultados de
uma destas investigagcdes demonstraram que células PMN em humanos
possuem uma potente atividade anti-fingica contra leveduras de Histoplasma
capsulatum (Newman et al., 1993). As defensinas HNP-1, HNP-2 e HNP-3, bem
como a catepsina G e BPI (proteina que aumenta a permeabilidade bacteriana),
derivadas dos granulos azuréfilos dos PMNs, apresentam uma potente
atividade fungistatica, sendo a de maior destaque a defensina HNP-2 (Newman
et al., 2000).



Segundo Levitz et al. (1990), o comportamento dos PMN restritivo ao
crescimento de conidios de Aspergillus fumigatus, esta muito relacionado com a
lactoferrina que € um constituinte importante das granulagdes especificas e,
uma vez liberada para dentro do vaclolo fagocitico de neutrdfilos e de
macrofagos, liga-se firmemente aos ions Fe'™. Deste modo, a lactoferrina
consome o Fe™ que é necessario para a proliferagéo fungica, agindo entao
como um elemento fungistatico. Além dessa acao, a lactoferrina ativa a
formagcdao de metabdlitos do O,, atuando também como agente citocida. A
lactoferrina promove aumento da agregacado dos neutréfilos entre si no foco
infeccioso, e a maior tendéncia de adesdo dos mesmos junto ao endotélio dos
vasos situados nestes focos. A liberacdo excessiva da lactoferrina inibe a
producdo do fator estimulador da formacédo de coldnias de granulécitos e
macrofagos (GM-CSF), atuando, pois, como mecanismo retroalimentado ou
“feedback” negativo, regulador importante da produgao excessiva de neutréfilos.

Estudos recentes demonstraram que, ao contrario do que se pensou por
muito tempo, os PMN ativados também s&o células capazes de sintetizar
citocinas (Bliss et al., 1999; Djeu et al., 1990; Dubravec et al., 1990; Romani et
al., 1997a), além dos linfécitos e macroéfagos (revisado por Lloyd et al., 1992 e
Cassatella et al., 1995). As citocinas liberadas como GM-CSF, G-CSF, IL-3,
TNF-o e IFN-y podem induzir a liberagdo de espécies reativas do oxigénio
(revisado por Steinbeck et al., 1989; por HO et al., 1992; por Appelberg et al.,
1992 e Sullivan et al., 1993), além de atrair células para o local da infecgdo
(revisado por Djeu, 1992 e Bos et al., 1993).

Djeu et al. (1986) constataram que leucécitos PMN de sangue periférico
normal quando estimulados com IFN-y e TNF-a inibiram a replicagdo de
C.albicans. Richardson et al. (1992), verificaram que células PMN de sangue
periférico quando ativadas com GM-CSF também apresentaram atividade
fungicida contra a mesma espécie fungica. De acordo com Kowanko et al.
(1991), neutréfilos de sangue periférico humano, quando estimulados com GM-
CSF, aumentaram a sua atividade fungicida contra Torulopsis glabrata, devido a



estimulacdo do burst respiratério e liberagdo de enzimas especificas dos
granuios azurdfilos. O mesmo tipo de atividade citocida foi evidenciado quando
células PMN eram estimuladas com G-CSF, IFN-y e TNF-a por Roilides et al.
(1993;1998) quando co-cultivaram hifas de Aspergillus fumigatus com
leucécitos PMN estimulados por G-CSF, IFN-y ou TNF-c.

1.1) Leucécitos Polimorfonucleares em modelos experimentais in vivo

Para avaliar a importancia de diversos tipos celulares nas infecgbes é
muito comum o uso de animais de experimentagdo, tais como, coelhos,
hamster, ratos e camundongos.

No camundongo, as células hemopoiéticas sdo formadas na medula
6ssea € no bago. Na medula éssea, predomina alta proliferagdo de
granuldcitos, enquanto no bago ha predominio de producéo de eritroblastos e
linfocitos (Bannermam, 1983; Quesenberry, 1995).

No camundongo adulto normal, o ciclo de vida dos neutréfilos pode ser
dividido em varios compartimentos como a medula éssea, baco e sangue
periférico. Conforme observado através de experimentos realizados em meios
de culturas por Boll e colaboradores (1965), as formas imaturas dos neutréfilos
de camundongos fazem parte do compartimento mitético da medula éssea e
baco envolvendo seqiiencialmente mieloblastos, promielécitos e mielécitos, pois
sao capazes de se dividir. As formas maduras (metamielécitos, bastonetes e
segmentados) ndo sdo capazes de se dividir; apenas continuam os processos
de amadurecimento, formando o compartimento de maturagdo e
armazenamento.

A instalacdo e a evolugdo de uma doenca infecciosa depende da
resposta do hospedeiro e da adaptacéo do agente infectante.



Para avaliar a importancia dos leucécitos PMN nas infecgdes € muito
utilizado o anticorpo monoclonal (RB6-8C5) que é especifico para granulocitos
maduros de camundongos. Este anticorpo reconhece o antigeno (Gr-1 ou Ly-6)
presente na superficie de neutréfilos e eosinéfilos maduros.

Varios estudos foram realizados sobre a participacédo das células PMN
na resposta imune inata contra bactérias, protozoarios e fungos.

O papel dos PMN nas infeccées, em estudos “in vivo", tem sido
caracterizado por varios autores. Appelberg et al. (1994), e Czuprynski et al.
(1994), demonstraram que camundongos BALB/c, depletados de granuldcitos e
infectados com Listeria monocytogenes, apresentavam grande crescimento
bacteriano, principalmente no figado, resultando na morte dos animais. Da
mesma maneira, Conlan (1997) demonstrou que camundongos da linhagem
CB6/F1 se tornaram mais susceptiveis a bactérias enteroinvasivas como
Listeria monocytogenes, Salmonella typhimurium e Yersinia enterocolitica na

auséncia de granulocitos.

Estudos em camundongos BALB/c depletados de neutréfilos
demonstraram maior susceptibiidade destes animais a infec¢bes por
Staphylococcus aureus, resultando em morte, apesar dos niveis elevados de
citocinas inflamatérias (IL-6, TNF-o. € IFN-y) observadas no soro. Os animais
controle infectados, entretanto, resolveram a infecgao (Verdrengh et al., 1997 e
2000).

A participacdo dos neutréfilos na infecgdo por Mycobacterium
tuberculosis foi caracterizada por Pedrosa et al. (2000), demonstrando que o
figado de camundongos BALB/c depletados de PMN e infectados com a
bactéria por via intravenosa apresentava maior nimero de UFC deste patdégeno
em relagdo aos controles infectados e nao deficientes de PMN; este estudo
sugeriu também que os animais depletados de células PMN expressavam
baixos niveis de mMRNA para a sintese de IFN-y e o6xido nitrico e,

consequentemente, ndo controlavam a infecc¢ao.



Buendia et al. (1999) verificaram que camundongos Swiss gravidas
depletadas de células PMN e submetidas a infecgdo por Chlamydia psittaci
apresentavam maior taxa de aborto e de disseminagao deste patdgeno para
baco, resultando em altos indices de mortalidade em relagdo aos controles
infectados e nao depletados de neutréfilos.

Estes dados demonstram que células PMN s&o importantes durante a
fase inicial da infeccdo, e tém um papel como células efetoras da imunidade
inata, reduzindo o numero de parasitos no sitio de infecgao.

A participacéo dos leucécitos PMN na infeccdo murina experimental por
Leishmania major tem sido estudada por muitos autores. Lima et al. (1998)
verificaram que camundongos BALB/c (susceptiveis) e C57BL/6 (resistentes)
depletados de células PMN e infectados com L.major apresentavam uma
disseminagao acelerada do patdogeno e um comprometimento mais grave do
local da infecgéo (pata) em relagdo ao grupo de animais controle, indicando a
importancia dos leucécitos PMN no mecanismo de resisténcia a infecgcao
causada por este protozoario. A analise histolégica da pata desses animais
depletados de células PMN e infectados com L.major demonstrou diferencas
marcantes entre os grupos de animais depletados e nao depletados apenas

durante a primeira semana de infecgao.

Trabalho desenvolvido por Chen et al. (2001) mostrou que camundongos
Balb/c depletados um dia antes de serem infectados com Tripanossoma cruzi
apresentaram exacerbacao da infecgdo e diminuicdo da expressdo de RNAm
para citocinas do tipo Th1 no bago. Entretanto, em camundongos C57BL/6 a
deplecdo de neutréfilos induziu um efeito protetor contra a doenca e elevados
niveis de citocinas inflamatérias. Estes dados mostram que os neutrofilos
exercem papéis diferentes em duas linhagens de camundongos e que a
exacerbacdo e protecao da doengca podem estar relacionadas com a

modulagao de citocinas Th1 e Th2.



As células PMN também contribuem para a resisténcia a micoses em
geral, pois sdo células muito eficazes na atividade citocida contra diversos
fungos patogénicos quando comparadas a outras células em termos de

imunidade natural.

De acordo com os estudos de Baughman et al. (1986), os PMNs
exercem um importante papel na defesa do hospedeiro contra leveduras de
H.capsulatum no inicio da infecgao, pois foi observado em camundongos
C57BL/6 um intenso afluxo de leucécitos PMN no pulméo na primeira semana
de infecgdo, apés inoculagao intranasal de leveduras do fungo. Na segunda
semana de infecgéo, a migragao de células PMNs foi suplantada por células do
tipo mononuclear, caracterizando uma resposta inflamatéria granulomatosa.

A patogenicidade de alguns fungos parece estar associada a resisténcia
aos neutrdfilos e a atividade fungicida das células PMN (Schaffner et al., 1986).
Esta resisténcia poderia estar relacionada a niveis altos de catalase no fungo
(Brummer et al., 1984), inibicdo na fusdo fagossoma-lisossoma (Bertram et al.,
1986), tamanho da levedura ou ainda na deficiéncia em estimular o burst

oxidativo de neutréfilos (Brummer et al., 1992, Meloni-Bruneri et al., 1996).

1.2) Paracoccidioidomicose

A paracoccidioidomicose (PCM) foi primeiramente descrita por Adolfo
Lutz, em 1908, em dois pacientes com lesées bucais, chamando atenc¢éo para
a natureza dimérfica do parasito (Lutz, 1908 apud Lacaz, 1994).

Desde a sua descoberta, a doenca tem recebido varias denominacgdes:
blastomicose brasileira, blastomicose sul-americana, doenga de Lutz, doenca
de Lutz-Splendore-Aimeida, granuloma ganglionar maligno de origem

blastomicética, adenomicose e finalmente paracoccidioidomicose, nome



reconhecido oficialmente no simpésio sobre a doenca realizada na Colémbia
em 1971 pela Organizagdo Panamericana de Salde (OPS).

A PCM é uma doenca cronica granulomatosa, causada pelo fungo
Paracoccidioides brasiliensis. E a micose profunda mais comum no Brasil
(Wanke & Londero, 1994) e endémica em varios paises latino-americanos,
principalmente na Venezuela, Colémbia, Argentina e México (Mackinnon, 1972;
Sihma & CIB, 1986; Restrepo, 1985; Lacaz et al., 1991). E mais freqliente em
adultos de 20 a 60 anos de idade, do sexo masculino, que exercem atividades
agricolas (Fava Netto et al., 1965).

Devido a maior incidéncia da PCM em homens do que em mulheres e
apesar do contato com o fungo ser o mesmo para ambos os sexos (Franco,
1987), consideraram a hipotese hormonal como explicagdo. Muchmore et al.
(1974) demonstraram que o estradiol, um dos componentes dos hormodnios
sexuais femininos, inibe o crescimento das células leveduriformes. Loose et al.
(1983) verificaram que o 17-3-estradiol (E2) reconhecia uma proteina receptora,
localizada na porgao citosdlica do fungo e que o E2, em concentracdes
proximas as fisioldgicas, bloqueava a transicdo da forma de micélio (M) para
leveduriforme (L) (Restrepo et al., 1984), assim o conidio a forma L (Salazar et
al., 1988).

1.3) Paracoccidioides brasiliensis

O agente etiolégico da PCM, o fungo Paracoccidioides brasiliensis (Pb),
€ conhecido até o presente momento na sua forma assexuada, imperfeita
(Almeida, 1930 apud Lacaz, 1994). Este fungo apresenta caracteristica
dimérfica, crescendo na forma miceliar a temperatura de 25 a 27°C,
apresentando colbnias de aspecto cotonoso, de crescimento lento e, observado

ao microscépio, apresenta hifas hialinas delgadas e septadas. Na forma
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leveduriforme a 35 - 37°C, o fungo cresce como colénias cerebriformes, que ao
exame microscopio podem apresentar formas arredondadas ou ovaladas, ou
multibrotantes, com aspecto morfolégico caracteristico de roda de leme, com
didmetro variavel de 1-30um (Lacaz et al., 1991). As caracteristicas da fase
leveduriforme sao utilizadas no diagnéstico micolégico da PCM, por ser a
morfologia que o fungo apresenta na vida parasitaria.

O habitat natural do agente etiolégico &€ exégeno ao homem, no entanto,
ainda permanece pouco conhecido (Restrepo, 1985), tendo sido isolado de
fezes de pinglim (Garcia et al., 1993), de racdo de cachorro (Ferreira et al.,
1990) e de solo (Albomoz, 1971; Negroni et al., 1966 e Silva-Vergara et al.,
1998). Acredita-se que micélios e conidios cresgcam no solo, na agua e nas
plantas a temperatura ambiente e seriam as formas infectantes naturais do
P.brasiliensis (Restrepo, 1985).

O homem é o hospedeiro conhecido, capaz de desenvolver a doenca e
contaminado possivelmente por via respiratéria (Gonzalez-Ochoa, 1972;
Restrepo et al.,, 1970; Pupo, 1965). Outras vias infectantes foram também
descritas, entre as quais a penetragdo do fungo em tecido traumatizado
(Soares & labuki, 1974; Brito, 1973; Bopp, 1955).

Alguns trabalhos relataram o isolamento do P.brasiliensis a partir das
visceras de tatus (Dazypus novemcinctus), sugerindo que esses animais sejam
o reservatorio natural da PCM. Assim, Naiff et al. (1986) isolaram este fungo
das visceras destes animais que habitavam no interior do Para. Posteriormente,
Bagagli et al. (1998) também isolaram o fungo a partir das visceras de tatus da
regido de Botucatu, interior de Sdo Paulo. Todos os isolados obtidos desses
animais foram virulentos em modelos experimentais de hamster e mostraram
similaridades micolégicas, bioquimicas, antigénicas e moleculares com os
isolados humanos (Sano et al., 1998-99a; Sano et al., 1998-99b).
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1.4) A infecg¢do e as formas clinicas da PCM

Inicialmente, acreditava-se que a infecgéo pelo P.brasiliensis ocorresse
através de tecidos injuriados como pele e mucosas (Fialho, 1947). Por outro
lado, Gonzalez-Ochoa, (1957) sugeriu que a infecgdo com este fungo ocorresse
através das vias respiratérias. Hoje em dia, acredita-se que a infecgéo por este
patégeno ocorre através das vias respiratérias quando esporos, provavelmente
sob forma de conidios (Bustamante et al., 1985; Restrepo, B.l. et al., 1986; Mc
Ewen et al., 1987; Restrepo et al., 1988) alcangam os bronquiolos terminais e
os alvéolos pulmonares. As lesdes primarias da PCM ocorrem mais
freqlientemente nos pulmbes, ocorrendo, a partir dai, disseminagéo
linfohematogénica.

Uma vez que o sistema imune do hospedeiro entre em contato com o
fungo, caracteristicas do individuo (idade, sexo, estado nutricional entre outras),
do fungo (viruléncia e antigenicidade) e da interacdo entre eles contribuirao
para que se instale a PCM-infeccdo ou a PCM-doencga (revisado por Franco et
al., 1993).

Em alguns individuos, a infecgdo pode ser assintomatica, caracterizando
a PCM-infeccdo. Neste caso, a infecgdo se localiza nos pulmdes ou em tecido
mucocutaneo e o foco infeccioso pode desaparecer (Sihma & CIB, 1986;
Franco et al., 1987). A infeccao também pode evoluir de assintomatica para
progressiva, com disseminagao para varios 6rgaos, causando diversas lesdes;
este quadro caracteriza a PCM-doenca a qual pode evoluir para a forma aguda
ou subaguda ou para a forma crénica que pode ser subdividida em branda,
moderada e grave (Franco et al., 1987).

A forma aguda da doenca apresenta disseminagdo sistémica, com
hipertrofia do baco, figado, linfonodos e alteragado da medula-6ssea. Esta forma
clinica representa cerca de 3 a 5% dos casos, é mais frequente em jovens

(Franco et al., 1989; Brummer et al., 1993) e os pacientes apresentam grave
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comprometimento da resposta imune celular (Mota et al., 1985). Por outro lado,
a forma crénica representa cerca de 90% dos casos, € freqiiente em homens
adultos, apresenta curso lento, comprometimento pulmonar, disseminag¢ao
podendo afetar mucosas, linfonodos, adrenais e, menos freqiientemente, o
sistema nervoso central, medula e 6rgdos genitais (Franco et al., 1989,
Brummer et al., 1993). Geralmente, com a evolugdo da forma grave da doenga,
ha depressdo da imunidade celular e elevagdo dos titulos de anticorpos
especificos (Mota et al., 1985; Biagioni et al., 1984). Ha também diferencas
marcantes nos achados histopatoldégicos. Na forma benigna da doenga
aparecem granulomas epitelidides compactos e na forma grave os granulomas
séo frouxos, supurativos com numerosas células fungicas (Fava Netto, 1961).
Do ponto de vista da resposta imunolégica, os pacientes
paracoccidioidomicéticos tém sido classificados em duas formas polares (Lacaz
et al.,, 1982): 1) um pdlo hiperérgico, que se apresenta como uma forma
benigna da doenca, onde a infecgdo é localizada, o hospedeiro apresenta
resposta imune celular preservada, baixos titulos de anticorpos e os achados
histopatolégicos mostram a formagédo de granulomas epitelidides compactos
contendo poucos fungos e, 2) um pélo anérgico, que se apresenta como uma
forma maligna da micose, com disseminacdo da infecgao, resposta celular
deprimida e altos niveis de anticorpos especificos; apresentam na histologia
areas de inflamagdo granulomatosa mista (frouxa e supurativa) com extensas

areas de necrose e abundantes células do fungo.

1.5) Modelo murino isogénico da PCM

Muitos estudos tém caracterizado modelos experimentais de
paracoccidioidomicose, pois, em alguns aspectos, sdo comparaveis aos

encontrados nos pacientes, permitindo acumular informagcdes sobre a
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morfologia do agente nos tecidos, a resposta tecidual ao fungo em diferentes
fases da infecgdo nos diversos 6rgaos, avaliar as respostas imunitarias humoral
e celular do hospedeiro e estudar o controle genético da doenga.

A evolugéao da doenga em animais (por exemplo: camundongo, hamster
e rato) depende da espécie, da cepa do fungo, da dose, da via de inoculagéo e
da resposta do hospedeiro (Coelho et al., 1982; Calich et al., 1993; Kashino et
al., 1990; Arruda, 1993; Ferreira, 1993; Singer-Vermes et al., 1994).

Trabalho pioneiro desenvolvido em 1927 por Montenegro (citado por
Coelho et al.,, 1994) demonstrou que a inoculagao intratesticular do fungo em
hamster levava a uma resposta inicial no foco infeccioso dominado por
neutréfilos, posteriormente substituidos por macréfagos, com formacao de
granulomas e o aparecimento de linfécitos. Muitos outros modelos
experimentais foram entdo desenvolvidos e cada um deles trouxe contribuicbes
importantes para o conhecimento da relacdo patégeno-hospedeiro na PCM
(revisto por Coelho et al., 1982)

Calich et al. (1985) desenvolveram um modelo de infecgao intraperitoneal
(i.p.) utilizando varias linhagens de camundongos isogénicos e caracterizaram
linhagens altamente resistentes (A/J, A/Sn), intermediarias (BALB/c, CBA,
C57/BL e C3HeB/Fe) e susceptiveis (B10.A, B10.D2/0Sn, B10.D2/nSn) ao
P.brasiliensis de acordo com a taxa de mortalidade e grau de infeccdo em
diversos 6rgdos (Singer-Vermes et al.,1993). Resultados semelhantes foram
observados por via intravenosa (i.v.) (Ferreira, 1993) e pela via intratraqueal
(it.), camundongos B10.A mantiveram-se como susceptiveis e A/J como
resistentes (Cano et al., 1995a) ao isolado Pb18 do fungo. Calich et al. (1987)
Ja mostraram que a resisténcia dos animais esta relacionada a um gene
autossémico dominante chamado Pbr. A resisténcia dos animais ndo é
controlada pelo complexo H-2 de histocompatibilidade (Calich et al., 1985) e
nem mesmo pela presenca do componente C5 do sistema complemento
(Burger et al., 1985).
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Nas infecgbes experimentais induzidas por inoculagéo ip., iv. ou it.,
nesse modelo isogénico, ocorre uma disseminagdo do fungo para varios
orgaos, tais como pulmdes, baco, figado, epiplon/ péncreas (Singer-Vermes et
al,, 1993; Calich et al, 1985; Cano et al., 1995a) e mesmo medula 6ssea e
cérebro (Ferreira, 1993 — via i.v.). O que diferencia a linhagem resistente (A/J)
da susceptivel (B10.A), € o grau menor de colonizacéo dos tecidos desses
animais (Singer-Vermes et al., 1993), com a presenc¢a de granulomas restritos e
bem organizados. Esses achados indicaram um melhor controle da doenca
pelos camundongos A/J, sem alteracdo significativa na sobrevida desses
animais. Ja os animais susceptiveis a infec¢ao fungica, induzida por diversas
vias de inoculagao, implicava em sobrevida média reduzida.

