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RESUMO

Oliveira RB. Efeito da exposic¢éo cronica a fumaca de cigarro em modelo experimental
murino na reativacdo da paracoccidioidomicose [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de
Medicina. Universidade de S&o Paulo; 2021.

A paracoccidioidomicose € uma micose sistémica, endémica na América Latina, sendo o
Brasil responsavel por 80% dos casos descritos. A condicdo de portador crbnico ou
apenas infectado é muito mais frequente que o desenvolvimento da doenca ativa,
entretanto, os fatores que levariam ao desenvolvimento da doenga ou a manutengdo do
estado de portador sdo ainda muito discutidos. Estudos epidemiolégicos sobre a PCM
buscam identificar fatores que levam o individuo infectado a manifestar a doenca. A
associacdo entre PCM e tabagismo pode ser observada nas séries de casos sobre
paracoccidioidomicose cronica, onde as amostras de paciente sd8o compostas
prioritariamente por pacientes fumantes ou ex-fumantes, ultrapassando 93%. Além disso,
0 tabagismo € considerado condicao de risco preexistente e pode desempenhar um papel
importante na transformacéo da infecgdo em doencga ativa, uma vez que interfere com os
mecanismos de defesa do hospedeiro e tém implicacGes na qualidade da formacéo de
granulomas. Nesse contexto, a exposicdo a fumaca de cigarro poderia levar a reativacao
da paracoccidioidomicose em sua forma latente em estudo com modelo experimental
associando o tabagismo com a PCM. Em nosso estudo, padronizamos um modelo de
infeccdo latente em camundongos C57BL/6 e posteriormente usamos esse modelo para
avaliar a influéncia do tabagismo na reativacdo da PCM. Para tal, realizamos dois
experimentos com 20 semanas de duracdo e com cargas tabagicas diferentes. N&o
encontramos diferencas significativa na evolu¢do da doenca ao expor os animais com
uma carga tabagica de 12 cigarros/exposicdo. Ao utilizar 16 cigarros/exposicao,
observamos piora significativa na area ocupada pelos granulomas até 12 semanas de
experimento. Entretanto os camundongos apresentaram uma reducdo gradual das lesdes
teciduais ao longo do tempo atingindo praticamente a mesma area total ocupada pelos
granulomas quando comparado ao grupo ndo exposta na vigésima semana do
experimento. Apesar de termos observado uma piora da doenca em entre 4 e 12 semanas,
essa alteracdo ndo foi mantida, com controle da doenca com 20 semanas. Acreditamos

que a nicotina presente no cigarro ndo seja 0 Unico determinante para a reativacdo da



PCM mas que sim, exer¢a uma influéncia importante em seu desenvolvimento associado
a talvez outras causas relacionadas talvez ao hospedeiro ou mesmo ao agente infeccioso

que ainda né&o foram elucidadas.

Descritores: Paracoccidioidomicose; Tabagismo; Infecgéo latente; Reativacdo; Fatores

de risco.



ABSTRACT

Oliveira RB. Effect of chronic exposure to cigarette smoke in a murine experimental
model on the reactivation of paracoccidioidomycosis [thesis]. Sdo Paulo: Faculdade de
Medicina, Universidade de S&o Paulo; 2021.

Paracoccidioidomycosis is a systemic mycosis endemic in Latin America, and Brazil is
responsible for 80% of the cases described. Chronic or infected carriers' condition is much
more frequent than the development of active disease. The factors that would lead to the
development of the disease or the carrier status maintenance are not fully known.
Epidemiological studies on PCM seek to identify factors that lead the infected individual
to manifest the disease. The association between PCM and smoking can be seen in the
case series of chronic PCM. The patient is composed primarily of smokers or ex-smokers,
exceeding 93%. Also, smoking is considered a preexisting risk condition. It can play an
important role in transforming the infection into an active disease since it interferes with
the host's defense mechanisms and has implications for the quality of granuloma
formation. In this context, exposure to cigarette smoke could lead to PCM's reactivation
in its latent form in a study with an experimental model associating smoking with PCM.
In our study, we standardized a latent infection model in C57BL/6 mice. We later used
that model to assess the influence of smoking on PCM reactivation. For this, we carried
out two experiments with 20 weeks duration and with different smoking quantities. We
did not find significant differences in the disease's evolution when exposing the animals
with a smoking load of 12 cigarettes/exposure. Using 16 cigarettes/exposure, we observed
a significant worsening in the area occupied by granulomas up to 12 weeks of the
experiment. However, the mice showed a gradual reduction in tissue lesions over time,
reaching practically the same total area occupied by granulomas as the group not exposed
with 20 weeks. Although we observed a worsening of the disease between 4 and 12
weeks, this change was not maintained. We believe that the nicotine present in cigarettes
is not the only determinant for PCM's reactivation, but that it has a significant influence
on its development associated with perhaps other causes related to the host or even to the

infectious agent not yet elucidated.

Descriptors: Paracoccidioidomycosis; Cigarette smoke; Latent infection; Reactivation;

Risk Factors.
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1.1 Historico

A paracoccidioidomicose foi descrita pela primeira vez em 1908 pelo pesquisador
brasileiro Adolfo Lutz, que isolou, a partir de uma lesdo mucocutanea, um fungo de natureza
dimorfica distinta do Coccidioides immitis, qualificando-a como micose pseudococcidica (1).
Quatro anos depois, Alfonso Splendore descreveu novos casos dessa micose e classificou o agente
etioldgico da paracoccidioidomicose dentro do género Zymonema, propondo a denominacgéo de
Zymonema brasiliensis (2).

Em 1930, apds diversos estudos, Floriano Paulo de Almeida, criou o género
Paracoccidiodes dentro do reino Fungi, revalidando também a espécie brasiliensis, criada por
Splendore (3). Segundo Lacaz, com a observacao e o relato de casos isolados da doenga em outros
paises da América do Sul, a mesma passou a ser chamada de blastomicose sul-americana, doenca
de Lutz, doenga de Lutz-Splendore-Almeida, pois Splendore foi o primeiro a cultivar o patégeno
e Almeida, o0 autor do primeiro estudo abrangente sobre a doenca (2). Porém, a oficializacdo do
termo paracoccidioidomicose (PCM) foi estabelecida em 1971, na Organizacdo Pan America de
Salde em Medellin, Colémbia, durante reunido de micologistas do continente americano, sendo

mundialmente aceita desde entao.

1.2 O Fungo

O fungo Paracoccidioides brasiliensis taxonomicamente encontra-se atualmente no
Reino Fungi, Filo Ascomycota, Classe Pleomycetes, Ordem Onigenales, Familia
Onygenaceae, Género Paracoccidioides e Espécie brasiliensis (4). O uso de métodos
moleculares mostrou que P. brasiliensis ndo é uma espécie Unica, mas sim um complexo de
espécies de pelo menos trés espécies cripticas: S1 (presente no Brasil, Argentina, Paraguai, Peru
e Venezuela); PS2 (do Brasil e da Venezuela) e PS3 (restrito a Colémbia) (5) . Além disso, com
base na elevada diversidade poligenética e caracteristicas morfogenéticas exclusivas, uma espécie
diferente, designada por P.lutzi, foi descrita (6).

Morfologicamente, Paracoccidioides spp. € um fungo termo-dimdrfico que, em tecidos
e cultura a 37°C aparece como células leveduriformes ovaladas de tamanho variavel (6 - 40 um),
algumas das quais apresentam a caracteristica aparéncia de "roda de leme" pelos mutibrotamentos

da célula mée rodeada por blastoconideos. Essa fase, também conhecida como parasitéria, permite
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o0 diagndstico da doenca flngica pela simples observagdo dessas estruturas em analise direta de
tecidos (7, 8). Em baixas temperaturas (4° a 26°C) o fungo cresce na forma de micélio e
visualizam-se hifas finas e septadas, produtoras de clamidoconideos, e quando cultivados em
meio minimo o fungo produz propagulos assexuados, microconidios (< 5 um), que sao conhecidos

como as formas propagantes inalatérias do fungo (9, 10).

1.3 Epidemiologia

A PCM é uma micose sistémica, endémica na America Latina, ocorrendo entre o
México e a Argentina mais precisamente entre as latitudes 23°N e 34°S (9). E mais frequente na
América do Sul sendo o Brasil responsavel por 80% dos casos relatados, seguido de Colémbia,
Venezuela, Argentina e Equador (8, 11). E interessante notar, que a PCM em qualquer pais
endémico, ndo é distribuida de forma homogénea, preferindo certas regides, onde, aparentemente
as condicOes ambientais sdo favoraveis ao fungo. Casos de PCM s&o vistos principalmente em
regibes com precipitacdo pluviométrica significativa, florestas abundantes e variacdo de
temperatura entre 17-24°C (9).

O fato dessa doenca ndo ser de notificacdo compulséria seja talvez a principal razéo que
a torne negligenciada no planejamento da salde publica no Brasil, tornando dificil o
estabelecimento de sua real prevaléncia e incidéncia (12). Acredita-se que em areas endémicas, a
incidéncia anual alcance 1 a 3 casos novos / 100 mil habitantes ao ano (13). . No entanto, a
infeccdo assintomatica ou latente por Paracoccidioides spp. tém sido demonstrada em
praticamente todos os estados brasileiros por meio de testes cutaneos com paracoccidioidina, com
reatividade meédia de 25 a 35% (14, 15).

Ainda do ponto de vista epidemioldgico, a PCM é mais prevalente em adultos
(responsaveis por 90% dos casos da doenca), principalmente naqueles que exercem ou exerceram
atividades agricolas (8, 11). A infeccdo é prioritariamente adquirida nas duas primeiras décadas
de vida, com um pico de incidéncia entre 10 e 20 anos de idade. A evolugdo para doenca,
entretanto, é incomum nesse grupo, ocorrendo mais frequentemente em adultos entre 30 e 50
anos, como reativacdo de foco enddgeno latente (13, 16). Nos adultos ela é mais comum em
homens (relagdo 15:1), j& na populacdo infantil ela acomete igualmente meninos e meninas. Essa
desigualdade de sexo tem sua génese no fator estrogénico protetor, pois o fungo tem receptores
para 0 17-beta-estradiol e esse estrogeno dificulta a conversado flngica de conideos a levedura, 0

que explica a menor incidéncia em mulheres adultas (17, 18).
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14 Imunopatogenia

A condicdo de portador cronico ou apenas infectado é muito mais frequente que o
desenvolvimento da doenca ativa, entretanto, os fatores que levariam ao desenvolvimento da
doenca ou a manutencdo do estado de portador sdo ainda muito discutidos. Apesar de ndo
existirem estudos epidemioldgicos bem conduzidos, o risco de desenvolver a doenga ap6s a
infeccdo por Paracoccidioides spp. é muito mais baixo do que ap6s a aquisicdo de M.
tuberculosis, agente de uma doenca granulomatosa crénica, endémica em regiGes da América
Latina (19).

O controle da infeccdo depende de resposta imune celular efetiva, geralmente associada
ao padrdo tipo 1 da resposta imunoldgica, caracterizado pela sintese de citocinas que ativam
macréfagos e linfécitos T CD4+ e CD8+, resultando na formacdo de granulomas compactos. A
organizacao desta resposta imune celular permite o controle da replicacdo do fungo, mas formas
quiescentes podem persistir no interior do granuloma (13). Dessa forma, Individuos saudaveis
sensibilizados e estimulados produzem altos niveis de interleucina 2 (I1L-2) e interleucina 10 (IL-
10), além de interferon-gama (IFN-y) refletindo em uma resposta imune efetiva (20). Em
contraste, pacientes com a forma aguda/subaguda da doenca produzem niveis baixos de IL-2,
IFN-y e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), com modulacdo negativa do padrdo Th-1 de
citocinas e expressdo de altos niveis de citocinas relacionadas a resposta Th-2 como interleucina
4 (IL-4), interleucina 5 (IL-5), 1L10 e fator transformador do crescimento-beta (TGF-f) além de
anticorpos especificos da imunoglobulina E (IgE) e subclasses de 1gG4 associados a eosinofilia
local e periférica (19, 21). No entanto, aqueles com a forma crénica da doenca apresentam uma
tendéncia de resposta imunoldgica com modulagdo negativa no padrdo de citocinas Thl, porém a

polarizacdo em direcéo a reatividade Th2 é raramente observada (19).

