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RESUMO
DISSERTA(;AO DE MESTRADO EM MEDICINA TROPICAL
Carlos Germano Garrido de Ponte

Purpureocillium lilacinum € um fungo filamentoso, assexuado e hialino. Sendo
cosmopolita, € encontrado em solo como saprofita e patdgeno de insetos e
nematoddeos. P. lilacinum € considerado um importante patdgeno oportunista
causador da hialohifomicose, que afeta criancas e adultos, sejam imunocompetentes
ou imunocomprometidos. Os dados sobre 0s mecanismos imunolégicos
relacionados na interacdo patégeno-hospedeiro sdo escassos. Neste estudo, foram
utilizados trés isolados distintos de P. lilacinum, obtidos a partir de casos clinicos
humanos, interagindo in vitro com macréfagos de camundongos selvagens e
nocautes (INOS-KO). Apds 14h de incubacéo, foram visualizados tubos germinativos
fungicos, sugerindo metabolismo ativo do patégeno, bem como o desenvolvimento
de hifas septadas, ramificadas dentro dos macréfagos. Em ultima analise as 24h, os
macrofagos foram completamente destruidos. Diferentes resultados em relacdo a
interacdo e velocidade de destruicdo dos macréfagos foram encontrados e
confirmados entre as trés isolados utilizadas. No entanto, foram observados niveis
normais de MMP-9 e IFN-a. O P. lilacinum foi capaz de induzir modulacdes nos
perfis de marcadores CD11lb, CD14, CD18, CD38 e CD80 nos macréfagos
peritoneais da linhagem INOS-KO. Os resultados desse trabalho nos permitem
sugerir que o fungo P. lilacinum é capaz de infectar, modular e destruir macréfagos,
gque sdo uma das primeiras células de defesa a interagir com o patdégeno, em

camundongos imunodeficientes.

Palavra chave: Purpureocillium lilacinum, hialohifomicose, iINOS-KO
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ABSTRACT
MASTER DISSERTATION THESIS IN MEDICINA TROPICAL
Carlos Germano Garrido de Ponte

Purpureocillium lilacinum is a filamentous, asexual and hyaline fungus. As
cosmopolitan, it is found in soil as saprophyte and pathogen of insects and
nematodes. P. lilacinum is considered an important opportunistic pathogen causing
hyalohyphomycosis, which affects children and adults, whether immunocompetent or
immunocompromised. Data on immunological mechanisms related to host-pathogen
interactions are unusual. In this study, three distinct isolates of P. lilacinum, obtained
from human clinical cases, were put to interact in vitro with both wild-type and
transgenic (iINOS-KO) mice macrophages. After 14h of incubation, fungal germ tubes
were observed, suggesting active metabolism of the pathogen, as well as the
development of septate, branched hyphae within the macrophages. Ultimately, at
24h, the macrophages were entirely destroyed. Different results regarding the
interaction and macrophages destruction rate were found and corroborated among
the three strains used. Nevertheless, similar levels of MMP-9 and IFN-a were
observed. P. lilacinum was able to induce significant modulation of CD11b, CD14,
CD18, CD38 and CD80 surface markers in the peritoneal macrophages of the iINOS-
KO lineage. The results of this study allow us to conclude that P. lilacinum is able to
infect, modulate and destroy macrophages in vitro, the first cells to interact with the

pathogen in immunodeficient mice.
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Figura 3. Macromorfologia de cultura de P. lilacinum em meio BDA
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Observa-se col6nia de coloracao résea a violeta (A). Observa-se reverso

da colbnia de coloragdo amarelo-acinzentado (B).

Figura 4. Macromorfologia de cultura dos 3 isolados de P. lilacinum
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Aumento original: 1000x.
Figura 6. Microfotografia de macréfagos peritoneais murinos da

linhagem INOS-/-. Coloragdo com Wright-Giemsa. Aumento original:
1000x.
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Figura 7. Microfotografia da interacdo de macrofagos peritoneais
murinos da linhagem iNOS-/- com conidios de P. lilacinum do isolado
proveniente da regido nasal (A), isolado proveniente de biépsia de pele
(B), isolado proveniente da regido da tibia (C). Tempo de incubacédo: 30
minutos. Notar pouca associacdo dos conidios com os macrofagos.

Coloragédo com Wright-Giemsa. Aumento original: 1000x.

Figura 8. Microfotografia da interacdo de macrofagos peritoneais
murinos da linhagem iNOS-/- com conidios de P. lilacinum do isolado
proveniente de seio nasal (A), isolado proveniente de biopsia de pele (B),
isolado proveniente da regido da tibia (C). Tempo de incubacédo: 4h. Notar
conidios no interior dos macrofagos, provavelmente dentro de

fagossomos. Coloracdo com Wright-Giemsa. Aumento original: 1000x.

Figura 9. Microfotografia da interagcdo de macrofagos peritoneais
murinos da linhagem iINOS-/- com conidios de P. lilacinum do isolado
proveniente de seio nasal (A), isolado proveniente de biépsia de pele (B),
isolado proveniente da regido da tibia (C). Tempo de incubacédo: 6h. Notar
conidios dilatados no interior dos macréfagos, porém sem tubos

germinativos. Coloracdo com Wright-Giemsa. Aumento original: 12000x.

Figura 10. Microfotografia da interacdo de macréfagos peritoneais
murinos da linhagem iNOS-/- com conidios de P. lilacinum do isolado
proveniente de seio nasal (A), isolado proveniente de bi6psia de pele (B),
isolado proveniente da regido da tibia (C). Tempo de incubagdo: 14h.
Notar formacdo de tubos germinativos e hifas septadas. Coloracdo com
Wright-Giemsa. Aumento original: 12000x.

Figura 11. Microfotografia da interacdo de macréfagos peritoneais
murinos da linhagem iINOS-/- com conidios de P. lilacinum do isolado
proveniente de seio nasal (A), isolado proveniente de bidpsia de pele (B),
isolado proveniente da regido da tibia (C). Tempo de incubagdo: 24h.
Notar micélio fungico sobre a cultura de células murinas destruidas.

Coloragcao com Wright-Giemsa. Aumento original: 1000x.
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Figura 12. Fotomicrografia eletrbnica de transmissédo da interacao
de macrofagos peritoneais murinos da linhagem selvagem com conidios
de P. lilacinum, onde observamos a diferenca entre o isolado proveniente
de seio nasal (A), o isolado proveniente de biopsia de pele (B), o isolado
proveniente da regido da tibia (C). Tempo de incubacdo: 2h. Aumento
original: 10000x.

Figura 13. Fotomicrografia eletrbnica de transmissédo da interacéo
de macrofagos peritoneais murinos da linhagem selvagem com conidios
de P. lilacinum do isolado proveniente de seio nasal. Tempo de
incubacdo: 30 minutos. Notar adeséo conidial e inicio da fagocitose (A).
Aumento original: 25000x. Observar conidio internalizado (B). Aumento
original: 15000x.

Figura 14. Fotomicrografia eletronica de transmissdo da interagéo
de macrofagos peritoneais murinos da linhagem selvagem com conidios
de P. lilacinum do isolado proveniente de seio nasal. Tempo de
incubacdo: 1h. Observar conidio, com parede celular e cromatina bem
evidente, internalizado. Aumento original: 150000x.

Figura 15. Fotomicrografia eletrbnica de transmissédo da interacao
de macrofagos peritoneais murinos da linhagem selvagem com conidios
de P. lilacinum do isolado proveniente de seio nasal. Tempo de
incubacdo: 14h. Notar formacdo de tubo germinativo (A). Aumento
original: 8000x. Tempo de incubacdo: 24h. Observar formacéo de tubo
germinativo, rompendo a membrana plasmatica (B). Aumento original:
5000x.

Figura 16. Fotomicrografia eletrdnica de varredura de macréfago
peritoneal murino da linhagem selvagem, onde podemos observar a
presenca de filopédios e protrusbes dorsais (microvilos). Aumento

original: 5000x
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Figura 17. Fotomicrografia eletronica de varredura de macréfago
peritoneal murino da linhagem selvagem infectado com conidios de P.
lilacinum de isolado proveniente de seio nasal. Tempo de incubacédo: 30
minutos. Observar conidio proximo ao macréfago e outro, possivelmente,

ja sendo fagocitado. Aumento original: 10000x.

Figura 18. Fotomicrografia eletrénica de varredura de macrofago
peritoneal murino da linhagem selvagem infectado com conidios de P.
lilacinum de isolado proveniente de seio nasal. Tempo de incubagéo: 2h.
Notar os conidios sendo fagocitados pelo macrofago. Aumento original:
5500x.

Figura 19. Fotomicrografia eletrénica de varredura de macrofagos
peritoneais murinos da linhagem selvagem infectados com conidios de P.
lilacinum de isolado proveniente de seio nasal. Tempo de incubacédo: 5h.
Notar presenca de conidios dilatados, possivelmente, no interior dos

macrofagos. Aumento original: 5500x.

Figura 20. Fotomicrografia eletrdnica de varredura de macrofagos
peritoneais murinos da linhagem selvagem infectados com conidios de P.
lilacinum de isolado proveniente de seio nasal. Tempo de incubacao: 24h.

Observar apenas a presenca de hifas. Aumento original: 5500x.

Figura 21. Gréfico representativo de tamanho (FS) e granulosidade
(SS) onde se demonstra um gate especifico apés a interacdo de
macrofagos peritoneais murinos da linhagem iNOS-/- com conidios de P.
lilacinum do isolado proveniente de biopsia de pele. Observar diminui¢do
da porcentagem entre as células controle néo infectadas no tempo de 14h

(A) e células infectadas no tempo de 24h (B).
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Figura 22. Grafico representativo da porcentagem de marcacao de
macréfagos peritoneais murinos da linhagem iNOS-/- com anticorpos
monoclonais especificos para CD86 (FL-1) e CD11lb (FL-4). Células
obtidas a partir do gate morfolégico de macrofagos. Células sem infeccao
no tempo de 14h (A). Células infectadas por 14h com conidios de P.
lilacinum no isolado de biopsia de pele (B). Células sem infeccdo no
tempo de 24h (C). Células infectadas por 24h com conidios de P.
lilacinum no isolado de biopsia de pele (D). Os quadrantes Q1 a Q4

demonstram o percentual de marcacéo.

Figura 23. Gréfico representativo da porcentagem de marcacao de
macrofagos peritoneais murinos da linhagem iNOS-/- com anticorpos
monoclonais especificos para CD18 (FL-2) e CD38 (FL-4). Células obtidas
a partir do gate morfoléogico de macréfagos. Células sem infeccdo no
tempo de 14h (A). Células infectadas por 14h com conidios de P.
lilacinum no isolado de bidpsia de pele (B). Células sem infeccdo no
tempo de 24h (C). Células infectadas por 24h com conidios de P.
lilacinum no isolado de bidpsia de pele (D). Os quadrantes Q1 a Q4

demonstram o percentual de marcacgéo

Figura 24. Grafico representativo da porcentagem de marcacao de
macrofagos peritoneais murinos da linhagem iINOS-/- com anticorpos
monoclonais especificos para CD80 (FL-8) e CD14 (FL-2). Células obtidas
a partir do gate morfolégico de macrofagos. Células sem infeccdo no
tempo de 14h (A). Células infectadas por 14h com conidios de P.
lilacinum no isolado de biopsia de pele (B). Células sem infec¢do tempo
de 24h (C). Células infectadas por 24h com conidios de P. lilacinum no
isolado de bidpsia de pele (D). Os quadrantes Q1 a Q4 demonstram o

percentual de marcagéo

Figura 25. Géis representativos da deteccdo de metaloproteinases
em macrofagos peritoneais murinos da linhagem iINOS-/- nos distintos
tempos de infeccdo com conidios de P. lilacinum no isolado proveniente
de biopsia de pele (A), no isolado proveniente da regido nasal (B) e no

isolado proveniente da regido da tibia (C).
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SUS - Sistema Unico de Saude

TLR - Receptor do tipo Toll

TNF-a - Fator de necrose tumoral alfa
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1 INTRODUCAO

Esta dissertacdo visa como meta principal o estudo in vitro da interacdo do
fungo Purpureocillium lilacinum com macréfagos peritoneais murinos, normais e
nocautes, e suas consequéncias, avaliando com isso a ativacdo macrofagica, bem
como a infectividade daquele patégeno, com o objetivo de entender a doenca
hialohifomicose. Esta abordagem pode ajudar na concepcédo de novas intervencdes
profilaticas, bem como terapéuticas, seguras contra a hialohifomicose. O Laboratorio de
Imunologia Clinica, juntamente com os Laboratérios de Taxonomia, Bioquimica e
Bioprospeccgéo de fungos e Imunoparasitologia do IOC/FIOCRUZ, vem ao longo dos
altimos anos estudando a interacdo desse patdégeno-hospedeiro em modelos
experimentais. Antes, porém, torna-se interessante uma revisdo de alguns aspectos da

literatura cientifica relacionados aos objetivos do presente trabalho.

1.1 Classificacao taxonémica

Reino: Fungi

Divisdo: Ascomycota

Classe: Sordariomicetos
Ordem: Hypocreales

Familia: Ophiocordycipitaceae
Género: Purpureocillium

Espécie: Purpureocillium lilacinum

1.2 O fungo Purpureocillium lilacinum

O fungo Purpureocillium lilacinum foi anteriormente chamado de Paecilomyces
lilacinus (Thom) Samson (1974) pois pertencia ao género Paecilomyces, sendo muito
préximo ao género Penicillium (Lépes-Medrano et al. 2015). Mais tarde, Inglis & Tigano
(2006) sugeriram que a forma sexuada estaria dentro do género Byssochlamys, e que
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este fungo poderia ser classificado como pertencente ao Filo Ascomycota da Ordem
Hypocreales. Em 2011, estudos morfoloégicos e moleculares sugeriram que P. lilacinum
nao estaria relacionado ao género Paecilomyces, tendo como base a regido do
espacador interno transcrito (ITS). Assim, foi proposto que o organismo fizesse parte
de um novo género chamado Purpureocillium. Sendo assim, uma nova espécie foi
proposta: Purpureocillium lilacinum (Luangsa-Ard et al. 2011).

P. lilacinum é um fungo filamentoso, assexuado e hialino. Ele é considerado um
fungo oportunista e negligenciado, assim como outros fungos de interesse médico,
como é o caso de Sporothrix schenckii relatado por Freitas e colaboradores (2014) em
pacientes com HIV no estado do Rio de Janeiro. P lilacinum estd amplamente
distribuido pelo mundo e € encontrado, principalmente, como saproéfita no solo e em
vegetais em decomposicdo, mas também € descrito como parasita de insetos e
nematodeos (Blackwell et al. 2000, Garbino et al. 2002). Por ser conhecido como um
parasita efetivo de nematddeos causadores de doencas em plantas, P. lilacinum ja é
utilizado atualmente como agente de biocontrole ao redor do mundo (Prabhu et al.
2008). No entanto, também tem sido relatado como parasita, ou causando infeccdes
em outros animais, como felinos e queldnios (Westenfeld et al. 1996, Li et al. 2007,
Pawloski et al. 2010).