Animais susceptiveis infectados i.p. ou it. apresentam uma ativacao
macrofagica ineficiente (expressdo transitoria de antigenos de classe Il do
complexo principal de histocompatibilidade, CPH — Cafalli-Favatti, 1993; baixa
producédo de H,O, — Cano et al.,, 1995a) e anergia para as respostas de HTT
(Fazioli et al, 1994; Cano et al, 1995a). Na doenga progressiva de
camundongos B10.A induzida pela via i.p., foram observados altos niveis de
anticorpos especificos, tais como, IgG2b e IgA (Cafalli-Favatti, 1993) e ativagao
policlonal de células B produtoras de I1gG1, IgG2b e IgG2a (Calich et al., 1988).
No modelo de infecgdo i.t. observou-se IgG2b aumentada (Cano et al., 1995a).
Células de linfonodos totais, em cultura com estimulo antigénico do préprio
fungo, produzem niveis muito baixos de IL-2 e IFN-y durante toda a infecgéo.
Foram produzidos niveis elevados de citocinas do tipo 2, tais como, IL-5 (niveis
elevados na primeira semana de infecgdo), IL-10 (niveis altos apartir da
segunda semana) e a IL4 (niveis elevados em tempos tardios da infecgao). A
caracterizagao de citocinas no modelo i.t. (Cano et al., 1998) demonstrou que
camundongos susceptiveis apresentam niveis mais elevados de citocina Th1

(IFN-«y) e Th2 (IL-4, IL-5 e IL-10) que animais resistentes, quando analisados os

homogenatos de células pulmonares obtidos na 4° e 8° semana pés-infecgao.
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Em conjunto, as caracteristicas imunolégicas desenvolvidas por animais
susceptiveis apontam para uma ativacdo preferencial de mecanismos
desativadores de macréfagos, alguns deles associados a uma resposta
preferencial do tipo Th2.

Animais resistentes, ao contrario, apresentam uma ativagao macrofagica
eficiente, respostas positivas de HTT e processo infeccioso controlado, restrito
aos sitios de inoculagdo. Foram encontrados niveis relativamente baixos de
anticorpos especificos, com auséncia de ativacdo policlonal de células B e
predominancia do isétipo IgG2a (modelo i.p. — Cafalli-Favatti, 1993); 1gG2a e
IgG3, no modelo de infecgdo i.t. (Cano et al,, 1995a). As principais citocinas
produzidas pelos animais A/J sédo do tipo 1, com niveis altos de IFN-y desde a
segunda semana e IL-2 sintetizada durante todo o curso da doenga. As
citocinas do tipo 2 aparecem tardiamente. Assim, a infeccdo de camundongos
resistentes aponta para uma ativagéo preferencial de mecanismos mediados
por células Th1.

Estudos realizados por Cano et al. (1998), demonstraram que a deplecao
in vivo de IFN-y end6geno em animais B10.A e A/Sn infectados i.t. com o fungo
P.brasiliensis apresentaram aumento no grau de infecgdo pulmonar e
disseminacédo precoce do fungo para o figado e bago. A deplegao provocou
anergia em suas respostas de HTT, indicando que esta citocina exerce papel
importante em reagdes inflamatérias. A deplecao de IFN-y aumenta a produgéo
dos isétipos 1gG1 e IgG2b anti-P.brasiliensis, em animais susceptiveis. Ja os
animais resistentes reverteram o seu padrdo isotipico (IgG2a e 1gG3),
produzindo niveis maiores de 1gG1, IgG2a e 1gG2b. Os efeitos da deplecéo do
IFN-y foram marcantes tanto em animais resistentes como susceptiveis,
indicando que esta citocina exerce um papel protetor e mediador da resisténcia
ao fungo (Cano et al, 1998), independe da susceptibilidade genética do
hospedeiro.
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Para melhor entender os efeitos das citocinas do tipo Th2 na PCM
pulmonar em animais susceptiveis, Arruda et al. (1996) depletaram a |L-4
através do anticorpo monoclonal (11B11) em camundongos B10.A. Este
tratamento n&o alterou drasticamente os resultados da doenga, sugerindo que a
IL-4 ndo exerce papel importante na susceptibiidade ao P.brasiliensis.
Entretanto, estudos recentes com camundongos geneticamente deficientes de
IL-4 demonstraram que a auséncia de IL-4 leva a uma doenga menos grave
nos orgaos de disseminagéo (figado e bago) e a estrutura mais compacta e
organizada dos granulomas pulmonares (Calich & Arruda, observagdes nao

publicadas).

A IL-10 parece ser uma citocina que tem alto desempenho no processo
de exacerbagao da doenga. A PCM em animais 1L-10 KO é muito menos grave,
quando comparada com animais C57BL/6 controle, e apresenta um padrdo
regressivo tanto em relagao ao numero de fungos como quanto ao aspecto de
lesGes pulmonares. Além disso, a auséncia geneticamente determinada de IL-
10 impede a disseminagdo do fungo para o figado e bago (Alves & Calich,

dados ndo publicados).

O papel da IL-12 na infecgdo i.t. pelo P.brasiliensis também foi estudado
em animais susceptiveis por Arruda et al. (1996), quando administraram IL-12
recombinante por via i.p.. Houve uma redug¢éao na carga flingica do figado e
bago. A citocina recombinante também provocou a diminuigéo de citocinas Th1
(IL-2 e IFN«y) e Th2 (IL4 e IL-10) em homogenatos de pulméo. A atividade
protetora do rlL-12 foi acompanhada por aumento de infiltrado de células
mononucleares (MMN) no pulméo, revelada por estudos histopatolégicos.

Estudando a participagédo de células T CD8" em animais infectados por
via i.t. com o fungo, Cano et al. (2000), demonstraram que animais susceptiveis
apresentaram aumento da carga fungica no pulmao e disseminagao para figado
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e bago no tempo de 4 e 8 semanas de infec¢cao. Em animais resistentes nao
houve alteragdo da carga flingica pulmonar quando comparados aos animais
controle, mas ocorreu disseminagéo acentuada do fungo na oitava semana
pos-infeccdo. E importante também relatar que a deplecédo de células T CD8*
ndo modificou as reagdes de HTT nos animais resistentes, porém induziu

aumento destas reagées em animais susceptiveis.

As células T CD4" apresentaram pequena importancia nos mecanismos
protetores desenvolvidos por camundongos B10.A e A/Sn quando desafiados
i.t. com o fungo de baixa viruléncia (Cano et al., 1995b). Nosso laboratdrio tem
ampliado o estudo destas células no controle da infec¢éo i.t., mas com isolado
virulento do fungo P.brasiliensis. Resultados prévios tém demonstrado uma
pequena contribuicdo desta populagdo celular na resposta imune protetora
desenvolvida por camundongos susceptiveis e resistentes; entretanto os
linfocitos T CD4" parecem exercer um ativo papel regulador da producéo de
anticorpos especificos e nas reagdes de hipersensibilidade tardia (Chiarella, A.
& Calich, V.L..G., 2001).

O papel dos macréfagos na resisténcia ao P.brasiliensis vem sendo
estudado por diversos pesquisadores. Macréfagos peritoneais residentes
fagocitam células leveduriformes de P.brasiliensis, mas ndo sdo capazes de
mata-las. Entretanto, macréfagos peritoneais ou pulmonares murinos ou
mesmo monocitos e macréfagos humanos tratados com IFN-y sdo capazes de
inibir a replicacdo das leveduras de P.brasiliensis e esta inibicdo pode ser
abolida com a adicdo de anticorpos contra o IFN-y (Brummer et al., 1993;
Moscardi-Bachi et al., 1994).

Trabalho desenvolvido em nosso laboratério demonstrou que a prévia
inoculacéo do fungo P.brasiliensis por via subcutanea (infecgdo local) protege
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os animais B10.A quando desafiados pela via intratraqueal. Essa proteg&o foi
correlacionada a imunidade conferida por linfocitos T CD4* e T CD8"e a
atividade da IL-12 e do IFN-y no controle da multiplicacdo do fungo nos
pulmdes e na sua disseminagdo para o figado (Arruda, tese de doutorado,
1999).

Sabe-se que a via de inoculagdo & um dos fatores que altera o
desenvolvimento da doenc¢a para varios agentes infecciosos e uma mudanca
da via de infec¢ao pode transformar um animal susceptivel em resistente, como
foi demonstrado por Arruda (1993). Neste trabalho, a pré-inoculagéo do fungo
pela via s.c. protegia animais B10.A de um inéculo pela via ip., poréem
exacerbava a doenga quando o desafio era realizado pela via intra-venosa.

A inoculagdo subcutanea de P.brasiliensis mostrou-se, nos trabalhos de
Mackinnon (1959) utilizando camundongos Swiss e de Arruda (1993 e 1999)
com camundongos isogénicos, um processo infeccioso localizado e de
resolugcao espontanea. A via subcutdnea é conhecida também como boa
indutora de resposta imune protetora e em varios modelos de infecgéo
experimental em camundongos tem-se utilizado esta forma de inoculagéo para
induzir efeitos protetores, como foi realizado com o Cryptococcus neoformans
(Moser et al., 1982) e com o Blastomyces dermatitidis (Spencer et al., 1973).

1.6) Leucocitos Polimorfonucleares na PCM

O papel dos leucécitos PMN na PCM ainda ndo foi definitivamente
estabelecido (Brummer et al., 1993), apesar da sua presenca marcante nos
tecidos infectados. Na doenga humana, Restrepo et al. (1975) demonstraram
que celulas PMN de pacientes podiam matar leveduras de P.brasiliensis in
vitro; no entanto, Goihman-Yahr et al. (1985) demonstraram que leucocitos

PMN de pacientes apresentavam fagocitose normal, mas alteragées na
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capacidade digestiva. Schaffner et al. (1986), mostraram que células PMN
isoladas de sangue periférico de individuos saudaveis fagocitavam leveduras
de fungos dimérficos, aumentavam o burst respiratdrio, mas ndo eram capazes
de mata-los. Entretanto, Kurita et al. (1999a, 1999b e 2000) mostraram, in vitro,
que os leucocitos PMN de individuos normais apresentavam atividade
fungistatica para as células leveduriformes do fungo, mas quando leucdcitos
eram ativados com IFN-y, GM-CSF ou IL-1B8 aumentavam a atividade fungicida.

Em modelo experimental, Calich et al. (1979) demonstraram intenso
infiltrado inflamatério, formado principaimente por PMN, nos sitios de
inoculagdes i.p. e s.c. com P.brasiliensis em camundongos suicos e de B10.A
respectivamente. Este influxo mostrou ser independente da ativagao do sistema
complemento ou de outras substéncias como prostaglandinas.

Trabalho desenvolvido por Meloni-Bruneri et al. (1996) demonstrou que a
inoculagdo do fungo pela via s.c. (bolsa de ar) induzia intensa migragao de
neutréfilos que podiam ser recuperados com um bom grau de pureza (81-90%)
até os 15 dias de infeccdo. Neste tempo, a resposta de HTT apresentou-se
elevada tanto em animais B10.A como em A/J. Os resultados deste trabalho
mostraram que, durante a infecgdo, os neutrdfilos presentes nos exsudatos
(bolsa de ar) de camundongos resistentes A/J, apresentavam-se
progressivamente mais ativados quando estimulados “in vitro” com leveduras
mortas de P.brasiliensis (inibicdo de 61% do crescimento de leveduras do
isolado), ao contrario do observado com leucécitos PMN de camundongos
susceptiveis B10.A., que apresentavam inibicdo de apenas 14% do
crescimento de leveduras do isolado do fungo.

Em sua tese de doutorado Cano, L.E. (1995) caracterizou o afluxo de
células inflamatdrias nos tempos iniciais da infec¢do intra-pulmonar pelo
P.brasiliensis. Verificou que em camundongos susceptiveis ocorria um infiltrado
maior de leucécitos PMN neutréfilos e eosindfilos que nos camundongos
resistentes. Esta diferenca foi detectada nos tempos de 24 e 48 horas pos-
infecgao.
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Em conjunto, os resultados de trabalhos acima expostos indicam um
papel importante dos leucécitos PMN nos mecanismos de defesa dos
hospedeiros contra o P.brasiliensis. Entretanto, este assunto parece merecer
estudos mais dirigidos, sobre a importancia desta populagdo celular em
modelos de PCM. Assim, decidimos investigar o efeito da deplecao in vivo de
leucécitos PMN no curso da infecgao pelo fungo. Para tanto, foram utilizados
camundongos susceptiveis e resistentes infectados pela via i.t., uma vez que o
pulm&o parece ser o sitio primario da infec¢gao em seres humanos.



OBIETIVOS
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2- OBJETIVOS

2.1) OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho foi estudar o efeito da deplegdo de leucécitos
polimorfonucleares neutréfilos na gravidade da doencga induzida pela infecgao
intratraqueal (i.t.) de camundongos resistentes (A/J) e susceptiveis (B10.A) com
células leveduriformes do P.brasiliensis em varios tempos ap6s a infecgao.

Julgamos também de grande interesse o estudo do papel dos leucdcitos
PMN neutréfilos na imunidade adquirida ao fungo P.brasiliensis em animais
susceptiveis (B10.A), uma vez que somente esta linhagem & capaz de
desenvolver imunoprotecao ao P.brasiliensis (Arruda, 1999).

2.2) OBJETIVOS ESPECIFICOS

Varios parametros foram estudados:

a) o efeito do tratamento nas popula¢des celulares do sangue periférico;

b) a determinagdo do numero de unidades formadoras de colonia (UFC) nos
orgaos mais afetados pela infecg¢ao i.t. (pulmdes, figado e bago);

c) o acompanhamento da resposta de hipersensibilidade do tipo tardia (HTT);
d) a determinagdo do nivel e qualidade (isotipia) dos anticorpos especificos
produzidos (ELISA);

e) o estudo das citocinas préprias dos padroes Th1 (IFN-y e IL-2), Th2 (IL-4, IL-
5 e IL-10) e pré-inflamatérias (TNF-q, IL-12, IL-3 e GM-CSF) no homogenato

dos pulmédes, que refletiriam o estado de ativagéo do sitio primario da infeccao.

Faculdade de sFar . cceuticay
Universidads de Sao Paulo
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3- MATERIAL & METODOS

3.1) FUNGO

Foi utilizada a cepa virulenta Pb18 do P.brasiliensis. Isolados do fungo
foram avaliados quanto a sua viruléncia e concluiu-se que o isolado Pb18 é
altamente virulento para camundongos susceptiveis (Kashino et al., 1987).

Essa amostra, originalmente isolada de paciente, foi mantida na micoteca
do Departamento de Microbilogia da Faculdade de Medicina da Universidade de
Sao Paulo e nos uitimos 15 anos, no Laboratério de Imunologia das Micoses do
Departamento de Imunologia do ICB, USP. Como alterages de viruléncia para
amostras em cultivo sdo conhecidas (Kashino et al., 1990), reisolamentos
periddicos do fungo séo providenciados. O fungo recém isolado € empregado
nas inoculagdes e também repicado em agar batata recoberto com dleo
mineral, onde é mantido por no maximo 1 ano. Desse repique “estoque”,
mantido a 25°C e, portanto em fase miceliana, fazem-se retiradas a cada 2 ou 3
meses para, apos conversao em leveduras, substituir o repique entdo em uso.

A viruléncia do fungo é controlada periodicamente pela analise da
sobrevida de camundongos susceptiveis a inoculagdo com o fungo (Kashino et
al., 1990).

3.1.1) PREPARAGAO DO INOCULO

Para as inoculagdes, o fungo Pb18 foi cultivado em meio semi-sélido de
Fava Netto (Fava Netto, 1955) a temperatura de 35°C por 6 a 7 dias, tempo em

que apresenta maximo crescimento e viabilidade (Kashino et al., 1985).
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As células leveduriformes foram recolhidas e lavadas 3 vezes com
solugéo salina tamponada com fosfatos (PBS, pH 7.2) estéril. Ressuspensas as
células, permitiu-se a decantacdo dos grumos mais grosseiros por 5 minutos ou
procedeu-se a uma rapida centrifugacdo, separando-se o sobrenadante
contendo a suspensdo mais fina. A suspensao foi passada por agulha fina, para
desfazerem-se os grumos e evitar-se a embolizacéo dos bronquiolos.

A contagem final foi acertada para conter 5x10” ou 2x10’ células viaveis
do fungo por ml (para inoculagéo s.c. e i.t., respectivamente), pela contagem em
cédmara de Neubauer e determinagdo da viabilidade pelo corante Vital Janus
Green B (Berliner & Reca, 1966).

3.2) ANIMAIS

Foram usados camundongos SPF (Specific Patogens Free) machos das
linhagens B10.A e A/J respectivamente susceptiveis e resistentes a infecgéo i.t.
pelo P.brasiliensis (idade média de 8 — 11 semanas no momento dos
experimentos), adquiridos do Biotério do Departamento de Imunologia do
Instituto de Ciéncias Biomédicas (ICB) da Universidade de Sao Paulo. Os
animais foram mantidos a temperatura de 22°C com ciclo de luz de 12 horas e
agua e ragao ad libitum. Foram também usados camundongos atimicos (nudes)
da linhagem BALB/c para expanséo in vivo do hibridoma secretor de anticorpo
monoclonal (AcM) empregado na deplecédo de granulécitos, criados no Biotério
do ICB-USP.

Para os experimentos de imunidade adquirida foram somente utilizados
camundongos da linhagem B10.A, uma vez que somente esta linhagem é
capaz de desenvolver imunoprotecdo ao P.brasiliensis (Arruda, 1999).
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3.2.1) INFECGAO DOS ANIMAIS

A inoculacdo s.c. foi feita na base da cauda dos animais pela introducéo
de agulha fina o mais superficialmente possivel na pele desta regido. O inéculo
continha 5x10° células leveduriformes do fungo.

A inoculacdo it envolve um procedimento cirlrgico, com prévia
anestesia dos animais. O procedimento foi realizado com o seguinte esquema:
1) administracdo de 10 ml/kg de peso de solugdo de cloridrato de 2- (2,6 —
xilidino) 5,6 dihidro-4 H-1,3- tiazina (ROMPUN, Bayer do Brasil) a 0.4% pela via
i.p. (0.2ml de Rompun); 2) ap6és dez minutos, administragdo de 10 mlkg de
peso de hidrato de cloral (Reagen do Brasil) a 2.5%, pela via i.p. (0.2ml de
Hidrato de cloral).

Quando o animal estava insensivel & dor (apds 10 minutos), foi feita uma
pequena incis&o longitudinal na pele do pescocgo, e a traquéia exposta. O fungo
foi administrado em um volume total de 50ul de uma suspensdo de 2x10’
células leveduriformes do fungo/ml (1x10° células) diretamente na traquéia.
Apbs a inoculagéo, a incisdo foi suturada e os animais colocados sob uma fonte
moderada de calor para controlar a hipotermia transitéria produzida pela

anestesia, até acordarem (Cano et al., 1995a).

3.3) PRODUGCAO E PURIFICAGAO DE ANTICORPOS MONOCLONAIS
(ACM) EMPREGADOS NOS EXPERIMENTOS DE DEPLEGAO.

3.3.1) HIBRIDOMA

Foi utilizado o hibridoma RB6-8C5 (anti-PMN), gentiimente cedido pelo
Dr. Coffman, R.L. (DNAX Research Institute, Palo Alto, CA, USA). O AcM
secretado por este hibridoma € uma IgG2b de rato, contra o antigeno GR-1 de
granulocitos maduros de camundongos (Conlan et al., 1997; Lima et al., 1998).
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A expansao foi realizada in vivo em camundongos atimicos, além da expanséo

in vitro.
3.3.2) EXPANSAO DO HIBRIDOMA IN VITRO

Inicialmente as células do hibridoma RB6-8C5 foram mantidas por cultivo
in vitro utilizando meio de cultura RPMI-1640 (Gibco) suplementado com 10%
de soro fetal bovino, 2-mercaptoetanol 0,05 mM, glutamina 2mM, penicilina 100
Ul/ml e estreptomicina 100 ug/ml, As células do hibridoma foram incubadas a
37°C, em estufa contendo 5% de CO,, em atmosfera imida e repicadas a cada
48 horas. As células foram ressuspensas em meio fresco, determinado seu
numero total e sua viabilidade pela contagem, em camara de Neubauer, apés a
mistura de 20ul da suspenséo celular com 180ul de Azul de Trypan (0,4%).

Quando o numero e a viabilidade das células eram adequados, parte das
mesmas era colocada em meio RPMI 1640 contendo 20% soro fetal bovino e
10% de Dimethyl-Sulfoxide (DMSO), rapidamente congelada a - 70°C (48

horas) e posteriormente estocada em nitrogénio liquido.
3.3.3) EXPANSAO DO HIBRIDOMA IN VIVO

Os hibridomas desenvolvem-se muito bem na cavidade peritoneal de
animais BALB/c geneticamente atimicos (nu/nu). Sete animais foram pré-
tratados (dia —1) com 1ml de Pristane (2,6,10,14-Tetra-Methyl-Pentadecane,
Sigma T-7640) pela via intraperitoneal (i.p). Apds 24 horas, inoculamos pela via
i.p. 5x10° células viaveis do hibridoma RB6-8C5.

Os animais inoculados desenvolveram ascite evidente antes do décimo
quinto dia. Os animais foram entao sacrificados, dissecada a cavidade
peritoneal e retirado todo o liquido ascitico. O liquido ascitico foi centrifugado a
270 x g, a 4°C por 10 minutos, e o sobrenadante (com os AcM) estocado a -

20°C para posterior purificagdo dos anticorpos presentes.
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3.3.4) PRECIPITACAO DOS ANTICORPOS MONOCLONAIS COM ACIDO
CAPRILICO E SULFATO DE AMONIO.

Apos a expansao dos AcM (in vivo) estes foram precipitados utilizando o
método descrito por Mckinney & Parkison (1987). O material ascitico foi diluido
1:5 em tampéao acetato 60 mM, pH 4,0; o pH da solugao foi ajustado para 4,5
com NaOH 1N. Posteriormente foram adicionados, gota a gota, 25 ul de acido
caprilico para cada ml de solucdo; a mistura foi deixada em repouso por 30
minutos e posteriormente centrifugada a 10000 x g, a 4 °C, por 30 minutos; foi
coletado o sobrenadante e determinado o volume obtido; em seguida, foi
adicionado 1ml de tampado PBS/EDTA 2 mM (10x) para cada 10 ml do
sobrenadante e o pH ajustado para 7,4 com NaOH 1N. A solucédo foi esfriada a
4 °C e adicionado sulfato de amoénio até obter-se 45% de saturacéo;
prosseguiu-se com a agitagao por 30 minutos. A preparagao foi centrifugada a
10000 x g, a 4 °C, por 30 minutos, separando-se o precipitado (o sobrenadante
foi reservado até ter-se a certeza de que os anticorpos estavam no precipitado)
que foi dissolvido em pequeno volume de tampao PBS/EDTA (uma vez
concentrado); a solugéo foi dializada contra PBS/EDTA durante 72 horas (com
trés trocas diarias); foi depois aquecida a 50-55 °C por 20 minutos e
centrifugada a 5000 x g por 20 minutos. O sobrenadantre foi coletado,
determinado seu volume, assim como também o conteldo de proteinas
(método do acido bicinconinico-BCA). Todo material foi filtrado em membrana

Millipore (0,22l aliquotado) e estocado a -20°C.
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3.3.5) DOSAGEM DE PROTEINAS (METODO DO ACIDO BICINCONINICO,
BCA).