1.5 Formas Clinicas

Estd hoje amplamente aceito que a infeccdo pelo Paracoccidioides spp. é adquirida
através da inalacdo de propégulos fangicos (9, 22). Apos esse evento inicial, os individuos podem
desenvolver sintomas pulmonares leves que ndo sdo diferenciados de outros agentes que causam
pneumonia. As manifestacdes clinicas geralmente resolvem espontaneamente sem necessidade

de intervengdo médica; entretanto o fungo pode persistir de forma latente com o posterior
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desenvolvimento de doenga, através da reativacdo endogena, evento que pode coincidir com uma
alteragdo do sistema imune do hospedeiro (23).

O estado de portador assintomatico se comprova pelos achados de lesdes calcificadas
residuais com o fungo no interior em pulmdes de individuos assintomaticos, além dos inquéritos
com reatividade cutanea a paracoccidioidina ou a glicoproteina (gp) 43, provando a reagdo de
hipersensibilidade em individuos saudaveis previamente sensibilizados (24).

Nas raras situacdes em que a infeccdo pulmonar primaria supera a resposta imune do
hospedeiro, este desenvolve a forma aguda/subaguda ou juvenil da doenca. Esta forma de
apresentacdo clinica é responsavel por aproximadamente 10% dos casos da doenga (8)
predominando em criancas e adolescentes, mas pode acometer individuos até os 30 anos de idade
(13). Esta forma clinica, afeta jovens de ambos os sexos e se distingue pelo curto periodo de
incubacdo (25) e rapida evolucdo, em poucas semanas, disseminando-se por via linfo-
hematogénica e envolvendo extensamente o sistema reticuloendotelial. E a forma mais grave da
doenca, com os individuos apresentando febre, perda de peso, linfadenopatia generalizada,
hepatoesplenomegalia e possivel disfuncdo medular, além de anemia, eosinofilia,
hipoalbuminemia e hipergamaglobulinemia (9, 13).

A forma cronica ou forma do adulto caracteriza-se pela reativacdo do fungo presente
em um foco quiescente dentro de um granuloma, ocorrendo mais tarde na vida do individuo e, na
maioria dos casos, € considerada doenca menos disseminada, porém com potencial maior de
induzir sequelas fibroticas nos 6rgdos acometidos, principalmente no sistema respiratério (9, 13).
Essa forma clinica de reativacdo corresponde por 90% dos casos de paracoccidioidomicose, é
diagnosticada em adultos entre 30 e 60 anos e tem amplo predominio no sexo masculino (15:1)
(13, 26). Classicamente, pode-se diferenciar entre forma uni ou multifocal, acometendo os
pulmdes em 90% do total dos casos quando em associacdo com outros Orgdos. Ja na forma
unifocal, acomete somente os pulmdes em cerca de 25% dos casos (9, 27). As manifestacdes
pulmonares sdo inespecificas e incluem dispneia (34 a 72%), tosse (56 a 67%), producdo de
escarro (39%) e em menores proporcdes, hemoptise e dor toracica (8). E comum observar focos
simultdneos de infeccdo em varios Orgdos extrapulmonares como membranas mucosas,
linfonodos, pele, glandulas supra-renais e menos frequentemente, sistema nervoso central (SNC)
e 0ss0s (9).

Na forma residual da PCM, normalmente e independentemente do 6rgdo envolvido, a
cura ocorre com formagdo de fibrose e as sequelas correspondentes podem permanentemente
interferir com o bem-estar do paciente (28, 29). As lesGes residuais mais frequentes e
incapacitantes ocorrem nos pulmdes seguidos das sequelas extrapulmonar como microstomia,
disfonia e diversos graus de estenose da glote e traqueia (9, 30). Na maioria dos pacientes, 0

tratamento antiflngico especifico controla as lesdes extrapulmonares, no entanto, em 30% dos
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pacientes que receberam um curso adequado de tratamento, a fibrose pulmonar aparecera de novo
ou consolidara, de tal modo que no final do periodo de tratamento, esta sequela serd documentada
em mais de 50% dos casos. Devido a cicatriz fibrética, 24% dos pacientes irdo desenvolver cor

pulmonale com hipoxemia secundaria e hipertensao pulmonar (30).

1.6 Efeitos do Tabagismo

O tabagismo é considerado a principal causa de morte evitdvel no mundo (31). A
prevaléncia do tabagismo na populacédo brasileira foi abordada por Malta e colaboradores (32),
que revelaram uma ampla variacdo da prevaléncia de tabagismo, com menor percentual (9,7%)
em Macei6 (AL) e maior (20,9%) em S&o Paulo (SP). O tabagismo esta relacionado a uma maior
morbimortalidade, e os fumantes adoecem 3,5 vezes mais que os ndo-fumantes (31). O impacto
sobre a saude decorrente do uso do tabaco é bem conhecido e vincula-se causalmente a vinte
diferentes tipos de cancer, doencas respiratdrias e cardiovasculares (33).

Entre as doencas infecciosas, diversas evidéncias coincidem ao considerar que fumar
esta associado a um aumento do risco de tuberculose, independentemente do desfecho da doenca:
infeccdo, doenca clinica ou mortalidade (34-36). O tabagismo tem sido relatado como um fator
de risco independente para a recaida da doenca em estudos realizados no Sul da India (37) e no
Brasil (38).

Estudos epidemioldgicos sobre a paracoccidioidomicose, buscam identificar fatores que
levam o individuo infectado a manifestar a doenca. Entre os fatores desencadeantes da doenca,
tém sido citados o alcoolismo, desnutricdo e doencgas imunossupressoras, como a AIDS (31, 39,
40). A associacdo entre PCM e tabagismo pode ser observada nas séries de casos sobre
paracoccidioidomicose cronica, onde as amostras de paciente sdo compostas prioritariamente por
pacientes fumantes ou ex-fumantes. Em uma série de vinte casos com a forma cronica, todos o0s
pacientes eram fumantes (41). Outros autores também relatam a presenca do tabagismo entre os
pacientes com a forma crbnica da doenga (42-44). Essa alta frequéncia de tabagismo entre
pacientes com PCM, ultrapassa 93%, e parece ser um fator de risco para o desenvolvimento da
micose (8). No Unico estudo controlado associando o tabagismo com a paracoccidioidomicose,
foi demonstrado que a chance de desenvolver a doenca é quatorze vezes maior em fumantes que
em ndo fumantes, enquanto é 3,6 vezes maior em individuos que ingerem mais de 509 de alcool
por dia do que nos abstémios (31).

Os elementos do cigarro, bem como os tipos de exposi¢do & sua fumaca, podem

desempenhar fungdes importantes relativas a atividade imune. O cigarro é composto por 4.720
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substancias, que podem ser classificadas em 15 fungdes quimicas diferentes (31).

O tabagismo € considerado condicdo de risco preexistente e pode desempenhar um
papel importante na transformacdo da infeccdo em doenca ativa, uma vez que interfere com os
mecanismos de defesa do hospedeiro e tém implicacdes na qualidade da formacéo de granulomas
(45).

Em 2000, o grupo de Kevin Tracey demonstrou que o sistema nervoso parassimpatico,
através do nervo vago, medeia uma das principais vias anti-inflamatorias (36). A via eferente
acetilcolinérgica do nervo vago sinaliza para os tecidos periféricos via receptores nicotinicos da
acetilcolina interrompendo a producdo de citocinas pro-inflamatérias, pelos macréfagos, tais
como TNF-o, sem afetar a liberagdo de IL-10 (citocina anti-inflamatoria) (46).
Subsequentemente, 0 mesmo grupo mostrou gque a acetilcolina liberada a partir do nervo vago
eferentes atua sobre um tipo especifico de receptor nicotinico da acetilcolina (a-7), que é expresso
em niveis elevados em macrofagos alveolares. Por conseguinte, a nicotina (potente agonista do
receptor a-7) no fumo do tabaco acomete a principal via efetora final desse mecanismo anti-
inflamatdrio fisioldgico explicando o efeito imunomodulador do cigarro (47). A maioria dos
estudos considerando a inibicdo inflamatoria colinérgica tem sido realizada em experimentos in
vitro ou em modelo murino, portanto a relevancia dessa imunomodulagdo em humanos permanece
incerta (48).

No contexto das doengas granulomatosas como a tuberculose e a paracoccidiodomicose,
0 papel critico do TNF-a no desenvolvimento do granuloma tem sido sugerido por estudos com
camundongos deficientes em TNF-a que apos a inoculagdo de micobactéria ndo conseguem
formar granulomas efetivos e rapidamente sucumbem para doenca miliar (47). Um elegante
estudo experimental de exposi¢do a fumaca de cigarro com posterior infec¢do por Mycobacterium
tuberculosis em camundongos C57BL/6, demonstrou pela primeira vez, um aumento significativo
no numero de isolados de M.tuberculosis viaveis no pulméo e ba¢o dos camundongos expostos a
fumaca de cigarro, além de uma supressao intracelular do nivel de TNF-o e IL-12 e aumento na
producdo de IL-10 (49).

Dessa forma, concentracdo alta de nicotina nos pulmdes dos fumantes pode reduzir os
niveis de TNF-a e de outras citocinas pro-inflamatorias através da ativagdo do receptor a-7 €
impedir a contencdo granulomatosa da tuberculose e predispor para a doenca ativa (50). Apesar
de alguns componentes do cigarro possuir propriedades imunossupressoras que podem estar
implicados no aumento da susceptibilidade a PCM, essa associa¢do ainda ndo foi descrita na

literatura.
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1.7 Diagndstico

O diagnéstico laboratorial da PCM é estabelecido pela demonstracdo microscépica
direta do Paracoccidioides spp. a partir de exame a fresco, biopsia ou exame histopatologico e
confirmado por isolamento e identificacdo do fungo por cultivo, ou entdo, indiretamente, por
técnicas soroldgicas ou métodos moleculares. E essencial entender os usos e limitagdes de
métodos de diagndstico para que o tratamento especifico pode ser iniciado 0 mais cedo possivel
(8).

As leveduras do Paracoccidioides spp. podem ser facilmente recuperadas de raspado de
lesbes cutaneas, secrecOes do trato respiratério ou puncdes ganglionares, com a imediata
visualizacdo ao microscopio 6tico das formas flngicas caracteristicas apés a clarificacdo dos
materiais com solucgdo de KOH (8).

Na PCM, como em outras micoses, o diagndstico considerado padrdo-ouro é o
isolamento do agente etioldgico em cultura, porém o exame €é positivo em apenas 85% dos casos
e necessita de 20 a 30 dias para que o crescimento ocorra (13).

Nos casos em que a bidpsia tecidual é realizada, o quadro histopatoldgico é tipicamente
de doenga granulomatosa com células epitelidides, com o fungo no seu interior ou livre nos
tecidos. Coloracfes especiais como o Gomori-Groccott ou acido periddico de Schiff podem
auxiliar na pesquisa do agente etioldgico (13).

As provas soroldgicas especificas tém importancia ndo apenas no auxilio diagndstico
como, particularmente, para permitir avaliacdo da resposta do hospedeiro ao tratamento
especifico. Atualmente, sdo disponiveis em diferentes servigos de referéncia os métodos de
imunodifusdo dupla (ID), contraimunoeletroforese (CIE), imunofluorescéncia indireta (IFI),
ensaio imunoenzimatico (ELISA) e imunoblot (IB). Estes testes apresentam sensibilidade entre
85% e 100% e especificidade entre 85% a valores proximos de 100%, na dependéncia da técnica
utilizada (13, 45).