Os nematddeos parasitas de plantas causam perdas econ6micas significativas.
O controle quimico é uma opcao amplamente utilizada para acabar com essas pragas
que parasitam as plantas. No entanto, os nematicidas quimicos estdo sendo
reavaliados em relacdo aos danos ambientais, custos elevados, disponibilidade limitada
em muitos paises em desenvolvimento e a sua baixa eficacia quanto a repetidas
utilizacdes (Dong & Zhang, 2006).

No que diz respeito a infecgdo humana por P. lilacinum, com o passar dos anos
tornou-se mais frequente o relato desse fungo como contaminante proveniente do ar
em espécimes clinicos, bem como em solucdes consideradas estéreis, por ser este
organismo resistente & maioria das técnicas comerciais de esterilizagdo (Castro et al.
1990, Tan et al. 1992, Walsh et al. 2004). P. lilacinum j& foi isolado em cremes anti-
sépticos, em solucdes de bicarbonato de sodio utilizadas como agente de neutralizacéo
para um esterilizador de hidroxido de sodio usado em lentes artificiais e em materiais
clinicos e cirargicos, tais como catéteres e implantes plasticos (Pettit et al. 1980; Orth et
al. 1996; Itin et al. 1998). Um estudo de vigilancia sanitaria que durou cerca de trés

anos mostrou que P. lilacinum era frequentemente encontrado no sistema de
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distribuicdo de agua de uma unidade de transplante de medula 6ssea (Anaissie et al.,
2003). O fungo foi capaz de crescer em superficies molhadas e Umidas de sistemas de
distribuicdo de agua formando biofilme, em conjunto com outros géneros, como
Aspergillus, Fusarium e Acremonium sp. (Anaissie et al., 2003).

P. lilacinum & um fungo que cresce rapidamente em meio de extrato de malte
agar (MEA), com colbnias atingindo um diametro de 25-33 mm, apés 7 dias, a 25°C e
nenhum ou apenas um crescimento restrito a temperatura de 37°C. As colbnias se
apresentam de aspecto aveludado a flocoso, com micélio aéreo, inicialmente branco e,
apos esporulacao, assumindo a coloracdo rosada a violeta (Luangsa-Ard et al., 2011)
(figura 1A). O reverso da colonia pode ser incolor ou, na maioria das vezes, se
apresenta na cor purpura. Microscopicamente, podem ser observadas estruturas de
reproducdo assexuada, como conidiéforos de 4 a 6 um de comprimento,
ocasionalmente formando frouxos sinémios de até 2 mm de altura. S&o vistas também
pequenas hastes (stalks) de parede espessa e rugosa de 3 a 4 um de extensao,
consistindo de ramifica¢des verticiladas, com 2 a 4 fialides. Essas fiélides, de 6 a 9 por
2,5 a 3 um de comprimento, possuem uma por¢ao basal dilatada e um distinto pescoco
curto de aproximadamente 1 um de comprimento. Os conidios, dispostos em cadeias
divergentes, sao elipticos a fusiformes, de parede lisa ou ligeiramente rugosa, hialino
ou, quando em massa, na cor purpura, medindo de 2 a 3 por 2 a 4 uym. Os

clamidosporos séo ausentes (Luangsa-Ard et al., 2011) (figuras 1B e 2).
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Figura 1. Macromorfologia (A) e micromorfologia (B) do fungo P lilacinum.
Fontehttp://organicsoiltechnology.com

Figura 2. Representacdo esquematica da morfologia de Purpureociliun lilacinum. A- Conidioforo; B- Fidlide;
C- Conidios (Samson, 1974).



1.3 A doenca hialohifomicose

Hialohifomicose € um termo geral usado para reunir infeccdes humanas
causadas por um grupo de fungos patogénicos que incluem, além do P. lilacinum,
agueles dos géneros Paecilomyces, Acremonium, Beauveria, Fusarium e
Scopulariopsis. Esta micose se caracteriza pela presenca no tecido do hospedeiro de
um micélio hialino (ndo dematiaceo), em contraste com outros grupos cujo micélio
apresenta pigmentacao caracteristica (Vartivarian et al. 1993).

Anteriormente, quando ainda pertencente ao género Paecilomyces, P. lilacinum,
juntamente com o Paecilomyces variotii, eram as duas espécies de grande interesse
meédico responsaveis pelas infeccbes em humanos, sendo P. lilacinum o principal
responsavel pela maior parte dos casos diagnosticados (Williamson et al., 1992; Pintor
et al., 2001; Kurzai et al., 2003; Walsh et al., 2004; Houbraken et al, 2010). No entanto,
outras espécies do género Paecilomyces ja foram descritas como agentes causais de
hialohifomicoses, como P. marquandii e P. javanicus (Pastor & Guarro, 2006).

As principais manifestacdes clinicas das hialohifomicoses por P lilacinum séo
lesBes cutaneas e oculares bem como infec¢cdes subcutaneas, podendo apresentar até
uma doenca aguda invasiva (Antas et al. 2012). Os fatores predisponentes incluem
prolongada neutropenia, especialmente em pacientes com leucemia ou aqueles
transplantados, terapia com corticosterdides, quimioterapia citotoxica e em pacientes
com a Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida, ou aids (Hall et al. 2004, Walsh et al.
2004). Por isso, este fungo tem sido descrito no homem como capaz de produzir
doencga, principalmente em pacientes imunodeprimidos (Martin et al. 2002, Hall et al.
2004). Ja existem relatos desta infeccdo em individuos imunocompetentes que nao
teriam nenhum fator de risco predisponente identificado, como em casos de infec¢des
cutaneas, vaginites, sinusites, onicomicoses e derrame pleural (Gucalp et al. 1996,
Gutierrez et al. 1999, Carey et al. 2003, Kurzai et al. 2003, Hall et al. 2004, Gutierrez
2005, Evans et al, 2016). Pastor & Guarro (2006) revisaram que, de 119 infeccbes
causadas por P. lilacinum no periodo de 1964 a 2004, a manifestacdo clinica mais

frequente foi a ceratite, mas outros locais do corpo também foram afetados.



Por apresentar a possibilidade de infeccdo em individuos imunocompetentes, P.
lilacinum é considerado um importante patdégeno oportunista e emergente humano que
vem afetando criancas e adultos (Tan et al. 1992, Perfect & Schell 1996, Walsh & Groll
1999, Walsh et al. 2004). O fungo penetra no organismo do hospedeiro pelo trato
respiratorio e pela pele, principalmente através de implantes de préteses cirdrgicas
(Walsh et al. 2004). Naqueles pacientes imunocompetentes, podem causar infec¢des
localizadas e infecgbes subcutaneas nodulares na pele, e nos pacientes
imunodeprimidos, pode causar lesbes disseminadas (Murciano et al. 1999, Gottlieb &
Atkins 2001, Martin et al. 2002, Walsh et al. 2004). Porém, a maioria dos casos
relatados em humanos estd relacionada com infeccdes oculares e peritoneais em
pacientes que passaram por didlise peritoneal (Gordon & Norton 1985, Walsh et al.
2004). A literatura cientifica tem citado casos de infec¢do causada por P. lilacinum em
pacientes sem fatores predisponentes, fato este que o coloca atualmente como um
fungo de grande significado médico (Gutiérrez Rodero et al. 1990, Saghrouni et al.
2013). Além disso, o relato de casos de infeccdo nosocomial por P. lilacinum em
pacientes apdés uso de locdo dermatolégica aponta para o poder invasivo por via
cutanea dessa espécie (Itin et al. 1998).

Grande parte dos casos de infec¢bes causadas por P lilacinum em pessoas
sadias sdo a endoftalmite e a ceratite ocular (Mathon, 2000). As causas mais comuns
dessas infeccBes sdo implantes de lente, trauma ocular, cirurgias oftalmicas e,
principalmente, o uso de lentes de contatos. O caso mais recente notificado foi de um
individuo do sexo masculino e de 56 anos, imunocompetente, com ceratomicose
comprovada, onde P. lilacinum foi isolado por cultura do raspado cérneo, e o paciente
teve cura apos o tratamento com cetaconazol (Sharma et al. 2015). Na verdade, esse
foi o primeiro relato de ceratite por P lilacinum na regido do Himalaia.

As onicomicoses sado definidas como infec¢cbes fungicas ungueais de elevada
frequéncia e representam cerca de 20% das onicopatias em todo o mundo (Ellis et al.
1997). Na Australia, no Reino Unido e nos Estados Unidos, a prevaléncia é estimada
em torno de 3% do total da populagcdo em geral, elevando-se para 5% com o aumento
da idade apds os 55 anos (Roberts 1992). Existe uma diversidade de formas clinicas
de onicomicoses e seus agentes etioldgicos, os quais podem ser dermatofitos,
leveduras e fungos ndo dermatéfitos. A maioria dos autores (Haneke 1991, Kenna &
Elewaski, 1996, Perca et al. 2000) diagnostica como agentes mais frequentes 0s

dermatofitos (80 a 90%), seguidos pelas leveduras (5 a 17%) e, por fim, os fungos
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filamentosos ndo dermatofitos (2 a 12%). Estes ultimos, quando isolados de unhas,
constituem uma longa lista, mas apenas algumas espécies sdo causadoras de
onicomicoses, as quais incluem Scopulariopsis brevicaulis, Fusarium sp., Acremonium
sp., Aspergillus sp., Scytalidium sp., Onychocola canadiensis e P. lilacinum (Aragjo et
al. 2013). Porém, somente trés sao os relatos na literatura cientifica de onicomicoses
causadas por P. lilacinum (Fletcher et al. 1998, Innocenti et al. 2011, Evans et al,
2016). Evans e colaboradores (2016) descreveram um interessante caso de uma
senhora de 65 anos com uma infeccéo fangica para a qual havia sido feita uma cultura
do material extraido da unha, e posteriormente identificado como P. lilacinum.

A sinusite fungica é uma infeccdo comum, que vem aumentando no decorrer dos
anos, e que pode ser classificada como invasiva e ndo invasiva. Na forma invasiva,
pode-se observar presenca de hifas dentro da mucosa, submucosa, 0Ssos, sangue e
nos seios paranasais (American Academy of Otolaryngology, 2002). Os fungos do
genero Aspergillus sdo os que mais ocasionam a sinusite fungica, embora essa
infeccdo ja tenha sido descrita ter por etiologia uma grande variedade de fungos (Wong
et al. 2012). Até o momento, ja foram relatados cinco casos de sinusite fungica devido
a P lilacinum (Rockhill & Klein 1980, Rowley & Strom 1982, Gucalp et al. 1996, Nayak
et al. 2000, Van Shoonveld et al. 2008). O primeiro caso foi de uma mulher iraquiana de
20 anos, a qual viveu no Reino Unido durante 5 anos (Wong et al. 2012). Na admissao,
a paciente apresentava rinorréia, hiposmia e obstrucdo nasal, porém se apresentava
em boa forma fisica e nado tinha histérico médico significativo. Ao exame radioldgico,
revelou-se uma infeccao flngica, que mais tarde foi identificada por exame citolégico
como sendo causada por P. lilacinum (Wong et al. 2012).

Interessantemente, o primeiro caso descrito de hialohifomicose cutanea
relacionado ao P. lilacinum foi no final dos anos 70 (Takayasu et al. 1977) e, até 2012,
apenas 8 casos adicionais haviam sido relatados em todo o mundo (Tabela 1).
Naqueles estudos, as lesOes cutédneas se apresentaram como eritemas, maculas,
papulas, vesiculas e nédulos subcutaneos (Takayasu et al. 1997, Gutiérrez Rodero et
al. 1999, Zendri et al. 2006, Bassiri Jahromi & Khaksarlra, 2007). Por ndo apresentarem
uma resolucdo espontanea e, por ser necessario um tratamento especifico e eficaz,

essas lesfes podem permanecer por longos periodos (Saghrouni et al. 2013).



"€102 '[e 1@ unolyBeg :ajuo
sopep Wag = (/N ‘OUlnosejy = || ‘oullIwa) = 4

2o [0ZBUODLIOA GREER| BSO R WAJLIO £SO WRISA BOR| wnyua N q78 eisiung, | zZ102

eIy [0ZB U02078)) odeiqa) iy BSOJBWOJLIO LSO WLISH BB winyua N Jd/0¢ el L00Z

2Ny [0ZBU0IRI]] BUID ] SESOR WA LD SBOR[J| OLIOYIRD ap BPPIO] W/ 6S eieir| 900z

/N 0BS10X4] { [0ZBUOIN]] odeaqajuy [ seisodo woo sende g - esojewojLa voR| wnyua N W /S9 vl pooz

2o [0ZBUOIR]] eua | ejuanind ogdeoeg - oMPON - BWa] L] OLIZP UNDOS BUNE. J, i /6S eIRISY | 1002

eIy [0ZBUOIRI]] BUID ] BSOJB WOJLIO LSO WILISH ROR[ winyua N W/ 9¢ eyuedsiT| 6661

2o [OZRUOIR]] opa(] SBINISN ] - B WAL aiN W /98 V| L6e61

gan) | 8]0ZBU0D010Y UIAINJOISLI) CRIER| BSOJBWOJLIO LSO WLISH BB /N d/161 eido) | p861

jeroded eang BUIANJOBSLID) GRIER| SESOJBW LI SESO WSO SBOR| ] /N d/0z ogder|  Li6l
ope)[nsay 0JUd UIB)R.I], oBdBZI[BIOT] BIUI[) 0BIE)SaJIuBy] BuIne.|, oxas ; (£) apep] st ouy

"Z10Z®© 2261 @p opoliad ou wnuioej| 4 1od epesnes eaugjng asooIlWoyiyofely ap SOSe) * | ejage]




No Brasil, ha poucos relatos de infec¢cdes causadas por este fungo, ndo por estarem
ausentes da microbiota do pais, mas pelo desconhecimento do agente etiologico e sua
dificuldade de isolamento (Castro et al. 1990, Hofling-Lima et al. 2005). Associa-se
também o fato desta doenca nao ser de notificacdo compulsoria pelo SUS (Portaria N°
1.271, de 6 de junho de 2014). Interessantemente, um estudo analisou a frequéncia e a
etiologia das doencas oculares micoticas diagnosticadas por cultura e os fatores
associados as ceratites fungicas, onde foi demonstrado o predominio de infec¢des por
fungos filamentosos, dentre eles P. lilacinum, sobre as leveduras (Hofling-Lima et al
2005). Entretanto, a literatura cientifica vem destacando casos de infec¢des por P.
lilacinum ocorridos ao longo dos anos (Minogue et al. 1984, Castro et al. 1990, Silliman
et al. 1992, Tan et al. 1992, Itin et al. 1998, Garbino et al. 2002, Martin et al. 2002,
Carey et al. 2003, Hall et al. 2004). Carey e colaboradores (2003) demonstraram um
aumento no numero de casos de infecgcbes por P. lilacihum em pacientes

imunocompetentes, chegando a registrar mais de um caso por ano entre 1996 e 2002.