A dosagem de proteinas totais presentes nos AcM precipitados foi
realizada pelo método colorimétrico do acido bicinconinico (Pierce, N/C 23225,

BCA protein assay reagent), segundo as instru¢des do fabricante
3.3.6) ANALISE DO GRAU DE PUREZA DAS AMOSTRAS POR SDS-PAGE

Para verificar o grau de pureza dos AcM precipitados foi realizada
eletroforese em gel de poliacrilamida a 12,5% com posterior coloragdo pela
prata, utilizando a metodologia automatizada do Phast-System TM (Pharmacia
LKB Biotechnology). Foram utilizados, como proteinas de referéncia, padroes
protéicos de baixo peso molecular (Low Molecular Weight, LMW) fornecidos
pela Pharmacia. Este procedimento foi realizado com a ajuda técnica da técnica
superior Sra. Sénia Baueb, no Laboratério de Imunoquimica da Dra. Celidéia A
C. Vaz, do Depto. de Imunologia ICB/USP.

3.3.7) PURIFICAGAO DE Y-GLOBULINA NORMAL DE RATO

A IgG controle foi purificada a partir de “pool” de soros obtidos de ratos
Wistar adultos (cedidos pelo Biotério Central das Quimicas, USP). O sangue foi
obtido por pun¢éo cardiaca e posteriormente coletado o soro, o qual foi entéo
submetido aos procedimentos de precipitacdo da IgG, dosagem de proteinas e
SDS-PAGE, como descrito anteriormente nos itens 3.3.4, 3.3.5, 3.3.6,
respectivamente.
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3.4) DEPLECAO DE GRANULOCITOS

Camundongos B10.A e A/J foram depletados de granulécitos através da
inoculagéo do anticorpo monoclonal RB6-8C5 purificado (250ug/camundongo).
O anticorpo monocional foi aplicado por via i.p. 24 horas antes da inoculagéo i.t.
de leveduras virulentas do Pb18. Esta deplecao foi repetida nos dias 2 e 5 ap6s
a infecgao.

Os animais controle foram inoculados com IgG normal de rato nos

mesmos dias € na mesma concentra¢ao protéica do anticorpo monoclonal.

3.5) AVALIACAO DA DEPLECAO

O numero de leucécitos PMN foi avaliado antes do tratamento (tempo —1)
e 24 horas ap6és a inoculagao do AcM, imediatamente antes da inoculagdo de
leveduras de P.brasiliensis (tempo zero). Foi coletado o sangue da cauda de
camundongos de ambas as linhagens, para contagem total e diferencial dos
leucécitos.

A contagem global foi realizada em camara de Neubauer, com dilui¢do
1/10 com solugao de Turk (liquido diluente para contagem de glébulos brancos)
e a diferencial foi feita em extensdo sanguinea corada com May-Griinwald-
Giemsa modificado por Rosenfeld (1947). Animais controle foram inoculados
com IgG de rato normal na mesma concentra¢do do AcM RB6-8C5.

O numero de leucécitos também foi determinado sempre um dia antes
desses animais serem sacrificados para avaliagdo do grau de infecgdo (6, 14,
29 e 119 dias de infecgao).
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3.6) AVALIAGAO DO TEMPO DE SOBREVIDA

Grupos de animais depletados e nédo depletados de PMN das linhagens
A/J e B10.A infectados i.t. com 1x10° leveduras viaveis do P.brasiliensis foram
observados por periodo de 400 dias; as mortes ocorridas foram registradas
diariamente. As medianas da sobrevida (em dias) foram calculadas para cada

linhagem.

3.7) PRODUGAO DO ANTIGENO DE FAVA NETTO

Este antigeno (AgFN), de natureza polissacaridica, foi obtido segundo
método descrito por Fava Netto et al. (1969). O P. brasiliensis foi cultivado em
sua fase leveduriforme a 36°C em meio de Fava Netto (1955), por 10 dias. Apés
este periodo, as células foram lavadas com solugédo salina estéril e tratadas
com éter etilico e acetona p.a. (1:1). O sedimento foi ressuspenso em solugéo
salina tamponada com fosfatos (PBS) estéril. A suspensdo obtida foi
autoclavada a 120°C por 25 minutos. Apés centrifugacao, o sobrenadante foi
recolhido e o sedimento desprezado. O sobrenadante foi filtrado em membrana
Millipore (0,45um) e utilizado como antigeno. A dosagem de proteinas totais foi
realizada pelo método colorimétrico BCA (acido biscinconinico — Pierce, cat. n°

23225, “BCA protein assay reagent”) segundo instrucdes do fabricante.

3.8) AVALIAGAO DA RESPOSTA DE HIPERSENSIBILIDADE DO TIPO
TARDIO (HTT)

Grupos de animais B10.A e A/J infectados foram avaliados quanto a
resposta de hipersensibilidade do tipo tardio especifica para o fungo,

realizando-se o teste do coxim plantar de acordo as condigées descritas por
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Fazioli et al. (1994). O estudo foi feito aos 7, 15, 30 e 120 dias ap6s infecgéo
puimonar.

Assim, 24 horas antes do teste, a pata esquerda do animal foi medida
com o auxilio de um espessimetro (Mitutoyo, Jap&o), e em seguida, foram
injetados subcutaneamente no coxim plantar esquerdo 25ul de antigeno
polissacaridico de Fava Netto (1955) em diluicdo adequada para conter 5ug de
proteina. As medidas do inchaco das patas foram feitas apés 24 horas com o
mesmo espessimetro. Os resultados obtidos foram expressos como a
diferenga, em mm, entre as medidas feitas imediatamente antes, e 24 horas
ap6s a inoculagao do antigeno.

A diferenga entre essas medidas é chamada de “aumento de espessura
da pata” e registrada como indicador da resposta de hipersensibilidade do tipo
tardio.

Animais normais, nao infectados, foram também inoculados com o
antigeno e o aumento da espessura das patas utilizado como controle negativo
da reacéo.

3.9) AVALIAGAO DO GRAU DE INFECGAO

O grau de infecg¢ao foi avaliado em animais B10.A e A/J depletados de
granulocitos e respectivos controles, inclusive em animais B10.A previamente
inoculados pela via s.c. com o fungo, depletados ou ndo de granulécitos, e
desafiados pela via i.t. com leveduras viaveis de P.brasiliensis.

Nos tempos adequados apéds a infecgdo it., os animais foram
sacrificados e pulmao (esquerdo), figado (lobo maior) e bago (metade)
separados, pesados e macerados em 5ml de PBS com o uso de
homogenizadores. O macerado dos érgaos foi submetido a centrifugacéo e o
sedimento final retomado em um volume de 0,5ml de PBS. Uma aliquota de

100l dessa suspensao e de suas diluicoes foram semeadas em placas de Petri
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com meio de cultura adequado. A incubagao foi feita a 35°C e o crescimento
das colonias de P.brasiliensis acompanhado e registrado diariamente por um
periodo médio de 15 dias.

O meio de cultura empregado é constituido de BHI-agar suplementado
com 5% de “fator de crescimento do fungo” (Restrepo & Jiménez, 1980; Singer-
Vermes et al, 1992) e 4% de soro eqiliino, conforme preconizado por
Castafieda et al., 1988.

E importante ressaltar que o pulmao (esquerdo) de cada camundongo foi
utilizado para a determinagdo de UFC e o sobrenadante do macerado para a
dosagem de citocinas (TNF-a, IFN~y, IL-12, IL-2, IL-3, GM-CSF, IL-10, IL-4 e IL-
5).

3.10) AVALIAGAO DA RESPOSTA IMUNE HUMORAL

Para determinar a resposta imune humoral dos animais (previamente
inoculados ou nao pela via s.c. com o fungo, depletados ou nao de granulécitos,
e desafiados pela via i.t. com leveduras viaveis de P.brasiliensis), amostras de
soro foram obtidas nos periodos indicados apés a infecc¢ao.

Os anticorpos totais especificos produzidos e os seus isétipos IgM, IgA,
IgG1, 1gG2a, IgG2b e IgG3 foram quantificados pelo método de ELISA
previamente padronizado para esse sistema antigeno-anticorpo por Mendes-
Giannini et al. (1984) e modificado por Vaz et al. (1988).

e ANTIGENO

O antigeno utilizado foi do tipo sollivel, obtido pela lavagem de células
leveduriformes de 4 diferentes isolados (Pb18 — amostra virulenta e avirulenta,
Pb339, Pb265) do P.brasiliensis em tampao fosfato 0.1M, pH 7.2 (CFA - “cell
free antigen” — Camargo et al. (1991).
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* ANTISSOROS

Foram utilizados 7 antissoros ndo marcados e um marcado com

peroxidase (Southern Biotechnology Associates, Inc.).

ANTISSORO PRODUZIDO EM DILUICAO
Anti-Imunoglobulina murina Cabra 1: 4000
Anti-IgM murina Cabra 1: 1000
Anti-IgA murina Cabra 1: 1000
Anti-IgG1 murina Cabra 1: 4000
Anti-lgG2a murina Cabra 1: 1000
Anti-lgG2b murina Cabra 1: 4000
Anti-lgG3 murina Cabra 1: 1000
Anti-lgG de cabra marcada Coelho 1: 8000
com peroxidase

Cada antissoro foi utilizado no ELISA na diluicdo étima pré-determinada

por titulacao em bloco.

e TECNICA

A técnica de ELISA constituiu basicamente em:

1) Sensibilizacdo das placas de microtitulacdo (96 pocos, fundo chato,
COSTAR) com 100ul do antigeno CFA diluido 1:100 em Tampao-Carbonato-
Bicarbonato 0,1M — pH 9,5 (TCB) para uma concentragdo de 39.3ug/ml de
proteinas (3.93pg/well) por poco. As placas foram incubadas por 1 hora a
37°C e aproximadamente 18 horas a 4°C (“ovemight”). Apés incubacéo foram

feitas 3 lavagens com 200ul/pogo de solugdo de PBS, pH 7,2, contendo
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Tween 20 a 0,05% v/v (PBS-T20), processo este repetido a cada etapa,
excegao feita a fase final de interrupgao da reagéao enzimatica.

2) Bloqueio dos sitios livres com 200ul/pogo de solucdo de gelatina a 0,5%
(p/v) em TCB. Incubagao por 1 hora a 37°C.

3) Adigao dos soros experimentais e controles positivo e negativo, diluidos
(em PBS/ Tween 20) de forma seriada na base 2, com diluigao inicial 1:20.
Incubagéo por 1 hora a 37°C.

4) Adicdo de 100 plpoco da diluicdo 6tima do antissoro ndo marcado (anti
imuneglobulina murina total ou anti-isétipo ). Incubagéo de 1 hora a 37°C.

5) Adicao de 100ul/pogo do antissoro anti-lgG de cabra produzido em
coelho, conjugado a peroxidase tipo IV, e utilizado na diluigao de 1:8000.
Incubacéao de 1 hora a 37°C.

6) Reacdo com o substrato (100ul/pogo), que consistiu em 11,4l de H20; a
30% diluidos em 25ml de tampao citrato de sédio a 0,1M pH 5,0 contendo 10
mg do revelador-OPD (ortofenilenodiamina, Merck). Incubagao por 15 minutos
a temperatura ambiente e ao abrigo da luz.

7) Interrupgdo da reagdo enzimatica com 100ul/pogo de uma solugdo de
acido sulfarico, 4,0N.

8) Leitura da densidade optica (D.O.) em leitor automatico de ELISA
(Dynatech MR 5000), em comprimento de onda de 492nm. O “cut-off’ da
reagao € determinado, em cada placa, pela média das DO obtidas para um
“pool” de soros controle negativos (de animais n&o inoculados, mas
conviventes com os animais de experimentagéo), dosado em quadruplicata.
Os titulos foram expressos como a reciproca da maior diluicdo do soro
experimental apresentando DO superior a leitura do soro negativo. Foi
calculada a média + erro-padrdo do log, dos titulos dos diversos grupos

analisados.
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3.11) OBTENGAO DOS HOMOGENATOS DOS PULMOES

As dosagens de citocinas foram feitas em material proveniente de
animais B10.A e A/J (previamente inoculados ou nao pela via s.c. com o
fungo, depletados ou nao de granulécitos, e desafiados pela via it. com
leveduras viaveis de P.brasiliensis), utilizados na determinacdo de UFC.
Neste procedimento o pulmao (esquerdo) era colhido logo apés o sacrificio do
animal, pesado e, macerado em um volume de 5 ml de PBS estéril. Apds a
separacdo do sobrenadante, 0 macerado era semeado em meio adequado
para o crescimento do fungo.

Os sobrenadantes dos macerados de pulmdes (homogenatos) eram
separados, aliquotados e mantido a -70°C até o momento da dosagem das

citocinas.

3.11.1) DOSAGEM DE CITOCINAS

A presenca e concentragdo das citocinas foram determinadas por testes
de ELISA de captura, segundo método preconizado por Coligan et al. (1991).

Estes ensaios s&o baseados na utilizagdo de pares de anticorpos
monoclonais especificos para cada citocina, um dos quais marcado por
biotina. O uso dos complexos biotina-avidina e peroéxido de hidrogénio-
peroxidase pemite a determinagdo da concentragdo da citocina presente por
medidas de densidade o6ptica.

Foram seguidos os procedimentos recomendados pelo fabricante dos

anticorpos utilizados (Pharmingen) os quais estao relacionados abaixo.



35

ANTICORPO ANTICORPO “CUT-OFF” DA
CITOCINA PRIMARIO BIOTINILADO REAGAO
TNF-a. G281-2626 (10pg/ml) | MP6-XT3 (2ug/ml) 31,25 pg/ml
IFN-y R4-6A2 (2ug/ml) XMG1.2 (0.5ug/ml) 31,25 pg/ml
IL-12 C15.6 (Bug/ml) C17.8 (2ug/ml) 15,625 pg/ml
IL-2 JES6-1A12 (4ug/ml) | JESB6-5H4 (2pg/ml) 15,625 pg/mi
MP2-43D11

IL-3 MP2-8F8 (0.5ug/ml) (0.5ug/ml) 1,953 pg/ml
GM-CSF MP1-22E9 (6ug/ml) | MP1-31G6 (3ug/mi) 31,25 pg/ml
IL-10 JES5-2A5 (5ug/ml) SXC-1 (2ug/ml) 31,25 pg/ml
L4 BVD4-1D11 (4ug/mly | BVD6-24G2 (2ug/ml) | 15,625 pg/ml
IL-5 TRFKS5 (6ug/mi) TRFK4 (3ug/ml) 31,25 pg/ml

- Técnica utilizada no laboratério para a dosagem das citocinas:

A sensibilizagdo da placa de fundo chato foi feita com 50ul/pogo do Ac

primario ou de captura na concentragcao 6tima pré-determinada. O AcM primario

foi diluido em solugéo de bicarbonato de sodio 0,1M, pH 8,2. As placas foram

vedadas com plastico e incubadas por 24h a 4°C.

Os sitios livres foram bloqueados com 200ul/pogo de gelatina (DIFCO) 1%

(m/v) em PBS, pH 7,0 por 2 horas a temperatura ambiente.

Adicao das respectivas citocinas recombinantes e sua diluicdo seriada em

PBS-10% SFB num volume de 50ul/pogo para obtengéo das curvas-padrao;

sdo adicionadas as amostras puras e/ou diluidas ao %2 no mesmo tampéo, em

duplicata, aos demais pogos e procede-se a incubagéo a 4°C por um periodo

de 18 horas, aproximadamente.

O anticorpo secundario foi adicionado apos diluigdo em PBS-10% de SFB,

no volume de 50ul para cada pogo. Ap6s 45 minutos a temperatura ambiente, o
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conjugado estreptavidina peroxidase (Streptavidin biotinylated horseradish
peroxidase complex) diluido a 1:1000 em PBS com 0,25% de gelatina foi
acrescentado e a placa incubada a 37°C por 1 hora.

Notar que a adicdo de cada reagente mencionada anteriormente era
procedida por 5 ou 6 lavagens das placas com PBS-Tween20 (PBS pH 7.0 e
0.05% v/v de Tween20)

A reagdo com o substrato foi feita com 100uyl de uma solugdo de OPD
(ortofenilenodiamina) em tampao fosfato 0,2M, acido citrico 0,1M, pH 5,0 e
agua destilada, acrescida de H.O. imediatamente antes do uso. A reagao, ao
abrigo da luz, foi aguardada por 45 minutos a contar do seu inicio.

A finalizagao se deu pela colocagado de 100ul de H,SO44N em cada poco.

A leitura das densidades Opticas foi realizada em leitor automatico em
492nm de comprimento de onda (VERSAmax - Molecular Devices
Corporation).

As concentragdes de cada citocina foram determinadas tendo como base a
reta de regressao linear obtida com os dados referentes as diluicbes das

citocinas recombinantes (curva-padrao).

3.12) ANALISE ESTATISTICA

Os resultados referentes as contagens totais e absoluta dos neutréfilos e
linfécitos, avaliagdo da resposta imune celular (resposta de hipersensibilidade
do tipo tardio), avaliagéo do grau de infecgdo através da recuperagéo de fungos
vidveis observados nos érgdos dos animais, avaliagdo da resposta imune
humoral (dosagem de anticorpo) e dosagem de citocinas no puimao foram
submetidos a andlise de variancia com dois ou trés critérios (tempo, tratamento
e linhagem) seguida por comparagdes miiltiplas, pelo método de Tukey (Zar,
1984). Para o experimento de mortalidade o método utilizado para analise dos
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resultados foi a Curva de sobrevida (Logrank). O nivel de significancia adotado
foi p<0.05.



RESULTADOS
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4- RESULTADOS

4.1) PRODUGAO E PURIFICAGAO DO AcM RB6-8C5

Obtivemos cerca de 2,5ml de anticorpos purificados com concentracéo
de 36 mg/ml, que foi suficiente para todos os experimentos realizados em
animais B10.A e A/J.

4.2) AVALIAGAO DA DEPLEGAO DE LEUCOCITOS PMN

Os neutréfilos foram avaliados no sangue periférico obtido através de um
pequeno corte na base da cauda de camundongos susceptiveis (B10.A) e
resistentes (A/J) depletados ou nao de células PMN.

A avaliagao foi realizada antes do tratamento com AcM anti-PMN e com
IgG normal de rato, € antes dos animais serem submetidos a infecgdo com
leveduras viaveis de P.brasiliensis pela via i.t.. Este dado serviu de controle
inicial dos animais subseqiientemente utilizados nos experimentos de deplegéo
(tempo —1).

Pode-se notar, na figura 1, uma pequena variabilidade quanto ao nimero
de leucécitos PMN neutréfilos entre os grupos no tempo —1. O grupo de animais
B10.A que recebeu o tratamento com AcM anti-PMN apresentou 4.063
células/mm?® e o grupo de animais que serviu de controle apresentou 2.976
células/mm®. J& o grupo de animais A/J que recebeu o tratamento com AcM
anti-PMN apresentou 3.972 células/mm® e o grupo controle apresentou 3.663

células/mm?® no sangue periférico.

As 24 horas ap6s o tratamento com AcM anti-PMN (250pg/animal pela

via i.p.) e antes da infeccdo com o fungo, o sangue periférico dos
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camundongos foi novamente avaliado para comprovar o efeito da deplecéao
(tempo zero de infecgdo). Pode-se verificar uma grande diminuicdo no numero
de leucécitos PMN nos animais tratados com o AcM.

Esta diminuigao foi significativa quando comparada com o numero de
células PMN dos animais controle B10.A (554 células/mm® para animais
depletados e 3.363 células/mm® para os animais controle) e A/J (348
células/mm?® para animais depletados e 3.880 células/mm® para animais

controle).

Os animais do grupo experimental receberam nova inoculagdo do AcM
nos dias 2 e 5 apés a infecgdo com o fungo. O sangue foi coletado no dia 6, e
os grupos novamente caracterizados quanto a presenga de leucécitos PMN
neutréfilos no sangue periférico.

Ao compararmos o efeito do tratamento da deplegcédo de neutréfilos no
sangue de ambas linhagens de animais verificamos que aos 6 dias de infecg¢ao,
os grupos de camundongos susceptiveis e resistentes depletados de células
PMN reagem igualmente ao tratamento com anticorpo monoclonal (RB6-8C5).
A inoculagado do AcM levou a diminuigéo significativa dos neutréfilos de animais
B10.A (210 células/mm® para o grupo RB6 e 4.518 células/mm® para o grupo
IgG) e A/J (132 células/mm?® para o grupo RB6 e 10.174 células/mm® para o
grupo IgG) infectados com o fungo P.brasiliensis.

Deve-se notar que somente os camundongos A/J infectados e tratados
com IgG apresentaram no sexto dia um grande aumento de leucécitos PMN no
sangue periférico.

Os animais antes de completarem 15, 30 e 120 dias de infec¢do, e seus
6rgdos serem retirados para avaliar o grau de infecgdo (UFC), foram
submetidos a nova sangria para contagem do numero de leucécitos PMN.

Com 14 dias de infec¢do os animais B10.A depletados de células PMN
recuperaram o seu numero original de células no sangue periférico, ndo

havendo diferen¢a significativa entre os grupos de animais depletado
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(4.687células/mm®) ou nao depletado (2.785 células/mm®). Ja os animais A/J
tratados, aos 14 dias de infecgdo, apresentaram aumento significativo de
células PMN (9.063 células/mm®) em relagdo ao grupo de animais controle
(4.365 células/mm?®).

Aos 14 dias, quando comparamos o0 numero de células PMN no sangue
periférico de ambas as linhagens, depletados de células PMN, verificamos que
0 numero destas células foi significativamente maior (dobro) nos animais
resistentes (9.063 células/mm®) do que nos animais susceptiveis (4.687
células/mm®). Ainda no grupo de animais resistentes depletados verificamos
que o numero de células PMN liberado para o sangue foi quase trés vezes
maior (9.063 células/mm?®) do que o nimero de células PMN presente antes do
tratamento e da infeccéo (3.972 células/mm®).

Nos animais susceptiveis depletados, este fenébmeno de producédo de
maior niimero de células PMN aos 14 dias de infecgéo (4.687 células/mm?®), em

relacdo ao seu nimero basal de células, ndo aconteceu (4.063 células/mm?®).

Ja com 29 dias de infeccao, o numero de células PMN em animais B10.A
depletados ou ndo de células PMN ndo apresentou diferenca (6.121
células/mm?® para o grupo RB6 e 6.427 células/mm® para o grupo IgG). O
mesmo ocorreu com os animais A/J (5.820 células/mm® para o grupo RB6 e
4.984 células/mm?® para o grupo IgG).