1.8 Tratamento

Os principais desafios terapéuticos no tratamento da PCM séo os longos periodos de
tratamento e a alta frequéncia de recidivas e sequelas (particularmente a fibrose pulmonar) (51).
Além da terapéutica antifungica especifica, 0 manejo terapéutico da PCM deve obrigatoriamente

incluir medidas de suporte as complicacfes clinicas associadas ao envolvimento de diferentes
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orgaos pela micose (13). Um grande arsenal terapéutico estd disponivel para os pacientes com
PCM, incluindo derivados de sulfonamidas, anfotericina B e azdlicos (51).

Atualmente, apesar da limitacdo das informacdes disponiveis em estudos comparativos
com diferentes esquemas terapéuticos, o itraconazol é considerado o tratamento de escolha para
as formas clinicas leves e moderados da PCM (52). Nas formas graves ou disseminados, em
pacientes com intolerdncia a outros agentes ou com infeccdo refrataria, ¢ indicado uma
formulacéo intravenosa de antifingico, com anfotericina B convencional ou lipidica. Para evitar
recaidas, os pacientes que foram tratados com anfotericina B devem receber terapia de
manutencdo por longos periodos, tanto com sulfonamidas ou itraconazol (51). O voriconazol, um
antiflngico triazélico de segunda geracdo, apresenta boa penetracdo no sistema nervoso central,
sendo indicado na terapéutica da neuro-PCM (13).

Todos os pacientes devem permanecer em tratamento até a resolucdo dos sinais e
sintomas clinicos da infeccdo, depuracdo completa de elementos fingicos, com uma diminuicao

significativa e estabilizacdo nos titulos de anticorpos(13, 30).
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Estudos buscam identificar fatores que levam o individuo infectado com
Paracoccidioides spp. a manifestar a doenca. Acredita-se que fatores de risco externos podem
participar no desenvolvimento da doenca, tanto por sua acao direta sobre o trato respiratério como
por atuacdo na imunidade mediada por células.

Apesar das menc0es feitas por diversos autores sobre a associacao epidemioldgica entre
tabagismo e PCM ndo encontramos qualquer estudo em modelo experimental associando o
tabagismo com a paracoccidioidomicose. A evidéncia atual demonstra que alguns componentes
do cigarro possuem propriedades imunossupressoras que podem estar implicados no aumento da
susceptibilidade a PCM, porém essa associa¢do ainda nao foi descrita na literatura.

Nesse contexto, a exposicdo a fumaca de cigarro poderia levar a reativacdo da
paracoccidioidomicose em sua forma latente provavelmente pelo efeito da nicotina na inibi¢do da
liberacdo de TNF-a pelos macrofagos, porém sem alterar a secrecdo de I1L-10 (46) dessa forma
interferindo com os mecanismos de defesa do hospedeiro. Apesar de alguns componentes do
cigarro possuir propriedades imunossupressoras que podem estar implicados no aumento da
susceptibilidade a PCM, essa associacdo ainda nao foi descrita na literatura.

Infelizmente ndo é possivel avaliar separadamente individuos tabagistas com ndo
tabagistas devido a alta frequéncia de tabagismo entre pacientes com PCM. Dessa forma, estudo
sobre a influéncia do tabagismo em modelos experimentais de PCM que avaliem o impacto da
nicotina se faz necessarios para o melhor entendimento dessa afeccao.

Finalmente, o conhecimento dessa provavel associagdo encontrada na reativacao da
doenca é mais uma ferramenta na prevencdo e tratamento da paracoccidioidomicose, inclusive
com o incentivo e oferta de tratamento especifico para a dependéncia a nicotina aos pacientes

acometidos por essa doenca.
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3.1 Objetivo Geral

Analisar os efeitos do tabagismo como causa associada a reativacdo da
paracoccidioidomicose em um modelo experimental de paracoccidioidomicose em camundongos
C57BL/6.

3.2 Objetivos Especificos

a) Padronizacdo de um modelo animal de infec¢do latente por paracoccidioidomicose.

b) Caracterizacdo do processo de reativacdo da PCM por meio do aumento gradual na
contagem de unidades formadoras de colonias (UFC) entre camundongos infectados

expostos ou ndo a fumaca de cigarro.

c) Descrever as alteragdes e diferencas histoldgicas associadas ao aumento no nimero
e na area acometida pelos granulomas observados no tecido pulmonar apés a

exposicdo a fumaca de cigarro no modelo experimental.
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41 Local do Estudo

Os experimentos foram realizados no Laboratdrio de Investigacdo Médica de Micologia
Médica (LIM 53) e no Biotério de Experimentacdo do Instituto de Medicina Tropical da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo (FMUSP).

4.2 Aspectos Eticos

O projeto de pesquisa foi aprovado pela Comiss&o de Pesquisa e Etica e Comissdo de
Etica no Uso de Animais em Pesquisa, do Instituto de Medicina Tropical da Universidade de S&o
Paulo sob nimero CPE-IMT/169. O projeto também foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso
de Animais (CEUA) da Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo sob nimero 066/17.

4.3 Modelo Murino

Foram utilizados camundongos machos da linhagem C57BL/6, isogénicos, adultos (6-
8 semanas de idade) e com peso entre 20 e 25 gramas. Os animais foram criados em condicdes
livres de patogenos especificos (SPF) e receberam agua acidificada e alimentos esterilizados no
biotério da FMUSP. No biotério de experimentacdo do IMT, os animais permaneceram na area
SPF durante as 3 primeiras semanas e posteriormente foram transferidos para area convencional

do biotério.

4.4 Fungo

Foi utilizado o isolado Pb 18 do P.brasiliensis, que é altamente virulento, em sua forma
leveduriforme (53, 54). A perda da viruléncia foi evitada por meio do reisolamento da amostra de
Pb 18 ap6s oito semanas de infeccdo em camundongos C57BL/6. O fungo foi mantido por

repiques semanais em meio semi-sélido de Fava Netto (55) a 36°C.
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Para a preparacdo do inoculo, o fungo foi cultivado em meio semi-sélido de Fava Netto
a temperatura de 36°C por 6 a 7 dias, tempo em que apresenta maximo crescimento e viabilidade
(53). As células leveduriformes foram recolhidas e lavadas por trés vezes em solucdo PBS estéril
por centrifugacdo (3000 rpm/10min). Apds essa etapa, foi adicionado 30 ml de PBS e o
sobrenadante (suspensdo das leveduras) foi recolhido (20ml) com uma seringa.

O sobrenadante foi passado por agulha fina, tipo tuberculina para desfazer os grumos e
evitar embolizacdo dos bronquiolos. A suspensdo final foi ajustada para conter a quantidade
desejada de células viaveis do fungo, em 50 uL de PBS pela contagem em camera
hemocitométrica. A viabilidade foi determinada pelo corante azul de trypan. A inoculacéo foi

realizada apds verificacdo da viabilidade da suspenséo flngica entre 90 e 95%.

4.5 Inoculacéo

Os camundongos foram anestesiados com xilazina 2% (10mg/kg) e cetamina 10%
(80mg/kg) em uma solucdo a 0,4% pela via intraperitoneal. Os animais foram mantidos em uma
pequena placa e foram infectadas com a quantidade desejada de células fangicas (Pb 18), de
acordo com o experimento, por meio da inoculagdo cirdrgica intratraqueal. Para isso, uma
pequena incisdo foi realizada na pele ao longo da traqueia e o tecido subjacente separado. Uma
agulha de calibre 30 ligada a uma seringa de tuberculina foi inserida em paralelo com a traqueia,
e 50 uL de inéculo dispensado nos pulmdes. A pele foi suturada e os camundongos se

recuperaram sob uma lampada de calor (56).

4.6 Padronizacdo de Infeccéo Latente

Primeiramente, foi realizado a padronizagdo da quantidade do in6culo de Pbl8
necessario para mimetizar uma infeccdo “latente” de PCM por meio da auséncia de progressao
da doenga em modelo murino. Sendo assim, cinco preparacfes de inoculos com diferentes
quantidades de leveduras (1x10° 1x10° 1x10% 1x10% 1x10?) foram preparados e inoculados em
5 grupos contendo 18 animais cada.

Concluimos que a dose mais baixa para gerar infec¢io “latente” foi de 1x10? pois a
contagem na cultura das unidades formadoras de col6nias permaneceu estavel, assim como

observamos um acometimento inferior a 25% de area acometida por granulomas na avaliagéo
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histolgica ao longo do tempo. Além dessas observacgdes, todos os camundongos desse grupo
permaneceram vivos e com aspecto saudavel durante todo o experimento. Os graficos foram

apresentados na secao de resultados.

4.7 Infecc@o Experimental

a) Grupos Experimentais

Apo6s determinar a dose de in6culo necessaria, foi realizada a inoculagdo cirtrgica
intratraqueal de 1x102 células fangicas (Pb 18) em dois grupos de camundongos C57BL/6. Um
grupo ndo foi exposto a fumaca de cigarro (NCS) e o outro grupo foi exposto a fumaca de cigarro

(CS) a partir da 22 semana ap6s a inoculacao.

C57BL/6
i.t 1x10?
l i ] |
| 1 | | NCS
C57BL/6 Exposi¢cdo & Fumaca de Cigarro
i.t 1x10? >
l ] ] ] | cs
| | | | |
0 2 4 12 20 semanas

Figura 1. Esquema ilustrativo do experimento.

Legenda: Foram realizados 4 experimentos independentes. Nos dois primeiros experimentos foram
utilizados 12 cigarros sem filtro por exposicdo a fumaca de cigarro e nos dois Gltimos experimentos foram

utilizados 16 cigarros sem filtro por exposicdo a fumaca de cigarro.



Material e Métodos 31

No total, foram realizadas duas series de experimento. Tanto na primeira como na
segunda serie foram realizados 2 experimentos independentes. Em cada experimento
independente, foram formados dois grupos com 18 camundongos C57BL/6 cada.

Na primeira série de experimentos, um grupo de camundongos foi exposto a fumaca de
cigarro durante duas sessdes de 90 minutos por dia e cinco dias por semana. Foram utilizados 12
cigarros sem filtro para cada sessdo de exposicao.

Na segunda série de experimentos, um grupo de camundongos foi exposto a fumaca de
cigarro durante duas sessGes de 120 minutos por dia e cinco dias por semana. Foram utilizados
16 cigarros sem filtro para cada sessdo de exposicao.

Nas duas séries de experimentos, cada cigarro foi aceso a cada 7 minutos e 30 segundos
e todos os experimentos tiveram um grupo ndo exposto a fumaca de cigarro (NCS)
correspondente.

Em todos os experimentos, o grupo exposto a fumaca de cigarro (CS) foi submetido
inicialmente a um protocolo de aclimatizacdo, sendo exposto a fumaca de cigarro no primeiro dia
por duas sessfes de exposicdo de 30 minutos (4 cigarros/exposi¢do); no segundo dia por duas
sessBes de 60 minutos (8 cigarros/exposicdo); e a partir do terceiro dia, a exposi¢ao foi realizada
com duas sessbes de 90 minutos (12 cigarros/exposicao). Na segunda serie de experimentos, a
partir do quarto dia, foi realizado duas sessdes de 120 minutos (16 cigarros/exposicao).

O grupo ndo exposto a fumaca de cigarro (NCS) foi acondicionado em uma sala na area
convencional do biotério separada da sala onde a exposi¢do ao cigarro acontecia. Estes animais
ndo entraram em contato com a fumaca de cigarro durante todo o experimento, saindo desta area
somente nos dias de eutanasia.