1.4 O diagnoéstico da hialohifomicose causada por P lilacinum
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A deteccdo da infeccdo por P. lilacinum € realizada por caracteristicas
morfolégicas do agente etiologico isolado em cultura, e também pelo aspecto
caracteristico na histologia das lesdes (Liu et al. 1998; Pastor & Guarro, 2006). E uma
identificacdo de certa forma bem complicada, pois se fazem necessarios profissionais
que tenham conhecimento acerca dos fungos causadores da hialohifomicose, ja que a
analise é feita pelas caracteristicas morfolégicas fungicas associadas a histopatologia
das lesbes. O padrdo-ouro para a identificacdo do fungo é a cultura positiva, mas o
diagnéstico presuntivo baseado nas caracteristicas histolégicas é considerado de
grande valor, ja que os resultados histopatologicos podem ser obtidos mais rapido que
o cultivo do fungo (Liu et al. 1998).

Métodos moleculares podem ser utilizados para obter resultados mais rapidos e
precisos, como o0 sequenciamento utilizando alvos ITS, PCR em tempo real e outros
alvos espécie-especificos (Atkins et al. 2005; Houbraken et al. 2010). Essas técnicas
chegaram para auxiliar a dificil identificacdo desse fungo, que em alguns casos

crescem de forma atipica, como naquele primeiro caso relatado de doenca pulmonar
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cavitaria causada por P. lilacinum em uma senhora de 80 anos, onde o isolado fungico
apresentou caracteristicas microscopicas semelhantes a Acremonium spp. e a

Fusarium spp. (Khan et al. 2014).

1.5 O tratamento da hialohifomicose causada por P lilacinum

Como ja foi foco de um extenso levantamento bibliografico feito também pelo
autor desta dissertacdo, o manejo desta enfermidade fungica ainda é bastante
discutido e por isso muito controverso (Antas et al. 2012). Infelizmente, ainda nao se
preconiza um tratamento considerado ideal para as infec¢cbes causadas por P.
lilacinum. Em alguns casos, ha uma real necessidade de intervencao cirlrgica,
associada ao uso de anti-fungicos (Kurzai et al. 2003; Pastor & Guarro, 2006; Permi et
al. 2011; Antas et al. 2012). Alguns farmacos, como a anfotericina B, a flucitosina, o
fluconazol, o miconazol e o itraconazol, apresentam baixa efetividade em casos de
hialohifomicose cutanea, sub-cutédnea e ocular. Porém, os novos azolicos, como o
voriconazol e o posaconazol, apresentam melhores resultados com maiores indices de
cura, mas seus custos elevados, associado a dificuldade de se encontrar essas
farmacos, inviabilizam o tratamento para muitos pacientes (Deng et al. 2009; Wu et al.
2010; Antas et al. 2012). Huang e colaboradores (2011) relataram um caso de infecgéo
cutanea por P. lilacinum que respondeu positivamente ao tratamento com voriconazol
associado a aplicacéo topica de nistatina. JA Evans e colaboradores (2016) relataram o
sucesso no tratamento de onicomicose utilizando efinaconazol com a ajuda de
aplicacao topica de tavabolrole por 2 semanas.

Em pacientes com aids, o tratamento se torna ainda mais complicado, pois
alguns azdlicos, como o voriconazol, podem interferir no resultado esperado de qual
gue seja 0 esquema de antirretroviral empregado. Essa dificuldade foi demonstrada no
relato de casoP. lilacinumA resisténcia adquirida por P. lilacinum a muitos anti-fungicos
ja € bastante conhecida, e nesse caso, tratamentos mais radicais, como intervencdes
cirirgicas se fazem necessarias (Ding et al. 2014). Malecha e colaboradores (2006)
descreveram um caso de ceratite em um paciente de 62 anos, no qual foi necessario
realizar uma ceratoplastia. Em sequéncia, injecdes de anfotericina B intravitreal,

miconazol topico e fluconazol sistémico foram utilizados para a completa erradicacao
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do fungo. Outro caso de ceratite foi mais tarde relatado por Maier e colaboradores
(2011), novamente apontando a premente necessidade de tratamento com o anti-
fungico voriconazol, associado a ceratoplastia.

Em sintese, muitos casos clinicos relatados de hialohifomicose por P. lilacinum
responderam bem a terapia azolica sistémica apenas, ou em associacdo com
drenagem cirdrgica e/ou remocao de préteses (Wessolossky et al. 2008). No geral, o
tratamento com agentes anti-fingicos orais, mas sem intervencao cirurgica, tem sido

eficiente somente para individuos imunocompetentes (Gottlieb & Atkins, 2001).

1.6 Respostaimune aos fungos

Os ultimos avancos da medicina tém melhorado a prevencao, o diagnostico e as
terapias para uma variedade de doencas. No entanto, certas intervencdes que
envolvem, principalmente, o uso de procedimentos cirlrgicos invasivos, proteses ou
agentes quimiotergpicos estdo associados a medicamentos que induzem a
imunossupressao, tornando assim o hospedeiro vulneravel a um grande grupo de
fungos oportunistas (Perfect & Schell 1996). Diante do exposto, os fungos oportunistas
tém emergido com grande frequéncia como causa importante de morbidade e
mortalidade. Possuem viruléncia baixa e, sendo assim, para invadir um hospedeiro
necessitam que o mesmo esteja com suas defesas imunoldgicas diminuidas para que
se estabeleca uma infeccdo. O aumento destas micoses emergentes estd em
associagdo com o0 aumento do numero de pacientes imunodeprimidos por
enfermidades ou certas condi¢cdes (Montiel 2004). Pela verificacdo da relacdo entre
imunocomprometimento e doenga, pode-se especular a importancia da resposta imune
no controle da infecgdo. Neste contexto, estudos ja demonstraram a infeccédo por P.
lilacinum em criancas portadoras de doenga granulomatosa crénica (CGD) (Silliman et
al. 1992, Williamson et al. 1992). Esta desordem de origem genética, e, portanto, de
carater hereditario, produz um defeito na capacidade de fagocitose e destruicdo de
patdgenos intracelulares por células das linhagens granulo e monocitica. Em
consequéncia, os processos de fagocitose e atividade microbicida sdo deficientes, e o

paciente tem predisposicéo a infeccdes de repeticao.
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A resposta imune a invasdo fungica pode variar entre aqueles mecanismos
naturais de protecdo que estavam presentes no inicio da evolugdo dos organismos
multicelulares (imunidade inata), e aos demais mecanismos adaptativos que sé&o
induzidos especificamente durante a infeccéo (imunidade adquirida) (Romani, 2004).

A resposta imune inata € a primeira linha de defesa contra os organismos
invasores. Nos ultimos anos, uma atencdo maior estd sendo dada a esse mecanismo,
pois além de distinguir o que € auto-imune ou ndo, ela ativa os sinais especificos
(Medzhitov & Janeway 1997, Romani, 2004). As barreiras fisicas que separam o0s
organismos superiores do meio ambiente, como a pele e as membranas mucosas dos
tratos respiratorio, gastrointestinal e génito-urinario, sdo consideradas o0s primeiros
mecanismos de defesa da resposta imune inata (Romani, 2004). Quando o fungo
consegue passar por estas barreiras fisicas, 0s mesmos encontram uma série de
mecanismos de defesa, incluindo as membranas celulares, receptores celulares e
varios fatores humorais. Os fungos sd@o reconhecidos pelas células do sistema imune
inato (neutrdéfilos, mondcitos, macrofagos, células dendriticas e células NK) que vao se
ligar aos componentes da parede celular fungica, a qual utiliza os receptores de
reconhecimento de padrdo (PRRs) na sua superficie (Ibrahim-Granet et al. 2003).
Outras células, como os linfécitos B e T e células endoteliais, também participam do
processo. Os receptores de lectina do tipo C (CLRs) sdo PRRs particularmente
importantes na imunidade anti-fiangica, embora também estejam envolvidos varios
outros PRRs, incluindo os receptores de manose (MRs) e os receptores do tipo Toll
(TLRs), que sao receptores celulares que auxiliam no reconhecimento de
microrganismos patogénicos, e subsequentemente, na resposta inflamatéria em
vertebrados (Janeway & Medzhitov, 2002, Roeder et al. 2004 e Romani, 2004). TLRs,
bem como outros PRRs, conferem reconhecimento dos PAMPs e sua sinalizacéo
provoca a sintese e libertacdo das citocinas pro e anti-inflamatérias, como a producao
de IL-10 mediada por TLR2, assim como inducdo da expressdo de moléculas co-
estimulatorias, promovendo a ativagdo da imunidade adquirida durante a apresentacéo
do antigeno. A ativagdo simultanea de mdultiplos PRRs por um patégeno fangico faz
com que o sistema imune apresente uma maior variedade de possibilidades de uma
resposta imune especifica e eficaz (Roeder et al. 2004). De fato, os PAMPs estao
presentes em diferentes células invasoras.

Infecgbes bacterianas e virais tém sido o foco principal da grande maioria das

pesquisas basica e clinica, mas pouco ainda se sabe sobre a funcédo dos TLRs contra a
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acao de fungos patogénicos, embora a sua participagdo na defesa contra Candida
albicans, Aspergillus fumigatus, Cryptococcus neoformans, Pneumocystis spp. e
Coccidioides spp. venha sendo relatada (Wang et al. 2001, Netea et al. 2002, Meier et
al. 2003, Netea et al. 2006,). Em contraste, varios estudos demonstraram que 0s
agentes patogénicos sao capazes de manipular ou escapar ao reconhecimento imune
inato. Uma dessas formas, resultando em um forte perfil de citocinas anti-inflamatorias,
pode ser um mecanismo de escape a defesa do hospedeiro (Netea et al. 2006).

Também vale ressaltar a grande importancia das defensinas ou peptideos
cationicos antimicrobianos na defesa do hospedeiro. As defensinas sdo moléculas
efetoras do sistema imune inato, e possuem acdo antimicrobiana contra bactérias
gram-positivas e -negativas, e também contra fungos (Steinstraesser et al. 2008). Além
disso, elas desempenham provavelmente um papel chave na ativacdo e mediacédo da
resposta imune inata, bem como na resposta imune adquirida. (Aerts et al. 2008;
Steinstraesser et al. 2008). Defensinas sao importantes, pois tém uma influéncia direta
sobre as respostas imunes adquiridas por ativar diferentes fatores imunes, tais como o
fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), a interleucina (IL)-1, e o interferon gama (IFN-y)
(Ganz, 2003). Além disso, durante a fagocitose dos fungos pelas células do
hospedeiro, estas proteinas induzem a geracdo de superdxido, de radicais
intermediarios de nitrogénio, como o 6&xido nitrico (NO), e outras substancias
relacionadas que podem ser letais para os patégenos.

Apos o reconhecimento dos fungos por PRRs, sua internalizacdo, sua
apresentacao antigénica e recrutamento de células efetoras, o apice resulta na geracéo
de respostas imunes adquiridas dos tipos Thl e Th17, e na ativacdo de células efetoras
inatas. Sendo assim, os macrofagos constituem um dos mecanismos celulares
primarios contra a invasdo de um parasito no tecido do hospedeiro, pois fagocitam o
microrganismo invasor, isolando-o num fagossoma, para posterior digestao intracelular
pelos lisossomos (lbrahim-Granet et al. 2003). No entanto, alguns patdgenos s&o
conhecidos por serem capazes de escapar da destruicdo pelas hidrolases (Ibrahim-
Granet et al. 2003). As propriedades fagociticas e microbicidas dos macréfagos podem
ser moduladas por receptores especificos de membrana envolvidos na interacéo entre
a célula do hospedeiro e o microrganismo (Popi Af et al. 2002, Alvarez & Casadevall
2007). Além disso, células efetoras adicionais, incluindo neutréfilos e mondcitos, sédo
recrutadas para sitios de infeccdo pela acdo de sinais inflamatdrios, tais como

citocinas, quimiocinas e componentes do sistema complemento (Sholam & Levitz
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2005). As quimiocinas tém a funcéo de regular uma variedade de atividades biologicas
para além da quimiotaxia, como a hematopoiese, angiogénese, inducdo de outras
citocinas, a apresentacdo de antigenos e a diferenciacdo de células (O'Garra et al.,
1998, Murphy et al., 2000, Rossi & Zlotnik, 2000, Zlotnik & Yoshie, 2000; Traynor &
Huffnagle, 2001). Todas estas atividades sdo importantes em infeccbes fungicas
agudas.

O mecanismo de defesa do hospedeiro pode adaptar-se a diferentes tipos de
infeccbes fungicas. De fato, os macrofagos sdo as principais células envolvidas na
morte dos fungos durante a infeccdo por Cryptococcus spp. € Pneumocystis spp.,
enquanto que os neutréfilos sdo as células efetoras principais na prevencdo da
infeccdo por C. albicans e A. fumigatus (Traynor & Huffnagle, 2001). Com isso,
desordens gquantitativas e qualitativas na funcao fagocitica do hospedeiro o predispdem
ao desenvolvimento de aspergilose e candidiase invasivas (Netea et al. 2002).
Problemas na imunidade mediada por células predispdem os pacientes a criptococose,
histoplasmose, coccidioidomicose e candidiase mucocutdnea. Uma resposta
inflamatoria exacerbada aos antigenos fangicos pode resultar em morbidade e
mortalidade devido aos danos ao tecido do hospedeiro (Levitz 1992).

C. albicans induz imunossupresséo via producao de IL-10 mediada por TLR2, e
isto conduz a geracdo de células T CD4*CD25*, sendo estas células T reguladoras
com potencial imunossupressor (Netea et al. 2006). Este mecanismo desloca, assim, o
equilibrio imune no sentido de um perfil do tipo Th2. J& A. fumigatus escapa do
reconhecimento imunolégico por germinacdo de hifas, com perda subsequente do
reconhecimento de TLR4 (Netea et al., 2002).

As respostas imunes humoral e celular, ambas importantes para defesa do
hospedeiro contra infec¢des, tém sido motivo de controvérsia no campo da micologia
meédica. Por um longo tempo, foi considerado que a imunidade mediada por células
conseguiria proteger o hospedeiro contra certos fungos, enquanto que a imunidade
humoral n&o apresentava nenhum tipo de protecao (Casadevall, 1995, Polonelli et al.
2000). No entanto, durante as ultimas décadas, tem sido demonstrado que a imunidade
humoral também pode proteger contra a infec¢do fungica, se certos tipos de anticorpos
estdo disponiveis em quantidade suficiente. As principais funcdes reconhecidas de
anticorpos em infecc¢des fungicas incluem a prevencdo da aderéncia, a neutralizagdo
de toxinas, a opsonizacdo por meio de fragmentos do complemento na superficie

fungica, permitindo assim a fagocitose, e citotoxicidade celular dependente de
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anticorpo (ADCC) (Polonelli et al. 2000). Um estudo demonstrou a identificacdo de
anticorpos protetores e ndo protetores, tanto para C. neoformans, como para C.
albicans, indicando que a resposta humoral para esses fungos era capaz de induzir
anticorpos de eficacia variavel (Casadevall, 1995).