Aos 119 dias de infecgdo, observamos que nao houve diferenca
significativa entre o numero de células PMN no sangue periférico de
camundongos B10.A depletados (7.276 células/mm®) ou n&o (6.467
células/mm?®) de neutréfilos. Em animais A/J tal diferenga também nao ocorreu
(7.731 células/mm® para o grupo depletado e 6.747 células/mm?® para o grupo
tratado com IgG).
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Figura 1: Neutréfilos totais do sangue de animais B10.A e A/J. A coleta foi realizada nos
grupos de animais antes da primeira inoculagdao do AcM anti-PMN RB6-8C5 (dia —1 de
infeccdo). As 24 horas apés a primeira deplecao foi feita nova coleta de sangue para
avaliar a deplecdo de células PMN neutréfilos (tempo zero de infec¢do) e
subsequentemente a infecgao pelo P.brasiliensis. Os animais do grupo experimental
receberam nova inoculagdo do AcM nos dias 2 e 5 apds a infec¢cdo. O sangue foi
coletado no dia 6, e os grupos novamente avaliados quanto a presenca de leucécitos
PMN no sangue periférico. Antes dos animais serem sacrificados nos periodos
programados para o UFC, foi coletado o sangue na base da cauda para quantificar o
numero de leucécitos PMN no sangue periférico. Foram utilizados 7 animais/linhagem
para o grupo de animais controle e 8 animais/linhagem para o grupo de animais tratados
com AcM RB6-8C5. Os pontos representam as Médias + EP dos grupos ensaiados e (*)

significa diferenca estatistica entre os tratamentos (p<0,05).
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4.3) AVALIAGAO DOS LINFOCITOS NO SANGUE PERIFERICO.

O material colhido para quantificar o nimero de leucécitos PMN foi também
caracterizado quanto ao numero de linfocitos presentes.

A figura 2 mostra o numero total de linfécitos nos grupos experimentais e
controles antes de serem tratados com AcM anti-PMN e com IgG normal de rato
pela via i.p. (dia —1 de infec¢do). Podemos observar que os animais B10.A
apresentam uma pequena variabilidade quanto ao nimero de linfécitos entre o
grupo que posteriormente foi submetido ao tratamento com AcM anti-PMN
(11.843 células/mm®) e o grupo de animais controle (13.907 células/mm®). Em
animais A/J nota-se uma diferenga menor no numero de linfécitos entre os
grupos que posteriormente seriam tratados com o AcM (10.717 células/mm’) e
com IgG “controle” (9.281 células/mm?®).

Na quantificagdo de linfécitos no sangue periférico 24 horas apés o
tratamento (tempo zero de infeccdo) verificou-se que os animais B10.A
depletados de neutréfilos apresentaram diminuicdo destas células (9.657
células/mm?®), com relagdo ao seu controle (14.768 células/mm®) e ao seu
numero basal de linfocitos (11.843 células/mm®).

Quanto ao numero de linfocitos presente no sangue periférico de animais
A/J, observamos que nao houve diferenca significativa entre o grupo depletado
(7.765 células/mm’®) e o grupo ndo depletado de neutrdfilos (9.759
células/mm?).

No tempo zero quando comparamos o numero de linfocitos presentes nas
duas linhagens de camundongos, verificamos que os animais susceptiveis
(grupo IgG) apresentaram numero maior de linfécitos do que os animais
resistentes do grupo equivalente. Tal diferenga nao ocorreu entre os grupos
RB6.
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Ao quantificar os linfécitos no sangue periférico aos 6 dias de infecgdo das
duas linhagens de animais, tratadas com AcM ou néo tratadas, observamos que
havia nimero maior de linfocitos nas linhagens B10.A (10.151 células/mm®) e
A/ (7.915 células/mm?) tratadas com IgG em relacdo, respectivamente, aos
animais B10.A (5.583 células/mm®) e A/J (2.485 células/mm®) tratados com o
AcM.

Ao caracterizar o numero de linfécitos aos 14 dias de infecgdo no sangue
periférico verificamos que o nlimero destas células no grupo de animais B10.A
depletado de neutréfilos foi significativamente menor (8.751 células/mm?®) que o
apresentado pelo grupo controle (17.162 células/mm?®).

Em animais A/J depletados de neutréfilos também havia nimero menor de
linfocitos  (8.887 células/mm®) com relagdo aos seus controles (13.895
células/mm?®), porém, esta diferenca ndo se mostrou significativa.

Aos 29 e 119 dias de infecgdo verificamos que ndo houve diferengas
significativas entre os grupos de animais B10.A e A/J tratados ou ndo com o
AcM anti-PMN.

A andlise conjunta dos dados demonstra que a deplecéo de leucécitos PMN
induz diminuicdo concomitante, porém mais prolongada, de linfécitos nos
camundongos B10.A (dias 0, 6 e 14). Tal fenbmeno é mais transitério nos

camundongos A/J, e s6 ocorre no dia 6 pés-infecgao.
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Figura 2: Linfocitos totais do sangue de animais B10.A e A/J. A coleta foi realizada nos
grupos depletados e ndo depletados nos dias -1, 0, 6, 14, 29 e 119. Foram utilizados 7
animais/linhagem para os grupos de animais controle e 8 animais/linhagem para os
grupos de animais tratado com AcM RB6-8C5.

Os pontos representam as Médias + EP dos grupos ensaiados e (*) significa diferenca

estatistica entre os tratamentos (p<0,05).
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4.4) TEMPO DE SOBREVIDA

Grupos de 8 animais A/J e B10.A machos, tratados com AcM anti-PMN e
infectados i.t. com leveduras viaveis do P.brasiliensis assim como 6 animais
controle, tratados com IgG normal e infectados com P.brasiliensis, foram
observados durante um periodo de 400 dias, sendo registrado o tempo de
sobrevida para cada animal (em dias).

Na Figura 3 podemos observar que a curva de sobrevida dos animais
B10.A infectados e tratados com AcM anti-PMN tem uma queda mais precoce
que aquela dos animais controle. A morte dos animais se inicia no dia 128, e no
dia 238 apos infecgdo todos os animais ja haviam morrido. A mortalidade dos
animais B10.A controle comecgou no dia 161 quando 83,34% dos animais estao
vivos e termina no dia 291 quando nenhum animal permanece vivo.

A sobrevida média dos animais B10.A tratados com o AcM foi de 158,0 +
36,22/dias, enquanto que a dos camundongos controle foi de 239.5 +
54.61/dias. Andlise estatistica destes dados (método de comparagao de curvas
de sobrevida pelo Logrank) demonstrou que a sobrevida dos animais tratados é
significativamente menor do que a dos nao tratados (p<0,05).

Como pode ser observado na figura 3 (grafico inferior), apenas um
camundongo A/J tratado e infectado apresentou morte precoce aos 3 dias pos-
infeccéo. A partir deste tempo nao foram observadas novas mortes neste grupo
de animais. Todos os animais controle permaneceram vivos durante o periodo
de observagao. Nesta linhagem nao foi possivel calcular a sobrevida média e os
resultados obtidos com animais experimentais nao diferiram significativamente
dos camundongos controle (p>0,05). O experimento de sobrevida foi repetido

duas vezes, com resultados equivalentes.
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Figura.3: Tempo de sobrevida de camundongos isogénicos B10.A e A/J machos,
tratados com AcM anti-PMN e infectados it. com 1x10° leveduras viaveis do
P.brasiliensis (n=8-10 camundongos/linhagem) e camundongos infectados e tratados
com IgG normal de rato como controle (n= 6 camundongos/linhagem). A sobrevida dos
animais foi acompanhada por 400 dias. O experimento foi repetido por duas vezes com
resultados semelhantes. (*) Analise estatistica pelo método de Logrank (p<0,05).
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4.5) GRAU DE INFECGCAO

Grupos de animais B10.A e A/J tratados com o AcM anti-PMN ou IgG
normal e infectados com leveduras viaveis do P.brasiliensis foram sacrificados
apos 7, 15, 30 e 120 dias de infeccéao.

Seus orgdos (pulmdo, figado e bago) foram retirados, pesados,
homogeneizados, plaqueados em agar-BHI-suplementado, e calculado o logio
do numero de UFC/g de tecido.

Ao inicio da infeccdo (7 dias), ambas as linhagens apresentaram no pulméo,
numero elevado de leveduras (figura 4). Animais B10.A controle apresentaram
5,044+ 0.077 logio de leveduras no pulmao, enquanto que aqueles tratados
com AcM apresentavam 5,716 + 0,126 logs aos 7 dias de infecgdo (p<0,05). O
tratamento com AcM anti-PMN em animais A/ também aumentou
significativamente a carga fungica pulmonar (5,211 + 0,039 log1 para animais
controle e 6,109 + 0,059 logio para animais tratados). Foi também observada,
em ambas as linhagens, disseminagao para o figado e baco, sendo mais
evidente no grupo tratado com AcM, porém nado foi observada diferenca
estatistica significativa entre os grupos.

Comparados aos resultados de 7 dias de infecgdo, animais B10.A
apresentaram aos 15 dias um aumento do namero de fungos no puimao, figado
e bago. Este namero é significativamente maior nos pulmdes (6,141 + 0.053
logio) € bago (1,834 + 0.290 logio) de animais tratados com AcM quando
comparado com os pulmées (5,444 + 0.100 log+o) e bago (0,365 + 0.246 log1o)
de animais que receberam IgG normmal de rato.

Nos camundongos A/J a infec¢do pulmonar aos 15 dias igualou-se nos
grupos tratado (5,666 + 0.104 log+o) e nao tratado (5,602 + 0.081 log1o). Houve

uma diminuigdo no numero de fungos no bago e figado quando comparado ao
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resultado de 7 dias de infeccdo e os grupos tratado e nao tratado néao
apresentavam diferencas significativas entre si.

Aos 30 dias de infecgdo em animais B10.A (Figura 4) observa-se uma
grande colonizagao pulmonar, particularmente nos animais depletados de
leucécitos PMN (6,570 + 0.137 log+o em camundongos tratados e 5,812 + 0.178
logio em camundongos controle) e observa-se também nesta linhagem uma
disseminacédo significativamente maior do fungo para o figado nos animais
tratados (2,270 + 0.216 logip em camundongos tratados e 0.576 + 0.359 log1o
em animais controle). Na linhagem A/J a infecgdo pulmonar também nao diferiu
entre os grupos de animais tratados com AcM anti-PMN (5,917 + 0.046 log+o) e
0s nao tratados (5,656 + 0.182 logo). Verifica-se, neste tempo, uma evidente
diminui¢éo da colonizagdo de figado e baco. »

Nos camundongos B10.A a infecgdo pulmonar aos 120 dias igualou-se no
grupo tratado (5,923 + 0.208 log1o) € nao tratado (5,833 + 0.238 logio) com o
AcM; no entanto, a disseminagdo extra-pulmonar é muito mais intensa e
significativamente maior nos animais depletados de granulécitos. Camundongos
tratados apresentaram 5,518 + 0.136 log1o de UFC no figado, enquanto que nos
camundongos controle observamos 1,991 + 0.947 logy, UFC (diferenga de 3,6
log10). Os camundongos tratados apresentaram 4,735 + 0.221 logo UFC no
baco e os nao tratados 1,977 + 0.515 log+, (diferenga de 2,7 logs), como se
observa na figura 4.

Animais A/J com 120 dias de infec¢édo (figura 4) apresentaram no puimao a
mesma carga flngica, tanto os animais tratados com AcM anti-PMN (5,795 +
0.125 log1o) como os animais inoculados com IgG normal (5,716 + 0.131 log1o).
Houve pequena disseminacéo do fungo para o figado (0,073 + 0.073 logqo) e
bago (0,150 + 0.150 logig) nos animais tratados. Ja os animais controle
apresentam no figado 0,173 + 0.175 logo e no bago 0,278 + 0.281 logso de
UFC. Estes valores nos é6rgaos de disseminacéo ndo sao diferentes entre os
grupos estudados.
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Figura 4: Efeito da deplecdo de leucécitos PMN no grau de infeccdo de animais
susceptiveis e resistentes ao P.brasiliensis. Animais B10.A e A/J foram tratados com AcM
nos dias —1, 2 e 5 (M ) ou IgG normal de rato (@) e infectados no dia zero com 1x10° de
leveduras do P.brasiliensis pela via intratraqueal. O grau de infeccdo foi determinado aos
7, 15, 30 e 120 dias pés-infeccéo pelo método de UFC. Os resultados apresentados foram
obtidos em 3 experimentos independentes e como apresentavam valores muito
semelhantes, foram reunidos em um unico grupo. Deste modo, para as linhagens B10.A e
A/J trabalhamos com um total de 37-39 animais controle tratados com IgG normal de rato
e 38-42 animais tratados com o AcM RB6-8C5 anti-PMN. Os pontos representam as
Médias + EP dos grupos ensaiados e (*) significa diferenga estatistica entre os
tratamentos (p<0,05).
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4.6) RESPOSTA DE HIPERSENSIBILIDADE DO TIPO TARDIO (HTT)

Grupos de 6 a 8 animais por ponto experimental, de ambas as linhagens,
infectados intratraquealmente com leveduras viaveis do P.brasiliensis foram
analisados quanto a resposta de HTT. Inoculamos 25ul do antigeno de Fava
Netto em animais infectados tratados com IgG ou com o AcM RB6-8C5 e em
grupos de camundongos B10.A e A/J normais, nédo infectados.

Pode-se verificar na figura 5 que animais B10.A tratados e nao tratados,
desenvolveram baixa reatividade cutanea frente ao antigeno do P.brasiliensis
em todos os periodos analisados.

Ao contrario, animais A/J apresentaram tanto aos 15 como aos 30 e 120
dias pés-infec¢do, reagées de HTT francamente positivas. Em ambas as
linhagens ndo houve diferencas significativas entre os grupos tratados e nao
tratados com o anticorpo monoclonal RB6-8C5.



51

B10.A Al

Espessura da pata (mm)

0 _dias 0 dias
7 15 30 120 7 15 30 120

——gG—=—RB6------- Controle ‘ —— G —=—RBG------- Controle

Figura 5: Efeito de tratamento com AcM anti-PMN na resposta de hipersensibilidade do
tipo tardio (HTT) em camundongos B10.A e A/J, infectados i.t. com 1x10° células
leveduriformes de P.brasiliensis nos periodos de 7, 15, 30 e 120 dias pés-infecgdo. No
grafico estdo apresentados os inchagos de pata de animais normais/nao infectados
(linha tracejada), animais infectados e tratados com IgG normal de rato e animais
infectados e tratados com anticorpo monoclonal RB6-8C5 (deplegcdo de neutréfilos).
Todos os grupos de camundongos (6 a 8 animais por grupo) foram injetados
subcutaneamente no coxim plantar esquerdo com 25ul de antigeno de Fava Netto e a
medicao do inchago das patas foi feita apds 24 horas com o auxilio de um espessimetro.
Os resultados estdo expressos como a diferenca, em mm, entre as medidas feitas antes
€ 24 horas ap6s a inoculagio do antigeno.

Os pontos representam as Médias + EP dos grupos ensaiados.

A linha tracejada representa a média £+ 2 DP dos animais controle, ndo infectados

(intervalo de 95% de confianca)
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4.7) PRODUGAO DE ANTICORPOS ANTI-P.BRASILIENSIS

A resposta imune humoral dos animais B10.A e A/J tratados e nao
tratados com AcM anti-PMN (RB6-8C5) e infectados i.t. com o fungo foi
avaliada pela produgédo de anticorpos anti P.brasiliensis (lg total e os diferentes
isétipos). Assim, nos periodos indicados, os animais foram anestesiados, suas
artérias e veias axilares seccionadas e coletadas amostras do sangue para
obtengdo do soro; as amostras foram estocadas a -20°C até o momento do
teste. Os niveis de anticorpos especificos foram determinados por método

imunoenzimatico (ELISA) como descrito no item 3.10 de Material & Métodos.

4.7.1) Niveis de Ig total anti-P.brasiliensis

Camundongos B10.A com 7 dias de infec¢cdo e tratados com AcM anti-
PMN apresentaram titulo médio de 6,922 + 0.24 log. e os tratados com IgG
normal de rato apresentaram titulo de 6.722 + 0.24 log,. Somente aos 15 dias
de infec¢ao, animais B10.A tratados com AcM anti-PMN apresentaram titulo
significativamente maior que o grupo IgG (8,722 + 0.24 logz e 6,722 + 0.24 log,
para o grupo controle). Aos 30 e 120 dias tivemos aumento no titulo de
anticorpos comparado aos dias 7 e 15 de infecgéo, porém ndo houve diferencas
significativas entre os animais tratados (14,893 + 0.20 log, aos 30 dias e 15,922
+ 0.24 log; aos 120 dias de infec¢do) e nao tratados com anti-PMN (13,722 +
0.24 log2 aos 30 dias e 16,522 + 0.8 log, aos 120 dias de infec¢éo).

Camundongos A/J aos 7 dias de infec¢do apresentaram titulos médios
de 5,722 + 0.24 log; e 5,322 + 0.0 log, para os animais tratados e nao tratados,

respectivamente. No periodo de 15 dias de infeccéo, o grupo RB6 apresentou
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titulos significativamente mais altos (10,722 + 0.24 log,) que o grupo controle
(7,922 + 0.24 logz). A producéo total de anticorpos (Ig Total) aos 30 dias de
infeccdo em animais A/J apresentou niveis de 12,922 + 0.68 log; para os
animais depletados de granulécitos e 11,322 + 0.44 log; para os animais
controle. Aos 120 dias de infeccao também ndo foi encontrada diferenca
significativa entre os niveis de anticorpos do grupo experimental (16,722 + 0.24
log2) e controle (16,922 + 0.24 log,). Assim, os titulos de anticorpos sobem com
o decurso da doenga, porém somente aos 15 dias os niveis de anticorpos do

grupo RB6 foram maiores que no grupo IgG.

4.7.2) Niveis de IgM anti-P.brasiliensis

Em animais B10.A foram detectados niveis muito baixos de IgM anti-
P.brasiliensis durante os periodos de 7 dias (5,322 + 0 log, para animais
controle e 5,722 + 0,24 log, para animais depletados de neutréfilos) e 15 dias
de infecgado (5,322 + 0 log, para animais controle e 5,722 + 0,24 log, para
animais depletados de neutréfilos).

Para este isétipo parece nao haver diferencas marcantes dos titulos de
anticorpos entre os grupos analisados.

Em animais A/J nao foram encontradas diferengas significativas entre os
grupos tratados e nao tratados com o AcM em todos os periodos de infecgao

pulmonar, como apresentado na figura 6.

4.7.3) Niveis de IgA anti-P.brasiliensis

Camundongos B10.A depletados e ndo depletados de neutréfilos

apresentaram baixos niveis de anticorpos IgA no soro aos 7 (5,922 + 0,24 log;
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para animais depletados e 6,322 + 0 log, para animais controle) e 15 dias de
infecgdo (5,322 + 0 log. para animais depletados e ndo depletados).

Somente o grupo de animais depletados de neutréfilos apresentaram
niveis maiores e significantes de IgA aos 30 dias (8,751 + 0,61 log>) e 120 dias
(13,322 + 1 logz) de infecgdo, com relagéo ao grupo controle (5,922 + 0,4 log,
aos 30 dias e 9,522 + 0,8 log, aos 120 dias de infec¢ao).

Parece, entdo, que a doenga mais grave dos animais tratados com AcM
€ acompanhada por maiores titulos de IgA.

Em animais A/J n&o foi encontrada diferenga significativa nos niveis de
anticorpos entre os grupos controle e os grupos tratados com AcM anti-PMN em
todos os tempos de infecgdo. Podemos observar que aos 120 dias foi verificado
nivel mais alto de anticorpos IgA em relacdo aos outros periodos de infecgao,
porém nao foi encontrada difereng¢a entre o grupo controle (11,522 + 0,2 logz) e
o experimental (11,722 + 0,24 logy).
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Figura 6: Titulos de anticorpos especificos Totais e das classes IgM e IgA anti-
P.brasiliensis nos soros de camundongos B10.A (superior) e A/J (inferior) tratados ou
nao com o AcM anti-PMN e infectados com o P.brasiliensis por via i.t. aos 7, 15, 30 e
120 dias de infecgao, utilizando a técnica de ELISA. Grupos de 5 a 6 animais de cada
linhagem foram tratados com IgG normal de rato pela via intraperitoneal nos tempos —1,
2 e 5 dias da infeccdo pulmonar (controle) e grupos de 5 a 7 animais foram tratados com
AcM anti-PMN (RB6-8C5) pela via intraperitoneal nos mesmos tempos.

Os resultados representam as Médias + EP dos titulos obtidos para os grupos ensaiados

nos diversos tempos de infec¢do. (*) indica diferenca estatistica entre os tratamentos
(p<0,05 — Tukey).
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4.7.4) Niveis de IgG1 anti-P.brasiliensis

Com 7 dias de infec¢do animais B10.A depletados e nao depletados de
neutréfilos apresentaram niveis baixos de IgG1 (5,722 + 0.24 log, para animais
controle e 5.322 + 0 log; para animais depletados). Os titulos de anticorpos
aumentaram com o passar do tempo (figura 7).

Com 15 dias pos-infecgdo o grupo RB6 apresentou titulos equivalentes
ao grupo IgG (13,322 + 0 log, e 12,122 + 0.2 log,, respectivamente). Aos 30
dias, animais B10.A nao depletados apresentaram titulo médio de anticorpos de
16.52 + 0.20 log,. Ja os animais depletados de células PMN apresentaram
niveis significativamente maiores, indicando a maior gravidade da doenca
(18.75 + 0.21 logz). Aos 120 dias de infecgdo os niveis de anticorpos IgG1 eram
equivalentes nos dois grupos de animais de (15.32 + 0.85 log: para o grupo IgG
e 16.52 + 0.20 log, para o grupo RB6). Em conclusao, o titulo de IgG1 em
animais B10.A é significativamente maior em animais tratados com AcM anti-
PMN, somente aos 30 dias de infecgéo.

Para os camundongos A/, titulos equivalentes do IgG1 foram
observados entre os grupos RB6 e IgG. Na figura 7 pode-se verificar que aos 7
dias de infec¢édo o grupo IgG apresentaram titulo médio de 5,322 + 0 logz e 0
grupo RB6 apresentou titulo de 6,122 + 0.2 log,. No periodo de 15 dias de
infeccao os animais A/J controle apresentaram titulos médios de 5,722 + 0.4
log,, j& os animais depletados de granulocitos apresentaram titulos de 7,922 +
0.24 log,. As diferengas observadas no foram significativas.