Na 42, 128 e 20% semana, 6 camundongos de cada grupo foram eutanasiados em camara

de mondxido de carbono (CO) para o estudo histoldgico e quantificacdo de culturas em tecidos.

b) Controle

O controle foi composto de 12 camundongos e divididos em dois grupos de 6
camundongos. Um grupo composto por 6 animais foi exposto apenas a fumaga de cigarro gerada
por 16 cigarros/exposi¢do apds duas semanas da inoculagcdo de PBS. O outro grupo ndo foi
exposto a fumagca de cigarro apds inoculacdo de PBS. Na 42 122 e 20? semana, 2 camundongos
de cada grupo foram eutanasiados em camara de mondxido de carbono (CO) para o estudo

histologico em tecido pulmonar.
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4.8 Método de Exposi¢do a Fumagca de Cigarro

Para a exposi¢do a fumaga de cigarro foi utilizado um protocolo modificado de Biselli
etal. (2011) descrito e padronizado por Hizume e colaboradores na FMUSP (57, 58). A exposicdo
foi realizada em uma caixa de plastico de 28 L, no interior de uma capela de exaustdo. O interior
da caixa foi dividido em 8 baias de metal, sendo que cada gaiola de camundongo (5-6 animais),
foi alocada em diferentes baias de forma rotativa, diariamente, para que a exposi¢do a fumaca de
cigarro fosse mais homogénea. A baia de nimero 8 ndo acomodou nenhum camundongo durante
todo o experimento, pois esta foi utilizada para a entrada de ar sintético e para a entrada da fumaca
de cigarro.

O fluxo na entrada de ar sintético foi controlado por um fluxémetro conectado a um
torpedo de ar comprimido e mantido em 10L/min. A segunda entrada da caixa recebeu uma
mistura de ar sintético e fumaca de cigarro, que foi aspirada por um sistema de Venturi conectado
a um cigarro sem filtro aceso.

O sistema Venturi, € composto por uma tubulacdo conectada a uma coluna de agua e a
um torpedo de ar comprimido. O fluxo laminar de ar sintético passa por uma regidao de menor
didmetro, sendo acelerado, com consequente reducdo da pressdo neste ponto (efeito Venturi),
permitindo a aspiracdo da fumaca do cigarro. A reducdo na pressdo que ocorre no ponto de
reducdo do didmetro do tubo € dependente do fluxo de ar mantido no torpedo de ar comprimido.

Deste modo, com o controle do fluxo de ar sintético na segunda entrada, a quantidade
de fumaca de cigarro que foi aspirada para a tubulacdo e enviada para o interior da caixa foi
igualmente supervisionada. Isto permitiu regular a concentracdo de mondxido de carbono (CO)
mantida na caixa e consequentemente o nivel sanguineo de carboxihemoglobina nos
camundongos (57). O cigarro utilizado foi o da marca Derby Vermelho Sol (Souza Cruz), pois
sua composicdo 0,8mg nicotina/cigarro é a que mais se assemelha aos cigarros experimentais
3R4F de referéncia desenvolvidos pela Universidade de Kentucky, EUA (0,73mg de

nicotina/cigarro).
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Coluna de dgua 3
M E, Regido de menor didametro
Pressdo negativa

Seringa 20ml /

B ]

Seringa 5ml

Fumaca de cigarro

Ar sintético

Caixa de plastico 28L

2-3L/min

Ar comprimido

10L/min

Figura 2. Esquema ilustrativo do sistema Venturi

Legenda: O fluxo de ar comprimido passa por uma regido de menor didmetro, neste ponto hd uma reducéo
na pressdo, que gera um desnivel na coluna de agua e aspira a fumaca de cigarro para dentro do sistema
Venturi. A fumaga de cigarro, passa pela seringa de 20ml, chega na seringa de 5ml e é desviada para a caixa
de plastico com os camundongos. O outro cilindro é conectado diretamente na caixa e aberto com um fluxo

mantido de 10L/min para homogenizar o ar dentro da caixa.

4.9 Carboxihemoglobina (COHb)

O controle da exposigdo a fumaga de cigarro foi realizado na 42, 122 e 20* semana de
experimento por meio da medida da COHb. Apos o término das sessdes de exposicdo a fumaca

do cigarro, 2 animais foram anestesiados e submetidos a retirada de sangue do plexo ocular
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(500ucl) com auxilio de um capilar. A medida da COHb foi realizada no aparelho Radiometer
ABLB800 Flex em até 20 minutos apds a coleta do sangue. O nivel alvo de COHb desejado foi de
10-15% apos a primeira exposi¢do baseado nos niveis encontrados em individuos fumantes
moderados (59).

4.10 Padronizacao da Exposi¢do a Fumaga de Cigarro

Com o objetivo de determinar a quantidade de cigarro a cada 30 minutos, assim como
o fluxo de entrada de ar sintético para se obter um nivel de COHb entre 10-15% apds a primeira
exposigdo., realizamos um projeto piloto utilizando 3 animais. No primeiro teste foram utilizados
24 cigarros (8 cigarros/30min) com o fluxo ajustado para 6L/min. Obtevemos um valor de 60%
de COHb. No segundo teste a quantidade de cigarros utilizados foi reduzida pela metade (12
cigarros ou 4 cigarros/30min) e o fluxo continuou ajustado em 6L/min. Nestas condi¢@es, atingiu-
se 0 valor da COHb de 20%. Por fim, foi realizada outra medi¢do de COHb com o fluxo de
10L/min e mantida a quantidade de cigarros, desta vez sendo obtido um valor 15% de COHb.
Dessa forma estabelecemos usar 4 cigarros a cada 30 min, com um intervalo entre cada cigarro

de 7 minutos e 30 segundos e associado a um fluxo continuo de ar comprimido de 10L/minuto.

411 Peso

Em todos os experimentos, ap0s as eutandsias em camara de mondxido de carbono

(CO), tanto os camundongos do CS como do grupo NCS foram pesados na 42, 122 e 202 semana,

4.12 Culturas Quantitativas

A determinacdo do nimero de microorganismos viaveis em diferentes 6rgdos dos
animais infectados foi realizada por meio da contagem de unidades formadoras de col6nias
(UFC). O pulmao direito e esquerdo, bago e figado foram removidos dos camundongos sob
condigdes assépticas, pesados e homogeneizados em 2 ml de PBS estéril. Os homogenato dos

tecidos foram diluidos em série (1:50 e 1:100) e plagueados em meio Brain Heart Infusion (BHI)
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suplementado com 4% (vol/vol) de soro bovino e 5% de filtrado de cultura do isolado 192 do
P.brasiliensis, streptomicina/penicilina 10 IU ml™ e cicloheximida 500 pg ml™. As placas foram
incubadas a 36°C, e o nimero (logio) de coldnias de P. brasiliensis viaveis por grama de tecido
foram contadas a cada 5 dias durante 15 dias.

4.13 Histologia

O pulmé@o direito e esquerdo dos camundongos foi ressecado e fixado em 10% de
formalina tamponada com fosfato. Foram realizados cortes longitudinais dos pulmdes. As
preparacdes histopatolégicas foram coradas com hematoxilina e eosina para o estudo das lesdes

teciduais, resposta inflamatdria e das alteracdes relacionadas a exposicéo a fumaca de cigarro.

a) Determinacao das Lesdes Teciduais

Para quantificacdo das lesGes teciduais utilizamos o programa Axio vison release 4.8.2
SP3. Consideramos a area ocupada pelos granulomas em 20 campos microscopicos com um
aumento de 10X. Os valores foram expressos em um? A quantidade de lesdes granulomatosas
foram quantificadas em todo corte histolégico longitudinal presente no tecido.

Os granulomas foram descritos como compacto e frouxo. Os granulomas compactos
consistem em anéis concéntricos de mondcitos, linfécitos e células mononucleares grandes
(epitelidide) dispostos em forma palicada ocupando o centro das lesdes. Em contrapartida 0s
granulomas frouxos possuem bordas indefinidas e sdo caracterizados pela presencga de pequenos
grupos de células epitelidides dispersas, bem como por um nimero variavel de células gigantes
(60).

414 Analise Estatistica

A estatistica descritiva dos dados foi feita por medidas de tendéncia central e disperséo:
médias e desvios-padrdo. Os graficos foram construidos utilizando o programa GraphPad Prisma

5.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA) e os resultados foram apresentados pela
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média e erro padréo.

As varidveis analisadas contra a exposic¢do a fumaga de cigarro (auséncia de exposicao
- NCS, 12cigarros/exposicédo e 16 cigarros/exposicdo) e tempo de acompanhamento dos animais
durante o experimento (4, 12 e 20 semanas) foram as seguintes: peso, UFC, &rea acometida pelos
granulomas (quantitativas continuas) e quantidade de granulomas (quantitativa discreta). Foram
utilizados o teste t de Student, ANOVA de um fator e Modelo Linear Geral para as variaveis
quantitativas continuas ou com distribuicdo normal, e o teste de Kruskal-Wallis para variaveis

que ndo tenham distribuicdo normal. O nivel de significancia estatistico adotado foi de 0,05.



5 Resultados
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5.1 Padronizacdo de Infeccéo Latente

5.1.1  Inoculagdo com 1x10° leveduras

No grupo 6 em que foi realizado o experimento com indculo de 1x10° leveduras,
observamos uma infecc¢do progressiva, traduzida tanto pelo aumenta das unidades formadoras de
coldnia ao longo do tempo e pelo acometimento da area acometida pelos granulomas, atingindo

um valor superior a 25% da &rea total do pulméo com 12 semanas (Grafico 1).

Gréafico 1. Unidades formadoras de colénias e area acometida pelos granulomas em

camundongos C57BL/6 infectados via intratraqueal com 1x10° leveduras de Pb 18.
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Legenda: A) Aumento das UFC, permanecendo em torno de 5 — 6 log10 até a 20 semana. B) Aumento da

area média acometida pelos granulomas acima de 25% na 12 semana e atingindo quase 50% na 20 semana.

5.1.2  Inoculagdo com 1x10°e 1x10* leveduras

Tanto no grupo 5 (1x10°) como o grupo 4 (1x10%), os camundongos apresentaram um
comportamento semelhante frente a infeccdo por Pb18. Em ambos, a infec¢do se mostrou

progressiva, devido ao alto valor das unidades formadoras de coldnia ao longo do tempo (5 - 6
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log10) e pelo aumento da &rea média acometida pelos granulomas atingindo > 25% em ambos os

experimentos (Grafico 2 e 3).

Grafico 2. Unidades formadoras de coldnias e &rea acometida pelos granulomas em

camundongos C57BL/6 infectados via intratraqueal com 1x10° leveduras de Pb 18.
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Legenda: A) UFC permanecendo em torno de 5 — 6 log10 até a 20 semana. B) Aumento da area média

acometida pelos granulomas até 12 semana e atingindo 25% na 20 semana.

Grafico 3. Unidades formadoras de colbnias e éarea acometida pelos granulomas em

camundongos C57BL/6 infectados via intratraqueal com 1x10* leveduras de Pb 18.
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Legenda: A) UFC permanecendo em torno de 5 — 6 log10 até a 20 semana. B) Aumento da area média

acometida pelos granulomas atingindo 25% na 12 semana e acima deste valor na 20 semana.
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5.1.3  Inoculagio com 1x10°e 1x10° leveduras

Apesar do grupo 3 (1x10°) ter apresentado um menor valor nas unidades formadoras de
coldnia ao longo do tempo, permaneceram entre (5 — 4 log10) enquanto no grupo 2 (1x10%) as
UFC permaneceram entre (3 — 4 log10) durante todo o experimento. Em relacdo a area média
ocupada pelos granulomas, observamos que no experimento com 1x10° leveduras, com 12
semanas, 25% da area pulmonar estava acometida diferentemente do grupo 2 que &rea media

acometida pelos granulomas durante todo experimento foi inferior a 25% (Gréfico 4 e 5).