De um modo geral, a resposta celular tipo Thl é necessaria contra uma infeccao
fungica, enquanto a resposta imune tipo Th2 geralmente resulta em susceptibilidade a
infeccdes ou alergias (Traynor & Huffnagle, 2001). Células com perfil Thl produzem
predominantemente citocinas pro-inflamatorias, tais como o IFN-y, promovem a
imunidade mediada por células, a inducdo de anticorpos do tipo IgG2a em
camundongos e a ativagdo dos fagécitos frente a infec¢gbes fungicas. Em contraste, as
células com perfil Th2 produzem majoritariamente citocinas anti-inflamatérias, tais
como IL-4, IL-5 e IL-13, e induzem a producao de anticorpos anti-fungicos (Traynor &
Huffnagle, 2001, Crameri & Blaser, 2002; Bellocchio et al. 2005).

Os mecanismos de defesa contra infeccdes relacionadas a P. lilacinum, tanto no
que diz respeito a producdo de NO, como 0s mecanismos envolvidos na fagocitose
deste fungo, sdo pouco relatados. No entanto, um estudo de nosso grupo demonstrou
que trés isolados clinicos de P. lilacinum foram capazes de sobreviver dentro de
fagdcitos, e que macréfagos peritoneais murinos foram mais sensiveis ao fungo, do
que as células da linhagem murina J774 (Peixoto et al. 2010). A literatura descreve que
as caracteristicas clinicas e morfologicas, bem como a resposta a terapia antifungica,
em um caso descrito de um paciente com aids com infeccdo disseminada por este
fungo, foram similares aos casos registrados de infec¢cdo devido a Penicillium
marneffei, outro fungo oportunista (Lovell et al. 2002).

Neste mesmo contexto, dois estudos ja demonstraram a infec¢do por P.
lilacinum em criancas portadoras de CGD (Silliman et al. 1992, Williamson et al. 1992).
O primeiro deles, relatado em 1992 por Silliman e colaboradores descreve uma crianca
com 4 anos de idade, em quem a CGD foi diagnosticada aos 7 meses de idade por um
teste normal de Nitroblue tetrazolium (NBT). Ela apresentou ao decorrer dos meses
varias infecbes sendo isolado tanto A. fumigatus quanto o género Penicilium. O
paciente foi tratado com Anfotericina B. Ap0s meses de tratamento o paciente veio a
falecer devido a uma complicacdo por aspergilose. Apos a morte a cultura foi
encaminhada ao Centro de Controle de Doencas para determinacdo da espécie e |4 foi
identificada como Paecilomyces lilacinus (Thorn) Samson, 1974 (Penicillium lilacinus).

Ja Williamson também em 1992, relatou o caso de um menino de 8 anos de idade que
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desenvolveu uma infeccdo dos tecidos moles do calcanhar direito apos andar de moto
(scooter). A cultura da biopsia do tecido mole mostrou elementos e hifa identificado
como sendo Paecilomyces varioti. A infeccdo foi tratada com anfotericina B durante
sete semanas seguida de um ano de tratamento com itraconazol. O paciente
apresentou cura completa apos 10 meses do tratamento (Silliman et al. 1992,
Williamson et al. 1992).

1.7 O modelo experimental.

A CGD é uma doenca grave causada por um defeito congénito no fagocito, que
se traduz na producao reduzida da NADPH oxidase, e assim de anions superoxidos e
de espécies reativas (Jackson et al. 1995). A enfermidade é caracterizada por
infeccbes graves e fatais, e também pela formacao peridédica de granulomas de origem
bacteriana e flngica no tecido do hospedeiro. Desde 1995, vem sendo utilizado um
modelo de camundongo que simula a CGD humana, via dele¢do do gene p47phox, um
dos responsaveis pelas muta¢des que causam a CGD nos pacientes afetados (Jackson
et al. 1995). Idénticos ao caso em CGD humano, os leucécitos dos animais p47phox-/-
ndo produziram qualquer espécie de superoxido, e por conseguinte, mostraram ser
ineficazes contra Staphylococcius sp. (Bradfield et al. 1993, Pollock et al. 1995). Os
camundongos p47phox-/- desenvolveram infeccdes letais e inflamacédo granulomatosa
similar aqguela encontrada em pacientes sofrendo de CGD. Assim, este modelo
corrobora o papel critico da NADPH na defesa do hospedeiro (Jackson et al. 1995).
Como o camundongo p47phox-/- exibe um fendtipo similar aquele da CGD, o0 mesmo
parece ser um modelo excelente para o estudo de infec¢des fungicas. Isto foi
comprovado quando camundongos p47phox-/- mostraram ser altamente susceptiveis
ao desafio intra-traqueal com A. fumigatus, visto que os animais selvagens foram bem
mais resistentes (Dennis et al. 2006). Lesbes pio-granulomatosas mostraram na
histopatologia do pulméo hifas invasivas, com necrose coagulativa. A avaliacdo da
carga fangica no pulmdo por PCR quantitativo ndo mostrou nenhuma diferenca
significativa entre grupos testados durante o tratamento com fungicida (Dennis et al.

2006). Assim, aqueles resultados também mostraram a eficacia superior de anfotericina
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B apds o desafio de A. fumigatus, e igualmente demonstraram caracteristicas originais
de camundongos p47phox-/- como um modelo para aspergilose experimental.

Sabe-se que muitas células do hospedeiro sdo capazes de sintetizar o NO
através de hemeproteinas chamadas de 6xido nitrico sintases (NOS). Estas enzimas
sao dependentes de 02, NADPH, flavinas e biopterinas para se tornarem ativas. O NO
desempenha importante papel na funcdo vascular durante as respostas inflamatorias,
reduzindo a agregacao e aderéncia plaguetéarias, inibindo caracteristicas da inflamacéo
induzida por mastocitos, e servindo como regulador do recrutamento de leucdcitos
(Robbins, 2000). O NO também atua na resposta imune do individuo frente as
infecgdes, apresentando atividade antimicrobiana e aumentando sua produgéo durante
a defesa do hospedeiro. Interessantemente, a inativacao genética da variante induzida
(INOS) aumenta a replicacdo microbiana em animais de laboratorio. Niveis altos de
producdo de NO parecem limitar a replicacdo de helmintos, bactérias, protozoarios,
virus e fungos, bem como células tumorais, sob risco de lesdo inflamatoria intensa das
células e tecidos do hospedeiro (Robbins 2000). Sdo conhecidos até o0 momento trés
tipos funcionais de enzimas NOS: as constitutivas, representadas pela 6xido nitrico
sintase endotelial (eNOS ou Isoforma Ill) e a éxido nitrico sintase neuronal (NNOS ou
Isoforma |), e a induzida, esta representada pela 6xido nitrico sintase induzida (iNOS
ou Isoforma II) (Nathan & Xie, 1994). No ser humano, as trés variantes apresentam
estruturas semelhantes, mas séo reguladas de modos diversos por genes localizados
nos cromossomos 7 (NNOS ou Isoforma [), 12 (iNOS ou Isoforma Il) e 17 (eNOS ou
Isoforma Ill) (Flora & Zilberstein, 2000). As duas primeiras sdo dependentes de Ca?* e
agem por curtos periodos de tempo em diferentes tipos celulares, como o endotélio e
neurénio (Flora & Zilberstein, 2000). A iINOS produz NO por longos periodos, sugerindo
gue assim venha a caracterizar seu envolvimento em Varios processos patoldgicos.
Essa enzima tem atividade independente de Ca?", e é expressa em resposta a
estimulos apropriados sobre macrofagos, neutréfilos, células musculares lisas
vasculares, cardiomiocitos e células de Schwann (Nathan, 1992). A ativacdo da iNOS
induz a producdo de NO pelos macrofagos, importante mecanismo de destruicdo de
parasitos intracelulares (Silva et al, 1995). Ainda se considerando o papel de citocinas
pro-inflamatérias na regulagcdo da sintese de nitrito por células da resposta
imunoldgica, seria possivel que os niveis de nitrito em culturas de macréfagos possam

ser atribuidos a capacidade destas células expressarem iNOS (Silva et al, 1995).
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Nosso interesse em conhecer a interagcao fungo-hospedeiro in vitro utilizando o
modelo murino nocaute do gene iINOS é justificado pela escassez de estudos sobre a
viruléncia e o papel da resposta imune do hospedeiro frente a isolados de P. lilacinum.
No Brasil, nosso grupo é um dos pioneiros em pesquisas com esse fungo, e trabalhos
anteriores utilizando os modelos murinos das linhagens inbred C57BL/6 e BALB/c
imunocompetente e imunossuprimido, forneceram importantes dados acerca da
viruléncia de dois isolados desse fungo (Brito et al. 2011, Sequeira 2012).
Complementando esses estudos, também foram realizados testes in vitro da interacédo
de macrofagos de camundongos C57BL/6 com conidios de P. lilacinum provenientes
de trés diferentes casos clinicos de hialohifomicose (Peixoto et al. 2010), os quais
forneceram dados importantes sobre a dindmica da célula fangica no interior dos
fagécitos.

Assim, este estudo in vitro adicional, agora utilizando um modelo murino
deficiente da producdo de NO com o mesmo background genético do estudo de
Peixoto e colaboradores (2010) e também frente aos trés diferentes isolados de P.
lilacinum oriundos de casos humanos com distintas formas clinicas de hialohifomicose,
ampliard o conhecimento da relacdo parasita-hospedeiro e seus mecanismos de
resisténcia e susceptibilidade, para que sejam usados a fim de aperfeicoar o
entendimento clinico, no intuito de tentar identificar os mecanismos especificos que

podem conferir protecéo contra esta infeccdo e/ou doenca.
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2 JUSTIFICATIVA

N&o ha muitos dados na literatura cientifica sobre a viruléncia e a infectividade
de diferentes isolados humanos desse fungo. Também € de pouco conhecimento o
tamanho do inéculo envolvido nas formas clinicas da infeccdo, a resposta imune do
hospedeiro, entre outros, o que justifica por si s o interesse por esses estudos com
intuito de entender melhor 0 mecanismo de invasao e a resposta imunoldgica.

A investigacdo de patdogenos de grande importancia na imunidade celular
utilizando animais imunocomprometidos pode vir a colaborar na descoberta de novas
intervencdes profilaticas, terapéuticas e fins de diagndstico mais seguro, mais preciso e
principalmente mais rapido. Essa investigacdo pode beneficiar ndo s6 os individuos

imunudeprimidos, mas também aqueles imunocompetentes.
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3 OBJETIVO

3.1 Objetivo Geral

Analisar a resposta in vitro frente a infeccdo de macréfagos murinos nocaute

para o gene iNOS por cepas de Purpureocillium lilacinum.

3.2 Objetivos Especificos

o Reproduzir a metodologia de isolamento e obtencdo de conidios de

Purpureocillium lilacinum em trés isolados clinicos;

o Padronizar a técnica de obtencdo de macréfagos peritoneais de

camundongos nocaute para o gene iNOS;

o Analisar a infeccdo de macréfagos murinos nocaute para o gene iNOS por
trés isolados de Purpureocillium lilacinum por microscopia éptica e por técnicas

imunoldgicas;

o Analisar a interacdo in vitro fungo-macréfago de animais selvagens pela

técnica de microscopia eletronica.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Isolados fungicos

Os trés isolados utilizados neste estudo foram provenientes de casos clinicos
humanos comprovados de hialohifomicose por Purpureocillium lilacinum: (a) isolado
subcuténeo de lesdo na area da tibia (Kurzai et al, 2003), (b) isolado do seio nasal, e
(c) isolado de biopsia de pele. Os isolados b e ¢ foram gentilmente cedidos pela Dra.
Annette W. Fothergill (Fungus Testing Laboratory, University of Texas Health Science
Center, San Antonio, TX, EUA). Todas as culturas foram mantidas em meio batata
dextrose agar (BDA, Difco, MI, EUA) no Laboratério de Taxonomia, Bioquimica e
Bioprospeccéao de Fungos — IOC, Fiocruz e estdo depositados na cole¢éo de cultura de

fungos do referido instituto.

4.2 Andlise morfologica

A andlise das caracteristicas morfolégicas dos isolados foi realizada por meio da
observacdo macroscopica do crescimento das colonias em placas de Petri, contendo
meio BDA, por 14 dias a temperatura ambiente. Apds esse periodo de crescimento, foi
realizado o microcultivo em extrato de malte agar (MEA), com o propdsito de fazer uma
andlise minuciosa da micromorfologia (Riddell, 1950). As laminas foram coradas com
Lactonefol de Amann, acrescido de azul de algoddo, e foram observadas em

microscopio Optico (Zeiss, modelo Axiophot, Alemanha) no aumento de 1000x.

4.3 Obtencéo dos conidios

Os conidios de P. lilacinum foram obtidos pelo crescimento dos isolados em
meio BDA, a temperatura ambiente, por sete dias. Aos conidios produzidos, foram
adicionados 5 mL de salina tamponada com fosfato (PBS 50mM, pH 7,2). Em seguida,
0 tubo foi homogeneizado com pipeta de 1 mL, colocado em gelo por 5 minutos,
agitado em vortex por 3 minutos, colocado em agua morna na estufa a 37°C,
centrifugado por 1 minuto a 500 rpm. O sobrenadante foi coletado, os conidios foram
contados em hemocitdmetro (camara de Neubauer).
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4.4 Obtencao dos macrofagos murinos

Foram utilizados camundongos machos da linhagem C57BL/6 recém-
desmamados (21 dias), selvagens (WT) ou deficientes da enzima INOS (KO), pesando
entre 11 e 15 g. Esses camundongos foram obtidos do Instituto de Ciéncia e
Tecnologia em Biomodelos (ICTB / Fiocruz), mantidos em gaiolas individuais, em
condicbes padronizadas de temperatura e luminosidade. Os camundongos foram
submetidos a eutandsia por inalagdo de CO2. Apéds, a pele abdominal dos animais foi
rompida com a ajuda de pincas dente de rato, no interior de cabine de seguranca
bioldgica, e em seguida foi injetado no interior do peritdneo, 3 mL de meio RPMI-1640
estéril (Sigma Chemical, St Louis, MO, EUA). Cuidadosamente, o peritbneo foi
massageado para, em seguida, todo o material ser aspirado e transferido para tubo
estéril, contendo meio completo (RPMI-1640 + 10% de soro fetal bovino), em banho de
gelo. As células foram contadas em hemocitdmetro. Esse experimento foi licenciado
pela Comissdo de Etica para Uso de Animais (CEUA / Fiocruz), sob o nimero de
licenca LW-4/10, e pela Comissdo de Etica para Uso de Animais de Laboratérios do
Instituto Oswaldo Cruz (CEUA / IOC), sob o numero de licenca L-014/2016.
Adicionalmente, e como o trabalho envolve a utlizacdo de camundongos
geneticamente modificados (AnGM), o mesmo foi encaminhado para a Comisséo
Interna de Biosseguranga do Instituto Oswaldo Cruz, e licenciado sob o niumero de
CQB 105/99.