Aos 30 dias de infecgdo os animais A/J apresentaram niveis de 13,922 +

1,33 log, para o grupo controle e 14,122 + 1,39 log, para o grupo de animais
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experimental. Com 120 dias de infecgao notamos no grafico 7 que néo houve
diferengas em relagio ao titulo de IgG1 (16,722 + 0.4log, para o grupo controle
e 16,522 + 0.20 log; para o grupo de animais depletados). Portanto, para o
isétipo IgG1 ndo houve diferengas entre os grupos tratados e controles nos

periodos aqui analisados.

4.7.5) Niveis de IgG2b anti-P.brasiliensis

Podemos observar na figura 7 que, aos 7 dias de infecgao, os animais
B10.A controle (5,322 + 0 log,) e depletados (5,922 + 0,24 logy) apresentaram
niveis baixos de anticorpos no soro. Aos 15 dias o titulo de anticorpos
aumentam com relagéo aos 7 dias de infec¢do, mas nao apresentou diferencas
significativas entre animais do grupo controle (10,922 + 0,68 logz) e do grupo
RB6 (13,322 + 0 logy).

Os titulos de anticorpos aumentam com o progredir da doenca. Animais
controle apresentaram titulo de 13,722 + 1,29 log2 e 17,922 + 0,6 loga,
respectivamente aos 30 e 120 dias de infecgdo. Em animais depletados de
granulocitos, os titulos de anticorpos também aumentaram com o tempo de
infecgdo (11,607 + 0,57 log, aos 30 dias e 17,322 + 0,32 logz aos 120 dias de
infecgao).

Nao foram encontradas diferencas significativas nos niveis de anticorpos
lIgG2b entre os grupos de animais controle e os grupos de animais tratados com
o AcM, em todos os periodos analisados.

Nao houve diferenga nos niveis de IgG2b ao inicio da infec¢éao entre os
grupos de animais A/J tratados e nao tratados com AcM anti-PMN (5,322 + 0
logz). Diferenga entre os grupos foi observada aos 15 dias de infecgdo, quando
o grupo RB6 apresentou titulos significativamente maiores (9,522 + 0,49 log,)

que o seu controle (6,522 + 0,73 logy).
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Aos 30 dias também observamos aumento nos niveis de anticorpos nos
animais depletados (13,122 + 0,97 log;) em relagdo aos animais controle
(11,122 + 0,2 logz), porém este aumento ndo mostrou-se significativo pela
andlise estatistica (0,05 < p < 0,10). Ja no tempo de 120 dias de infec¢cao, nao
houve diferenga de titulos médios entre o grupo tratado (13,322 + 0 logz) e néo
tratado com anti-PMN (13,122 + 0,2 log>).

4.7.6) Niveis de IgG2a anti-P.brasiliensis

Como pode ser verificado na figura 8, os animais B10.A depletados e ndo
depletados de células PMN apresentaram niveis equivalentes de anticorpos
lgG2a. Para ambos os grupos observou-se o titulo médio de 5,322 + 0 log, aos
7 dias de infecgdo. Aos 15 dias foram observados titulos mais altos de
anticorpos, tanto em animais controle (6,122 + 0.20 logz), como nos animais
depletados de granulécitos (7,922 + 0.24 logy).

Aos 30 dias os animais B10.A apresentaram titulos maiores com relagéo
aos 7 e 15 dias de infeccao, entretanto, ndo houve diferengcas nos titulos de
anticorpos entre os animais controle (10,522 + 0.73 log.) e os depletados (10,75
+ 0.52 logz). O mesmo acontece aos 120 dias de infeccdo (14,522 + 0.37 log:
para o grupo IgG e 15,322 + 0.55 log, para o grupo RB6).

Logo ao inicio de infecgdo observamos titulos baixos de anticorpos
lgG2a em animais A/J tratados (5,322 + 0 log,) e néao tratados com AcM anti-
PMN (5,322 + 0 log), como apresentado na figura 8. Os niveis de IgG2a sobem
com o decurso da doenga e o grupo RB6 apresentou niveis maiores que o
grupo IgG aos 15 e 30 dias pés-infeccdo. Apds 15 dias de infecgdo notamos,
que o titulo de anticorpos aumentou tanto nos animais controle (8,922 + 0,24
log2) e como nos tratados (11,722 + 0,24 log,). Os animais controle
apresentaram titulo médio de 10,122 £ 0,73 log2 e 15,122 + 0,2 logy,

respectivamente aos 30 e 120 dias de infeccao pulmonar. Ja os animais
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depletados apresentaram titulo médio de 14,522 + 0,58 log, e 16,722 + 0,24
log- aos 30 e 120 dias de infecgao.

Como pode ser verificado na figura 8, e confirmado pela analise
estatistica, camundongos da linhagem A/J produzem niveis mais elevados de
anticorpos do isétipo IgG2a que os animais B10.A.

4.7.7) Niveis de IgG3 anti-P.brasiliensis

Observamos na figura 8, que em 7 e 15 dias de infecg¢ao, animais B10.A
depletados e nao depletados de neutréfilos apresentaram os mesmos niveis de
anticorpo IgG3 (5,322 + 0 log). Ja aos 30 e 120 dias de infeccdo os animais
controle apresentaram, respectivamente, titulos médios de 7,922+ 0,87 log, e
10,522 + 0,49 log,. Os animais depletados de granulécitos apresentaram titulos
médios de 6,607 + 0,18 log, e 11,322 + 0,32 log,, respectivamente aos 30 e 120
dias de infecgdo. Assim, a deplegdo de células PMN diminuiu os niveis de
anticorpos 1gG3 somente aos 30 dias do experimento e essa diferenga foi
estatisticamente significativa.

Nao houve diferencas nos niveis de IgG3 ao inicio da infec¢ao entre os
grupos de animais A/J tratados e nao tratados (5,322 + 0 log.). Aos 15 dias,
verificamos que os animais depletados apresentaram niveis de I1gG3
significativamente maiores (6,922 + 0,24 log,) que os animais controle (5,322 +
0 logy).

O mesmo fendmeno ocorreu aos 120 dias da doenga (10,722 + 0,24 log;
para o grupo RB6 e 9,522 + 0.2 log, para o grupo IgG), mas nao aos 30 dias

quando os titulos foram equivalentes.
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Figura 7: Titulos dos isétipos IgG1 e IgG2b anti-P.brasiliensis nos soros de
camundongos B10.A (superior) e A/J (inferior) tratados ou nao tratados com o AcM anti-
PMN e infectados com P.brasiliensis por via i.t. aos 7, 15, 30 ¢ 120 dias de infecgao,
utilizando a técnica de ELISA. Grupos de 5 a 6 animais de cada linhagem foram
tratados com IgG normal de rato pela via i.p. nos tempos —1, 2 e 5 dias da infeccao
pulmonar (controle) e grupos de 5 a 7 animais foram tratados com AcM anti-PMN (RB6-
8C5) pela via i.p. nos mesmos tempos. Os resultados representam as Médias + EP dos
titulos obtidos para os grupos ensaiados nos diversos tempos de infec¢éo.

(*) indica diferenca estatistica entre os tratamentos (p<0,05 — Tukey).
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Figura 8: Titulos dos isétipos IgG2a e IgG3 anti-P.brasiliensis nos soros de
camundongos B10.A (superior) e A/J (inferior) tratados ou ndo tratados com o AcM anti-
PMN e infectados com P.brasiliensis por via i.t. aos 7, 15, 30 e 120 dias de infecg¢ao,
utilizando a técnica de ELISA. Grupos de 5 a 6 animais de cada linhagem foram
tratados com IgG normal de rato pela via intraperitoneal nos tempos —1, 2 e 5 dias pos-
infeccdo pulmonar (controle) e grupos de 5 a 7 animais foram tratados com AcM anti-
PMN (RB6-8C5) pela via i.p.nos mesmos tempos.

Os resultados representam as Médias + EP dos titulos obtidos para os grupos
ensaiados nos diversos tempos de infecgdo. (*) indica diferenga estatistica entre os
tratamentos (p<0,05 — Tukey).
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4.8) DOSAGEM DE CITOCINAS NOS HOMOGENATOS DOS PULMOES

As dosagens de citocinas foram feitas em material proveniente de
animais B10.A e A/J depletados e nao depletados de granulécitos e infectados
i.t. aos 7, 15, 30 e 120 dias de infec¢cdo com leveduras viaveis do P.brasiliensis.

Neste procedimento os pulmdes, assim como outros 6rgdos, eram
colhidos logo apés o sacrificio dos animais, pesados e, de maneira estéril, eram
macerados em um volume de 5mi de PBS. Apds a separagao do sobrenadante,
0 macerado era semeado em meio adequado para o crescimento do fungo.

Os sobrenadantes dos macerados de pulmdes — os homogenatos — eram
separados, aliquotados e mantidos a -70°C até o momento da dosagem das

citocinas.

4.8.1) TNF-o,

De maneira geral, podemos verificar que animais das linhagens B10.A e
A/J submetidos ou n3o ao tratamento ndo apresentaram diferencas
significativas nos niveis de TNF-a. No entanto, pode-se verificar em
camundongos B10.A (figura 9) que os niveis de TNF-o vdo aumentando com o
decorrer da infec¢do. Em animais A/J pode-se notar em ambos os grupos,
aumento aos 15 dias que se manteve nos tempos posteriores analisados.

Analise comparativa entre os grupos equivalentes de ambas as linhagens
revelou que animais B10.A tratados com IgG apresentaram niveis

significativamente maiores que animais A/J, aos 120 dias de infecgao.
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Figura 9: Niveis de TNF-o em animais B10.A e A/J infectados por via it. com
P.brasiliensis, submetidos ao tratamento com AcM anti-PMN (RB6-8C5) ou IgG normal
de rato (controle) via i.p. nos dias —1, 2 e 5 de infecgdo pulmonar. Dosagens realizadas
em homogenatos de puimdes (6 a 8 animais por grupo) aos 7, 15, 30 e 120 dias de
infeccdo, utilizando-se a técnica de ELISA. |

Os pontos representam as Médias + EP dos titulos nos diversos tempos pés-infecgéo.

4.8.2) IFN-y

A analise estatistica dos dados mostrou que os fatores tratamento, tempo
de infeccdo e linhagem nao influiram significativamente na produgao do IFN-y
(figura 10). Assim, animais B10.A infectados com o fungo e submetidos ou néo
ao tratamento com AcM anti-PMN apresentaram niveis equivalentes do IFN-y
no pulmao em todos os periodos de infecgdo analisados.

Os animais A/J depletados de granulécitos apresentaram niveis mais
elevados de IFN-y quando comparado ao grupo controle (andlise geral).
Entretanto, a analise estatistica ndo foi capaz de apontar diferencas

individualizadas para os grupos, nos varios tempos estudados.
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Figura 10: Niveis de IFN-y em animais B10.A e A/J infectados por via i.t. com
P.brasiliensis, submetidos ao tratamento com AcM anti-PMN (RB6-8C5) ou IgG normal
de rato (controle) via i.p. nos dias —1, 2 e 5 de infecgc&o pulmonar. Dosagens realizadas
em homogenatos de pulmdes (6 a 8 animais por grupo) aos 7, 15, 30 e 120 dias de
infeccao, utilizando-se a técnica de ELISA.

Os pontos representam as Médias + EP dos titulos encontrados para os grupos

ensaiados nos diversos tempos pés-infecgao.

4.8.3) Interleucina 12 (IL-12)

Pelos resultados apresentados na figura 11, pode-se notar que, os
animais da linhagem B10.A tratados com AcM anti-PMN, apresentaram um pico
de produgao de IL-12 aos 15 dias pbs-infecgao, sendo significativamente maior
que do grupo controle .

Aos 120 dias houve uma inversdo na producéo de IL-12. Os animais
controle apresentaram um valor maior de IL-12 quando comparado ao dos
animais tratados com anti-PMN. Essa diferenca é significativa em relagao aos
demais tempos da infeccao (p<0.05), mas nao em relagéo ao grupo RB6.

Os animais A/J infectados e que foram submetidos ac tratamento com
AcM anti-PMN neutréfilos apresentaram aumentos significativos nos niveis de

IL-12 logo na primeira semana de infeccao (7 dias) se comparados aos animais
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controle. Aos 15 e 30 dias, os niveis de IL-12 diminuiram tanto para os animais
tratados como para os nao tratados com o AcM. Ja aos 120 dias houve um
novo aumento de IL-12, principalmente nos animais depletados, havendo
diferenca estatistica entre os grupos.

Ao comparar as linhagens entre si (submetidas ao mesmo tratamento)
verificamos que animais B10.A do grupo IgG apresentaram niveis maiores de
IL-12 que o grupo A/J IgG aos 120 dias de infec¢do (p<0.05).Quando a
comparagao entre linhagens foi feita com os grupos RB6 observamos niveis
mais elevados de IL-12 nos animais A/J aos 120 dias da doenga (p<0.05).
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Figura 11: Niveis de IL-12 em animais B10.A e A/J infectados por via i.t. com
P.brasiliensis, submetidos ao tratamento com AcM anti-PMN (RB6-8C5) ou IgG normal
de rato (controle) via i.p. nos dias —1, 2 e 5 de infec¢édo pulmonar. Dosagens realizadas
em homogenatos de pulmdes (6 a 8 animais por grupo) aos 7, 15, 30 e 120 dias de
infecgdo, utilizando-se a técnica de ELISA.

Os pontos representam as Médias + EP dos titulos nos diversos tempos pés-infeccéo.

(*) indica diferenga estatistica entre os tratamentos (p<0,05 — Tukey).
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4.8.4) Interleucina 2 (IL-2)

Pelos resultados apresentados na figura 12, pode-se notar que os
animais B10.A, tratados ou ndo com AcM anti-PMN, apresentaram niveis
equivalentes de IL-2 no pulmao, em todos os periodos analisados.

Em animais A/J também ndo houve diferengas significativas nos niveis
de IL-2 entre os grupos experimentais e os grupos controle.

Um achado interessante € que a concentracao desta citocina no pulmao
oscila muito conforme o tempo de infeccdo para ambas as linhagens.
Comparando os niveis de IL-2 entre as linhagens, verificamos que os animais
A/J controle e os depletados de neutréfilos apresentaram concentragdes
significativamente mais elevadas aos 15 dias de infecgdo, com relagdo aos
animais B10.A controle e depletados de neutréfilos.
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Figura 12: Niveis de IL-2 em animais B10.A e A/ infectados por via it. com
P.brasiliensis, submetidos ao tratamento com AcM anti-PMN (RB6-8C5) ou IgG normal
de rato (controle) via i.p. nos dias —1, 2 e 5 de infec¢@o pulmonar. Dosagens realizadas
em homogenatos de pulmdes (6 a 8 animais por grupo) aos 7, 15, 30 e 120 dias de
infecgao, utilizando-se a técnica de ELISA.

Os pontos representam as Médias + EP dos titulos nos diversos tempos p6s-infeccéo.
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4.8.5) Interleucina 3 (IL-3)

Como pode ser observado na figura 13, ndo foram detectadas diferengas
significativas entre os grupos RB6 e IgG de ambas as linhagens, em todos os
periodos estudados. Ocorreram oscilagdes de concentragdo em ambas as
linhagens em relacdo ao tempo de infec¢do. Nao foram detectadas diferencas
entre linhagens.
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Figura 13: Niveis de IL-3 em animais B10.A e A/} infectados por via it. com
P.brasiliensis, submetidos ao tratamento com AcM anti-PMN (RB6-8C5) ou IgG normal
de rato (controle) via i.p. nos dias —1, 2 e 5 de infec¢&o pulmonar. Dosagens realizadas
em homogenatos de puimbes (6 a 8 animais por grupo) aos 7, 15, 30 e 120 dias de
infeccdo, utilizando-se a técnica de ELISA.

Os pontos representam as Médias + EP dos titulos nos diversos tempos pés-infecgao.

4.8.6) GM-CSF

Os niveis de GM-CSF (figura 14) em animais B10.A que receberam AcM

anti-PMN s3do equivalentes aos dos animais que receberam somente IgG em



68

todos os tempos de infecgdo. Nao houve, portanto, diferenga estatistica quando
foram analisados os fatores tratamento e tempo.

O grupo IgG da linhagem A/J apresentou niveis significativamente mais
elevados de GM-CSF aos 7 dias de infecgdo quando comparado ao grupo RB6.
Com o decorrer do tempo de infecgdo nao houve diferenga entre os grupos.

Fazendo uma comparagdo entre as duas linhagens de animais
infectados e tratados com IgG normal de rato, podemos observar um aumento
significativo nos niveis de GM-CSF no sobrenadante de pulméo de animais A/J
aos 7 dias de infecgao. Apartir deste ponto ndo foram encontradas diferencas
significativas nos niveis desta citocina puimonar entre animais B10.A e A/J. Ja
animais infectados e depletados de PMN neutréfilos de ambas as linhagens néo
apresentaram diferengas no comportamento de produgao de GM-CSF.
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Figura 14: Niveis de GM-CSF em animais B10.A e A/J infectados por via i.t. com
P.brasiliensis, submetidos ao tratamento com AcM anti-PMN (RB6-8C5) ou IgG normal
de rato (controle) via i.p. nos dias —1, 2 e 5 de infecgédo pulmonar. Dosagens realizadas
em homogenatos de puimdes (6 a 8 animais por grupo) aos 7, 15, 30 e 120 dias de
infeccdo, utilizando-se a técnica de ELISA.

Os pontos representam as Médias + EP dos titulos nos diversos tempos pés-infeccéo.

(*) indica diferenga estatistica entre os tratamentos (p<0,05 — Tukey).
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4.8.7) Interleucina 10 (IL-10)

Os perfis das médias de concentragéo de IL-10 para as duas linhagens
sdo mostrados na figura 15. Comparagées multiplas pelo método de Tukey
mostraram diferengas temporais na produgdo de IL-10 dentro do mesmo
tratamento, para os animais da linhagem B10.A. Contudo, n&do foram
encontradas diferencas entre os grupos tratados e n&o tratados com o AcM
anti-PMN, para ambas as linhagens em quaisquer dos tempos examinados.

Um achado interessante foi a diferenga encontrada no nivel de IL-10 para
os animais B10.A, que apresentaram aumento significativo desta citocina em
relacdo aos animais A/J (depletados ou ndo de neutréfilos) aos 120 dias de

infecgao.
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Figura 15: Niveis de IL-10 em animais B10.A e A/J infectados por via i.t. com
P.brasiliensis, submetidos ao tratamento com AcM anti-PMN (RB6-8C5) ou IgG normal
de rato (controle) via i.p. nos dias —1, 2 e 5 de infecg&o pulmonar. Dosagens realizadas
em homogenatos de pulmdes (6 a 8 animais por grupo) aos 7, 15, 30 e 120 dias de
infeccdo, utilizando-se a técnica de ELISA.

Os pontos representam as Médias + EP dos titulos nos diversos tempos pés-infecgéo.
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4.8.8) Interleucina 4 (IL-4)

Como podemos observar na figura 16, os niveis de IL-4 em homogenatos
de pulmao, aos 120 dias pds-infeccao, apresentaram concentragbes médias
maiores em animais B10.A tratados com RB6-8C5, comparados aos animais

controle e aos camundongos A/J depletados ou nao de granulécitos.
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Figura 16: Niveis de IL-4 em animais B10.A e A/J infectados por via it. com
P.brasiliensis, submetidos ao tratamento com AcM anti-PMN (RB6-8C5) ou IgG normal
de rato (controle) via i.p. nos dias —1, 2 e 5 de infeccéo puimonar. Dosagens realizadas
em homogenatos de pulmdes (6 a 8 animais por grupo) aos 7, 15, 30 e 120 dias de
infecgao, utilizando-se a técnica de ELISA.

Os pontos representam as Médias = EP dos titulos nos diversos tempos pés-infecgéo.

(*) indica diferencga estatistica entre os tratamentos (p<0,05 — Tukey).

4.8.9) Interleucina 5 (IL-5)

Nenhuma diferenga na producéo de IL-5 foi encontrada para os animais
A/J e B10.A (figura 17).
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E importante ressaltar que a producéo de IL-5 foi aumentando com o
decorrer do tempo de infecgdo, chegando a valores maximos aos 120 dias
tantos para os animais A/J como para os animais B10.A indepéndentemente do
tratamento recebido.
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Figura 17: Niveis de IL-5 em animais B10.A e A/ infectados por via it. com
P.brasiliensis, submetidos ao tratamento com AcM anti-PMN (RB6-8C5) ou IgG normal
de rato (controle) via i.p. nos dias —1, 2 e 5 de infeccao pulmonar. Dosagens realizadas
em homogenatos de pulmdes (6 a 8 animais por grupo) aos 7, 15, 30 e 120 dias de
infeccdo, utilizando-se a técnica de ELISA.

Os pontos representam as Médias + EP dos titulos nos diversos tempos pés-infecgéo.

4.9) DOSAGEM DE CITOCINAS NOS HOMOGENATOS DE FiGADO

Como pode ser observado na figura 4, o grau de infecgao no figado foi muito
intensa aos 120 dias de infeccdo somente em animais susceptiveis (B10.A)
depletados de granulécitos (5,518 +0,136 logiy de UFC), enquanto que os
camundongos controle apresentaram 1,991 + 0,947 logso de UFC. Animais

resistentes (A/J) ndo apresentaram aumento intenso da carga fangica no figado
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aos 120 dias de infecgdo, tanto em animais depletados (0,073 +0,073 log1o)
como os animais controle (0,173 £0,175 logo).

Esses resultados nos sugeriram que seria interessante a dosagem de
citocinas inflamatérias (TNF-o, IFN-y -IL-12, IL-2, IL-3 e GM-CSF) e anti-
inflamatérias (IL-10, IL-4 e IL-5) no homogenato de figado de animais B10.A e
A/J aos 120 dias de infeccdo. Nestas dosagens incluimos um novo grupo,
denominado “controle” que se refere aos homogenatos obtidos de figado de

camundongos normais, nao infectados.

4.9.1) TNF-o,

Os animais B10.A infectados e tratados com AcM anti-PMN
apresentaram niveis significativamente maiores de TNF-o aos 120 dias de
infecgdo, comparado ao seu controle. Em animais A/J ndo se péde apontar
diferencas entre os grupos (figura 18).

Ao compararmos as linhagens verificamos aumento significativo de TNF-
a em animais A/J tratados com IgG, quando comparados aos animais B10.A do
mesmo grupo. No entanto, os animais B10.A e A/J depletados de neutréfilos
nao apresentaram diferengas significativas nos niveis de TNF-a no figado, aos

120 dias de infecgao.