Gréfico 4. Unidades formadoras de colonias e area acometida pelos granulomas em

camundongos C57BL/6 infectados via intratraqueal com 1x10° leveduras de Pb 18.
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Legenda: A) UFC permanecendo em torno de 5 — 4 log10 até a 20 semana. B) Aumento da area média

acometida pelos granulomas atingindo 25% nas 12 semanas.
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Grafico 5. Unidades formadoras de coldnias e &rea acometida pelos granulomas em
camundongos C57BL/6 infectados via intratraqueal com 1x10? leveduras de Pb 18.
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Legenda: A) UFC permanecendo em torno de 3 —4 log10 até a 20 semana. B) area média acometida pelos

granulomas inferior a 25% até a 20 semana.

Dessa forma, concluimos que a dose mais baixa para gerar infecgdo “latente” foi de 100
leveduras pois durante todo o experimento a contagem de UFC permaneceu estavel e com menos
de 25% de area média acometida por granulomas na avaliacdo histol6gica. Importante notar que
todos os camundongos deste grupo permaneceram vivos e com aspecto saudavel durante todo o
experimento. Em todos os outros grupos tivemos perdas de animais durante o periodo

experimental.

5.2 Infecc@o Experimental

521 Carboxihemoglobina

Durante os experimentos realizados com 12 cigarros/exposicao, obtivemos um nivel
médio de COHb medido nos dias da eutanasia de 13,1%, (min — max, 7,8% - 17,3%). O grupo

ndo exposto apresentou um nivel médio de COHb de 1,4% (min — méx, 1,1% - 2,2%). Apos
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aumentar a quantidade de cigarros para 16/exposic¢do, obtivemos um nivel médio de COHb de
15,7%, (min — max, 6,3% - 24%). O grupo ndo exposto apresentou um nivel médio de COHb de
0,7% (min — max, 0% - 2%).

5.2.2 Padronizacédo e Verificacdo da Reprodutibilidade Experimental

No modelo linear geral, comparamos as variaveis UFC, area e peso entre 0s grupos NCS
e tempo de experimento. N&o encontramos diferencas entre os grupos de cada série experimental
assim como, ndo houve diferenca entre os grupos nao expostos das diferentes séries. Sendo assim,
assumimos que 0s grupos controles das duas series de experimentos sdo comparaveis e
reprodutiveis, justificando a unificacdo em apenas um grupo experimental para realizar as analises
especificas em comparacdo com 0s grupos expostos (CS) com 12 cigarros e com 16
cigarros/exposicao.

A mesma analise foi realizada para os grupos CS, porém foi observado diferenca
significativa na analise conjunta do grupo e tempo em relacéo ao peso dos animais, demonstrando
a influéncia do aumento da carga tabagica na perda de peso (p=0,006). Dessa forma, como
esperado, por diferenca na intervencdo (12 vs. 16 cigarros) os grupos CS ndo séo reprodutiveis o

que nao justifica sua unificacdo em apenas um grupo experimental (Figura 3).

| Primeira série experimental ‘ | Segunda série experimental |
| Experimento 1 I Experimento 2 } | Experimento 3 | I Experimento 4 |
GRUPONCS  GRUPO CS GRUPONCS  GRUPOCS GRUPONCS  GRUPOCS GRUPONCS  GRUPOCS
n=18 n=18 n=18 n=18 n=18 n=18 n=18 n=18
12 cigarros 12 cigarros 16 cigarros 16 cigarros
por por por por
exposicdo exposicao exposicdo exposicao

Compardveis e

Compardvis e
Compardveis e Reprodutiveis Compsriuels & R l::dn.ﬁ:r i
Reprodutiveis epr sl
Reprodutiveis GRUPO CS GRUPO CS
GRUPO NCS n=32 GRalJZPO NG n=32
n=32 12 cig-arfos por = 16 cigarros por
exposicdo exposi¢do
Compardveis e
Reprodutiveis
GRUPO NCS Experimentos ndo sdo comparaveis e reprodutiveis,
n=64 devendo ser analisados separadamente

Figura 3. Fluxograma das duas series experimentais realizadas e verificacdo da reprodutibilidade

dos experimentos.
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5.2.2.1 Analise do grupo nédo exposto (NCS) a fumagca de cigarro.

Em relagdo ao tempo, o grupo NCS apresentou uma area significativamente menor no
tempo 4 (p=0,012) guando comparado com o tempo 12 e 20 demonstrando uma progress&o inicial
da doenca e sua estabilizacdo posterior (Gréafico 6). Nao foi visto diferenca para as UFC.
Observamos uma diferenca significativa em no peso dos camundongos em todos 0s tempos
experimentais (p=0,000), devido ao crescimento esperado destes animais ndo expostos a fumaca

de cigarro apesar da infeccdo por Pb 18 (Gréfico 7).

Gréfico 6. Area ocupada pelos granulomas ao longo do tempo no grupo n&o exposto & fumaca
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Grafico 7. Peso médio dos camundongos ao longo do tempo no grupo nao exposto a fumaca
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5.2.3 Andlises entre o grupo CS com 12 cigarros/exposicéo e o grupo NCS

5.2.3.1 Peso

Na 42 122 e 20% semana observamos um peso medio de 23.27, 28.83 e 30.40 gramas
para o grupo NCS e 20.46, 23.18 e 24.89 gramas para 0 grupo exposto (CS). Observamos um
menor peso estatisticamente significante (p= 0,11) no grupo exposto entre 4 e 12 semanas. Essa
diferenca ndo foi observada entre 12 e 20 semanas (p=0,83) (Gréfico 8).

Gréfico 8. Peso médio dos camundongos ao longo do tempo no grupo ndo exposto a fumaga de
cigarro exposto (e) e exposto a fumaca de cigarro (o).
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5.2.3.2 Culturas Quantitativas

Em relacdo as unidades formadoras de col6nias recuperadas dos pulmdes dos
camundongos, observamos no grupo NCS um valor médio de 3.98, 4.48 e 4.44 Logl0 por
grama/tecido na 43, 122 e 20% semana respectivamente. Ja no grupo CS, foram observados valores
médios de 4.76, 5.22 e 5.06 Log10 por grama/tecido na 42, 122 e 202 semana respectivamente. O
grupo CS apresentou um numero maior de UFC em relacdo ao grupo NCS durante todo
experimento, entretanto, a analise estatistica ndo demonstrou diferenca significativa entre 4 e 12
semanas (p=0,89) e 12 e 20 semanas (p=0,83) (Gréfico 9).

Gréfico 9. Unidades Formadoras de Col6nias ao longo do tempo no grupo nao exposto a fumaca

de cigarro exposto (e) e exposto a fumaca de cigarro (o).
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5.2.3.3 Disseminacéo para baco e figado

Na contagem das unidades formadores de coldnias no bago e figado, ndo observamos
disseminacao para um desses érgaos na 42 semana de experimento em ambos o0s grupos. Na 122 e
20% semana observamos no grupo NCS, disseminacdo para outro 6rgdo em 33%, 25% dos
camundongos, respectivamente. Ja no grupo exposto, observamos disseminacao para outro érgao

em 8% e 25% dos camundongos na 122 e 20? semana.

5.2.3.4 Histologia

Observamos um namero médio de lesdes teciduais (granulomas) quantificados no corte
histol6gico de cada pulmédo ao longo do tempo, no grupo NCS de 5, 7 e 7 e no grupo CS, foram
observados 5, 8 e 9 granulomas na 42, 122 e 20? semana, respectivamente e ilustrado abaixo.

Em relacdo a resposta inflamatoria observamos com 4 semanas focos difusos de
histiocitos, células epitelioides, linfécitos, e alguns polimorfos agregados em torno das células
leveduriformes, identificAveis como as estruturas iniciais do granuloma. Com a progressao da
doenca, 12 semanas em diante, granulomas bem organizados compostos por histiécitos, células
epitelioides e células gigantes multinucleares, agregado em torno das leveduras e rodeado por

uma borda de linfocitos foram formados.
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Figura 4. Granulomas compactos observados no grupo NCS. A) 4 semanas, B) 12 semanas e C)

20 semanas
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Figura 5. Granulomas compactos observados no grupo CS 12 cigarros/exposic¢do. A) 4

semanas, B) 12 semanas e C) 20 semanas
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Apesar de termos observados um aumento discreto no tempo 12 e 20 no nimero de
granulomas no grupo exposto em relacdo ao grupo ndo exposto, a analise estatistica ndo
demonstrou diferenga significativa (p=0,92).

Os valores médios da area ocupada pelos granulomas em 20 campos microscopicos
expressos pm? encontrados durante o experimento foram para o grupo NCS: 751.215, 2.418x10°
e 2.164x10° um? na 42, 122 e 202 semana, respectivamente. Ja no grupo CS, foram observados os
valores médios de 376.943, 5.053x10° e 2.851x10°um? na 42, 122 e 202 semana, respectivamente.

A éarea ocupada pelos granulomas no tecido pulmonar foi semelhante entre os grupos
na 4% semana ou apés 2 semanas de exposicdo a fumaca de cigarro. Com 12 e 20 semanas
observamos um aumento discreto, porém inferior a 25% na éarea ocupada pelos granulomas no
grupo CS em relacdo ao grupo NCS (Graéfico 10). A analise estatistica ndo demonstrou diferenca
significativa entre 4 e 12 semanas (p=0,84) e 12 e 20 semanas (p=0,96).

Gréfico 10. Area ocupada pelos granulomas ao longo do tempo no grupo n&o exposto a fumaca

de cigarro exposto (e) e exposto a fumaga de cigarro (o).
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5.2.4  Analises entre os grupos CS com 16 cigarros/exposi¢do e o grupo NCS

5.2.41 Peso

Observamos um peso médio de 22.51, 23.98 e 24.18 gramas para o grupo CS e 23.27,
28.83 e 30.40 gramas para o0 grupo NCS. Observamos um menor peso significativamente
significante (p<0,001) no grupo exposto entre 4 e 12 semanas. Essa diferenca ndo foi observada
entre 12 e 20 semanas (p=0,16) (Gréafico 11).

Gréfico 11. Peso médio dos camundongos ao longo do tempo no grupo ndo exposto a fumaca de

cigarro exposto (e) e exposto a fumaca de cigarro (o).
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5.2.4.2 Culturas Quantitativas

Aumentando o nimero de cigarros para 16/exposicdo observamos em relacdo as
unidades formadoras de colénias recuperadas dos pulmdes dos camundongos, no grupo exposto,
valores médios de 4.45, 5.12 e 4.47 Logl0 por grama/tecido na 42 12% e 20° semana
respectivamente. Como ja descrito o grupo NCS apresentou um valor médio de 3.98, 4.48 e 4.42
Log10 por grama/tecido na 42, 122 e 202 semana respectivamente.

De forma semelhante ao experimento utilizando 12 cigarros/exposi¢do, observamos que
0 grupo CS apresentou um nimero maior de UFC em relacdo ao grupo NCS em todos os tempos
analisados, porém a analise estatistica ndo demonstrou diferenca significativa entre 4 e 12
semanas (p=0,74) e 12 e 20 semanas (p=0,29) (Gréfico 12).

Gréfico 12. Unidades Formadoras de Col6nias ao longo do tempo no grupo ndo exposto a fumaca

de cigarro exposto (e) e exposto a fumaca de cigarro (o).
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5.2.4.3 Disseminacéo para baco e figado

Em relacdo as unidades formadoras de colbnias recuperadas no baco e figado,
observamos disseminacdo para um desses 6rgdos no grupo CS em 8%, 17%, e 17% dos
camundongos na 4?3 122 e 202 semana. O grupo NCS, apresentou uma % de disseminacdo para
outro érgao de 8%, 67%, e 25% na 42, 122 e 20? semana.