4.5 Interacdo dos conidios de P. lilacinum com macro6fagos peritoneais
murinos KO (N = 3)

Os conidios de P. lilacinum recém isolados foram incubados com macr6fagos
murinos em camaras do tipo LabTek (Nalge Nunc International, Rochester, NY, EUA)
de 8 pocos, contendo meio completo, na proporcdo de 2:1 (Peixoto et al. 2010)
(conidios:macrofago), em diferentes tempos de infeccdo (30min, 1h, 2h, 4h, 6h 14h,
24h e 48h). As camaras apos a infecgdo foram mantidas a 37°C, sob atmosfera umida
de 5% de COa2. Ao final do tempo de infeccdo, os sobrenadantes das culturas foram
coletados e armazenados a -20°C para posterior dosagem de citocinas e detecc¢éo de
metaloptoteinase (MMP). As camaras contendo o resultado da interacdo foram lavadas
com PBS (Gibco Laboratories, Gaithersburg, MD, EUA) a temperatura ambiente,
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fixadas com metanol (v/v) por 3 minutos, coradas com Wright-Giemsa (Sigma
Chemical, St Louis, MO, EUA) durante 8 minutos de acordo com Vieira (2008), e

posteriormente, analisadas em microscopio 6ptico no aumento de 1000x.

4.6 Analise por microscopia eletrénica de transmisséo e varredura

Os macrofagos murinos WT interagindo com os conidios de P. lilacinum em
garrafas de cultura de células de poliestireno com 25 cm? com tampa sem filtro
(Corning, NY, EUA), nos tempos de 30 min, 1h e 5h, bem como o grupo controle
(macréfagos sem infeccéo), foram fixados por 1h a 4°C com 2,5% de glutaraldeido em
tampéo MET (cacodilato de sédio 0,1M pH 7,2 com 3,5% de sacarose). Em seguida, as
células foram lavadas em tampédo MET e pés-fixadas em tetroxido de 6smio a 1% em
tampdo MET a 0,1M. Apos estes procedimentos, foram lavadas em tampao MET e o
material desidratado por 10 minutos em concentracfes crescentes de 30, 50, 70, 90 e
100% de acetona, para logo apdés ser infiltrado e incluido em resina PolyBed 812
(Polysciences Inc., Warrington, PA, EUA) e polimerizado a 60°C por 3 dias. Os blocos
foram cortados em ultramicr6tomo, a contrastacdo foi feita com acetato de uranila e
citrato de chumbo, e as andlises realizadas em microscoépio eletrénico de transmissao
modelo JEM-1011 (JEOL Inc., Peabody, MA, EUA) e microscopio eletrbnico de
varredura modelo JSM-6390LV (JEOL Inc., Peabody, MA, EUA), disponiveis na
Plataforma Multiusuario de Microscopia Eletrénica do Instituto Oswaldo Cruz.

4.7 Fenotipagem e analise por citometria de fluxo (FACS) (N = 3)

Os macréfagos murinos KO foram infectados em tubos de poliestireno (Becton
Dickinson, Sparks, MD, EUA) contendo meio completo nos tempos de 14h e 24h de
incubacéo, foram submetidos a marcacao de superficie para as moléculas constitutivas
CD14+ e CD38+ (marcadores de macrofagos), para as integrinas CD11b e CD18, e
para os perfis de moléculas co-estimulatérias CD80 e CD86. As coloragbes seguiram a
seguinte estratégia: duplas marcacdes de CD11b e CD86, duplas marca¢cbes de CD18
e CD38, e duplas marcacdes de CD14 e CD80. ApoGs esse periodo, foi adicionado um
tampéo de coloracdo gelado (tampéo FACS: PBS, 1% SFB, 0,01% azida sodica), o0s

tubos foram centrifugados em 2000 rpm a 4°C por 10 minutos, e foi descartado o

23



sobrenadante. As células foram coradas para os marcadores de superficie pela adicao
de 3 uL/amostra de anticorpos monoclonais conjugados (anti-mCD14-PE, anti-mCD38-
PE-Cy5, anti-mCD11b-PE-Cy5, anti-mCD18-PE, anti-mCD80-APC ou anti-mCD86-
FITC, Becton Dickinson, Sparks, MD, EUA), suspensas em 50 uL de tampao FACS,
homogeneizadas e incubadas a 4°C por 30 minutos no escuro. Apos duas lavagens
com tampdo FACS as células foram fixadas por incubacdo com 200 uL de
paraformaldeido 1% durante 10 minutos em temperatura ambiente protegidas da luz e
com leve agitacdo. A leitura foi feita através de citofluorimetro de fluxo modelo Cyan
(Beckman Coulter, CO, EUA) disponivel na Plataforma Multiusuario de Citometria de
Fluxo do Instituto Oswaldo Cruz. Nos controles para as marcacdes inespecificas, foram
descontadas aquelas coloracdes espontdneas das células ndo infectadas
(Background). Utilizamos o gate morfolégico de macréfagos, onde foram adquiridos

10.000 eventos, e a andlise do resultado foi feita no programa Flowjo.

4.8 Deteccdao de IFNa por ELISA (N =1)

A secre¢do de IFNa por macréfagos murinos KO e selvagem nos diferentes
tempos de infeccdo com os 3 isolados de P. lilacinum foi detectada pelo método de
ELISA com um kit comercial (PBL Assay Science, Piscataway, NJ, EUA) utilizando os
sobrenadantes das culturas nos tempos de 30 min, 1h, 2h, 4h, 6h, 14h, 24h e 48h. O
limite de detecc¢éo do ensaio foi de 12.5 - 400 pg/ml.

4.9 Ensaio de zimografia (N = 2)

A atividade de metaloproteinases MMP-9 nos sobrenadantes das culturas de
macréfagos murinos KO nos diferentes tempos de infecgdo (30 min, 1h, 2h, 4h, 6h,
14h, 24h e 48h) com P. lilacinum, foram analisadas em gel de substrato sodium
dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE), usando a gelatina. Foi
inicialmente realizada uma dosagem de proteinas dos sobrenadantes utilizando um kit
comercial (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA). Os géis de concentracdo e de separacdo
SDS-PAGE foram preparados, as amostras foram diluidas a 8 pug de proteinas totais
em um tampao especifico, e as mesmas foram aplicadas nos geéis para, em seguida,

sofrerem uma corrida por 2 horas, a 100V. Ao final, os géis foram corados com
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Coomassie Brilliant Blue G-250 (0,5% Coomassie Blue em 30% metanol e 10% &cido

aceético, Sigma Chemical, St Louis, MO, EUA) e revelados quanto a propriedade de

gelatinase das enzimas.
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5 RESULTADOS

5.1 Avaliacao morfolégica

Na analise da macromorfologia, os isolados de P. lilacinum estudados
apresentaram coldnias, inicialmente brancas, tornando-se de coloragdo résea a violeta
(figura 3A). O reverso destas colonias apresentou coloracdo amarelo-acinzentado
(figura 3B).

e

Figura 3. Macromorfologia de cultura de P lilacinum em meio BDA apds 14 dias de
crescimento. Isolado proveniente da regido do seio nasal. Observa-se colénia de coloracao

résea a violeta (A). Observa-se reverso da coldnia de coloracdo amarelo-acinzentado (B).

As caracteristicas dos trés isolados sdo compativeis com a descricdo da

espécie, seja ela em placa (figura 4A) ou em tubo (figura 4B).
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Isolado da regido Isolado de biopsia Isolado da regido
seio nasal de pele da tibia

Figura 4. Macromorfologia de cultura dos 3 isolados de P. lilacinum em meio BDA apds 14 dias de
crescimento, sendo os da esquerda o isolado proveniente do seio nasal, os do centro o isolado da
regido da tibia e os da direita o isolado de biopsia de pele. Cultura em placa (A) e cultura emtubo (B).

No estudo da micromorfologia, observaram-se hifas vegetativas de parede lisa e
conidioforos sustentando fidlides em forma de garrafa com delicado pescoco em
namero de 2 a 4. Sobre as fidlides foram visualizados conidios elipticos a fusiformes,
hialinos. Clamidosporos ausentes (figura 5).
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Figura 5. Microcultura de P lilacinum em MEA, a temperatura ambiente, apos 14 dias
de crescimento. Isolado proveniente de seio nasal. Observam-se hifas vegetativas
hialinas ( == ) , conidiéforo ( ==# ), sustentando trés fidlides em delicado pescoco
( ==p ) e sobre elas, conidios elipticos a fusiformes ( ==$ ) Coloracédo: lactofenol de

Amann com azul de algoddo. Aumento original: 1000x.
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5.2 Avaliagdo quantitativa da interacdo dos conideos de P lilacinum com o

modelo nocaute

As células macrofagicas murinas provenientes do peritbneo de animais KO e
plagueadas em camaras foram deixadas em incubadora para se obter um cultivo

homogéneo antes da infec¢ao (figura 6).
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Figura 6. Microfotografia de macréfagos peritoneais murinos da linhagem iINOS-/-.
Coloracdo com Wright-Giemsa. Aumento original: 1000x.

Para se avaliar a infectividade in vitro de macréfagos peritoneais murinos KO ao
longo do tempo, foi realizada uma cinética de interacdo macrofago-conidio por
microscopia optica, nos tempos de 30 minutos, 1, 2, 4, 6, 14 e 24 horas. Observou-se
que em 30 minutos de interacdo, 0os macrofagos peritoneais ja se encontravam
associados aos conidios (figura 7). Nao foi possivel distinguir adesao de internalizacéo

neste tempo.
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Isolado da regiao da tibia

Figura 7. Microfotografia da interacdo de macrofagos peritoneais murinos da linhagem

INOS-/- com conidios de P lilacinum do isolado proveniente da regido nasal (A), isolado

proveniente de bidpsia de pele (B), isolado proveniente da regido da tibia (C). Tempo de

incubacdo: 30 minutos. Notar que ja tem associacdo dos conidios ( —» ) com 0S

macrofagos. Coloracdo com Wright-Giemsa. Aumento original: 1000x.

Entre 1 e 6 horas de interagdo, a internalizacdo dos conidios aumentou

gradualmente (figuras 8 e 9), e foi confirmada pela presenca de estruturas semelhantes

a fagossomos contendo conidios.
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Isolado da regiéo da tibia

Figura 8. Microfotografia da interacédo de macrofagos peritoneais murinos da linhagem
INOS-/- com conidios de P. lilacinum do isolado proveniente de seio nasal (A), isolado
proveniente de bidpsia de pele (B), isolado proveniente da regiéo da tibia (C). Tempo
de incubacéo: 4h. Notar conidios no interior dos macréfagos (—), provavelmente

dentro de fagossomos. Coloracdao com Wright-Giemsa. Aumento original: 1000x.
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Figura 9. Microfotografia da interacdo de macrofagos peritoneais munnos da linhagem
INOS-/- com conidios de P lilacinum do isolado proveniente de seio nasal (A), isolado
proveniente de bidpsia de pele (B), isolado proveniente da regiédo da tibia (C). Tempo de
incubacao: 6h. Notar conidios dilatados ( —» ) no interior dos macrofagos, porém sem

tubos germinativas. Coloracio com Wright-Giemsa. Aumento original: 1000x.

Ap6s 14 horas, houve um aumento perceptivel do volume conidial, com a

formacdo de tubos germinativos e hifas septadas, que provavelmente resultou no

rompimento das membranas dos macréfagos (figura 10).
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Isolado da regido da tibia

Figura 10. Microfotografia da interacdo de macrofagos peritoneais murinos da linhagem
INOS-/- com conidios de P. lilacinum do isolado proveniente de seio nasal (A), isolado
proveniente de bidpsia de pele (B), isolado proveniente da regido da tibia (C). Tempo de
incubacéo: 14h. Notar formacao de tubos germinativos (=) e hifas septadas ( =—).

Coloracdo com Wright-Giemsa. Aumento original: 1000x.

Em 24 horas, houve formacdo de micélio nas culturas de macréfagos peritoneais
murinos KO infectados com P. lilacinum, sendo que ainda eram vistos muitos conidios
formando tubo germinativo em 2 isolados (figura 11A e C), e no isolado proveniente da
pele, observamos muitas hifas e quase nenhum macro6fago (figura 11B).
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Isolado da regido da tibia

Figura 11. Microfotografia da interacdo de macréfagos peritoneais murinos da
linhagem INOS-/- com conidios de P lilacinum do isolado proveniente de seio
nasal (A), isolado proveniente de biopsia de pele (B), isolado proveniente da
regiao da tibia (C). Tempo de incubacédo: 24h. Notar micélio fingico sobre a
cultura de células murinas destruidas ( —>). Coloracdo com Wright-Giemsa.
Aumento original: 1000x.

Todos os trés isolados de P. lilacinum apresentaram comportamento diferente
frente aos fagocitos. Esta observacao foi mais evidente ja no tempo de 14 horas entre
os 3 isolados. Na cepa extraida de biopsia de pele, principalmente no intervalo de
tempo de 14 horas, 0 aspecto microscopico esta bem distinto das demais cepas. Neste,
isolado podemos ver que em macrofagos de peritbnio dos animais KO possuiem
muitos conidios de P. lilacinum dilatados em seu interior, inclusive com abundante

formacao de tubos germinativos e presenca de hifas, ao contrario das outras cepas.
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5.3 Avaliacdo da interacdo de conideos de P lilacinum com macrofagos de

murinos selvagens por microscopia eletrénica de transmisséo

Com a finalidade de uma melhor compreensao sobre a interacdo do macrofago
com o fungo, realizamos um experimento piloto usando macréfagos de camundongos
WT infectados com conideos de P. lilacinum.

No que tange a formacéo de estruturas internas, as quais a microscopia optica
deixa a desejar quanto a resolucdo devido a limitagdo intrinseca do método,
observamos e confirmamos as suspeitas, em estudo desenvolvido em paralelo com
animais WT realizado em microscépio eletrénico de transmissao, que tais estruturas se
tratavam de organelas fangicas, bem como outras induzidas pelo patégeno na célula
hospedeira. Incrivelmente, e da mesma forma como encontrado no modelo nocaute,
todos os trés isolados de P. lilacinum exibiram diferencas. Na cepa proveniente de
biopsia de pele, sobretudo no tempo de 2 horas, os macrofagos de peritbnio dos
animais WT ja possuem conidios de P. lilacinum aparentemente mais dilatados em seu

interior quando comparado a outras cepas (figura 12).
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Figura 12. Fotomicrografia eletrénica de transmissdo da interacdo de macrofagos
peritoneais murinos da linhagem selvagem com conidios de P lilacinum, onde
observamos a diferenca entre o isolado proveniente de seio nasal (A), o isolado
proveniente d bidpsia de pele (B), o isolado proveniente da regido da tibia (C). Tempo

de incubacéo: 2h. Aumento original: 10000x.