4.9.2) IFN~y

Como pode ser verificado na figura 18, a produg¢ao de IFN-y por animais
B10.A infectados e depletados células PMN foi significativamente maior que no
grupo IgG.
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Em animais da linhagem A/J, o grupo IgG apresentou niveis mais
elevados de IFN-y (p<0,05) que os grupos controle e RB6.

Comparando niveis de IFN-y entre as duas linhagens de animais
submetidos ao tratamento com IgG péde-se observar que os animais A/J
apresentaram niveis mais elevados e significantes, comparados aos dos
animais B10A.

4.9.3) Interleucina 12 (IL-12)

Animais B10.A depletados de granulécitos apresentaram niveis
significativamente maiores de IL-12, quando comparados aos grupos controle e
IgG (figura 18). Em animais A/J ndo encontramos diferen¢as na producgéao de IL-
12 entre os grupos.

Néo foram observadas diferengas significativas entre as linhagens,

quando tratamentos equivalentes foram comparados.

4.9.4) Interleucina 2 (IL-2)

A andlise estatistica mostrou aumento significativo de IL-2 no figado em
animais A/J infectados e tratados com IgG, quando comparados aos animais
tratado com o AcM (figura 19). Em animais B10.A esta diferenca de tratamento
nao foi encontrada, visto que, animais depletados e ndo depletados de células
PMN apresentaram o mesmo comportamento quanto a produgéo de IL-2.

Um achado interessante foram as diferengcas encontradas entre as
linhagens de animais, nos grupos tratados com IgG. Animais A/J apresentaram
niveis significativamente aumentados de IL-2 no figado, quando comparados

aos dos animais B10.A.
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4.9.5) Interleucina 3 (IL-3)

A IL-3 apresenta-se em baixas concentracdes e nao foram observadas
diferencas entre animais B10.A depletados ou ndo de leucécitos PMN. O
mesmo acontece com os animais A/J, ndo ha diferencas entre os grupos de
tratamento.

Comparando as duas linhagens, ndo foram detectadas diferengas

significativas entre grupos de tratamentos equivalentes.

4.9.6) GM-CSF

Animais B10.A tratados com o AcM apresentaram niveis mais elevados
de GM-CSF no figado aos 120 dias de infeccdo, quando comparados aos
grupos IgG e controle (figura 19).

Nos animais A/J, o grupo IgG apresentou valores significativamente
aumentado de GM-CSF quando comparado aos grupos controle e RB6.

A comparagdo entre linhagens demonstrou que camundongos A/J
tratados com IgG apresentaram valores significativamente mais elevados de
GM-CSF que os do mesmo grupo da linhagem B10.A.

4.9.7) Interleucina 10 (IL-10)

Os animais de ambas linhagens, submetidos a infeccao it. com
P.brasiliensis e tratados ou ndo com AcM apresentaram niveis equivalentes de
IL-10 em homogenatos de figado aos 120 dias de infecgao (figura 20).

Comparacgdes feitas entre linhagens e tratamentos equivalentes também

nao mostraram diferengas significativas.
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4.9.8) Interleucina 4 (IL-4) e Interleucina 5 (IL-5)

Os niveis de [L-4 e IL-5 em homogenatos de figado (figura 20) de
animais B10.A e A/J ndo apresentaram diferencas significativas entre os
tratamentos. Mas ao compararmos ambas as linhagens, tratadas com IgG ou o
AcM RB6, pudemos verificar um aumento significante destas citocinas em

animais A/J.
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Figura 18: Niveis de TNF-a, IFN-y e IL-12 em animais B10.A e A/J infectados por
via i.t. com P.brasiliensis, submetidos ao tratamento com AcM anti-PMN
(RB6-8C5) ou IgG normal de rato (IgG) via i.p. nos dias -1, 2 e 5 de infec¢ao
pulmonar.O grupo controle refere-se a homogenatos obtidos de camundongos
normais, ndo infectados.Dosagens realizadas em homogenatos de figado (6 a 8

animais por grupo) aos 120 dias de infecgao, utilizando-se a técnica de ELISA.

Os pontos representam as Médias + EP dos titulos nos diversos tempos

pés-infecgao.
(*) indica diferenca estatistica entre os tratamentos (Tukey)
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Figura 19: Niveis de IL.-2, IL-3 e GM-CSF em animais B10.A e A/J infectados por
via i.t. com P.brasiliensis, submetidos ao tratamento com AcM anti-PMN
(RB6-8C5) ou IgG normal de rato (IgG) via i.p. nos dias -1, 2 e 5 de infecgao
pulmonar. O grupo controle refere-se a homogenatos obtidos de camundongos
normais, ndo infectados. Dosagens realizadas em homogenatos de figado (6 a
8 animais por grupo) aos 120 dias de infec¢ao, utilizando-se a técnica de

ELISA.

Os pontos representam as Médias + EP dos titulos nos diversos tempos
pés-infeccao.
(*) indica diferenga estatistica entre os tratamentos (Tukey)
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Figura 20: Niveis de IL-10, IL-4 e IL-5 em animais B10.A e A/J infectados por via i.t.
com P.brasiliensis, submetidos ao tratamento com AcM anti-PMN (RB6-8C5) ou IgG
normal de rato (IgG) via i.p. nos dias -1, 2 e 5 de infecgdo pulmonar. O grupo controle
refere-se a homogenatos obtidos de camundongos normais, nfo infectados. Dosagens
realizadas em homogenatos de figado (6 a 8 animais por grupo) aos 120 dias de infec¢éo,

utilizando-se a técnica de ELISA.

Os pontos representam as Médias + EP dos titulos nos diversos tempos pds-infecgao.
(*) indica diferenga estatistica entre os tratamentos (Tukey)
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5- RESULTADOS (ll)

Influéncia dos leucécitos PMN na Imunidade Adquirida ao P.brasiliensis.

5.1) PROTOCOLOS E GRUPOS DO EXPERIMENTO DE IMUNOPROTEGAO

A) B10A-IT
Animais B10.A inoculados com o fungo P.brasiliensis apenas pela via i.t., ou
seja, solugdo salina foi inoculada pela via s.c. € os animais ndo receberam

nenhum tipo de tratamento durante a infec¢ao pulmonar.

B) B10.A- SCIT- IgG
Animais B10.A inoculado pelas vias s.c. e i.t. com o fungo P.brasiliensis e

submetidos ao tratamento com IgG normal de rato intraperitoneaimente nos

tempos —1, 2 e 5 dias da infecg¢do pulmonar.

C) B10.A- SCIT- RB6-8C5
Animais B10.A inoculados pelas vias s.c. e it. com o fungo P.brasiliensis

que receberam como tratamento o AcM anti- PMN (RB6-8C5) nos tempos —1, 2
e 5 dias da infecgao puimonar.

5.2) GRAVIDADE DA DOENCA

Grupos de animais B10.A previamente inoculados ou nao pela via s.c.

com o P.brasiliensis e 15 dias ap6s desafiados com o mesmo fungo pela via i.t.

foram sacrificados aos 60 dias de infecgéo puimonar.
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Um grupo foi inoculado com salina pela via s.c., e infectado 15 dias apos
com o P.brasiliensis (B10.A-IT), outro foi inoculado com P.brasiliensis pela via
s.c., tratado com IgG normal de rato e desafiado pela via i.t. com o fungo
(B10.A-SCIT-IgG) e finalmente, o terceiro grupo foi pré inoculado com o fungo
pela via s.c., tratado com AcM anti-PMN e desafiado com o P.brasiliensis pela
via i.t. (B10.A-SCIT-RB6-8C5).

Seus orgaos (pulmdes, figado e bago) foram retirados, pesados,
homogeneizados, plagueados em agar-BHI-suplementado, e calculado o log1o
do numero de UFC/g de tecido.

Para o grupo de animais B10.A — IT (figura 21) foi observado um grande
nimero de fungos viaveis no pulméo (6,146 + 0,084 log.o) e grande colonizagéo
do figado (2,926 + 0,249 log1o) € baco (3,049 1 0,278 log1o).

Ja o grupo de animais B10.A- SCIT- IgG (vacinados-controle) apresentou
numero significante menor de fungos no pulmao (3,110 + 0,187 logo).
Encontramos uma discreta disseminagao para o figado (0,661 + 0,462 log+o) e
bago (0,455 + 0,462 logo).

Camundongos vacinados, tratados com o AcM anti-PMN (B10.A-SCIT-
RB6) apresentaram no pulmao baixo grau de infecg¢éo (2,627 + 0,102 log1o) €
n&o houve disseminagéo para o figado e bago aos 60 dias de infeccao (figura
21).

Como esperado, animais pré-imunizados controlaram mais a doenga,
caracterizando um fendmeno de protecao pulmonar e menor disseminagao para
o figado e bago (Arruda, 1999).

O grupo vacinado e depletado de leucécitos PMN apresentou o menor
ntimero de fungos viaveis nos pulmdes e total auséncia de disseminagéo para o
figado e bago. Apesar desse valor ser menor que o observado no grupo
vacinado, a andlise estatistica demonstrou que a deplegéo de células PMN nao
alterou a imunoprotecdo conferida pela pré-inoculagdo do fungo pela via

subcutanea.
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Logo, os leucécitos PMN ndo parecem participar nos fendbmenos de
imunidade adquirida que conferem prote¢do a paracoccidioidomicose pulmonar.

Pulméo

-~
i

I B10.AIT
B10.A-SCIT-IgG
Z223 B10.A-SCIT-RBS

E ¢ - ]
! 1 1 1

-
1 £

Média UFC/g (log,,)

[~

Bago Figado
7 7
o] ]
54 5
4 4
3 T 3_
2 | 24 i *
1 i * 1 .
N * . *

Figura 21: Ntimero de UFC em pulmées, figado e baco em animais B10.A infectados
com leveduras viaveis de P.brasiliensis aos 60 dias de infeccdo (n= 5 a 6
camundongos para cada grupo experimental). O grupo (B10.A-IT) foi inoculado pela
via s.c. com salina e ap6s 15 dias foi desafiado com 1x10° células leveduriformes de
P.brasiliensis por via intratraqueal. O grupo (B10.A-SCIT-lgG) foi inoculado por via s.c.
com 5x10° leveduras de P.brasiliensis e desafiado 15 dias ap6s com 1x10° células
leveduriformes por via i.t. Estes animais receberam IgG por via i.p. nos tempos -1, 2 e
5 dias da infec¢ao pulmonar (controle da protecio). O grupo de camundongos (B10.A-
SCIT-RBS) foi inoculado por via s.c. com 5x10° leveduras de P.brasiliensis e desafiado
15 dias ap6s com 1x10° células leveduriformes por via i.t. Estes animais receberam
AcM anti-PMN (RB6-8C5) por via i.p. nhos tempos -1, 2 e 5 dias da infec¢do pulmonar.
Os pontos representam as Médias + EP dos grupos ensaiados. (*) p<0,05 — diferente do grupo
B10.A-IT
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5.3) IMUNIDADE CELULAR (HTT)

Na figura 22 observamos a rea¢do de HTT dos animais inoculados ou néao
com o fungo P.brasiliensis por via s.c. e apos 15 dias desafiados com o mesmo
fungo por via intratraqueal e tratados ou ndo com AcM anti-PMN.

O grupo de animais B10.A-SCIT-RB6 apresentou os niveis mais elevados
de resposta de HTT, comparado aos outros grupos experimentais.

A inoculagao s.c. prévia do fungo promoveu nos animais susceptiveis uma
resposta aumentada e significante em relagao aos controles normais (limpos) e
aos animais que receberam inoculagao s.c. prévia de salina (controle-IT).

De acordo com a anadlise estatistica realizada, a deple¢do de leucécitos
PMN ao tempo do desafio i.t. com o fungo aumentou as reagdes cuténeas de
HTT quando comparado aquela dos animais que nao foram depletados de
células PMN.
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Figura 22: Resposta de Hipersensibilidade do tipo tardio em animais B10.A
inoculados por via i.t. com o P.brasiliensis, protegidos ou ndo por prévia inoculagao
s.c. do mesmo fungo. Cinco a seis camundongos, em cada grupo, foram inoculados
pela via SC com 5x10° leveduras (B10.A-SCIT-IgG e B10.A-SCIT-RB6-8C5) ou com
salina (B10.A-IT) e desafiados 15 dias apés com 1x10° células leveduriformes por via
i.t. Foram entdo submetidos ao teste do coxim plantar no tempo de 60 dias de
infeccdo. Todos os grupos de camundongos foram injetados subcutaneamente no
coxim plantar esquerdo com 25ul de antigeno de Fava Netto e a medida do inchago
das patas foi feita apés 24 horas com o auxilio de um espessimetro. Os resultados
estio expressos como a diferenga, em mm, entre as medidas feitas antes e 24 horas
apos a inoculagédo do antigeno. Foi utilizado como controle negativo da reacgao,
animais limpos e ndo infectados com o fungo P.brasiliensis e submetidos a
inoculagdo do antigeno no coxim plantar (8 camundongos). Valores apresentados
como M + EP.

# - significa diferenca estatistica em relagdo ao controle (B10.A-limpos) e em
relagéo ao grupo de animais nao protegidos (B10.A-IT).

*- significa diferenga estatistica em relagao ao tratamento com IgG normal de rato
(B10.A-SCIT-IgG) .
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5.4) IMUNIDADE HUMORAL (ANTICORPOS E IMUNOPROTEGAO)

Os diferentes isétipos de anticorpos anti-P.brasiliensis foram
quantificados no soro recolhido apés 60 dias do desafio i.t.

Em relagdo ao nivel de anticorpos totais (figura 23) o que se pode
observar é que nao ha diferenga nos titulos médios entre os grupos B10.A-IT
(14.7+0.76 logz), B10.A-SCIT-IgG (14.340.96 log,), € B10.A-SCIT-RB6 (15.3+0
log») aos 60 dias de infecgao.

O mesmo acontece com a produgao de anticorpo IgM anti P.brasiliensis,
isto &, ndo houve diferenca de titulos médios entre os grupos (8.12+0.50 loga
para o grupo B10.A-IT e 8.52+0.38 log, para o grupo B10.A-SCIT-IgG, e
7.7240.25 log, para o grupo B10.A-SCIT-RB6). A produgédo de anticorpo IgA
anti P.brasiliensis ndo variou entre os grupos protegidos e n&o protegidos com o
fungo (9.32+0 log, para o grupo B10.A-IT, 9.12+0.32 log, para o grupo B10.A-
SCIT e 8.32+0 log, para o grupo B10.A-SCIT-RB6).

A produgao de IgG1 foi significativamente maior nos grupos B10.A-SCIT
tratados com IgG e AcM anti-PMN (titulos médios de 16.32+0 log,) do que no
grupo B10.A-IT que apresentou titulo médio de 15.52 + 0.20 log..

A inoculagado s.c. prévia do fungo promove nos animais B10.A uma
diminuigao significativa no titulo de anticorpos IgG2a e IgG2b aos 60 dias de
infec¢ao (B10.A-IT apresentaram titulos médios de 1gG2a de 14.92+0.41 log; e
14.92+0.51 log, de IgG2b). Ja os animais B10.A-SCIT-lgG apresentaram
valores de 10.52+1.13 log, de IgG2a e 11.9240.41 log, de anticorpos IgG2b. O
grupo de animais B10.A-SCIT-RB6 apresentou titulo de 11.72+0.69 log, para
lgG2a e 12.12+0.20 log, para 1gG2b.

Os niveis de anticorpo 1gG3 anti P.brasiliensis ndo variou

significativamente entre os grupos imunoprotegidos com o fungo (9.32+0 log;
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para o grupo B10.A-SCIT-IgG e 9.72+0.41 log; para o grupo B10.A-SCIT-RB6)
€ nao protegidos (11.12+1.09 logz para B10.A-IT).

Assim, a imunoprotegdo (menor carga flingica pulmonar e menor
disseminacao do fungo) esta associada, com niveis mais baixos de anticorpos

anti-P.brasiliensis dos isétipos IgG2a e IgG2b e niveis mais elevados de IgG1.

5.5) DOSAGEM DE CITOCINAS NOS HOMOGENATOS DE PULMAO

Homogenatos de pulmdes foram obtidos apés 60 dias do desafioit. e

analisados como descrito anteriormente.

Pelos resultados apresentados na figura 24, pode-se notar que, 0s
animais infectados, submetidos ou nao a prévia inoculagdo com o fungo e
tratados ou ndao com o AcM apresentaram niveis equivalentes de todas as
citocinas pré-inflamatérias (TNF-a, IFN-y, IL-12, IL-2, GM-CSF) no pulmao aos
60 dias de infecgao. No entanto, houve aumento significante dos niveis de IL-3
para o grupo de animais B10.A-SCIT-RB6, quando comparado ao grupo B10.A-
SCIT-IgG (p<0,001) e ao grupo B10.A-IT (p<0,01).

Nenhuma diferenga foi encontrada quanto a produgéo das citocinas anti-
inflamatérias (IL-10, IL-4, IL-5) entre os grupos analisados.

Assim, o tratamento com o AcM anti-PMN alterou somente a producao
de IL-3 no sitio da infeccgao.
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Figura 23: Titulos dos anticorpos especificos Totais e das classes IgM, IgA, IgG1,
IlgG2a, IgG2b e IgG3 em animais B10.A infectados por via i.t. com P.brasiliensis,
submetidos ou ndo a prévia inoculagdo subcutanea com o mesmo fungo. Os
camundongos (n= 5 a 6 animais por grupo) foram inoculados por via s.c. com 5x10°
leveduras ou salina e desafiados 15 dias apés com 1x10° células leveduriformes
por via i.t. e receberam como tratamento apenas salina ou IgG ou AcM anti-PMN
(RB6-8C5) por via i.p. nos tempos -1, 2 e 5 dias pos-infecgdo pulmonar.

(*) p<0,05 em rela¢do ao grupo B10.A-IT
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Figura 24: Niveis de citocinas pré-inflamatérias (TNF-a, IFN-y, IL-12, IL-2, IL-3 e GM-CSF) e
citocinas anti-inflamatoérias (IL-10, IL-4, IL-5) em animais B10.A infectados por via i.t. com o
P.brasiliensis, submetidos ou ndo a prévia inoculagdo s.c. com o mesmo fungo e tratados ou
nao com o AcM anti-PMN (RB6-8C5). Dosagens realizadas em homogenatos de pulméao de
5-7 animais por grupo, utilizando-se a técnica de ELISA.

Os pontos representam as Médias + EP dos titulos, acs 60 dias de infecgdo.

(*) p< 0,001 comparado ao grupo B10.A-SCIT-IgG e p< 0.01 comparado ao grupo B10.A-IT
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6- RESUMO DOS RESULTADOS

I- Deplegdo de leucdcitos PMN na fase de imunidade natural da doenga

B10.A (susceptivel) A/J (resistentes)
IgG RB6 IgG RB6
% deplecio de - 95% 96%
neutrofilos
Meédia de 239,5 158,0 # >350,0 >350,0
sobrevida (dias)
HTT anergia | anergia alta | alta
Carga fingica:
Pulmio M=EP (logso)
7 dias P1 5,04 £ 0,08 5,72+0,12 * 5,21 +£0,04 6,11 +0,06 *
15 dias PI 5,44 £ 0,10 6,14 £ 0,05 * 5,60 + 0,08 5,66+ 0,10
30 dias PI 5,81 +£0,18 6,57+ 0,14 * 5,65 +0,18 5,91 £ 0,05
120 dias PI 5,83 +£0,23 5,92 £ 0,20 5,71 £ 0,131 5,79 + 0,12
Figado
7 dias P1 0,49 +0,14 1,03 £ 0,24 0,87 +0,18 1,513 £ 0,29
15 dias PI 1,28 +0,19 1,64 £0,17 0,17+ 0,17 0,517+ 0,23
30 dias PI 0,57 % 0,35 227+021 % 0+£0 0+0
120 dias PI 1,99 + 0,94 5,51+0,13 * 0,17 + 0,17 0,07 + 0,07
Baco
7 dias PI 0,15+0,15 0,40 £ 0,21 0+0 0,68 + 0,35
15 dias PI 0,36 £ 0,24 1,83 £ 0,29 * 0+0 0,21 +£0,21
30 dias PI 0,44 = 0,44 0+0 0+0 0+0
120 dias PI 1,97 £ 0,51 4,73 £ 0,22 * 0,27+ 0,28 0,15+ 0,150
Acs especificos 1 Ig total (15 dias) * 1 IgT, 1gG2b, 1gG2a
1 IgGl1, IgG3, IgA e IgG3 (15 dias) *
(30 dias) * 1 IgG2a (30 dias) *
1 IgA (120 dias) * 1 IgG3 (120 dias) *
Citocinas no 1 IL-12 (15 dias) * 1IL-12 e IFN-y (7 e
Pulmio 1 IL~4 (120 dias) * 120 dias)
| GM-CSF (7 dias)
Citocinas no 1 IL-12, GM-CSF, 4 GM-CSF, IFN-y,
Figado IFN-y e TNF-a * IL-2 *

(#) Anélise de curvas de sobrevida pelo método de Logrank. (*) indica diferenca estatistica entre os
respectivos grupos depletados e ndo depletados de neutrdfilos. Andlise de varidncia com 2 fatores
(tratamento e tempo) seguida por comparagdes miltiplas pelo método de Tukey. PI = Pés-
Infec¢io.



II- Deplegdo de leucocitos PMN na fase de imunidade adquirida da doenga

89

Animais B10.A
Nao imunizados Imunizados
IgG RB6
% de deplecio - - 93%
HTT anergia 0,186 +£0.03 10,297+
0.01
Carga fiingica no *6,15 +0.08 UFC/log;g 3,11 £0.18 2,62 £0.10
Pulmao (60 dias PI) UFC/logyo UFC/logyo
Carga fiingica no * 2,93 +0.22 UFC/logyg 0.66 £0.45 0+0
figado (60 dias PT) UFC/logso UFC/logio
Carga fingica no *3,05+0.27 UFC/logyo 0,46 £0.45 0+0
baco (60 dias PI) UFC/logio UFC/logio
Acs especificos 1 1gG2a e IgG2b e | 1gG1*
(60 dias PT)
Citocinas no pulmio 1 IL-3 *
(60 dias PI)

(*) p< 0,05 em relagdo a ambos os grupos imunizados
(1) aumento em relagio ao grupo imunizado ndo depletado
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7- DISCUSSAO

Estudos utilizando modelos experimentais tém como finalidade tentar
esclarecer a patologia humana. No homem, estudos epidemiolégicos,
histolégicos, imunolégicos, hematoldgicos e clinicos tém possibilitado verificar
as caracteristicas das diversas formas e evolugéo de varias doengas.