5.2.4.4 Histologia

Observamos que o grupo NCS apresentou o seguinte nimero médio de granulomas
quantificados no corte histolégico de cada pulméo ao longo do tempo: 3, 4 e 5 e no grupo CS,
foram observados 3, 8 e 9 granulomas na 42, 122 e 20 semana, respectivamente e ilustrado na
figura 6 e 7. Observamos um aumento no ndmero de lesGes no tempo 12 e 20 no grupo CS em
relacdo ao grupo NCS. A analise estatistica ndo demonstrou diferenca significativa entre 4 e 12
semanas (p=0,05) e 12 e 20 semanas (p=0,84). Em relacdo a resposta inflamatéria ndo

observamos diferencas com o experimento utilizando12 cigarro.
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B) 12 semanas

Figura 6. Granulomas compactos observados no grupo NCS com A) 4 semanas

e C) 20 semanas
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Figura 7. Granulomas compactos observados no grupo CS com 16 cigarros/exposi¢do. A) 4

semanas, B) 12 semanas e C) 20 semanas.
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Os valores médios da area ocupada pelos granulomas em 20 campos microscopicos
expressos umeencontrados durante o experimento com 16 cigarros/exposicéo foram: 376.943,
5.053x106 e 2.851x106 um2 na 42, 122 e 20? semana, respectivamente. O grupo ndo exposto
apresentou os seguintes valores: 751.215, 2.418x10° e 2.164x10°%um? na 42, 122 e 20% semana,
respectivamente.

Com 12 e 20 semanas observamos que o grupo CS apresentou uma maior area
acometida em relacdo ao grupo NCS. Com 12 semanas a area ocupada pelos granulomas foi
superior a 25% assim. Também observamos o dobro do valor na quantidade de granulomas no
grupo CS em relagdo ao grupo NCS com 12 semanas (Grafico 13). Em contrapartida, com 20
semanas observamos uma diminuicdo na area acometida pelos granulomas independente da
exposicdo a fumaca de cigarro. A andlise estatistica demonstrou diferenga significativa entre 4 e

12 semanas (p=0,003) porém essa diferenca ndo foi sustentada entre 12 e 20 semanas (p=0,13).

Gréfico 13. Area ocupada pelos granulomas ao longo do tempo no grupo n&o exposto a fumaca

de cigarro exposto (e) e exposto a fumaca de cigarro (o).
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5.2.5  Alteragdes histoldgicas relacionadas ao tabaco no grupo controle

Na quarta semana do experimento, o tecido pulmonar do grupo controle, ndo exposto a
fumaca de cigarros apresentava septos alveolares e bronquiolos dentro da normalidade. Em
contrapartida, no tecido pulmonar dos camundongos expostos a fumaca de cigarro durante duas
semanas, ja pudemos observar o epitélio colunar alto e uma discreta displasia do epitélio colunar
(Figura 8).
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Figura 8. (A) Septos alveolares e bronquiolos dentro da normalidade. (B) Epitélio colunar alto.
(C) Displasia discreta do epitélio colunar.

Na décima segunda semana de exposi¢do, ndo observamos nenhuma alteracdo na
histologia pulmonar dos camundongos ndo expostos ao tabaco. Entretanto, o grupo exposto ao

tabaco apresentou displasia do epitélio colunar e aumento na producdo de muco.
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Figura 9. (A) Histologia pulmonar normal. (B) Displasia do epitélio colunar. (C) Aumento na

producdo de muco.

Na vigésima semana de exposi¢do, ndo observamos nenhuma alteracdo no tecido
pulmonar e epitélio respiratério do grupo ndo exposto. Em contrapartida, no grupo exposto a
fumaca de cigarro, observamos displasia moderada do epitélio colunar e aumento da producéo de

muco.
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Figura 10. (A) Epitélio respiratério normal. (B) Displasia moderada. (C) Aumento da produgao

de muco.
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Estudos epidemioldgicos da paracoccidioidomicose (PCM) visam identificar fatores
que levam o individuo infectado a manifestar a doenga. A primeira referéncia sobre a possivel
associacdo entre PCM e tabagismo, foi descrita em estudo caso-controle em que os autores
demonstraram que entre os doentes, os tabagistas por mais de vinte anos mostraram maiores
chances de desenvolver a doenca. Além disso, a intensidade de consumo do tabaco também
influencia na doenca, indicando que os individuos que fumavam vinte ou mais cigarros/dia
adoeceram em média oito anos antes (p = 0,002), que os demais (31).

Embora as evidéncias epidemiolégicas apoiem fortemente a hipétese de que o
tabagismo possa levar a reativacdo da PCM latente, nenhum estudo até o momento demonstrou o
mecanismo possivel para esta associagao.

Em nossa proposta de estudo, avaliamos pela primeira vez, a influéncia do tabagismo
em um modelo experimental murino na reativagdo da PCM. Para o desenvolvimento deste estudo,
foi necessario primeiramente padronizar uma infeccdo latente em modelo murinho que melhor
representasse ou mimetizasse a infecgéo latente humana.

Como ja citato, a PCM pode se traduzir como uma doenca progressiva, representado
pela minoria dos casos ou como uma infeccdo latente assintomatica que podera ou ndo reativar
posteriormente durante a vida de um individuo e consequentemente manifestar a doenca. De
forma muito semelhante com a PCM, o sistema imunolégico da vasta maioria dos individuos
controla de forma bem sucedida a infeccdo priméaria pelo Mycobacterium tuberculosis, entretanto,
nem todas as bactérias sdo eliminadas. Esse estado é chamado de tuberculose latente e é
clinicamente assintomatico (61).

Publicado em 2002, um modelo murino apds a administracdo intratraqueal de 1x10°
micobactérias produziu uma doenca progressiva, caracterizada por alta carga bacilar, pneumonia
progressiva e alta mortalidade. Em contraste, a infeccdo com uma dose muito baixa (4x10°) de
bacilos produziu uma infecgdo latente, caracterizada por contagens bacilares baixas e estaveis,
granulomas pequenos e auséncia de mortalidade. Além disso os camundongos continuaram a
ganhar peso e pareciam saudaveis ao longo do experimento (62).

Para estabelecer as doses do P. brasiliensis necessarias para induzir infecgdo latente e
doenga progressiva, em nosso estudo, reproduzimos um modelo murino, com o objetivo de
alcancar o mesmo fendémeno. Ao utilizamos doses de indculo diferentes, observamos que 100
leveduras foi a dose minima necesséria para induzir uma infecgdo latente ao longo do tempo,
devido aos valores baixos e estadveis das UFC e com uma area pulmonar acometida pelos
granulomas inferior a 25% nos trés periodos avaliado. De forma semelhante ao descritos, todos
0s camundongos deste grupo permaneceram com aspecto um saudavel ao longo do tempo e
obtivemos uma auséncia de mortalidade.Comparativamente, em todos 0s outros grupos, tivemos

perdas de animais, sendo mais intensa no grupo 1x10° em que sO foi possivel estudar 1



Discussao 62

camundongo no tempo 20. A contagem de fungos nos pulmdes de animais infectados permaneceu
alta durante o experimento e a area acometida pelos granulomas ultrapassou 25% do pulmédo em
pelo menos em um dos tempos avaliados.

Nossos resultados se enquadram bem com a definicdo recente de infeccdo latente
experimental, que considera, area acometida pelos granulomas inferior a 25%, UFC estavel nos
pulmdes sem sinais clinicos da doenca por um longo periodo de tempo, auséncia de mortalidade
e sem reativacdo espontanea da doenca (62, 63).

A padronizagdo de um modelo de infeccdo latente de paracoccidioidomicose nos
permitiu subsequentemente elucidar certos aspectos da relacdo parasito-hospedeiro na PCM.

Ao buscarmos estudos experimentais, observamos apenas dois estudos com modelo experimental
associando o tabagismo as doencas infecciosas granulomatosas, sendo ambos com modelo de M.
tuberculosis (49, 64).

Para caracterizar a associacdo da exposicdo a fumaca de cigarro com o processo de
reativacdo de PCM, primeiro tivemos que entender a histéria natural da doenca para entdo
desenhar 0 modelo experimental. De acordo com a literatura, os individuos com a forma croénica
da PCM geralmente se infectam na primeira infancia e posteriormente adquirem o habito de
fumar.

Considerando os estudos em modelo murino de micobacteriose, pois se assemelha a
PCM por serem doencas granulomatosas, os animais sdo infectados apos a exposicao a fumaca
de cigarro (49). Diferentemente, em nosso modelo experimental os camundongos foram expostos
a fumaca de cigarro ap6s duas semanas da infec¢do com P. brasiliensis mimetizando de forma
mais fiel o que ocorre com os pacientes. Optamos por esperar 14 dias, pois acreditamos ser o
tempo minimo necessario para o estabelecimento da infec¢éo.

Em nosso estudo a exposicdo a fumaca de cigarro foi realizada de acordo com o
protocolo modificado de Biselli et al. e independente do momento que que a infeccdo ocorreu,
nossos camundongos mantiveram niveis de COHb dentro do intervalo desejado, o que
corresponderia a um fumante moderado durante as 20 semanas em todos 0s experimentos. Este
controle mensal da COHb é de fundamental importancia ao discutirmos a validade dos nossos
resultados, uma vez gue esses camundongos ndo foram expostos a doses toxicas relacionadas ao
tabagismo. Além disso, como observado em outros modelos experimentais (65), os camundongos
expostos perderam mais peso quando comparados ao grupo nao exposto independente do inoculo
administrado, demonstrando gque nosso experimento foi realizado e simulou de forma correta uma
exposi¢do a fumaca de cigarro de corpo inteiro.

A fumagca do tabaco é uma mistura complexa de mais de 4.500 produtos quimicos, e sua
gueima produz até 6.000 componentes diferentes além de nicotina, incluindo hidrocarbonetos

aromaticos policiclicos, glicoproteina do tabaco e alguns metais, muitos dos quais s&o conhecidos



Discussao 63

por serem antigénicos, citotoxicos, mutagénicos ou carcinogénicos (66, 67). A possibilidade de
que o aumento da prevaléncia de doencas associadas a fumaca do cigarro possa, em parte, ser
devido as alteracdes induzidas pela fumaca do tabaco nos processos imunolégicos e inflamatérios
foi reconhecida pela primeira vez na década de 1960 (66, 68). A plausibilidade biol6gica entre os
efeitos do tabagismo e a reativagdo de doencas infecciosas granulomatosas pode ser devido as
propriedades imunossupressoras reconhecidas da nicotina (66, 69, 70). Um fumante inala o
aerossol enriquecido com nicotina, com tamanho de particula na faixa de micron, permitindo
deposicdo alveolar eficiente e rapida absorcao pelo sistema circulatério (66, 67).

Uma hip6tese inicial era que o efeito imunossupressor da nicotina era devido sua
ativacdo do eixo hipotalamo-hipofise-adrenal por meio de receptores de nicotina no sistema
nervoso central. No entanto, observou- se que eixo HPA é importante apenas para os efeitos
agudos da nicotina, pois os efeitos anti-inflamatdrios crénicos persistem mesmo apds a
adrenalectomia (71).

Além disso, foi observado que a nicotina estimulou a replicacdo in vitro de Legionella
pneumophila em uma linha de macrdfagos alveolares murinos. O TNF é uma das principais
moléculas ativadoras de macrdéfagos neste sistema. Esse efeito € mediado por receptores
nicotinicos de acetilcolina (70), que sdo expressos em altos niveis nos macréfagos (72).