Assim, em 30 minutos de interacéo, os macrofagos peritoneais de camundongos
WT j& apresentavam conidios internalizados e firmemente associados ao fagossomo.

Porém, ainda havia varios conidios aderidos a superficie dos fagocitos (figura 13).
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Figura 13. Fotomicrografia eletronica de transmissdo da interacdo de macrofagos

peritoneais murinos da linhagem selvagem com conidios de P lilacinum do isolado
proveniente de seio nasal. Tempo de incubacédo: 30 minutos. Notar adesdo conidial e
inicio da fagocitose (—») (A). Aumento original: 25000x. Observar conidio internalizado
(—» ) (B). Aumento original: 15000x.
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Em 1 hora de interacdo, somente conidios internalizados foram visualizados

(figura 14).

1 pm

Figura 14. Fotomicrografia eletrénica de transmissédo da interacdo de macrofagos
peritoneais murinos da linhagem selvagem com conidios de P lilacinum do isolado
proveniente de seio nasal. Tempo de incubacédo: 1h. Observar conidio, com parede celular

( =) e cromatina (=) bem evidente, internalizado. Aumento original: 150000x.
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No periodo de 14 horas de interacdo dos macrofagos peritoneais de
camundongos WT e os isolados, os conideos com o volume aumentado apresentou
tubos germinativos com presenca ou nao de septo (figura 15).

Como ja relatado, todos os trés isolados fungicos apresentaram comportamento
diferente frente aos fagdcitos (figura 12). Sob a técnica de microscopia eletrénica de
transmissao, os conidios de P. lilacinum da cepa extraida da pele mostraram-se mais
dilatados, quando comparados aos outros dois isolados (figura 12B). Esta observacao
foi mais evidente no tempo de 14 horas entre as cepas extraidas da pele. Nesta
ocasido, os conidios de P. lilacinum se apresentam bastante dilatados, com formacao
de tubo germinativo.cepas (figura 15A). E em 24 horas com o mesmo isolado observa-

se o rompimento da membrana plasmatica (figura 15B).

Figura 15. Fotomicrografia eletronica de transmissdo da interacdo de macréfagos

peritoneais murinos da linhagem selvagem com conidios de P lilacinum do isolado
proveniente de seio nasal. Tempo de incubacdo: 14h. Notar formacdo de tubo
germinativo (=) (A). Aumento original: 8000x. Tempo de incubacéo: 24h. Observar
formacéo de tubo germinativo, rompendo a membrana plasmatica ( =) (B). Aumento

original: 5000x.
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5.4 Avaliacdo da interacdo de conideos de P lilacinum com macrofagos de

murinos selvagens por microscopia eletronica de varredura

Fundamentalmente, o microscopico eletrénico de varredura é um aparelho que
utiliza elétrons em vez de luz para formar imagens tridimensionais da superficie. A
maior resolucdo conseguida por este método fica entre o microscopio Optico e o
microscopio eletrénico de transmissédo, também utilizados neste estudo. A grande
vantagem do microscopio eletrénico de varredura em relacdo aos demais é seu limite
de resolucao e perfil de profundidade, na ordem de 2 a 5 nm. A versatilidade desta
técnica se encontra na possibilidade da captacdo e medida das diversas radiacfes
provenientes das interacdes elétron-amostra. Estas interacdes podem revelar
informagdes da natureza da amostra incluindo composigcédo, topografia e morfologia
(Lima, 2010).

A analise da morfologia celular por microscopia eletrénica de varredura revelou
que os macrofagos peritoneais WT apresentavam-se arredondados ou estrelados
alongados, com filopddios e protrusbes dorsais (microvilos). Com o decorrer da
infeccdo, o fungo parece reduzir a capacidade dos macréfagos de emitir os filopodios, o
que leva a formacéao do ruffling na membrana celular (figura 16).

A alta resolucdo mostrou que as células geraram extensfes superficiais que

Figura 16. Fotomicrografia eletrénica de varredura de macrofago peritoneal murino da
linhagem selvagem, onde podemos observar a presenca de filopodios ( =9 ) e 40

protrusées dorsais (microvilos). Aumento original: 5000x.



lembrassem copos fagociticos para conidios individuais, enquanto outros conidios na

mesma célula estavam simplesmente ligados a superficie celular sem a inducdo de

protrusdes de membrana (figuras 17 e 18).

X10,000 " 1pm

Figura 17. Fotomicrografia eletrénica de varredura de macréfago peritoneal murino da
linhagem selvagem infectado com conidios de P lilacinum de isolado proveniente de
seio nasal. Tempo de incubacdo: 30 minutos. Observar conidio préximo ao macréfago

( ) e outro, possivelmente, ja sendo fagocitado ( == ). Aumento original: 10000x. -
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Figura 18. Fotomicrografia eletrénica de varredura de macrofago peritoneal murino da
linhagem selvagem infectado com conidios de P lilacinum de isolado proveniente de
seio nasal. Tempo de incubacdo: 2h. Notar os conidios sendo fagocitados pelo

macrofago ( =+). Aumento original: 5500x.

Esta analise da superficie celular confirmou que a infeccao por P. lilacinum leva
a supressao das protrusées dos macrofagos de camundongos WT, ao arredondamento
celular e ao intenso ruffing da membrana plasmatica dorsal. As mudancas
morfolégicas observadas sugerem ndo apenas que a extensdo de novos filopddios foi
anulada.

Podemos observar um grande numero de protusdes na superficie do macrofago
de camundongos WT infectado com P. lilacinum (figura 19). Com 24 horas sé foi
possivel observar um emaranhado de hifas (figura 20). Esse mesmo resultado foi

encontrado pela microscopia oOptica.
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Figura 19. Fotomicrografia eletronica de varredura de macréfagos peritoneais murinos
da linhagem selvagem infectados com conidios de P lilacinum de isolado proveniente
de seio nasal. Tempo de incubacdo: Sh. Notar presenca de conidios dilatados,

possivelmente, no interior dos macréfagos (=*). Aumento original: 5500x.
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Figura 20. Fotomicrografia eletronica de varredura de macrofagos peritoneais murinos

da linhagem selvagem infectados com conidios de P lilacinum de isolado proveniente
de seio nasal. Tempo de incubacédo: 24h. Observar apenas a presenca de hifas.

Aumento original: 5500x.

5.5 Expressédo de marcadores fenotipicos por citofluorimetria de fluxo (FACS)

no modelo transgénico

Por sse mtodo, foi possivel avaliar (1) mudangas morfolégicas (figura 21) e (2) o
padrdo de expressao de moléculas de superficie em macrofagos peritoneais murinos
KO (figuras 22-24), induzidas pela infeccdo com conideo de P. lilacinum proveniente de
biopsia de pele. As marcac¢des simples ou individuais com CD11b e CD86 adiquiridas
no gate de macrofasgos, nos mostram uma diminuicdo cada padrédo de expressao
destas moléculas apés a infeccdo com o fungo, e um pequeno aumento apos a
interacdo por 14 horas na dupla marcacéo, quando comparadas as células controle néo
infectadas (figura 22). Para os experimentos, foram utilizadas amostras do grupo

controle e amostras do grupo infectado com 14 e 24 horas de interacao.
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Figura 21. Grafico representativo de tamanho (FS) e granulosidade (SS) onde se demonstra

um gate especifico apés a interacdo de macrofagos peritoneais murinos da linhagem INOS-/-

com conidios de P, lilacinum do isolado proveniente de bidpsia de pele. Observar diminuicédo da

porcentagem entre as células controle nao infectadas no tempo de 14h (A) e células infectadas

no tempo de 24h (B).
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Figura 22. Grafico representativo da porcentagem de marcacdo de macrofagos
peritoneais murinos da linhagem iINOS-/- com anticorpos monoclonais especificos para
CD86 (FL-1) e CD11b (FL-4). Células obtidas a partir do gate morfologico de
macréfagos. Células sem infeccdo no tempo de 14h (A). Células infectadas por 14h com
conidios de P lilacinum proveniente de bidpsia de pele (B). Células sem infeccédo no
tempo de 24h (C). Células infectadas por 24h com conidios de P lilacinum proveniente
de biopsia de pele (D). Os quadrantes Q1 a Q4 demonstram o percentual de marcacao.

Ja com relacdo as células com marcacdo dupla e concomitante para CD18 e
CD38, um padrédo de expresséo elevada também foi observado apds a infeccdo, em
comparacdo ao controle ndo infectado (figura 23). Novamente, foram utilizadas
amostras do grupo controle e amostras do grupo infectado a 14 e 24 horas apés a
interacao.
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Figura 23. Grafico representativo da porcentagem de marcacdo de macréfagos
peritoneais murinos da linhagem iNOS-/- com anticorpos monoclonais especificos para
CD18 (FL-2) e CD38 (FL-4). Células obtidas a partir do gate morfologico de
macréfagos. Células sem infeccéo no tempo de 14h (A). Células infectadas por 14h
com conidios de P lilacinum no proveniente de bidpsia de pele (B). Células sem
infeccdo no tempo de 24h (C). Células infectadas por 24h com conidios de P lilacinum
proveniente de bidpsia de pele (D). Os quadrantes Q1 & Q4 demonstram o percentual
de marcacéo.

Finalmente, com relacdo as células dupla positiva para CD14 e CD8O0,
observamos um padrdo de expressao diminuida nas primeiras 14 horas de infeccdo e
um aumento na dupla marcacdo com 24 horas de infeccéo (figura 24). Foram utilizadas
amostras do grupo controle e amostras do grupo infectado com 14 e 24 horas de
interacao.
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Figura 24. Grafico representativo da porcentagem de marcacdo de macrofagos
peritoneais murinos da linhagem iNOS-/- com anticorpos monoclonais especificos para
CD80 (FL-8) e CD14 (FL-2). Células obtidas a partir do gate morfolégico de
macréfagos. Células sem infeccédo no tempo de 14h (A). Células infectadas por 14h
com conidios de P lilacinum proveniente de biépsia de pele (B). Células sem infeccéo
tempo de 24h (C). Células infectadas por 24h com conidios de P lilacinum proveniente
de bidpsia de pele (D). Os quadrantes Q1 a Q4 demonstram o percentual de marcacéo.

Na avaliacdo resumida dos dados obtidos (tabela 2), pode-se observar que a
infeccdo por P. lilacinum, tanto 14 quanto 24 horas, proporcionou um aumento
significativo da dupla expressdao das moléculas CD18 e CD38. Por outro lado,
determinados marcadores sofreram redugao, como seria 0 caso da dupla expresséo de
CD14 e CD80, nas 14 horas iniciais de interacdo. Os marcadores CD11lb e CD86
podemos observar uma modulacdo na marcacao simples para CD11lb tanto em 14
como em 24 horas.
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Tabela 2. Porcentagem de expressédo de marcadores fenotipicos de um experimento representativo em macréfagos

peritoneais murinos da linhagem iNOS-/- apos infecgdo com conidios de P. lilacinum proveniente da biopsia de pele.

Marcador 14 horas 24 horas
Controle P. lilacinum Controle P. lilacinum
CD11b 20,2 32,8 54,3 39,6
CD86 2,2 2,0 1,0 2,4
CD11b/CD86 1,9 3,8 54 3,4
CD18 1,8 3,0 1,6 4,6
CD38 73,7 57,1 69,8 72,1
CD18/CD38 2,2 19,8 52 12,8
CDi14 26,7 16,6 10,7 24,6
CD80 51 3,4 7,8 6,4
CD14/CD80 11,0 3,9 12,0 14,5
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5.6 Deteccéao de Metalo-proteinases (MMPs) por zimografia no modelo nocaute

As MMPs sdo uma familia de endopeptidases dependentes de Zn, que
promovem a degradacédo da matriz extracelular. Todos os membros dessa familia séo
secretados como proenzimas. Essas proenzimas sao liberadas por mondcitos e
macréfagos em resposta a uma variedade de estimulos.

Para estes experimentos, foram processadas amostras das cinéticas de infeccao
com os 3 isolados de P. lilacinum nos tempos de 30 minutos, 1, 2, 4, 6, 14, 24 e 48
horas, além do controle sem infec¢éo.

Com o isolado de biopsia de pele, ndo observamos uma mudanca
expressiva de padrao no decorrer da infeccdo por P. lilacinum. Tanto para a banda
maior que representa pr6-MMP-9, quanto para a banda menor inferior que representa a
forma ativa de MMP-9 (92 Kda), ndo ha alterac&o significativa (figura 25A).

Com o isolado de seio nasal, novamente ndo houve uma mudanca
significativa no padrdo desta enzima no decorrer da infec¢cdo por P. lilacinum (figura
25B).

Com o isolado de lesédo da érea tibial, foi observado o mesmo comportamento
das cepas anteriores quanto ao padrdo da expressdo da enzima no decorrer da

infeccéo por P. lilacinum (figura 25C).
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Figura 25. Géis representativos da deteccdo de metaloproteinases em sobrenadantes provenientes da
interacdo de macrdfagos peritoneais murinos da linhagem iNOS-/- em distintos tempos de incubacédo com
conidios de P lilacinum proveniente de bidpsia de pele (A), proveniente da regido nasal (B) proveniente da

regiéo da tibia (C).
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—MMP-9 ativa
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5.7 Detecgao de IFNa por ELISA nos modelos nocaute e selvagem

A citocina IFNa pode ser produzida por leucocitos para interferir na replicacao de
fungos e estimular a atividade de defesa de outras células. Ela induz a prépria célula
infectada e células proximas a produzirem proteinas que condicionam as mesmas a um
estado de alerta.

Para o experimento de determinacdo dos niveis de IFN-a, foram utilizados
sobrenadantes das amostras de culturas de macréfagos de peritdnio dos animais das
linhagens selvagem e iNOS-/-, ambos infectados com P. lilacinum.

Ao analisar os dados obtidos, néo foi evidente qualquer grande alteracdo dos
niveis de IFN-a, os quais ndo foram proporcionais ao tempo de infec¢ao, exceto em 30
minutos de interagdo macréfago peritoneal murino e conidios de P. lilacinum (tabela 3).
Da mesma forma, no grupo de animais WT, os niveis de IFN-a também n&o variaram
em relacdo ao tempo de infeccdo com P. lilacinum, e se mantiveram semelhantes aos

niveis dos animais KO.
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Tabela 3. Niveis de IFNa das culturas de macréfagos peritoneais murinos das linhagens iNOS-/- (KO) e selvagem
(WT), ap6s cinética de infec¢cdo com conidios de P. lilacinum em isolado proveniente de biopsia de pele.