Dentro desta perspectiva, e considerando que a paracoccidioidomicose
€, provavelmente, adquirida pela via respiratoria (Gonzalez-Ochoa, 1956 apud
Wanke & Londero, 1994; Restrepo, 1985) estudamos a importancia de
leucécitos PMN utilizando duas linhagens de camundongos isogénicos
inoculados pela via intratraqueal com o isolado virulento do fungo (Pb18).

Os leucocitos PMN neutréfilos sdo fundamentais na resposta imune
natural e podem fazer a interacdo entre as respostas imunoldgicas inata e
adquirida. Estas células quando na circulagdo apresentam relativamente um
curto tempo de vida (Squier et al., 1995; Williams, W.J. et al., 1990) e morrem
através de um processo de apoptose (Newman et al., 1982; Sauvill et al., 1989).
Ja foi documentado que IL-12, IFN-y, TNF-o, G-CSF e dlicocorticoides
aumentam o tempo de vida dos neutrdfilos (Colotta et al.,, 1992; Dalhoff et al.,
1998; Klebanoff et al., 1986; Williams, G.T. et al., 1990; Brach et al., 1992).

De maneira genérica, sabe-se que macréfagos, neutréfilos e eosinéfilos
ao serem ativados aumentam o consumo de oxigénio e liberam espécies ativas
de oxigénio tais como &anion superdxido, radical hidroxila, oxigénio singlete,
peréxido de hidrogénio, além de cloroaminas e enzimas como mieloperoxidase
e outras. A liberacao desses componentes pode resultar em morte de
microorganismos como bactérias, protozoarios e fungos (Verrastro, 1996;
Rapaport, 1990).
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Varios trabalhos estudando a PCM humana e a experimental tem
sugerido a importancia dos leucécitos PMN nos mecanismos de resisténcia a
infeccdo pelo P.brasiliensis. Nenhum trabalho, entretanto, abordou a
caracterizacdo da funcdo destas células em modelo in vivo de infecgdo
pulmonar. Estes fatos levaram-nos a estudar o efeito da deplegao de leucocitos
PMN na doenga experimental de camundongos geneticamente resistentes e
susceptiveis ao fungo. Esta tese demonstra que os leucécitos tém papel
relevante nos mecanismos de imunidade natural e ndo na adquirida e que o
grau de protecado conferido por estas células depende do patriménio genético
do hospedeiro.

Inicialmente caracterizamos o comportamento dos leucécitos PMN no
sangue periférico de animais infectados e tratados com IgG normal de rato
(controle) e animais infectados e tratados com AcM anti-PMN (RB6-8C5).

O AcM RB6-8C5 (IgG2b de rato) foi usado para depletar neutréfiios e
eosindfilos maduros de camundongos como descrito por Tepper et al. 1992,
Hestdal et al. 1991 e Fleming et al. 1993. O AcM reconhece o antigeno (Gr-1 ou
Ly-6G), presente na superficie de células PMN, mas ndo de células MMN
(monomorfonucleares — linfocitos e macrofagos), de acordo com Tepper et al.
1992 e Conlan et al. 1994.

Em nosso trabalho, pudemos verificar a grande eficiéncia do tratamento
com o AcM. Assim, antes da inoculagdo do fungo, os animais tratados com o
AcM RB6-8C5 apresentavam uma diminuicdo de cerca 95% para B10.A e 96%
para A/J nos seus leucécitos sangiiineos.

A deplecao manteve-se aos 6 dias apés a infecgdo. Em ambas as
linhagens, observou-se nos animais infectados e tratados com IgG um aumento
do numero de células PMN (2.976 células/mm® para 4.518 células/mm® em
B10.A e de 3.663 células/mm?® para 10.174 células/mm?® em A/J) confirmando o
efeito indutor de neutrofilia da infecgéo pelo fungo (Meloni-Bruneri et al. 1996).

Varios trabalhos demonstraram que o AcM pode apresentar reagées com

Ly-6G, um epitopo também encontrado em subpopulagdes de células T CD8" e
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macréfagos (Czuprynski et al., 1994; Montes de Oca et al., 2000; Fleming et al.,
1993; Buendia et al., 1999), o que explicaria a diminuigdo de linfocitos em
nossos resultados apresentados na figura 2. Em ambas as linhagens houve
diminuigdo significativa de linfocitos, porém o efeito foi mais evidente e
persistente na linhagem susceptivel de camundongos. A doeng¢a mais grave de
animais B10.A do que aquela dos camundongos A/J poderia ser atribuida aos
diferentes graus de leucopenia induzidos pelo AcM RB6. Talvez este fato tenha
realmente contribuido, porém alguns dados obtidos em nosso trabalho vao
contra esta interpretacdo. Assim, o tratamento com o AcM nao alterou as
reacoes de HTT que representam uma medida do grau de imunidade celular;
por outro lado o tratamento pouco alterou a producéo de citocinas e anticorpos
especificos e nao alterou os comportamentos de susceptibilidade e resisténcia
dos camundongos B10.A e A/J, respectivamente. Um outro forte argumento a
favor da interpretacdo da deplegéo de leucécitos PMN como o agente indutor
de doenga mais grave é o de que, nos experimentos de imunidade adquirida a
deplecdo de PMN, que leva a concomitante diminui¢ao de linfécitos, n&o alterou
0 padrao de imunoprote¢do desenvolvido por animais B10.A. Em concluséo,
acreditamos que a doeng¢a mais grave induzida pelo tratamento com o AcM
deve-se a diminuicdo da atividade fungicida e imunoreguladora conferida pelo
afluxo de leucécitos PMN e nao por alteragdo fundamental dos processos
imunolégicos mediados por linfocitos.

Analisamos a sobrevida de animais susceptiveis e resistentes tratados
ou hao com o AcM e desafiados com o fungo. Como mostrado na Figura 3, a
queda da sobrevida de camundongos B10.A depletados de granulécitos iniciou-
se em torno de 128 dias, com uma média de sobrevida de 158,0 * 36,22 dias.

Somente um animal da linhagem A/J do grupo tratado com AcM morreu
no periodo de 400 dias de observagédo. No grupo somente infectado, ndo foram
observadas mortes. A morte precoce do animal A/J pode ser atribuida aos

tratamentos concomitantes com o AcM e o fungo. Animais A/J somente
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inoculados com o AcM ou somente infectados nao apresentaram esta morte
precoce (dados nao apresentados).

A andlise estatistica da mortalidade demonstrou que somente para a
linhagem susceptivel, a deplecao de leucécitos PMN altera significativamente a
sobrevida dos animais infectados. Este experimento também demonstra que
animais A/J continuam a comportar-se como resistentes e B10.A como
susceptiveis, independentemente do tratamento. Isto &, o tratamento com o
AcM nao fez com que a linhagem resistente se comportasse como susceptivel e

vice-versa.

A anadlise do grau da infec¢do de animais B10.A e A/J depletados de
granulécitos, acompanhada pela cultura dos seus orgados (UFC), revelou
infecgdo micdtica bastante ativa nos pulmbdes de ambas as linhagens no
periodo de 7 dias de infecgao.

Nos animais B10.A a doenga se tornou progressiva, com aumento da
carga fungica pulmonar nos dias 15, 30 e 120 pés-infec¢do. Em todos os
tempos analisados houve uma infec¢éo mais grave nos animais tratados com o
AcM.

Aos 120 dias de infeccao observa-se uma disseminagao extrapulmonar
muito intensa nos animais B10.A depletados (5,518 + 0,136 loge no figado e
4,735 + 0,221 log+o no bago), enquanto que os animais controle controlam mais
a disseminacgao (1,991 £ 0,947 log1o no figado e 1,977 + 0,515 log1o no baco).
Estes dados nos permitem afirmar que a doenga dos animais depletados é mais
grave, fato este nao observado com animais da linhagem resistente. Deste
modo, verificamos que em todos os periodos analisados, a infecgdo dos
animais B10.A tratados com o AcM é mais grave do que a dos nao tratados.

Os camundongos A/J mostraram comportamento bastante diferente.

Observamos grande diferenga do numero de fungos (cerca de 1 logig) nos
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pulmbes de animais fratados aos 7 dias de infecgcdo. Esta diferenca
desapareceu nos outros periodos analisados.

Outro fato interessante € o evidente controle do crescimento fungico no
figado e bago de animais resistentes, observado aos 30 dias de infecgdo. Em
resumo, o tratamento com o AcM parece ter agravado a doencga dos animais
resistentes somente ao inicio da infecgéo (7 dias) e esse efeito deixa de existir
nos outros periodos analisados.

A deplecao de células PMN diminuiu os mecanismos de defesa somente
no inicio da infeccdo de animais resistentes. Em animais susceptiveis os
mecanismos de defesa sem a participacdo dos granuldcitos levaram a uma
doenca persistentemente mais grave.

O fato acima descrito € muito interessante e demonstra comportamentos
diferentes de uma célula envolvida nos mecanismos de imunidade natural (os
leucécitos PMN) dependendo do patriménio genético do hospedeiro. Este fato
ndo havia sido descrito na literatura, porém trabalho publicado recentemente
(Farah et al., 2001) demonstra fato equivalente. Assim, Farah et al. (2001)
mostraram que animais BALB/c e CBA/CaH depletados de células PMN e
infectados via oral com 10® células vidveis de C.albicans apresentaram
infecgcdes mais grave as 24 horas, porém nos dia 4 e 6 pés-infecgao somente
os animais BALB/c mantinham-se a maior gravidade da doenca. Além da
deplecéo de leucécitos PMN os animais também foram submetidos a inativagéo
de macréfagos, demonstrando que os animais CBA/CaH apresentaram um
quadro infeccioso bem mais dramatico, quando comparado ao seu grupo
controle e aos animais BALB/c. Assim, diferentes populagdes de células
fagociticas desempenham fungdes mais ou menos importantes frente a um
mesmo patogeno dependendo do padrao genético do individuo infectado.

Trabalho desenvolvido por Gesztesi et al. (1999) mostrou que animais
B10.A e A/Sn depletados de células PMN e submetidos a infecgdo com 10°
leveduras viaveis do fungo P.brasiliensis em uma de suas patas apresentaram

diminuicao na resposta de HTT e aumento nos niveis de anticorpo anti-gp43.
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Neste modelo, que também utilizou os animais susceptiveis e resistentes ao
P.brasiliensis, o tratamento com o AcM RB6 nao alterou o niumero de fungos na
lesdo subcutdnea e confirmou trabalho prévio de nosso laboratério que
demonstrou que a infeccdo de camundongos A/J e B10.A é auto-limitada e
evolui para a cura (Arruda, tese de mestrado, 1993).

No nosso trabalho nao verificamos alteragdo na imunidade celular
(reacdes de HTT) nos animais tratados com o AcM. O tratamento levou a
doenca persistentemente mais grave nos animais B10.A que somente
infectados ja eram anérgicos nesta reagdo. Por outro lado, o tratamento de
camundongos A/J agrava a infec¢do somente na primeira semana de
observagao e nao altera as reagdes positivas de HTT. Assim, o tratamento com
o anticorpo anti-PMN n&o modificou o padrdo de reagdes de imunidade celular

previamente caracterizado para estas linhagens.

Os anticorpos séricos podem ser usados como marcadores da ativagcéo
do sistema imune. Em doengas infecciosas crénicas em geral, e na
paracoccidioidomicose em particular, a produgao de altos titulos de anticorpos
associada a imunidade celular comprometida caracteriza as formas graves,
disseminadas da doenca enquanto que niveis baixos de anticorpos e imunidade
celular preservada caracterizam as formas localizadas, benignas (Camargo &
Cano, 1994; Benard, 1997).

As citocinas exercem profundo efeito regulador do padrao isotipico dos
anticorpos secretados (revisto por Snapper et al., 1997). Trabalhos elegantes
demonstraram que o IFN-y induz a sintese de IgG2a enquanto que a IL-4
promove a mudanga (“switching”) para os isétipos IgG1 e IgE. Em adigao, IFN-y
e IL-4 se antagonizam mutuamente quando a ativagao de linfécitos B (Snapper
et al., 1987; Coffman et al., 1986). Por outro lado, IgG2a pode também ser
regulada positivamente por IFN-a (Finkelman et al., 1991). Ha relatos que

demonstraram que a secregao do isotipo IgG2b € estimulada pelo TGF-3
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(Mcintyre et al., 1993), enquanto que a sintese de IgA é positivamente
controlada por TGF-B, IL-10 e IL-5 (Snapper et al., 1997).

A principal fonte de citocinas reguladoras da ativagdo de linfécitos B s&o
os linfécitos T auxiliares (Th) que podem diferenciar-se nas popula¢des Th1
(secretores de IFN-y e IL-2) ou Th2 (secretoras de IL4, IL-5, IL-10 e IL-13)
(Mosmann et al., 1986; Bottomly, 1988; Cher et al.,1987; Schmitt et al., 1991;
Romagnani, 1991). Ha varios trabalhos que demonstram que a resposta imune
humoral regulada preferencialmente por linfécitos Th1 desenvolve-se com a
producido de altos titulos de 1gG2a, IgG2b e IgG3 (Finkelman et al., 1990;
DeKruyff et al., 1993; HayGlass et al., 1991), enquanto que IgG1 e IgE sao
marcadores da ativagdo preferencial de células Th2 (Kolbe et al., 1991;
Finkelman et al., 1990).

Essa visdo “classica” da regulagéo isotipica deve, entretanto, ser aceita
com cuidado. Como mostrado anteriormente, IgG2a pode ter sua sintese
induzida por IFN-o € nao IFN-y e refletir o grau de infecgéo viral, por exemplo.
Da mesma maneira, existem duas subpopulagdes de IgG1, uma com atividade
anafilatica e regulada por IL-4 e outra sem atividade anafilatica regulada por IL-
12 e IFN+y (Faquim-Mauro et al., 1999). O isétipo IgG2b também pode ser
associado a duas situacbes diversas da resposta imune: a sua sintese
aumentada pode ser atribuida a uma resposta Th1, portanto ativadora de
macréfagos (HayGlass et al., 1991), como por TGF-B, uma citocina que exerce
potente funcdo na desativagdo de macréfagos (Germann et al., 1995; Mcintyre
et al., 1993).

Na paracoccidioidomicose experimental de camundongos isogénicos ha
a produgao de todos os isétipos de imunoglobulinas, fato este que indica a
ativagéo de células tanto do padrdo Th1 como Th2. Entretanto, camundongos
A/J produzem niveis mais elevados de isétipos regulados por células Th1
(IgG2a e 1gG3) enquanto que camundongos B10.A produzem niveis mais
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elevados de IgG2b e IgA, regulados por TGF-B, IL-10 e IL-5 (Cafalii-Favati,
1993; Cano et al., 1995a).

Na PCM humana também ha relatos de sintese preferencial de IgG4 e
IgE (IL-4 regulados) na formas graves da doencga (Baida et al., 1999; Mamoni et
al., 2001).

Em conclusédo, a produ¢éo em niveis elevados de um certo isétipo pode
ser utilizada como marcador ou indicador da ativacao preferencial de uma certa
subpopulagédo Th. Além das discrepancias acima apontadas, deve-se também
levar em conta que muitas citocinas s&o secretadas por outras populagdes
celulares como linfécitos T CD8", macréfagos e também por células B.

Considerando a resposta imune humoral, ficou claro que os padrées de
isotipos dos anticorpos anti-P.brasiliensis produzidos pelos animais B10.A e A/J
foram diversos. Animais A/J produziram altos titulos de IgG2a e IgG3
(regulados por IFN-y) que foram significativamente maiores do que os dos
animais susceptiveis; os anticorpos especificos dos animais B10.A estavam
principalmente distribuidos entre os isétipos IgG1 (regulado por IL-4) e 1gG2b
(regulado por TGF-B). Este fato ja havia sido caracterizado para a infecgcéo
intratraqueal (Cano et al., 1995a).

Uma visdo geral da produgcdo de anticorpos especificos em nosso
modelo experimental revela que o tratamento com o AcM nao alterou
drasticamente o perfil de anticorpos produzidos, tendo, entretanto, levado a
algumas alteragdes pontuais.

Os animais B10.A depletados apresentaram niveis elevados de Ig total
aos 15 dias e IgG1 (IL-4 regulada) e 1gG3 (regulados por IFN-y) aos 30 dias de
infecgdo pulmonar. No periodo mais tardio da doen¢a (120 dias), os animais
depletados apresentaram niveis mais elevados de IgA, um isétipo cujo “switch”
é regulado por TGF-, IL-5 e IL-10 (revisto por Snapper et al., 1997).

Em resumo, a doenga mais grave dos animais B10.A esteve

principalmente associado a aumentos na producdo de isétipos regulados por
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citocinas Th2 (IL-4 e IL-5) ou por citocinas desativadoras de macréfagos (TGF-
B, ndo avaliada em nossos experimentos). Houve um aumento pontual de IgG3
e talvez este fato esteja associado a maior producéo de IL-12 pulmonar, um
agente indutor de IFN-y, aos 15 dias da doenca.

Em camundongos A/J, com 7 dias de infeccdo ndo houve alteragdes
marcantes quanto a produgao de nenhum dos isétipos entre os grupos tratado
e nao tratado. Aos 15 dias de infecgdo, animais depletados apresentaram
aumento de anticorpos especificos (Ig total, 1gG2b, IgG3 e principalmente
lgG2a) em relagdo ao grupo controle e aos 7 dias de infecgdo. Aos 30 dias
houve produgao mais intensa de IgG2a quando comparada ao grupo controle.
Aos 120 dias, somente os niveis de IgG3 nos animais depletados suplantaram
aqueles encontrados nos camundongos controle.

E interessante o paralelismo entre o agravamento da doenca de
camundongos resistentes aos 7 dias do experimento e o aumento dos isotipos
lgG2a, IgG2b e IgG3, além da Ig total, aos 30 dias. A literatura demonstra que
respostas imunolégicas com predominio da populagdo Th1 levam a sintese
aumentada destas trés sub-classes de IgG (Finkelman et al., 1990; DeKruyff et
al., 1993; HayGlass et al., 1991). O fato por nés observado parece indicar uma
prevaléncia ou maior atividade de citocinas Th1 nos animais resistentes. De
fato, ao dosar as citocinas pulmonares verificamos um aumento persistente (no
curso de toda a doenga) de IFN-y e de IL-12 aos 7 e 120 dias pés-infecgao.
Assim, o tratamento de deplegdo de leucécitos PMN apesar de nao alterar o
padrao de resisténcia de animais A/J, induziram padrbes de resposta imune
mais dirigidos a um perfil Th1 ou de produgdo de mediadores pré-inflamatérios.
Em animais A/J, os leucécitos PMN exerceriam uma fungédo bloqueadora ou

inibidora parcial de resposta Th1.

A andlise dos dados de quantificagdo de anticorpos especificos
demonstra claramente trés fatos anteriormente observados neste modelo

experimental:
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a) animais susceptiveis e resistentes produzem anticorpos especificos
anti-P.brasiliensis que se distribuem entre todas as classes e sub-classes de
imunoglobulinas;

b) o curso da doenca leva ao aparecimento de maiores titulos de
anticorpos;

c) a doengca mais grave estd associada com titulos mais altos de

anticorpos.

Fatores genéticos do hospedeiro e a viruléncia da amostra do fungo
levam ao desenvolvimento de respostas do tipo celular Th1 ou Th2. Células T
helper CD4" regulam o mecanismo efetor da resposta imune através da
producio de padrées distintos de citocinas. Células do tipo Th1 produzem IL-2
e IFN-y e preferencialmente ativam macréfagos. As células do tipo Th2
secretam IL4, IL-5, IL-6 e IL-10 que contribuem para o aumento da imunidade
humoral ou para a supressao da imunidade celular (Mosmann et al., 1991).

Na criptococose, ha associacao entre linfocinas Th1 (IL-2 e IFN-y) com o
desenvolvimento de reacdes de HTT (Murphy et al., 1993; Buchanan et al.,
1993; Crowle, 1975). A resposta imune protetora ao Histoplasma capsulatum
também & dependente de citocinas ativadoras de macréfagos, tais como, 1L-12
e IFN-y (Zhou et al., 1995; Wu-Hsieh et al., 1987).

Trabalho elegante de Magee et al. (1995) mostrou que camundongos
resistentes (DBA/2) a infecgdo pulmonar por Coccidioides immitis apresentaram
niveis elevados de IFN-y e os camundongos susceptiveis (BALB/c)
apresentaram niveis altos de IL-4. O tratamento com IFN-y exdgeno levou a
melhora nos animais susceptiveis e a administracdo do AcM anti-IFN-y nos
animais resistentes provocou a piora da doen¢ga. Quando o tratamento dos
animais susceptiveis foi feito com o AcM neutralizante de I1L-4, verificou-se que
houve melhora da doencga, sugerindo que na coccidioidomicose a resposta
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imune celular estava associada com a resisténcia e prote¢c&o, enquanto que a
IL-4 diminuia a imunidade protetora desses animais.

Na paracoccidioidomicose, ha uma intensa resposta humoral e
depressao da resposta imune celular, sugerindo infec¢do crdénica com padrao
Th2 (Calich, et al., 1994). Na paracoccidioidomicose experimental induzida por
via i.p., animais resistentes desenvolvem uma resposta tipo Th1, com producgao
preferencial do IgG2a , reacdo de HTT persistente e eficiéncia na ativacao de
macrofagos. Ja os animais susceptiveis desenvolvem uma resposta que tende
ao padrdo Th2, com anticorpos 1gG2b e IgA, anergia nas reagdes de HTT e
ativacéo ineficiente de macréfagos (Cafalli-Favatti, 1993; Cano et al., 19953;
Fazioli et al., 1994, Calich et al., 1988). Neste mesmo modelo experimental
Kashino et al. (2000) demonstraram que camundongos resistentes sintetizam
IFN-y e IL-12 enquanto que animais susceptiveis produzem baixos niveis de
citocinas e, quando o fazem, ha a secrecao preferencial de IL-5 e IL-10.

Trabalho desenvolvido por Karhawi et al. (2000) mostrou que células
mononucleares de sangue periférico de pacientes com PCM quando
estimulados com o antigeno de P.brasiliensis (PbAg) apresentaram producgéo
de IL-10, IFN-y e TNF-a. A sintese de IFN-y, entretanto, mostrou-se suprimida
em pacientes com a forma ativa da doenca. O fungo P.brasiliensis € ingerido
por macrofagos humanos e murinos onde multiplicam-se e esta replicacao é
inibida por IFN-y (Moscardi-Bacchi et al., 1994; Brummer et al., 1988). O papel
da IL-10 na PCM ainda ndo estd muito bem esclarecido. A citocina TNF-a
exerce papel importante no controle da doenca (Souto et al, 2000) e é
produzida principalmente por macrofagos, que regula ativamente a produgéo de
IFN-y.