Curiosamente, o mecanismo imunomodular da nicotina que ja estava relatado na
literatura desde 2000 (73, 74), mas ndo havia sido feito uma conexdo, que foi apenas
posteriormente descrita por Floto & Smith, 2003, quando demonstraram que sistema nervoso
parassimpatico, sinalizando através do nervo vago, medeia um importante via anti-inflamatéria
chamada de via anti-inflamatéria colinérgica. A nicotina na fumaca do tabaco atua na via final
deste importante mecanismo anti-inflamatorio fisiologico interrompendo a produc¢do de citocinas
pré-inflamatérias, principalmente TNF-alpha (47).

Em termos préaticos, sabe-se que uma variedade de situacdes de imunossupressdo
reativara a tuberculose, mas a mais interessante e especifica € o uso de anticorpo monoclonal
neutralizante ao TNF-alpha. Estes agentes funcionam neutralizando o TNF-alpha, mas também
causam a apoptose de células T e outros tipos de células que expressam o TNF-alpha (48). O uso
de imunobioldgicos anti-TNF no tratamento de distarbios inflamatérios crénicos, como a artrite
reumatoide, aumenta significativamente o risco para reativagdo da TB, indicando que TNF-alpha
ou células T e macrofagos que expressam em sua membrana TNF-alpha, sdo cruciais para a
manutencdo do estado latente (75).

O papel critico do TNF no desenvolvimento do granuloma ja foi sugerido em um estudo
de camundongos C57BL/6 com deficiéncia direcionada ao receptor do TNF p55 (p55K0)
infectados por via intravenosa com 1x10° leveduras de Pb 18. Ao exame histopatoldgico o tecido

pulmonar revelou diferengas marcantes entre as lesbes granulomatosas desenvolvidas em



Discussao 64

camundongos selvagens (WT) em comparacdo com as lesdes observadas nos camundongos
p55K0O. Em comparacdo com os camundongos WT, trinta dias da infecdo inicial, os camundongos
p55KO apresentaram lesGes pulmonares focais e difusas, com grande quantidade de levedura,
sem formacdo de granuloma. Além disso, os camundongos p55KO infectados comegaram a
morrer ap6s 60 dias da infeccdo e a taxa de mortalidade com 90 dias foi de 100% quando
comparada com 100% de sobrevivéncia em animais WT infectados. Por fim, a carga fangica
obtidas nos drgaos (baco, figado e pulmédo) de camundongos p55KO infectados também foram
significativamente maiores do que aqueles em camundongos WT (76).

Sendo assim, a nicotina na fumaca cigarro pode interromper a producéo de TNF por
macrofagos nos pulmdes e, como essa citocina € crucial para a manutencdo do estado latente do
agente nos macrdfagos, pode ocorrer a reativacdo da doenca. E possivel que a via anti-
inflamatoria colinérgica possa ndo ser a Unica responsavel pelos efeitos imunomoduladores da
nicotina, mas é muito provavel que seja a dominante.

Em nosso trabalho, foram realizados dois experimentos com quantidades diferentes de
cigarro para avaliar e caracterizar a associa¢do da exposicao a fumaca de cigarro com o processo
de reativacdo de PCM.

No experimento utilizando 12 cigarros, apesar do grupo exposto a fumaca de cigarro ter
apresentado um crescimento maior das unidades formadoras de coldnias e da area ocupada pelos
granulomas em relacdo ao grupo nao exposto em todos os tempos, essa diferenca ndo foi
estatisticamente significativa. Além disso, os dois grupos apresentaram um padrao de doenca ndo
progressiva com menos de 25% da area pulmonar acometida ao longo no tempo. A quantidade de
granulomas entre os grupos foi praticamente a mesma, sendo ligeiramente maior com 12 e 20
semanas.

Quando avaliamos os trabalhos que estudo os efeitos da fumaca de cigarro em algumas
doencas infecciosas, observamos tanto uma variacdo no nimero de cigarros, tempo e periodo de
exposicdo (77). Dessa forma, apds os resultados do nosso primeiro protocolo experimental e
baseado em um estudo que investigou os efeitos da exposi¢do a fumaca de cigarro em modelo
murino de tuberculose, optamos por aumentar o nimero de cigarros assim como o tempo de
exposicdo. Neste estudo, os camundongos foram expostos & fumaga de 170-180 cigarros durante
5 horas por dia e posteriormente infectados com M. tuberculosis, sendo demonstrado um
aumentou significativo da carga bacteriana nos pulmdes e no baco com 14 e 30 dias ap6s a
infeccdo e um maior acometimentos de lesbes pulmonares em comparagdo com camundongos
controle (49).

Dessa forma, optamos por realizar um novo protocolo experimental aumentando a carga
tabagica e consequentemente o tempo de exposi¢do a fumaca de cigarro com objetivo de avaliar

uma piora na evolucdo da doenca do grupo exposto & fumaga de cigarro. Apds o aumento do
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tempo de exposicdo, a carboxinemoglobina média medida também aumentou, porém permaneceu
dentro do intervalo desejado e considerado ndo tdxico para os camundongos. Nesse novo
protocolo experimental, ap6s a infeccdo inicial, independente da exposicdo a fumaga de cigarro,
ambos 0s grupos apresentaram um semelhante padrdo da doenga até o tempo 4. Além disso, foi
observado que a partir da 42 até a 122 semana 0s dois grupos apresentaram um aumento da area
ocupada pelos granulomas. Entretanto o grupo ndo exposto manteve uma porcentagem de
acometimento inferior a 25% da area pulmonar analisada assim como na quantidade média de
granuloma demonstrando uma estabilidade da doenca. Em contrapartida, o grupo exposto,
apresentou um aumento progressivo e estatisticamente maior em relagdo a area pulmonar ocupada
pelos granulomas, atingindo, com 12 semanas, 42% da area pulmonar total acometida por
granulomas. Em relacdo a quantidade média de granulomas, observamos um aumento quando
comparado ao outro grupo, entretanto essa diferenca ndo foi estatisticamente significativa. Em
relacdo as UFC, apesar do grupo exposto ter apresentado uma quantidade maior de UFC, ndo foi
demonstrado diferenca significativa entre 0s grupos neste mesmo momento experimental. Em
contrapartida a disseminacéo para baco e figado foi muito mais evidente no grupo exposto.

Em contrapartida, entre 12 e 20 semanas de experimento 0 grupo ndo exposto assim
COMo 0 grupo exposto apresentaram uma reducao gradual das lesdes teciduais ao longo do tempo
atingindo praticamente a mesma area total ocupada pelos granulomas. Dessa forma, mesmo no
experimento com aumento da carga tabagica e de forma semelhante ao experimento com 12
cigarros, com 20 semanas ambos 0s grupos tenderam ao controle da doencga apesar do grupo
exposto ter apresentado maior area acometida e um maior nimero na quantidade media de
granulomas por pulmdo. Como ja esperdvamos, ndo houve diferenca em relacdo as UFC neste
tempo experimental.

Ao compararmos histopatologicamente nosso experimento com o estudo de Shang e
colaboradores (49) observamos semelhancas na resposta inflamatoria inicial entre os
camundongos expostos a fumaca de cigarro quando comparado aos ndo expostos pela observagéo
de leve infiltrado perivascular e infiltrados peribronquiolares principalmente de linfocitos. No
decorrer do experimento os camundongos expostos apresentaram espessamento da parede dos
septos alveolares, infiltrados inflamatérios mais difusos de macréfagos, linfocitos e neutrofilos.
Diferentemente do modelo experimental de tuberculose, em nosso estudo os granulomas
permaneceram bem formados e compactos apesar de maiores em tamanho no grupo exposto.

Além disso, observamos tanto no grupo experimental como no grupo controle (apenas
exposto ao tabagismo), que as alteragdes histologicas relacionadas ao cigarro foram evidenciadas
a partir da 42 semana. E interessante notar que as alteraces histoldgicas relacionadas ao fumo

foram evidenciadas de forma mais precoce, com 30 dias de exposic¢ao, quando comparado com o
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resultado da area ocupada pelos granulomas, em que apenas ap6s 90 dias de exposi¢cdo as
diferencas entre os grupos foram mais evidentes, sendo possivel sua determinagdo quantitativa.

Por fim, nosso modelo possui diferencas importantes com os modelos descritos na
literatura. Primeiro realizamos um tempo de acompanhamento experimental quase 5 vezes
superior ao estudo de Shang et al. [ ] e realizamos nossa exposicao ap6s a inoculagdo do agente
infecioso. Entre esses fatores, acreditamos que o tempo de acompanhamento tenha sido a
principal influéncia pra ndo termos observado diferencas mais consistentes entre 0s grupos. Em
ambos 0s modelos que realizamos, fica visivel o potencial de controle da infeccdo inicial apos 12
semanas da inoculacgao tanto nos grupos expostos como nos grupos nao expostos.

As grandes limitagdes dos nossos resultados foi ndo ter conseguido demonstrar
diferenca entre os grupos em relagdo as UFC além de ndo termos sustentado a piora da doenca
com 20 semanas. Algumas razdes podem ter contribuido para isso. Primeiro a variabilidade na
contagem das UFC nos pulm@es muito provavelmente ocorreu devido ao indculo de apenas 100
leveduras o que consequentemente pode ter influenciado em nosso resultado final. Além disso,
apesar de termos observado que o valor de 100 leveduras preencheu os critérios de infeccdo
latente descritivo previamente na literatura; talvez essa dose de in6culo tenha sido de fato muito
baixa, e assim os camundongos foram capazes de controlarem a doenca com 20 semanas mesmo
e apesar do efeito adicional do tabagismo. Por fim, ndo podemos descartar o fato que talvez a
nicotina presente no cigarro ndo seja o Unico determinante para a reativacdo da PCM mas que
sim, exerca uma influéncia importante em seu desenvolvimento associado a talvez outras causas

relacionadas talvez ao hospedeiro ou mesmo ao agente infeccioso que ainda ndo foram elucidadas.
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Embora a exposi¢do a fumaca de cigarro seja uma associagao importante na populacdo
acometida pela PCM e também observado em nosso modelo experimental; os mecanismos
bioldgicos pelos quais a nicotina predispde os individuos a PCM ndo foram descritos. A fim de
mitigar a PCM na populacdo exposta a fumaga, é importante seguir com este trabalho com a
finalidade de esclarecer os efeitos da nicotina no sistema imunoldgico.

Por ora, 0 mecanismo por tras da associacao entre fumar na PCM permanece obscuro.
Os efeitos do tabagismo e da nicotina sao numerosos e porque a patogénese da PCM também ndo
é totalmente compreendida, uma discussdo sobre 0s possiveis mecanismos é apenas especulativa.
Potencialmente, a nicotina na fumaca do cigarro pode restringir a resposta imunolégica na PCM
via ativacdo de receptores nicotinicos de acetilcolina nas células do sistema imunolégico, o que
pode explicar seu efeito deletério nas doengas granulomatosas como na tuberculose (34, 78) e

PCM assim com seu efeito protetor levando a menor desenvolvimento da sarcoidose (79).
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ANexos

Anexo I. Aprovacio da Comissio de Etica no uso de animais em pesquisa

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
INSTITUTO DE MEDICINA TROPICAL DE SAOQ PAULO

COMISS "ANO USO D 3 s K SQUISA

Av. Dr. Enéas de Carvalho Aguiar, 470

CEP 05403-000 - S0 Paulo - Brasil

Telefone:(55-11)3061-8650/7193 ¢ 3064-5132 FAX: (55-11) 3064-5132 e
3062-2174

e-mail:cpq-imt@usp.br

Sao Paulo, 02 de maio de 2013.

limo. (a)
Dr. Gil Benard
(aos cuidados de Renata Buccheri de Oliveira)

Em reunido na presente data, a Comisséo de Pesquisa e Etica e Comissdo de
Etica no Uso de Animais em Pesquisa, do Instituto de Medicina Tropical da,
Universidade de S#o Paulo, analisou e aprovou, no que diz respeilo aos aspectos de
natureza da ética em experimentacdo animal, o projeto de pesquisa
classificado sob numero CPE-IMT/169 “Efeito da exposigdo a fumaga de
cigamo em modelo experimental murino na reativagdo de
paracoccidioidomicose e sua contribuigio para fibrose pulmonar”, sob a sua
responsabilidade.