Marcador KO WT
Controle 56,1 + 1,02 89,5+5,5
30 minutos 113,0 £ 20,0 n.a.

1 hora 615+0,1 n.a.
2 horas 67,5+54 n.a.
4 horas 69,0 +4,0 n.a.
6 horas 653+17 87,9+5,8
14 horas 67,6 +4,2 64,0+0,8
24 horas 64.6 + 3,8 62,0+ 1,7
48 horas 83,9+34 n.a.

N = 3. a. pg/ml; b. média * erro padrdo; n.a. = ndo disponivel.
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6 DISCUSSAO

Purpureocillium lilacinum €& um fungo saprofitico, assexuado e filamentoso
considerado um importante patégeno emergente que pode causar diferentes
manifestacbes clinicas que variam de infeccbes cutdneas e subcuténeas, até
oculomicose grave. E considerado de fundamental importancia médica, uma vez que é
a unica espécie do seu género encontrada em pesquisa clinica, além de Paecilomyces
variotii (Hall et al. 2004), que pertence a seu antigo género modificado recentemente
(Luangsa-Ard et al. 2011).

Sabe-se que microrganismos patogénicos podem invadir células eucaritticas e
se utilizar destas para se multiplicar ou mesmo para escapar da resposta imune do
hospedeiro (Finlay & Falkow, 1997). O Processo de infeccdo por um microrganismo e
sua colonizacdo de érgaos é bem complexo, envolvendo desde a adesédo as células do
hospedeiro, até a penetracdo da matriz extracelular. Sabe-se também que varias
espécies fangicas sdo capazes de invadir células de mamiferos in vitro e in vivo;
porém, sdo poucos os trabalhos que descrevem esse processo (Monteiro et al. 2005).

Neste estudo, foram utilizadas 3 cepas de P. lilacinum: 1 isolado de leséo de
area tibial, 1 isolado de seio paranasal e 1 isolado de bidpsia de pele. A avaliacédo
macro e micromorfolégica demonstrou que os isolados apresentam caracteristicas
tipicas da espécie, com uma producéo de conidios por volta dos 14 dias de cultivo,
conforme descrito por Luangsa-Ard e colaboradores em 2011. Essa grande producao
de conidios pode ser um facilitador no processo de infeccdo do hospedeiro, devido a
rapida dispersao de seus esporos no ambiente e a capacidade de produzir estruturas
semelhantes a fialides e conidios, além de hifas septadas e hialinas (Pastor & Guarro,
2006). A identificagcdo e a confirmagdo das caracteristicas do fungo sdo de grande
importancia, e ja foi visto em alguns estudos, como no caso de Khan e colaboradores
(2012), que relataram o primeiro caso de doenca pulmonar cavitaria causada por P.
lilacinum, em que 0 mesmo cresceu apresentando caracteristicas atipicas, se
assemelhando ao Acremonium spp. Os proprios Luangsa-Ard e colaboradores (2011),
discorreram sobre a dificuldade da identificacdo deste fungo, e relataram que P.
lilacinum é capaz de formar biofilme. Okada e colaboradores (1995) j& mostraram que

P. lilacinum foi capaz de crescer com caracteristicas semelhantes ao genero
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Acremonium, sendo este ultimo fenotipicamente assemelhante ao F. solani,
comprovando assim a dificuldade e a importancia da identificacao correta.

No presente estudo, também obtivemos uma grande producdo de conidios
durante o periodo de cultivo. Sendo assim, conseguimos isolar e obter uma quantidade
suficiente para a realizacdo da infecgdo in vitro em macrofagos peritoneais de
camundongos nocaute NOS e selvagem na propor¢cao de 2:1. Essa mesma taxa foi
usada por Peixoto e colaboradores (2010). Naquele estudo, utilizou-se essa proporcao
em macréfagos murinos WT, achando que estes fagécitos seriam capazes de impedir a
germinacao, e que assim matariam o fungo apdés a realizacdo do processo fagocitico.
Isto foi postulado pois, segundo dados da literatura, esse fungo apresentava baixa
viruléncia (Pastor & Guarro, 2006). Mas para surpresa dos autores, o fungo foi capaz
de infectar os macréfagos, destruindo-os no periodo de 24 horas (Peixoto et al. 2010).
Schaffner e colaboradores (1983), tendo como base dados anteriores, usaram cultura
de células de macrofagos alveolares de coelho que prontamente foram infectados com
conidios de A. fumigatus na proporcado de 1 conidio para 2 macréfagos, o inverso do
nosso trabalho. Como resultado, eles observaram que as células impediram a
germinacao e mataram todos os conidios em 48 horas de incubacéo.

Durante o processo de infeccao in vitro, foi possivel observar que nos primeiros
30 minutos de incubacgédo, nao tivemos interacdo entre o fungo e o macréfago, e que a
mesma foi acontecendo gradativamente no periodo de 1 a 4 horas. Robertson e
colaboradores (1989), avaliando a interacéo de A. fumigatus e Penicillium ochrochloron
com macréfagos alveolares humanas na proporcao de 1:1, observaram que em 1 hora
de incubacéo a 37°C, mais de 60% dos conidios estavam associados com os fagocitos,
nao especificando, porém, se 0s mesmos estavam aderidos ou internalizados. Phillipe
e colaboradores (2003) em seu estudo em infeccdo de macréfagos alveolares de
camundongo com conidios de A. fumigatus na propor¢do de 1:1, observaram uma
internalizacdo de 30% dos conidios por fagocitos em apenas 15 minutos de incubacao.
Ja em 2 horas, 85% dos conidios tinham sido fagocitados, e em 4 horas, o indice subiu
para 90%. Nas trés horas apds a fagocitose, foi observado um aumento do volume
conidial (Phillippe et al. 2003). A C. albicans também ja foi objeto de estudo com
relacdo a interacdo de leveduras com macrofagos peritoneais murinos da linhagem
C57BL/6 (Kaposzta et al. 1998). Os autores demonstraram que durante interacdo
celular, numa proporcdo que variou de 10 a 20 conidios para cada macrofago, 66,4 +

5,6% de leveduras associadas aos macrofagos ja tinham sido internalizadas em 10
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minutos de incubacdo. Em 60 minutos, esta taxa aumentou para 98,1 + 1,6%; porém, a
mortalidade do fungo ndo chegou a 5% em 2 horas de infecgdo. O mesmo foi
observado para outros fungos, como P. marneffei, F. solani, F. oxysporum e Verticillium
nigrescens (Rongrungrung & Levitz 1999; Winn et al. 2003). Um outro estudo, de
Perkhofer e colaboradores (2007), mostrou que a fagocitose e a morte intracelular de
A. fumigatus, A. terreus e A. flavus por macrofagos e células dendriticas humanas
ocorria ja com 30 minutos de interagéo.

Em nosso estudo, entre o periodo de 4 a 6 horas, os conidios ja apareceram
internalizados no interior dos macrofagos, e se apresentaram dilatados. Segundo Latgé
(1999), a dilatacdo de conidios € um pré-requisito importante para o desenvolvimento
de hifas. Além disso, 0 mesmo autor mostrou que o percentual de morte de conidios de
A. fumigatus fagocitados por macrofagos, diminui quando eles comecam a se dilatar.
Testes de sensibilidade de conidios dilatados desse fungo mostram que 0s mesmos
sdo mais resistentes do que conidios latentes (Latgé, 1999). Também foi comprovado
gue conidios de A. fumigatus podem germinar no interior de mondcitos, sugerindo que
uma segunda linha de defesa de células fagociticas, como os neutréfilos, sejam
importantes na contencdo de conidios que resistem a morte intracelular por monécitos
(Schaffner et al. 1982; Schaffner et al. 1983; Washburn et al. 1987). Na interacéo de
monaocitos humanos com conidios de A. fumigatus por 6 horas, também ocorre a
dilatacdo ao longo do tempo de interagcdo dos conidios no interior das células
fagociticas (Loeffler et al. 2009).

No periodo que compreende os tempos de 6 a 14 horas, os conidios de P.
lilacinum em nosso estudo se apresentaram cada vez mais dilatados, e pudemos
observar a presenca de tubos germinativos. Apos esse tempo, o surgimento de hifas
resultou no rompimento das membranas dos macrofagos. Peixoto e colaboradores
(2010), utilizando  macréfagos  peritoneais de  camundongos  selvagem
imunocompetentes, mostraram resultados similares, embora o rompimento total das
membranas dos macrofagos sé tenha acontecido no periodo de 24 a 48 horas de
infecc@o. Mazet e colaboradores (1994) pesquisaram a interacdo de neutréfilos equinos
com Paycelomyces farinosus e observaram que, em 1 hora de incubac¢do na propor¢cao
de 1:1, ja houve internalizacdo dos conidios pelos neutrdfilos, e que em 4 horas de
interagcdo, ainda néo tinha sido observada a formacédo de tubo germinativo. Em 16
horas, observaram-se micélios limitados crescendo nas monocamadas de neutrofilos.

Vieira (2008), utilizando macréfagos humanos inativados por inibidor de NO sintase e
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infectados por F. solani, mostrou que esses macrofagos eram visivelmente mais
permissivos a infecgdo pelo patégeno em relacdo ao controle ndo tratado com o
inibidor de NO-sintaxe (L-NAME).

Resumidamente, foi possivel observar nesse trabalho que P. lilacinum
apresentou um rapido crescimento, sendo que o MOI de 2:1 se mostrou eficiente na
infecdo onde o fungo conseguiu destruir os macrofagos. Em 1982, Schaffner e
colaboradores também viram em seu estudo com Aspergillus que o ele conseguiu
escapar da defesa inata, destruindo os macrofagos. Os macréfagos quando desafiados
por patégenos internalizam seu alvo através da fagocitose, compartimentando os
mesmos em fagossomos, em um processo que envolve eventos de projecao e fusédo de
membranas, assim como o recrutamento de fatores, tais como enzimas hidroliticas e
GTPases (Ibrahim-Granet et al. 2003). O que estamos observando nesse trabalho é
exatamente o contrario, no qual mostramos a capacidade do fungo de escapar desse
mecanismo inato. Campos e colaboradores (2006) mostraram em um experimento in
vitro que conidios de Trichophyton rubrum foram fagocitados por macrofagos
peritoneais murinos, formaram hifas dentro dos macrofagos, e romperam a membrana
celular desses fagocitos. JA& Brummer e colaboradores (1990) usando células de
levedura de Paracoccidioides brasiliensis, viram o0 oposto: as leveduras se
multiplicaram dentro dos macréfagos peritoneais, mas foram inibidas, mortas e
digeridas por macréfagos ativados com IFN-y (Brummer et al. 1990). Resta averiguar
se em nosso modelo atual tal fato pode ser reproduzido.

Na literatura, ainda ndo é bem esclarecido o que pode estar protegendo ou
facilitando a infecdo de células hospedeiras por fungos. O que se sabe é que os
macrofagos tém um papel importante na resisténcia contra patégenos intracelulares.
Estudos in vitro tém demonstrado que varios fatores podem estar ligados a essa
protecdo, tais como intermediarios reativos de oxigénio, hidrolases, proteinas e
defensinas contra as infec¢des fungicas (Romani, 2004). Schaffner e colaboradores em
1983, usando A. fumigatus, A. flavus e A. niger, compararam a eficiéncia entre 0s
macrofagos alveolares e os macrofagos peritoneais, tanto de camundongos, quanto de
coelhos da raca Nova Zelandia, e viram que nos macrofagos alveolares ocorreu uma
diminuicdo da taxa de germinacdo desses fungos, o mesmo nao observado nos
macrofagos peritoneais. Phillippe e colaboradores (2003) ndo observaram qualquer
resisténcia in vitro de conidios de A. fumigatus a fagocitose de macrofagos de

camundongo na propor¢cdo de 1:1. Resultado parecido foi encontrado por Ibrahim-
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Granet e colaboradores em 2003, onde in vitro ndo observaram resisténcia a fagocitose
de conidios de A. fumigatus em macrofagos alveolares humanos (proporcéo conidio:
macroéfago de 2:1).

Ja Kaposzta e colaboradores (1998) sugerem que a formacdo do tubo
germinativo em C. albicans é necesséria para o escape do microrganismo. Este ultimo,
entdo, penetra em outra célula intacta por meio do tubo germinativo, mesmo na
presenca de varios inibidores da fagocitose, como a citocalasina, que inibe a
polimerizacdo da actina. No presente estudo demonstramos que, houve a formacao de
tubos germinativos somente apos 6 horas de interacdo. Kaposzta e colaboradores
(1999) sugerem que esta estrutura € mais frequentemente observada em condicdes
acidas, e os autores comprovaram que 0s tubos germinativos se tornavam mais
alongados em pH variando de 5,0 a 6,5. Os autores sugerem ainda que o recrutamento
de endossomos tardios/lisossomos, e consequente fusdo com fagossomos, seja
provocado pelo patbgeno em questdo, para a futura formacdo do tubo germinativo
dentro do fagolisossomo.

A comparagdo entre os 3 isolados de P. lilacinum nesse estudo mostrou que
todos se comportaram de maneira diferente, sendo que o isolado proveniente da regido
de biopsia de pele se apresentou mais invasivo, germinando e produzindo hifas no
periodo mais curto (14h) em relacdo aos outros dois isolados (14h a 24h). Peixoto e
colaboradores (2010) utilizando os mesmos 3 isolados, ndo viram diferenca relacionada
a infectividade quando eles infectaram macrofagos peritoneais de camundongos
selvagens. Ja Brito e colaboradores (2011) observaram diferencas quando
compararam isolados de P. lilacinum provenientes de forma clinica da hialohifomicose
e ambiental em modelo Balb /c in vivo. Esses dados vao a favor de Casadevall &
Pirofski (2000) que sugerem que ndo sdo apenas os fatores de viruléncia do fungo que
podem influenciar no curso da doenca, mas também as condi¢cdes do hospedeiro.

Este estudo ndo se deteve apenas na microscopia optica, mas também foi
expandido a nivel ultra-estrutural. Em nosso experimento piloto de anélise da interagcéo
macrofago-conidio por microscopia eletronica de transmisséo, utilizando macréfagos
peritoneais de camundongos selvagens, foi possivel observar que em 30 minutos de
incubacédo, os conidios j4 estavam se aderindo a parede do macréfago, diferente do
gue observamos por microscopia convencional. Nos demais tempos analisados, e de
uma maneira geral, comprovamos o que ja havia sido descrito na avaliacdo inicial.