O IFN-y exerce um papel protetor na PCM, como previamente
demonstrado por diversos pesquisadores (Brummer, 1994; Cano et al., 1998;
Moscardi-Bacchi et al., 1994). Entdo, esta citocina parece ser o principal

mediador da resisténcia contra infec¢ées causadas por P.brasiliensis em
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camundongos, e sua agao parece ser exercida através da atividade anti-fungica
dos macréfagos que produzem oxido nitrico (NO), um potente mediador da
morte do P.brasiliensis.

Pacientes com PCM crénica apresentam niveis elevados de IL-10 e TNF-
a no soro (Fornari et al.,, 2001). Benard et al. (2001) mostraram que células
mononucleares do sangue periférico (PBMC), quando estimulados in vitro com
gp43 (antigeno de P.brasiliensis) produziam varias citocinas. Pacientes com a
forma cronica e aguda da doenca apresentaram baixos niveis de IL-2 e IFN-y e
producdo de niveis consideraveis de IL-10. Quando PBMC de individuos
saudaveis com HTT positiva foram estimuladas com o antigeno gp-43
apresentaram niveis elevados de IL-2, IL-10 e IFN-y. Assim, o balango das
citocinas Th1 e Th2 parece estar relacionado com a gravidade da doenga.

As citocinas pro-inflamatérias tém efeito estimulador sobre células
fagociticas. Assim, quando os leucécitos polimorfonucleares (PMNs) do sangue
periférico humano foram estimulados com IFN-y e GM-CSF apresentaram maior

atividade anti-fungica contra o P.brasiliensis (Kurita et al., 2000).

Neste trabalho caracterizamos a presenga de citocinas pré e anti-
inflamatérias nos pulmées dos animais susceptiveis e resistentes depletados ou
nao de granulécitos em todos os periodos de infeccao estudados. A deplecao
de células PMN alterou em alguns periodos o padrao de citocinas pulmonares
em ambas as linhagens.

O grupo de animais B10.A tratados com o AcM anti-PMN apresentou
concentragdes elevadas de IL-12 no periodo inicial da doencga (7, 15 e 30 dias),
mas somente aos 15 dias pbde-se apontar diferenga significante com relagéo
ao grupo nao tratado.

Em todo o curso da doenca, animais A/J tratados apresentaram niveis
mais elevados de IFN-y pulmonar. Além disso, a IL-12 foi encontrada
significativamente elevada aos 7 e 120 dias de infecgdo em animais depletados.
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E muito interessante o fato de citocinas pré-inflamatérias, ativadoras de
macrofagos, aparecerem em quantidade mais elevadas nos animais que nao
puderam contar com a populacao de leucocitos PMN no processo de imunidade
natural contra o P.brasiliensis. A literatura documenta que a ativagdo de
macréfagos e neutrofilos por IFN-y leva a uma atividade de fungicida e
fungistatica evidente (Brummer et al., 1988; Cano et al., 1992; Kurita et al.,
1999a, 1999b), porém, em nosso trabalho, o novo ambiente pulmonar, mais
ativador de fagécitos, ndo foi suficiente para compensar o efeito protetor
desempenhado pelos leucécitos PMN e a sua diminuicdo resultou em doenga
mais grave nos pulmdes de animais de ambas as linhagens.

Apébs afluir aos sitios de inflamagédo o destino dos leucocitos PMN é a
morte celular programada (revisto por Nwakoby et al., 2001). A literatura
documenta que a fagocitose de células apoptoticas por macréfagos induz a
secrecgao preferencial de mediadores anti-inflamatérios.

Trabalho elegante desenvolvido por Fadok et al. (1998), mostrou que
macréfagos humanos quando fagocitam neutréfilos apoptoticos tém a produgéo
de IL-1B, IL-8, IL-10, GM-CSF, TNF-a, bem como leucotrienos C4 e tromboxano
B2 diminuidos. Em contraste, a producao de TGF-B1, prostaglandinas E2 e PAF
aumentavam. A citocina TGF-B1 contribui para a inibicdo de citocinas pré-
inflamatérias, sendo considerada um potente mediador da desativagdo de

macrofagos.

Nosso trabalho sugere que a infeccdo por P.brasiliensis de animais
tratados com o AcM pode ter dado origem a um infiltrado celular menos rico em
células apoptéticas, decorrente do menor afluxo de leucécitos PMN, e a
prevaléncia de citocinas pré-inflamatérias (IL-12 e IFN-y) no sitio da infecgéo.

Andlise histopatolégica das lesdes pulmonares (em andamento) podera dar

subsidios a esta interpretacao.
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E importante destacar que animais A/J ndo depletados (controle)
apresentaram niveis elevados de GM-CSF no pulméo aos 7 dias de infecgéo,
comparados aos animais depletados e aos animais B10.A independente do
tratamento. E curioso o fato de que os animais A/ depletados nédo
apresentaram aumento da produgédo de GM-CSF equivalente & do seu grupo
controle; porém, se analisarmos os dados da contagem de leucécitos PMN no
sangue periférico aos 6 dias de infecgao (figura 1) notamos numeros elevados
de neutréfilos nos animais controle, o que se associa positivamente ao aumento
de GM-CSF no pulmdo. Nos animais depletados, entretanto, ha evidente
aumento de neutrdfilos aos 14 dias da doenga sem o correspondente aumento
de GM-CSF.

E possivel que a baixa detecgao do fator GM-CSF no pulmao de animais
A/J depletados aos 7 dias de infeccao possa estar associada ao consumo desta
citocina, ou que o GM-CSF ou G-CSF responsavel pela neutrofilia dos animais
tratados tenha sido produzido em outro local, como a medula, bago ou figado.

Seria interessante dosar o GM-CSF em camundongos depletados de
células PMN, mas que nao fossem infectados com o fungo. Assim poderiamos
analisar as concentragcdes de fatores de crescimento induzidas nestes animais
com o objetivo de melhor entender a regulagédo de producéao de leucécitos PMN
desencadeada pelo tratamento com o anticorpo monoclonal. Recentemente, a
IL-18 inicialmente descoberta como um fator indutor de IFN-y (Okamura et al,,
1995), tem sido apontada como uma citocina que induz a produgao de GM-CSF
em células osteoclasticas e a producéo de IL-6 em células mononucleares do
sangue periférico (Udagawa et al., 1997).

Em nosso trabalho, a disseminagdo extrapulmonar do fungo para o
figado e bago inicia-se aos 7 dias da doenga, indicando o desenvolvimento da
doenca sistémica. O comprometimento hepatico & também relativamente
freqliente na PCM crénica humana (revisado por Martinez, 1994). No nosso

modelo, € marcante a involugao das cargas fungicas hepaticas e esplénicas em
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camundongos resistentes e o crescente aumento de leveduras viaveis nestes
6rgaos de camundongos susceptiveis. A deplecao de leucécitos PMN poténcia
este fato somente em animais B10.A.

Também realizamos o estudo das citocinas em homogenatos de figado
aos 120 dias, visto que os animais B10.A depletados apresentaram
disseminacao intensa (5,51+ 0,13 logip), comparada a dos animais controle
(1,99 + 0,94) e dos animais A/J depletados (0,07t 0,07 logio) ou ndo (0,17+
0,17 log1o) de células PMN.

Os animais B10.A depletados apresentaram niveis elevados de IL-12,
GM-CSF, IFN-y e TNF-a no figado quando comparados aos animais nao
depletados. JA4 em animais A/J depletados, os niveis das citocinas GM-CSF,
IFN-y e IL-2 no figado aos 120 dias apresentaram-se diminuidas quando
comparadas aos animais controle.

Antes de comentar os efeitos da deplegdo do neutrdfilos nas citocinas
hepaticas seria interessante analisar comparativamente o padrdo destes
mediadores no figado de camundongos B10.A e A/J infectados e tratados com
IgG (figura 18). Os animais resistentes, que desenvolvem progressivamente a
cura das lesdes de disseminagao apresentam valores mais altos de TNF-o,
IFN-y, 1L-12, IL-2 e GM-CSF do que os camundongos B10.A. Todos estes
mediadores sao do tipo Th1 ou ativadores de macréfagos. Assim, animais
resistentes parecem desenvolver mecanismos de imunidade celular (reagdes de
HTT também sao positivas) que conferem protecdo contra o crescimento
fangico. Vale, entretanto observar que as citocinas IL4 e IL-5 também
aparecem em niveis mais elevados em animais A/J, porém pode-se especular
nesta linhagem, um predominio de citocinas ativadoras sobre as inativadoras
neste sitio de infecgdo.

Fato inesperado foi observado ao dosar as citocinas no figado de
camundongos B10.A. A maior carga fungica estava associada a niveis mais
elevados de IL-12, GM-CSF, IFN«y e TNF-a, mediadores esses ja descritos
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como imunoprotetores na PCM (Kurita et al., 1999a, 1999b, 1993; Souto et al.,
2000; Cano et al., 1998). Neste tempo da doenga, a presenga destas citocinas
imunoprotetoras nao foi suficiente para controlar o crescimento flingico. Além
disso, neste tempo pés-infecgdo os camundongos B10.A mantiveram-se como
anérgicos nas reac¢des de HTT. Uma possivel explicacédo para tal situagcao seria
a produgao concomitante de altos niveis de TGF-p ou PGE2 (ndo dosados) que
suplantariam os efeitos das citocinas ativadoras.

Uma interpretacéo alternativa para os nossos resultados de citocinas
hepaticas seria a de que maiores cargas fungicas estariam associadas com a
presenca de concentracées mais altas de citocinas pro-e anti-inflamatérias.
Corroboram com esta interpretacdo os aumentos dos niveis de citocinas em
camundongos B10.A (carga fungica progressiva) e diminuicdo em animais A/J
(decréscimo da carga fungica). Entretanto, aos analisarmos comparativamente
as citocinas hepaticas de camundongos A/J e B10.A verificamos que a
auséncia de fungo no figado dos animais resistentes estava associada a
valores mais elevados de citocinas. Talvez o estudo cinético das citocinas
hepaticas pudesse trazer alguma informagao que explicasse o crescimento
fangico neste 6rgdo, uma vez que a analise em um tempo isolado permite
somente uma visao parcial e em desacordo com os paradigmas da resposta
imune contra fungos e bactérias intracelulares (prote¢do associada com
respostas Th1 e citocinas ativadoras de macréfagos).

A analise em conjunto da produgdo de citocinas em nosso modelo
experimental levou a constatacdo de fatos surpreendentes. A presen¢a das
citocinas descritas como imunoprotetoras na PCM em animais B10.A nao levou
a melhora da doenc¢a pulmonar e tampouco, controlou o crescimento fungico
nos outros 6rgdos. Poderiamos especular que os animais que nao puderam
contar com a populagéo granulocitica no inicio da infecgao apresentavam maior
ativacdo de macrofagos. Estas células participam dos mecanismos de

imunidade protetora contra o fungo e o 6xido nitrico (NO) € um mediador de
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grande importancia neste processo (Gonzalez et al., 2000; Kashino et al., 1995;
Moscardi-Bacchi et al.,1994; Cano et al.,1992; Bocca et al.,1998;).

Trabalho recente realizado in vitro por Gonzalez et al., 2000 demonstrou
que o NO induzido pela ativacdo macrofagica mediado por IFN-y participa da
inibicdo da transformagéo dos esporos em células leveduriformes e aumenta a
atividade fungicida. Entretanto, no curso da doenga, o NO também induz
imunossupressao que se manifesta por diminuicdo da linfoproliferagcdo e da
expressdo de antigenos de classe Il (Bocca et al.,, 1998; 1999). Além disso,
trabalho desenvolvido por Nascimento (2000) mostrou que macréfagos
peritoneais de animais B10.A infectados in vitro com leveduras viaveis do fungo
P.brasiliensis produzem niveis elevados de NO e baixos ou praticamente
ausentes de TNF-o.. Ao contrario, macrofagos de camundongos A/J secretam
altos niveis de TNF-a e baixos de NO. Assim, o ambiente pulmonar e hepatico
nos animais depletados, mais rico em citocinas pré-inflamatorias, poderia
induzir a grande producéo de NO e conseqliente agravamento da doenga por
inibicdo da ativagao linfocitaria.

Em nosso trabalho sera de grande interesse avaliar os niveis de NO
produzidos por ambas as linhagens na situacio de deplecao ou nao de células
PMN. Este dado, talvez possa explicar a maior gravidade da doenca em
animais B10.A associada a grande producédo de IL-12. Gazzinelli et al. (1996)
descreveu situacéo experimental semelhante ao nosso modelo; niveis elevados
de citocinas pré-inflamatérias foram encontrados em camundongos nocaute de
IL-10 e infectados com a cepa avirulenta de T.gondii. Descrevem aumento de
citocinas ativadoras de macréfagos que, entretanto levou a diminuigdo de

sobrevida dos animais devido a intensa infiltragao celular e necrose hepatica.

Em certas infecgdes flangicas ha demonstracbes evidentes da
participagao dos leucécitos PMN nos mecanismos de controle da doencga e, as
vezes, nos processos imunorregulatérios que levam as formas mais brandas da
doenca. Na candidiase, a neutropenia € um fator de fundamental importancia
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no processo de disseminagdo do fungo para as visceras. Além dos leucécitos
PMN, o padrdo de imunidade adaptativa na candidiase sistémica tem sido
correlacionado com as populagdes de linfocitos T CD4 ativados. O padréo Th1
tem sido associado a mecanismos protetores que privilegiam a imunidade
celular enquanto que o padrdao Th2 com quadros graves e disseminados da
doenca (revisto por Romani et al., 1995).

O grupo da Dra. Luigina Romani tem demonstrado uma associagao entre
os mecanismos de imunidade natural mediados por leucécitos PMN e da
imunidade adaptativa que se estabelece em modelos experimentais que
utilizam camundongos resistentes e susceptiveis e cepas de C.albicans com
diversos graus de viruléncia (Romani et al.,, 1997a e 1997b). Assim, verificou-
se que células PMN s3o importantes no controle da infecgdo primaria e
secundaria por C.albicans. Demonstrou-se que neutréfilos tém a capacidade de
secretar IL-12 e IL-10 em resposta in vitro contra o fungo, e que isolados
virulentos induzem a secrecgéao preferencial de IL-10 enquanto que a sintese de
IL-12 é induzida por cepas avirulentas (Romani et al., 1997a; 1997b). Neste
contexto, seria interessante analisar o padrdao de citocinas secretado por
leucécitos isolados de camundongos resistentes e susceptiveis ao

P.brasiliensis.

Neste trabalho analisamos também a influéncia dos leucécitos PMN em
animais B10.A vacinados por via s.c. e desafiados por via i.t. Um grupo de
animais protegidos foi depletado de leucécitos PMN e outro ndo, antes do
desafio intratraqueal.

Ambos os grupos de animais protegidos apresentaram uma reducéao de
carga fangica pulmonar e houve disseminagdo pequena ou auséncia de
disseminagao para o figado e bago aos 60 dias do desafio intrapuimonar. Nao
foram observadas diferencas marcantes na gravidade da doenga entre os
grupos depletado e nao depletado, sugerindo que as células PMN néo tém

grande participagdo no controle da carga flingica quando estes animais estdo
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imunoprotegidos contra o P.brasiliensis. Em outras palavras, os leucécitos PMN
parecem nao ser importantes na imunidade adquirida protetora ao fungo.

Nossos dados confirmam a protegdo dos animais B10.A induzida pela
pré-imunizagdo com o fungo, resultando na melhora da doenga; além disso, o
tratamento com o AcM anti-PMN parece ter melhorado a doen¢a dos animais
imunoprotegidos, pois este grupo apresentou menor carga fungica pulmonar e
nenhum caso de crescimento fangico no figado e bago. Este quadro é um
pouco menos grave que aquele apresentado pelo grupo vacinado e apenas
tratado com IgG normal de rato. A andlise estatistica, entretanto, nao mostrou
diferengas significativas entre os dois grupos previamente vacinados.

Este experimento também demonstrou que a resposta de
hipersensibilidade do tipo tardio (HTT) estava aumentada nos animais da
linhagem B10.A previamente imunizados pela via subcutanea. O tratamento
prévio evitou a anergia, caracteristicamente exibida por esses animais apés a
inoculagao i.t.. Estes dados apresentam concordancia com o achado anterior de
protecdo no modelo i.p. (Arruda, 1993) e no modelo i.t. (Arruda, 1999), isto é, a
imunoprotecao é acompanhada por evidentes aumentos nas respostas de HTT.

No presente trabalho também foi interessante a caracterizacdo de
respostas de HTT significativamente mais elevadas nos animais
imunoprotegidos e depletados de leucécitos PMN quando comparados aos
seus controles também imunoprotegidos. Mais uma vez detecta-se a atividade
anti-inflamatéria dos leucécitos PMN, cuja presenga, em nossos experimentos,
esteve associado a reagdes diminuidas de HTT. Estas reacbes sao
sabidamente mediadas por linfécitos do tipo Th1 e macréfagos ativados (Cher &
Mosmann, 1987; Arruda, tese de doutorado, 1999).

Pappagianis et al. (1960), ja haviam observado na coccidioidomicose a
associagao entre protecao e inoculagao do agente infeccioso por via s.c.. Além
disso, Cox et al. (1988) associaram essa protecao a resposta positiva de HTT.
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Para os animais B10.A, a positividade da resposta de HTT parece estar
associada ao fenébmeno de protecdo e sua expressdo € regulada pelas
populagées TCD4" e TCD8" (Arruda, 1999).

Trabalho anterior desenvolvido em nosso laboratério (Arruda, 1999)
demonstrou a presencga de niveis de anticorpos totais maiores nas primeira e
segunda semanas de infecgéo para o grupo B10.A-SCIT com relagdo ao grupo
controle (B10.A-IT). Este aumento precoce era feito principalmente as custas
dos isétipos IgG1 e IgG2b. Na oitava semana de infec¢ao, entretanto, o titulo do
isétipo IgGG2a era menor quando comparado aquele do grupo IT. Nossos dados
também revelam produgdo diminuida de 1gG2a e IgG2b em animais
imunoprotegidos, quando comparados aos animais nao protegidos aos 60 dias
(8 semanas) de infecgdo pulmonar, porém nao houve diferengas entre os dois
grupos imunoprotegidos.

N&o é bem conhecido o papel desempenhado pelos anticorpos na PCM,
e usualmente altos titulos estao associados a quadros graves da doenga (Fava
Netto, 1961 e 1972; Correa & Giraldo, 1972; Restrepo et al., 1982; Biagioni et
al., 1984). A imunoprotecédo de camundongos B10.A é acompanhada por titulos
menores de anticorpos, talvez refletindo a menor gravidade da doenga. A
deplecao de leucocitos PMN, entretanto, nao alterou de maneira significativa a
carga fungica assim como o perfil de anticorpos anti-P.brasiliensis
desenvolvidos em uma resposta secundaria ao fungo.

Nosso trabalho mostrou de maneira bastante clara que os leucécitos
PMN sao células imunoprotetoras na PCM pulmonar, mas a sua agdo depende
do padrdao genético do hospedeiro. Demonstrou também que estas células
participam muito ativamente dos mecanismos protetores de imunidade natural,
mas nao na fase da imunidade adquirida contra o fungo P.brasiliensis.

A diminuicéo de leucécitos PMN se traduz em algumas alteragdes nos
niveis de citocinas e anticorpos produzidos por camundongos susceptiveis e

resistentes; estas alteragdes, entretanto, ndo foram suficientes para mudar o
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padrdo de susceptibilidade e resisténcia de camundongos B10.A e A/J,
respectivamente.

Como comentario final deve-se informar que estdo sendo analisados
histopatologicamente os diversos 6rgdos obtidos nas diversas situagdes e
tempos experimentais aqui descritos. Esta analise trara, por certo, novas
informagdées que permitirdo um entendimento mais seguro do efeito da

deple¢éo in vivo de leucécitos PMN na PCM pulmonar.
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- CONCLUSOES

e As células PMN exercem papel importante na resisténcia a infecgéo pelo

fungo P.brasiliensis.

e A deplecao de leucécitos PMN na fase de imunidade natural da resposta
imune diminuiu os mecanismos de defesa ao inicio da infecgdo de
camundongos resistentes e durante todo o curso da doenga de

camundongos susceptiveis.

e A deplecao de células PMN nao altera as reagdes de HTT e os padrées
relativos de susceptibilidade e resisténcia de camundongos B10.A e A/J.

e A eficiéncia imunoprotetora dos leucécitos PMN depende do padrao

genetico do hospedeiro.

e Em ambas as linhagens, a deplecao de leucocitos PMN acarreta maior
produgcdo de anticorpos especificos. Em camundongos resistentes os
aumentos séo feitos as custas de isétipos regulados por células Th1 (IgG2a,
IgG2b e 19G3) enquanto que nos animais susceptiveis ha aumento de IgG1
(IL4 regulada), IgA (regulada por TGF-B, IL-5 e IL-10) e IgG3 (regulada por
IFN-y).

e A deplecéo de células PMN altera o padrao de citocinas pulmonares em

ambas as linhagens. Em tempos precoce ha aumento de IL-12 (B10.A e A/J)

Fac:

A el
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e IFN-y (A/J), demonstrando que o afluxo normal de leucéocitos PMN leva a
uma produgao diminuida de citocinas pré-inflamatérias. Em fases tardias da
doenca a deplecao de células PMN induz a maior produgao de IL-4 e IL-12
em animais B10.A e somente de IL-12 em camundongos A/J.

¢ Em camundongos susceptiveis a maior carga fungica hepatica associada
a deplegao de leucécitos PMN induziu grande producgao de citocinas pro-
inflamatérias (IL-12, GM-CSF, IFN-y e TNF-a). Em animais A/J a auséncia
de fungos no figado induziu a menor presenca das citocinas GM-CSF, IFN-y
e IL-2. Assim, os niveis de citocinas pré-inflamatérias no figado estao

positivamente associadas ao grau de infecgao.

e Os leucécitos PMN nao exercem fungdo imunoprotetora na fase
adquirida da resposta imune a infeccdo com o fungo P.brasiliensis. A
deplecido de leucécitos PMN ndo alterou o padrédo de produgao de
anticorpos e citocinas pulmonares dos animais imunoprotegidos. Entretanto,
induziu aumentos significativos nas reag¢des de HTT e de IL-3 pulmonar.
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Coordenador - CEEA Secretario - CEEA
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