Atenciosamente,

- M —
Dr. % iasseb
dente
Comissao de Pesquisa e Etica do IMT-USP

&

Dra. Luciana Regina Meiréles Jaguaribe Ekman
Coordenadora da Comissio de Etica no Uso de Animais em Pesquisa do IMT-USP
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UNIVERSIDADE DE SAQ PAULO
INSTITUTO DE MEDICINA TROPICAL DE SAO PAULO
Av. Dr. Enéas de Carvalho Aguiar, 470
CEP 05403-000 - Sao Paulo - Brasil - e-mail: cpq-imt@usp.br
Telefones: (55) 11-3061-8650, FAX (55) 11-3064-5132

Sao Paulo, 10 de margo de 2017

limo(a)
Dr{a). Gil Benard
(aos cuidados de Renata Buccheri de Oliveira)

Em reunido na presente data, a Comissdo de Pesquisa e Etica e Comissdo de Etica no Uso de
Animais em Pesquisa, do Instituto de Medicina Tropical da Universidade de Sao Paulo analisou e
APROVOU, no que diz respeito aos aspectos de natureza da ética em experimentacao animal, o
adendo, referente a prorrogacao do projeto de pesquisa CEUA-IMT/169 “ Efeito da exposicao a
fumaca de cigarro em modelo experimental murino na reativacdo de paracoccidioidomicose e sua
contribui¢ao para fibose pulmonar”, com previsdo de término em 01/12/2018.

Cabe ao pesquisador elaborar e apresentar 8 CEUA-IMT, o relatério final sobre a pesquisa, (Lei
Procedimentos para o Uso Cientifico de Animais — Lei n 11,794, 8 de outubro de 2008).

Atenciosamente,

L./\

7/ Dr. Jorge Simao do Rosério Casseb
Presidente da Comissdo de Pesquisa e Etica do IMT-USP

Dra. Luciana Regina Meirez Jaguaribe Ekman

Coordenadora da Comisséao de Etica no Uso de Animais em Pesquisa do IMT-USP
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UNIVERSIDADE DE SAO PAULO _
INSTITUTO DE MEDICINA TROPICAL DE SAO PAULO
Av. Dr. Enéas de Carvalho Aguiar, 470
CEP 05403-000 - S&o Paulo - Brasil - e-mail: cpg-imt@usp.br
Telefones: (55) 11-3061-8650, FAX (55) 11-3064-5132

)
£
o

S0 Paulo, 05 de outubro de 2018
IImo(a)
Dr(a). Gil Benard
(aos cuidados de Renata Buccheri de Oliveira)

Certificamos que o adendo da proposta intitulada "Efeito da exposi¢do & fumaga de cigarro em modelo
experimental murino na reativagdo de paracoccidioidomicose e sua contribuigdo para fibrose pulmonar."",
registrada com o n°000169A, sob a responsabilidade de Gil Benard - que envolve a produgdo, manutengdo e/ou
utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto homem), para fins de pesquisa
cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos da lei n. 11794, de 8 de outubro de 2008, do
decreto n. 6899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentagdo Animal (CONCEA), sendo APROVADA pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
(CEUA-IMT) do Instituto de Medicina Tropical de Sdo Paulo, em reunido na presente data.

Cabe ao pesquisador elaborar e apresentar 8 CEUA-IMT, o relatorio final sobre a pesquisa.

Nova data de prorrogagdo do Projeto: 01/07/2020

Atenciosamente,

o

Dr. Jorge Simad d0 Rdsario Casseb
Presidente da Comissio de|Pesquisa e Etica do IMT-USP

e
Dra. Luciana Regina Meireles Jaguaribe Ekman
Coordenadora da Comissio de Etica no Uso de Animais em Pesquisa do IMT-USP
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Anexo II. Aprovacido da Comissiao de Etica no uso de animais (CEUA) da Faculdade de
Medicina da USP

i Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo
NA Avenida Dr. Arnaldo, 455
— Pacaembu — Sao Paulo — SP

S

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Certificamos que a proposta intitulada “Efeito da exposi¢do a
fumaca de cigarro em modelo experimental murino na reativagdo da
paracoccidioidomicose e sua contribuigdo para fibrose pulmonar?”,
registrada com o n® 066/17, sob a responsabilidade de Gil Benard e Renata
Buccheri de Oliveira, apresentada pelo Departamento de Patologia - que envolve
a producdo, manutencdo e/ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata,
subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) -
encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n°® 11.794, de 8 de outubro de 2008,
do Decreto n°® 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi
aprovada pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) da Faculdade

de Medicina da USP em reuniao de 24.05.17

Finalidade ( ) Ensino (x) Pesquisa Cientifica

Vigéncia da autorizacao Inicio: 01-01-2016 Término: 01-01-2020

Espécie/linhagem/raca Camundongo C57BL/6

N© de animais N3o se aplica
Peso/Idade Naio se aplica
Sexo Nao se aplica
Origem N3o se aplica

A CEUA FMUSP solicita que ao final da pesquisa seja enviado Relatério com todas
as atividades.

CEUA-FMUSP, 24 de Maio de 2017

—

e —— —
Dr. Eduardo Pompeu
Coordenador

Comissao de Eticano Uso de Animais

Comiss&o de Etica no Uso de Animais da FMUSP
e-mail: ceua@fm.usp.br
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Anexo ITI. Simula curricular de Renata Buccheri de Oliveira

De acordo com 0 Regulamento do Programa de Pés-Graduacgdo em Patologia (resolugao
CoPGr 6882, de 25 de agosto de 2014, item VIIIL.3), anexo abaixo minha simula curricular com

énfase na formagdo e produgdo cientifica.
A) Formacao

Graduada em Medicina pela Faculdade de Ciéncias Médica de Santos (2009). Cursou
residéncia médica em Infectologia no Instituto de Infectologia Emilio Ribas (2013). Atuou entre
2013 a 2020 como médica assistente da unidade de internacdo hospitalar e como preceptora dos
residentes do Instituto de Infectologia Emilio Ribas. Iniciou suas atividades no seu projeto de
Doutorado em 2014 e matriculou-se no programa de Patologia da FMUSP em 2017. Exerceu
atividade como médica do Centro de Pesquisa Clinica do HCFMUSP entre 2018 a 2020. Desde
o inicio de 2020, atua com Coordenadora Cientifica do programa REDS-V-P na Vitalant Research

Institute, San Francisco, CA.
B) Producao Cientifica

1. Leal F, Mendes-Correa MC, Buss LF, Costa SF, Bizario JCS, Souza SRP, Thomaz O,
Tozetto-Mendoza TR, Villas-Boas LS, Oliveira LC, Grespan RMZ, Capuani L, Buccheri
R, Domingues H, Alexander N, Mayaud P, Sabino EC. (2020). Clinical features and
natural history of the first 2073 suspected COVID-19 cases in the Corona Sdo Caetano
primary care programme: a prospective cohort study. BMJ Open;0:e042745.

2. Tahmasebi R, Tahmasebi R, Luchs A, Tardy K, Hefford PM, Tinker RJ, Eilami O, de
Padua Milagres FA, Brustulin R, Teles MDAR, Dos Santos Morais V, Moreira CHV,
Buccheri R, Aratjo ELL, Villanova F, Deng X, Sabino EC, Delwart E, Leal E, Charlys
da Costa A. (2020). Viral gastroenteritis in Tocantins, Brazil: characterizing the diversity
of human adenovirus F through next-generation sequencing and bioinformatics. J Gen
Virol.

3. Chagas, 0OJ, Buccheri R, de Souza Carvalho Melhem M, Szeszs W, Martins MA, de
Oliveira L, Marcusso R, Santos DW. (2020). Usefulness of Yeast Cell Counting and Lack
of Clinical Correlation of the Antifungal Susceptibility Testing Results in Management

of Aids-associated Cryptococcal Meningitis. Curr Fungal Infect Rep, 14, 1-8.



Anexos 81

10.

11.

Kallas EG, D'Elia Zanella LGFAB, Moreira CHV, Buccheri R, Diniz GBF, Castifieiras
ACP, Costa PR, Dias JZC, Marmorato MP, Song ATW, Maestri A, Borges IC, Joelsons
D, Cerqueira NB, Santiago E Souza NC, Morales Claro I, Sabino EC, Levi JE, Avelino-
Silva VI, Ho YL. (2019). Predictors of mortality in patients with yellow fever: an
observational cohort study. Lancet Infect Dis, 19(7), 750-758.

Queiroz-Telles F, Buccheri R, Benard G. (2019). Sporotrichosis  In
Immunocompromised Hosts. J Fungi (Basel), 5(1). pii: E8.

Taborda CP, Buccheri R, Benard G, Duarte-Neto AN, Nosanchuk JD, Travassos LR.
(2018). Paracoccidioides spp. and Histoplasma capsulatum: Current and New
Perspectives for Diagnosis and Treatment. Curr Top Med Chem, 18(15), 1333-1348.

Soares LB, Buccheri R, Palhares RB, Duarte-Neto AN. (2018). Fatal disseminated
cytomegalovirus infection with necrotizing oophoritis in a patient with acquired

immunodeficiency syndrome. Autops Case Rep, 8(3), €2018029.

Buccheri R, Morais VDS, Kamikawa CM, Vidal MSM, Naves G, Del Negro GMB,
Vicentini AP, Benard G. (2018). Case Report: Misleading Serological Diagnosis of
Paracoccidioidomycosis in a  Young Patient with the Acute Form
Disease: Paracoccidioides brasiliensis or Paracoccidioides lutzii? Am J Trop Med Hyg,
98(4):1082-1085.

Buccheri R, Benard G. (2018). Opinion: Paracoccidioidomycosis and HIV Immune

Recovery Inflammatory Syndrome. Mycopathologia, 183(3), 495-498.

Lomes NR, Melhem MS, Szeszs MW, Martins Mdos A, Buccheri R. (2016).
Cryptococcosis in non-HIV/non-transplant patients: A Brazilian case series. Med Mycol,
54(7), 669-76.

Buccheri R, Khoury Z, Barata LC, Benard G. (2016). Incubation Period and Early
Natural History Events of the Acute Form of Paracoccidioidomycosis: Lessons from
Patients with a Single Paracoccidioides spp. Exposure. Mycopathologia, 181(5-6), 435-
9.
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12.

13.

14.

Buccheri R, Kassab MJ, Freitas VL, Silva SC, Bezerra RC, Khoury Z, Shikanai-Yasuda
MA, Vidal JE. (2015). CHAGASIC MENINGOENCEPHALITIS IN AN HIV
INFECTED PATIENT WITH MODERATE IMMUNOSUPPRESSION: PROLONGED
SURVIVAL AND CHALLENGES IN THE HAART ERA. Rev Inst Med Trop Sao
Paulo, 57(6), 531-5.

Nobrega de Almeida Janior J, Buccheri de Oliveira R, Duarte A, Lopes Motta A, Rossi
F, Sachiko Yamamoto de Figueiredo D, Barbaro Del Negro GM, Aoki V, Wakisaka
Maruta C, Giuli Santi C, Benard G. (2015). Trichosporon inkin as an Emergent Pathogen
in Patients With Severe Pemphigus. JAMA Dermatol, 151(6), 642-5.

de Oliveira RB, Atobe JH, Souza SA, de Castro Lima Santos DW. (2014). Epidemiology
of invasive fungal infections in patients with acquired immunodeficiency syndrome at a

reference hospital for infectious diseases in Brazil. Mycopathologia, 178(1-2), 71-8.