Desta forma, ja no tempo de 5 horas, observamos conidios dilatados no interior do
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macrofago. Na microscopia 6ptica, essas mesmas caracteristicas s6 foram observadas
no tempo de 14 horas. Os tubos germinativos de P. lilacinum, com presenca ou néo de
septo, foram vistos em maiores detalhes no interior de macréfagos peritoneais murinos.
Esse resultado é crucial, pois demonstra haver uma pequena diferenca entre as duas
técnicas microscopicas utilizadas neste estudo. Contudo deve-se salientar alguns
nuances, pois essa diferenca pode estar relacionada ao preparo das amostras e ao
ambiente no qual os macréfagos foram expostos ao fungo, o qual pode exercer
profunda influéncia no processo de infeccdo. Os macrofagos que interagiram com 0s
conidios de P. lilacinum para a avaliacdo pela 6ptica foram incubados em camaras,
enquanto que para a avaliagdo ultra-estrutural, os mesmos foram incubados em
garrafas de cultura.

Em 2003, utilizando a ultra-estrutura para observar a interacdo dos conidios de
A. fumigatus com macréfagos humanos, mostrou-se que o macréfago foi capaz de
formar pseuddpodos durante o processo de fagocitose dos conidios (Ibrahim-Granet et
al, 2003). Embora com outro fungo, este fato claramente corrobora com o que
observamos no presente estudo. Este tipo de fagocitose, denominada trigger, envolve a
polimerizacdo de actina, e ja foi observado na interacdo de macrofagos peritoneais e
células epiteliais de camundongos C57BL/6 com C. albicans (Kaposzta et al, 1998;
Tsarfaty et al, 2000). Outro estudo de Van Waeyenberghe e colaboradores (2012),
agora observando a interacdo de macr6fagos de pombos com conidios de A.
fumigatus, também constatou que na primeira hora de infeccéo, j4 se podia confirmar
que conidios haviam sido internalizados, e que em 5 horas de interacdo, era clara a
germinacgdo desses conidios, sendo que com 8 horas, houve clara destruicdo desses
macrofagos.

As proteinases sdo enzimas que atuam sobre as proteinas, decompondo-as em
peptideos e aminoacidos, e desempenhando um papel fundamental no processo de
cicatrizacdo normal (Consenso Internacional, 2011). As principais proteinases
presentes na matriz extracelular sdo conhecidas como MMPs, que atuam sobre
diferentes proteinas daquele substrato, decompondo-as. De acordo com Gibson e
colaboradores (1999), as MMPs sdo geradas pelas células inflamatérias ativadas, tais
como o0s neutrofilos e macrofagos, que por sua vez produzem citocinas pro-
inflamatodrias que também estimulam a producdo de mais MMPs. S&o conhecidas por
contribuir na indugéo de resposta imune do hospedeiro e na patogénese de doencas

agudas e cronicas, incluindo infec¢cbes (Parks et al. 2004, Manicone & McGuire 2008).
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No presente estudo, a atividade de MMP-9 nos sobrenadantes obtidos das culturas de
macrofagos peritoneais murinos KO nos diferentes tempos de infeccdo com P.
lilacinum nédo apresentou alteracdo significativa em sua expressdo, quando comparada
ao controle ndo infectado. Estudos em pacientes com criptococose mostraram altos
niveis de MMP-9 no liquido cefalorraquidiano (Liuzzi et al. 2000). No entanto, foi
sugerido que a MMP-2 estava envolvida na patologia pulmonar de infeccdo por C.
neoformans, pois a expressao de MMP-2 foi detectada em granulomas bem definido
apos a infeccdo (Majka et al. 2002). Supasorn e colaboradores (2016), também
investigando a expressdo de diferentes MMPs em infecgbes por C. neoformans,
observaram um aumento na expressao de mRNA de MMP-3 e MMP-12, e atividade de
MMP-12 apoés infeccdo com aquele patdgeno. Ja Mitchell e colaboradores (2007), em
um estudo de perfis de MMPs durante a ceratite fangica por F. solani em
camundongos, observaram que ocorreu um aumento do nivel de MMP-9 nas 6 horas
apos a exposicao fungica, retornando ao valor normal apos o tratamento. As evidéncias
no decorrer dos anos vém mostrando a importancia das MMPs como mediadores
importantes na regulacao da resposta imune de alguns hospedeiros, como seria 0 caso
citado acima da criptococose pulmonar (Supasorn et al. 2016). A expressao precoce de
MMPs pode funcionar promovendo o recrutamento de células inflamatdrias, mas elas
também podem estar envolvidas em danos nos tecidos durante a infecgdo crbnica.

Citocina € um termo genérico empregado para designar um extenso grupo de
moléculas, como interferons (IFN), interleucinas (IL), fatores estimuladores de colbénias
(CSF), fatores de necrose tumoral (TNFo e TNFB) e fator de transformacdo e
crescimento (TGFp), todas envolvidas na emissao de sinais entre as células durante o
desencadeamento das respostas imunes (Cavaillon 1996). Constituem um grupo de
fatores solUveis proteicos extra-celulares, algumas contendo moléculas de acgucares
ligadas, como as glicoproteinas, que podem ser produzidos por diversas células, como
monaocitos, macréfagos, linfocitos e outras que ndo sejam linféides. As citocinas séo
produzidas durante a fase de ativacdo e fase efetora da imunidade para mediar e
regular a resposta imunologica. Em geral, ttm uma vida média curta. Estas estimulam
somente células que apresentam receptores especificos na sua membrana (célula
alvo) e tém uma acao extremamente potente (Cavaillon, 1996).

A familia dos IFNs compreende um grupo de citocinas secretadas por todas as
células nucleadas presentes em mamiferos, conhecidas pelas suas atividades
antivirais, antiproliferativas e imunomoduladoras. IFN-a € conhecido por mediar o inicio
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da resposta imune inata a infeccbes virais, atuando quer diretamente, através da
inibicdo da replicacdo viral, ou indiretamente através da ativagdo, e potenciar as
funcbes efetoras exercidas pelas células do sistema imune (Trinchieri, 2010). Mais
importante, IFN-a é classicamente secretado por macrofagos para modular a resposta
imune. Com relacdo a determinacdo dos niveis de IFN-a nos sobrenadantes de
macrofagos de animais das linhagens selvagens e iNOS-/-, infectados com P. lilacinum,
nao demonstrou haver grande alteracdo quando relacionados ao tempo de infeccéo ou
a comparacao entre os dois modelos, apesar da necessidade de se confirmar estes
achados. Em consonancia, mas avaliando o IFN-y, Brito e colaboradores (2011) ndo
observaram diferengcas nos niveis deste outro IFN quando camundongos
imunocompetentes foram infectados in vivo por P. lilacinum. Fernandes e
colaboradores (2008) somente observaram diferencas na producdo de IFN-y em
esplendcitos apos estimulagdo com o mitbgeno Concanavalina A. Porém, esses
autores utilizaram um modelo imunocompetente de infeccéo por S. schenckii. Loeffler e
colaboradores (2009) mostraram que hifas e conidios de A. fumigatus apresentaram
comportamentos diferentes quanto a expressdo de varias citocinas e quimiocinas,
como a IL-1B e TNF-q, j4 que apenas o0s conidios na forma latente conseguiram induzir
essas citocinas. Em outro trabalho relevante, Vieira (2008) relatou que macrofagos
humanos infectados por F. solani produziram um aumento expressivo de TNF-a no
inicio da infecdo, sendo que o mesmo diminuiu apés o periodo de 24 horas.
Infelizmente, nenhum outro estudo utilizando uma molécula tdo importante na
sinalizacdo celular entre fagdcitos, como seria o IFN-a, foi feito para efeitos
comparativos com o presente trabalho.

Algumas proteinas, como os CD de superficie, desempenham uma variedade de
funcdes, incluindo participagdo nos processos de adesédo e migragao celular. Existem
aproximadamente 320 tipos de proteinas com designado numero de CD (Zola et al.
2006). Devido ao pouco ou quase nenhum conhecimento sobre os marcadores de
superficie estimulados nas células imunes frente a infeccdo com P. lilacinum descritos
na literatura cientifica contemporéanea, nosso grupo resolveu escolher os marcadores
gue potencialmente poderiam ser regulados nas células fagociticas, como CD14,
CD38, CD11b, CD18, CD80 ou CD86. Tais receptores participam ativamente na
modulacdo dos fagdcitos em outros modelos experimentais. Assim, observamos que
tanto em 14, quanto em 24 horas de infec¢cdo por P. lilacinum, ocorreu um aumento

consideravel da dupla expressdo das moléculas CD18 e CD38 nos macrdfagos
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peritoneais da linhagem iNOS-/-. Esse fato nos leva a inferir que a interacdo célula
hospedeira e P. lilacinum possivelmente induz o aumento de certos marcadores
envolvidos na ativagdo macrofagica, mesmo em um modelo nocaute e com certo grau
de imunossupresséao. Por outro lado, determinados marcadores sofreram uma reducéo,
como seria 0 caso da dupla expressdo de CD14 e CD80, nas 14 horas iniciais de
interacdo. Esta regulacdo negativa do CD14 ja havia sido demonstrada na infeccéo in
vitro de mondcitos humanos pelo patégeno da hanseniase, o Mycobacterium leprae
(Hernandez et al. 2003). Wang e colaboradores (2000) mostraram em seu estudo que
CD14 estava diretamente envolvido na ativagdo de mondcitos por hifas de A.
fumigatus. Ja Srinoulprasert e colaboradores (2009) mostraram que a adeséo entre
monocitos humanos e conidios de P. marneffei foi inibida quando o fungo foi tratado
com anticorpos anti-CD14. Um estudo de 2005 mostrou o aumento do percentual de
células B pulmonares e macrofagos expressando CD80 e CD86 nos animais
sensibilizados com antigeno de A. fumigatus, um importante fungo responsavel por
episédios alérgicos, e os autores sugeriram que essa estimulacdo poderia contribuir
para o aumento de células T, principalmente as que produzem citocinas do tipo Th2,
um fendtipo relacionado a atopia (Barrios et al. 2005). Os 2 outros marcadores
estudados no presente trabalho (CD11b e CD86) ndo pareceram sofrer mudancas
significativas nos niveis de expressdao mediante a infec¢cdo com conidios de P. lilacinum
em ambos o0s tempos de interacdo. Jain e colaboradores (2015) mostraram
recentemente, em um estudo de caso de um paciente de 62 anos com uma sepse
fungica incomum e causada pelo fungo A. alternata, um aumento da expressdo de
CD45, CD10, CD19, CD22 em amostra de sangue periférico. Com esse resultado, o
paciente foi diagnosticado corretamente com leucemia linfoblastica aguda.

Um dado curioso é que na nossa interagdo in vitro utilizando camaras onde as
células ficaram aderidas, este processo pareceu facilitar a infecgcdo, onde nos trés
isolados de P. lilacinum com 24 horas de interacdo, ja ndo eram mais observados
macréfagos intactos. O mesmo ndo foi visto quando a interacdo foi realizada em
suspensao nos tubos para citometria de fluxo, onde foi inibida a aderéncia (Santos et
al, 2016). Neste processo, observamos que em 24 horas ainda havia células viaveis
expressando os marcadores de superficie utilizados. Certamente, e como séo dados
bem interessantes e que precisam ser extrapolados, o presente trabalho tem o viés de

desdobramentos futuros.
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No presente estudo, esperamos ter tornado reprodutivel a técnica de infec¢édo de
2 diferentes linhagens de macréfagos peritoneais murinos por conidios de P. lilacinum.
Além disso, também observamos, em carater inédito e comparativo, o papel que os
conidios fagocitados tiveram no envolvimento das popula¢des de macrofagos, sejam
elas imunocompetentes ou deficientes de producéo do radical NO, no que tange a
ativacdo de algumas moléculas co-estimulatorias, e também na possibilidade desse
fungo nédo ser capaz de induzir uma importante citocina inflamatéria nos fagocitos
murinos. Adicionando-se a esses resultados, esperamos ter contribuido para visualizar,
seja ele de limitada capacidade ou ultra-estruturalmente, 0 mecanismo de interagao do
fungo com o macréfago durante a fagocitose e seu destino intracelular.

Como os Uunicos relatos referentes a esse fungo quanto aos aspectos
objetivados nesse projeto foram gerados por nNOSSO grupo em animais
imunocompetentes e do mesmo background genético (Peixoto et al. 2010), a
compreensao dos mecanismos envolvidos na patogénese do mesmo serd de grande

contribuicdo para a prevencao, diagndstico e tratamento futuro dessa micose.
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7 CONCLUSOES

Os resultados da andlise in vitro da interacdo de macréfagos peritoneais murinos
com conidios de P. lilacinum nos permitem concluir que:

- A metodologia de obtencdo e isolamento de conidios de P. lilacinum se
mostrou factivel, com resultados satisfatorios em termos de quantidade e pureza da
suspensao conidial.

- As técnicas de obtencdo, de cultivo e de interacdo entre macrofagos
peritoneais murinos da linhagem INOS-/- com P. lilacinum foram padronizadas com
sucesso, servindo a estudos posteriores.

- Os 3 diferentes isolados de P. lilacinum testados aqui apresentaram
comportamento diferente quando observados pela microscopia éptica, sendo que esta
interacdo apresentou um comportamento semelhante nas fases iniciais da infeccéo,
mas as 14 horas, apenas o isolado proveniente da pele foi capaz de produz um micélio
que destruiu os macrofagos, enquanto que os outros dois isolados produziram a
mesma estrutura apés 24 horas de infeccéo.

- As microscopias eletrbnicas de transmisséo e de varredura foram capazes de
confirmar os resultados observados pela microscopia O6ptica. Além do mais, as
defini¢cdes ultra-estruturais revelaram nuances ndo observadas na técnica tradicional.

- Conidios de P. lilacinum, principalmente os isolados a partir da pele e da area
tibial, foram capazes de induzir uma modulacéo significativa no perfil de marcadores de
macréfagos peritoneais da linhagem iINOS-/- ap6s a infeccdo. Essas mudancas foram
encontradas para CD11b, CD14, CD18, CD38 e CD80. Esse fato nos leva a inferir que,
apesar de intensa destruicdo do fagoécito e perfil deficiente em NO, também h& um
aumento de certos marcadores envolvidos na ativagdo macrofagica.

- Os conidios de P. lilacinum nos experimentos realizados nesse projeto nao
foram capazes de induzir mudancas expressivas de padrdo nas expressdes de

metaloproteinases e IFNa. no decorrer da infecgéo.
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8 PERSPECTIVAS

- Perfazer a comparacéao entre os modelos WT e KO durante a interacdo com 0s
3 isolados de P. lilacinum, usando as microscopias Otica e eletrbnicas de transmisséo e
varredura.

- Perfazer a comparacdo no modelo KO na infeccdo com os 3 isolados de P.
lilacinum, utilizando os mesmos marcadores de superficie.

- Avaliar uma gama maior de monocinas nos modelos WT e KO na infec¢cdo com
os 3 isolados de P. lilacinum, utilizando o ensaio de luminex.

- Fazer a infeccéo in vivo no modelo KO com os 3 isolados de P. lilacinum
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